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ABSTRAKT

N-methyl-D-aspartatové (NMDA) receptory patii mezi ionotropni glutamatové receptory, které
jsou klicové pro synapticky pienos a procesy uceni a paméti. Po aktivaci a otevieni iontového
kanalu jsou propustné pro véapenaté ionty (Ca?") zprostiedkovavajici dalsi signalizaci
Nedostatecnd nebo naopak nadmérna aktivita NMDA receptorti vede ke vzniku zavaznych
neurologickych a psychiatrickych onemocnéni. NMDA receptory jsou modulovany fadou
endogennich a exogennich latek. Mezi tyto latky patfi 1 neurosteroidy — steroidni latky
syntetizované de novo v centralni nervové soustavé a jejich syntetick¢é analogy, které
v zavislosti na své struktufe mohou mit potenciacni ¢i inhibi¢ni ucinek.

Za vyuziti elektrofyziologickych a molekularné-biologickych technik byl v této praci
objasnén molekularni mechanismus zvySené citlivosti NMDA receptorti k inhibi¢nim
neurosteroidim po prechodném zvyseni intracelularni koncentrace Ca**. Nariist inhibi¢niho
plisobeni neurosteroidii na NMDA receptory souvisi s Ca**-indukovanou depalmitoylaci ti
cysteini (C849, C854, C871) v intracelularni ¢asti GluN2B podjednotky, ktera soucasn¢ vede
ke zméné¢ kinetickych parametri receptoru ve prospeéch zavieného stavu. Prace déle pfinasi nové
poznatky o vztahu mezi strukturou a ucinkem neurosteroidit na NMDA receptory, coz je
dilezité pro hledani novych potencialnich 1éc¢iv, ale 1 pro pochopeni funkce téchto receptord.
Strukturni analogy bez steroidniho D-kruhu odvozené od pregnanolon sulfatu (PAS)
si zachovaji inhibi¢ni plsobeni, ale nedochazi ke zlepSeni U¢inku oproti PAS. Naopak
C3-amidovy substituent zvySuje inhibi¢ni G¢inek i biologickou dostupnost latek, ¢imz byly
identifikovany vhodné vychozi struktury pro dalsi studie s cilem nalézt potencidlni 1éCiva
pro nadmérnou aktivaci NMDA receptor. V prvni systematické studii zabyvajici se vztahem
mezi strukturou a U¢inkem potencianich neurosteroidi na NMDA receptory byly
charakterizovany strukturni analogy odvozené od endogenniho neurosteroidu pregnenolon
sulfatu s modifikacemi na C3 a C17 steroidniho jadra. Potencia¢ni ucinek je zavisly na délce
C3-hemiesterového zbytku v kombinaci s typem substituentu na C17.

Disertacni prace pfindsi dilezité poznatky pro dalsi studie vztahu mezi strukturou a i¢inkem
neurosteroid na NMDA receptory s cilem nalézt potencidlni 1é¢iva, a pfedevS§im objasiiuje
mozny neuroprotektivni efekt zvySeného inhibi¢niho piisobeni neurosteroidu za patologickych

podminek souvisejicich se zvysenou intracelularni koncentraci Ca?".



ABSTRACT

N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors are a subtype of ionotropic glutamate receptors crucial
for synaptic transmission and learning and memory processes. After activation and opening of the
ion channel, they are permeable to calcium ions (Ca*") that mediate further signaling. Hypo-
or hyperfunction of NMDA receptors leads to the development of severe neurological and
psychiatric diseases. NMDA receptors are modulated by many endogenous and exogenous
substances. These include neurosteroids — steroids synthesised de novo in the central nervous
system and their synthetic analogues, which, depending on their structure, can have positive
or negative modulatory effects.

Using electrophysiological and molecular-biological techniques, we have clarified
the molecular mechanism of increased sensitivity of NMDA receptors to inhibitory neurosteroids
following a transient increase in intracellular Ca®>" concentration. The increase in neurosteroid
inhibitory activity at NMDA receptors is related to Ca*'-induced depalmitoylation of three
cysteines (C849, C854, C871) in the intracellular part of the GluN2B subunit. This simultaneously
leads to a change in the receptor's kinetic parameters in favor of the closed state. Furthermore, this
work provides new insights into the relationship between the structure and activity of neurosteroids
at NMDA receptors, which is important for finding potential new drugs, but also for understanding
the function of these receptors. Structural analogues of pregnanolone sulphate (PAS) without the
steroid D-ring maintain inhibitory activity, but there is no improvement in effect over PAS.
In contrast, the C3-amide substituent increases the inhibitory effect as well as the bioavailability
of the substances, leading to the identification of appropriate baseline structures for further studies
to find potential drugs for over-activation of NMDA receptors. In the first systematic study
investigating the structure-function relationship of neurosteroids with a positive effect on NMDA
receptors, we characterized structural analogues derived from the endogenous neurosteroid
pregnenolone sulphate with modifications to carbons C3 and C17 in the steroidal ring structure.
The potentiating effect is dependent on the length of the C3-hemiester residue in combination with
the type of substituent on C17.

This work provides important insights for further studies of the relationship between the
structure and effect of neurosteroids on NMDA receptors with the goal of finding potential drugs,
and in particular, it clarifies the possible neuroprotective effect of increased neurosteroid inhibitory

action under pathological conditions related to increased intracellular Ca** concentration.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AMPA  a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionatova kyselina

AndrAsp androstan aspartat

ATD amino-terminalni doména

BAPTA 1,2-bis(2-aminofenoxy)ethan-N,N,N',N'-tetraoctova kyselina

C3, C17 atd. ¢islo uhliku steroidniho jadra

Ca*" vapenaté ionty

CAMKII Ca*'-calmodulin-zavisla kinaza II (Ca**-calmodulin-dependent kinase II)

CIQ 3-chlorofenyl-(6,7-dimethoxy-1-((4-metoxyfenoxy)metyl)-3,4-dihydroisoquinolin-
2(1H)-yl)methanon
CTD C-termindlni doména

D-APV  D-2-amino-5-fosfovalerova kyselina
DMSO  dimethylsulfoxid

Enax maximalni hodnota potenciace
ECso polovi¢ni u¢inné koncentrace
ECS extracelularni roztok

EDTA  ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraoctova kyselina

EGTA  ethylenglykol-bis(2-aminoethyl ether)- N,N,N",N -tetraoctova kyselina
GABA  kyselina y-amino-maselna

Glu glutamat

GluA podjednotka AMPA receptoru

GluK podjednotka kainatového receptoru

GluN podjednotka NMDA receptoru

Gly glycin

h Hilliv koeficient

HEK?293 lidské embryonalni ledvinné buiikky HEK293

HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfonova kyselina

Lontrola ~ mira inhibice steroidu pted Ca-stimulaci

rest mira inhibice steroidu po Ca-stimulaci

ICs koncentrace steroidu, kterd inhibuje 50 % proudové odpovédi vyvolané agonistou
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ICS
LBD
LTD
LTP
MCT
MK-801
MOT

n
NMDA
nNOS
PAG
PAhPim
PAS
PES

Po
PSD-95
QNZ46
SAR
SD
SEM
TCN-201

TMD
TTX
WT

intracelularni roztok

ligand vézajici doména (Ligand Binding Domain)

dlouhodoba deprese (Long Term Depression)

dlouhodob4 potenciace (Long Term Potentiation)

pramérny Cas zavieni (Mean Close Time)

dizocilpin

prumérny Cas otevieni (Mean Open Time)

pocet bun¢k

N-methyl-D-aspartatova kyselina

neuronalni syntaza oxidu dusnatého

pregnanolon glutamat (20-oxo-5B-pregnan-3a-yl glutamat)
pregnanolon hemipimelat (5p-pregnan-20-on 3a-yl-hemipimelat)
pregnanolon sulfat (20-oxo-5p-pregnan-3a-yl sulfat)

pregnenolon sulfat (20-oxo-5p-pregnen-3a-yl sulfat)
pravdépodobnost otevieni

postsynapticky protein 95 (postsynaptic density protein 95)
(E)-4-(6-metoxy-2-(3-nitrostyryl)-4-oxoquinazolin-3(4H)-yl)-benzoovakyselina)
vztah mezi strukturou a aktivitou (Structure Activity Relationship)
smérodatna odchylka

stfedni chyba priméru
3-chloro-4-fluoro-N-[(4-[(2-(fenylcarbonyl)hydrazino)-carbonyl]fenyl)metyl]-
benzensulfonamid

transmembranova doména

tetrodotoxin

pfirozeny typ receptoru
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1 UVOD

L-glutamat je neesencidlni aminokyselina, kterd ma specifickou ulohu v centralni nervové
soustavé obratlovcil jako hlavni excitacni neuropienaSe¢. L-glutamat objevil v roce 1866
némecky chemik Karl Heinrich Ritthausen, trvalo ale témét sto let, nez byla rozpoznana
a akceptovana uloha L-glutamatu jako neuroptenasece (Watkins, 2000). Vysoka koncentrace
glutamatu v mozku byla popsana jiz ve tficatych letech minulého stoleti, coz vedlo k prvnim
spekulacim o mozném neurofyziologickém vlivu. V roce 1952 Takashi Hyashi provedl prvni
experimenty, kdy pozoroval, Ze injekéni aplikace glutamétu ptimo do mozkové kiiry psa ¢i opice
vede ke kie¢im (Hyashi, 1952). Trvalo ale téméf dalSich tficet let, nez byla popsana existence
specifickych receptori pro glutamat (Watkins a Evans, 1981) a role glutamatu jako

neuropienasece byla akceptovana (pro piehled Watkins, 2000).

Glutamat aktivuje dvé rodiny receptori — metabotropni a ionotropni. Metabotropni
glutamatové receptory zprostiedkovavaji signalizaci prostfednictvim G-proteinti a dalSich
signalnich molekul (pro piehled Dore ef al., 2016). Ionotropni glutamatové receptory jsou
transmembranové proteiny spfazené¢ s iontovym kandlem, podle preferovaného agonisty
rozliSujeme receptory (v zdévorce): N-methyl-D-aspartait (NMDA), o-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionova kyselina (AMPA) a kyselina kainova (kainatové) (Watkins

a Evans, 1981; Traynelis et al., 2010).

Tato disertacni prace je zaméfena na studium funkcnich a farmakologickych vlastnosti
NMDA receptorit a u€inku neurosteroidi — alosterickych modulatort, které v zavislosti
na struktufe mohou mit potenciacni ¢i inhibi¢ni G€inek na NMDA receptory. Pomoci
elektrofyziologickych a molekularné-biologickych technik byla studovana citlivost NMDA
receptort k inhibi¢nim neurosteroidiim za fyziologickych i patologickych podminek. Déle byly
charakterizovany vztahy mezi strukturou syntetickych analogli neurosteroidit a jejich

inhibi¢nim a potenciaénim u¢inkem na NMDA receptorech.

12



2 LITERARNI PREHLED

NMDA receptory patii mezi ionotropni glutamatové receptory, které zprostiedkovavaji rychly
synapticky pfenos v centralni nervové soustave savet a maji kliCovou roli v synaptické plasticité
a procesech uceni a paméti. Jejich nadmérnd nebo nedostatecna aktivita mize vést ke vzniku
fady patologickych stavl (Traynelis et al., 2010; Warnet et al., 2020). V centralni nervové
soustavé se vyskytuji na neuronalnich i gliovych bunkach (Dzamba et al., 2013), v ramci
neuronu se nachazeji predevSim v postsynaptické membrané excitaCnich synapsi, ale

1 extrasynapticky a presynapticky (Hardingham a Bading, 2010; Bouvier ef al., 2015).

2.1 Struktura a podjednotkové sloZeni NMDA receptori

NMDA receptory jsou transmembranové heterotetramerni proteiny, které jsou slozené vzdy
ze dvou GluN1 a dvou GluN2 a/nebo GluN3 podjednotek (Moriyoshi et al., 1991; Meguro et al.,
1992; Monyer et al., 1992). Na zaklad¢ krystalické struktury bylo potvrzeno sttidavé usporadani
podjednotek tvotficich NMDA receptor v potfadi naptiklad GluN1-GluN2B-GluN1-GluN2B
(Karakas a Furukawa, 2014) (Obrazek 2.1). Podjednotka GluN1 je kodovana jednim genem
GRINI, ktery se vyskytuje v osmi sesttithovych variantach. Podjednotky GluN2 jsou kédovany
¢tyfmi rlznymi geny GRIN2A, GRIN2B, GRIN2C a GRIN2D, které davaji vzniknout
jednotlivym podjednotkdm GIuN2A, GluN2B, GIuN2C a GIuN2D. Podjednotky GIuN3A
a GIuN3B jsou pak kodovany dvéma geny GRIN3A4 a GRIN3B.

13
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Obrazek 2.1 Struktura a podjednotkové slozeni heterotetramerniho NMDA receptoru. A) Krystalicka
struktura NMDA receptoru pro extracelularni a transmembranovou ¢ast (Karakas a Furukawa, 2014).
Krystalické struktura pro intracelularni ¢ast neni znama a na obrdzku neni zndzornéna. B) Stiidavé
podjednotkové uspotadani NMDA receptoru tvoricich iontovy kanal propustny po spadu
elektrochemického gradientu pro Ca?*, Na* a K" ionty (upraveno z Hansen et al., 2018).

Vsechny podjednotky NMDA receptoru sdili stejnou strukturni architekturu, ktera je tvofena
ze Ctyf domén. Na extraceluldrni ¢asti receptoru rozliSujeme amino-terminalni doménu (ATD)
a ligand-vazajici doménu (LBD) (Obrazek 2.2), jeZ obsahuje vazebna mista pro agonisty
glutamat (na GluN2) a glycin €1 D-serin (na GIuN1 a GluN3 podjednotkéach). Na LBD navazuje
transmembranova doména (TMD), kterd tvoii por iontového kanalu, a intracelularni

C-termindlni doména (CTD) (Karakas a Furukawa, 2014; Lee ef al., 2014; Lu et al. 2017).

Domény ATD a LBD jsou tvofeny vzdy dvéma segmenty (R1 a R2 u ATD ¢i S1 a S2
u LBD), které svym tvarem piipominaji rozevienou $kebli (anglicky clamshell) (Karakas ef al.,
2009; Furukawa, 2012). Doména ATD mé predev§im regulacni funkci, kdy ovliviiuje
farmakologické a kinetické vlastnosti, ale neni zasadni pro funk¢ni vlastnosti NMDA receptoru,
protoze 1 mutované receptory bez ATD si zachovavaji svoji funkci (Furukawa, 2012). Doména LBD
s vazebnymi misty pro agonistu ¢i koagonistu vykazuje vysokou homologii mezi glutamatovymi

receptory.
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Obrazek 2.2 Doménova organizace NMDA receptorti. 4) Na NMDA receptorech rozliSujeme Ctyfi
domény: extracelularni N-terminalni doménu (ATD) a ligand-vazajici doménu (LBD), kde se nachazi
misto pro vazbu agonistl (glycinu na GluN1 a GIuN3 a glutamatu na GluN2), dale transmembranovou
doménou prochazejici membranou (TMD) a intracelularni C-terminalni doménu (CTD). Obrazek
zobrazuje zjednoduseny nakres podjednotky GluN1 a GluN2B, funkéni NMDA receptor je tvoien jako
heterotetramer obsahujici vzdy dvé GluN1 a dveé GIuN2 ¢i/a GluN3 podjednotky. B) Porovnani rozdilné
délky CTD glutamatovych receptord (zarovnani podle M4 segmentu TMD). Délka CTD NMDA
receptort se lisi v rozmezi od 100 (GluN1) az po 660 (GluN2B) aminokyselinovych zbytkt. Pro srovnani
je uvedena i GluA1 podjednotka AMPA receptoru a GluK1 kainatového receptord, které maji nejkratsi
CTD (upraveno z Warnet et al., 2020).

TMD je tvofena tfemi transmembranovymi a-helixy M1, M3 a M4 a jednou kratkou vratnou
smyckou M2, ktera funguje jako selektivni filtr ionti. Segment S1 LBD navazuje na M1 helix TMD,
segment S2 LBD je tvofen zpétnovazebnou klickou mezi M3 a M4 helixy TMD (Obrazek 2.2).
Vratkovani NMDA receptorti probihd ve tfech krocich: 1) vazba ligandii mezi segmenty S1 a S2
na LBD; 2) konformaé¢ni zména LBD vedouci k ,,uzavieni skeble* a 3) Sifeni konformac¢ni zmény
zpusobi otevieni iontového kanalu (Mayer a Armstrong, 2004; Mayer, 2006). Samotny iontovy
kanal je tvotfen helixy M3 a smyckami M2 vSech Ctyf podjednotek. M3 helix obsahuje mezi
ionotropnimi glutamatovymi receptory vysoce konzervovanou oblast SYTANLAAF, ktera vyrazné
ovliviuje vratkovani (Chang a Kuo, 2008; Vyklicky et al., 2015). Vrchol M2 smy¢ky obsahuje QRN
misto, které ovliviiuje propustnost iontového kanalu pro Ca®" (Burnashev et al, 1992).

Intracelularni CTD je nejvice variabilni doménou NMDA receptorl, protoze jednotlivé
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podjednotky se vyrazné¢ lisi aminokyselinou sekvenci i délkou (Obrazek 2.2B). CTD NMDA
receptord obsahuje mnoho regulac¢nich a posttranslacnich mist, kterd ovliviiuji synaptickou
plasticitu, urcuji lokalizaci a membréanovou stabilizaci i1 biofyzikalni vlastnosti NMDA
receptori. Doména CTD ale, podobn¢ jako ATD, neni zdsadni pro funkci NMDA receptora
(Paoletti et al., 2013; Hardingham, 2019; Warnet et al., 2020).

2.2 Vlastnosti zavislé na podjednotkovém sloZzeni NMDA receptoru

Kombinaci podjednotek vznikd v riaznych castech centrdlni nervové soustavy mnoho
diheteromernich ¢i triheteromernich variant NMDA receptort s odliSnymi molekuldrné
farmakologickymi vlastnostmi (Obrazek 2.3) (Kutsuwada et al., 1992; Sucher et al., 1995;
Paoletti et al., 2013; Hansen et al., 2018). Podjednotka GluN1 je soucasti vSech funkénich
NMDA receptori a je zodpovédna za transport a lokalizaci receptorii na povrch neuronu.
Jednotlivé podjednotky GIuN2A-D a GluN3A-B tvofici spolu s GluN1 heterotetramer urcuji
biofyzikdlni vlastnosti receptoru, jako napfiklad rozdilnou afinitu k agonistim,
pravdépodobnost otevieni, propustnost pro ionty i kinetiku deaktivace, ¢imz ovliviuji chovani

NMDA receptorii a ndslednou signalizaci (Iacobucci a Popescu, 2017; Hansen ef al., 2018).

Exprese GIuN2 a GluN3 podjednotek je specifickd pro riiznd vyvojova obdobi i oblasti
v mozku (Obrazek 2.3) (Akazawa et al., 1994; Monyer et al., 1994; Pachernegg et al., 2012).
Podjednotky GIuN2A a GluN2B jsou hojné exprimované v mozkové kiife a hipokampu a hraji
zasadni roli v synaptické plasticité, v procesu uceni a paméti. GluN2B je prevladajici
podjednotkou béhem embryonalniho vyvoje, kdy je zasadni pro vyvoj mozku a tvorbu synapsi.
Vyznam GluN2B podjednotky doklada i to, Ze knock-out genu GRIN2B je letalni (Kutsuwada
et al., 1996). Béhem prvnich dvou tydni po narozeni dochazi k takzvanému GluN2B-GIluN2A
presmyku, kdy se dominantni podjednotkou stane GIuN2A. Rozdilna je 1 lokalizace v ramci
neuronu — v dospélosti je na synapsich dominantni exprese diheteromernich GluN1/GluN2A
a triheteromernich GluN1/GluN2A/GIuN2B receptorii. Naopak v extrasynaptické oblasti
prevladaji receptory s podjednotkou GluN2B (Hardingham a Bading, 2010). NMDA receptory
obsahujici GIuN2B vykazuji na povrchové membrané¢ neuroni vysS§i mobilitu nez
GIluN2A a v synapsich jsou lokalizovany po krat$si dobu (Groc et al., 2006). Podjednotka
GIluN2C je nejvice zastoupena v mozeCku a GluN2D ve stfednim mozku, obé podjednotky

vykazuji nizkou vodivost a pravdépodobnost otevieni iontového kanalu (Obrazek 2.3) (Paoletti
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et al., 2013; Sanz-Clemente et al., 2013). O podjednotkach GluN3 je znamo zatim nejméné
informaci. GIuN3A podjednotka je nejvice exprimovana brzy po narozeni, poté jeji exprese opét
klesa. GIuN3A tak pravdépodobné hraje diilezitou roli béhem synaptogeneze a dozravani
synapsi. GIuN3B se vyskytuje 1 v dospélém mozku, pfedevs§im v mozkovém kmeni a miSe
(Pachernegg et al., 2012). Receptory GIluN1/GluN3 jsou aktivovany pouze glycinem
(Chatterton et al., 2002) a odliduji se i velmi nizkou propustnosti pro Ca*" (Nakanishi et al.,

2009).

A ©@2A @2B @2C
©@2D @3A @3B

o0 o°° og o3 § o° ¢ 8
(o]
[ 8 8 % f % ' oo %
PO P14 Dospély
B Vodivost kanalu (z0)
Pravdépodobnost otevieni
Glutamatova afinita @
Kinetika deaktivace @ @
Ca” propustnost
Mg* senzitivita @ @
Zn* senzitivita @ @
-
nizka/pomala vysoka/rychla
C Diheteromerni NMDA receptory Triheteromerni NMDA receptory
1/2A 1/2B 1/2C 172D  1/3A 1/2A/2B  1/2A/2C 1/2B/2D  1/2B/3A
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Obrazek 2.3 Jednotlivé podjednotky NMDA receptorti maji riznou expresi i biofyzikalni vlastnosti,
¢imz ovliviuji signalizaci prostfednictvim NMDA receptort. A) Obrazek mysiho mozku shrnuje zmény
v expresi jednotlivych podjednotek béhem vyvoje — od narozeni (P0), dva tydny po narozeni (P14)
a v dospélosti. B) Jednotlivé podjednotky se lisi funk¢énimi biofyzikalnimi vlastnostmi a jejich
kombinaci vznikaji NMDA receptory s rozdilnou signalizaci. C) Funkéni NMDA receptory se v mozku
vyskytuji jako di- ¢i triheteromery vzdy obsahujici dvé GluN1 podjednotky a dvé GluN2 ¢i/a GIuN3
podjednotky (upraveno z Paoletti et al., 2013; Vieira et al., 2020).
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2.3 Fyziologie NMDA receptori

NMDA receptory se od ostatnich ionotropnich glutamatovych receptorti odlisuji nékolika
vlastnostmi a budou vice popsany v nasledujicich kapitolach: 1) iontovy kanal je propustny
pro Ca?*, které maji intracelularné vyznamnou signalizaéni ulohu; 2) pro aktivaci je potfeba
kromé agonisty glutamatu i koagonista glycin ¢i D-serin; 3) iontovy kanal je napétoveé-zavislym
zptisobem blokovan Mg?*; 4) oproti AMPA/kainatovym receptorim s rychlejsi kinetikou
se podili na pomalé komponent¢ excitacniho postsynaptického potencialu; 5) interaguji s fadou
endogennich i exogennich latek, které moduluji jejich aktivitu 6) maji dlouhou intracelularni

¢ast, ktera zprostiedkovava dalsi signalizaci (Traynelis et al., 2010; Hansen et al., 2018).

2.3.1 Kinetické schéma aktivace NMDA receptori

NMDA receptor po vazb¢ agonistil prochazi nékolika konformaénimi stavy, které ve vysledku
vedou k otevieni iontového kandlu. Tento ptfechod lze popsat pomoci zjednoduseného
kinetického schématu aktivace GIuN1/GluN2 receptoru (Obrazek 2.4) (Lester a Jahr, 1992).
Schéma bere v potaz pouze vazbu agonisty glutamatu, protoZze agonisté glycinového mista
se v centralni nervové soustaveé vyskytuji ve stabilni koncentraci dostate¢né pro aktivaci NMDA
receptoru (koncentrace glycinu v mozkomiS$nim moku je 4,2 + 1,6 uM (lijima et al., 1978), ECso
glycinu pro aktivaci GluN1/GluN2 je pro jednotlivé podjednotky v rozmezi od 0,13 do 1,31 uM
(Chen et al., 2008). Na NMDA receptor (R) se tak postupné vaze nejdiive prvni molekula
agonisty glutamatu (RA) a poté druha (RAA). Ze stavu RAA mize receptor prejit do otevieného
(O), desenzitizovaného (D) ¢i inaktivovaného (I) stavu. Pfechod mezi jednotlivymi stavy je dan
rychlostnimi konstantami (k) a koncentraci agonisty [A]. Z rychlostnich konstant otvirani (ko)
a zavirani (k) se urCuje pravdépodobnost otevieni (P,) iontového kanalu podle rovnice
Po =ko/(ko + k), kterd udava rovnovazny pomér receptorti v otevieném stavu (O) a stavu (RAA)
v pfitomnosti saturujici koncentrace agonisty. Hodnota P, zaleZi na mnoha faktorech, naptiklad
na pH, koncentraci Ca’* ¢& na podjednotkovém slozeni NMDA receptori,
kdy pro GIluN1/GluN2A je P, piiblizne¢ 40 %, pro GluNI1/GluN2B kolem 10 %
a pro GIuN1/GluN2C-D pouze 1-2 % (Vyklicky et al., 1990; Traynelis et al., 2010; Maki
a Popescu, 2014).
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Rychlostni konstanty otvirani (ko) a zavirani (k) jsou vyrazné rychlejsi nez rychlostni
konstanty desenzitizace (k:) a resenzitizace (kq), proto dochédzi po navazani agonistl nejdiive
k CetnéjSim prechodiim mezi konformacnimi stavy RAA a O — tzv. salv otevieni, které jsou
nasledovany delSim zavienim receptoru — desenzitizaci (Gibb a Colquhoun, 1991). Agonistou
indukovana desensizitace (Obrazek 2.4) je stav, kdy je receptor obsazen agonisty, ale je
nevodivy (neotevieny) (Mayer et al., 1989). Na vapniku zavisla inaktivace (Ca-inaktivace)
souvisi s vazbou Ca®" na intracelularni protein calmodulin. Komplex Ca**-calmodulin se vaZe
na C-terminalni konec GluNI1 podjednotky NMDA receptoru, a tim nahradi cytoskeletalni
protein alfa-actin2, coz ma za nasledek disociaci NMDA receptoru z cytoskeletu. Tento proces
v kone¢ném dusledku vyvolad sniZzeni pravdépodobnosti otevieni iontového kanalu NMDA
receptoru, coz se makroskopicky projevuje pii elektrofyziologickém snimani z celé bunky
(,,whole-cell) poklesem amplitudy proudové odpovédi (v anglictiné oznacovano jako
rundown) (Legendre et al., 1993; Ehlers et al., 1996, Zhang et al., 1998; Krupp et al., 1999;
Maki et al., 2012; Iacobucci a Popescu, 2020).

