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1. UVOD

Glutamatové receptory zprostiedkovavaji rychly excitani pfenos mezi neurony
centralni nervové soustavy (CNS). Ionotropni receptory aktivované glutamatem se
vyskytuji na vét§in¢ neuroni i gliich a jejich aktivita je pro normélni fungovani nervové
soustavy jako celku nezbytna.

Jednim z typu ionotropnich receptori jsou N-methyl-D-aspartat (NMDA) receptory,
které se vyznamné podileji na procesu u¢eni a vzniku pamétovych stop. Jejich ptilisna
aktivace vSak milZe vést aZ ksmrti neuronu snaslednymi psychiatrickymi a
neurologickymi symptomy. Porozuméni funkci a modulaci NMDA receptorii proto miiZe
ptispét k terapii n€kterych zavaznych dusevnich ¢&i neurodegenerativnich chorob, a stava se
tak vyznamnym pfedmétem studia.

Aktivita NMDA receptoru je ovlivilovana celou fadou endogennich latek véetné
neurosteroidu - latek, které vznikaji v CNS a moduluji ¢innost mnoha dal$ich iontovych
kanalli. Jednim z neurosteroidt, ktery pozitivné piisobi na aktivitu NMDA receptort, je
20-oxopregn-5-en-3p-yl sulfat (PS). Bylo ukazano, Ze podani sulfatovanych neurosteroidd
pozitivné modulujicich NMDA receptory vyznamné zlepSilo kognitivni vlastnosti
u pokusnych zvitat. Pochopeni mechanismu ptsobeni neurosteroidii na molekularni urovni
muiZe vést k objasnéni jejich vlivu na fyziologické a patologické procesy a pfispét tak
k jejich pfipadnému klinickému vyuziti. Molekularnim mechanismem ptsobeni PS -
jednoho z nejrozsifenéjsich neurosteroidi v CNS - na NMDA receptory se zabyva také tato

diplomova prace.
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2. Literarni prehled

Glutamat je nejrozSifenéj$i excitatni neurotransmiter v savéi centralni nervové
soustavé (CNS). Na velky vyznam glutamatovych receptorti poukazuje fakt, Ze jen
k udrZeni chodu excita¢nich synapsi se spotiebuje 35 % energie Sedé kiiry mozkové a dalsi
3 % na metabolismus glutamatu {1}. Glutamatové receptory lze na zakladé mechanismu
prenosu signalu rozd€lit do nasledujicich dvou skupin: ionotropni glutamadtové receptory
funguji jako ligandem aktivované iontové kanaly, které se dale dé€li podle svych
selektivnich agonisti na a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionové (AMPA),
kainatové a N-methyl-D-aspartatové (NMDA) receptory (pro piehled {2}) a metabotropni
glutamatové receptory, které jsou spfazeny s G-proteiny.

NMDA receptory, propustné pro ionty Ca®*, se podileji na rychlém synaptickém
prenosu na vétSiné excita¢nich synapsi v CNS a jejich aktivace je téZ nezbytna pro vznik
nékterych forem synaptické plasticity jako je dlouhodoba potenciace synaptického pfenosu
(LTP; z angl. ,long-term potentiation™), o niZ se pfedpoklada, Ze je bunénou podstatou
formovani paméti a u€eni. Nadmérnou aktivaci NMDA receptorti dochézi k nadmérnému
zvyseni Ca®" iontii uvnit nervovych bungk, coz miZe vést az k jejich smrti. Tento jev je
nazyvan excitotoxicitou a existuje fada experimentalnich vysledkid svéd¢icich o tom, Ze
excitotoxicita je pfi¢inou mnoha patologickych stavii CNS — ptedevs§im téch projevujicich
se neurodegeneraci, jako je napf. Alzheimerova demence, Huntingtonova choroba, stavy
po ischemii a traumatickém poskozeni mozku {3-8}. Nedavné pokroky v objasnéni funkce,
genetiky a struktury NMDA receptorti podporuji hledani novych latek, které by mohly byt

terapeuticky vyuZity.

2.1. Molekularni struktura NMDA receptora

2.1.1. Primdrni struktura NMDA receptorii

Funkéni NMDA receptor se podle dosavadnich studii sklada ze ¢tyf podjednotek.
Byly popsany tfi rodiny téchto podjednotek a pojmenovany NR1, NR2 a NR3 {9-13}. NR1
podjednotka je kdédovana jednim genem. Mize byt exprimovana zosmi ruznych
sestiihovych variant mRNA, které se li§i pfitomnosti ¢i nepfitomnosti t¥i kratkych exonid
na N-konci (N1) a C-konci (C1 a C2). Podle nepfitomnosti nebo pifitomnosti N1 exonu se

sestiihové varianty rozdéluji na typ ,,a“ nebo ,b“ (Obr.2.1.C, str.8). Jako prvni byla



klonovéna potkani NR1-1a podjednotka, ktera je tvofena 938 aminokyselinovymi zbytky
{12}.

Podle dosavadnich vyzkumt existuji étyfi typy podjednotky NR2, oznacovany
pismeny A-D, které jsou kédovany &tyfmi riznymi geny. U NR2D podjednotky jsou
znamy dvé sestfihové varianty (NR2D1 a NR2D2), které vznikaji sestfihem na C-konci
{10}. Podjednotky NR2A-D obsahuji 1464, 1482, 1250 a 1323 aminokyselinovych zbytka.
Celkova sekven¢ni homologie mezi podjednotkou NR1 a podjednotkami NR2 je piiblizné
18 %. Jednotlivé podjednotky NR2 jsou pak homologni ze 40-70 %, v hydrofobnich
oblastech az z 90 %, naopak v usecich na C-koncich vykazuji nizkou homologii {10, 11}.

Jako posledni byly popsany dva typy podjednotky NR3. Podjednotka NR3A, ktera se
vyskytuje ve dvou sestfihovych variantach, je tvofena 1115 aminokyselinovymi zbytky a
vykazuje 27 % homologii s ostatnimi podjednotkami {13, 14}. Podjednotka NR3B je
slozena z 1002 aminokyselinovych zbytkl a je homologni ze 47 % k podjednotce NR3A,
ale jen ze 17-21 % k podjednotkam NR1 a NR2 {9}.

Jednotlivé podjednotky NMDA receptori jsou tvofeny dlouhym extracelularnim
N-koncem, ¢tyfmi membranovymi segmenty (M1-M4) a intracelularnim C-koncem, ktery
slouzi jako doména pro kontakt s intracelularnimi proteiny (Obr. 2.1.B, str.8). M2 segment,
tvofici pouze smycku zanofenou v membran€, formuje ¢ast péru iontového kanalu.
Extracelularni ¢4st obsahuje dvé domény. BliZze N-konci se nachazi doména dulezita
pro vazbu rtiznych modulaénich latek, blize membrané pak useky S1 a S2 formuji vazebné

misto agonista {2}.

2.1.2. Podjednotkové sloZeni NMDA receptorii

Vlastnosti NMDA receptoru zaviseji na jeho podjednotkovém sloZeni. Funké&ni
heterotetramer je vZdy tvofen dvéma podjednotkami NR1, které jsou zpravidla doplnény
dvéma NR2 podjednotkami jednoho typu {15, 16}, jejichz orientace je 1-1-2-2 (Obr 2.1.A,
str.8) {16}. Bylo vSak prokazano, Ze podjednotky NR1 mohou byt také doplnény dvéma
riznymi typy NR2 podjednotek {9, 11, 12, 17, 18}, z nichZ jedna nebo ob& mohou byt
nahrazeny podjednotkou NR3 {13, 14}.

Exprese NR1 podjednotek v oocytech Xenopus laevis naznaGovala moznost existence
funkéniho iontového kanalu sloZzeného pouze zpodjednotek NRI1. Zde vSak
pravdépodobné¢ dochazelo k jejich kombinaci s proteinem piirozené se vyskytujicim

v oocytech, ktery ma podobné vlastnosti jako NR2 podjednotky {12}.



Zatimco podjednotky NR1 jsou exprimovany ve velkém mnoZstvi v celém mozku,
exprese ostatnich podjednotek se omezuje jen na nékteré jeho Casti a vyvojova stadia.
NR2A a NR2B jsou hlavni podjednotky exprimované v hipokampu a mozkové kife
dospélych potkanii a podjednotka NR2C je exprimovana téméf vyhradné v mozecku.
Exprese NR2D podjednotky je vazéna pfedevSim na rana postnatalni stadia vyvoje CNS.
NR3A podjednotka je exprimovana predevs§im béhem embryonélniho vyvoje v fadé oblasti
CNS. Exprese NR3B podjednotky se v postnatalnim vyvoji pfili§ neméni a je omezena
pouze na motoneurony v miSe a v mozkovém kmeni {9, 13}. Podjednotky NR3 se
kombinuji s podjednotkami NR1/NR2 za vzniku funkénich NR1/NR2/NR3 receptort,
které vSak maji men$i jednotkovou vodivost {17}. Z pokusi na rekombinantnich i
na nativnich NMDA receptorech je ziejmé, Ze funkéni a farmakologické vlastnosti

receptoru jsou podminény piedevsim typem NR2 podjednotky {10, 11}.

A B

NR-1

S1 S2

[\

M2

N-konec

Intracelularni prostor ~ C-konec

NR1-1
NR1-2
NR1-3
Co C2
] NR1-4

Obrizek 2.1. A. NMDA receptor, je pravdépodobné heterotetramer tvofeny dvéma NR1
podjednotkami a dvéma NR2 podjednotkami jejichZ orientace je 1-1-2-2 {16}. B.

Jednotlivé podjednotky NMDA receptori jsou tvofeny dlouhym extracelularnim



N-koncem, ¢tyfmi membranovymi segmenty (M1-M4) a intracelularnim C-koncem, ktery
slouzi jako doména pro kontakt s intracelularnimi proteiny. Smycka M2 segmentu tvofi
ast poéru iontového kanalu. Useky S1 na N-konci a S2 na smy&ce mezi 3. a 4.
transmembranovou doménou (M3-M4) tvoti vazebné misto agonistd (upraveno podle{2})
C. Sesttihové varianty podjednotky NR1 se lisi pfitomnosti ¢i nepfitomnosti kratkych

usekl na C-konci proteinu (C1, C2, C2°) (upraveno podle {2}).

2.2. Funkéni vlastnosti NMDA receptoru

2.2.1. Aktivace NMDA receptoru, struktura glutamdtového a glycinového mista

Pro otevieni iontového kanalu, ktery je integralni souc¢asti NMDA receptoru, je nutna
soucasna aktivace vazebnych mist pro glutamat a glycin {19-21}. Endogennimi agonisty
glutamatového mista jsou L-glutamat, L-aspartit a dal$i aminokyseliny nesouci jednu
o-kyselou skupinu, pfiCemz jeji druh, délka fetézce a opticky izomer ovliviuji afinitu
k vazebnému mistu {22}. Exogennim selektivnim agonistou glutamatového mista, podle
kterého byla cela skupina receptorii pojmenovana, je N-methyl-D-aspartat {23}. Afinita
glutamatu k NMDA receptorim zavisi na jejich podjednotkovém sloZeni.
Na rekombinantnich NR1-1a/NR2A-D receptorech byly pro glutamat naméfeny tyto
hodnoty ECsy: 1,7; 0,8; 0,7 a 0,4 uM {10, 18}. Fyziologickymi agonisty glycinového
mista, které se nachazi na podjednotce NRI1, jsou glycin, D-serin a dal$i malé
aminokyseliny, oviem pouze né€které z nich se vazi s dostate¢né vysokou afinitou a mohou
slouzit jako fyziologicky ligand {19, 20}. Hodnoty ECs, pro glycin na rekombinantnich
NR1-1a/NR2A-D receptorech jsou 2,1; 0,3; 0,2 a 0,1 uM {10, 18}.

Studie na chimérnich a mutantnich podjednotkdich NMDA receptori prokazaly, zZe
vazebna mista pro agonisty jsou tvofeny oblasti S1 na N-konci a oblasti S2 na smycce
mezi 3. a 4. transmembranovou doménou (M3, M4) (Obr. 2.1.B, str.8) Vazebné misto
pro glycin bylo lokalizovano na podjednotce NR1 a studiem odpovidajicich
aminokyselinovych zbytki na NR2 podjednotce bylo identifikovdno i glutamatové
vazebné misto {24}. Struktura vazebnych mist pro oba agonisty byla krystalograficky
rozieSena {25, 26}. V oocytech Xenopus laevis byly nalezeny NMDA receptory, které jsou
prekvapivé aktivované pouze glycinem. Jsou tvofeny z podjednotek NR1-la a NR3A -
hodnota ECs) pak je 1 pM - nebo NR1-1a a NR3B, u nichZ byla namétena hodnota ECs
pro glycin 5 pM. Tyto iontové kanaly jsou viak propustné pouze pro ionty Na®, na rozdil

od NR1/NR2 receptort, které jsou propustné i pro Ca®* ionty {9}.



2.2.2. Model aktivace NMDA receptoru

Po uvolnéni glutamatu z presynaptického zakonceni béhem excita¢niho pfenosu se
jeho koncentrace v synaptické $térbin€ kratkodob¢ (~1 ms) zvys$i aZ na milimolarni droveri
(~1 mM) {27}. Tento vylev glutamatu pak aktivuje ionotropni glutamatové receptory a
vznika tak excitaéni postsynapticky proud (EPSP) skladajici se z rychlé AMPA/kainatové
komponenty a pomalé komponenty zprosttedkované NMDA receptory {28}. Pfi¢iny
pomalého prub¢hu NMDA slozky souvisi s aktivaéni kinetikou NMDA receptoru.
K jejimu popisu bylo navrZzeno n¢kolik modelu.

Zékladni schéma ptredpoklada dvé identicka a nezavisla mista pro vazbu glutamatu a
popisuje p€t moznych konformacnich stavi NMDA receptoru: zavieny s nenavazanou
zadnou (R), jednou (RA) nebo se dvéma (RAA) molekulami glutaméatu, otevieny (O) a
desenzitizovany (D) (Obr. 2.2.) {29}. Tento model umozZiluje popsat ¢asovy prubch
makroskopickych proudu vyvolanych rychlou aplikaci glutamatu, desenzitizaci a aktivaci

receptoru agonistou.

2k, K, K,
i
D

Obrazek 2.2. Kineticky model aktivace NMDA receptoru s nasledujicim znacenim
stavu receptoru: zavieny s nenavazanou zadnou (R), jednou (RA) nebo se dvéma (RAA)
molekulami agonisty v glutamatovém misté, otevieny (O) a desenzitizovany (D). ky, a k,
jsou rychlostni konstanty vazby resp. odvazovani agonisty, k, a k. konstanty otevirani a
zavirani NMDA receptoru a k.4 a k.4 konstanty desenzitizace resp. resenzitizace (upraveno

podle {29}).

