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

AndrAsp androstan aspartat
C3,Cl17 atd. ¢islo uhliku steroidniho jadra

CTD C-termindlni doména

Emax maximalni hodnota potenciace
ECS extracelularni roztok

GABA kyselina y-amino-maselna

GIuN/A/K  podjednotka NMDA/AMPA/kainatového receptoru

Liontrolasest mira inhibice steroidu pfed/po Ca-stimulaci

ICso koncentrace steroidu, ktera inhibuje 50 % proudové odpovédi vyvolané agonistou
ICS intracelularni roztok

NMDA N-methyl-D-aspartatova kyselina

PAG pregnanolon glutamat (20-oxo-5B-pregnan-3a-yl glutamat)

PAhPim pregnanolon hemipimelat (5B-pregnan-20-on 3a-yl-hemipimelat)

PAS pregnanolon sulfat (20-oxo-5B-pregnan-3a-yl sulfat)

PES pregnenolon sulfat (20-oxo-5B-pregnen-3a-yl sulfat)

SAR vztah mezi strukturou a aktivitou (Structure Activity Relationship)

WT piirozeny typ receptoru



ABSTRAKT

N-methyl-D-aspartatové (NMDA) receptory patii mezi ionotropni glutamatové receptory, které
jsou klicové pro synapticky pfenos a procesy uceni a paméti. Po aktivaci a otevieni iontového
kanalu jsou propustné pro vapenaté ionty (Ca?") zprostiedkovavajici dalsi signalizaci.
Nedostatecnd nebo naopak nadmérna aktivita NMDA receptor 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 soustave a jejich syntetické 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 neurosteroidiim
po piechodném zvyseni intracelularni koncentrace Ca?’. Narfist inhibi¢niho piisobeni
neurosteroidi na NMDA receptory souvisi s Ca?’-indukovanou depalmitoylaci tii cystein (C849,
C854, C871) vintracelularni ¢asti GIuN2B podjednotky, kterd soucasné¢ vede ke zméné
kinetickych parametrt receptoru ve prospéch zavieného stavu. Prace dale ptindsi nové poznatky
o vztahu mezi strukturou a u¢inkem neurosteroidii na NMDA receptory, coz je diilezité pro hledani
novych potencidlnich 1é¢iv, ale i pro pochopeni funkce téchto receptord. Strukturni analogy
bez steroidniho D-kruhu odvozené od pregnanolon sulfatu (PAS) si zachovaji inhibi¢ni ptisobeni,
ale nedochazi ke zlepSeni Gc¢inku oproti PAS. Naopak C3-amidovy substituent zvySuje inhibi¢ni
ucinek 1 biologickou dostupnost latek, ¢imz byly identifikovany vhodné vychozi struktury pro dalsi
studie s cilem nalézt potencidlni léc¢iva pro nadmérnou aktivaci NMDA receptori. V prvni
systematické studii zabyvajici se vztahem mezi strukturou a u¢inkem potencia¢nich neurosteroidii
na NMDA receptory byly charakterizovany strukturni analogy odvozené od endogenniho
neurosteroidu pregnenolon sulfatu (PES) s modifikacemi na C3 a C17 steroidniho jadra.
Potenciacni UCinek je zavisly na délce C3-hemiesterového zbytku v kombinaci s typem
substituentu na C17.

Disertacni prace ptfinasi dulezité poznatky pro dalsi studie vztahu mezi strukturou a u¢inkem
neurosteroidi na NMDA receptory s cilem nalézt potencialni 1éCiva, a predev§im objasiiuje mozny
neuroprotektivni efekt zvySeného inhibi¢niho plisobeni neurosteroidll 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 (PES) 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.



1. UVOD

NMDA receptory jsou transmembranové heterotetramerni proteiny, které jsou slozené vzdy
ze dvou GIuN1 a dvou GluN2 a/nebo GIuN3 podjednotek. NMDA receptory jsou zasadni
pro excitatni pfenos a synaptickou plasticitu, jejich nadmérna ¢i nedostateCna aktivita vede
k patologickym stavim (Dingledine et al., 1999). Proto se hledaji zpisoby, jak selektivné
modulovat aktivaci NMDA receptorl. Jednou z moznosti jsou neurosteroidy, steroidni latky
syntetizované de novo v centralni nervové soustave a jejich syntetické analogy, které v zavislosti
na své struktufe mohou mit potenciacni ¢i inhibicni uc¢inek (Weaver et al., 2000; Hansen et al.,

2018).