K, | | K
2[Alk. [AlK+a Ko
R+A ——2 RA+A T— RAA ———0
ka 2k-a kz
kr kd
D

Obrazek 2.4 Zjednodusené kinetické schéma aktivace NMDA receptoru. Receptor se miize nachazet
ve stavu bez navdzanych agonistl (R), s jednim (RA) ¢i dvéma (RAA) navazanymi agonisty. Ze stavu
RAA mize receptor piejit do otevieného (O), desenzitizovaného (D) ¢i inaktivovaného (I) stavu.
Rychlost pfechodu mezi jednotlivymi stavy je dana koncentraci agonisty [A] a rychlostnimi konstantami
—vazby (k) a odvazovani (k..) agonisty, otevieni (k,), zavieni (k,), desenzitizace (kq), resenzitizace (k;),
inaktivace (k1) a deinaktivace (k.1). Upraveno z (Lester a Jahr, 1992).
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Zjednodusené kinetické schéma na obrazku 2.4 popisuje kinetiku aktivace NMDA receptoru
pfi elektrofyziologickém sniméni metodou ter¢ikového zdmku v konfiguraci snimani z celé
bunky (whole-cell patch clamp). Pti detailn¢jSim snimani na trovni jednotlivych kanalt (single-
channel recordings) je ale toto schéma nedostate¢né, protoze pfi analyze zaznamil ze snimani
na urovni jednotlivych kanalli, 1ze mezi konformac¢nim stavem RAA a O rozlisit nékolik
ruznych stavil zavieni a otevieni (Banke a Traynelis, 2003; Popescu a Auerbach, 2003; Amico-

Ruvio a Popescu, 2010).

2.3.2 Synapticka aktivace NMDA receptorii a Ca** signalizace

Béhem synaptického ptenosu dochédzi k fazickému uvolnéni glutamatu z presynaptickych
zakon¢eni neuronl, které vyvold kratkodobé (~1 ms) zvySeni koncentrace glutamatu az
na koncentraci ~1 mM (Clements et al., 1992; Bergles et al., 1999). Pfechodné zvySena
koncentrace glutamatu vede k synaptické aktivaci NMDA receptoru a otevieni s nim sptazen¢ho
iontového kanalu, coz umozni vstup Na® a Ca®" do buiiky (Mayer a Westbrook, 1987).
Synapticka aktivace NMDA receptora je klicova pro synaptogenezi, synaptickou plasticitu,
uceni a pamét’ (Malenka, 1999, Lynch, 2004). Za fyziologickych podminek je extracelularni
koncentrace glutamatu po piechodném a kratkodobém zvySeni udrZzovana v nizkych
koncentracich (od 25 nM az po 1-4 uM) pifedev§im prostfednictvim zpétnovazebného

vychytavani (Herman a Jahr, 2007; Herman et al., 2011).

Synapticka aktivace NMDA receptorti se podili na dlouhodobé potenciaci (LTP — long term
potenciation) i dlouhodobé depresi (LTD — long term depression), které posiluji, respektive
oslabuji, synapticky pfenos (Malenka a Bear, 2004). Vysokofrekvenéni stimulace NMDA
receptoril a s tim souvisejici zvyseny vtok Ca®* do buiiky vede k LTP, naopak nizkofrekvenéni
aktivace NMDA receptort vede k LTD (Luscher a Malenka, 2012). Vyssi koncentrace Ca>*
aktivuje calmodulin-zavislou kindzu CAMKII (Ca**-calmodulin-dependent kinase II), ktera mj.
fosforyluje AMPA receptory. Fosforylované GluA1 AMPA receptory se piesouvaji do synapsi,
kde posiluji synapticky ptenos (LTP). Naopak niz$i koncentrace Ca®" pii nizkofrekvenéni
aktivaci NMDA receptori aktivuje fosfatdzu calcineurin, ktera dale aktivuje protein-fosfatazu 1
(PP1 — protein phosphatase 1), a naopak signalizuji sniZeni poctu synaptickych AMPA
receptord, ¢imz dochazi k LTD (Lynch, 2004; Malenka a Bear, 2004; Bayer a Schulman, 2019).
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Ca?" vstupujici do buiiky otevienym iontovym kanalem NMDA receptoru se krom& LTP
a LTD podili i na fad¢ dalSich signaliza¢nich kaskad, které podporuji proliferaci a piezivani
bunék (Papadia et al., 2008). Za patologickych podminek nadmérna aktivace NMDA receptora
a sni souvisejici zvyseni intraceluldrni koncentrace Ca®" spousti signalni drahy vedouci
k excitotoxicité (viz kapitola 2.4) (Hardingham a Bading, 2010). Podobné& jako extracelularni
koncentrace glutamatu je i intracelularni koncentrace Ca?" po prechodném zvyseni udrzovana
za fyziologickych podminek na nizké koncentraci (~100 nM), a to pfedevSim zpétnym
transportem pies plasmatickou membranu a ¢innosti mitochondrii a endoplasmatického retikula
(Clapham, 2007). Vstup Ca*" ptes NMDA receptory je také zpétnovazebné regulovin
mechanismy snizujicimi aktivitu NMDA receptort (Clark et al, 1990; Rosenmund

a Westbrook, 1993; Vyklicky, 1993), mezi které patii napiiklad jiz diive popsana Ca-inaktivace.

V Ca?' signalizaci prostiednictvim NMDA receptorii hraje vyznamnou roli intracelularni
CTD, ktera je nejvice variabilni a pro jednotlivé podjednotky se li§i délkou i aminokyselinovou
sekvenci. CTD NMDA receptoru je mistem Cetnych intracelularnich interakci a posttransla¢nich
modifikaci, mezi které patii fosforylace, glykosylace, palmitoylace ¢i ubiqutinace (Traynelis
et al.,2010; Lussier et al., 2015). Tyto Ca-indukované intraceluldrni interakce a modifikace déle
ovliviuji biofyzikalni vlastnosti NMDA receptorti (jako napiiklad desenzitizaci, inaktivaci
¢1 snizenou pravdépodobnost otevieni) (Iacobucci a Popescu, 2020), interakce s dalSimi
proteiny a signaliza¢nimi drdhami (Vieira et al., 2020), ale 1 povrchovou expresi jednotlivych
podtypt NMDA receptoru (Warnet et al., 2020). Ta zdvisi mj. na laterdrni difuzi mezi
synaptickou a extrasynaptickou membranou (membranova mobilita GluN1/GluN2B receptori),
endo- a exocytoze receptorti na povrch neuronu ¢i na samotné intracelularni syntéze a vzniku
funkénich NMDA receptorti predev§im v endoplasmatickém retikulu a Golgiho aparatu. Mnoho
z téchto signaliza¢nich a regulacnich procest ale stale zlistdva neobjasnéno a neni znam jejich
presny molekuldrni mechanismus (Traynelis et al., 2010; Lussier et al., 2015; Vieira et al., 2020,

Warnet et al., 2020).
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2.4 Patologie NMDA receptort

Signalizace pomoci NMDA receptorti je velmi pfisné regulovana, a i mala odchylka v aktivité,
expresi, lokalizaci a membranovém transportu NMDA receptori mulze mit zavazné
patofyziologické disledky. Nadmeérna (hyper-) stejné jako nedostatec¢na (hypo-) funkce NMDA
receptorti vede ke vzniku fady psychologickych a neurologickych onemocnéni. V soucasnosti
se intenzivné hledaji pozitivni (potenciacni) i negativni (inhibi¢ni) modulatory, které by
selektivné kompenzovaly patologické projevy bez vedlejSich u¢inkl na synaptickou aktivaci

a signalizaci prostiednictvim NMDA receptorti (viz kapitola 2.5).

2.4.1 Nadmérna aktivita NMDA receptort

NaruSeni glutamatové homeostazy vede ke zvySeni extracelularni koncentrace glutamatu,
nadmérné aktivaci NMDA receptorti a s tim souvisejicimu nadmémému vstupu Ca** do buriky,
coz muze vést az k excitotoxické bunééné smrti doprovazejici patologické stavy jako naptiklad
mozkovou mrtvici ¢i traumatické poskozeni mozku (Choi 1987; Choi, 1992). ZvySeni
intracelularni koncentrace Ca>" dlouhodobou (tonickou) aktivaci ¢i vlivem mutaci nadmérnou
aktivaci NMDA receptorit miize ptispivat i ke vzniku chronickych neurodegenerativnich
onemocnéni jako Alzheimerova, Parkinsonova ¢i Huntingtonova choroba (Hardingham
a Bading, 2010; Warnet et al., 2020). S rozvojem sekvenacnich metod dochézi k popisu dalSich
de novo mutaci v genech GRIN, které vedou ke zvySeni aktivity NMDA receptort (takzvané
gain of function mutations). Tyto mutace se nachéazeji pfedev§im v LBD a TMD GIuN2A
a GluN2B podjednotek, kde ovliviiuji kinetické parametry receptoru (napiiklad zvySuji
citlivosti k agonistim, snizuji blokddu iontového kanalu Mg** & snizuji inhibici
extracelularnimi protony) (XiangWei et al., 2018; Vieira et al., 2021). Tabulka 2.1 shrnuje

nejcastej$i onemocnéni spojovand s hyperfunkci NMDA receptorli i mozna terapeuticka feSeni.
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Tabulka 2.1 Patologické stavy zpisobené nadmérnou aktivitou NMDA receptori.

Onemocnéni

NarusSeni signalizace

Terapeutické reSeni

Mozkova mrtvice

a traumatické

poskozeni mozku

Alzheimerova
choroba

Huntingtonova
choroba

Parkinsonova
choroba
(dyskineze)

Deprese

Bolest

Epilepsie a
poruchy
autistického
spektra

Nadmérna aktivace predevsim
extrasynaptickych NMDA receptort
zvysenou hladinou glutamatu —
excitotoxicita.

Aktivace GluN1/GIluN2B receptorti
podporuje vznik beta-amyloid plakd,
coz vede k naruSeni synaptického
pfenosu, excitotoxicité a zaniku
synapsi.

Aktivace extrasynaptickych
GluN1/GIluN2B receptorti vede

k excitotoxicité vyvolané mutovanym
proteinem.

Nadmeérna synapticka exprese
GluN1/GIluN2A a redistribuce
GluN1/GluN2B receptorti ze synaptické
do extrasynaptické lokalizace.

Inhibice NMDA receptort (specificky
GluN1/GluN2B) vede k rychlému (v
fadu hodin) a dlouhotrvajicimu (v fadu
dnt) sniZeni depresivnich symptomd.

Nadmérna exprese GluN1/GluN2B
receptortl, pozménénd fosforylace
GluN2B. Na patologii se ale mohou
podilet 1 GluN1/GIuN2A receptory.

Patologie vlivem mutaci zahrnuje
nadmérnou 1 nedostatecCnou aktivitu
NMDA receptorti — piesny
mechanismus zatim neni znam.

Selektivni antagonisté
GIluN1/GluN2B ¢i peptidy
narusujici interakci CTD
GluN2B s nNOS (viz text)

Obecny antagonista NMDA
receptord (memantin) ¢i
antagonista selektivni pro
podjednotku
GluN1/GIluN2B.

Obecny antagonista NMDA
receptort Ci selektivni pro
GIluN1/GluN2B
podjednotku.

Selektivni antagonisté
GluN1/GluN2B receptoru ¢i
selektivni GluN1/GluN2A
modulator.

Antagonist¢é NMDA
receptoru (ketamin) ¢i
selektivni antagonisté
GIluN1/GluN2B receptorti.

Selektivni antagonisté
GIluN1/GluN2B receptorti.

Pozitivni 1 negativni
modulatory NMDA
receptord.

Upraveno z (Paoletti ef al., 2013, Liu et al,, 2019; Ge et al., 2020; Vieria et al., 2021).
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Pro vznik excitotoxické bun&cné smrti neni dostacujici pouze vzestup intracelularni
koncentrace Ca*", ale jsou zapojeny i dalsi signalni drahy souvisejici s aktivitou NMDA
receptorl. ZvySeni intracelularni koncentrace Ca?" jinou cestou, napiiklad vstupem pfes
napétové fizené Ca®>" kanaly nebo uvolnénim Ca*' z intracelularnich zdroji, ptisobi méné
excitotoxicky nez nadmérna aktivace NMDA receptorti (Tymianski et al.; 1993; Szydlowska

a Tymianski, 2010).

Diive se predpokladalo, Ze na neuroprotektivni ¢i neurotoxicky typ Ca?’ signalizace ma
hlavni vliv lokalizace receptori v ramci neuronu — kdy aktivace synaptickych receptora,
tvofenych prevazné GluN1/GluN2A podjednotkami, se Gcastni drah podporujicich proliferaci
bunky tim, Ze dochazi k aktivaci genové exprese transkripéniho faktoru CAMP-response
element-binding protein (CREB), ktery zvySuje expresi brain derived neutrophic factor (BDNF)
a nasledné podporuje pfezivani neuront. Naopak aktivace extrasynaptickych GluN1/GluN2B
receptord vede k excitotoxické bunécné smrti potlacenim CREB aktivity a inhibici exprese

BDNF (Hardingham a Bading, 2010).

V soucasné dob¢€ se ukazuje, ze role extrasynaptickych receptorit v excitotoxické smrti
nervovych bunck neni tak jednozna¢na a excitotoxicky efekt zahrnuje aktivaci synaptickych
1 extrasynaptickych NMDA receptori, pfi¢emz rozsah bunééné smrti zavisi na sile a trvani této
koaktivace (Zhou et al., 2013; Ge et al., 2020). Pfesny mechanismus zapojeni NMDA receptora
v excitotoxické signalizaci neni zndm. Na excitotoxické signalizaci se mizZe podilet: 1) typ
podjednotky NMDA receptoru, kdy signalizace prostiednictvim GluN1/GluN2A receptort je
spojovana s neuroprotektivni signalizaci a naopak GIuN1/GluN2B s neurotoxickou;
2) lokalizace receptori. v ramci neuronu, kdy aktivace extrasynaptickych (pievazné
GluN1/GIluN2B) spousti excitotoxické drdhy, a naopak aktivace synaptickych receptord
(pfedev§im GIuN1/GIuN2A) zprostiedkovava neuroprotektivni a proliferani signalizaci;
3) zalezi na intracelularni signalizaci, kterd je ovlivnéna délkou a zplisobem aktivace, kdy
k excitotoxicité¢ vede nadmérna a dlouhodoba aktivace NMDA receptort (Liu et al., 2007;
Hardingham a Bading, 2010; Parsons a Raymond, 2014; Ge et al., 2020). Z toho vyplyva,
Ze excitotoxicka signalizace prostfednictvim NMDA receptort je velmi komplexni a vzajemné
NMDA receptorti, jejichz pouziti doprovazely zavazné vedlejsi ucinky (Lipton, 1993).
V klinické praxi se vyuzivaji zatim pouze dvé latky — anestetikum ketamin a memantin, jenz
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vykazuje preferen¢ni plisobeni na tonicky aktivované receptory oproti fazicky aktivovanym

synaptickym receptorim (viz kapitola 2.5 a Parsons et al., 2007; Xia et al., 2010).

Jako mozny neuroprotektivni pfistup pfi mozkové mrtvici se intenzivné zkouma naruSeni
interakce Ca-dependentni neurondlni syntazy oxidu dusnatého (nNOS) s GluN2B podjednotkou
prostfednictvim postsynaptického proteinu 95 (PSD-95, postsynaptic density protein 95)
(Sattler et al., 1999; Ge et al., 2020). V této souvislosti se studuji kompetujici peptidy
NA-1, které¢ znemoziuji vazbu mezi nNOS a NMDA receptory, ¢imz zabranuji vzniku
excitotoxicity. Neuroprotektivni ¢inky NA-1 pii mozkovych mrtvicich se jiz testuji v ramci
klinickych studii (Ballarin a Tymiansky, 2018; Ge et al., 2020). Oproti diive pro 1écbu mrtvice
testovanym obecnym antagonistim NMDA receptori, které¢ vykazuji zavazné vedlejsi ucinky
¢1 tlumi neuroprotektivni signalizaci (Muir, 2006), jsou do NA-1 vkladany veliké nadéje. Podle
prvnich vysledkii NA-1 neovliviiuji synaptickou funkci NMDA receptorii a ani nenarusuji
neuroprotektivni a proliferacni drahy (Aarts et al., 2002; Martel et al., 2009). Je ale potieba dalsi
vyzkum, protoze v jiné studii bylo popsano snizeni povrchové exprese GIluN1/GluN2B
receptord po podani NA-1 (Milani ef al., 2017). Hledani latek s inhibi¢nim piisobenim, které by
specificky ptsobily pouze na patologicky aktivované NMDA receptory bez vlivu na excitaéni

synapticky ptenos, tak stale intenzivné pokracuje (viz kapitola 2.5).

2.4.2 SniZena aktivita NMDA receptori

Nedostatecna aktivita NMDA receptort je spojovana s mentalni retardaci, poruchami uceni
a paméti, ale 1 poruchami autistického spektra ¢i schizofrenie. Tabulka 2.2 shrnuje nejcastéjsi
onemocnéni spojovand s hypofunkci NMDA receptoril i mozna terapeuticka feseni. S rozvojem
sekvenacnich metod v poslednich letech byly u téchto pacientl popsany mutace v genech GRIN
kodujici podjednotky NMDA receptorti, kdy nékteré z nich ptimo souvisi s hypofunkci NMDA
receptord (Tarabeux et al., 2011; Soto et al., 2014; Hu et al., 2016; Vyklicky et al., 2018;
XiangWei et al., 2018; Vieira ef al., 2021). Nejvice de novo mutaci u pacientll s vyvojovymi
a psychiatrickymi onemocnénimi bylo identifikovano v genu GRIN2B kdédujicim podjednotku
GIuN2B. De novo mutace v genech GRIN2A a GRINI byly u nich mén¢ cCasté. Prekvapive
v genech GRIN2C, GRIN3A4 a GRIN3B byly popsany mutace vedouci ke zkraceni podjednotek,
které se vyskytovaly jak u pacientd, tak v kontrolni skupiné (Tarabeux et al., 2011; Soto et al.,

2014).
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U pacientl byly mutace v genu GRIN2B nalezeny ve vSech doménach: ATD, LBD, TMD
1v CTD GIuN2B podjednotky NMDA receptoru. V kontrolni skupiné byly identifikovany
vzacné de novo mutace v ATD a CTD, alene v LBD a TMD (Lek et al., 2016), z cehoz vyplyva,
ze mutace v LBD a TMD mohou mit vyznamnéjsi dopad na aktivitu NMDA receptoru a vést
ke vzniku vyvojovych a psychiatrickych onemocnéni. Tuto hypotézu potvrzuji vysledky
funkénich charakterizaci pacientskych mutaci v LBD (Adams et al., 2014; Lemke et al., 2014;
Swanger et al., 2016) a TMD (Vyklicky et al., 2018) podjednotky GluN2B, kdy naptiklad
mutace v TMD vedou ke snizeni pravdépodobnosti otevieni iontového kanalu a snizené
povrchové expresi mutovanych receptort (Vyklicky et al., 2018). Tuto hypofunkci mutovanych
NMDA receptorti bylo mozné kompenzovat aplikaci neurosteroidli s potenciacnim ucinkem
(Vyklicky et al., 2018), coz otvira cestu k mozné farmakologické kompenzaci nedostatecné

aktivity NMDA receptort (viz kapitola 2.5).

Tabulka 2.2 Patologické stavy zpusobené nedostatecnou aktivitou NMDA receptor.

Onemocnéni NarusSeni signalizace Terapeutické FeSeni
Poruchy pamétia  SniZend exprese NMDA receptoril Pozitivni modulatory
intelektu (specificky GluN1/GIluN2B). NMDA receptortl.
Schizofrenie Snizend exprese ¢i aktivita NMDA Pozitivni modulatory
receptort vedouci k naruseni neurondlni NMDA receptorti (s
aktivity. preferenci pro
GIluN1/GIluN2A).
Epilepsie a Patologie vlivem mutaci zahrnuje jak Pozitivni 1 negativni
Poruchy nadmérnou, tak nedostatecnou aktivitu ~ moduldtory NMDA
autistického NMDA receptoril — ptesny receptord.
spektra mechanismus zatim neni znam.

Upraveno z (Paoletti ef al., 2013; Warnet et al., 2020; Vieira et al., 2021).
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2.5 Farmakologie NMDA receptori

Aktivita NMDA receptort je modulovana fadou endogennich i exogennich latek, které mohou
mit pozitivni (potenciacni) ¢i negativni (inhibi¢ni) t€¢inky na NMDA receptory. Podle vazebného
mista dale rozliSujeme latky vazici se do glycinového ¢i glutamatového mista na LBD, latky
vazici se do poru iontového kanalu a alosterické modulatory, jejichz vazebné misto se nachazi

v jiné ¢asti receptoru (Obrazek 2.5) (Dingledine ef al., 1999; Burnell et al., 2018).

Nedostatecna nebo naopak nadmérna aktivita NMDA receptorti je spojovéana se vznikem
fady patologickych stavii (viz kapitola 2.4), proto se hledaji potenciacni ¢i inhibi¢ni modulatory
NMDA receptort. Jejich vyziti v klinické praxi je ale zatim limitované zavaznymi vedlejSimi
ucinky a naruSenim fyziologické signalizace plynoucim ptedevS§im z jejich neselektivniho
pusobeni (Burnell ef al., 2018). V poslednich letech jsou vyvijeny veliké snahy nalézt specifické
modulatory NMDA receptort, které by ovliviiovaly pouze patologické stavy bez vlivu
na synapticky (fazicky) ptenos, ktery je nezbytny pro spravné fungovani centralni nervové
soustavy. Snahy se zaméfuji na nalezeni modulatorti selektivnich nejen pro NMDA receptory,
ale 1 pro jednotlivé podjednotky NMDA receptorti ¢i dokonce selektivni jen pro fazicky
¢itonicky typ aktivace NMDA receptor, coz by znich dé¢lalo vhodné kandidaty
pro terapeutické vyuziti pii feSeni patologickych stavii nadmémé ¢i nedostatecné aktivace
NMDA receptorli. Pozornost je soustiedéna pfedevsim na hledani specifickych moduléatori
GluN2B podjednotek NMDA receptori, protoZze se ukazuje jejich zasadni vyznam
pii excitatnim synaptickém pienosu a zaroven se piimo podili na vzniku tady patologickych
stavll. Vyzkum se ale soustfedi 1 na hledani selektivnich modulatorii 1 dalSich podjednotek —
kvili rozdilnym biofyzikalnim vlastnostem a rozdilné expresi jednotlivych podjednotek NMDA
receptord napii¢ mozkem i vyvojovym obdobim by se pomoci specifickych modulator mohlo
dosahnout terapeuticky uzce cilené 1écby bez vedlejsich ucinkti (Mony et al., 2009; Ogden
a Traynelis, 2011; Vyklicky ef al., 2016).

Studium latek s modula¢nim U¢inkem na NMDA receptory je kromé hledani vhodnych
kandidati pro mozné klinické vyuziti vyznamné i pro hlubsi pochopeni funkce a signalizace
prostiednictvim téchto receptorti (Hansen et al., 2018). Za vyuziti selektivnich moduléator
pro jednotlivé podjednotky Ci typy receptorii Ize v experimentech rozlisit jejich zapojeni

v (pato)fyziologickych procesech (Neyton a Paoletti, 2006; Papouin et al., 2012).
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Obrazek 2.5 Schéma naznaCujici mista pasobeni riznych pozitivnich (+) a negativnich (-)
modulatord NMDA receptorti. U selektivnich modulatori je v zavorce uvedena preferencni podjednotka
pusobeni. Otaznik znac¢i nejistotu ohledné pfesného mista ptisobeni. ATD: amino-terminalni doména,
LBD: ligand vazajici doména, TMD: transmembranova doména. (Upraveno z Paoletti et al., 2013).

2.5.1 Agonisté

Agonisté jsou latky, které po vazbé do specifického mista na LBD vyvolaji aktivaci receptoru.
NMDA receptory sloZzené z podjednotek GluN1/GIuN2 k aktivaci potiebuji navézani dvou
molekul glutamatu a dvou molekul glycinu (Dingledine et al., 1999). Do glutamatového

vazebného mista v LBD na GluN2B podjednotce se miize s klesajici afinitou (rostouci hodnoty
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ECspuvedeny v zavorce) vazat: L-glutamat (2,9 uM), D-aspartat (10 uM), L-aspartat (14 uM),
NMDA (30 pM), D-glutamat (156 uM) a tada dalSich latek (Erreger et al, 2007).
Do glycinového mista na GIuNl podjednotce se vaze (uvedené hodnoty FECso
pro GluN1/GIluN2B): glycin (0,72 uM), D-serin (0,65 pM), D-alanin (0,89 uM), L-alanin
(36 uM), L-serin (77 uM) (Chen et al., 2008). Navzdory zazitému ndzvu ,,glycinové vazebné
misto®, jako hlavni agonista synaptickych NMDA receptorii byl popsan D-serin, zatimco glycin

je agonistou extrasynaptickych NMDA receptort (Papouin et al., 2012).