2.2.3. Pravdépodobnost otevieni NMDA receptorii

Vétsina experimentalnich dat se shoduje v tom, Ze jen mala ¢ast receptort, které jsou
aktivovany agonistou, se nachazi ve stavu, kdy je iontovy kanal otevieny. Predpoklada se,
Ze v piitomnosti saturujici koncentrace glutamatu (napiiklad 1 mM, coz je predpokladana
koncentrace na synapsi béhem synaptického pienosu) se nachazi vét§ina (>99%) receptoru

kratce po jejich aktivaci ve stavu RAA nebo O. Pfechod mezi RAA a O je dan
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rychlostnimi konstantami otevirani a zavirani, které uruji pravdépodobnost otevieni
iontového kanalu (P,; P, = k1/(k1+k2)) (Obr. 2.2, str. 10). Hodnota P, byla stanovovana
riznymi metodami vet§inou pomoci napétové zavislého blokatoru iontového kanalu
farmakologickou latkou (+)-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-
iminmalat (MK-801). Mé&fenim nativnich NMDA receptori na tkanovych kulturach
hipokampalnich neuront byly zjistény rtizné hodnoty P, pohybujici se od 0,02 % do 30 %
{30, 31}. Rozdily jsou pravdépodobné dany nejen odlisnostmi v experimentalnim pfistupu,
ale i vlastnostmi NMDA receptorl, které jsou ovlivnény endogennimi faktory. Mé&feni
na rekombinantnich receptorech ukazala, Ze hodnota P, zavisi téZ na podjednotkovém
sloZeni receptoru. Pro receptory NR1-1a/NR2A a NR1-1a/NR2B byly zji$t€ény hodnoty P,
35 % a 7 % {32}. Hodnoty P, pro rekombinantni NR1/NR2C-D receptory dosud nebyly

spolehlivé uréeny.

2.2.4. Desenzitizace NMDA receptori

Desenzitizace je agonistou navozeny stav receptoru, ktery se stane refrakterni k dalsi
aplikaci agonisty. V elektrofyziologickych méfenich je tento jev pozorovan jako asové
zavislé snizeni odpovédi b&hem aplikace agonisty {33}. Podle tfi molekularnich
mechanismi, které jej objasiiyji, rozliSuyjeme u NMDA receptori desenzitizaci
glycin-citlivou, glycin-nezavislou a Ca**- zavislou (pro piehled {2}).

Ke glycin-citlivé desenzitizaci dochazi pi#i nizkych (nesaturujicich) koncentracich
glycinu {34, 35}. Bylo zjist€no, Ze mezi vazebnymi misty pro glycin a glutamét existuje
negativni alosterické spojeni {21}. Vazba glutamatu na NMDA receptor sniZuje jeho
afinitu pro glycin. Vzhledem k tomu, Ze oba koagonisté tj. glutamat a glycin musi byt
navazany na receptor, po vazb¢ glutamatu dojde k uvolnéni glycinu a naslednému sniZeni
odpovédi. Casovy pribéh této , desenzitizace odpovidd dobé potiebné k ustaveni
rovnovahy receptort s okolni koncentraci glycinu {36}.

Mira glycin-nezavislé desenzitizace NMDA receptoru je ovlivnéna fadou ruznych
mechanismi véetné fosforylace nebo protein-proteinovych interakci {37, 38}. Pokusy
na rekombinantnich NMDA receptorech ukazaly, Ze receptory sloZzené z podjednotek
NR1/NR2A-B, na rozdil od NR1/2C-D, vyrazné desenzitizuji v pfitomnosti saturujicich
koncentraci agonisti {39}. Pfedpoklada se, Ze hlavni pfiinou odlisné miry glycin-
nezavislé desenzitizace pozorované u rekombinantnich NMDA receptorii jsou rozdily

v aminokyselinovém sloZeni dvou tseki NR2 podjednotky. Jedna se o dvé N-koncové
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domény: pre-M1 doménu tvofenou &Etyfmi aminokyselinovymi zbytky blizko prvni
transmembranové domény a doménu v S1 oblasti tvofenou 190 aminokyselinovymi zbytky
(Obr. 2.1.B, str.8) {37, 40}. Vyznam vSak mohou mit i dal$i mista. Bylo naptiklad
ukazano, ze zavedeni bodové mutace ve vysoce konzervované oblasti transmembranového
useku M3 na podjednotce NR1 také ovliviiuje miru glycin-necitlivé desenzitizace NMDA
receptord {41}.

Pii zvyS$ujici se intracelularni koncentraci vapniku dochazi k postupnému sniZovani
amplitudy proudovych odpovédi NMDA receptori. Pro tento jev byl zaveden pojem
,,Ca’’-zavisla desenzitizace® nebo »inaktivace NMDA receptoru“ {42, 43}. Studie
na rekombinantnich receptorech ukazala, Ze NR1/NR2A a NR1/2D receptory vykazovaly
vysokou inaktivaci, zatimco receptory NR1/NR2B a NRI/NR2C byly k inaktivaci
necitlivé {39}.

2.3. Farmakologie NMDA receptoru
Aktivita NMDA receptorti je modulovana velkym mnozstvim strukturalné odliSnych
skupin latek. Podle mechanismu jejich pisobeni rozeznavame tfi skupiny téchto latek {2}:

1. kompetitivni antagonisté plisobici na vazebném misté pro glutamat nebo glycin

2. akompetitivni antagonisté neboli blokatory iontovych kanalti, coz jsou latky, které
se vazi dovnitf iontového kanalu: Mg2+, MK-801 (dizocilpin), memantin,
fencyklidin (PCP), ketamin.

3. nekompetitivni antagonisté vazici se mimo vazebna mista pro glycin, glutamat a
mimo iontovy kanal: Zn**, Cu®*, H', redoxni latky, polyaminy, ifenprodil,
neurosteroidy.

Ucinek téchto latek je &asto zavisly na podjednotkovém sloZeni NMDA receptoru.

Hlavni modulaéni mista jsou zndzornéna na obrazku 2.3 (str. 13).
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Obrizek 2.3. Schématické zndzornéni pisobeni riznych modulitori na NMDA
rceptory. Zelené jsou vyznatena vazebna mista pro agonistu (zde glutamat) a koagonistu
(zde glycin) a kompetitivni antagonisté téchto rozpoznavacich mist. Blokatory NMDA

iontovych kanali jsou znazornény Cervené a dal$i modula¢ni latky modfe.

2.3.1. Kompetitivni antagonisté glutamdtu

Mezi typické kompetitivni antagonisty glutamatového mista patfi fosfonoderivaty
aminokyselin s péti- aZ sedmiuhlikatymi fetézci jako napiiklad kyselina D,L-2-amino-
5-fosfonovalerova (D-APV; AP5) ¢&i kyselina D,L-2-amino-7-fosfonoheptanova (AP7)
{44}. Dale jsou to kyselina 2-(fosfonomethyl)-pentandiova (PMPA) nebo kyselina 3-(2-
karboxypiperazin-4-yl)-propyl-1-fosfonova (CPP) (pro prehled {45}). Uginek téchto latek
na NMDA receptor zavisi na typu podjednotky NR2, kde je glutamatové misto
lokalizovano. Naptiklad afinita pro dal$i dva kompetitivni antagonisty, kyselinu cis-4-
(fosfonomethyl)piperidin-2-karboxylovou (CGS 19755) a D,L-(E)-2-amino-4-propyl-5-
fosfono-3-pentenovou (CGP 39653), klesa v pofadi NR1/NR2A > NRI/NR2B >
NRI1/NR2D > NR1/NR2C {46}.

2.3.2. Kompetitivni antagonisté glycinu
Piesto, Ze je vazebné misto pro glycin lokalizovano na NR1 podjednotce, ECs
glycinu je ovlivnéno také typem NR2 podjednotky. Fyziologickym kompetitivnim

antagonistou glycinového mista je kyselina kynurenova, ktera se ovSem s niZ$i afinitou
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vaze také do vazebného mista pro glutamat. Mezi selektivni kompetitivni antagonisty
glycinového mista na NR1 podjednotce patfi halogenované chinoxalindiony a derivaty

kyseliny kynurenové, z nichZ asi nejznamé&j$im je 5,7-dichlorokynurenat (pro piehled {2}).

2.3.3. Akompetitivni antagonisté

Akompetitivni antagonist¢é NMDA receptorti jsou nabité latky, které se mohou vazat
do svého vazebného mista uvnitf iontového kanalu pouze po aktivaci receptoru a otevieni
iontového kanalu. Jejich velikost je vét$i neZz velikost poru otevieného iontového kanalu
(> 0,55 nm) {47}. Tyto latky nemohou volné prochazet do intracelularniho prostoru buiiky
a “ucpou” iontovy kanal a brani tak toku Ca’" aNa' otevienymi iontovymi kanaly NMDA
receptori. V3echny tyto latky jsou kationty, coz vysvétluje, pro¢ se mira blokace receptora
sniZzuje se zvySujicim se membranovym potencidlem a pro¢ je navrat ztéto blokady
urychlovan pfitomnosti agonisty nebo pii kladném membranovém potencidlu. Z tohoto
divodu také nelze pro tyto latky stanovit obecnou hodnotu ICsy, protoZe ta musi byt
doplnéna velikosti membranového potencialu, pti kterém byla namétena. Dalsim faktorem,
ktery charakterizuje pusobeni blokatoru, je relativni hloubka, kde se blokator vaze
v iontovém kanale {48}.

Za normalnich podminek jsou NMDA iontové kanaly fyziologickou koncentraci
iontii Mg (1 mM) blokovéany napé&tové zavislym zpiisobem, pfigemz depolarizace buiiky
tento blok odstranuje. To je divodem, pro¢ proudo-napét'ova zavislost neni linearni, ale ma
tvar pismena ,,J. Cim je hnaci sila vstupu Mg iontii do buriky vy3i, tzn. &m vy3si je
koncentrace Mg”* a/nebo negativn&j$i membranovy potencial, tim vy3i je i mira blokace
iontového kanalu {49, 50}. Tato interakce NMDA receptori s Mg2+ ionty je
z fyziologického hlediska velmi vyznamna, protoZe k ionotropnimu a metabotropnimu
vlivu NMDA receptoru dochdzi aZ po predchazejici u€inné depolarizaci vyvolané
zpravidla aktivaci AMPA/kainatovych receptoril. Vazebné misto pro Mg?* je lokalizovano
v Q/R/N misté, coZ je nejuzsi misto poru iontového kanalu NMDA receptoru {51, 52}. Jak
vazba Mg2+ k NMDA receptoru, tak i jeho disociace je velmi rychlym procesem, coZ se
pfi sniméani proudd jednotlivych kanali na hyperpolarizovanych potencidlech projevuje
jako zména puvodné dlouhého vodivého stavu NMDA receptoru na salvy sloZené
z kratkych otevieni a zavieni, jejichZ pocet je zavisly na extracelularni koncentraci Mg**
{50}. Citlivost NMDA receptori k Mg?* zavisi na jejich podjednotkovém sloZeni.
Pro NR1/NR2A-2B receptory je mnohem vys$i neZ pro receptory NR1/2C-D {11, 18}.
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Také NMDA iontové kandly obsahujici podjednotku NR3 maji niz8i citlivost k blokadé
Mg?* {9}.

Krom& Mg** jsou znamy i dal$i latky, které uéinné blokuji iontové kanaly NMDA
receptori. Patfi mezi n¢ MK-80I, ktery vyvolava silnou blokadu iontového kanalu a
disociuje jen velmi pomalu (tau ~90 minut pfi membranovém potencialu -70 mV) {30}.
Citlivost NR1/NR2A-2B receptortt k MK-801 je vyssi neZ k receptorim NR1/2C-D {53}.
Dalsi blokator - memantin - inhibuje odpovédi nativnich NMDA receptori
na membranovém potencidlu -60 az -70 mV koncentrané zavislym zpisobem.
Hodnota ICsg ~2 pM se s podjednotkovym sloZenim receptoru pfili§ neméni {54}.
Memantin je klinicky uZivén jako 1€k pro lé¢bu Alzheimerovy demence.

I jiné blokatory otevienych iontovych kanald byly studovany za uc¢elem mozného
vyuziti pfi 1é¢b€ neurodegenerativnich chorob. Piedpokladalo se, Ze svou vazbou dovnitt
otevieného iontového kandlu zabrani vstupu Ca®* do buiky, &mZ ji uchrani
pred poskozenim, které vznikd pravé v dusledku nadmérného zvyseni intracelularni
koncentrace tohoto iontu. OvSem pfi klinickém testovani téchto latek, mezi které patii také

fencyklidin a ketamin, bylo zji§téno, Ze maji silné psychomimetické vedlejsi ucinky {55}.

2.3.4. Nekompetitivni antagonisté

Nekompetitivni antagonisté jsou latky, které ovliviiuji vlastnosti NMDA receptorti
prostfednictvim vazby do riznych modula¢nich mist lokalizovanych mimo pér iontového
kanalu a mimo glutamatové a glycinové vazebné misto. Mezi tyto extracelularni
alosterické modulatory patii Zn?*, Cu?*, H' ionty, polyaminy, ifenprodil, redoxni latky a

neurosteroidy.

2.3.4.1. Modulace Zn**, Cu** a H' ionty

Zinek se vyskytuje v synaptickych vaccich v mnoha glutamétergnich terminalach,

odkud je béhem synaptického ptenosu uvoliiovan a dosahuje koncentrace az 300 uM, ktera
Jje schopna modulovat aktivitu NMDA receptorti {56}. Zinek inhibuje odpovédi NMDA
receptort jak napé€toveé zavislym, tak napétové nezavislym zplisobem. Napétoveé zavisla
inhibice, ktera je pozorovana pii vyssich koncentracich Zn**, je pravd&podobng zplisobena
navazanim Zn”" iontdi do vazebného mista pro Mg®" uvnitf poru iontového kanalu {34,
57}. Naproti tomu napét'ové nezavisla inhibice Zn** ionty souvisi s alosterickou modulaci
receptoru a je ovlivnéna jak sestfihovou variantou podjednotky NRI1, tak i typem

podjednotky NR2. Vyssi citlivost k inhibici vykazuji NMDA receptory obsahujici

15



podjednotku NR2A. NMDA receptory sloZené z kombinace podjednotek NR2 a sestfihové
varianty podjednotky NR1-1b, ktera zahrnuje exon N1, vykazuji niZsi citlivost k nap&toveé
nezavislé inhibici Zn** oproti iontovym kanaliim obsahujicim podjednotku NR1-1a {57}.

Vazebné misto pro ionty Cu® je pravdépodobné lokalizovano jinde nez vazebné
misto pro Zn*". P#i studiu vlivu Cu** na odpovédi NMDA receptorti na kultivovanych
kortikalnich a hipokampélnich neuronech bylo zji§téno, Ze jejich u€inek je charakteristicky
pomalou kinetikou a je napétoveé nezavisly {58}.

Funkce NMDA receptort je modulovana ionty H', jejichZ extracelularni koncentrace
se vlivem neurondlni aktivity méni {59-61}. Fyziologickad hodnota pH je blizka hodnoté
ICso plsobeni protoni na nejrozsifenéjsi NMDA podjednotce NR2B, z ¢ehoz vyplyva, ze
receptory jsou tonicky inhibovany, pfesto jen mald zména pH mlze vyznamné ovlivnit
jejich funkci. ZvySeni koncentrace protonli vede ke sniZeni frekvence otevirani nativnich
NMDA receptort bez ovlivnéni jejich vodivosti a primérné doby otevieni. Kompetitivni
antagonismus mezi H" a NMDA nebo glycinem nebyl prokazan {60-62}. Pfedpoklada se
proto piitomnost specifického vazebného mista pro H' ionty, které je lokalizovano
na extracelularni stran€ v oblasti spojujici transmembranovou doménu M3 s doménou M4
(Obr. 2.1.B, str. 8), a to na obou podjednotkach NR1 i NR2 {41}. Rozdily ve struktufe
tohoto mista mezi jednotlivymi podjednotkami pak také vysvétluji odliSnou citlivost
NMDA receptort k pH v zavislosti na jejich podjednotkovém sloZeni. Koncentrace iontt
H' také vyznamné ovliviiuje pisobeni jinych latek (naptiklad zinku, ifenprodilu a

polyaminit) na NMDA iontovych kandlech (pro piehled {2}).