2.5.2 Kompetitivni antagonisté

Kompetitivni antagonisté NMDA receptoru se vazi do stejného mista jako agonisté, ale jejich
vazba nevyvola aktivaci receptoru a zaroven brani vazbé agonisti. Typickym kompetitivnim
antagonistou glycinového mista na GluN1 podjednotce je derivat kyseliny kynurenové —
5,7-dichlorokynurenova kyselina (Obrazek 2.6) (McNamara et al., 1990). Kompetitivhim
antagonistou glutamatu (vazebné misto na GluN2 podjednotce) je napiiklad D-2-amino-5-
fosfovalerova kyselina (D-APV) (Obrazek 2.6) (Davies et al., 1981), ktera vykazuje vysokou
selektivitu pro NMDA receptory oproti AMPA a kaindtovym receptoriim, coz v minulosti
umoznilo experimentalné objasnit fadu biologickych otdzek ohledné zapojeni NMDA receptorti
v biologickych procesech ¢i pti vzniku onemocnéni (Morris et al., 1986; Ogden a Traynelis,
2011). Selektivita D-APV pro jednotlivé podjednotky NMDA receptorti je ale mala — ptiblizné
desetinasobny rozdil v selektivit€¢ mezi GIuN2A a GIuN2D (Feng ef al., 2005), coZ je obecny
problém kompetitivnich antagonistil, protoze LBD jsou si mezi jednotlivymi podjednotkami
velmi podobné (Ogden a Traynelis, 2011). Pro plisobeni kompetitivnich antagonistli je dale
charakteristicke, Ze klesa jejich u€innost s rostouci koncentraci agonisty. Pocitacova simulace
vlivu kompetitivniho agonisty na fazickou a tonickou aktivact NMDA receptorii ukazala, Ze
fazicky aktivované receptory budou kompetitivnim antagonistou inhibovany vice neZ receptory

aktivované tonicky (Vyklicky et al., 2014).
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Obrazek 2.6 Struktury kompetitivnich antagonisti NMDA receptord: 5,7-dichlorokynurenova
kyselina a D-2-amino-5-fosfovalerova kyselina (D-APV).

2.5.3 Blokatory otevireného kanalu

Blokatory otevieného kanalu jsou latky, které se vazi pfimo do péru iontového kanalu, kde brani
prichodu iontl do bunky. Jsou napétové zdvislé a akompetitivni (,,use-dependentni®), to
znamena, Ze se vazi pouze na aktivovany receptor. Dale rozliSujeme blokatory typu: ,trapping*
— uvéznéné v poru a ,,foot in the door — vazané v Gsti péru, kde brani zavieni. Blokatory
otevieného kanalu typu ,.trapping® jsou mensi a vazi se hluboko v poru iontového kanalu, kde
mohou zlstat ,,uvéznény* i pti zavieni receptoru. Pro jejich odvazani je potieba, aby byl receptor
aktivovéan. Typickym ptikladem ,,trapping® blokatoru iontového kanalu jsou Mg?*, jiz patii mezi
potencialu brani aktivaci NMDA receptorii. K uvolnéni blokddy Mg?* (a tedy umoznéni vtoku
Na“ a Ca’" do buiiky) dochazi depolarizaci membrany prostiednictvim aktivace AMPA
receptortl (Dingledine et al., 1999). Existuje ale 1 mnoho dalSich syntetickych blokatorti
otevieného kandlu NMDA receptoru, napfiklad ketamin, memantin, dizocilpin (MK-801)
¢1 fencyklidin (Obrazek 2.7) (Ogden a Traynelis, 2011). Blokatory ,,foot in the door*, naptiklad
9-aminoakridin, jsou vEtsi a vazi se v usti poru, kdy fyzicky brani zavieni iontového kanalu a
odvazani agonisti, jejich odvazovani je nezavislé na aktivaci receptoru (tzv. use-independentni)

(Bolshakov et al., 2003).

V pocatku se o akompetitivnich blokatorech otevieného kanalu uvazovalo jako o nad&nych
neuroprotektivnich latkach, které by mohly branit nadmérné aktivaci NMDA receptorti béhem
patologickych stavii. Brzy se ale ukazalo, ze blokatory typu fencyklidin ¢i MK-801 maji vazné
vedlejsi neurotoxické a psychomimetické t¢inky (Lipton, 1993). Jediné blokéatory, které nalezly
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v klinické praxi vyuziti, jsou anestetikum ketamin, které se zacind vyuzivat i pro jeho
antidepresivni uc¢inky (Abdallah et al, 2015), a memantin, jenz je schvaleny pro léCbu
Alzheimerovy choroby (Parsons ef al., 2007). U memantinu bylo popsano preferen¢ni piisobeni
na tonicky aktivované extrasynaptické NMDA receptory nez na synaptické fazicky aktivované
receptory (pfiblizné dvojnasobny rozdil v koncentraci steroidu, kterd inhibuje 50 % proudové
odpovédi vyvolané agonistou (/Cso) pro fazicky a tonicky aktivované receptory (Xia et al.,

2010), v jiné studii byl ale popsan mensi rozdil (Emnett et al., 2013)).

O@O NH; O y CI

MK-801 memantin ketamin

Obrazek 2.7 Struktury blokatorti otevieného kanalu NMDA receptoru: dizocilpin (MK-801),
memantin a ketamin.

2.5.4 Alosterické modulatory

Alosterické modulatory predstavuji velikou skupinou endogennich a exogennich latek, které
modulujici NMDA receptory, ale jejich vazebné misto se nenachdzi ve vazebném misté
pro glutamat ¢i glycin, ani v poru iontového kanalu. Alosterické moduldtory mohou mit
na NMDA receptory pozitivni (potenciacni), negativni (inhibi¢ni) ¢i kombinovany efekt

(Traynelis et al. 2010).

2.5.4.1 Pozitivni alosterické modulatory

Mezi alosterické modulatory s pozitivnim (potenciacnim) U€¢inkem patii napiiklad polyaminy
jako spermin a spermidin, tetrahydroisoquinoliny jako naptiklad 3-chlorofenyl-(6,7-dimethoxy-
1-((4-metoxyfenoxy)metyl)-3,4-dihydroisoquinolin-2(1H)-yl)methanon (CIQ) (Obrazek 2.8) ¢i

neurosteroidy odvozené od pregnenolon sulfatu (PES, 20-oxo-5B-pregnen-3a-yl sulfat) viz
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kapitola 2.5.4.3. Endogenni polyamin spermin ma na NMDA receptory tfi typy ucinku:
selektivné potencuje GluN1/GluN2A a GluN1/GluN2B receptory glycin-zavislym zptsobem,
kdy az trojnasobné¢ zvysuje afinitu receptorti ke glycinu (snizuje disociaci glycinu z vazebného
mista na GluN1). Pii nizkych koncentracich glycinu polyaminy potencuji NMDA receptory vice
nez pii saturujici koncentraci glycinu (Benveniste a Mayer, 1993; Mony et al., 2009). Za druhé
spermin muze potencovat specificky pouze GluN1/GluN2B podjednotky na napéti a na glycinu
nezavislou potenciaci. To je dano tim, Ze polyaminy sniZuji inhibici extracelularnimi protony
(viz kapitola 2.5.4.2) (Traynelis et al., 1995). Do tietice spermin muze zptisobovat na napéti

zavislou inhibici, ktera je velmi podobna blokadé Mg?* (Benveniste a Mayer 1993).

Dalsim podjednotkové selektivnim pozitivnim alosterickym modulatorem je CIQ, ktery
dvojnéasobné potencuje odpovédi GluN1/GluN2C a GluN1/GluN2D receptorti. Zaroveit CIQ
nema ucinek na AMPA a kainatové receptory ¢i GluN2A a GIuN2B podjednotky NMDA
receptord. Potenciacni ucinek CIQ je zpiisoben zvySenim frekvence otevirani iontového kanalu

a nema vliv na afinitu receptort ke glutamatu ¢i glycinu (Mullasseril et al., 2010).
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Obrazek 2.8 Struktury pozitivnich alosterickych moduldtort NMDA receptori: spermin a
3-chlorofenyl-(6,7-dimethoxy-1-((4-metoxyfenoxy)metyl)-3,4-dihydroisoquinolin-2(1H)-yl)methanon
(CIQ).

2.5.4.2 Negativni alosterické modulatory

Mezi alosterické moduldtory s inhibiénim U¢inkem patii naptiklad jedno a dvojmocné ionty,
neurosteroidy odvozené od pregnanolon sulfatu (viz kapitola 2.5.4.3) a fada dalSich synteticky
pfipravenych latek, které se liSi svym mechanismem plsobeni i podjednotkovou specificitou

(Traynelis et al. 2010).
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Extracelularni protony (H") jsou G¢inné nekompetitivni a na napéti nezavislé (tedy odlisné
od blokatorii oteviené¢ho iontového kanalu) inhibitory NMDA receptort (Tang et al., 1990;
Traynelis a Cull-Candy, 1990; Vyklicky et al., 1990). Z tohoto diivodu i mirna aciddza, ktera
doprovazi zvySenou synaptickou aktivitu vedouci ke glutamatem-indukované neurotoxicité
béhem patologickych stavii, tlumi aktivitu NMDA receptorti snizenim pravdépodobnosti jejich
otevieni (Giffard et al., 1990; Dingledine et al., 1999). Citlivost ke zménam pH zalezi
na podjednotkovém slozeni NMDA receptort: nejméné citlivé jsou GluN1/GluN2C receptory
(ICso ~pH 6.5; Traynelis et al., 1995). Pro GluN1/GluN2A byla stanovena /Cso ~pH 6.9 (Low
et al., 2000). Naopak k protonim nejvice citlivé jsou GluN1/GluN2B a GIluN1/GluN2D
receptory s ICso ~ pH 7.4 (Traynelis et al., 1995). Z ¢ehoz vyplyva, Ze za normalnich podminek
je kolem poloviny GluN1/GIuN2B receptort tonicky inhibovdno protony, a i mald zména
v extracelularnim pH muize mit vliv na aktivaci NMDA receptori. Také bylo zjisténo, Ze
hodnota extracelularniho pH ovlivituje G¢inek i dalSich modulatort NMDA receptori, jako

napiiklad Zn?**, polyaminii ¢i neurosteroidii (Dingledine et al. 1999).

Zinecnaté kationty uvolnované béhem synaptického pfenosu moduluji aktivitu NMDA
receptori nap&tové nezavislym zplisobem. Zn?" se s vysokou afinitou (/Csp v nanomolarnich
koncentracich) vazi do ATD na GluN1/GluN2A receptorech (Mayer a Vyklicky, 1989; Paoletti
et al., 1997, Traynelis et al., 1998), Na GIluN1/GluN2B receptory plsobi az od nizkych

mikromoldrnich koncentraci (Rachline et al., 2005).

Nejlépe charakterizovanou latkou specificky rozpoznavajici GluN2B podjednotku NMDA
receptoru je ifenprodil (Obrazek 2.9) a jeho derivaty, naptiklad Ro25-6981, vazici se do ATD
(Perin-Dureau et al., 2002; Karakas et al., 2011). Afinita ifenprodilu je az 400krat vyssi
pro GIuN2B (/Csp = 0,34 pM) nez pro GluN2A podjednotku (/Cso= 146 pM) (Williams, 1993).

Selektivnich u¢inkti Zn®* a ifenprodilu pro GluN2A a GIuN2B podjednotky se &asto
vyuzivalo experimentaln¢ (Papouin et al., 2012). Pfitomnost triheteromernich NMDA receptorti
obsahujicich GluN1/GluN2A/GIluN2B ale komplikuje interpretaci dat, protoZe tyto receptory
vazi Zn*' i ifenprodil s vysokou afinitou, ale vysledna inhibice je slaba (~20 %). Nizka
senzitivita k ifenprodilu nemusi v experimentech znamenat jen nepfitomnost GIluN2B
podjednotek, ale mlze naznacCovat piitomnost triheteromernich NMDA receptorti (Hatton

a Paoletti, 2005).
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V poslednich letech byla syntetizovana tada dalSich alosterickych modulatorti selektivnich
pro jednotlivé podjednotky NMDA receptorii. Naptiklad TCN-201 (3-chloro-4-fluoro-N-[(4-
[(2-(fenylcarbonyl)hydrazino)-carbonyl]fenyl)metyl]-benzensulfonamid) (Obrazek  2.9)
vykazuje vysokou selektivitu pro GluN1/GluN2A (Bettini et al., 2010), kdy se vaze na rozhrani
LBD GIuN1 a GIuN2A a ptisobi jako negativni alostericky modulator vazby glycinu (Hansen
etal.,2012).

Pro GluN2C a GluN2B byl identifikovan selektivni inhibitor QNZ46 ((E)-4-(6-metoxy-2-
(3-nitrostyryl)-4-oxoquinazolin-3(4H)-yl)-benzoovakyselina) (Obrazek 2.9), jenz ma ptiblizné
padesatinasobny rozdil v u¢inku na GluN2C a GluN2D (/Cso = 6 a 3 uM) oproti GluN2A
a GIuN2B (ICsp =229 a >300 uM) podjednotkdm (Mosley et al., 2010). Vykazuje ale netypické
akompetitivni (,,use-dependentni“) plisobeni, kdy se jeho inhibicni uGcinek zvySuje (az
dvacetkrat nizsi ICsp) po vazbé glutamatu (ale ne glycinu), coz znaci Ze vazebné misto

pro QNZ46 je pristupné az po vazbé glutamatu Hansen a Traynelis, 2011).
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Obrazek 2.9 Struktury inhibicnich alosterickych modulatort NMDA receptorti: ifenprodil, 3-chloro-
4-fluoro-N-[(4-[(2-(fenylcarbonyl)hydrazino)-carbonyl]fenyl)metyl]-benzensulfonamid (TCN-201) a
(E)-4-(6-metoxy-2-(3-nitrostyryl)-4-oxoquinazolin-3(4H)-yl)-benzoova kyselina (QNZ46).

2.5.4.3 Neurosteroidy — pozitivni a negativni alosterické modulatory

Neurosteroidy jsou skupinou piirozené se vyskytujicich steroidi syntetizovanych de novo
v centralni nervove soustavé s ti€inkem na fadu ligandem-fizenych receptorti, naptiklad GABA,
glycinovych, nikotinovych, acetylcholinovych a glutamatovych receptori (Baulieu, 1998;
Sedlacek et al., 2008). V zavislosti na struktufe mohou mit neurosteroidy potenciacni (pozitivni)
nebo inhibi¢ni (negativni) efekt. Pregnenolon sulfat (PES, 20-oxo-5B-pregnen-3a-yl sulfat) je
zastupcem piirozené se vyskytujiciho neurosteroidu s prevladajicim potencia¢nim uc¢inkem na
NMDA receptory, naopak pregnanolon sulfat (PAS, 20-oxo-5B-pregnan-3a-yl sulfat) lisici se
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pouze chybéjici dvojnou vazbou mezi uhliky C5 a C6 steroidniho jadra ma na NMDA receptory
inhibi¢ni u€inky (Obrazek 2.10) (Korinek et al., 2011). Tento rozdilny ucinek neurosteroidii
PAS a PES je dan vyslednym prostorovym tvarem molekuly — chybé&jici dvojna vazba
v molekule PAS ,,ohne“ molekulu, ¢imZ umozni vazbu do inhibi¢niho vazebného mista
na NMDA receptoru. Naopak molekula PES je diky dvojné vazbé¢ vice planarni (Irwin et at.,

1994; Park-Chung et al., 1997; Weaver et al., 2000).

Neurosteroid PES ma na NMDA receptory kombinovany potenciacné-inhibi¢ni efekt, ktery
je podjednotkové specificky — PAS potencuje ¢tyfnasobné podjednotky GIuN2A a GIluN2B,
zatimco podjednotky GluN2 a GluN2D pouze jeden a ptl nasobné (Horak et al., 2004). PES tak
ma ve vysledku na podjednotky GluN2A a GluN2B potenciacni ucinek, ale na podjednotky
GluN2C a GIuN2D inhibi¢ni, coZz je mj. vysledkem rozdilné afinity PES k inhibi¢nim
a potenciaénim vazebnym mistim na jednotlivych podjednotkach NMDA receptort (Wu et al.,

1991; Horak et al., 2004; Horak et al., 2006).

Potencia¢ni ucinek PES zavisi na fosforylaci NMDA receptoru (Petrovic et al., 2009) a je
dan zvySenim pravdépodobnosti otevieni (Po,) iontového kandlu a tzv. disuse-dependentnim
mechanismem U¢inku, kdy ma PES vyssi afinitu pro receptory v klidovém stavu nez pro jiz
aktivované (Horak ef al, 2004). Potenciacni UCinek PES je také zavisly na koncentraci
glutamatu, kdy pfi saturujici koncentraci glutaméatu ma PES na NMDA receptory niZs8i ucinek.
Tyto vlastnosti by mohly byt vyhodné pro terapeutické vyuziti, kdy by ucinek potenciacnich
neurosteroidi klesal v zavislosti na kompenzaci hypofunkce NMDA receptorli, ¢imZz by
nedochazelo k nadmérné aktivaci NMDA receptorti. U PES byl po in vivo podani popsan efekt
na zlepSeni paméti (Flood et al., 1992).

Neurosteroid PAS inhibuje vSechny podjednotky NMDA receptort. Inhibi¢ni Gc¢inek PAS
ma pomaly ndstup ucinku, je napétové nezavisly a akompetitivni (,,use-dependentni®), to
znamena, Ze se vaze pouze na aktivovany receptor. Odvazovani PAS z receptoru je naopak use-
independentni (bez nutnosti aktivace receptoru). Tim je pfedurceno preferencni plisobeni PAS
na tonicky aktivované NMDA receptory oproti receptorim aktivovanym fazicky (Petrovic

et al., 2005; Vyklicky et al., 2016).
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PES pregnenolon sulfat PAS pregnanolon sulfat

Obrazek 2.10 Struktury piirozené se vyskytujicich se neurosteroidii. Pregnenolon sulfat (PES)
s potencia¢nim ucinkem na NMDA receptory se od inhibi¢niho pregnanolon sulfatu (PAS) 1isi pouze
jednou dvojnou vazbou mezi uhliky C5 a C6 steroidniho jadra. Prostorové struktury pievzaty z (Korinek
etal,2011).

Studie vztahu mezi strukturou a aktivitou neurosteroidi na NMDA receptory (SAR,
Structure-Activity Relationship) pfispivaji k pochopeni funkce NMDA receptoru. Studie SAR
také systematicky objasiiuji mechanismus pulsobeni jednotlivych strukturnich analogl
neurosteroidi na NMDA receptory, a na zaklad¢ ziskanych vysledkl lze zpétn€ pozménit

strukturu neurosteroidli pro nalezeni t¢innéjsich a specifickych modulatord NMDA receptorti.

vvvvvv

receptory je dilezita 3B-stereochemie negativné nabité¢ho substituentu na uhliku C3 a dvojna
vazba mezi C5 a C6 steroidniho jadra (Obrazek 2.10) (Park-Chung et al., 1997). Vliv dalsich
strukturnich modifikaci na ucinek potencia¢nich neurosteroidi neni zndm. Naopak o vlivu
strukturnich modifikaci na inhibi¢ni ptisobeni neurosteroidi na NMDA receptory je zndmo
mnohem vice; pro inhibi¢ni piisobeni je dilezita a-stereochemie na C3 a B-stereochemie na C5,
ktera ,,ohne* steroidni jadro. Dale zbytek na C3 musi nést negativni, pozitivni ¢i obojetny naboj,
protoze neurosteroid s C3 substituentem bez naboje nema na NMDA receptory modula¢ni
ucinek ((Irwin et al., 1994; Park-Chung et al., 1997; Borovska et al., 2012; Weaver et al., 2000).
Modifikace steroidniho D-kruhu na C17 vyrazné zlepSily inhibi¢ni G¢inky strukturnich analogt
PAS (Kudova et al., 2015). Mira inhibice neurosteroidil zavisi na koncentraci glutamatu — pfi

vy$s$i koncentraci glutamatu dochézi i k vyssi inhibici (Vyklicky ef al., 2014).

Synteticky strukturni analog PAS — pregnanolon glutamat (PAG) ma v in vivo testech
neuroprotektivni ucinky — nezptsobuje vedlej§i psychomimetické symptomy a sniZuje

excitotoxické poskozeni mozku (Rambousek et al., 2011), v behaviordlni testech ma
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anxiolytické a antidepresivni ucinky (Holubova et al., 2014) a u modelu fokalni cerebralni
ischemie vykazuje neuroprotektivni u¢inky (Kleteckova et al., 2014). Oproti PAS je ale PAG
dvakrat méné uCinny inhibitor NMDA receptort (Borovska et al., 2012).

Dalsi ze syntetickych neurosteroidi pregnanolon hemipimelat (PAhPim) — s hemiesterovym
zbytkem na C3, je uc¢innym inhibitorem tonicky aktivovanych NMDA receptori bez vlivu
na fazicky aktivované receptory. Vin vivo behavioralnich testech vykazoval PAhPim
neuroprotektivni u¢inky bez vedlejSich psychomimetickych Gcinkt (Vyklicky et al., 2016).
Pro terapeutické vyuziti ale mize byt problematické piipojeni C3-zbytku esterovou vazbou,
ktera v organismu muze byt hydrolyzovana prostfednictvim esterdz, proto je dulezité nalézt

strukturni modifikace, které by vykazovaly vétsi stabilitu v organismu.
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3 CILE PRACE

3.1 Vztah mezi strukturou inhibi¢nich neurosteroidi a jejich schopnosti

modulovat NMDA receptory

Hypotéza:

Aktivace NMDA receptorti je zasadni pro excitani synapticky pfenos a synaptickou plasticitu.
Jejich nadmérna aktivace ale vede k excitotoxické bunécné smrti a patologickym staviim
(Dingledine et al., 1999). Proto se hledaji zptisoby, jak selektivn¢ inhibovat nadmérnou aktivaci
NMDA receptorli pii zachovani excitaéniho pfenosu. Jednim ze zpiisobii jsou inhibi¢ni
neurosteroidy odvozené od PAS, kdy nékteré strukturni modifikace vyrazné zlepSuji jejich
ucinky ((Irwin et al., 1994; Park-Chung et al., 1997; Weaver et al., 2000). Naptiklad modifikace
D-kruhu vyrazné zvysuji inhibi¢ni uc¢inek (Kudova ef al., 2015). Nevime ale, jaky je vyznam
samotného D-kruhu, zda je nutny pro inhibicni piisobeni, ¢i zda by jeho dalsi strukturni
modifikace nevedly ke zvySeni ucinku ¢i selektivity plisobeni. Jiné strukturni analogy PAS,
napiiklad pregnanolon glutamét (PAG) vykazuje neuroprotektivni G€inky in vivo (Rambousek
et al., 2011); pregnanolon hemipimelat (PAhPim) s hemisterovym zbytkem na C3 preferen¢né
inhibuje tonicky aktivované receptory bez vlivu na fazicky aktivované receptory
a v behavioralnich  testech  vykazoval neuroprotektivni  U¢inky bez  vedlejSich
psychomimetickych ucinki (Vyklicky et al., 2016). PAG je ale dvakrat horsi inhibitor nez PAS
au PAhPim hrozi v organismu hydrolyza esterové vazby, proto je nutné hledat a charakterizovat
dalsi strukturni modifikace. Ndhrada C3-esterové vazby amidovou by mohla zvysit rozpustnost
a biologickou stabilitu pfi zachovani inhibi¢niho G¢inku a pfi vhodné kombinaci substituentd

by mohlo dojit i ke zvySeni inhibi¢niho ptisobeni.

Cil:

Cilem prace bylo pomoci elektrofyziologickych méteni objasnit vliv strukturnich modifikaci
na C3 a chyb¢jiciho D-kruhu steroidniho jadra u strukturnich analogli odvozenych od PAS
na inhibi¢ni plsobeni na NMDA receptory za Ucelem hledani Uc¢inngjSich, selektivnich
a biologicky stabilnich inhibitordi NMDA receptorii, které by mohly nalézt terapeutické

uplatnéni.
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3.2 Vztah mezi strukturou potencia¢nich neurosteroidii a jejich schopnosti

modulovat NMDA receptory

Hypotéza:

Stejné€ jako nadmérna aktivace 1 hypofunkce NMDA receptorii vede k fadé patologickych stavii.
Zastupcem piirozené se vyskytujiciho neurosteroidu s potenciacnim ucinkem je PES, u néhoz
byl po in vivo podani popsan efekt na zlepSeni paméti (Flood et al., 1992), jeho ucinek ale neni
ptili§ vysoky. Uginn&j§i strukturni analogy PES by mohly nalézt terapeutické vyuziti
pii kompenzaci nedostate¢né aktivity NMDA receptorii. Pro potenciacni u¢inek neurosteroida
je dulezity zaporné nabity substituent v B-stereochemii na C3 a dvojnd vazba mezi C5 a C6
steroidniho jadra (Park-Chung et al., 1997; Weaver et al., 2000). Vice informaci o vztahu mezi
strukturou a u¢inkem potencianich neurosteroidii ale chybi. Nevime, zda podobné jako
u analogii PAS existuje zavislost mezi délkou substituentu na C3 a rliznymi modifikacemi

na C17 steroidniho kruh ¢i zda je né€kterd ¢ast zasadni pro zachovéni potencia¢niho ucinku.

Cil:

Cilem prace bylo pomoci elektrofyziologickych méfeni objasnit vliv strukturnich modifikaci
na C3 a C17 steroidniho jadra na ucinek strukturnich analogli odvozenych od PES na NMDA
receptory s cilem objasnit vyznam modifikaci ve vztahu k ucinku a nalézt strukturni

determinanty zlepSujici uéinek potencia¢nich neurosteroidii pro mozné terapeutické uplatnéni.

3.3 Vliv Ca’" na inhibi¢ni pisobeni neurosteroidii na NMDA receptory

Hypotéza:

V naSich SAR experimentech byl pozorovan rozdilny efekt inhibi¢niho plisobeni neurosteroidi
na NMDA receptory (pro 50 uM PAS se mira inhibice GluN1/GluN2B lisila od 37 aZ do 74 %),
casto 1 pfi opakované aplikaci na jedné bunce, coZ vedlo k myslence, Ze citlivost NMDA receptorii
k neurosteroidiim miZe byt ovlivnéna vnitinimi mechanismy. Jelikoz po aktivaci NMDA receptori
dochazi ke zvyseni intraceluldrni koncentrace Ca®*, které maji vyznamnou signalizaéni a regulaéni

tilohu, je mozné, Zze Ca?* ovliviiuji i modulaéni Gi¢inek neurosteroidi na NMDA receptory.

Cil:
Cilem prace bylo pomoci elektrofyziologickych, optickych, farmakologickych a molekularné
biologickych metod objasnit vliv Ca** na modulaéni Gi¢inek neurosteroidi na NMDA receptory.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Chemikalie a roztoky

Pro vSechny experimenty byla pouzivana deionizovand voda, kterd byla dale procisténa
pfistrojem Simplicity 185 (Merck Millipore, Darmstadt, Némecko) na kone¢nou hodnotu
rezistivity 18,2 MQ x cm. Pokud neni uvedeno jinak, ostatni chemikalie byly potizeny u firmy

Sigma-Aldrich (St. Louise, USA).

LB médium
LB médium pro kultivaci bakterii bylo pfipraveno smichanim 1% pepton, 0,5% kvasni¢ny

extrakt (oboji Serva, Heidelberg, Némecko) a 1% NaCl a poté sterilizovano 20 min pii 121 °C.