2.3.4.2. Polyaminy

Endogenni alifatické polyaminy, napf. spermin a spermidin, vyskytujici se
v centralnim nervovém systému, pusobi na NMDA receptorech alespoil tfemi
mechanismy: napétové zavislou inhibici, glycin-zavislou potenciaci a glycin-nezavislou
potenciaci (pro piehled {2}). Extracelularni aplikace sperminu inhibuje odpovédi
NR1/NR2A-B napét'ové zavislym zplisobem. Tato inhibice je podobna ptisobeni Mg2+ aje
pravdépodobné také zplisobovana stejnymi aminokyselinovymi zbytky uvnitf poéru
iontového kanalu jako v pfipadé blokady ionty Mg2+ {63}. Glycin-zavisla potenciace
vyvolana sperminem, ke které dochazi pouze pii nizkych koncentracich glycinu, je
popsana jako pfiblizné trojnasobné zvySeni afinity ke glycinu u NR1/NR2A-B receptoru.

Mira potenciace odpovédi neni ovlivnéna typem NRI1 podjednotky. Naproti tomu
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glycin-nezavisla potenciace, pozorovana pouze u NR1/NR2B receptortil, je pfitomnosti
podjednotky NRI1-1b v NMDA iontovém kanalu eliminovdna. Spermin aplikovany
na NMDA receptory z intracelularni strany sniZuje pravdépodobnost otevieni t&chto
iontovych kanélti. Mechanismus jeho pusobeni je odlisny od mechanismu pisobeni
vapenatych ionti pfi Ca’*-z4vislé inaktivaci NMDA receptoru {43}, kterd je s inhibi¢nim

pusobenim sperminu aditivni {64}.

2.3.4.3. Ifenprodil

Ifenprodil je latka patfici mezi fenyletanolaminy, ktera byla ptivodn€ vyvinuta jako
vazodilata¢ni ¢inidlo {65}. Pozdg&ji bylo zji§t€no, Ze inhibuje rtizné typy receptord, a
vykazuje tudi? neuroprotektivni G&inky {66}. Ukinek ifenprodilu je zavisly
na podjednotkovém sloZzeni NMDA iontového kandlu. Ifenprodil inhibuje napé&toveé
nezavislym zpisobem odpovédi NR1/NR2B receptori s hodnotou ICso 0,34 pM.
Na odpovédi NR1/NR2A receptori ifenprodil plisobi jen ve vysokych koncentracich, a to
napétové zavislym zplsobem. Afinita tohoto typu receptorti k ifenprodilu je piiblizné
400-krat niz8i (ICsop 146 puM) nez afinita NR1/NR2B iontovych kanalG. Receptory
NRI1/NR2C-D jsou k nizkym koncentracim ifenprodilu necitlivé {67}.

2.3.4.4. Redoxni latky
Molekularné biologické studie ukazaly, Ze NMDA receptory obsahuji sulthydrylové

skupiny, které mohou tvofit disulfidické mistky. Proudové odpovédi nativnich NMDA
receptorti jsou proto v pfitomnosti redoxnich latek modulovany {55}. Redukéni ¢inidla
jako napfiiklad dithiothreitol (DTT), ktery redukuje disulfidické mistky, vyrazn€ potencuji
odpovédi NMDA receptort, zatimco ¢inidla oxida¢ni jako 5-5°-dithio-bis-2-nitrobenzoova
kyselina (DTNB) proudové odpovédi téchto iontovych kanalii inhibuji. Pfedpokladanymi
fyziologickymi modulatory NMDA receptord jsou glutathion, kyselina askorbova a

lipoova, pyrrolochinolin chinon a oxid dusnaty (pro piehled {2}).

2.3.4.5. Neurosteroidy

Jiz v prvni poloviné minulého stoleti bylo pozorovano, Ze n€které steroidy dokéazi
velmi rychle, béhem sekund ¢i dokonce milisekund, ovlivnit neurondlni excitabilitu, coz
vylutuje jejich plsobeni na genomové trovni {68}. Molekularni mechanismus tohoto
pusobeni viak zustaval dlouho neznam. Teprve v osmdesatych letech se objevily prvni

studie o uéinku steroidnich latek nejprve na funkci GABA4A (kyselina y-aminomaseln4,
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receptor typu A) receptoru {69} a pozdéji i na dalsi ligandem aktivované iontové kanaly,
jako jsou glutamatové, glycinové ¢&i nikotinické acetylcholinové receptory {70-72}
(pro prehled {73}). Ptiblizn¢ vtéZze dobé byla prokazana produkce steroidi piimo
v nervové tkani {74}, které jsou obecné nazyvany neurosteroidy. Jsou to 3B-hydroxy-
A’-latky syntetizované z cholesterolu nebo ze steroidnich prekurzori importovanych
z perifernich zdroji {75}.

Neurosteroidy mohou modulovat NMDA receptory jak pozitivné — zvétSovat
odpovédi, tak mit inhibiéni plisobeni {76-79}. Zastupcem neurosteroidi potencujicich
NMDA receptory je 20-oxopregn-5-en-3B-yl sulfat (dale jen pregnenolonsulfat; PS),
inhibi¢ni neurosteroidy reprezentuje napiiklad 20-oxo-5Ppregnan-3a-yl sulfat (dale jen
pregnanolonsulfat; 3a5S), lisici se od PS absenci jedné dvojné vazby (Obr. 2.4, str. 19).
Pti¢inou odli$ného u¢inku neurosteroidii mohou byt stérické rozdily. Pro p¥imé ptisobeni
na NMDA receptory musi neurosteroidy obsahovat v poloze C3 negativni naboj, jehoz
nositelem je u endogennich neurosteroidd sulfatovd skupina. Ta miZe byt bez vlivu
na funkci nahrazena sukcinatovym zbytkem, ale ne jeho metylesterem {79}. Tvar celé
molekuly ur€uje konfigurace na uhliku C5. 50-redukované steroidy predstavuji spiSe
planarni strukturu, na rozdil od 5B-steroidd, jejichZ cholesterolovy skelet obsahuje zietelny
,»ohyb“. Predpoklada se, Ze potenciacni pisobeni PS a inhibi¢ni G¢inek 3aSBS jsou

zprostfedkovany riznymi vazebnymi misty {79}.
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PS 3a58S

Obrazek 2.4. Struktura molekul neurosteroidi PS a 3aSPBS. Strukturni vzorce

neurosteroidd PS a 3a5BS a ukazka jejich prostorové struktury.

V prvnich pokusech této diplomové prace bylo na rekombinantnich NMDA
receptorech potvrzeno, Ze 3a.5pS inhibuje zvyseni intracelularni koncentrace Ca** ([Ca®*);)
vyvolané exogenni aplikaci glutamatu a PS naopak toto zvySeni potencuje. Pokusy s PS
vSak prekvapivé ukéazaly dosud nepopsany ucinek tohoto neurosteroidu na NMDA
receptorech, kdyZ jeho aplikace vedla ke zvySeni [Ca®iiv nepfitomnosti agonistit NMDA
iontovych kanalt. Cilem této diplomové prace bylo analyzovat molekuldrni mechanismus,

jakym PS ovliviiuje [Ca2+]i.
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3. Cile prace

Cilem prace bylo ur¢it:

1. - zda zvy3eni intracelularni koncentrace Ca™* (dale [Ca2+]i) pozorované béhem
aplikace PS je vyvolano prinikem Ca®>* pfes cytoplazmatickou membranu,
nebo zda k nému dochézi v dasledku uvoln&ni Ca®* z intracelularnich zdrojti.

2. - zda PS vyvolané zvyseni [Ca2+]i souvisi s ¢innosti NMDA receptorq.

3. - zda zvyseni [Ca’"]; je specifické pouze pro PS, nebo zda ho mohou vyvolat i
ostatni neurosteroidy.

4. - molekularni mechanismy, jakymi PS ovliviiuyje NMDA receptory a stanovit,
zda tento neurosteroid aktivuje receptory piimo, nebo zda piisobi nepiimo.

5. - zékladni farmakologické vlastnosti PS.

6. - zda je u¢inek PS specificky pouze pro rekombinantni expresni systémy,
nebo zda zmény [Ca’*]; vyvolava i u kultivovanych neuronii.

7. - misto, kde se PS na NMDA receptoru vaze.
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4. Material a metody

Pouzité chemikaélie byly zakoupeny od firmy Sigma (St. Louis, MO, USA) nebo
Tocris Cookson Ltd. (Avonmouth, UK). Neurosteroidy pregnenolonsulfat (PS) a
pregnanolonsulfat (3a5BS) byly syntetizovany v laboratofi RNDr. Hany Chodounské CSc.
(Ustav organické chemie a biochemie AV CR) podle publikované metody {80} a jejich
Cistota (>98%) byla testovana nuklearni magnetickou rezonanci, tenkovrstevnou
chromatografii a elementarni analyzou. U materidlu dodavaného jinym vyrobcem je jeho
jméno uvedeno v zavorce za nazvem chemikalie. K pfipravé roztoki byla pouzivana

deionizovana voda, ktera byla dale upravena pfistrojem Simplicity 185 (Millipore, USA).

4.1. Molekularné biologické metody

4.1.1. Poufité geny

NR1I-1a podjednotka (GenBank accession no. U08261) {81} v pcDNA I/AMP vektoru (dar
od Dr. G. Westbrook; Vollum Institute, Portland, OR, USA);

NR2B podjednotka (GenBank accession no. M91562) {11} v RK7 vektoru (dar od Dr. S.
Viciniho, Georgetown University School of Medicine, Washington D.C., USA),

Zeleny fluorescencni protein (GFP) v pQBI 25 vektoru (Takara Bio Inc., Shiga, Japonsko);
Pro pfipravu DNA byl pouzZivan bakteridlni kmen Escherichia coli DH5«a (supE44,
AlacU169 (®80 lac ZAM15), hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relA1)

4.1.2. PouZité roztoky

Zivny agar s ampicilinem: 4% Zivny agar (Imuna, Sari$ské Michalany, SR), 100 pg/ml
ampicilinu (Krka, Novo Mesto, Slovinsko);

LB médium s ampicilinem: 1 % trypton (Serva, Oxon, VB), 0,5 % kvasni¢ny extrakt
(Serva), 1 % NaCl, 100 pg/ml ampicilinu (Krka).

4.1.3. Sterilizace

Pokud neni uvedeno jinak, byly roztoky, $pi¢ky k mikropipetdm a mikrozkumavky
sterilizovany v autoklavu pti 121°C po dobu 20 min. Chemické sklo bylo 2 hodiny
sterilizovano suchym teplem p#i teplot¢ 180°C. Drobné piedméty byly sterilizovany

Zihanim nebo zapalenim po namoceni do denaturovaného etanolu.

4.1.4. Maxipreparace plazmidu (pomoci ,,Qiagen® Plasmid Midi Kit")
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Pouzité roztoky a pufry byly soucasti Qiagen® Plasmid Mini Kit (Qiagen, Valencia,
USA). Bakterie byly zao¢kovany do 100 ml LB média s ampicilinem a byly aerobné
kultivovany 12-16 hod v tfepaéce pti 37°C. Poté byla kultura centrifugovana 15 min
pti 6000 g a 4°C v centrifuze Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed (GMI, Ramsey,
USA), pelet byl resuspendovan ve 4 ml roztoku I. K suspenzi byly ptidany 4 ml roztoku II,
roztoky byly dukladné promichany otacenim zkumavky a inkubovany 5 min pii pokojové
teploté. Dale byly ptidany 4 ml roztoku III vychlazeného na 4°C. Smés byla promichana a
inkubovana 15 min na ledu. SraZenina byla odstranéna 30 min centrifugaci pfi 20 000 g a
4°C. Supernatant byl aplikovan na kolonu QIAGEN-tip 100 ekvilibrovanou 4 ml pufru
QBT. Poté byla navazana DNA na QIAGEN-tip 100 2-krat promyvana 10 ml pufru QC a
nasledné€ uvolnéna z kolony pomoci 5 ml elu¢niho pufru QF. K DNA v elu¢nim pufru byly
pfidany 3,5 ml isopropylalkoholu. Po 10 min inkubaci pfi pokojové teploté byla smés
centrifugovéana 30 mi. pfi 15 000 g a 4°C, pelet byl promyt 2 ml 70 % etanolu, vysusen pfi
laboratorni teplot¢ a resuspendovan v H,O. Vzorek DNA byl skladovan pfi -80°C.
Koncentrace DNA byla méfena na spektrofotometru NanoDrop (NanoDrop Technologies,
Delaware, USA) programem dsDNA.

4.1.5. Minipreparace plazmidu (pomoci ,,Qiagen® Plasmid Mini Kit")

Pouzité roztoky a pufry byly soucasti Qiagen® Plasmid Mini Kit (Qiagen). Kultura
byla centrifugovéna 15 min pii 6000 g a 4°C v centrifuze Mikro 120 (Hettich, Tuttlingen,
Némecko). Pelet byl resuspendovan v 250 ul roztoku I a pfenesen do mikrocentrifugaéni
zkumavky. Ke smési bylo ptidano 250 pl roztoku II. Po promichéni otd¢enim zkumavky
bylo k suspenzi pifidano 350 pl roztoku III, smés byla opét promichana otaenim
zkumavky a 10 minut centrifugovéana pfi 17 900 g ve stolni mikrocentrifuze. Supernatant
byl nanesen na QIAprep centrifugaéni kolonu a 60 s centrifugovan pii 17 900 g. Kolona
byla promyta 0,75 ml pufru PE a centrifugovana 2x 60 s. Poté byla pfemisténa do Eisté
mikrozkumavky. DNA byla eluovana 30 pl deionizované vody, které byly napipetovany
doprostied kolony. Po 1 minuté byla kolona centrifugovédna a koncentrace ziskané DNA

byla stanovena na spektrofotometru NanoDrop (NanoDrop) programem dsDNA.

4.1.6. Priprava bodovych mutaci pomoci QuikChange® XL Site-Directed Mutagenesis
Kit
Byly provedeny 3 bodové mutace v genu pro NR2B podjednotku: E387A, K459E a

S664G {24}. Bylo navrZzeno 6 komplementarnich primer obsahujicich bodovou mutaci.
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Po jejich syntéze a purifikaci (VBC-Biotech, Videri, Rakousko) byla pomoci enzymu
PfuTurbo DNA-polymerazy a metody PCR DNA se zavedenou mutaci amplifikovana.
Vzorek pro PCR obsahoval 5 pl reakéniho pufru, 1 pl smési ANTP, 3 pl “QuikSolution®,
55 ng templatu (gen pro NR2B podjednotku), 1 ul PfuTurbo DNA polymerazy (2,5 U/ul),
2x 500 ng komplementarnich primera a pfislusné mnozstvi H,O tak, aby celkovy objem
¢inil 50 pl. Amplifikace DNA byla provedena pomoci Mastercycler personal (Eppendorf,
Hamburg, Némecko) ve tfech krocich: Prvnim krokem bylo zvySeni teploty na 95°C
po dobu 1 minuty. Druhy krok byl 18x opakovan. Nejprve byla teplota zvySena na 95°C
po dobu 55 s, poté nasledovalo ochlazeni na 50°C po dobu 1 minuty a nakonec zvySeni
teploty na 68°C po dobu 12 minut. V poslednim kroku byla teplota 7 minut udrZzovana
na 68°C. Po skon¢eni PCR reakce byla smés ponechana na ledu a po ochlazeni na teplotu
<37°C byl pfidan 1 pl restrikéniho enzymu Dpn I (10 U/ul) k odstranéni templatové DNA.
Smés byla pomoci pipety né€kolikrat jemné promichana, 1 minutu centrifugovana
v mikrocentrifuze a poté inkubovana pti 37°C po dobu 1 hodiny.

Do vychlazenych plastovych centrifuganich zkumavek bylo odpipetovano 45 pl
kompetentnich bun¢k a pfidany 2 pl smési B-merkaptoethanolu. Obsah zkumavky byl
inkubovan na ledu po dobu 10 minut a kazdé 2 minuty byl jemné promichéan. K této smési
byly pfidany 2 pl DNA inkubované s Dpn 1. Obsah zkumavky byl jemné€ promichan a
inkubovan na ledu po dobu 30 min. Poté byl proveden “heat-shock™ pti teploté 42°C
po dobu 30 s a nasledné znovu inkubovano na ledu po dobu 2 minuty. Po ptidani 0,5 ml
LB média pfedehfatého na 42°C byly kompetentni buiiky kultivovany 1 hod v tfepacce
pti teploté 37°C. Poté bylo 250 pl této smési naneseno na 2 agarové plotny s ampicilinem,
které byly ponechany v termostatu pfi teploté 37°C po dobu 20 hodin. Izolované kolonie
byly zao¢kovany do LB média. Plazmidova DNA byla pak izolovana pomoci ,,Qiagen®
Plasmid Mini Kit* (postup v kapitole 3.1.5) a nasledné sekvenovana (Stfedisko
sekvenovani MBU AV CR) pro kontrolu obsahu bodovych mutaci. PouZité roztoky a pufry
byly soucasti QuikChange® XL Site-Directed Mutagenesis Kit (La Jolla, USA).

4.1.7. Skladovdni bakterii
Bakterie na Petriho miskach byly kratkodobé skladovany ve 4°C. Pro dlouhodobé
skladovani byly d&erstvé narostlé bakterie v Zivném bujonu smichdny se sterilnim

glycerolem do vysledné koncentrace glycerolu 15 % a skladovany v -80°C.
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4.2. Tkanové kultury

Vtéto praci byly pouZity dva typy kultivovanych bunék. Pro expresi
rekombinantnich NMDA receptorti byla pouZivana stabilni bunéna linie lidskych
embryonalnich ledvinnych (HEK) 293 bunék (American Type Culture Collection, ATTC
No. CRL1573, Rockville, USA) (Obr. 4.1, str. 25). Nativni NMDA receptory byly
studovany na potkanich primarnich hipokampalnich kulturach (Obr. 4.2, str. 26), které byly
pfipravovany laborantkou. Buriky byly kultivovany pfi teploté 37°C v atmosféte 5 % CO,
nasycené vodnimi parami v inkubatoru MCO-17AIC (SANYO, San Diego, USA).

4.2.1. Poulité roztoky a média pro pFipravu tkdriovych kultur

PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na,HPO,, 1,4 mM KH,POq; pH 7,3;

Verseniiv roztok s trypsinem: 0,2 % trypsin, 10 mg EDTA v 50 ml PBS; pH 7,3;

Kultivacni médium pro HEK 293 buriky: 89 % Optimem I (Gibco BRL, Gaithersburg, MD,
USA), 5 % fetalni teleci sérum (FCS);

Kultivacni médium pro pFipravu neuronii: Neurobasal™-A (Invitrogen, Carlsbad, USA),

glutamin (0,5 mM), neuronalni dopln€k B-27 (0,4 ml na 20 ml média) (Gibco).

4.2.2. PasaZovini HEK 293 bunék

Z konfluentné narostlé kultury HEK 293 bunék bylo odsato médium. Buiiky byly
oplachnuty PBS a poté byly 1 minutu inkubovany s Versenovym roztokem s trypsinem.
Po uvolnéni z povrchu Petriho misky byly buiiky resuspendovany v kultivaénim médiu

pro HEK 293 buiiky a nafedény 1:6 do Petriho misek nebo na 24-jamkovou desti¢ku.
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Obrizek 4.1. Mikrosnimek kultivovanych HEK 293 bunék. Useka predstavuje délku
100 pm.

4.2.3. Transfekce HEK 293 bunék pomoci magnetického C&inidla MATRa-A

Priprava transfekéniho média. Do kultivaéniho média pro HEK 293 burky byly
pfidany latky inhibujici odpovédi NMDA receptori o vysledné koncentraci: 1 mM
D,L-APV, 3 mM ketamin a 20 pM MgCl,. Pted aplikaci transfekéniho média
na kultivované buriky byl roztok ohtat na 37°C.

Priprava transfekcni smési. K 50 pl Optimemu I bylo piidano 0,9 pg DNA (GFP,
NR1-1a a NR2B po 0,3 pg) a 0,9 pl ¢inidla MATRa-A (IBA, Géttingen, Germany). Smés
byla jemné& promichana a poté inkubovana 20 minut pfi pokojové teploté.

Transfekce. Transfekéni smés MATRa-A s DNA byla pfidana ke konfluentnim
burikdm na 24-jamkové desti¢ce. Poté byla desticka umisténa na magnetickou podlozku
do termostatu (37°C, 5 % CO,). Po 15 minutach byly buriky pasdzovany na 2 Petriho
misky (o 33 mm), do kterych byla ptedem vloZena 3 skli¢ka s nanesenym kolagenem a
poly-L-lyzinem.

Mikrofluorimetrické pokusy byly provadény 24-48 hod po skonceni transfekce
na burikach exprimujicich GFP (,,GFP-pozitivni burnky*).

4.2.4. Priprava tkdriovych kultur hipokampdlnich neuronii
Novorozeni potkani (1-2 dny) byli usmrceni dekapitaci, jejich hipokampy byly
steriln€ vyjmuty a inkubovany 20 min v 0,2 % trypsinu v PBS pfi teploté 37°C. Poté byly
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hipokampy mechanicky disociovany na jednotlivé buriky a pfeneseny do kultivaéniho
média Neurobasal ™-A (Invitrogen, Carlsbad, USA) s ptidavkem glutaminu (0,5 mM) a
neuronalniho dopliiku B-27 (0,4 ml na 20 ml média) (Gibco). Tato suspenze byla nasazena
v hustot& 500 000 bunk/cm® na kolagenem a polylysinem pokryta kryci skli¢ka (primér
31 mm nebo 12 mm) v kultiva¢nich miskach (Nunclon) a dale inkubovana pfi teploté 37°C.
Médium bylo ménéno kazdé 3 dny. Mikrofluorimetrické pokusy byly provadény 5-8 dni

po nasazeni neuronalni kultury.

Obrazek 4.2. Mikrosnimek kultivovanych hipokampailnich neuronu. Na snimku jsou
vidét tfi neurony s hustou siti dendritu a axont, které lezi na velmi plochych gliovych

burikach pokryvajicich dno kultivaéni misky. Useé¢ka ptedstavuje délku 10 pm.

4.3. Snimani odpovédi NMDA receptora

4.3.1. SloZeni roztoki

Béhem sniméni odpovédi NMDA receptorti byly buiiky oplachovany nasledujicim
extraceluldrnim roztokem (ECR) (v mM): NaCl 160, KCl 2,5, glukéza 10, HEPES 10,
CaCl, 2, glycin 0,02; pH 7,3 upraveno pomoci NaOH; osmolalita 320 mOs/kg. Do tohoto
roztoku byly pted za¢atkem pokusu pfidavany neurosteroidy, pfipadné jiné testované latky.

Promyvaci roztok byl na buriky aplikovan v intervalech mezi jednotlivymi snimanimi
odpovédi NMDA receptord. Jeho sloZeni bylo (v mM): NaCl 160, KC1 2,5, glukéza 10,
HEPES 10, MgCl, 2, CaCl, 2; pH 7,3 upraveno pomoci NaOH; osmolalita 320 mOs/kg.
Oba uvedené roztoky byly sterilizovany filtraci (velikost pord 0,2 um) a skladovany

pfi 4°C. Pted zahajenim pokusu byl do vSech roztoki piidan 20 uM glycin.

26



Zasobni roztoky neurosteroidii byly pfipravovany rozpus§ténim PS (30 mM) nebo
3a5BS (20 mM) v dimethylsulfoxidu (DMSO), vZdy Cerstvé pied pokusem. Do kontrolnich
roztoki bylo pfidavano stejné mnozstvi DMSO, jako bylo vroztocich

obsahujicich neurosteroidy.

4.3.2. Aplikace roztokii na snimané buriky

Aplikaéni systém se skladal z 5 trubi¢ek svedenych do jedné mikropipety o tloust’ce
stény 50 pm a vnitinim priméru 300 um. Sestava trubi¢ek byla propojena s mechanickym
manipulatorem. Jednotlivé trubi¢ky byly spojeny teflonovymi hadi¢kami s nddobkami,
které obsahovaly aplikaéni roztoky. Aplikace roztokti byla ovlddana mikroprocesorem,
ktery fidil otevirani solenoidovych ventili (General Valves, Fairfield, USA). Rychlost
vytékani roztokt byla 0,1 ml/min. Usti mikropipety bylo nastavovano ve vzdélenosti

~ 400 pm od méfenych buriek.

4.3.3. Pomérové méieni [Ca’Ji

Odpovédi nativnich a rekombinantnich NMDA receptorti byly snimany metodou
mikrofluorimetrického zobrazeni relativnich zmén intracelularni koncentrace vapenatych
kationtdi (pom&rové méfeni [Ca’'];). Tato metoda vyuZiva vlastnosti fluorescen&niho
barviva fura-2, které ve své nenabité formé acetoxymetylesteru prochazi membranou
do bunék, kde je endogennimi esterazami hydrolyzovéano na svou aktivni formu, obsahujici
dvé vazebna mista pro Ca’*. Vazbou Ca®" do t&hto mist dochézi k posunu excitaéniho
spektra sondy smérem k niZ§im vlnovym délkam. Volna forma barviva fura-2 je
excitovana zafenim o vlnové délce 380 nm, zatimco vazana 340 nm. Intenzita fluorescence
vyvolana excitaci vinovou délkou 380 nm (Fsg) proto klesa se zvySujici se koncentraci
Ca®" a pfi excitaci zafenim o vInové délce 340 nm intenzita fluorescence (Fas) sondy
stoupd. Zmény poméru téchto dvou intenzit fuorescence (R; R = F340/F330) ukazuji
na zmény v [Ca2+]i. Absolutni hodnoty [Ca®]; je moZno stanovit provedenim kalibrace
sroztoky o nizké a vysoké koncentraci Ca** a po dosazeni ziskanych hodnot

do Grynkiewiczovy rovnice (viz niZe) {82}.

4.3.3.1. Barveni bunék

Buiiky byly nejprve oznaceny fluorescen¢ni sondou fura-2-AM (Molecular Probes,
Eugene, USA), citlivou na Ca®*. 1 ml promyvaciho roztoku obsahoval 5 pM sondu

(pfidéano z 1 mM roztoku v DMSO), 0,02 % Pluronic F-127 k usnadnéni rozpusténi
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hydrofobni sondy ve vodném roztoku a 25 puM Probenecid, ktery méa jako blokéator
transportéru pro organické anionty zabranit zpétnému vylucovani fluorescen¢niho barviva
ven z buniky. Po Sedesatiminutové inkubaci v termostatu pfi teplot¢ 37°C byl zbytek
fluorescenéniho barviva vymyt pfenesenim bunék do <istého promyvaciho roztoku.
Obarvené buiiky byly ponechany v klidu pfi laboratorni teplot¢ po dobu 30 minut, béhem

které doslo u¢inkem endogennich esteraz k rozstépeni sondy na jeji aktivni formu.

4.3.3.2. Snimani fluorescenéniho zafeni

Zmény intenzity fluorescenéniho zafeni byly méfeny invertovanym fluorescenénim
mikroskopem Olympus IX81 (Olympus, Center Valley, USA) vybavenym chlazenou
CCD kamerou Orca — ER (Hamamatsu Photonics K.K., Shizuoka, Japonsko). Experimenty
byly provadény v epifluorescenénim uspofadani. Buiiky byly pozorovany objektivem UIS2
UPLSAPO (Olympus) pti dvacetinasobném zvétSeni a numerické apertute 0,75. Na stolku
mikroskopu byla umisténa kultiva¢ni miska s transfekovanymi HEK 293 builkkami nebo
s hipokampalnimi neurony. Obsah misky byl nepfetrZit¢ promyvan roztokem, jehoz
hladina byla udrZovana na konstantni vysi. Jako zdroj zafeni byl pouzit polychromator
Polychrome V (TILL Photonic, Mnichov, Némecko). Pomoci sady filtrd pro barvivo fura-2
(excitaéni filtr SP410, dichroické zrcadlo DCLP410, emisni filtr LP440; Olympus) byl
vzorek stiidavé excitovan zafenim o vinovych délkach 340 a 380 nm a CCD kamerou bylo
detekovano fluorescen¢ni zafeni s vinovou délkou nad 440 nm. Od naméfenych intenzit
fluorescence pii obou vinovych délkach byly odeéteny hodnoty intenzity pozadi, ziskané
ze stejného zorného pole z oblasti vzdalené od obarvenych bun¢k. Pomér intenzit zafeni
po excitaci 340 a 380 nm (R = F34/F3) byl ihned vyhodnocovan a zobrazovan

programem CellR (Olympus).

4.3.3.3. Zpracovani naméfenych dat a hodnoceni vysledku

Do kvantitativni analyzy byly zahrnuty builky, jejichz zakladni klidova hodnota
poméru intenzit fluorescence R byla niz8i nez 0,7. Vysledky jsou uvadény formou ukazky
zaznamu signalu naméfeného z jedné typicky reagujici buriky. Na ose x je vynesen ¢as
vminutich a osa y odpovida hodnotdm R. Stanovené hodnoty pomeéru intenzit
fluorescence R lze pomoci Grynkiewiczovy rovnice pievést na absolutni hodnoty [Ca™);
{82}:

[Ca®']i=Kg Q [(R ~ Rmin)/(R — Rmax)],
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kde R je naméfena hodnota poméru intenzit fluorescence (R = F34¢/F330), pro kterou
je [Ca2+]i pocitano, K4 je disocia¢ni konstanta sondy fura-2 (dle vyrobce 0,14 uM), Ryin a
Rmax je minimélni a maximalni naméfena hodnota R (R = F34¢/F339), Q odpovida poméru
minimalni ku maximalni hodnoté intenzity fluorescence pti vinové délce 380 nm
(Q = F350min/F3s0max)-

Hodnoty maximalni a minimdalni intenzity fluorescence sondy fura-2 dosazené
do kalibra¢ni rovnice byly ziskdny méfenim fluorescence s roztoky o nizké (zajisténo
pomoci 5 mM EGTA) a vysoké (10 mM CaCl,) koncentraci Ca®>" po aplikaci 1 pM
ionoforu 4Br-A23187.