Agarové plotny

Pro ptipravu agarovych ploten bylo ve vodé rozpusténo 40 g/l Nutrient agar N°2 (Biolife,
Milano, Italie). Roztok agaru byl sterilizovan (15 min, 121 °C) a nésledné ochlazen na 50 °C.
Tésn¢ pred nalitim do Petriho misek bylo do agaru pfidano antibiotikum pro selekci

transformovanych bakterii.

PBS - solny fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)
PBS bylo ptipraveno jako roztok obsahujici 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,47 mM KH>POs,
4,3 mM Na;HPOs. pH bylo upraveno pomoci 1M NaOH na hodnotu 7,3.

Roztok versene-trypsin
Versentiv roztok obsahoval 0,2% trypsin a 0,02% kyselinu ethylendiamin-N,N,N",N"-
tetraoctovou (EDTA) rozpusténou v PBS. pH bylo upraveno na hodnotu 7,3.

Médium pro transfekei

Do kultivaéniho média Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) bylo piidéno:
1% fetalni bovinni sérum (PANBiotech, Aidenbach, Némecko), 1 mM D,L-2-amino-5-
fosfovalerova kyselina, 3 mM kynurenova kyselina, 4,2 uM ketamin a 20 mM MgClL.
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MEM médium

Neuronalni minimdlni esencidlni médium (MEM) obsahovalo: 120 mM NaCl, 5 mM KClI,
25 mM NaHCO3, | mM NaH>PO4.2H>0, 2 mM CaCl,, 1 mM MgCl, a bylo doplnéno o MEM
aminokyseliny, MEM vitaminy (Gibco), 10 mM glukézu a 30 uM glycin.

Roztoky pro elektrofyziologickd méreni

Nasledujici roztoky byly piipraveny dle daného slozeni a poté prefiltrovany 0,22 um filtrem
(Merck Millipore, Darmstadt, Némecko). Jednotlivé roztoky byly uchovavany v alikvotech
pti -20 °C.

Intraceluldrni roztok (ICS)

Intracelularni roztok obsahoval 125 mM roztok Cs-glukondtu, 15 mM CsCl, 5 mM
ethylenglykol-bis(2-aminoethyl ether)- N,N,N’,N -tetraoctovou kyselinu (EGTA), 10 mM
kyselinu N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonovou (HEPES), 3 mM MgCl,, 500 uM
CaCl, a 2 mM ATP-Mg?*. Hodnota pH = 7,2 byla upravena s pomoci 50% CsOH. U roztoku

byla kontrolovéana jeho osmolarita, kterd se pohybovala kolem 290 mOsm/1.

Extracelularni promyvaci (hofeénaty) roztok (ECS-Mg?*)
Roztok ECS-Mg?" obsahoval 160 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 10 mM
glukozu, a 10 mM HEPES. Jeho pH bylo upraveno pomoci 1 M NaOH na hodnotu 7,3. Dale

byla zkontrolovana osmolarita roztoku, ktera se pohybovala kolem 320 mOsm/I.

Extracelularni aplikacni (bezhorecnaty) roztok (ECS)

Roztok ECS 0,2 mM Ca obsahoval 160 mM NaCl, 2,5 mM KCIl, 300 uM CaCl,, 100 uM EDTA,
10 mM glukézu a 10 mM HEPES a pH bylo upraveno pomoci 1M NaOH na hodnotu 7,3.
Vysledny roztok mél osmolaritu kolem 320 mOsm/I. Pro snimani z lidskych embryonalnich
ledvinovych bunék HEK293 (HEK293) bylo pfed pokusem do roztoku pifidano pozadované
mnozstvi glycinu a glutamétu (10 uM a 1 pM, pokud neni uvedeno jinak). Aplikaéni roztok pro
Ca-stimulaci obsahoval 1 mM Glu v ECS, do kterého bylo pfidano CaCl> do finalni koncentrace
2 mM Ca*".
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Extracelularni aplikacni roztok pro sniméni nativnich NMDA receptortt v neuronalnich
kulturach navic obsahoval 1 uM NMDA (¢i 100 uM pii Ca-stimulaci) a 10 pM CNQX
(antagonista AMPA/kainatovych receptorti), 10 uM bicuculin (antagonista GABA receptort),
0,5 uM tetrodotoxin (TTX, blokace napetove zavislych sodikovych kanal). ECS pro snimani
nativnich AMPA receptorti obsahoval 100 uM AMPA a 10 pM cyclothiazid (blokujici
desenzitizaci AMPA receptort)), 50 uM D-APV (antagonista NMDA receptori), 10 pM
bicuculin a 0,5 uM TTX. ECS pro snimani nativnhich GABA receptorii obsahoval 5 uM GABA
a50 uM D-APV, 10 uM CNQX a 0,5 uM TTX.

Neurosteroidy

Vsechny pouzité neurosteroidy byly syntetizovany na Ustavu organické chemie a biochemie
Akademie véd CR pod vedenim dr. Evy Kudové. Pro elektrofyziologickd méfeni byly steroidni
latky rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO), ¢imz byl ptipraven jejich (5-20 mM) zasobni
roztok, ktery byl dale fedén do aplikacnich roztoki, pficemz vSechny aplikacni
elektrofyziologické roztoky obsahovaly stejné mnozstvi DMSO (1 %).

Zasobni roztok Tunicamycinu byl pfipraven rozpusténim jeho 10 mg vml DMSO a byl
skladovan v lednici pfi 4 °C. Bunky HEK293 byly inkubovany s Tunicamycinem ve findlni
koncentraci 1 pg/ml (1,2uM) v kultivaénim médiu bez séra pti 37 °C 1-2 h pred

elektrofyziologickym méfenim.

4.2 cDNA klony

GluN1-1a (GenBank accession no. U08261) v pcDNA I/AMP vektoru.

GluN2A (GenBank accession no. D13211) v RK7 vektoru.

GIuN2B (GenBank accession no. M91562) v RK7 vektoru. Tato podjednotka byla pouZita pro
cilenou mutagenezi vSech variant GluN2B podjednotky pouzitych v této praci.

GluN2C (GenBank accession n0.M91563) v RK7 vektoru.

GluN2D (GenBank accession no. L31611) v RK7 vektoru.

eGFP (zeleny fluorescencni protein) v pQBI 25 vektoru (Takara Bio Inc., Tokyo, Japonsko).
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4.3 Cilena mutageneze

Cilena mutageneze NMDA receptorii byla provedena pomoci QuikChange Site-Directed
Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Navrzené¢ primery byly
syntetizovany u firmy Sigma-Aldrich (St. Louise, USA). Polymerazova fetézova reakce byla
provedena podle piilozeného navodu v Termo-cycleru (Eppendorf, Hamburg, Némecko).
Templatova DNA byla po skonceni reakce stépena Dpnl (1 h pti 37 °C). Nasledné bylo 5 pl
vzniklé smési transformovano do ultrakompetentnich bakterii E. Coli XL10-Gold za pouziti
metody teplotniho Soku (1 h inkubace smési na ledu, 45 s pti 42 °C a poté opct 2 min na ledu).
Transformované bakterie a 0,5 ml LB média bez antibiotika byly inkubovény v tfepacce (1 h,
37 °C, 200 rpm). Bakterialni smés byla poté nanesena na Petriho misky s agarem obsahujicim
ampicilin (100 pg/ml) a ponechdny pies noc v inkubatoru pii 37 °C. Narostlé kolonie byly
zaoCkovany do 10 ml LB média s ampicilinem a byly inkubovany dal$ich 16-21 h pti 37 °C a
za stalého tfepani o 200 rpm. Plasmidova DNA byla izolovana pomoci soupravy High-Speed
Plasmid Mini Kit (Geneaid Biotech, New Taipei City, Taiwan). Koncentrace izolovan¢ DNA
byla métena na pfistroji Nanodrop 1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, USA). Vlozeni

mutaci bylo ovéfeno sekvenovanim (SEQme, Dobiis, CR).

4.4 Tkanové kultury a transfekce

Pro expresi rekombinantnich NMDA receptort byly pouzity lidské embryonalni ledvinové
buiiky HEK293 (ATCC, Manassa, USA). Buiiky byly kultivovany pfi teploté 37 °C, v atmosféte
5% COa, v kultivaénim médiu Opti-MEM, které bylo obohaceno o 5% fetalni bovinni sérum.
Pro transfekci byly buiiky nasazeny do 24-jamkovych desti¢ek pokrytych kolagenem (SERVA,
Heidelberg, Némecko) v koncentraci 2x10° bunék/cm? aby vden transfekce dosihly

konfluence 80-90 %.

Transfekce byla provedena pomoci ¢inidla MATra (IBA GmbH Goéttingen, Némecko).
Transfek¢éni smés obsahovala 50 pl Opti-MEME, 0,9 ul MATra a DNA o celkové koncentraci
0,9 pg (cDNA kddujici GluN1 a GluN2B podjednotky NMDA receptorti a cDNA kddujici GFP
pro identifikaci transfekovanych bunék). Smés byla inkubovana 20 min pii pokojové teploté
a poté pridana k buiikdm. Desticka byla na 15 min umisténa na magnet v inkubatoru (37 °C,

5 % CO»). Po transfekci byly buiiky oplachnuty PBS a z povrchu uvolnény roztokem versene-
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trypsin. Suspenze bun¢k v transfekénim kultiva¢nim médiu byla pfenesena na kryci sklicka
o pruméru 24 mm pokrytd kolagenem a poly-L-lysinem umisténych v plastovych miskach

o pruméru 35 mm. Elektrofyziologickd méteni probihala 24—48 h po transfekci.

4.5 Priprava primarnich hipokampalnich neuroni

Primérni hipokampélni neuronalni kultury byly pfipravovany kolegy na oddéleni z 1-dennich
krysich mlad’at Wistar podle dfive publikovaného protokolu (Borovska et al., 2012; Vyklicky
et al., 2016). Ve zkratce; sklenénd kryci sklicka byla pied kultivaci neuronti oSetfena vrstvou
0,1 mg/ml poly-D-lysinu a 0,2 mg/ml kolagenu (Serva). Nasledné byla na sklicka nasazena
astrocytarni kultura z 1-dennich krysich mladd’at Wistar v Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) médiu s GlutaMax (Invitrogen), 10% fetalnim bovinnim sérem a antibiotiky
Pen/Strep v koncentraci ~6 000 bunék/cm?, ktera byla ponechana riist 1-2 tydny pii 37 °C. Poté
byly na vrstvu astrocytarnich neurontl nasazeny hipokampalni neurony izolované z 1-dennich
krysich mlad’at Wistar v koncentraci ~50 000 bunék/cm? v médiu Neurobasal A se suplementem
B27 (Invitrogen), GlutaMax a antibiotiky Pen/Strep. Pro elektrofyziologickd métfeni byly
pouzity neuronalni kultury DIV 8-13.

4.6 Elektrofyziologicka méreni metodou tercikového zamku

Pro méfeni proudovych odpovédi rekombinantnich NMDA receptori exprimovanych
v HEK293 bunikach i nativnich NMDA, AMPA a GABA receptorti v primarnich neuronalnich
kulturach byla pouzita technika ter¢ikového zdmku (,,patch clamp®) v konfiguraci snimani
z celé bunky (,,whole cell) (Hamil et al., 1981). Snimani probihalo pomoci zesilovace
Axopatch 200B (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) v rezimu napétového zamku, kdy je
membranovy potencial zpétnovazebné udrzovan na konstantni hodnoté. Pomoci Besselova filtru
byly z analogového signalu odfiltrovany frekvence vyss$i nez 2 kHz a tento signal byl dale
pfeveden na digitalni signdl se vzorkovaci frekvenci 5 kHz a to pomoci A/D ptevodniku
Digidata 1140A (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). Zaznam byl uchovan a analyzovan
pomoci programu pClamp 10.4 (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). K aplikaci roztoki byl
pouzit rychly aplikacni systém, ktery umoziuje mikroprocesorem kontrolovanou aplikaci az 10

ruznych roztokd s ¢asovou konstantou ~10 ms (Vyklicky et al., 1990). Sklenéna mikropipeta
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byla vytazend z borosilikatovych kapilar (BioMedical Instruments, Zollnitz, Némecko)
na tahaci P-1000 (Sutter Instrument, Novato,USA). Mikropipeta naplnénd ICS méla vysledny
odpor 3—-5 MQ. Veskeré pokusy byly provadény pii pokojové teploté (23-25 °C) a buiiky byly
udrzovany na membranovém potencialu -60 mV (pokud neni uvedeno jinak). Chyby zpiisobené

sériovym odporem <10 MQ byly kompenzovany z 80-90 %.

Nameétena data byla analyzovana v programu Clampfit 10.5, ktery je soucasti pClamp 10.5
(Molecular Devices).

Relativni mira inhibice 7 (%) byla poc¢itana podle vzorce:

(1)

ISS

[=(1-—-—)x100 (Rovnice 1),

kde /s je amplituda proudové odpovédi vyvolana agonistou a /; je amplituda odpovédi vyvolané

agonistou v pfitomnosti steroidu (Obrazek 4.1).

Zavislost relativni inhibice (/) na koncentraci steroidu byla ziskana prolozenim nasledujici
logistické rovnice, kdy hodnota /Csy byla dopocitana minimalné ze ¢tyf riiznych koncentraci

steroidu:

N
I = 1/(1 + ([Stemld]) > (Rovnice 2),

ICsg

kde [steroid] je koncentrace steroidu, /Cs je koncentrace steroidu, kterd inhibuje 50 % proudové

odpovédi vyvolané agonistou a 4 je Hilliv koeficient.

V ptipadé jedné koncentrace steroidu byla /Csy vypocitana podle vzorce:

ICsy = [steroid] % " # (Rovnice 3),

kde [steroid] je koncentrace steroidu, / je zdanlivy Hilliv koeficient (fixovan na hodnotu 1,2)

a/ je relativni mira inhibice. Hodnota /Cs¢ byla stanovena minimalné pro dvé koncentrace

steroidu lisici se o tfi fady (viz Slavikova et al., 2016; Adla et al., 2018).
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Obrazek 4.1 Ukazka analyzy inhibi¢niho a potencia¢niho tcinku steroidi na NMDA receptorech.
Proudova amplituda Iss odpovida ustidlenému stavu proudové odpoveédi vyvolané agonistou
(glutamétem-Glu, aplikace vyznacena cernym obdélnikem). Amplituda /; vyjadiuje ustdleny stav
proudové odpovédi po nastupu inhibice, vyvolané koaplikaci agonisty a inhibi¢niho steroidu (bily
obdélnik) a amplituda [, oznaCuje potenciaci vyvolanou koaplikaci agonisty a potenciacniho
neurosteoridu (bily obdélnik).

Rozdil inhibice (41) pted a po Ca-stimulaci byl pocitan jako:
Al = liest — Ixontrota (Rovnice 4),
kdy Iwes je mira inhibice steroidu po Ca-stimulaci a lronrola je mira inhibice steroidu ptred

Ca-stimulaci.

Inaktivace (A) byla pocitana jako:
A= (1 - (ISS test/ISS kontrola)) x 100 (Rovnice 5),
kde Iss st je amplituda vyvolana samotnym agonistou v testované odpovédi (po Ca-stimulaci)

a L kontrola j€ amplituda vyvolana agonistou v kontrolni odpovédi (pfed Ca-stimulact).

Relativni mira potenciace (E) v % byla pocitana podle vzorce:

E = Up~Iss) o 100 (Rovnice 6),

Iss

kde I, je mira proudové odpovédi béhem koaplikace steroidu s agonistou a Iss je hodnota
proudové odpovédi pii aplikaci agonisty (viz Obrazek 4.1).
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Relativni mira potenciace (£) vyvoland pro rizné koncentrace steroidu byla ziskana proloZenim

experimentalnich dat nasledujici logistickou rovnici:

h
E = Emax/(l + (Eci) ) (Rovnice 7),

[steroid]

kde Enax je maximalni hodnota potenciace, £Cso je koncentrace steroidu, ktera potencuje z 50 %

maximalni hodnoty potenciace, [steroid] je koncentrace slouceniny a % je Hilltiv koeficient.

4.7 Méieni volnych Ca** pomoci barviva Fura

Méieni volnych Ca®" pomoci barviva Fura probihalo soucasné s elektrofyziologickym
snimanim proudd NMDA receptorli v konfiguraci snimani z celé bunky (viz vySe).
Borosilikatova sklenéna pipeta s odporem 3—5 MQ byla naplnéna ICS, ktery navic obsahoval
100 uM FURA2 (Molecular Probes). Pro mikrospektrofluorometricka méfeni zmén koncentrace
Ca®" byl pouzit zobrazovaci systém Cell*R (Olympus), ktery byl soucasti mikroskopu IX81
(Olympus, Tokyo, Japan) a iluminatoru Polychrome V (Till Photonics, Gréfelfing, Germany).
Zmény fluorescence byly detekovany kamerou Orca-ER (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu
City, Japan). Fluorescence byla méfena pti vinovych délkach 340 nm a 380 nm, a nasledn¢ byl

pocitan pomér F340/380.

4.8 Méreni excitotoxické bunééné smrti

Primarni hipokampalni neuronalni kultury (DIV 12) byly inkubovany s rozdilnou koncentraci
NMDA (3, 10, 30 uM) s PAhPim (30 uM, pfidavano jako 6 pl 5 mM zasobniho roztoku steroidu
v DMSO) nebo se stejnym objemem DMSO v piipadé kontrolniho vzorku a to po dobu 2 hod
pti 37 °C v kompletnim MEM médiu. Po inkubaci byly neurony oplachnuty neurobazalnim
médiem, ve kterém byly pivodné kultivovany, a které bylo odebrano pted inkubaci. V tomto
médiu byly ponechédny pii 37 °C 16-20 h. Dalsi den bylo do média pfiddno 5 pM Hoechst 33342
barvivo (H) a 6 uM propidium jodid (PI). Po inkubaci (30 min pti 37 °C) byly neurony
oplachnuty standardnim ECS. Fluroescence H (excitace pti 380 nm) a PI (excitace pii 540 nm)
byla méfena na pfistroji Cell*R imaging system (Olympus) v ECS a pii teplot¢ 24 °C.
Vyhodnoceni probihalo pomoci programu ImageJ 1.52 (NIH, USA). V kazdém zorném poli byl
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spocitan pocet neuronid (Hn) na zéklad¢ intenzivnéjSiho H znaceni jader neuronti oproti gliovym
buitkdm. Pocet mrtvych neuront (PIn) byl spocitan na zaklad¢ signalu PI. Procento mrtvych

neuront (D) bylo pocitano jako:

D = (PIy/Hy) % 100 (Rovnice 8).

4.9 Statistické zpracovani dat

Vysledky jsou uvadény jako aritmeticky primér £ stiedni chyba priméru (SEM) z poctu
n bunék. Ke statistickému zpracovani byly pouZity programy Sigma Plot 10 a Sigma Stat 3.5
(Systat Software Inc., San Jose, USA). Pro statistické porovnani dvojic hodnot byl pouzit t-test,
pro statistické vyhodnoceni skupin mutaci oproti ptirozenému typu receptoru (WT) byla pouzita
jednofaktorovi ANOVA a vicetetné srovnani vii kontrole metodou Holm-Sidak s hladinou

vyznamnosti p < 0,05.

48



5 VYSLEDKY

5.1 Vztah mezi strukturou inhibi¢nich neurosteroidi a jejich schopnosti

modulovat NMDA receptory

5.1.1 Perhydrofenantreny odvozené od pregnanolon sulfatu

a C17 PAS, neboli modifikace D-kruhu, kdy doslo k vyznamnému zlepSeni inhibi¢nich G¢inkt
nove syntetizovanych neurosteroidu oproti PAS. V nasi dalsi studii bylo cilem objasnit vyznam
samotného steroidniho D-kruhu. Testovdna byla nové série perhydrofenantrent (latek 1.1-
1.10), neurosteroidii odvozenych od PAS s modifikaci na C2, C7 a C8 perhydrofenantrenového
kruhu (Obrazek 5.1). Ziskané vysledky byly publikovany v Casopise Journal of Medicinal
Chemistry (Slavikova et al., 2016).

Pregnanolon sulfat (PAS) C2-sulfat: C2-hemisukcinat:
1.1 R"= COOCHz, R? = CH,4 1.2 R'=COOCH;, R?=CHj,4
1.3 R'= CH,;0CH3, R?=CH,4 1.4 R'= CH;0CH;, R2=CH,
15 R'=COOCH3, R?2=H 16 R'=COOCH; R?=H
1.7 R'= CH,0CH3, R?=H 1.8 R'=CH,0CH3, R%=H
19 R'=H,R?=H 1.10R'=H,R?=H

Obrazek 5.1 Struktury C2-sulfatovych a C2-hemisukcinatovych perhydrofenantrenti — strukturnich
analogli odvozenych od pregnanolon sulfatu, kterym zcela chybi D-kruh steroidniho jadra.

U vsech latek (1.1-1.10, Obrazek 5.1) byla méfena mira inhibice glutamétové odpovédi
rekombinantnich GluN1/GluN2B NMDA receptorii exprimovanych v HEK293 bunkach
(Tabulka 5.1). VSechny testované latky si zachovaly inhibi¢ni plisobeni, ale pouze latky 1.9
a 1.10 — bez dalSich substituentti na C7 a C8 perhydrofenantrenového kruhu — maji nizsi /Csg

nez ptirozené se vyskytujici PAS (ICso = 24,6 = 2,4 uM); (Kudova et al., 2015).

49



Tabulka 5.1 Uginek perhydrofenantrentl, neurosteroidii odvozenych od pregnanolon sulfatu,
na proudové odpoveédi GIuN1/GluN2B receptoriit v HEK293 buiikach.

Latka ICsp £ SEM n  Koncentrace Latka ICsp+=SEM n  Koncentrace

(uM) litky (uM) (uM) latky (uM)
1.1 746+9,1 5 50 12 634+32 3 10
1.3 33,0£28 5 50 14  292+04 3 10
1.5 2240+140 4 50 1.6  87,6+235 4 10
1.7 77,0+41 6 50 1.8 333+41 7 10
1.9 156+1,5 4 10 .10 232+29 5 10

Data prezentovana jako pramér = SEM. ICsy: koncentrace steroidu, ktera inhibuje 50 % proudové
odpovédi vyvolané agonistou; SEM: stfedni chyba primeéru; n: pocet bunék.

Latka 1.9 (C2-sulfatovy analog bez dal$ich substituenti na C7 a C8) byla vyhodnocena jako
nejucinnéjsi inhibitor NMDA receptorti z celé série testovanych latek (/Cso = 15,6 = 1,5 uM).
Ostatni C2-sulfatové latky se substituenty na C7 a C8 (latky 1.1, 1.3., 1.5 a 1.7) maji v porovnéni
s jejich C2-hemisukcindtovymi analogy (latky 1.2, 1.4, 1.6, 1.8) vys$si hodnoty /Cso, a tedy jsou
méng¢ ucinné pti inhibici GluN1/GIuN2B receptorii. Dale bylo zjisténo, ze latky s methylesterem
na C7 maji vyss8i hodnoty /Csg oproti jejich methyletherovym analogim (latka 1.1 vs. 1.3 a 1.2
vs. 1.4), kdy latky 1.3 a 1.4 maji pfiblizn€ dvakrat niZsi /Cso. Pfi obdobném porovnani latek 1.5
vs. 1.7 a 1.6 vs. 1.8, maji latky 1.7 a 1.8 téméf tiikrat nizsi /Cso. Nejmén¢ u€inna byla latka 1.5,
jez je 15x horSim inhibitorem oproti nejucinnéjsi latce 1.9, od které se liSi pouze

methylesterovym substituentem na C7.

U latky 1.9 byla déle méfena mira inhibi¢niho plsobeni na jednotlivych podjednotkach
GIuN2A-GIuN2D NMDA receptorti exprimovanych v HEK293 bunkéach (Obrazek 5.2;
Tabulka 5.2) a také na nativnich NMDA, AMPA a GABA receptorech v primarnich
hipokampalnich kulturach (Obrazek 5.3; Tabulka 5.3). Latka 1.9 vykazuje mirnou
podjednotkovou specificitu pro GluN2B oproti GIluN2A, GIuN2C a GluN2D (Obrazek 5.2;
Tabulka 5.2). Uginek latky 1.9 na rekombinantnich NMDA receptorech nebyl signifikantng
odlisny od ucinku na nativnich NMDA receptorech v hipokampalnich neuronech. Latka 1.9 je
ale Sestkrat i¢inngj$i inhibitor NMDA receptorti nez nativnich AMPA receptorti. Nejucinnéjsi
je latka 1.9 na inhibici nativnich GABA receptorti s /ICso = 3,1 £ 0,1 uM (Obrazek 5.3;
Tabulka 5.3).
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Obrizek 5.2 Uginek latky 1.9 na proudové odpovédi GluN1/GluN2A-D receptorti exprimovanych
v HEK293 bunkach. 4) Ukazky elektrofyziologickych zaznami inhibi¢niho ptisobeni latky 1.9 (30 uM,
aplikace vyznacena bilym obdélnikem) na GluN1/GluN2A-D receptory aktivované 1 mM glutamatem
(vyznageno &ernym obdélnikem). Sedy obdélnik vyzna¢uje aplikaci ECS-Mg?*. B) Zavislost miry
inhibice GIuN1/GluN2A-D na koncentraci latky 1.9, normalizovano na proudové odpovédi bez
testované latky 1.9. Jednotlivé body znaci pramér inhibice £ SD, které byly prolozeny kiivkou dle

N
rovnice: [ = 1/(1 + ([St;rold]) )
50

Tabulka 5.2 Ucinek latky 1.9 na GluN1/GluN2A—2D receptory exprimované v HEK293

bunkéch.

Receptor I1Cs0 = SEM (UM) h + SEM n
GluN1/GluN2A 10,9+ 0.4 1,1 +0,1 6
GluN1/GluN2B 15,6 +£0,4* 1,3+0,1 5
GluN1/GluN2C 11,1+0,4 1,4+0,1 4
GluN1/GluN2D 8,1+0,3 1,1+0,1

Data prezentovana jako pramér = SEM. *Jednofaktorova ANOVA p = 0,007.
1Csy: koncentrace steroidu, ktera inhibuje 50 % proudové odpovédi vyvolané agonistou; SEM: stfedni

chyba priméru; A4: Hillav koeficient; n: pocet bunék.
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Obrizek 5.3 Uginek latky 1.9 na proudové odpovédi nativnich NMDA, AMPA a GABA receptorti
v primarnich hipokampélnich neuronech. 4) Ukdzka elektrofyziologickych zaznami inhibi¢niho
pusobeni latky 1.9 (30 uM, aplikace vyznacena bilym obdélnikem) na receptory aktivované 100 uM
NMDA, 100 pM AMPA ¢i 5 uM GABA (vyznaceno ¢ernym obdélnikem). B) Zavislost miry inhibice
nativnich NMDA, AMPA a GABA receptorti na koncentraci latky 1.9, normalizovano na proudové
odpovedi bez testované latky 1.9. Jednotlivé body znaci pramér inhibice = SD, které byly prolozeny

N
kiivkou dle rovnice: I = 1/(1 + ([st;ecrold]) )
50

Tabulka 5.3 Inhibi¢ni ucinek latkyl.9 na nativni NMDA, AMPA a GABA receptory
v hipokampalnich neuronech.