Tento vypoet méa né€kterd omezeni. Pfi provadéni kalibra¢nich pokust bylo také
zjisténo, Ze koncentrace sondy uvnitf bun€k se i v ramci jedné bunééné kultury barvené
za stejnych podminek velmi lisi. Pro spravné ur&eni zmény absolutnich hodnot [Ca®*]; by
proto kazdy pokus musel byt nasledovan kalibraci. Dal$i odchylka vypocétené a skute¢né
hodnoty [Ca®']; je zavisla na dosazené hodnoté Ky barviva fura-2, jejiZ presnd hodnota
v intraceluldrnim prostfedi neni znama. Pohybuje se mezi 135 - 224 nM v zavislosti
na koncentraci Mg®" a je silné zavisla na iontové sile roztoku - pfi 250 mM dosahuje az
760 nM {82, 83}. Vzhledem k této skuteCnosti a obtiZnosti kalibra¢niho meéfeni bylo
jednim pokusem potvrzeno, Z¢ hodnoty zmény [Ca>']; vyvolané aplikaci neurosteroidu
nebo glutamatu se pohybuji v oblasti citlivosti sondy (tzn. v rozmezi 0,1 K4 — 10 Kg, tj.
14nM - 1,4 pM, dle K4 0,14 uM uvadéné vyrobcem), ale vysledné hodnoty poméru
intenzit fluorescence R nejsou dale na absolutni hodnoty [Ca*']; pfevadény. ZvySovani
hodnoty R souvisi se zvySovanim [Ca*];, a proto je dale v textu toto spojeni pouZivano, i
kdyz absolutni hodnota tohoto zvyseni [Ca®']; neni znama.

Naméiena data byla analyzovana pomoci programu Clampfit, ktery je soucasti
pClamp verze 8.1, a programu Sigma Plot (Systat Software Inc., San Jose, USA).
Odpovédi NMDA receptorti byly charakterizovany kvalitativné i kvantitativn€¢. Velikost
odpovédi jsme hodnotili tfemi parametry: (1) nejvy$si zména poméru intenzit fluorescence
R, které bylo dosazeno b&hem aplikace — nejdéle 120 s (AR; AR byla vypocitina jako
rozdil pocateéni hodnoty Ry a maximalni dosazené hodnoty Rmax b&hem aplikace);
(2) pocate¢ni rychlost zmény poméru intenzit fluorescence R (smérnice m; R =mt + q) a
(3) plocha pod kfivkou, po&itana od po&atku aplikace po dobu 120 s (A; A = [R(t)- Ry dt)
(Obr. 4.3, str. 30). Tyto parametry byly zvoleny s ohledem na jistd omezeni kazdého
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z nich. V pFipadg, Ze dojde k saturaci viech vazebnych mist pro Ca®", fluorescenéni sonda
neni citliva k dal$imu zvySovani [Ca®");, a ziskané hodnoty poméru intenzit fluorecence
Rmax resp. AR a plochy pod kfivkou A jsou nepfesné. Tieti parametr, smérnice,
predpoklada linearni prubé¢h odpovédi, coz je v dobé ndstupu signalu pravdépodobné
splnéno, ale tato hypotéza nebyla ovéfena, proto je pouZivana pii srovnavani velikosti
odpovédi také hodnota plochy pod kiivkou A. VSechny tfi parametry jsou znazornény

na obrazku 4.3.
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Obrazek 4.3. Parametry zvolené pro popis odpovédi NMDA receptori. Obrazek
ukazuje zm&nu [Ca®"]; jedné HEK 293 buriky exprimujici NR1-1a/NR2B receptory (¢erna
ktivka) vyvolanou aplikaci 1 uM glutamatu (bily obdélnik). Zména [Ca®™]; je vyjadiena
v jednotkach poméru intenzit fluorescence (R = F340/F330). Aplikace agonisty v aplika¢nim
roztoku (bez Mg?*) vede k nartistu poméru intenzit fluorescence R z po¢ate¢ni hladiny (Ry)
az po dosaZeni maximalni hodnoty (Rpmax). Velikost odpovédi je charakterizovéna rozdilem
téchto dvou hodnot (AR; AR = Rpax - Rg). Rychlost nastupu odpovédi byla hodnocena
pomoci smérnice (m). Dal§im parametrem pro popis odpovédi byla plocha pod kfivkou A,

pocitana od zacatku do konce aplikace (120 s).

4.3.3.4. Statistické zpracovani vysledku

Vysledky v této diplomové praci jsou ukazany ve formé aritmetickych priméra
(% stfedni chyba praméru, pokud neni uvedeno jinak) z (n) bun€k. Statistickd vyznamnost

byla hodnocena Mann-Whitney testem (Sigma Plot).

4.3.3.5. Rovnice pouZzité k vypoétum

Koncentraéné zavisly G¢inek PS a glutamatu byl charakterizovan pomoci rovnice:
(D=1+(Amax/ (1 +(ECso/ [PS])")
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kde hodnota A odpovida poétu bunék citlivych na PS resp. reagujicich na agonistu,
Amax je maximalni aktivatni GCinek PS, ECso je koncentrace PS, pfi které je dosaZeno
poloviny maximalniho aktiva¢niho u¢inku, h je Hilliv koeficient. Hodnoty ECsp, Amax @ h

byly béhem analyzy ponechany jako volné parametry.
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5. Vysledky

Pokusy byly provadény na kultivovanych potkanich hipokampalnich neuronech a
na lidskych embryondlnich ledvinnych burikich (HEK 293) transfekovanych
plazmidovymi vektory nesoucimi geny pro podjednotky NMDA receptori: NR1-1a a
NR2B a pro GFP. Z bun€k exprimujicich GFP pak byly metodou mikrofluorimetrického
zobrazeni relativnich zmén intracelularni koncentrace vapenatych kationtd (pomérové
mé&feni [Ca™"]) snimany zmény intracelularni koncentrace Ca®* vyvolané aplikaci
glutamatu, neurosteroidu a dalSich testovanych latek. Pojem ,,GFP-pozitivni buiiky je dale
v textu pouzivan pro HEK 293 buriky exprimujici GFP a zéaroveri citlivé na 1 uM glutamat
(neni-li uvedeno jinak). Koagonista NMDA receptori glycin byl pfitomen ve vSech

roztocich v koncentraci 20 uM.

S.1. Studium pusobeni PS na NR1-1a/NR2B receptorech

Vysledky experimentalni prace ziady laboratofi ukazuji, Ze neurosteroid PS
potencuje odpoveédi NR1-1a/NR2B receptord vazbou na extraceluldrni ¢ast receptoru [mij
ptehled]. Mira potencia¢niho u€inku zavisi na podminkach jeho aplikace. Bylo ukézano, Ze
vazba PS na NMDA receptor se vyrazné sniZuje po aktivaci receptoru {84}. V disledku
tohoto ,,disuse-dependentniho* u¢inku ekvilibrace receptoru s PS vede k pétinasobné
potenciaci nasledné odpovédi vyvolané 1 mM glutamatem, zatimco aplikace stejné
koncentrace PS soucasn¢ s 1 mM glutamitem ma jen maly ucinek. Pfi nizkych
koncentracich glutamatu, pouZivanych v této praci, se tento rozdil stira {78}. Cilem
prvnich pokusi bylo potvrdit potenciaéni uginek PS metodou pomé&rového méfeni [Ca®']; a
ovéfit spolehlivost metody pro dal$i experimentalni praci.

Ke studiu potenciace rekombinantnich NR1-1a/NR2B receptord neurosteroidem PS
byla zvolena soucasna aplikace PS a glutamatu na receptory aktivované ptedchozi aplikaci
glutamatu. Aplikace extraceluldrniho roztoku neobsahujiciho ptidané Mg2+ (ECR; sloZeni
extraceluldrniho roztoku viz kapitola 4.3.1) obsahujictho 0,3 pM glutamatu
na GFP-pozitivni HEK 293 buiiky vedla ke zvySeni poméru intenzit fluorescence R
(definice viz kapitola 4.3.3.3) a soucasna aplikace 0,3 uM glutamatu a 300 uM PS pak
tento pomér jeSt€¢ zvySila. Mezi jednotlivymi aplikacemi glutamatu byly burky
oplachovany promyvacim roztokem obsahujicim 1 mM Mg®* (SloZeni promyvaciho

roztoku viz kapitola 4.3.1). Typickd odpovéd je ukazana na obrazku 5.1. (str. 33) U této

32



buriky aplikace 0,3 pM glutamétu vyvolala zvySeni poméru intenzit fluorescence R
z hodnoty 0,44 na 0,84. Nasledné byl na buriku aplikovan 0,3 pM glutamét a 300 uM PS,
coz vedlo k dal§imu nariistu poméru intenzit fluorescence R na hodnotu 2,26. Potencia¢ni
ucinek PS byl pozorovan u 26 z 30 GFP-pozitivnich bunék (87 %). Tyto vysledky ziskané
metodou pomérového méfeni [Ca®']; naznaluji, Ze PS potencuje odpovédi vyvolané
aktivaci NMDA receptoru agonistou, coZ je v souladu s pfedchazejicimi vysledky

elektrofyziologickych pokusi {76}.

2,51

2,0 1 min
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Obrizek S5.1. PS zvySuje odpovédi NRI1-1a/NR2B receptori aktivovanych
glutamaitem. Aplikace 0,3 uM glutamatu (doba aplikace je vyzna¢ena bilym obdélnikem)
vedla ke zvySeni poméru intenzit fluorescence R. Po ~ 60 s byl na buiiky aplikovan
300 uM PS (doba aplikace je vyznatena ¢ernym obdélnikem) v pfitomnosti 0,3 pM

glutamatu, coz vedlo k dal§imu zvySeni odpovédi.

Pro vylouceni neptimého ptisobeni PS na [Ca®']; byly provedeny kontrolni pokusy
zaméfené na studium pusobeni PS v nepfitomnosti glutamatu. Tyto pokusy piekvapivé
ukazaly, Ze samotna aplikace PS (300 pM) v nepfitomnosti glutamatu vede u C&asti
GFP pozitivnich HEK 293 bunék ke zvy$eni poméru intenzit fluorescence R (Obr. 5.2,
str. 34, Obr. 5.3.B, str. 36). Tyto vysledky naznauji, Ze je PS sam schopen zvySovat

[Ca™];. Pfedm&tem této diplomové prace bylo charakterizovat toto pisobeni.
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Obriazek 5.2. Aplikace PS v nepfFitomnosti glutamatu vede u GFP-pozitivnich HEK
293 bunék ke zvySeni [Ca*'];. Snimky ukazuji zm&nu intenzity fluorescence pfi excitaci
zétenim o vlnové délce 340 nm (Fs49 - nepimo vypovida o relativnich zménach [Ca®'];)
béhem aplikace PS a glutamatu na HEK 293 buiiky v kultufe transfekované NR1-1a/NR2B
receptory. Pro zobrazeni relativnich zmén [Ca®*]; byla zvolena 3kala barev: modra-zelena-
Zluta-Cervend, kterd odrazi zvySovani intenzity fluorescence. GFP-pozitivni HEK 293
buriky jsou oznaceny fialovymi ovaly - GFP. A. Kultura HEK 293 bunék pied aplikaci
testovanych latek; po 1 min aplikaci 300 uM PS (B) a po aplikaci 1 pM glutamatu (C).

5.1.1. Uéinky PS na [Ca**];

5.1.1.1. PS zvysuje [Ca®"]; u GFP-pozitivnich HEK 293 bungk

Aplikace samotného extraceluldarniho roztoku (slozeni viz Kkapitola 4.3.1)
na GFP-pozitivni HEK 293 buiky vedla jen k nepatrnému zvySeni poméru intenzit
fluorescence R (Obr. 5.3.A, str. 36). Kvantitativni analyzou té€chto odpovédi (n = 32) byly
zjistény hodnoty tfi kvantitativnich parametri charakterizujicich relativni zménu [Ca2+]i:
AR (0,06 + 0,04), smérnice m (0,06 £ 0,04 R/min) a plocha pod kfivkou (A;
A =0,06 £ 0,04 r.min) (definice parametrii viz kapitola 4.3.3.3 a Obr. 4.3, str. 30). Tyto
parametry (prumér + smérodatna odchylka) slouzily ke kvalitativnimu hodnoceni citlivosti
bunék na PS: jako buriky ,.citlivé na PS* byly definovany ty, jejichz AR, smérnice m a A
vyvolané timto neurosteroidem dosahly vysSich hodnot nez 0,1; 0,1 r/min a 0,12 r.min.
Buriky, jejichZ odpovédi nesplnily tato kritéria, byly povaZovany za ,,PS-necitlivé®.

Analyzou puasobeni PS na GFP-pozitivni HEK 293 butiky bylo zji$téno, Ze PS
v koncentraci 300 pM vyvolava relativni zmény [Ca2+]i u ~ 60 % bungk. U zbyvajicich
bunek (~ 40 %) zmény AR, smérnice m a A nedoséahly kritickych hodnot. Kvantitativni
analyza PS-citlivych GFP-pozitivnich HEK 293 bunék ukazala, Ze vlivem PS dochazi

k primémému zvyseni AR o 0,50 + 0,07 (n = 30). Hodnota smérnice téchto odpovédi byla
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0,51 £ 0,10 r/min (n = 30) a plocha pod kiivkou A dosahovala hodnot 1,89 + 0,11 r.min
(n= 30). Aplikace 1 pM glutamatu na NR1-1a/2B receptory vyvolava vyssi a rychlejsi
zménu pomeéru intenzit fluorescence R nez 300 uM PS (Obr. 5.3.B, str. 36). Hodnoty
parametri AR a smérnice m odpovédi vyvolanych glutamatem a PS se statisticky lisily
(Mann-Whitney test; P<0,001). Jejich grafické srovnani je ukdzano na obrazku 5.4 (str. 37)

V kulturach se vzdy vyskytovalo ~ 40 % PS-necitlivych GFP-pozitivnich HEK 293
bun€k. Tyto builkky odpovidaly zvySenim poméru intenzit fluorescence R na 1 puM
glutamat, ale jejich citlivost byla nizka. U téchto bunék byla hodnota smérnice m odpovédi
vyvolanych glutamatem 2,21 + 0,54 r/min (n = 7), zatimco u bunék citlivych na PS
5,32+ 0,99 r/min (n = 23). Ob& hodnoty se statisticky vyznamné liSily (Mann-Whitney
test, P = 0,008). Typicka odpovéd’ PS-necitlivé buriky je ukazana na obrazku 5.3.C (str. 36)
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Obrazek 5.3. PS zvySuje [Ca¥|iu GFP-pozitivnich HEK 293 bunék. A. Ukazka typické
zmény poméru intenzit fluorescence R po aplikaci extraceluldrniho roztoku (ECR) (doba
aplikace je vyznafena Sedym obdélnikem) a tohoto roztoku s 1 uM glutaméatem (doba
aplikace je vyznaCena bilym obdélnikem). Mezi aplikacemi byly buiiky oplachovany
promyvacim roztokem (sloZeni roztoki viz kapitola 4.3.1). Aplikace ECR po dobu
120 s vyvolala nepatrné zvy$eni poméru intenzit fluorescence R z 0,51 na 0,55 a aktivace
1 uM glutamatem zvySeni poméru intenzit fluorescence R z 0,52 na 2,59. B. Ukazka
typické zmény poméru intenzit fluorescence R u buriky citlivé na PS. Aplikace 300 uM PS

(¢erny obdélnik) po dobu 120 s vedla ke zvySeni poméru intenzit fluorescence R z 0,49
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na 0,87 a aktivace 1 pM glutamatem (bily obdélnik) ke zvySeni R z 0,49 na 2,65. C.
Ukazka typické zmény poméru intenzit fluorescence R u buriky necitlivé na PS. Aplikace
300 pM PS (Cerny obdélnik) nevedla ke zvy$eni poméru intenzit fluorescence R (R bylo
0,49 pted i po 120 s aplikaci). Aplikace 1 uM glutamatu (bily obdélnik) vyvolala zvy$eni
R z 0,46 na 0,69.
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Obrizek 5.4. Srovnini relativnich zmén [Ca®']; u HEK 293 bunék vyvolanych PS a
glutamatem. Sloupcovy graf ukazuje relativni zmény [Ca®']; vyjadfené smérnici m a AR
vyvolané 300 uM PS (n = 36) (€erné sloupce) a jejich srovnani s odpovéd’'mi vyvolanymi
1 uM glutamétem (n = 36) (bilé sloupce). Miry zmén vyvolané PS a glutamatem se v obou

ptipadech statisticky vyznamné lisily.