Receptor ICso+ SEM (uM)  h+SEM n
NMDA 13,7+ 0,4 1,2+0,1 5
AMPA 83,0+ 2,1 1,0+0,1 6
GABA 3,1+£0,1 0,9+0,1 6

Data prezentovana jako pramér + SEM.
1Csy: koncentrace steroidu, kterd inhibuje 50 % proudové odpovédi vyvolané agonistou; SEM: stfedni
chyba priméru; 4: Hillav koeficient; n: pocet bunék.

52



5.1.2 Amidové neurosteroidy odvozené od pregnanolon sulfatu a pregnanolon

glutamatu

V druhé SAR studii byla testovana série strukturnich analogh PAS a PAG s amidovou
vazbou na C3 (Obrazek 5.4). Od této nahrady kysliku za dusik na C3 byla ocekdvana lepsi
rozpustnost, propustnost pied hematoencefalickou bariéru a lepSi biologicka stabilita
pii zachovani inhibi¢niho piisobeni latek. Vysledky studie jsou uvedeny v Casopise Steroids

(Adla et al., 2017) a Frontiers in Pharmacology (Adla et al., 2018).

V prvni ¢asti studie (Adla et al., 2017) byly testovany derivaty PAS a PAG bez substituentli
na D-kruhu a s amidovym zbytkem na C3 (latky 2.1, 2.2, 2.6, 2.8; Obrazek 5.4). VSechny nové
syntetizované latky vykazovaly vysS§i inhibi¢ni piisobeni na rekombinantni GluN1/GluN2B
NMDA receptory exprimované¢ v HEK293 buitkach nez PAS a PAG (Tabulka 5.4). Latky 2.6
a 2.8 jsou az dvacetkrat lepsi inhibitory NMDA receptorti nez PAS a PAG. Tento vysledek byl
podnétem k doplnéni testované skupiny amidovych neurosteroidli odvozenych od PAS a PAG
o dal$ich osm strukturnich analogt (latky 2.3-2.5, 2.7, 2.9-2.12; Obrazek 5.4), (Adla et al.,
2018).

o] Q
N
NH,

HO-$-0
o]
Pregnanolon sulfat (PAS) Pregnanolon glutamat (PAG)
o}
2.3
NHR O
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Obrazek 5.4 Struktury amidovych neurosteroidd (latky 2.1-2.12) odvozenych od pregnanolon sulfatu
(PAS) a pregnanolon glutamatu (PAG).



Vsech dvanact amidovych neurosteroidi ma nizs$i /Cso nez PAS a PAG (Tabulka 5.4),
na zakladé ¢ehoz by bylo mozné tvrdit, ze amidové zbytky na C3 zlepSuji inhibi¢ni plisobeni
latek. Latky 2.1-2.4 nesouci na C3 karboxylovy substituent vykazuji vyssi ICsonez latky 2.5—
2.12 s C3-glutamatovym a C3-aspartatovym zbytkem. Latky 2.5, 2.7, 2.9, 2.11 mély navic
na C3-amidovém zbytku ochrannou tercbutyloxykarbonylovou (Boc) skupinu, kdy bylo
testovano, zda nedojde ke zlepseni inhibi¢niho u&inku, coZ se ale nepotvrdilo. Uginek latek
nebyl signifikantné odlisSny od analogt bez Boc skupiny (Obrazek 5.4; Tabulka 5.4).

Tabulka 5.4 Ucinek amidovych neurosteroid odvozenych od pregnanolon sulfatu
a pregnanolon glutamatu na proudové odpovédi GluN1/GIluN2B receptor v HEK293 burnikach.

ICs50 = SEM  Koncentrace

Latka (M) (uM)

PAS? 246+24 100 5

PAG? 51,7+3,3 200 7
2.1 21,7+ 1,8 10 7
2.2 154+1,4 10 6
2.3 11,2+4,2 1 3
2.4 8,9+0,6 1 3
25 54+09 1 6
2.6 1,0+0,1 3 6
2.7 54+1,0 1 6
2.8 1,4 +£0,1 3 6
2.9 45+0,2 1 6
2.10 49+0,7 3 6
2.11 3,4+0,1 1 5
2.12 N/A N/A N/A

Pro srovnani hodnoty z (Borovska ef al., 2012). Data prezentovana jako primér £ SEM.
1Csp: koncentrace steroidu, ktera inhibuje 50 % proudové odpovédi vyvolané agonistou; SEM: stiedni
chyba priméru; n: pocet bunék; PAS: pregnanolon sulfat; PAG: pregnanolon glutamat; N/A znaci
nerozpustnou latku v 2,5 ¢i 5 mM DMSO.

Pro dalsi charakterizaci byla vybrana latka 2.6, ktera méla nejnizsi /Csp = 1,0 = 0,1 uM.
Pii méteni proudovych odpovédi indukovanych glutamatem na jednotlivych podjednotkach
GluN1/GluN2A-D latka 2.6 nevykazovala podjednotkovou specificitu (Tabulka 5.5). Naopak

vykazovala signifikantné vyssi inhibic¢ni pisobeni na nativni NMDA receptory nez na GABA

a AMPA receptory v hipokampalnich neuronalnich kulturach (Obrazek 5.5, Tabulka 5.6).
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Tabulka 5.5 Inhibi¢ni ucinek latky 2.6 na GluN1/GluN2A-D receptory exprimované
v HEK293 buiikach aktivovanych 1 mM glutamatem.

Receptor ICso= SEM (uM) h=SEM n
GluN1/GluN2A 6,5+0,2 1,3+0,1 8
GluN1/GluN2B 7,4+04 ,3+£0,1 5
GluN1/GluN2C 7,3+0,4 1,602 4
GluN1/GluN2D 8,4+0,5 1,602 4

Jednofaktorova ANOVA p =0,598 p = 0,066
Data prezentovana jako pramér £ SEM. ICso: koncentrace steroidu, ktera inhibuje 50 % proudové
odpovédi vyvolané agonistou; SEM: stfedni chyba praméru; 4: Hilltv koeficient; n: pocet bunck.
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Obrizek 5.5 Uginek latky 2.6 na proudové odpovédi nativnich NMDA, AMPA a GABA receptorti
v primarnich hipokampdalnich neuronech. 4) Ukéazka elektrofyziologickych zdznaml inhibi¢niho
pusobeni latky 2.6 (10 ¢i 30 pM, aplikace vyznacena bilym obdélnikem) na receptory aktivované
100 uM NMDA, 5 uM GABA ¢i 100 uM AMPA (vyznaceno ¢ernym obdélnikem). B) Zavislost miry
inhibice nativnich NMDA a GABA receptorti na koncentraci latky 2.6. Jednotlivé body zna¢i prameér

N
inhibice + SD, které byly prolozeny kiivkou dle rovnice: I = 1/ (1 + ([Stfcmld]) ) Z dtvodu nizké
50
inhibice AMPA receptorti latkou 2.6 nebylo mozné sestrojit kiivku koncentracni zavislosti a je

vyznacena pouze jednobodova mira inhibice pro koncentraci 30 M.
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Tabulka 5.6 Inhibi¢ni ucinek latky 2.6 na nativni NMDA, AMPA a GABA receptory
v hipokampalnich neuronech.

Receptor ICso £ SEM (uM) h £ SEM n
NMDA 83+2,1 1,3+0,2 6
AMPA 276,4 +£178,7* fix. 1,2% 6
GABA 17,0+£0,2 1,2+0,1 6

*Hodnota vypocitana z 30 uM koncentrace. Data prezentovana jako primeér = SEM.
1Cs¢: koncentrace steroidu, ktera inhibuje 50 % proudové odpovédi vyvolané agonistou; SEM: stiedni
chyba primeéru; 4: Hillav koeficient; n: pocet bunék.

5.2 Vztah mezi strukturou potencia¢nich neurosteroidii a jejich schopnosti

modulovat NMDA receptory

Dalsi prace byla zamétena na studii SAR novych C3-hemiesterovych latek s modifikaci na C17
odvozenych od potencia¢niho neurosteroidu PES. Pfirozené se vyskytujici neurosteroidy PES
a PAS se od sebe 1i8i pouze jednou dvojnou vazbou mezi uhliky C5 a C6 steroidniho jadra,
jejich ucinek na NMDA receptory je ale pfesné¢ opatny — PES ma na NMDA receptory
potenciaéni uc€inky, zatimco PAS inhibi¢ni. Bylo zkoumdno, zda pro PES plati podobné
strukturni zavislosti jako pro diive popsané strukturni analogy PAS (Kudova ef al., 2015;
Vyklicky et al., 2016). Nové ptipravena série strukturnich analogt (latky 3.2-3.24, Obrazek 5.6;
Tabulka 5.7) byla zaméfena na latky s rozdilnou délkou hemiesterového zbytku na C3
a na modifikace D-kruhu na CI17 scilem popsat souvislost mezi strukturou a ucinkem
neurosteroidi na NMDA receptory. Vysledky studie jsou publikované v Casopise Journal

of Medicinal Chemistry (Krausova et al., 2018).
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Obrazek 5.6 Struktury potenciacnich latek (latky 3.2-3.24) odvozenych od pregnenolon sulfatu
(PES).

Diky lepsimu pochopeni vztahu mezi strukturou a funkci syntetickych analogti PES by bylo
mozné piipravit u€inngjsi pozitivni alosterické modulatory NMDA receptori. Tyto modulatory
by mohly nalézt uplatnéni pii lécbe onemocnéni spjatych s hypofunkci NMDA receptorti, mezi
které patii naptiklad schizofrenie, poruchy autistického spektra ¢i mentalni retardace (Warnet

et al., 2020).

U vSech nové syntetizovanych latek (3.2-3.24, Tabulka 5.7) byla métena zavislost u¢inku
latky na jeji davce, a to v rozmezi koncentraci danych jejich rozpustnosti v DMSO: 0,3-30 uM
pro latky 3.9-3.18; 1-100 uM pro latky 3.2-3.8 a 3.21-3.24 a 1-300 pM pro latky 3.19 a 3.20.
Vsechny testované latky potencuji GluN1/GluN2B receptory v rozmezi Epax 48 az 452 % (ECso
od 1,8 do 151,4 uM). Celkem deset latek je G€inngj8i pozitivni moduldtor rekombinantnich
GluN1/GluN2B receptorti nez PES (ECso = 21,7 uM). Pti méfeni zavislosti G€inku na davce
byly u latek 3.2-3.8 pozorovany podobné hodnoty Eax (od 93 do 191 %), ale signifikantné
odlisné hodnoty ECsp — latka 3.6 ma Sestindsobné vétsi zdanlivou afinitu (niz8i £Cso) nez latka
3.2. Dale u latek 3.4-3.7 dochézi pii koncentraci 100 uM ke skokovému nartistu potenciace, coz
neodpovidd ocekdvanému Glinku zanalyzy miry potenciace pro koncentrace

1-30 uM. U jinych latek k podobnému chovani nedochazelo a tento efekt nebyl dale zkouman.
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Tabulka 5.7 Uginek potenciaénich latek 3.2-3.24 na proudové odpovédi GluN1/GluN2B
receptor v HEK293 buiikéach aktivovanych 1uM glutamatem.

Latka Enaxt SEM*  ECsp+=SEM“* h+SEM“* n
(%) (LM)
PES 116 £ 10 21,7+ 1,6 1,5+0,1 8
20-0xo0-pregn-5-eny
3.2 — 20-oxo0-PE-hemiOxalat (R = 7adny) 93 +£25 48,6 £ 12,4* ,3£0,0 5
3.3 — 20-ox0-PE-hemiMalonat (R = CH,) 108 £ 15 39,8 +£10,3 1,3+0,1 5
3. 4 — 20-o0x0-PE-hemiSukcinat (R = (CH,),) 177 £ 46* 27,6 £12,1 1,502 4
3.5 — 20-0x0-PE-hemiGlutarat (R = (CH,);) 183 £ 25% 19,0+34 1,4+0,1 4
3.6 — 20-ox0-PE-hemiAdipat (R = (CH,)4) 15116 8,5+ 1,0%* 1,6+0,1 10
3.7 — 20-0x0-PE-hemiPimelat (R = (CH,)s) 191 £ 63 18,0+ 7,9 1,4+02 5
3.8 — 20-0x0-PE-hemiSuberit (R = (CH)s) 156 + 30 19,3 +£1,7 ,5+0,1 5
Jednofaktorova ANOVA p = 0,346 p <0,001 p = 0,494
Pregn-5-eny
3.9 — PE-hemiMalonat (R = CH,) 71 £ 7% 10,7 +£ 0,8** 1,5+0,2 7
3.10 — PE-hemiSukcinat (R = (CH>),) 133 £ 19 9,9 +52% 14+£02 6
3.11 — PE-hemiGlutarat (R = (CH,);) 209 +22% 9,9 +3,7* 1,8+03 5
3.12 — PE-hemiAdipat (R = (CH>)a) 60 £+ 12%* 17,2 +4,5 1,5+04 4
3.13 — PE-hemiPimelat ((R = (CH,)s) 48 £ 11* 26,2 +£8,1 14+04 4
Jednofaktorova ANOVA p = 0,002 p = 0,080 p = 0,820
Androst-5-eny
3.14 — AE-hemiMalonat (R = CH>) 236 £ 27** 4,7 £1,0%* 1,4+02 4
3.15 — AE-hemiSukcinat (R = (CH,),) 452 + 46* 74+04%  15+0,1 5
3.16 — AE-hemiGlutarit (R = (CHa)s) 348 + 32%x* 52+£12%  1,7+02 7
3.17 — AE-hemiAdipat (R = (CH>)s) 191 £ 10** 2,8 £0,5%* ,L7£0,5 5
3. 18 — AE-hemiPimelat (R = (CH.)s) 109 £ 13 1,8 +0,3** 1,8+0,3 4
Jednofaktorova ANOVA p <0,001 p <0,001 p = 0,892
17-0x0-androst-5-eny
3.19 — 17-ox0-AE-hemiGlutarat (R = (CH>)3) 154 £ 34 151,4 £32,7%* 12+0,1 4
3.20 — 17-ox0-AE-hemiAdipat (R = (CH.)4) 180 £ 17* 108,9 +£20,2** 14+0,1 7
3.21 — 17-ox0-AE-hemiPimelat (R = (CH)s) 187 £27* 82,4 +16,9*%* 12+0,1 7
3.22 — 17-o0x0-AE-hemiSuberat (R = (CH,)s) 189 + 35% 49,1 £13,7** 1,4+£0,2 5
3.23 — 17-ox0-AE-hemiAzelat (R = (CH>)7) 226 +45% 38,2+ 14,5 1,3£0,2 5
3.24 — 17-ox0-AE-hemiSebakat (R = (CH,)s) 165+ 11%* 16,1 £0,9* 1,602 5
Jednofaktorova ANOVA p = 0,654 p <0,001 p =0,661
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Vliv davky na G¢inek byl méfen v koncentracich: 0,3-30 uM pro latky 3.9-3.18; 1-100 uM pro latky 3.2—
3.8 a 3.21-3.24; 1-300 uM pro latky 3.19 a 3.20. Data prezentovéana jako primér + SEM. p-hodnoty
porovnavaji statistickou vyznamnost v ramci skupin (Jednofaktorovd ANOVA, s hladinou vyznamnosti
p <0,05). * Gcinek testované latky oproti PES (neparovy t-test, *p = 0,001-0,050; **p < 0,001).

Enae: maximalni hodnota potenciace; SEM: stfedni chyba primeéru; ECso: koncentrace steroidu, ktera
potencuje z 50 % maximalni hodnoty potenciace, 4: Hilltv koeficient; n: pocet bun¢k; PES: pregnenolon
sulfat.

Jako nejucinngjsi strukturni modifikace na C17 se jevi androst-5-eny — neurosteroidy bez
substituentu na C17 (ECso od 1,8 az 7,4 uM). Naopak nejmén¢ uc¢inné jsou latky 3.19 a 3.20
se 17-oxo skupinou. Zarovei skupina 17-oxo-androst-5-enti (latky 3.19-3.24) vykazuje nejvetsi

variabilitu uéinku ECsp od 16,1 az po 151,4 uM, pfi relativn€ podobné Eax.

Pro maximdlni potenciacni efekt se jako vhodnd zda délka C3-hemiesterového zbytku
od ctyfuhlikatého hemisukcinatového az po devitiuhlikaty hemiazelatovy zbytek v zavislosti
na Cl17-substituentu. Pokud zlatky 3.6 — nejucinngjSi modulator 20-oxo-pregn-5-enti
s Sestiuhlikatym C3 zbytkem — odstranime 20-oxo skupinu nejucinnéj$im modulatorem je
C3-pétiuhlikata latka 3.11, pokud odstranime cely C17-substituent nejucinngjsi latkou je
C3-c¢tytuhlikata latka 3.15.

Pro dalsi charakterizaci byla vybrana latka 3.6 (20-oxo-pregnenolon hemiadipat), ktera
potencuje vSechny rekombinantni podjednotky GluN2A—D bez signifikantniho rozdilu (Obrazek
5.7; Tabulka 5.8). Oproti tomu PES potencuje pouze GluN2A a GluN2B a na GluN2C a GluN2D
ma inhibi¢ni ucinek (Horak et al., 2006).

GIUN1/GIUN2A GIUN1/GIuN2B GIUN1/GIuN2C GIUN1/GIUN2D
100 yM PES 30 uM 3.6 100 y(MPES 30 uM 3.6 100 yM PES 30 uM 3.6 100 pM PES 30 pM 3.6
S — __ Glu — —__ Glu p— — Glu [— = Glu
kﬁ,e nA [0.8nA v l02nA 10,1 nA
10 10 |£,"”A |_0‘1nA 10s 10s
|&4 nA I&G nA s s
10s 10s
10s 10s

Obrazek 5.7 Porovnani uc¢inku pregnenolon suflatu (PES) a latky 3.6 na rekombinantni
GluN1/GluN2A-2D receptory exprimovanych v HEK293 bunkach. Ukézky elektrofyziologickych
zaznamu piasobeni PES (100 uM) a latky 3.6 (30 uM, aplikace vyznacena bilym obdélnikem) na
GluN1/GluN2A-D receptory aktivované 1 pM glutamatem (vyznaceno Cernym obdélnikem). Viz
Tabulka 5.8.
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Tabulka 5.8 Ucinek latky 3.6 na proudové odpovédi GluN1/GluN2A—GIuN2D receptort
v HEK293 burnikach aktivovanych 1pM glutamatem.

Emact SEM (%) ECsp+SEM (uM) h+SEM  n

GIuN1/GluN2A 203 +43 89+1,4 1,7£02 7

GIuN1/GluN2B 157 + 16 9,1 +1,1 1,7+0,1 8

GIuN1/GluN2C 145 + 39 10,4+35 1,7402 6

GIluN1/GluN2D 115+9 13,0+ 1,9 1,7403 5
Jednofaktorova ANOVA  p = 0,363 » = 0,520 »=0,997

Hodnoty ECspa h byly ziskany méfenim koncentraéni zévislosti (1-30 uM) a pro vypocet byla pouzita
ECs
[steroid]

h
rovnice E = Epgy/ ( 1+ ( ) ) Data prezentovana jako pramér + SEM. p-hodnoty porovnavaji

statistickou vyznamnost.
Enae: maximalni hodnota potenciace; SEM: stfedni chyba priméru; ECso: koncentrace steroidu, ktera
potencuje z 50 % maximalni hodnoty potenciace, /: Hilliv koeficient; n: pocet bungk.

Na nativnich receptorech v hipokampalnich kulturach maji latka 3.6 a PES typové stejné
ucinky — potencuji NMDA receptory a inhibuji AMPA a GABA receptory, lisi se ale mirou
ucinku (Obrazek 5.8). Latka 3.6 ma jiz pii 30 uM koncentraci piiblizn€ dvakrat vétsi pozitivni
ucinek na NMDA receptory (+138 £ 11 %, n = 6) nez 100 uM PES (+56 £ 6 %, n = 11).
Zaroven latka 3.6 (30 uM) méa minimalni efekt na nativni AMPA receptory (inhibice -7 + 2 %,
n = 6), zatimco PES (100 uM) inhibuje AMPA receptory z -32 +2 % (n = 6). Latka 3.6 je také
ucinngjsi inhibitor nativnich GABA receptort, protoZe jiz pfi tfetinové koncentraci (30 uM)

dosahuje stejného uc¢inku jako 100 uM PES (-90 £2 % vs. -90 = 3 %; n = 5).
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Obrazek 5.8 Utinek PES a latky 3.6 na proudové odpovédi nativnich NMDA, AMPA a GABA
receptort v primarnich hipokampalnich neuronech. Ukazky elektrofyziologickych zdznami plsobeni
A) 100 uM pregnenolon sulfatu (PES) a B) 30 uM latky 3.6 (aplikace vyznacena bilym obdélnikem)
na receptory aktivované 10 uM NMDA, 5 uM AMPA ¢i 5 uM GABA (vyznaceno ¢ernym obdélnikem).
Grafy reprezentuji zménu oproti proudové odpoveédi bez pfitomnosti testované latky, kdy pozitivni
hodnoty znaéi potenciaci a zaporné inhibici.

5.3 Vliv Ca?* na inhibi¢ni piisobeni neurosteroidi na NMDA receptory

V ramci predchozich SAR studii byla u 50 uM PAS pozorovana rozdilnd mira inhibice
GluN1/GIluN2B (od 36,7 % do 73,6 %; n = 81), coz vedlo k hypotéze, Ze na citlivost NMDA
receptoru k neurosteroiditm mohou mit vliv 1 endogenni faktory a jelikoz NMDA receptory jsou
propustné pro Ca**, byl testovan vliv Ca?" na inhibi¢ni plisobeni neurosteroidi na NMDA

receptory. Vysledky uvedené v této kapitole jsou publikované v Journal of Neuroscience

(Hubalkova et al., 2021).
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5.3.1 ZvySena citlivost NMDA receptorii Kk inhibi¢nim neurosteroidim

po Ca-stimulaci

Srovndvana byla mira inhibi¢niho piisobeni neurosteroidii na rekombinantnich i nativnich
NMDA receptorech pted (kontrola) a po Ca-stimulaci (fest). Kontrolni a testovana odpovéd’
vyvolana 1 uM glutamatem byla snimana technikou terc¢ikového zamku v konfiguraci snimani
z celé buiiky v pfitomnosti 0,2 mM Ca?>" ECS. Ca-stimulace probihala jako 50 s aktivace
NMDA receptord 1 mM glutaméatem v pfitomnosti 2 mM Ca** ECS. Tento protokol simuluje
podminky nadmérné aktivace NMDA receptorti, coz ma za nasledek zvySeni intraceluldrni
koncentrace Ca®" (MacDermott et al., 1986). Obrazek 5.9 a Tabulka 5.9 shrnuji inhibi¢ni

pusobeni tfech vybranych neurosteroidii na rekombinantni 1 nativni NMDA receptory.

Endogenni neurosteroid PAS (100 puM) inhiboval jiz kontrolni odpovéd snimanou
na rekombinantnich GluN1/GIuN2B receptorech (58,5 + 2,1 %; n = 5), po Ca-stimulaci doslo
k dal$imu nardstu inhibice na 74,1 £ 3,3 %, n = 5, nardst inhibice byl 0 A7=15,7 + 2,5 %. Naruast
inhibice byl pozorovén i u dalSich neurosteroidd; u latky androstan aspartat (AndrAsp — latka
2.6 testovana v SAR studii viz kapitola 5.1.2 (Adla ef al., 2017)) byl narGst inhibice mezi

kontrolni a testovanou odpoveédi 14 % u rekombinantnich a 40 % u nativnich NMDA receptort.

Nejvyraznéjsi narust inhibice po Ca-stimulaci byl pozorovan u latky pregnanolon
hemipimelat (PAhPim) (47 = 52 % u rekombinantnich a 64 % u nativnich NMDA receptort1),
a proto byl PAhPim studovan v dalSich pokusech. V pfedchozi studii byl PAhPim navic popsan
jako u€inny inhibitor tonicky aktivovanych receptorti bez vlivu na fazicky aktivované receptory
a vbehaviordlnich testech vykazoval neuroprotektivni ucinky bez vedlejSich
pychomimetickych uc¢inkti (Vyklicky et al., 2016). Nartist miry inhibice nebyl pozorovan
u nativnich AMPA receptort (Obrazek 5.9; Tabulka 5.9).

Pro PAhPim byla méfena i kiivka koncentra¢ni zavislosti (3—30 uM) pied a po Ca-stimulaci.
Hodnota /Csyp v kontrolnich odpovédich (pfed Ca-stimulaci) méfena na rekombinantnich
GluN1/GluN2B NMDA receptorech byla téméf ¢tyfikrat vys$si (ICso kontrola = 44,6 £ 4,9 uM;
n = 8) nez po Ca-stimulaci (/Csg et = 12,1 £ 1,2 uM; n = 8). Tento rozdil byl jesté vice patrny
na nativnich NMDA receptorech, kdy v kontrolnich odpovédich ani nejvyssi dobie rozpustna
koncentrace PAhPim (30 uM) neméla témet zadny efekt, ale po Ca-stimulaci byla testovana
hodnota ICsp = 25,4 + 1,3 uM; n = 6 (Obrazek 5.9).
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U testované odpovédi po Ca-stimulaci bylo pozorovano také snizeni amplitudy proudové
odpovédi vyvolané 1 uM glutamatem (o 30,6 £ 1,7 %; n = 60) oproti amplitud¢ v kontrolni
odpovédi (Obrazek 5.9 A, B), coz je v souladu s diive popsanou Ca-indukovanou inaktivaci

NMDA receptort po jejich aktivaci (Rosenmund a Westbrook, 1993; Vyklicky, 1993).

Tabulka 5.9 U¢inek vybranych neurosteroidi na rekombinantni GluN1/GluN2B NMDA
receptory exprimované v HEK293 bunkiach a na nativni NMDA a AMPA receptory
v hipokampalnich neuronalnich kulturach pted (kontrola) a po (test) Ca-stimulaci.

Inhibice (%)
Neurosteroid p
1, kontrola 1 test A 1 n

Rekombinantni GluN1/GluN2B v HEK293 buiikach

PAS (100 nM) 58,5+2,1 74,1 £33 15,7+2,5 5 0,003
PAhPim (30 pM) 21,1 £ 1,9 73,0+ 1,8 51,9+1,8 60 <0,001

AndrAsp (20 pM) 69,3 +£2,2 832+22 139+ 1,6 5 <0,001

Nativni NMDA receptory v hipokampalnich neuronech

PAS (100 nM) 48,6 £3,1 75,1+£24  26,5+3,1 6 <0,001
PAhPim (30 uM) -1,9+0,7 61,9+33 63,8 £3,5 6 <0,001
AndrAsp (20 pM) 38,8 +3,2 78,3+3,2 394+£28 5 <0,001

Nativni AMPA receptory v hipokampalnich neuronech

PAhPim (30 uM) -1,8 £ 0,6 2,1+£2,1 39+2,6 5 0,204

Data prezentovana jako primér +£ SEM. *p-hodnoty porovnavajici statistickou vyznamnost mezi inhibici
v kontrolni a testované odpovédi (parovy t-test).

SEM: stfedni chyba priméru; /I: relativni mira inhibice; A/: nartst inhibice; n: pocet bunck; PAS:
pregnanolon sulfat; PAhPim: pregnanolon hemipimelat; AndrAsp: androstan aspartat.
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Obrazek 5.9 Vliv Ca*" na inhibi¢ni plisobeni vybranych neurosteroidii na rekombinantni a nativni
receptory. A) Ukazky elektrofyziologickych zaznamt inhibi¢niho ptisobeni PAS (100 uM) a PAhPim
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(30 uM, aplikace vyznacena bilym obdélnikem) na GluN1/GluN2B receptory exprimované v HEK293
burikéach, které byly aktivované 1 uM glutamatem (bily obdélnik) v 0,2 mM Ca*" ECS pied (kontrola)
a po (test) Ca-stimulaci (aktivace 1 mM glutaméatem v pfitomnosti 2 mM Ca*" po dobu 50 s). Piekryv
zaznamu kontrolni (Cerné) a testované (Cervené) odpovedi zobrazuje nardst inhibice PAS a PAhPim
po Ca-stimulaci (normalizovano na velikost proudu pired aplikaci PAS a PAhPim). Graf reprezentuje
pramér inhibice = SEM pro PAS (100 uM), PAhPim (30 uM) a AndrAsp (20 uM) pied (kontrola)
a po (test) Ca-stimulaci. Viz Tabulka 5.9. B) Ukazky elektrofyziologickych zdznami inhibi¢niho
pusobeni PAhPim (30 puM, aplikace vyznacena bilym obdélnikem) na nativni NMDA receptory
aktivované 10 uM NMDA a AMPA receptory aktivované 5 uM AMPA pred a po Ca-stimulaci (aktivace
100 uM NMDA v piitomnosti 2 mM Ca*" ESC po dobu 50 s). Graf reprezentuje pramér inhibice = SEM
pro PAS (100 uM), PAhPim (30 uM) a AndrAsp (20 uM) pted a po Ca-stimulaci na nativnich NMDA
a AMPA receptort. Viz Tabulka 5.9. €) Zavislost miry inhibice GIuN1/GluN2B a nativnich NMDA
receptorii na koncentraci PAhPim pied (kontrola) a po (test) Ca-stimulaci. Mira inhibice byla
normalizovana na proudové odpovédi bez PAhPim. Jednotlivé body znac¢i prumér inhibice + SEM, které

byly prolozeny kiivkoudle I = 1/ (1 + ([St;%;oid]

h
) ) PAS: pregnanolon sulfat; PAhPim: pregnanolon

50
hemipimelat; AndrAsp: androstan aspartat.

Pro ovéfeni, ze nartst inhibice neurosteroidii skute¢né souvisi se zvySenou intraceluldrni
koncentraci Ca®*, které proniknou do buiiky zextracelularniho prostiedi b&hem
Ca-stimulace, a ne naptiklad s dlouhou stimulaci, byla zméfena téZ mira inhibice PAhPim
na GluN1/GIuN2B pied a po 50 s aktivaci NMDA receptorti 1 mM glutamatem v ECS bez Ca*"
(Ikontrotla = 28,0 £ 3,2 %; lest = 36,0 £ 4,7 %; n = 5), kdy za téchto podminek nedoslo
k signifikantnimu nértstu inhibice (Obrazek 5.10 A). Zatimco po aktivaci 1 mM glutamatem
v2mM Ca’* ECS (Ca-stimulace) doslo k signifikantnimu nardstu miry inhibice

(Lrest = 73,0 £ 1,8 %; n = 60; p < 0,001, neparovy t-test) (Obrazek 5.10 B).
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Obrazek 5.10 Porovnani miry inhibice PAhPim po stimulaci bez vapniku a Ca-stimulaci v pfitomnosti
2 mM Ca?'. 4) Ukazky elektrofyziologickych zaznami inhibi¢niho ptisobeni PAhPim (30 uM, aplikace
vyznacena bilym obdélnikem) na GIuN1/GluN2B receptory exprimované v HEK293 bunkach
aktivované 1 pM glutamatem (Cerny obdélnik) v ECS bez Ca** pied (kontrola) a po (test) aktivaci
receptorti 1 mM glutamatem v ECS bez Ca** po dobu 50 s. B) Ukazky elektrofyziologickych zdznamii
inhibi¢niho ptisobeni PAhPim (30 pM, aplikace vyznacena bilym obdélnikem) na GluN1/GluN2B
receptory exprimované v HEK293 buiikach aktivované 1 uM glutamatem (cerny obdélnik) v 0,2 mM
ECS pted (kontrola) a po (test) Ca-stimulaci (aktivace receptori 1 mM glutamatem v 2mM Ca?" ECS
po dobu 50 s). Prekryv zaznamt kontrolni (Cern€) a testované (Cervené) odpovédi zobrazuje nartst
inhibice PAhPim po Ca-stimulaci (normalizovano na velikost proudu pted aplikaci PAhPim). C) Graf
reprezentuje pramé&r inhibice £ SEM pro PAhPim (30 uM) pfed a po aktivaci receptorii v ECS bez Ca**
a2 mM Ca*".

Dalsim cilem bylo zjistit, zda narst miry inhibice neurosteroidl zavisi piimo na zvysené
intraceluldrni koncentraci Ca?" &i spise souvisi s naslednou Ca-dependentni signalizaci, ktera
zmeéni citlivost NMDA receptorii k neurosteroidim. Pfi soucasném elektrofyziologickém
snimani a méfeni intracelularni koncentrace Ca** pomoci barviva Fura (Obrazek 5.11) bylo
zjiSténo, Ze po Ca-stimulaci dochdzi pouze k pfechodnému zvyseni intracelularni koncentrace
Ca?" bezprostiedné po Ca-stimulaci a béhem ~2 min dojde k ndvratu na ptivodni hodnotu
fluorescence (F340/380). Piechodné zvysena hladina Ca”* tak mé pouze signalizaéni funkci,
protoze zvySend mira inhibi¢niho plisobeni neurosteroidi pretrvava i 30 minut po Ca-stimulaci,

nezavisle na aktulni intraceluldrni koncentraci Ca?* (Obrazek 5.11).
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Obriazek 5.11 Po Ca-stimulaci dochéazi k naristu intracelularni koncentrace Ca®" a miry inhibice
PAhPim, ktera ale pfetrvava nezavisle na aktualni koncentraci Ca**. Grafy zobrazuji soucasné méfeni
intracelularni koncentrace Ca*" pomoci barviva Fura (vlevo) a elektrofyziologické sniméani (vpravo)
na GluN1/GluN2B receptorech v HEK293 bunkach, na kterych byla méfena mira inhibice 30 uM
PAhQPim pted (bilé symboly) a po (Cerné symboly propojené kiivkou znacici mefeni na jedné buiice)
Ca-stimulaci (vyzna¢ena fialovym obdélnikem). Cervena ¢ara zna¢i pramér inhibice PAhPim v &ase
1,3-2,3 minut (kdy fluorescence F340/380 dosahovala vrcholu, 1,.,= 77,8 £ 4,7 %) a v ¢ase 5—7 min
(po poklesu fluorescence F340/F80, Is.,= 67,9 + 4,2 %; n = 6; parovy t-test, p = 0,059). Vlozeny graf
(vpravo) zobrazuje vyvoj miry inhibice po Ca-stimulaci v ¢ase po dobu 30 min na jedné buiice.

5.3.2 Nartiist citlivosti NMDA receptorii k neurosteroidiim souvisi s depalmitoylaci

GluN2B podjednotky

Dalsi experimenty byly zamétfeny na lokalizaci mista zodpovédného za zvySené inhibi¢ni
pusobeni neurosteroidit na NMDA receptory po Ca-stimulaci. ProtoZe pfi Ca-stimulaci dochdzi
ke zvyseni intracelularni koncentrace Ca*’, byla v prvnim kroku studovana intracelularni CTD
GluN1/GluN2B NMDA receptori. Métfeno bylo inhibi¢ni plisobeni PAhPim pied a po
Ca-stimulaci u mutovanych NMDA receptori bez CTD (Obrazek 5.12, Tabulka 5.10).
U receptortl s deletovanou CTD GluN1 podjednotky (GluN1(R839X)/GluN2B) je jiZ inhibice
30 uM PAhPim v kontrolni odpovédi signifikantné vys$si oproti WT. Po Ca-stimulaci ale
dochézi k dal$imu nardstu inhibice a mutované receptory tak vykazuji podobné chovani jako
WT. Ale v piipad¢ delece CTD u obou podjednotek GluN1(R839X)/GluN2B(R847X) nebo
pouze delece CTD GluN2B (GluN1/GluN2B(R847X)) je mira inhibice PAhPim maximalné
zvysena jiz v kontrolni odpovédi a po Ca-stimulaci nedochazi k dalSimu nartistu miry inhibice
(Obrazek 5.12). Z toho lze usuzovat, ze misto zodpovédné za regulaci citlivosti NMDA

receptord k neurosteroidiim lezi na GluN2B podjednotce.
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Obrazek 5.12 Narist citlivosti NMDA receptorti k inhibi¢nimu ptisobeni PAhPim souvisi s CTD
GIluN2B podjednotky. 4) Ukazky elektrofyziologickych zaznami inhibi¢niho plsobeni PAhPim
na receptory WT (GIuN1/GIuN2B) a receptory s delecemi CTD: GluN1(R839X)/GluN2B(R847X),
GluN1(R839X)/GluN2B a GluN1/GluN2B(R847X) pfed a po Ca-stimulaci. Nakres vlevo naznacuje
mista mutaci. Aplikace PAhPim (30 pM) a 1 uM glutamatu je vyznacena bilym (respektive ¢ernym)
obdélnikem. Prekryv zaznami kontrolni (Cerné) a testované (Cervené) odpovédi zobrazuje narist
inhibice PAhPim po Ca-stimulaci (normalizovano na velikost proudu ptfed aplikaci PAhPim). B) Graf
reprezentuje pramér inhibice = SEM pro PAhPim (30 uM) pied a po Ca-stimulaci na receptorech
s delecemi CTD Viz Tabulka 5.10. WT: pfirozeny typ receptoru, CTD: C-terminalni doména, PAhPim:
pregnanolon hemipimelat.

Tabulka 5.10 Inhibi¢ni u¢inek PAhPim (30 uM) na GluN1/GIluN2B (WT) a mutované receptory
s delecemi CTD exprimované v HEK293 bunkéch pied (lkonmrola) @ po Ca-stimulaci (Zes).

Inhibice PAhPim (%) : ) -
p P p
1, kontrola 1 test Al n
WT 21,1+1,9 73.0+1,8 51,9+1.8 60 <0,001 - i
GIuN1(R839X)
4+2 +£27 -02+24 <0001 <0.001
/GluN2B(R847X) 04 =29 89827 0224 5 0938 <000 0,00
GIuN1(R839X)
+ + + < <
/GIuN2B 40,7+4,3 80,7+2,7 40,033 7 <0,001 0,001 0,023
GluN1
1+1 4+1 23403 2 ©0.001  <0.001
/GluN2BR847x) SO1FL 87TA=LT 23403 5 0295 <0.00 0,00

Data prezentovana jako primér £ SEM. *p-hodnoty porovnavaji statistickou vyznamnost mezi inhibici
v kontrolni (Ztonroa) a testované (ls)) odpovédi (parovy t-test); “p-hodnoty porovnavaji statistickou
vyznamnost mezi inhibici v kontrolni (lronroa) odpoveédi mutovanych receptord oproti WT
(jednofaktorova ANOVA a viceCetné srovnani vaci kontrole metodou Holm—gidék);
Ap-hodnoty porovnavajici statistickou vyznamnost mezi rozdilem inhibice 4/ u mutovanych receptori
oproti WT (jednofaktorova ANOVA a viceéetné srovnani viiéi kontrole metodou Holm-Sidak).
PAhPim: pregnanolon hemipimelat; WT: pfirozeny typ receptoru; CTD: C-termindlni doména;
I: relativni mira inhibice; A4/: narust inhibice; n: po¢et bunék; SEM: stfedni chyba prumeéru.
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Dalsi experimenty byly proto zaméteny na CTD GIluN2B podjednotky NMDA receptort,
ktera je interakénim partnerem fady molekul a také cilem posttranslaénich modifikaci (Warnet
et al., 2020). Cilenou mutagenezi a postupnym zkracovanim CTD GIluN2B podjednotky byla
identifikovana oblast E847X-E878X, ktera je kliCova pro narist inhibice jiz pied Ca-stimulaci
oproti WT (Obrazek 5.13; Tabulka 5.11). Mira inhibice PAhPim (30 uM) v kontrolni odpovédi
méfené na mutovaném receptoru GluN1/GluN2B(E878X) je svoji hodnotou mezi inhibici
kontrolni odpovédi méfené na WT a receptorech s plné deletovanou CTD GIluN2B podjednotky
(GIuN1/GluN2B(R827X).

A GIuN1/GIuN2B_E878X GluN1/GIuN2B_S870X
Kontrola Test Kontrola Test
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Obrazek 5.13 Za nartst citlivosti NMDA receptorti k inhibi¢nimu ptisobeni PAhPim je zodpovédna
oblast na CTD GIuN2B v blizkosti membrany. Nakres vlevo naznacuje mista mutaci — postupného
zkracovani CTD GluN2B podjednotky 4) Ukazky elektrofyziologickych zaznamu inhibi¢niho plisobeni
PAhPim na GluN1/GluN2B(E878X) a GluN1/GluN2B(S870X) receptory pied a po Ca-stimulaci.
Aplikace PAhPim (30 pM) a 1 pM glutamatu je vyznacena bilym (respektive ¢ernym) obdélnikem.
Prekryv zdznami kontrolni (Cerné) a testované (Cervené) odpoveédi zobrazuje nartst inhibice PAhPim
po Ca-stimulaci (normalizovano na velikost proudu pted aplikaci PAhPim). B) Graf reprezentuje
pramér inhibice = SEM pro PAhPim (30 uM) pied a po Ca-stimulaci na mutovanych receptorech, kdy
byla postupné zkracovdna CTD GIluN2B podjednotky. Viz Tabulka 5.11. PAhPim: pregnanolon
hemipimelat; WT: ptirozeny typ receptoru, CTD: C-terminalni doména.
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Tabulka 5.11 Inhibi¢ni uc¢inek PAhPim (30 uM) na GluN1/GluN2B (WT) a mutované
receptory s postupné zkracovanou CTD GluN2B podjednotky exprimované v HEK293 bunkach
pted (Zkontroia) @ po Ca-stimulaci (Zes).

Inhibice PAhPim (%)

Tkontrola Liest Al n *P #p Ap

WT 21,1+19 73,0+1,8 519=+1,8 60 <0,001 - -
Y1281X 30,3+104 699+7,1 39,6+£44 5 <0,001 0,535 0,15
Y1004X 224+48 64,1+79 418+39 6 <0,001 0,997 0,198

E955X 17,8 £5,5 742+6,0 563+69 5 0,001 0,974 0,816
1925X 21,2+49 70,2+5,1 489+4,0 5 <0,001 0,984 0,840
T888X 20,5+7,1 70,4+75 499+£53 4 0,003 0,934 0,754
7
5
5
4
5

E878X 39,4+4,1 76,1 +42 36,8+4,0 <0,001 0,005 0,014
S870X 84,110 87,7+2,0 50=£1,5 0,174 <0,001 <0,001
F862X 78,6 £23 82,0+£2,0 3,6+1,0 0,048 <0,001 <0,001
C854X 774+56 79,0+£52 51+13 0,632 <0,001 <0,001
R847X 86,1+19 874+1,7 23+03 0,295 <0,001 <0,001

Data prezentovana jako prumér £ SEM. *p-hodnoty porovnavaji statistickou vyznamnost mezi inhibici
v kontrolni (Zkonroia) a testované (Ires) odpovédi (parovy t-test); “p-hodnoty porovnavaji statistickou
vyznamnost mezi inhibici v kontrolni (lronsois) odpovédi mutovanych receptort oproti WT
(jednofaktorova ANOVA a vicetetné srovnani vici kontrole metodou Holm-Sidak); 4p-hodnoty
porovnavaji statistickou vyznamnost mezi rozdilem inhibice 4/ u mutovanych receptorti oproti WT
(jednofaktorova ANOVA a vice&etné srovnani vii¢i kontrole metodou Holm-Sidék).

PAhPim: pregnanolon hemipimelat; WT: pfirozeny typ receptoru; CTD: C-terminalni doména;
[: relativni mira inhibice; 4/: narist inhibice; n: pocet bun€k; SEM: stfedni chyba priméru.

Pomoci online predikéniho programu CSS-Palm 2.0 (Ren et al, 2008) a poznatkl z
literatury (Hayashi et al., 2009) byly v této oblasti (R847-E878) predikovany tfi cysteiny C849,
C854 a C871, které mohou byt posttranslaéne palmitoylovany. Pomoci cilené mutageneze byly
ptfipraveny mutantni formy NMDA receptorii s ndhradou téchto Cys za Ala, ktery znemoziluje
palmitoylaci (neobsahuje —SH skupinu, na kterou by se mohl véazat zbytek kyseliny palmitove)

a takto mutovany receptor se chova jako depalmitoylovany (Obrazek 5.14).

V ptipad¢ nadhrady vSech tii cysteind za alanin GluN2B(AAA) byla jiz mira inhibice 30 pM
PAhPim v kontrolni odpovédi vyrazné zvySena oproti WT a po Ca-stimulaci doslo jiz jen
k mirnému navySeni (Obrazek 5.14, Tabulka 5.12). Rozdiln€ oproti WT se chovaly 1 mutantni
formy receptoru, kdy byl zaménén vzdy pouze jeden cystein za alanin: C849A (GIuN2B(ACC)),
C854A (GluN2B(CACQ)) ¢1 C871A (GluN2B(CCA)) nebo kdy byly nahrazeny vSechny tfi
cysteiny na zkracené podjednotce GluN2B(AAA)E787X (Obrazek 5.14, Tabulka 5.12).
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Obrazek 5.14 GIuN2B receptory s mutovanymi plamitoylaénimi misty maji zvySenou citlivost
k PAhPim. A) Aminokyselinova sekvence CTD oblasti GluN2B podjednotky blizko membrany
(membranovy tUsek je vyznacen zlut€). Sedé jsou oznadend mista zkracovani CTD receptoru,
predikovana palmitoylacni mista jsou oznacena cervené. B) Ukazka kontrolni a testované odpovedi
na mutovaném receptoru GluN1/GluN2B(AAA), ktery méa vSechny tfi cysteiny C849, C854, C871
zaménény za alanin. Aplikace PAhPim (30 pM) a 1 uM glutamatu je vyznacena bilym (respektive
¢ernym) obdélnikem. Prekryv zaznamu kontrolni (Cerné) a testované (Cervené) odpoveédi zobrazuje
pouze mirny narust inhibice PAhPim po Ca-stimulaci (normalizovano na velikost proudu pted aplikaci
PAhPim). €) Graf reprezentuje pramér inhibice = SEM pro PAhPim (30 pM) pted a po Ca-stimulaci
na WT a mutovanych receptorech, kdy byly vSechny ¢i jednotlivé cysteiny zaménény za alanin.
Testovana byla i zaména vSech tfi cysteini na zkracené podjednotce GIuN2B(E787X). Viz Tabulka
5.12. D) Graf reprezentujici miru inhibice PAhPim (30 uM) na HEK293 burikach inkubovanych
s Tunicamycinem v kontrolni a testované odpovédi — body reprezentuji jednotlivé bunky, sloupcovy
graf jejich pramér (WT pro srovnani). WT: pfirozeny typ receptoru; CTD: C-terminalni doména,
PAhPim: pregnanolon hemipimelat.
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Tabulka 5.12 Inhibi¢ni ¢inek PAhPim (30 uM) na GluN1/GluN2B (WT), mutované receptory
s mutacemi palmitoylacnich mist na CTD GIluN2B podjednotky a WT receptorti po inkubaci
s Tunicamycinem exprimované v HEK293 buiikach pied (Zxonirola) @ po Ca-stimulaci (Zzes:).

Inhibice PAhPim (%)
Tontrota Trest Al n P #P P
WT 21,1£1,9 730+1,8 51,9+1,8 60 <0,001 - -
GIluN2B(AAA) 695+1,5 743+£20 48+1,6 9 0,018 <0,001 <0,0001
GluN2B(ACC) 71,3+44 80,7+2,0 94+25 5 0,020 <0,001 <0,0001
GIluN2B(CACQC) 522+26 738+£34 21,6+x24 9 <0,001 <0,001 <0,0001
GIluN2B(CCA) 679+24 783+14 104+27 7 0,008 <0,001 <0,0001

GluN2B(AAA)E878X 72,1+4,1 783+3,5 6,2+23 7 0,038 <0,001 <0,0001

Tunicamycin (WT)  48,3+59 76,5+4,7 38,0+74 10 <0,001 <0,001 0,002

Data prezentovana jako primér + SEM. *p-hodnoty porovnavaji statistickou vyznamnost mezi inhibici
v kontrolni (Jronroa) a testované (L) odpovédi (parovy t-test); “p-hodnoty porovnavaji statistickou
vyznamnost mezi inhibici v kontrolni (lionrors) odpoveédi mutovanych receptort oproti WT
(jednofaktorovi ANOVA a vicetetné srovnani vi¢i kontrole metodou Holm-Sidak); 4p-hodnoty
porovnavajici statistickou vyznamnost mezi rozdilem inhibice 4/ u mutovanych receptorti oproti WT
(jednofaktorova ANOVA a vicedetné srovnani vii¢i kontrole metodou Holm-Sidék).

PAhPim: pregnanolon hemipimeldt; WT: pfirozeny typ receptoru; CTD: C-termindlni doména;
I relativni mira inhibice; A4/: nartst inhibice; n: po¢et bunék; SEM: stfedni chyba prumeéru.

Pro dalsi potvrzeni, Ze pozorovany efekt skutecné€ souvisi s (de)palmitoylaci bylo provedeno
méfeni s antibiotikem tunicamycinem, které brani palmitoylaci (Patterson a Skene, 1995).
Bunky HEK293 exprimujici GluN1/GluN2B (WT) receptory byly inkubovany 1-2 hodiny pied
elektrofyziologickym snimanim v 1,2 pM tunicamycinu. Inhibice kontrolnich odpovédi
vyvoland PAhPim byla signifikantné vétsi (48,3 + 5,9 %; n = 10) neZ u bunék bez
tunicamycinové inkubace (21,1 £ 1,9 %; n = 60). To potvrzuje, ze palmitoylace ovliviiuje
citlivost NMDA receptorti na inhibi¢ni plisobeni neurosteroidi. V kontrolni odpovédi bunék
inkubovanych s tunicamycinem byly pozorovany dvé populace bunék, coz se da vysvétlit tim,
ze (de)palmitoylace je dynamicky proces a u nékterych bun¢k béhem 1-2 h inkubace nedoslo

k depalmitoylaci.
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Z téchto vysledkd vyplyva, ze zvysSend citlivost NMDA receptorti k inhibi¢nim
neurosteroidim po Ca-stimulaci souvisi s depalmitoylaci cysteinovych zbytkii C849, C854
a C871 na CTD GIuN2B v blizkosti membrany. Pro nariist inhibice PAhPim jiz v kontrolni

odpovédi sta¢i mutace (depalmitoylace) jediného cysteinu.

Jelikoz neurosteroidy jsou akompetitivni (,,use-dependentni*) inhibitory NMDA receptort
(Petrovic et al., 2005; Vyklicky et al., 2014) bylo cilem ov¢fit, zda zména jeho inhibi¢niho
pusobeni na NMDA receptory neni zplisobena nepiimo — Ca-indukovanou zménou
pravdépodobnosti otevieni (P,) nebo inaktivaci NMDA receptort. Z toho ditvodu byla méiena
mira inhibice 30 pM PAhPim na WT receptorech aktivovanych 0,55 uM (oproti 1 pM), coz
odpovida ptiblizné 50% aktivaci GIuN1/GluN2B NMDA receptort. Jako druhy pfistup byly
pouzity mutované receptory, které maji oproti GluN1/GluN2B (WT) receptoriim s P, = 9,7 +
2,8 % (n = 24) nizsi Po: (GluN1(I664G)/GluN2B) s mutaci v oblasti linkeru (P, = 3,5 + 0,6 %;
n =4) a (GluN1/GluN2B(V821A)) s mutaci v TMD (P, = 6,5 = 0,3 %; n = 4) (Hrcka Krausova
et al., 2020) (Obrazek 5.15, Tabulka 5.13). Testovana a kontrolni odpovéd’ PAhPim vyvolana
nizsi koncentraci glutamatu ¢i méfend na mutovanych receptorech se nelisila od WT odpovédi
vyvolanych 1 pM glutamatem. Z toho vyplyva, Ze nartist inhibi¢niho pisobeni PAhPim souvisi
s Ca-indukovanou depalmitoylaci NMDA receptorti a ne s pouhou zménou funk¢nich parametrii

receptoru.
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Obrazek 5.15 Nartst inhibice PAhPim neni zpisoben inaktivaci NMDA receptori ¢i nizsi
pravdépodobnosti otevieni. 4) Ukazka elektrofyziologického zaznamu inhibi¢niho ptisobeni PAhPim
na GluN1/GluN2B (WT) receptory aktivované 0,55 uM glutamatem, ktery odpovida mife inaktivace
NMDA receptorti po Ca-stimulaci. Aplikace PAhPim (30 uM) a 0,55 uM glutamatu je vyznacena bilym
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(respektive Cernym) obdélnikem. Prekryv zdznamii kontrolni (Cerné) a testované (Cervené) odpovédi
zobrazuje nartst inhibice PAhPim po Ca-stimulaci (normalizovano na velikost proudu pted aplikaci
PAhPim). B) Graf reprezentuje prumér inhibice + SEM pro PAhPim (30 uM) ptfed a po Ca-stimulaci
na odpovédi vyvolané 0,55 puM glutamatem a pro mutace sniz$i pravdépodobnosti otevieni.
Viz Tabulka 5.13. WT: pfirozeny typ receptoru; PAhPim: pregnanolon hemipimelat.