5.1.1.2. Souviseji zmény v [Ca**]; pozorované béhem aplikace PS s NMDA receptory?

Cilem dal$ich pokust bylo zjistit, zda zvySeni poméru intenzit fluorescence R
vyvolané PS souvisi sjeho pusobenim na NMDA receptory. V téchto pokusech byla
srovnana citlivost netransfekovanych HEK 293 bunék na PS s t€mi, které exprimovaly
rekombinantni NMDA receptory, a dale byl zkouman vliv Mg?*, které za fyziologickych
podminek blokuji odpovédi NMDA receptord, na pisobeni PS.

Po aplikaci 300 uM PS na netransfekované kultury HEK 293 buné¢k nebo
GFP-negativni HEK 293 buiky (v transfekovanych kulturach) nebylo pozorovano Zadné
nebo jen nepatrné zvySeni poméru intenzit fluorescence R. Tyto buriky téZ neodpovidaly
na aplikaci 1 uM glutamatu (Obr. 5.5.A, str. 38). Vysledek naznaduje, Ze ptisobeni PS
souvisi s expresi NMDA receptoru. Tato hypotéza byla dale podpofena vysledky pokust,
v nichZz byl zkoumén vliv Mg®* na PS vyvolané odpovédi u GFP-pozitivnich bunék.

Aplikace 300 uM PS vECR s 1| mM Mg2+ nevedla u 26 z27 (96 %) k vyznamnym
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zménam pomeru intenzit fluorescence R (Obr. 5.5.B), zatimco v neptitomnosti Mg2+ bylo

18 z 28 (64 %) bunék (méfeno na sesterskych kulturach) citlivych na PS (Obr. 5.5.C).
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Obrazek 5.5. PS vyvolané zmény [Ca®']; souviseji s NMDA receptory. A. Ukézka
typické zmény poméru intenzit fluorescence R po aplikaci PS na GFP-negativni HEK 293
buriky. Aplikace 300 uM PS (Eerny obdélnik) po dobu 120 s ani aplikace 1 uM glutamatu
(bily obdélnik) nevedla u bunék ke zvySeni poméru intenzit fluorescence R. B. Ukazka
typické odpovédi u GFP-pozitivni HEK 293 buiiky po aplikaci PS v pfitomnosti Mg
Aplikace 300 uM PS v pfitomnosti 1 mM Mg?* (Serny obdélnik) po dobu 120 s nevedla
ke zvySeni poméru intenzit fluorescence R. Buiika byla citlivd k 1 uM glutamatu (bily
obdélnik) aplikovanému v ECR (neobsahujicim pfidané Mg?"). C. Ukazka typické zmé&ny

poméru intenzit fluorescence R po aplikaci PS v nepfitomnosti Mg?* u GFP-pozitivni
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HEK 293 buriky. Aplikace 300 uM PS (Cerny obdélnik) v ECR (neobsahujici ptfidané
Mg®) na HEK 293 buriky sesterskych kultur vedla ke zvySeni poméru intenzit
fluorescence R. Buiika odpovidala na 1 uM glutamat (bily obdélnik).

5.1.1.3. Mechanismus zvy$ovéni [Ca*']; vlivem PS

Cilem nasledujicich pokust, bylo zjistit, zda zvy3eni [Ca®']; popsané v piedchazejici
kapitole je vyvolano prichodem Ca®* z extracelularniho prostoru, nebo zda k jeho uvolnéni
dochézi z intracelularnich zdroju.

V kapitole 5.1.1.1 bylo ukazano, Ze aplikace 300 pM PS v pfitomnosti 2 mM
extracelularni koncentrace Ca®* vede u GFP-pozitivnich HEK 293 bunék ke zvySeni
[Ca®];. Aplikace 300 uM PS v ECR bez pfidaného Ca®* nevedla u 74dné z tficeti bungk
ke zvySeni [Ca®]); (Obr. 5.6.A). V kontrolnich pokusech provedenych na sesterskych
kulturach bylo 27 z28 (97 %) GFP-pozitivnich HEK 293 bunék citlivych na aplikaci
300 uM PS v pfitomnosti 2 mM Ca** (Obr. 5.6.B).
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Obrizek 5.6. PS vyvolané zvySeni [Ca®'); je zpusobeno prinikem Ca*'
z extracelularniho prostoru. A. Ukazka typické zmény poméru intenzit fluorescence R
po aplikaci PS v nepfitomnosti Ca** u GFP-pozitivni HEK 293 buiiky. Aplikace 300 uM
PS (Zerny obdélnik) v ECR bez pfidavku Ca®*, nevyvolala zvyeni poméru intenzit
fluorescence R. Burika odpovidala na 1 uM glutamat (bily obdélnik). B. Ukézka typické
zmény poméru intenzit fluorescence R po aplikaci PS v ECR obsahujicim 2 mM Ca**
u GFP-pozitivni HEK 293 buriky. Aplikace 300 pM PS (Cerny obdélnik) v ECR vedla
ke zvySeni poméru intenzit fluorescence R, podobné¢ jako aplikace 1 pM glutamatu (bily

obdélnik).
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Vysledky téchto pokust ukazuji, Ze u¢inek PS na [Ca®]; zavisi na extracelularni
koncentraci Ca’*, a naznacuji, Ze k tomuto zvy3eni dochazi prinikem Ca® pfes iontové
kanaly NMDA receptorti. Tuto hypotézu potvrzuji i vysledky pokusi, ve kterych byl PS
aplikovan v pfitomnosti Mg?* - blokatoru t&chto iontovych kanali (viz kapitola 5.1.1.2).

Nasledn& bylo studovéano, zda PS zvysuje [Ca®'); pouze znamym mechanismem —
vazbou do svého potencianiho alosterického mista, coz vede ke zvySeni odpovédi
vyvolané agonistou - nebo zda aktivuje NMDA iontové kanaly i pfimo. Agonist¢ NMDA
receptori nebyli do extraceluldrniho roztoku s neurosteroidem pfidani (slozeni ECR
viz4.3.1). Kvyloueni moZnosti zne€i$téni roztoku zbytkovym glutaméitem bylo
ve spolupraci  sIng. Caisem provedeno elektrofyziologické meéteni, kdy byl
na GFP-pozitivni HEK 293 builky aplikovan ECR v pfitomnosti D-APV (kompetitivni
antagonista glutamatového mista). Bylo piedpokladano, ze v piipadé¢ ptitomnosti
glutamatu (nebo jiného agonisty NMDA receptori) v ECR bude dochazet k aktivaci
NMDA receptorti, které bude mozné pomoci D-APV inhibovat. Obrazek 5.7 (str. 41)
ukazuje pribéh pokusu. Na udrZovaném membranovém potencialu -60 mV vyvolala
zména promyvaciho roztoku (obsahujiciho Mg2+) za aplika¢ni roztok (bez Mg2+) zménu
proudu o 2,3 pA. Aplikace ECR s 10 uM D-APV tento proud snizilo o 0,34 pA
(Obr. 5.7.B, str. 41). Odpovédi na 1 pM a 100 pM glutamat slouzZily po dosazeni
do rovnice I (viz kapitola 5.3.3.5) pro stanoveni zavislosti koncentraéni zavislosti ptisobeni
glutamatu (Obr. 5.7.A, str. 41). Za pfedpokladu, Ze zména proudu vyvoland D-APV je
zpusobena pouze inhibici NMDA receptorti aktivovanych glutamatem, je mozné této
zmény vyuzit pro vypocet zneliStujici koncentrace glutamatu. Takto byla v ECR
stanovena koncentrace zbytkového glutamatu 12,7 +£ 13,8 nM (n =5).

Abychom zjistili, zda takovato koncentrace glutamitu muzZe byt zodpoveédna
za zvyseni [Ca’']; pozorované po aplikaci PS, byl dale testovan vliv riiznych koncentraci

glutamétu na [Ca”*]; (viz niZe). Vysledky jsou diskutovany v kapitole 6.1.
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Obrazek 5.7. Elektrofyziologické stanoveni kontaminace ECR glutamatem.
Koncentrace  zbytkového  glutamatu v aplikanim  roztoku byla zkouména
elektrofyziologicky metodou patch-clamp ve spolupraci s Ing. Caisem. A. Ukazka typické
proudové odpovédi GFP-pozitivni HEK 293 buriky na aplikaci 10 uM D-APV v ECR
(detail viz(B)), 1 pM glutamatu a 100 uM glutamatu. SniZzeni proudové odpovédi

po aplikaci D-APV bylo pouzito pro vypocet znecist'ujici koncentrace glutamatu v ECR.

5.1.1.4. PS zvy3uje [Ca*'li koncentrainé zavislym zptisobem

V kapitole 5.1.1.1 bylo ukazano, ze PS zvySuje [Ca2+]i. Dale byla analyzovana
zavislost tohoto u€inku PS na jeho koncentraci. Hodnoticim parametrem byla citlivost
bun€k na aplikaci PS v téchto koncentracich: 1, 3, 10, 30, 100 a 300 uM. Méfeni bylo
provadéno ve stejny den na sesterskych kulturach GFP-pozitivnich HEK 293 bunck.
Po aplikaci 1 pM PS nebyla zaznamenédna Zzadna odpovéd’ (n = 19). Pouze 1 z 20 bunék
(5 %) byla citliva na 3 pM PS. Po aplikaci 10 uM PS byla naméfena odpovéd u 3 z 18
bun¢k (17 %), 12 z 33 bun€k bylo citlivych na 30 uM PS (36 %) a 9 z 15 bunck
na 100 pM PS (60 %). Na aplikaci 300 uM PS - nejvyssi testované koncentrace - bylo
citlivych 31 z 44 bun¢k (71 %).

Pocet bun¢k citlivych na PS v procentech byl vynesen v zavislosti na koncentraci

neurosteroidu. Data byla proloZena kiivkou definovanou rovnici I (viz kapitola 4.3.3.5)
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(Obr. 5.8). Zjisténa hodnota ECso byla 32 uM, Hilliv koeficient 1,1 a maximalni pocet
PS-citlivych bunék 76 %.
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Obrazek 5.8. Koncentra¢ni zavislost Géinku PS. Graf zndzoriiuje poéet PS-citlivych
GFP-pozitivnich HEK 293 bun¢k v zavislosti na koncentraci aplikovaného neurosteroidu.
Data byla proloZena kiivkou definovanou rovnici I (kapitola 4.3.3.5). Zji§téné hodnoty
ECso a Hillova koeficientu jsou 32 uM a 1,1. Hodnota 100 % na ose y odpovida poctu

bunék reagujicich na aktivaci 1 pM glutamatem.

Cilem dalsich pokusu bylo srovnat u¢inek 300 uM PS sudinkem glutamatu
na GFP-pozitivnich HEK 293 buiikach. Pro uréeni ,,ne/odpovidajici“ buiiky na glutamat
byla pouzita stejna kritéria jako pro odpovédi indukované PS (viz kapitola 5.1.1.1).
Na aplikaci 10 nM glutamatu odpovédéla pouze 1 z 18 bunék (6 %). Po aktivaci 30 nM
glutamatu byla zaznamenana odpovéd’ u 5 z 36 bunék (14 %). Na 100 nM, 300 nM a 1 uM
glutamat odpovédélo 12 z 52 (23 %), 21 z 45 (47 %) a 39 z 48 (81 %) bunék. Aktivace
NR1-1a/2B receptord 10 uM glutamatem vyvolala odpovéd’ u 43 z47 (92 %) bun€k
(Obr. 5.9, str. 43). Data byla proloZena kfivkou definovanou rovnici I (viz kapitola
4.3.3.5). Zjisténa hodnota ECsg pro plisobeni glutamatu byla 272 uM, Hillav koeficient 1,0
a maximalni poc¢et bun€k odpovidajicich na glutamat 96 %. V téchto pokusech bylo 50
z 93 HEK 293 bun¢k (54 %) citlivych na 300 uM PS, coz podle zjisténé koncentraéni

zavislosti odpovida reakci na aplikaci glutamétu o koncentraci 346 nM.
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Obrizek 5.9. Koncentracéni zavislost ucinku glutamiatu. Graf znazoriuje pocet
GFP-pozitivnich HEK 293 bunék reagujicich na glutamat v zavislosti na jeho koncentraci.
Data byla proloZena ktivkou definovanou rovnici I (kapitola 4.3.3.5). Na aplikaci 300 pM
PS reagovalo 54 % bunék. Pferu$ovand usec¢ka znazorfiuje koncentraci glutamatu, ktera by

vyvolala stejnou odpovéd’ (346 nM).

Vysledky uvedené v této kapitole naznacuji, ze odpovédi vyvolané PS jsou
koncentraéné zévislé, a Ze ucinek vyvolany aplikaci 300 uM PS je srovnatelny s u¢inkem

glutamatu o koncentraci mezi 300 az 400 nM.

5.1.1.5. Specifita u¢inku PS na [Ca*'];

Zjisténi, Ze PS zvySuje [Ca®];, vedlo k otazce, zda je tento udinek specificky

pro tento neurosteroid, nebo zda jej mohou vyvolavat i jiné latky z této skupiny. Jednim
z dalSich endogennich neurosteroidi, jehoZ piisobeni na NMDA receptorech je dobte
znamo, je 3a5PBS. Elektrofyziologickymi technikami bylo zji§téno, Ze tento neurosteroid
(na rozdil od PS) odpovédi vyvolané agonistou inhibuje {79, 85}. K ovéfeni inhibi¢niho
pusobeni 3a5pS metodou pomérového méfeni [Ca®*]; byl na HEK 293 buiiky aplikovan
glutamat po pfedchozi soucasné aplikaci glutamatu a 3a5BS. Typickéd odpovéd je ukazana
na obrazku 5.10.A (str. 44) U této buriky doslo po soucasné aplikaci 1 uM glutaméatu a
50 uM 3a5BS ke zvy$eni poméru intenzit fluorescence R z hodnoty 0,48 na 1,09. Nasledna
aplikace samotného 1 uM glutamatu vedla k dal§imu zvySeni poméru intenzit fluorescence
R na hodnotu 1,48. Tento efekt byl pozorovan u 22 z 30 GFP-pozitivnich HEK 293 bun¢k
(73 %).
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Tyto vysledky naznaluji, Ze 3a5BS inhibuje odpovédi vyvolané aktivaci NMDA
receptoru agonistou, coZ je v souladu s pfedchazejicimi vysledky elektrofyziologickych
pokust {79, 85}.

Pro studium pisobeni 3a5pS na [Ca’']; byly zvoleny stejné podminky jako
pfi pokusech s PS. Aplikace 300 uM 3a5BS po dobu 120 s nevedla u Zadné z22
GFP-pozitivnich HEK 293 bunék ke zvyseni [Ca®]; (Obr. 5.10.B). Nam&fena hodnota AR
byla pouze 0,005 + 0,002, plocha pod kfivkou A 0,009 + 0,002 r/min. Smérnice
naméfenych odpovédi byla nulova. Tento vysledek ukazuje, Ze na rozdil od PS aplikace
3a5BS v nepfitomnosti agonisty NMDA receptorii [Ca’*]; nezvysuje, a naznaluje tak, Ze

O I 4 . o r 7w ’ + r . ’ . .. A
piisobeni neurosteroidi vedouci ke zvyseni [Ca®*]; zavisi na jejich struktufe.

A20; B 16,
1,41

A1'5' 1min  _ 12 1 min
51,0 5 0
W w 0,81
0C0,5_ (14 0,6+
3a5BS 0,4

0,0 Glu 027 3a5pS Glu

Obriazek 5.10. 305BS inhibuje odpovédi NR1-1a/NR2B receptorti aktivovanych
glutamatem. Samotna aplikace 35BS nevede ke zménam [Ca*];. A. Souasné aplikace
1 uM glutamatu (bily obdélnik) a 50 uM 3a5BS (Cerny obdélnik) na GFP-pozitivni
HEK 293 buriky vedla ke zvySeni poméru intenzit fluorescence R o0 0,61. Po ~ 60 s byly
buriky dale aktivovany pouze 1 uM glutamatem, coz vedlo k dal§imu vzriustu R. B. Ukazka
typické zmény poméru intenzit fluorescence R po aplikaci 3a5BS u GFP-pozitivni
HEK 293 burky. Aplikace 300 uM 35BS (€erny obdélnik) nevyvolala Zadnou odpoved’,
na rozdil od 1 uM glutamatu (bily obdélnik).

5.1.1.6. Uginek PS na [Ca®*]; u bunék hipokampélnich neuront

V ptredchézejici ¢asti bylo ukazano, ze PS u GFP-pozitivnich HEK 293 bun¢k

v . + T . 7 . , r v
zvyuje [Ca®']i. Uinky neurosteroidu pozorované na rekombinantnich systémech se viak

mohou li$it od vysledkt ziskanych studiem nativnich receptorti, a proto bylo pisobeni PS
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na [Ca’]; ovéfeno na kulturach hipokampalnich neurond. Aplikace 300 pM PS
v ptitomnosti 0,5 puM tetrodotoxinu (inhibitor nap&tfové zavislych Na® kanalt) vedla
ke zvyseni [Ca®"]; (Obr. 5.11). Tento jev byl pozorovéan u 69 z 69 studovanych neuront

(100 %)

3.0
25-

201

u

31,5 .

w 1 min

o 1,0_‘/L
0,5
00d ~ Ps NMDA

Obrizek 5.11. PS zvySuje [Ca®']; u kultivovanych hipokampalnich neuroni. Ukazka
typické zmény poméru intenzit fluorescence R po aplikaci PS. Aplikace 300 uM PS (Cerny
obdélnik) v ptitomnosti 0,5 pM tetrodotoxinu vyvolala zvySeni poméru intenzit

fluorescence R z 0,46 na 1,36. Buiika odpovidala na 100 uM NMDA (bily obdélnik).

S.2. Vazebné misto PS na NMDA receptorech

Studiem vlivu PS na rekombinantni i nativni NMDA receptory bylo zjisténo, Ze tento
neurosteroid zvySuje [Ca®]; (viz kapitola 5.1.1.1 a 5.1.1.6). Nasledujici pokusy byly
zaméfeny na charakterizaci vazebného mista, kde PS na NMDA receptoru ptisobi. Cilem
bylo zjistit, zda se neurosteroid vaze do stejného vazebného mista jako piirozeny agonista
NMDA receptorti glutamat nebo koagonista glycin, nebo zda je toto misto specifické
pouze pro tento steroid. Pro tento ucel byli vyuziti jednak kompetitivni antagonisté NMDA

receptord, jednak receptory s bodovymi mutacemi glutamatového vazebného mista.

5.2.1. Vliv kyseliny 7-chlorkynurenové na PS vyvolané zmény [Ca2 ¥/

Obréazek 5.12 (str. 46) ukazuje vysledky pokust, v nichZ byl zkoumdn vliv kyseliny
7-chlorkynurenové (kompetitivniho antagonisty vaziciho se do glycinového vazebného
mista) na zvy3eni [Ca’*]; vyvolané PS. Po soucasné aplikaci 300 puM PS a 20 uM kyseliny
7-chlorkynurenové v ECR bez ptfidavku glycinu byly pouze 2 z41 GFP-pozitivnich
HEK 293 bungk citlivé na PS (5 %), zatimco aplikace 300 uM PS na buriky sesterskych
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kultur vedla k odpovédi u 16 z 26 buné€k (62 %). Tento vysledek naznacuje, Ze k aktivaci

NMDA receptori neurosteroidem PS je zapotiebi souCasna aktivace NMDA receptoru

glycinem.

A 20 R\ B 1.5

3 19 3

< % 1,0

w 1,01 1 min w 1 min

14 x

0,5 0,5-

L —/—/ L]  ——
PS+7CIK Glu PS Glu

Obrazek 5.12. Vliv kyseliny 7-chlorkynurenové na odpovédi vyvolané PS. A. Ukazka
typické zmény poméru intenzit fluorescence R po soucasné aplikaci PS a kyseliny
7-chlorkynurenové (v obr. 7-CIK) u GFP-pozitivni HEK 293 buriky. Aplikace 300 uM a
20 puM kyseliny 7-chlorkynurenové je vyznacena ¢ernym obdélnikem a 1 pM glutamatu
bilym obdélnikem. B. Ukézka typické zmény poméru intenzit fluorescence R po aplikaci
PS u GFP-pozitivni HEK 293 buiky v sesterské kultuie. Aplikace 300 uM PS (Cerny
obdélnik) vedla ke zvySeni R. Builka byla citliva k 1 uM glutaméatu (bily obdéInik).

5.2.2. Vliv D-APV na ucinky PS na NR1-1a/NR2B receptorech

Cilem dalSich pokusi bylo charakterizovat pisobeni D-APV, kompetitivniho
antagonisty vaziciho se do glutamatového vazebného mista, na zmény [Ca2+]i vyvolané PS.
Soucasna aplikace 300 uM PS a 50 uM D-APV nevyvolala u Zadné z 35 GFP-pozitivnich
HEK 293 bun€k zvySeni poméru intenzit fluorescence R. V kontrolnich pokusech
provedenych na sesterskych kulturach bylo po aplikaci 300 pM PS zaznamenéno 18 z 30
buné€k citlivych na PS (60 %). Typicky zdznam odpovédi je ukazan na obrazku 5.13
(str. 47). Tyto vysledky ukazuji, Ze v ptfitomnosti D-APV k aktivaci NMDA receptoru

neurosteroidem PS nedochazi.
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Obrazek 5.13. Vliv D-APV na odpovédi vyvolané PS. A. Ukazka typické zmény poméru
intenzit fluorescence R po soucasné aplikaci PS a D-APV (v obr. APV) u GFP-pozitivni
HEK 293 buriky. Soucasna aplikace 300 uM PS a 50 uM D-APV (Cerny obdélnik)
nevyvolala zvySeni poméru intenzit fluorescence R. Aplikace 1 pM glutamatu je
vyznacena bilym obdélnikem. B. Ukézka typické zmény poméru intenzit fluorescence R
po aplikaci PS u GFP-pozitivni HEK 293 buiiky v sesterské kultufe. Aplikace 300 uM PS
(¢erny obdélnik) vedla ke zvySeni poméru intenzit fluorescence R. Aplikace 1 pM

glutamatu je vyznacena bilym obdélnikem.

5.2.3. Viiv bodovych mutaci v glutamdtovém misté na ucinky PS na NRI-1a/NR2B
receptorech

Cilem dalSich pokust bylo zjistit, jaky vliv maji bodové mutace aminokyselinovych
zbytkll vytvéfejicich vazebné misto pro glutamat na ptsobeni PS. Byly provedeny tfi
bodové mutace v genu pro NR2B podjednotku, které rtiznou meérou ovliviuji afinitu
ke glutamatu: E387A, S664G a K459E {24}. Po transfekci HEK 293 buné¢k NRI1-1a
podjednotkou a NR2B podjednotkou s jednou bodovou mutaci byla studovana citlivost
na PS u GFP-pozitivnich bun¢k.

Aplikace 300 uM PS na rekombinantni NR1-1a/NR2B receptory s bodovou mutaci
glutamatu 387 za alanin vgenu pro NR2B podjednotku nevedla u Zadné z27
GFP-pozitivnich HEK 293 bunék ke zvySeni poméru intenzit fluorescence R. Tato mutace
snizuje afinitu ke glutamatu pfiblizné 350 x {24}, coz bylo ovéfeno aplikaci 1 pM (~ECs
pro NR1-1a/2B) a 350 puM glutamatu. Nizka koncentrace agonisty podle ocekavani
u Zadné z bun€k odpovéd nevyvolala, zatimco nasledna aplikace zvySené koncentrace

glutamatu jiz vedla k aktivaci NMDA receptoru (Obr. 5.14.A, str. 49).
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Bodova mutace serinu 664 za glycin v genu pro NR2B podjednotku, ktera sniZuje
afinitu ke glutamatu pfiblizné 270 x {24}, také zabranila u vSech 43 GFP-pozitivnich
HEK 293 bunék zvyseni poméru intenzit fluorescence R jak po aplikaci 300 uM PS, tak
po aplikaci 1 uM glutamatu. Receptory byly nasledné aktivovany 270 puM glutamatu
(Obr. 5.14.B, str. 49).

Pouze u 2 z 61 GFP-pozitivnich HEK 293 bunégk, jejichz NR1-1a/NR2B receptory
obsahovaly bodovou mutaci lysinu 459 za glutamat v genu pro NR2B podjednotku, bylo
zaznamenano zvySeni pomeéru intenzit fluorescence R po aplikaci 300 uM PS. Bodova
mutace v tomto misté snizuje afinitu ke glutamatu pfiblizné€ 177 x {24}, proto byla exprese
funkénich NMDA receptori nasledné ovéfena jejich aktivaci 180 puM glutamatem.
Aplikace 1 pM glutamatu odpovéd’ nevyvolala (Obr 5.14.C, str. 49).
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Obrazek 5.14. Vliv bodovych mutaci v glutamatovém vazebném misté na zvySeni

[Ca2+]i vyvolané PS. Ukazky typickych zmén poméru intenzit fluorescence R po aplikaci
PS u GFP-pozitivnich HEK 293 bunék transfekovanych NR1-1a/NR2B receptory s jednou
bodovou mutaci v glutamatovém vazebném misté: A. E387A B. S664G C. K459E.

Aplikace 300 pM PS (Cerny obdélnik) ani 1 uM glutamatu (bily obdélnik) nevyvolala

u z4dné z bun€k zvySeni pomeéru intenzit fluorescence R. Builkky byly citlivé k aplikaci

zvy$ené koncentraci glutamatu (1Glu; Sedy obdélnik): A. 350 uM B. 270 uM C. 180 uM.
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6. Diskuze

V této diplomové praci byl studovan vliv PS, jednoho z nejrozsifenéjSich
neurosteroidi v mozku {86-88}, na nativni a rekombinantni NMDA receptory metodou
agonisty s PS dochazi k vé&t§imu zvySeni [Ca®]); neZ po aplikaci samotného agonisty.
Zajimavé bylo zjidténi, Ze PS vyvolava zvyseni [Ca’*)i i v nepfitomnosti agonisty NMDA
receptori, a to jak na kulturdch hipokampaélnich neuronti, tak u HEK 293 bun¢k
exprimujicich rekombinantni NMDA receptory. Na zaklad¢ farmakologickych a
molekularng biologickych pokusii bylo navrzeno, Ze ke zvyseni [Ca>']; dochazi v disledku

ptimé aktivace NMDA receptort timto neurosteroidem.

6.1. Aktivace NMDA receptorii pisobenim PS

Bylo ukazano, e PS zvysuje [Ca*']; i v nepfitomnosti agonisty NMDA receptorii
(Obr. 5.3.B, str. 36). Tento jev byl pozorovan jak u HEK 293 bun¢k exprimujicich
NR1-1a/NR2B receptory, tak na kulturach hipokampalnich neuronii. Vysledky kontrolnich
pokusti provadénych na netransfekovanych buiikach, na buiikach neexprimujicich GFP
v kulturach transfekovanych NR1-1a/NR2B receptory (Obr.5.5.A, str. 38) a pokusi,
v nichz byl studovan vliv Mg** (Obr. 5.5.B, str. 38), naznatuji, Ze zvySovani [Ca®'];
souvisi s aktivitou NMDA receptorti. V ptipad€, Ze byl PS aplikovan v roztoku se sniZzenou
koncentraci Ca*"nebo v pfitomnosti Mg?*, ke zvyseni [Ca?']; nedoslo (Obr. 5.6.A, str. 39;
Obr. 5.5.B, str. 38), coZ potvrzuje skute¢nost, Ze vlivem PS je aktivovan NMDA iontovy
kanal, jimZ prochazeji Ca** z extracelularniho prostiedi a zvysuji tak koncentraci Ca®*
v burice.

Pro tento uc¢inek pusobeni PS na NMDA receptorech byly studovany 2 modely:
nepfimy a pfimy. Hypotéza neptimého ptisobeni je zaloZena na ptedpokladu, Ze u€inek PS
je zprostfedkovan potenciaénim vlivem neurosteroidu na odpovédi zbytkového glutamatu
(nebo glutamatu podobného agonisty) pfitomného v extracelularnim roztoku. Odpovédi
NMDA receptort na tento zbytkovy glutamat jsou tak malé, Ze nemohou byt detekovany,
ale v pfitomnosti PS jsou potencovany a dané zvySeni [Ca2+]i je jiZ pouZivanou
mikrofluorimetrickou metodou pomérového méfeni [Ca’']; moZno zaznamenat.

Aplikace D-APV — vysoce uéinného selektivniho kompetitivniho antagonisty

glutamatu — méla vyrazné inhibi¢ni ptisobeni na odpovédi vyvolané PS (Obr. 5.13, str. 47)
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a stejny ucinek byl pozorovan v pokusech s bodovymi mutacemi aminokyselin (Obr. 5.14,
str. 49), které se podileji na vazbé glutamatu {24}. Ackoliv tyto vysledky podporuji
uvedenou hypotézu, je zde argument, ktery ji vylucuje.

Vysledky elektrofyziologickych pokust ukazuji, Ze koncentrace zbytkového
glutamatu v aplika¢nim roztoku neurosteroidu byla maximéalné ~ 27 (stanovena
12,7 £ 13,8) nM (viz Obr. 5.7, str. 41). Za ptedpokladu, Ze 300 uM PS potencuje odpovedi
NRI1-1a/2B receptori ~ 2x {84}, takto zvySena odpovéd by meéla odpovidat odpovédi
vyvolané ~ 54 nM glutamatu. Vysledky pokusd sriznymi koncentracemi glutamatu
(Obr. 5.9, str. 43) ovSem ukazuji, Ze odpovédi vyvolané PS jsou srovnatelné s odpovédi
na vys$i koncentraci glutamatu (~300 nM). Kromé toho aplikace glutamatu v koncentraci
30 nM vyvolava odpovéd u ~14 % bun€k (Obr. 5.9, str. 43), aplikace samotného
extracelularniho roztoku vsak u Zadné z bundk zvyseni [Ca®*]; nevyvolala (Obr. 5.3.A,
str. 36). Tyto vysledky nasvédCuji tomu, Ze zvySeni [Ca®]; po aplikaci PS je vyvolano
jinym mechanismem neZ potenciaci odpovédi NMDA receptori vyvolanych zbytkovym
glutamatem.