Tabulka 5.13 Inhibi¢ni uc¢inek PAhPim (30 pM) na GluN1/GluN2B (WT) a mutované
receptory se snizenou pravdépodobnosti otevieni a WT receptory aktivované 0,55 pM
glutamatem exprimované v HEK293 bunkach pted (lkonroia) @ po Ca-stimulaci (Zzes:).

Inhibice PAhPim (%)

*

Tiontrota Ttest Al n y 2

WT 21,1 +£1,9 73,0+ 1,8 51,9+ 1,8 60  <0,001
GluN1/GluN2B (0,55 pM Glu) 23,5+6,1 71,9 +£4,6 48,4 +6,0 8 <0,001
GluN1(1664G)/GluN2B 249 +2.8 68,5+ 8,2 43,6 + 8,5 4 0,014

GluN1/GluN2B(V821A) 12,0+ 6,4 63,8 +11,8 51,8 £9,1 4 0,001

Data prezentovana jako primér + SEM. *p-hodnoty porovnavaji statistickou vyznamnost mezi inhibici
v kontrolni (lkonrola) a testované (lies)) odpovédi (parovy t-test); Dalsi porovnani nebyla statisticky
vyznamna a nejsou uvedena v tabulce: ’p — porovnani statistické vyznamnosti mezi inhibici v kontrolni
(Tkontrola) odpovédi receptorti aktivovanych 0,55 uM glutamatem ¢i mutovanych receptord oproti WT
(jednofaktorovd ANOVA, “p = 0,556); “p — porovnani statistické vyznamnosti mezi inhibici v testované
(Iresr) odpovédi receptorti aktivovanych 0,55 puM glutamatem ¢i mutovanych receptord oproti WT
(jednofaktorova ANOVA, 'p = 0,619); “p — porovnani statistické vyznamnosti mezi rozdilem inhibice (A1)
u receptort aktivovanych 0,55 pM glutamatem ¢i mutovanych receptorti oproti WT (jednofaktorova
ANOVA, “p = 0,678).

PAhPim: pregnanolon hemipimelat; WT: pfirozeny typ receptoru; /I: relativni mira inhibice; A7: nartst
inhibice; n: po€et bunck; SEM: stfedni chyba priméru.

we

5.3.3 Neuroprotektivni tcinek neurosteroidi

V testech akutni toxicity na primarnich hipokampalnich neuronalnich kulturach bylo cilem
zjistit, zda Ca-indukované zvyseni inhibi¢niho plisobeni neurosteroidii na NMDA receptory
muze mit neuroprotektivni G¢inky. Inkubace neuronti s NMDA vede k jejich nadmérné aktivaci,
nardstu intracelularni koncentrace Ca?" a k bunééné smrti (Choi et al., 1988), kterou lze
kvantifikovat jako buiiky pozitivni na PI — marker bunécné smrti (vdze se na DNA mrtvych
bunék, u zdravych neprojde membranou). Neurony inkubované dvé hodiny s NMDA vykazuji

nartist mrtvych neuront v zévislosti na koncentraci NMDA (3, 10, 30 uM). Pokud ale byly
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neurony inkubovany s 30 uM NMDA spolu s neurosteroidem PAhPim (30 uM), je pozorovano
signifikantni snizeni PI-pozitivnich neuront, a tedy neuroprotektivni u¢inek PAhPim, ktery
koreluje s vysledky elektrofyziologickych experimentii, kdy je pozorovan narist inhibi¢niho
pusobeni PAhPim po Ca-stimulaci (Obrazek 5.16, Tabulka 5.14). Z toho dale vyplyva,
ze Ca-indukovany ndrGst inhibicniho pasobeni PAhPim na NMDA receptory probiha
za patologickych podminek, ¢imz by nemuselo dochazet k nezadoucim vedlej$§im efektim

na synapticky pfenos.
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Obrazek 5.16 Neuroprotektivni ucinek pregnanolon hemipimelatu (PAhPim) v testu akutni toxicity.
A) Ukazky hipokampalnich neuronti znacenych PI v kontrole, po inkubaci 30 pM PAhPim (PAhPim),
30 uM NMDA (NMDA) a 30 uM PAhPim a 30 pM NMDA (NMDA + PAhPim). Méfitko znaci 50 pm.
B) Graf vyjadiujici procento mrtvych neuronti pocitany jako pocet PI-znacenych neuronti vztazeny
na celkovy pocet neurond. # znaci signifikantni nartist poctu mrtvych neurond oproti kontrole, * znaci
signifikantni rozdil v % mrtvych neuronti mezi inkubaci neurontt s NMDA a NMDA+PAhPim
(viz Tabulka 5.14).
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Tabulka 5.14 Neuroprotektivni u¢inek PAhPim (30 uM) v testu akutni toxicity na neurondlnich

hipokampalnich kulturach.

*

Latka Mrtvé neurony (%) n D ‘P
A Kontrola 6,8 £ 0,6 11 A versus B
B PAhPim 8,3+1,0 10 0,212
C 3 tM NMDA 53£0,5 4 C versus D A versus C
D 3 uM NMDA + PAhPim 7,9+£22 4 0,303 0,667
E 10 uM NMDA 18,1£2,9 7 E versus F A versus E
F 10 pM NMDA + PAhPim 17,6 + 3,0 7 0,910 <0,001
G 30 M NMDA 34,127 9 G versus H A versus G
H 30 pM NMDA + PAhPim 22,1 +4,3 9 0,029 <0,001

Data prezentovana jako primér + SEM. ‘p-hodnoty porovndvaji statistickou vyznamnost mezi
procentem mrtvych neuront v kulturach inkubovanych bez a s PAhPim (nepérovy t-test); “p-hodnoty
porovnavaji statistickou vyznamnost mezi procentem mrtvych neuronti v kontrole a kulturach
inkubovanych s riiznou koncentraci NMDA (jednofaktorovda ANOVA a viceCetné srovnani vici kontrole

metodou Holm-Sidak).

PAhPim: pregnanolon hemipimelat; NMDA: N-methyl-D-aspartatova kyselina; n: pocCet nezavislych

opakovani; SEM: stfedni chyba pruméru.
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6 DISKUZE

6.1 Vztah mezi strukturou inhibi¢nich neurosteroidii a jejich schopnosti
modulovat NMDA receptory

NMDA receptory jsou zasadni pro excitacni pfenos a synaptickou plasticitu, ale jejich nadmérna
aktivace vede k excitotoxické bunécné smrti a patologickym stavim, které doprovazi naptiklad
traumatické poskozeni mozku, mrtvici ¢i neurodegenerativni onemocnéni jako Alzheimerova,
Parkinsonova a Huntingtonova choroba (Dingledine et al., 1999). I proto se hledaji zptisoby, jak
selektivné inhibovat nadmérnou aktivaci NMDA receptora pii zachovani excita¢niho pienosu.

Jednim ze zptsobt jsou inhibi¢ni neurosteroidy odvozené od PAS.

Z tady predchozich SAR studii vyplyva, Ze pro zachovani inhibi¢niho pisobeni strukturnich
analogti PAS na NMDA receptory je dulezity zaporné nabity substituent v a-stereochemii na C3
a B-stereochemie na C5 steroidniho jadra (Irwin et al., 1994; Park-Chung ef al., 1997; Weaver
et al., 2000). Nasledn¢ se ukazalo, Ze zaporné nabity substituent na C3 steroidniho jadra PAS
muze byt nahrazen substituentem s pozitivnim ¢i obojetnym nabojem (amfiont) pfi zachovani

inhibi¢niho uc¢inku C3-substituentu (Borovska et al., 2012).

V dal8i SAR studii (Kudova ef al., 2015) byl objasnén vyznam substituentll na pozicich,
C16 a C17 PAS neboli modifikace D-kruhu, kdy doSlo k vyznamnému zlepSeni inhibi¢nich
ucinkit nové syntetizovanych neurosteroidi (/Cso od 90 nM do 5,4 uM) oproti PAS
(ICsp= 24,6 £ 2,4 uM). V této navazujici studii byl objasnén vyznam samotného steroidniho
D-kruhu, kdy byla testovana nova série latek 1.1-1.10 odvozenych od PAS s modifikaci na C2,
C7 a C8 perhydrofenantrenového kruhu. VSechny testované latky 1.1-1.10, kterym zcela chybi
D-kruh steroidniho jadra, si zachovaly inhibi¢ni piisobeni na NMDA receptory. Jejich hodnoty
1Cs0 jsou ale aZ na latky 1.9 a 1.10, které na C7 a C8 nenesou Zadné substituenty, vyssi nez
pro piirozené se vyskytujici PAS, a tedy tyto strukturni modifikace nevedou ke zlepSeni u€inki.
Jednim z moZnych vysvétleni je, ze chybéjici D-kruh zvySuje lipofilitu latek, a tedy zvySuje

hodnotu /Cso (Kudova et al., 2015; Slavikova et al., 2016).

Pro ptipadné klinické vyuziti je dlleZitd specificita i€inku, proto bylo nasim cilem zjistit,
zda chybéjici D-kruh steroidniho jadra ovlivituje podjednotkovou specificitu. U nejucinnéjsiho

inhibitoru ztestované série, latky 1.9, byla méfena podjednotkova specificita
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na rekombinantnich GluN1/GluN2A-D a nativnich NMDA, AMPA a GABA receptorech.
Latka 1.9, vykazuje mirnou podjednotkovou specificitu pro GIuN2B oproti GIuN2A, GluN2C a
GIluN2D, kdy je pro GluN2B signifikantn¢ méné¢ ucinnym inhibitorem (Obrazek 5.2; Tabulka
5.2). Tim se odliSuje od PAS, ktery je piiblizné dvakrat u€inné&jsi inhibitor podjednotek GluN2C
a GIuN2D ((ICsp=26 a 30 uM) nez GIluN2A a GIluN2B (/Cso= 50 a 44 uM) (Petrovic et al. 2005).

Chybéjici D-kruh u latky 1.9 ale hraje roli v selektivité G¢inku mezi nativnimi NMDA
a GABA receptory. Latka 1.9 je 4,4x ucinnéjsi inhibitor GABA nez NMDA receptorti (Obrazek
5.3; Tabulka 5.3). V porovnani 178-methyl-5p-androstan-3a-yl 3-sulfat — strukturni analog PAS
s methylovym substituentem na C17, ktery byl nejicinngjSim inhibitorem z testované série
modifikaci D-kruhu (Kudova ef al., 2015) — nema signifikantné odlisné ptisobeni na nativnich
GABA a NMDA receptorech (Kudova et al., 2015). Objasnéni vyznamu D-kruhu
pro receptorovou selektivitu je dualezitd informace pro dals§i SAR studie. Nicméné
i kombinovany uc¢inek neurosteroidit na NMDA a GABA receptory vykazuje neuroprotektivni
ucinky bez vedlejsich psychomimetickych ucinki (Rambousek et al., 2011; Kleteckova et al.,
2014; Holubova et al., 2014; Vyklicky et al., 2016). Latka 1.9 je zaroven Sestkrat ucinng;jsi
inhibitor nativnich NMDA receptorti nez AMPA receptortl, coZ je obdobné jako u 17p3-methyl-
5B-androstan-3a-yl 3-sulfatu (Kudova et al., 2015), jenz je desetkrat Uc¢inngj$i inhibitor

nativnich NMDA receptori neZ AMPA receptoril.

Druhou testovanou skupinou latek byly amidové neurosteroidy odvozené od PAS a PAG.
Neurosteroid PAG, synteticky analog PAS (Borovskd et al, 2012), ktery prochazi
hematoencefalickou bariérou, v predchozich in vivo studiich vykazoval neuroprotektivni
ucinky, kdy PAG nezptsobuje vedlejsi psychomimetické symptomy a snizuje excitotoxické
poskozeni mozku (Rambousek er al., 2011), v behaviordlnich testech mé anxiolytické
a antidepresivni ¢inky (Holubova et al., 2014) a v modelu fokalni cerebralni ischemie vykazuje

neuroprotektivni ucinky (Kleteckova et al., 2014).

Inhibi¢ni ucinky PAG jsou ale dvakrat horsi (ICso = 52 uM) nez pro nativni PAS
(ICsp =25 uM), proto byla pfipravena nova série latek 2.2-2.12 — C3-amidovych analogi PAS
s modifikacemi na C17 —s cilem nalézt i¢inngj$i inhibitory NMDA receptorti. Druhou motivaci
pro SAR studie C3-amidovych neurosteroidl byl fakt, ze C3-hemiesterova vazba je in vivo

nachylna k hydrolyze pomoci esterdz. To vedlo k syntéze skupiny latek, kde rGzné negativné
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nabité substituenty jsou na C3 steroidniho jadra ptfipojeny pomoci amidové vazby s cilem zlepsit
ucinek, rozpustnost, propustnost a nachylnost k degradaci v organismu. Tato strukturni
C3-amidova modifikace se ukazala jako isp€Sna, protoze vSechny nove piipravené analogy maji
nizni hodnoty ICso (od 1,4 do 21,7 uM) a jsou tak uc¢inn€j$imi inhibitory GluN1/GluN2B
receptort nez vychozi PAS a PAG (ICso =25 a 52 uM).

Pro dalsi charakterizaci byla vybrana latka 2.6 — C3-amidovy analog PAS bez substituentu
na C17. Na rekombinantnich GluN1/GluN2A-D receptorech nevykazuje podjednotkovou
specificitu (Tabulka 5.5). Z toho 1ze usuzovat, ze za podjednotkovou specificitu je zodpovédna
kombinace substituentii na C3 a C17, protoze latky 2.6 (C3-amid, C17-bez substituentu), 1.9
(C3-sulfat, bez D-kruhu) ¢i 17B-methyl-5p-androstan-3a-yl 3-sulfat (C3-sulfat, C17 methyl)
(Kudova et al, 2015) nejsou na rozdil od PAS (Petrovic et al, 2005) specifické
pro rekombinantni podjednotky NMDA receptort.

Pii méteni na nativnich receptorech v hipokampalnich neurondlnich kulturach (Obréazek 5.5;
Tabulka 5.6) je ale latka 2.6 piiblizn€ dvakrat u¢inn€j§im inhibitorem nativnich NMDA receptorii
nez GABA receptorii (/Cso = 8,3 vs. 17,0 uM), coz je odlisné od diive studovanych strukturnich
analogll (Kudova et al.,, 2015; Slavikova et al., 2016), jejichZ u¢inek se na NMDA a GABA
receptory neli$il ¢i byl vyssi pro GABA receptory. Zaroven latka 2.6 m4a minimalni G¢inek
na AMPA receptory (ICso=276 uM), coz je opét vyrazné vyssi hodnota /Csonez pro PAS a diive
studované analogy (Kudova ef al., 2015; Vyklicky et al., 2016; Slavikova et al., 2016).

Kromé& toho se ukézalo, Ze PAS a jeho syntetické analogy, piedev§im pregnanolon
hemipimelat (PAhPim) (Vyklicky et al, 2016), preferencné inhibuji tonicky aktivované
receptory bez vlivu na fazicky aktivované receptory, coz je dalsi dulezita vlastnost pro piipadné
terapeutické  vyuZiti neurosteroidu jako neuroprotektivni latky bez  vedlejSich
psychomimetickych ucinkd. I latka 2.6 vykazuje vys$si inhibi¢ni plisobeni na tonicky aktivované

NMDA a GABA receptory (Adla et al., 2018).

V ramci dalSich doporucenych testii pro brzké faze vyvoje novych 1é€iv (Geret ef al., 2009)
bylo stanoveno, Ze latka 2.6 neni mitotoxickd ani hepatotoxickd, nezplsobuje indukci
reaktivnich kyslikovych radikalti (ROS) a ma vyssi stabilitu v krevni plasmé nez PAG, coz
z latky 2.6 déla vychozi latku pro dalsi testovani a navazujici SAR studie s cilem optimalizovat

farmakologické a farmakokinetické parametry (Adla et al., 2018).
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6.2 Vztah mezi strukturou potencia¢nich neurosteroidii a jejich schopnosti
modulovat NMDA receptory

Nadmeérna aktivace NMDA receptort stejné jako jejich hypofunkce vede k rad¢ patologickych
stavl. Nedostatecna aktivita NMDA receptort je spojovana s mentalnim postizenim a s vékem
podminénou ztratou paméti, ale 1 s poruchami autistického spektra a schizofrenii. S rozvojem
sekvenacnich metod v poslednich letech byly objeveny mutace v genech GRIN kodujici
podjednotky NMDA receptorti, které ptimo souvisi s hypofunkci NMDA receptort (Hu et al.,
2016; Vyklicky et al, 2018). Jednou z moznosti, jak kompenzovat hypofunkci NMDA
receptord, jsou neurosteroidy s potenciacnim ucfinkem. U pfirozené se vyskytujiciho

neurosteroidu PES jiz byl popsan efekt na zlepSeni paméti po in vivo podani (Flood et al., 1992).

VétSina studii vztahu mezi strukturou a G¢inkem neurosteroidii se zaméfuje na inhibicni
syntetické analogy odvozené od PAS, a tak o vztahu mezi strukturou a u¢inkem pozitivnich
alosterickych modulatori NMDA receptorii stale nebylo pfili§ informaci. V této pilotni studii
byl po vzoru strukturnich analogti PAS testovan vztah mezi délkou substituentu na C3 a riznymi

modifikacemi na C17 steroidniho kruhu PES.

Vsechny testované latky 3.2-3.24 vykazovaly potenciaéni efekt, ztoho vyplyva,
ze modifikace ani kompletni odstranéni substituentu na C17 nezplsobi ztratu potenciaéniho
ucinku analogli PES. Nejucinnéjsi byly strukturni analogy androst-5-enu (latky 3.14-3.18) —
neurosteroidy bez substituentu na C17. Nejucinngjsi neurosteroid z celé testované série, latka
3.15, potencoval odpovédi GluN1/GluN2B receptort vice nez ¢tyfti a pul krat. To je ve shodé
s vysledky SAR studie inhibi¢nich neurosteroidd, kdy neurosteroidy bez substituentu na C17
jsou uc¢innéjsi modulatory NMDA receptorti nez ptirozené vyskytujici se PAS (Kudova ef al.,

2015; Slavikova et al., 2016; Adla et al. 2018).

Substituent na C17 také ovliviiuje optimalni délku C3-hemiesterového zbytku
pro maximalni potenciacni G¢inek. Ze skupiny 20-oxo-pregn-5-enil byla nejucinnéjsi latka 3.6
s Sestiuhlikatym C3 zbytkem, po odstranéni 20-oxo skupiny (skupina pregn-5-enli) se
nejucinngjsi stala latka 3.11 s petiuhlikatym C3 zbytkem a pokud byl C17 zcela bez substituentu
(skupina androst-5-en1) nejucinnéjsi byla latka 3.15 se ¢tyfuhlikatym C3 zbytkem. U 17-oxo

substituentu byla naopak nejucinné;si latka 3.24 s devitiuhlikatym C3-zbytkem. Z vysledkt déle

vyplyva, ze do vazebného mista pro potenciacni neurosteroidy se pii zachovani potenciac¢niho
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ucinku na GluN1/GIuN2B mohou vazat neurosteroidy s variabilni délkou C3-substituentu —
od kratkych dvouuhlikatych (latka 3.2) az po dlouhé desetiuhlikaté (latka 3.24) hemiesterové
zbytky.

v

U C3-hemiesterovych analogii PAS byl nejac¢inné€jsi inhibitor pregnanolon hemipimelat —
latka s hemiesterovym (sedmiuhlikatym) substituentem, nejdelSim z testované série (Vyklicky
et al. 2016). C3-hemiesterovy analog PES (latka 3.7), mél ztestované skupiny
20-oxo-pregn-5-enil (latky3.2-3.8) nejvyssi Enax, nejvetsi relativni afinitu (nejnizsi ECso) ale
méla latka 3.6 s Sestiuhlikatym hemiadipatovym C3-zbytkem. Hodnota ECsy se v ramci skupiny
20-oxo-pregn-5-ent Sestinasobn¢ liSila — od ECso 8,5 uM (latka 3.6) az po ECsp = 48,6 uM
(latka 3.2). U latek 3.2, 3.4 a 3.5 byl jiz dfive popsan potenciacni efekt na NMDA méteny jako

akumulace Ca®" v hipokampélnich neuronech (Weaver et al., 2000).

Latka 3.6 ma ptiblizn¢ stejny Gc¢inek na jednotlivé podjednotky NMDA receptorli, ¢imz se
1i81 od PES, ktery ma na NMDA receptory kombinovany potenciacné-inhibi¢ni efekt. Vysledny
potenciacni uc¢inek PES na GluN2A a GluN2B a inhibi¢ni na GluN2C a GluN2D je vysledkem
jeho rozdilné efektivity nez zdanlivé afinity, jeZ je naopak vysSi pro podjednotky GluN2C
a GluN2D neZ pro GluN2A a GluN2B (Horak et al., 2004; Horak et al., 2006). Pro latku 3.6
kombinovany efekt nebyl pozorovan (Obrazek 5.7) (Krausova et al., 2018). Teprve v lonském
roce bylo identifikovano vazebné potencia¢ni misto PES nachazejici se v transmembranoveé
doméné na M1 a M4 helixech GluN2B a M3 helixu GluN1, kdy potencia¢ni G¢inek PES je
zpisobem stabilizaci otevieného stavu M3 helixu GIluN1 podjednotky (Hrcka Krausova

et al.,2020).

Na nativnich receptorech v hipokampalnich kulturach ma latka 3.6 a PES typové stejné
ucinky — obé& potencuji NMDA receptory a inhibuji AMPA a GABA receptory, lisi se ale mirou
ucinku (Obrazek 5.8). Latka 3.6 je vice selektivni, protoZe ma jen minimalni u¢inek na AMPA
receptory a je uc¢inn€js$i modulator nativnich NMDA receptori (potenciace) a GABA (inhibice)

receptort neZ PES.
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6.3 Vliv Ca’'na inhibi¢ni pisobeni neurosteroidit na NMDA receptory

Béhem naSich SAR experimentt byl u inhibi¢nich neurosteroidi pozorovan rozptyl u¢inku
na NMDA receptory 1 o vice nez 30 procent, ¢asto i pii opakované aplikaci neurosteroidu
béhem delsiho méfeni na jedné bunce. To néas vedlo k myslence, Ze by citlivost NMDA
receptord k inhibi¢nim neurosteroidim mohla byt ovlivnéna vnitinimi mechanismy bunék. A
jelikoz NMDA receptory jsou po aktivaci propustné pro Ca** (MacDermott et al., 1986) a tim
se podili na fadé signaliza¢nich procestl, nagim cilem bylo objasnit mozny vliv Ca** na uéinek

neurosteroid na NMDA receptory.

V prvnim kroku byl optimalizovan protokol Ca-stimulace. Intracelularni koncentrace Ca*"
byla zvy$ovana prostiednictvim dialyzy intracelularniho prostoru pomoci ICS obsahujici Ca**
¢i riizné dlouhou aktivaci NMDA receptorii v pfitomnosti Ca*. Testovano bylo také pouZiti
ruznych chelata¢nich ¢inidel — BAPTA s rychlou kinetikou ¢i EGTA s pomalejsi kinetikou
vazby (Stern, 1992), kdy ale nebyl pozorovan Zadny rozdil v i€¢inku na miru inhibice, protoze

pravdépodobné u obou ¢inidel byla Ca-stimulaci ptekrocena jejich pufrovaci kapacita.

Vsechny zpisoby zvyseni intracelularni koncentrace Ca** vedly ke zvyseni inhibi¢niho
pusobeni neurosteroidii. V dalSich experimentech byl k Ca-stimulaci vyuZzivan protokol
aktivace NMDA receptorti 1 mM glutamédtem v prosttedi 2 mM Ca*" ECS po dobu 50 s, ktery
nejvice pripomina ptirozenou aktivaci NMDA receptort. Tato Ca-stimulace nebyla pro buiky
prili$ toxicka a umoznila dalSi méfeni elektrofyziologickych odpovédi (testovand odpovéd),
zaroven ale bylo dosazeno stabilniho efektu. Pfi opakované Ca-stimulaci byla mira inhibice
PAhPim v testované odpovédi podobna jako jiZz po prvni Ca-stimulaci. U nékterych bunék
doslo pfi opakované Ca-stimulaci k mirnému naristu (o 6—18 %) miry inhibice PAhPim na
hodnoty = podobné  mife  inhibicer PAhPim na  mutovanych  receptorech
GluN1(R839X)/GluN2B(R847X), kterym chybi obé CTD. Z toho lze usuzovat, Ze mira

inhibice PAhPim na mutovanych receptorech bez CTD dosahuje svého maxima.

To, ze pozorovany efekt skute¢né souvisi s narfistem intracelularni koncentrace Ca**
bylo potvrzeno i méfenim po stimulaci v ECS bez Ca®" (Obrazek 5.10), kdy nedoslo
k signifikantnimu narustu miry inhibice oproti stimulaci v 2 mM Ca®" ECS (Ca-stimulace).
Méieni volné koncentrace Ca** pomoci FURA a soucasné elektrofyziologické snimani

potvrdilo, ze zvySend citlivost NMDA receptorti k neurosteroidiim pietrvava i 30 minut
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po Ca-stimulaci, nezavisle na aktualni intraceluldrni koncentraci Ca?* (Obrazek 5.11) a Ca**

tak maji spiSe signaliza¢ni roli.