Mechanismus pfimé aktivace NMDA receptori neurosteroidem pfedpoklada, Ze
vazba PS do vazebného mista pro glutamat (ortosterického mista - z angl. ,,orthosteric
site) nebo jiného (alosterického) mista vyvola konformaéni zmény NMDA receptoru
vedouci k otevieni iontového kanalu (Obr. 6.1, str. 53). Vysledky obsaZené v této
diplomové praci neposkytuji dostatek dikazii pro potvrzeni ¢i vylou€eni nekteré z téchto
hypotéz. Z vysledki pokust, ve kterych je pouZito D-APV (Obr. 5.13, str. 47), lze
usuzovat na ortostericky mechanismus pisobeni PS na NMDA receptorech (D-APV
kompetuje s PS o vazbu do glutamatového vazebného mista). Kompetitivni mechanismus
pusobeni byl navrZzen pro inhibici odpovédi glycinovych receptorti vyvolanou PS {89}.
Pifima aktivace NMDA receptoru by tedy mohla byt zprosttedkovana vazbou PS
do glutamatového vazebného mista. Struktura PS se v8$ak od struktury agonistl pusobicich
ve vazebném misté pro glutamat lisi. Zatimco agonisté NMDA receptorti maji dvé zaporné
nabité skupiny (a- a w-karboxylovou skupinu nebo jejich sulfonové ¢&i sulfinové
ekvivalenty), které se musi vyskytovat v ur€ité vzdalenosti a prostorovém uspotadani, aby
doslo k vazb€ na receptor {22, 23, 90}, PS ma pouze jednu sulfatovou skupinu. Krome
toho homologni modelovani a krystalové struktury ukazuji, Ze ligand vazajici doména

na NR2A podjednotce {26} je ptili$ mala pro vazbu tak velké a rigidni molekuly, jakou je
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PS. Vazebné studie na NR1/NR2B a na AMPA receptorech pak také potvrzuji, Ze vazebné
misto pro PS neni shodné s rozpoznavacim mistem pro glutamat {91, 92}.

Alostericky mechanismus plisobeni PS pfedpoklad4, Zze NMDA receptor mtize byt
aktivovan z jiného mista, neZ je vazebné misto pro glutamat. Jelikoz D-APV sniZuje
schopnost PS aktivovat NMDA receptor (Obr. 5.13, str. 47), 1ze ptedpokladat, Ze aktivace
iontového kandlu neurosteroidem a glutamatové vazebné misto jsou alostericky svazané.
Vysledky nékterych studii toto alosterické propojeni vazebnych mist pro PS a agonistu
naznacuji. Bylo ukézano, Ze vazba glutamatu na NMDA receptor sniZuje pozitivni
modula¢ni u¢inek PS na vazbu ifenprodilu {91}. Také studium potenciace odpovédi
NMDA receptorit vlivem PS prokazalo zavislost jeho u¢inku na aktivaci receptoru
glutamatem {84}.

Alostericky mechanismus aktivace byl popsan pro n€kolik ligandem aktivovanych
iontovych kanalt. V pfipadé nikotinovych acetylcholinovych receptorii bylo ukazano, ze
mnoho strukturné odli$nych sloucenin pusobi jako alosterické ligandy, které zvysuji
pravdépodobnost otevirani iontového kanalu vyvolaného acetylcholinem, a kromé tohoto
potenciacniho u¢inku bylo zjisténo, Ze v nepfitomnosti acetylcholinu plisobi jako agonisté
s nizkou u¢innosti {93}. Podobné¢ GABA 4 receptory mohou byt aktivovany neurosteroidy
a jejich syntetickymi analogy {94, 95}. Na tomto receptoru jsou vazebnd mista
pro agonistu a neurosteroid odli$na, pfesto vSak bikukulin - kompetitivni antagonista
kyseliny y-aminomaselné - proudy vyvolané neurosteroidem sniZuje {96-98}.

V pokusech s antagonistou glycinového mista kyselinou 7-chlorkynurenovou doslo
k inhibici odpovédi vyvolanych PS (Obr. 5.12, str. 46), coz naznauje, Ze at’ tento
neurosteroid aktivuje NMDA receptory ortosterickym ¢i alosterickym mechanismem,

pro otevieni iontového kanalu je nezbytna vazba jejich pfirozeného koagonisty glycinu.
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Obrazek 6.1. Schématické znazornéni vazebnych mist na NMDA receptoru. A.
Schématické znazornéni NMDA receptoru s jeho vazebnymi misty pro agonistu glutamat
(Glu), koagonistu glycin (Gly) a alosterické ligandy. Aktivita iontového kanalu je
vyjadfena velikosti ¢erného kruhu. B. Vazba agonisty (zde glutamat; Glu) a koagonisty
(zde glycin; Gly) do pfislusnych vazebnych mist na NMDA receptoru je nezbytna
k aktivaci iontového kandlu. C. Schématické znazornéni ortosterického mechanismu
u¢inku PS na NMDA receptory. Tento model ptedpoklada, Ze PS v nepfitomnosti agonisty
aktivuje NMDA receptory prostfednictvim vazby do glutamatového vazebného mista. D.
Schématické znazornéni alosterického mechanismu u¢inku PS na NMDA receptory. Tento
model ptredpoklada, Zze PS v nepfitomnosti agonisty aktivuje NMDA receptory navazanim

mimo vazebné misto agonisty.

6.2. Modulace NMDA receptora neurosteroidy

Elektrofyziologicka méfeni a vysledky mikrofluorimetrickych pokusi ukazuji, Ze
interakce neurosteroidi s NMDA receptorem miZe vést ke dvéma riznym u¢inkim:
potenciaci (Obr. 5.1, str. 33) a inhibici (Obr. 5.10, str. 44) {76, 99, 100}. Potencia¢ni

ucinek neurosteroidd (napt. PS) je zavisly na podjednotkovém sloZzeni NMDA receptort
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(s preferenci pro receptory obsahujici podjednotky NR2A/B) a dale na konforma¢nim
stavu NMDA iontového kanalu, nebot’ jeho afinita k PS je po aktivaci receptoru agonistou
snizena {76-79, 84, 101, 102}. PS ma kromé svého potenciatniho u¢inku také ucinek
inhibi¢ni {78, 84}. Inhibi¢ni U¢inek sulfatovanych neurosteroidii (napt. 3a5BS) je také
zavisly na podjednotkovém sloZeni receptori, ale na rozdil od u¢inku potenciaéniho je
vyrazn€j§i u podjednotek NR2C/D a po aktivaci receptori se zvySuje {85, 100}.
Farmakologické i vazebné studie s neurosteroidy PS a 3a5BS na NMDA receptorech
naznaéuji, Ze potenciaéni a inhibi¢ni pisobeni je zprostiedkovano rozdilnym vazebnym
mistem {79}. Afinita NMDA receptoru k PS a 3a5BS je zavisla na jeho podjednotkovém
sloZeni a stavu (aktivovany/neaktivovany) a naméfené hodnoty ECsy a ICso se pohybuji
v desitkach uM {76-78, 84, 85}. Nedavné studie vSak ukazuji, Ze jiZ nanomolarni
koncentrace neurosteroidi PS a 3a5BS ovliviluyje funkci rekombinantnich receptorti.
Ackoliv neurosteroidy v této koncentraci neméni odpovéd’ na glutamat, ovlivituji inhibici
NRI1/NR2B receptoru ifenprodilem (specifickym inhibitorem NMDA receptorti
obsahujicich NR2B podjednotku): PS zvySuje a 3a5BS sniZuje jeho ucinek {91}. Vysledky
této studie naznacuji, ze na NMDA receptoru existuji dal$i vazebna mista pro PS a 3a58S,
ktera se navzajem lisi svou afinitou.

Tato data ukazuji, Ze na NMDA receptoru se vyskytuje n€kolik vazebnych mist pro
neurosteroidy. Vysledky pokust v této diplomové praci naznaduji, Ze PS aktivuje NMDA
receptory s ECsg 32 uM (Obr. 5.8, str. 42) Tato hodnota je blizka zjist€nym hodnotam ECs
pro potencia¢ni pisobeni PS na glutamatové a NMDA vyvolané odpovédi {76, 78, 84},
coz naznacuje, Ze potenciaéni G¢inek a pfima aktivace vlivem PS na NMDA receptorech
mohou byt zprostfedkovany stejnym vazebnym mistem. Podle dosavadnich studii je toto
misto lokalizovano extracelularné {77, 79, 102} a pokusy s chimérickymi receptory
poukazaly na kliCovy vyznam extracelularni smy¢ky mezi tfeti a ctvrtou
transmembranovou doménou (Horak) a usek na &tvrté transmembranové doméné {102}.
Toto vazebné misto je odli$né od vazebnych mist pro glycin, spermin, polyaminy, kyselinu
arachidonovou, redoxni latky a Mg®* a lisi se i od inhibi&niho vazebného mista pro 3a5pS
{79}, coz je v souladu se zjisténim, Ze 3a5BS nevyvolava zvyseni [Ca®]; (Obr. 5.10.B,
str. 44).

Aplikace PS v koncentraci >3 puM vedla jak u HEK 293 bun¢k exprimujicich
rekombinantni NMDA receptory, tak u kultivovanych hipokampélnich neuronti ke zvySeni

[Ca®*];. Je otazkou, zda se PS vyskytuje v CNS v koncentraci, které by vedlo k biologicky
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vyznamné aktivaci iontovych kanali NMDA receptort. Podle vysledki nékolika studii se
koncentrace neurosteroidt v mozku meéni v zavislosti na rtznych faktorech, jako je
naptiklad stafi, stres, sexudlni aktivita a agresivita {103, 104}. V soufasné dob& neni
k dispozici metoda, kterd by spolehlivé ur¢ila koncentraci neurosteroidd in vivo {88}.
Stanovené hodnoty koncentrace PS v potkanim mozku a plazmé jsou nizké (0,1 — 0,3 ng/g
tkan¢) {105, 106}, predpoklada se vsak, Ze v misté synapse se pfi synaptické aktivité¢ mtze
hladina PS docasn€ né&kolikanasobn€é zvysit. Tato hypotéza ovSem dosud nebyla

experimentalné prokazana {88}.

6.3. Fyziologické diisledky modulace neuronalni excitability PS

Bylo ukéazano, Ze pfirozené se vyskytujici neurosteroid PS moduluje aktivitu mnoha
ruznych ligandem aktivovanych iontovych kanald (pro piehled {73}), jako jsou GABAA
{107}, glycinové {71}, NMDA, AMPA a kainatové receptory {72}. PS ovliviiuje také
¢innost napétoveé zavislych vapnikovych kanald typu L {108} a sigma-1 receptorti {109}.
Tyto popsané neuromodula¢ni U€inky nejsou omezeny pouze na in vitro systémy, ale
mohou byt pozorovany také na Grovni celého organismu. Behavioralni studie na zvitecich
modelech prokéazaly vliv PS na zlepSeni pamétovych schopnosti {110-112}. Dale byla
popséna souvislost mezi sniZzenou hladinou PS v hipokampu star§ich potkana s jejich
hor§imi vykony v pamétovych testech, u nichZ intraperitonealni ¢i intrahipokampalni
injekce PS vysledky prechodné zlepsila {104}. Uginky PS na pamétové procesy byly také
pozorovany na bun&fné urovni studiem jeho vlivu na vznik dlouhodobych zmén
v excitaénim synaptickém pienosu, jakou je naptiklad dlouhodoba potenciace (LTP;
zangl. “Long Term Potentiation™), kterd je pokladana za mechanismus ucastnici se
procesu uceni a paméti a zavisi na ¢innosti NMDA receptorti {113}. Za ptedpokladu, Ze
PS potencuje odpovédi NMDA receptorti (jak je diskutovano vyse), neni piekvapujicim
zjisténi, Ze prostfednictvim tohoto plisobeni na NMDA iontové kanaly také zvySuje LTP
{114}. Jak vsak bylo ukédzdno v dalsi studii, ucinek PS na synaptickou plasticitu
v hipokampu je komplikovanéjsi, nebot’ zvySuje také NMDA receptor-nezavislou LTP
v CAl synapsich, ktera je zprostiedkovana napétoveé zavislymi vapnikovymi kanaly typu
L a sigma-1 receptory. Za ur€itych podminek muze PS dokonce sniZovat NMDA receptor-
zavislou LTP, coz nazna¢uje mnohem komplexnéj$i mechanismus modulace synaptické

plasticity timto neurosteroidem {115}.
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Kromé pozitivnich u€inkii na synaptickou plasticitu, mize PS svou schopnosti
pozitivné modulovat odpovédi NMDA receptori vyvolanych glutamatem pfispivat
k tzv. excitotoxicits, tj. zvySovani [Ca®*]; vedoucimu aZ k smrti neuronu {116, 117}. Tento
jev, zprostiedkovavany pravé NMDA receptory, je pokladan za pii€inu vzniku nékterych
neurodegenerativnich a psychiatrickych poruch {3-8}.

Z uvedeného vyplyva, Ze PS prostfednictvim svého modula¢niho vlivu na receptory
pro neuropienaSece v centralni nervové soustavé ovliviiuje dilezZité kognitivni procesy a
muZe se podilet i na vzniku né€kterych neurodegenerativnich chorob. Vysledky této
diplomové prace naznaduji, Ze kromé alosterického potencia¢niho ptisobeni PS na NMDA
receptorech muze tento sulfatovany neurosteroid pfimo aktivovat NMDA iontové kanaly.
Poznani molekularniho mechanismu tohoto piisobeni ptfispéje k lepsimu pochopeni funkce,
pfip. farmakologie NMDA receptori a objasnéni podminek, za kterych endogenni
neurosteroidy moduluji neurondlni excitabilitu. Testovani neurosteroidii jako sond

pro chovani receptoru také miiZe pfispét k nalezeni latek s pozdé€j$im klinickym vyuZitim.
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7. Zavér

Tato diplomova price byla zaméfena na charakterizaci vlivu PS na nativni a
rekombinantni NMDA receptory mikrofluorimetrickou metodou pomérového méfeni
intracelularni koncentrace Ca”* (dale [Ca®']).

Bylo zjisténo, Ze PS zvysuje [Ca®']; prichodem Ca®* z extracelularniho prostoru pres
cytoplazmatickou membranu mechanismem, ktery souvisi s pfitomnosti NMDA receptorti.
Zvyieni [Ca®']; vlivem PS bylo pozorovéno jak u HEK 293 bun&k exprimujicich
rekombinantni NRI1-1a/2B receptory, tak v kulturaich hipokampélnich neurond.
Neurosteroid 35BS, inhibujici odpovédi NMDA receptort, zvyseni [Ca®]; nevyvolava,
coz nasvédCuje specifickému ptsobeni PS. Na zaklad¢ farmakologickych a molekularné
biologickych pokusti provadénych na rekombinantnich NR1-1a/2B receptorech bylo
navrZeno, Ze ke zvySeni [Ca2+]i dochazi v dusledku piimé aktivace NMDA iontového
kanalu neurosteroidem PS, pravdépodobné jeho vazbou do alosterického mista na NMDA
receptoru. Utinek PS vedouci k aktivaci NMDA receptorti je koncentratné zavisly s ECsg
32 uM a v davce 300 uM aktivuje NMDA receptory stejné jako glutamat v koncentraci
345 nM.

UrCeni vazebného mista a popis molekularniho mechanismu, jimz PS aktivuje
NMDA iontové kanaly, mize pomoci k objasnéni funkce neurosteroidi v centralni

nervové soustave a byt dulezitym podnétem pii navrhu farmakologicky u¢innych latek.
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