Postupnou mutaci NMDA receptorti byl objasnén molekularni mechanismus zvyseného
inhibi¢niho piisobeni neurosteroidii na NMDA receptory. Protoze aktivaci NMDA receptort
dochézi ke zvySeni intraceluldrni koncentrace Ca®’, byla studie v prvnim kroku zaméfena
na CTD podjednotek GluN1/GluN2B NMDA receptorti (Obrazek 5.12). Pti deleci CTD GluN1
dochazelo k nartstu inhibice po Ca-stimulaci podobné jako u WT receptorti. Pokud ale byla
mutaci odstranéna CTD obou podjednotek (GluN1(R839X)/GluN2B(R847X) nebo pouze CTD
GIluN2B, nartst inhibice byl pozorovan jiz v kontrolnich odpovédi a po Ca-stimulaci
nedochazelo k dal§im zménam, coz vedlo k pfedpokladu, ze misto zodpovédné za regulaci
zvySené citlivosti NMDA receptori k inhibi¢énim neurosteroidim lezi na CTD GIluN2B
podjednotky. CTD GIuN2B podjednotky je interakénim mistem fady proteinli, naptiklad
postsynaptického PSD-95 (postsynaptic density protein-95) (Kornau et al., 1995), a-actininu
(Wyszynski et al., 1997), a mistem, kde probihaji posttranlacni modifikace jako napiiklad
fosforylace (Chen a Roche, 2007), palmitoylace (Hayashi ef al.,, 2021) ¢i ubiquitinace (Jurd
et al.,2008).

V dalsim kroku byla systematickou mutaci NMDA receptorti identifikovana oblast na CTD
GIluN2B podjednotky v tésné blizkosti membrany (R847-E878), kterda se vyznamné podili
na zvySené citlivosti NMDA receptorti k inhibi¢nim neurosteroidim (Obrazek 5.13). V této
oblasti byly identifikovany tfi cysteiny, které mohou byt palmitoylovany (Hayashi et al., 2009)
(Obrazek 5.14). Palmitoylace je vratnd posttranslacni modifikace, kdy dochazi k ptipojeni
Sestnactiuhlikového acylového  zbytku kyseliny palmitové na cystein  Cinnosti
palmitoyltranferaz. Naopak depalmitoylace probihd prostfednictvim palmitoylthioesteraz
(Conibear a Davis, 2010). Palmitoylace se prostfednictvim protein-protein interakci a interakeci
protein s membranou podili na signalizaci, sbalovani proteint, transportu, lokalizaci i orientaci
v membran¢ (Charollais a Van Der Goot, 2009; Matt et al., 2019). Palmitoylace byla popsana
pro mnoho protein lokalizovanych blizko bunééné membrany nebo v cytoplazmé, vcetné
iontovych kanali — NMDA (Hayashi, 2021), AMPA (Hayashi et al., 2005), GABAa
(Rathenberg et al., 2004), kainatovych (Pickering ef al., 1995) ¢i purinergnich P2X7 receptorti
(Gonnord et al., 2009).
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Podjednotka GluN1, ktera je soucasti vSech funkénich NMDA receptori, neni
palmitoylovana (Hayashi, 2021). Podjednotky GluN2A a GluN2B NMDA receptori maji
na CTD dvé palmitoylacni mista. Palmitoylace prvni oblasti v blizkosti membrany (C848,
C853, C870 na GIuN2A; C849, C854, C871 na GIuN2B) stabilizuje NMDA receptory
na povrchu, a tim zvySuje povrchovou expresi. Naopak palmitoylace v druhé oblasti (C1214,
C1217, C1236, C1239 na GluN2A; C1215, C1218, C1239, C1242, C1245 na GluN2B) snizuje
povrchovou expresi NMDA receptort, protoze dochdzi k zadrzovani receptortit v Golgiho

komplexu (Hayashi et al., 2009; Hayashi, 2021).

Podobné¢ GluA podjednotka AMPA receptorti ma dvé znama palmitoylacni mista, prvni
v M2 membranové doméné¢, jehoz palmitoylace zvySuje povrchovou expresi receptord, a druhé
na CTD, které naopak, pokud je palmitoylované, snizuje povrchovou expresi a PKC fosforylaci
serint 816 a 818 na CTD GluA1 AMPA receptort (Lin et al., 2009; Hayashi, 2021). Na CTD
homomernich GluK2 kainatovych receptorii byla popsana dvé palmitoylacni mista (C827,

C840), ktera snizuji PKC fosforylaci (Pickering et al., 1995).

Porovnani sekvenci CTD v blizkosti membrany 1 u dalSich glutamatovych receptort
(Obrazek 6.1) naznacuje, ze interakce CTD podjednotek GluN2A-D, GluAl a GluK1-2
s membranou, by mohla byt ovliviiovdna (de)palmitoylaci v podobném duchu, jako v naSem
pfipadé¢ popsana interakce CTD GluN2B. Na podjednotkach GluN1, GluN3A, GluA2-3 v CTD
oblasti blizké membrané se cysteinové zbytky, které by mohly byt palmitoylovany, nevyskytuji.
Pti pilotnim experimentu vlivu Ca-stimulace na GluN1/GluN2A receptory byl obdobné jako
u GluN1/GluN2B pozorovan nartst inhibice v testované odpovédi po Ca-stimulaci, ale
vzhledem k jinym biofyzikalnim parametriim jednotlivych podjednotek by pro GluN1/GluN2A

bylo potieba optimalizovat protokol Ca-stimulace.
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GluN1 828) EIAY--—-—-—- K-RHKDARRKOMQLAFAAVNVWR-—-—-————-—-—— K== NLODRKSGRAEPDP
GluN2A (837) EHLFYWKLRF-CFTGVCSDRPGLLEFSISRGIY----------— S————- CIHGVHIEEKKK--
GluN2B (838) EHLEFYWQFRH-CFMGVCSGKPGMVFSISRGIY-—-—-——————-— S————- CIHGVAIEERQSVM
GluN2C (846) EHLVYWKLRH-SVPN--SSQLDFLLAFSRGIY----------— S————- CFNGVQSLPSPARP
GluN2D (860) EHLVYWRLRH-CLGP--THRMDFLLAFSRGMY----------— S————- CCSAEAAPP-PAKP

GluAl 827) EFCYKSRSESKRMKGFCLIP-QQSINEAIRTSTLPRNSGAGASGGGGSGENGRVVS—QDFPK
GluA2 834) EFCYKSRAEAKRMKVAKNPQ---NINPSSSQN--SONFATYKEGYNVYGIESVKI--—-----
GluA3 839) EFCYKSRAESKRMKLTKNTQ---NFKPAPATN--TONYATYREGYNVYGTESVKI-------
GluK1l 856) EFLYKSRKNNDVEQKGKSSRLREYFRNK-----—--—-—--—-—-—- VRFHGSKKESLGVEKCLSFEN
GluK2 841) EFLYKSKKNAQLEKRSFCSA-—————————————— - —————mm—————mm——————— ——

( )
( )
( )
( )
( )
GluN3A (949) EHIVHRLLLP-RIKNKS--KLQYWLHTSQRFH---------- R----- ALNTSFVEEKQPRS
( )
( )
( )
( )
( )

Obrazek 6.1 Porovnani aminokyselinovych sekvenci ¢asti C-terminalni domény (CTD) v tésné
blizkosti membrany jednotlivych podjednotek NMDA, AMPA a kainatovych receptorii potkana
obecného (Rattus norvegicus). Na membranovou c¢ast M4 domény (vyznacena zlut€) navazuje
aminokyselinova sekvence ¢asti CTD, cysteiny jsou vyznaceny ¢erveng, ¢islovani odpovida finalnimu
proteinu.

Ackoliv se tfada studii zaméfuje na souvislost mezi palmitoylaci a povrchovou expresi
¢i prostorovou orientaci receptort (Shipston, 2011; Lussier et al., 2015), relativné malo
informaci méme o vlivu palmitoylace na funkéni a kinetické parametry receptorti. Palmitoylace
napétove tfizenych draselnych kanald (Kv-1.1) zvysuje napétovou senzitivitu (Gubitosi-Klug
et al., 2005), zatimco palmitoylace B2a podjednotky N-typu vapnikovych kanali ovliviuje
napétove-zavislou inaktivaci (Qin ef al., 1998). Alaninova zaména tii cysteinii (C848, C853,
C870) na GluN2A podjednotce NMDA receptoru vedla ke sniZeni potencia¢niho uinku
kyseliny dokosahexaenové (DHA) na NMDA receptory (Wilding ef al., 2016).

V ramci studie (Hubalkova et al., 2021) byl kromé vlivu palmitoylace na citlivost NMDA
receptorti k inhibicnim neurosteroidim zkoumadn i vliv palmitoylace na funkéni kinetické
vlastnosti NMDA receptort, kdy bylo provedeno sniméni jednotlivych kanall (single-channel
recordings) v HEK293 bunkdch exprimujicich GIluN1/GluN2B (WT) nebo
GluN1/GluN2B(AAA) receptory. Na zdklad¢ snimani spontdnni aktivity jednotlivych kanalt
byly vypocitany kinetické parametry jako je pravdépodobnost otevieni (P, — Open
Probability), primérnd doba otevieni (MOT — Mean Open Time) a primérnd doba zavieni
(MCT - Mean Closed Time). Mutované GluN1/GluN2B(AAA) receptory vykazovaly 55%
pokles P, oproti WT (z P, = 0,10 £ 0,02 pro WT na P, = 0,045 + 0,011 pro mutovany receptor,
p = 0,032, neparovy t-test) a také prodlouzeni doby strdvené v zavieném stavu receptoru
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(MCT =83 £29 ms pro WT a MCT = 159 £ 39 ms pro mutovany receptor), tato hodnota ale
nebyla statisticky vyznamna (p = 0,131, neparovy t-test) (Hubalkova et al., 2021).

Detailnéjsi analyza kinetickych parametri odhalila u mutovanych (depalmitoylovanych)
receptort GluN1/GIluN2B(AAA) zmény v distribuci jednotlivych kinetickych parametrii pro
otvirdni i zavirani kanala — s preferenci pro zavieny stav — oproti WT (Hubalkova et al., 2021).
Tyto vysledky naznacuji, Ze depalmitoylace CTD GIluN2B podjednotky NMDA receptoru
v tésné blizkosti membrany ma vliv na funk¢ni kinetické vlastnosti NMDA receptorti a mohou
poskytnou alternativni vysvétleni pro funkéni kinetické zmény pozorované u NMDA receptora

bez CTD (Maki et al., 2012; Punnakkal et al., 2012; Tacobucci a Popescu, 2020).

Popsané zmény kinetickych parametrt koresponduji s vysledky molekulového
modelovani, které ukazuji, Zze palmitoylace stabilizuje CTD GIluN2B v membrané a
zprostiedkovdva otevieni kanali (Hubalkova et al, 2021). Experimentilni vysledky
naznacuji, ze palmitoylace tfi cysteini (C849, C854, C871) na CTD GIuN2B v blizkosti
membrany méni citlivost NMDA receptortt k PAhPim, ktery se vaze do aktivniho mista ve
vnéjSim (extracelularnim) usti poru NMDA receptoru (Vyklicky et al., 2016). Déle bylo
studovano, zda mé (de)palmitoylace CTD GluN2B vliv na strukturni zmény NMDA receptoru
— zda dochazi ke strukturnim zméndm na CTD GIluN2B, ktera je velmi dynamicka, ¢i zda
naptiklad dochézi ke zménam v interakci CTD s membranou. Z tohoto divodu byla
provedena molekularné dynamicka simulace ¢asti NMDA receptoru, konkrétné¢ M4-E878X
¢asti GluN2B podjednotky, v interakci s membranou. Simulace ukazala, ze palmitoylovana i
depalmitoylovana ¢ast CTD GluN2B receptoru byla po vétSinu Casu v kontaktu s membranou.
V ptipadé simulaci palmitoylované CTD, kdy alifatické fetézce kyseliny palmitové na zacatku
simulace smétovaly do roztoku, doslo k velmi rychlé (béhem méné¢ nez 100 ns) reorganizaci
a zanofeni zbytkl kyseliny palmitové do membrany, kde zstaly stabilni po cely zbytek
simulace. Naopak depalmitoylovany CTD zbytek vykazoval béhem simulace mnohem vétsi

mobilitu (Obrazek 6.2) (Hubalkova ef al., 2021).

86



A Pred simulaci Po simulaci

et W
G
R ufv" o J“Z\m. \{ i
2 R L
C849 C849 C849
Palmitoyl i
B 60 almitoylace C 60 Depalmitoylace
P goe
50 f\ 50 G p, ﬂu BOE 50%
- @ . (Xs mOE 20%
<40 {/}} < 40 QJ, mEE 5%
3 30 g 30
T Pa(C849 T
>20 o Pacsse *20
B & Pacer) o
0 0
30 40 50 60 70 80 90 100 30 40 50 60 70 80 90 100
x-osa (A) x-0sa (A)

Obrazek 6.2 Molekulové modelovani strukturnich zmén v souvislosti s palmitoylaci C-terminalni
domény (CTD) GluNB. A) Orientace tii palmitoylovanych cystenti (C849, C854 a C871) ¢asti GluN2B
podjednotky NMDA receptort (M4-E878X, oranzové) v membrané — pred simulaci (vlevo) a po
simulaci (vpravo). Vyjadieni prostorové mobility ¢asti CTD GLuN2B v membran¢ béhem simulace pro
B) palmitoylovany a C) depalmitoylovany receptor. Intenzita barvy znaci dobu stravenou v dané pozici.
(Upraveno z Hubalkova et al., 2021).

Aktivace NMDA receptoru a s tim souvisejici signalizace prosttednictvim Ca?* je zdsadni
pro synapticky pfenos, indukci LTP a LTD. Nicméné nadmérna aktivace NMDA receptorti
a dlouhodobé zvysend intraceluldrni koncentrace Ca®" vede k excitotoxickym buné&énym
procestim. Proto je intracelularni hladina vapniku kontrolovana fadou mechanismi — pomoci
intracelularnich pufrt, aktivnim pfenosem z bunky ¢i Ca-indukovanou inaktivaci NMDA
receptord (Mayer a Westbrook, 1985; Zorumski et al., 1989; Legendre et al., 1993; Vyklicky,
1993; Medina et al., 1995; lacobucci a Popescu, 2020). Nami popsand Ca-indukovana
depalmitoylace CTD GIuN2B podjednotky v tésné blizkosti membrany a s tim souvisejici
zmény kinetickych parametri a zvySeni citlivosti NMDA receptortt k inhibi¢nim
neurosteroidiim tak miZe byt dalS$im z molekuldrnich mechanismu, ktery brani nadmérnému

vstupu Ca" do buiiky.
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7 SOUHRN

Disertacni prace piindsi nové poznatky o vztahu mezi strukturou a potenciacnim ¢i inhibi¢nim
ucinkem neurosteroidi na NMDA receptory, coz je dulezité pro hledani novych potencialnich
1é¢iv, ale predevsim pro hlubsi pochopeni funkce a signalizace prostfednictvim téchto receptor.
Tato prace na molekuldrni drovni objasiiuje mozny neuroprotektivni efekt zvySeného
inhibi¢niho plisobeni neurosteroidi na NMDA receptory za patologickych podminek, kdy

dochazi ke zvyseni intracelularni koncentrace Ca®".

7.1 Vztah mezi strukturou inhibi¢nich neurosteroidi a jejich schopnosti
modulovat NMDA receptory

e V prvni SAR studii byl charakterizovan vyznam steroidniho D-kruhu pro inhibi¢ni ptisobeni
neurosteroidi na NMDA receptory. VSechny nové syntetizované strukturni analogy
neurosteroidi bez D-kruhu odvozené od PAS — C3-sulfatové a C3-hemisukcinitové
perhydrofenantreny (latky 1.1-1.10) — si zachovaly inhibi¢ni pasobeni, ale ani jedna
ze strukturnich modifikaci nevedla k vyraznému zlepSeni inhibi¢niho uc¢inku oproti PAS.
Nejucinngjsi inhibitor z testované série — latka 1.9, vykazuje nizkou podjednotkovou
specificitu na GluN1/GluN2A—-D NMDA receptory. Zaroven je ale selektivnim inhibitorem

nativnich GABA a NMDA receptorit v hipokampalnich neuronech. Naopak na nativni

AMPA receptory ma latka 1.9 pouze mirné inhibi¢ni G€inky.

e Druhd SAR studie byla zaméfena na C3-amidové analogy PAS a PAG s cilem otestovat
modifikace pro zlepSeni uCinnosti a biologické stability. VSechny nové syntetizované
latky (2.2-2.12) vykazovaly vys$§i inhibi¢ni plisobeni na rekombinantnich GluN1/GluN2B
NMDA receptorech exprimovanych v HEK293 buiikach nez PAS a PAG.

Latka 2.6, vybrana pro dal§i charakterizaci, nevykazuje podjednotkovou specificitu
pro rekombinantni GluN1/GluN2A-D. Na rozdil od dfive studovanych analogt je ale latka
2.6 dvakrat u¢innéjsi inhibitor nativnich NMDA nez GABA receptord, G¢inek na AMPA
receptory je minimalni, coz z latky 2.6 déla vychozi slou€eninu pro dalsi testovani a SAR

studie s cilem optimalizovat farmakologické a farmakokinetické parametry.
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7.2 Vztah mezi strukturou potencia¢nich neurosteroidii a jejich schopnosti
modulovat NMDA receptory

V nové piipravené sérii strukturnich analogii PES byly studovany latky s rozdilnou délkou
hemiesterového zbytku na C3 a s modifikacemi D-kruhu na C17 s cilem popsat souvislost
mezi strukturou a ucinkem neurosteroidi na NMDA receptory.

Vsechny nové¢ syntetizované neurosteroidy (latky 3.2-3.24) vykazovaly pozitivni
(potenciacni) ucinek na aktivitu GIuN1/GIuN2B receptorii exprimovanych v HEK293
buitkach. Maximalni mira potenciace se pohybovala od 8 % az po 452 %.

Potenciacni ucinek je zavisly na délce C3-hemiesterového zbytku v kombinaci s typem
substituentu na C17. Substituent na C17 steroidniho jadra mize byt modifikovan ¢i zcela
odstranén pii zachovani potenciacniho u¢inku. Nejucinngjsi byla skupina androst-5-enti —
analogii bez substituentu na C17.

Latka 3.6 (20-oxo-pregnenol hemiadipat) na rozdil od PES inhibuje vSechny podjednotky
GluN1/GluN2A-D rekombinantnich NMDA receptorti. Na nativnich receptorech ma latka
3.6 a PES typové stejné ucinky — obé potencuji NMDA receptory a inhibuji AMPA a GABA

receptory, 1isi se ale mirou Uc¢inku, kdy latka 3.6 je vice selektivni a u€¢inné&js$i modulator.

7.3 Vliv Ca?* na inhibi¢ni piisobeni neurosteroidii na NMDA receptory

Zvysend citlivost NMDA receptortt k inhibi¢nim neurosteroidim souvisi s nartistem
intracelularni koncentrace Ca?" po aktivaci NMDA receptori.

K nardstu inhibi¢niho pisobeni po Ca-stimulaci dochdzi u endogenniho (PAS) i u jeho
syntetickych analogli. Pregnanolon hemipimelat (PAhPim) je v kontrolni odpovédi
na nativnich NMDA receptorech téméf bez efektu, po Ca-stimulaci dochédzi k narustu inhibice
0 64 %, coz by mohlo byt vyuZitelné v klinické praxi — inhibi¢ni neurosteroidy by ptsobily
pouze za patologickych stavii, kdy dochézi ke zvyseni intracelularni koncentrace Ca**.
ZvySena citlivost NMDA receptoril k inhibiénim neurosteroidiim souvisi s depalmitoylaci
tii cysteini (C849, C854, C871) na CTD GIluN2B podjednotky. Depalmitoylace vede i ke
zméné kinetickych parametrii receptoru ve prospéch zavieného stavu.

Néami popsany vliv Ca-indukované depalmitoylace GluN2B podjednotky na pulsobeni
inhibi¢nich neurosteroidii a kinetiku receptoru tak mtze byt dalSim z neuroprotektivnich

mechanismd, ktery brani nadmérnému vstupu Ca** do bunék a vzniku excitotoxicity.
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8 SUMMARY

This work provides new insights into the relationship between the structure and potentiating

or inhibitory action of neurosteroids on NMDA receptors, which is important for finding

potential new drugs, but especially for reaching a deeper understanding of function and

signaling via these receptors. This work also clarifies at the molecular level possible

neuroprotective effect of increased inhibitory action of neurosteroids on NMDA receptors under

pathological conditions involving increased intracellular Ca** concentration.

8.1 Relationship between the structure of inhibitory neurosteroids and their
ability to modulate NMDA receptors

In the first structure-activity relationship (SAR) study, the importance of the steroid D-ring
for the inhibitory action of neurosteroids on NMDA receptors was characterized. All newly
synthesized D-ring-lacking structural analogues of neurosteroids derived from PAS — C3-
sulfate and C3-hemisucatinate perhydrofenantrenes (substances 1.1-1.10) retained
inhibitory activity, but neither structural modification resulted in significant improvement
in inhibitory effect over PAS.

The most potent inhibitor in the test series, substance 1.9, exhibits low subunit specificity
at GluN1/GluN2A-D NMDA receptors. It is a selective inhibitor of native GABA
and NMDA receptors in hippocampal neurons. In contrast, for native AMPA receptors,
substance 1.9 has only modest inhibitory effects.

The second SAR study looked at the C3-amide analogues of PAS and PAG to test
modifications to improve efficacy and biological stability. All newly synthesized
compounds (2.2-2.12) showed higher inhibitory activity on recombinant GluN1/GluN2B
NMDA receptors expressed in HEK293 cells than PAS and PAG.

Substance 2.6, selected for further characterization, does not show subunit specificity
for recombinant GluN1/GluN2A-D. Unlike previously studied analogues, substance 2.6
is twice as effective an inhibitor of native NMDA than GABA receptors, and the effect
on AMPA receptors is minimal, thus making substance 2.6 the starting compound
for further testing and SAR studies to optimize pharmacological and pharmacokinetic

parameters.
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8.2 The structure-activity relationship of neurosteroids with a potentiating
effect on NMDA receptors

Substances with differing hemiester residue length on C3 and modifications of the D-ring
on C17 were studied in the newly prepared PES structural analogue series to describe the
link between the structure and the effect of neurosteroids on NMDA receptors.

All newly synthesised neurosteroids (substances 3.2—3.24) showed a positive (potentiating)
effect on GluN1/GIuN2B receptor activity HEK293 cells. The maximum potentiation rate
ranged from 8% to 452%.

The potentiating effect is dependent on the length of the C3-hemiester residue
in combination with the type of substituent on C17. Substituent to the steroid core at C17
may be modified or removed completely without losing potentiation. The most effective
was the androst-5-en group — analogues without substitution on C17.

Substance 3.6 (20-oxo-pregnenol hemiadipate), unlike PES, inhibits all subunits
of GIluN1/GIluN2A-D recombinant NMDA receptors. On native receptors, substance 3.6
and PES have the same type of effects — both potentiate NMDA receptors and inhibit
AMPA and GABA receptors, but they differ in their level of action, with substance 3.6

being a more selective and effective modulator.

8.3 The influence of Ca>* on NMDA receptor sensitivity to inhibitory
neurosteroids

Increased sensitivity of NMDA receptors to inhibitory neurosteroids is associated with
an increase in intracellular Ca*>* concentration after NMDA receptor activation.

The increase in inhibitory activity after Ca®" stimulation occurs for the endogenous PAS
as well as its synthetic analogues. Pregnanolone hemipimelate (PAhPim) is almost without
an effect in the control response at native NMDA receptors, but causes 64% inhibition
following Ca *'stimulation, which could be of use in clinical practice — inhibitory
neurosteroids would only work in pathological conditions where there is an increase
in intracellular Ca*".

Increased sensitivity of NMDA receptors to inhibitory neurosteroids is related to
depalmitoylation of three cysteines (C849, C854, C871) at the CTD of the GluN2B subunit.
Depalmitoylation also leads to a change in receptor kinetics in favor of the closed state.
The effect of Ca?*-induced depalmitoylation of GIJuN2B subunits on the action of inhibitory
neurosteroids and receptor kinetics may thus be another of the neuroprotective mechanisms

preventing NMDA receptor overactivation and excitotoxicity.
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9 ZAVER

Signalizace prostfednictvim NMDA receptort je kli¢ova pro normalni fyziologické funkce
a spravné fungovani centralni nervové soustavy. Jakékoli odchylka mize vést k patologickym
stavim plynoucim znadmérné ¢i nedostatecné aktivity NMDA receptorii. V poslednich
desetiletich se vynakladaji veliké snahy na hledani vhodnych terapeutickych ptistupti, které by
kompenzovaly patologickou signalizaci bez vlivu na normdlni synaptickou funkci NMDA
receptorti. BohuZzel SirSimu vyuziti pozitivnich ¢i negativnich modulatori NMDA receptora
v klinické praxi zatim brani vyrazné vedlejsi ucinky plynouci z neselektivniho pusobeni.
V poslednich letech jsou vkladany veliké nadéje do alosterickych modulatord, které oproti
agonistim, kompetitivnim antagonistim ¢i blokatorim otevieného kanalu vykazuji fadu vyhod:
i) vetsi selektivni plsobeni v rdmci jednotlivych podjednotek, které plyne z vazebného mista
mimo vysoce konzervované oblasti vazebného mista pro agonisty ¢i iontového kandlu,
ii) potenciacni ¢i inhibi¢ni u¢inek pouze na jiz aktivované receptory iii) vétsi variabilitu ucinku,
ktera umoziuje pouze ¢aste¢nou modulaci a nikoliv uplnou blokaci/otevieni jako naptiklad

pii ptisobeni blokatorti otevieného kanalu.

Tato disertacni prace se zabyvala terapeuticky nadéjnou skupinou alosterickych moduléatori
— neurosteroidi, které v zavislosti na své struktufe mohou mit pozitivni ¢i negativni ucinky
na NMDA receptory. Na molekularni urovni byl objasnén mozny neuroprotektivni efekt
zvySeného inhibi¢niho plsobeni neurosteroidi na NMDA receptory za patologickych
podminek, kdy dochézi ke zvy3eni intraceluldrni koncentrace Ca®*. Kromé toho tato disertaéni
prace pfinasi nové poznatky o vztahu mezi strukturou a potencia¢nim ¢i inhibi¢nim u¢inkem
neurosteroidi na NMDA receptory, kdy byly identifikovany vychozi strukturni determinanty
pro dal§i mozné studie s cilem i) zlepSit u€innost a selektivitu plisobeni ii) nalézt latky selektivné
pusobici na triheteromerni receptory iii) zlepSit biologickou dostupnost a stabilitu

neurosteroidd.

Poznatky plynouci z této disertatni prace piispivaji k hlubSimu pochopeni funkce
a signalizace prostfednictvim NMDA receptoril a stejné tak mohou pfispét pii hledani novych

potencidlnich 1é¢iv kompenzujicich nadmérnou ¢i nedostatecnou aktivitu NMDA receptort.
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