Tato disertacni prace je zaméfena na studium funk¢nich a farmakologickych vlastnosti NMDA
receptori a ucinku neurosteroidii. Pomoci elektrofyziologickych a molekularné-biologickych
technik byla studovana citlivost NMDA receptori k inhibiénim neurosteroidiim za fyziologickych
i patologickych podminek. Dale byly charakterizovany vztahy mezi strukturou syntetickych

analogi neurosteroidi a jejich inhibi¢nim a potencia¢nim uc¢inkem na NMDA receptorech.

2. HYPOTEZY A CiLE PRACE

2.1 Vztah mezi strukturou inhibi¢nich neurosteroidi a jejich schopnosti modulovat

NMDA receptory

Hypotéza: Nadmérna aktivace NMDA receptorii vede k patologickym staviim, proto se hledaji
ucinné a selektivni inhibitory, mezi které patii i neurosteroidy odvozené od pregnanolon sulfatu
(PAS). Z ptedchozich studii vztahu mezi strukturou a aktivitou (SAR) jiz vime, Ze naptiklad
modifikace D-kruhu vyrazné€ zvySuji inhibi¢ni u¢inek (Kudova ef al., 2015). Nevime ale, jaky je
vyznam samotného D-kruhu, zda je nutny pro inhibi¢ni plsobeni ¢i zda by jeho dalsi strukturni
modifikace nevedly ke zvySeni ucinku ¢i selektivity plsobeni. Jiné strukturni analogy PAS,
napiiklad pregnanolon glutamat (PAG) a pregnanolon hemipimelat (PAhPim) vykazuji
neuroprotektivni €inky in vivo (Rambousek et al., 2011; Vyklicky et al., 2016). PAG je ale dvakrat
horsi inhibitor neZ PAS a u PAhPim hrozi v organismu hydrolyza esterové vazby, proto je nutné
hledat a charakterizovat dals$i strukturni modifikace. Néhrada esterové vazby amidovou by mohla
zvysit rozpustnost a biologickou stabilitu pti zachovani inhibi¢niho u€inku a pti vhodné kombinaci

substituentll by mohlo dojit 1 ke zvySeni inhibi¢niho plisobeni.



Cil: Cilem préace bylo pomoci elektrofyziologickych méfeni objasnit vliv strukturnich modifikaci
na C3 a chybégjiciho D-kruhu steroidniho jadra u strukturnich analogii odvozenych od PAS
na inhibi¢ni pasobeni na NMDA receptory za ucelem hledani ucinnéjsich, selektivnich

a biologicky stabilnich inhibitort NMDA receptort, které by mohly nalézt terapeutické uplatnéni.

2.2 Vztah mezi strukturou potencia¢nich neurosteroidi a jejich schopnosti modulovat

NMDA receptory

Hypotéza: Pro potenciaéni ucCinek neurosteroidi je dulezity zaporn€ nabity substituent
v B-stereochemii na C3 a dvojna vazba mezi C5 a C6 steroidniho jadra (Park-Chung et al., 1997,
Weaver et al., 2000). Vice informaci o vztahu mezi strukturou a ucinkem potenciacnich
neurosteroidii odvozenych od pregnenolon sulfatu (PES) ale chybi. Nevime, zda podobné jako
u analogti PAS existuje zavislost mezi délkou substituentu na C3 a riznymi modifikacemi na C17

steroidniho kruh ¢i zda je n¢ktera ¢ast zadsadni pro zachovani potencia¢niho ucinku.

Cil: Cilem prace bylo pomoci elektrofyziologickych méteni objasnit vliv strukturnich modifikaci
na C3 a C17 steroidniho jadra na ucinek strukturnich analogi odvozenych od PES na NMDA
receptory s cilem objasnit vyznam modifikaci ve vztahu k u¢inku a nalézt strukturni determinanty

zlepsujici ucinek potenciacnich neurosteroidi pro mozné terapeutické uplatnéni.

2.3 Vliv Ca?* na inhibi¢ni ptisobeni neurosteroidii na NMDA receptory

Hypotéza: V naSich SAR experimentech byl pozorovan rozdilny efekt inhibi¢niho plsobeni
neurosteroidi na NMDA receptory (pro 50 uM PAS se mira inhibice GluN1/GluN2B lisila
od 37 az do 74 %), Casto i pti opakované aplikaci na jedné buiice, coz vedlo k myslence, Ze citlivost
NMDA receptorti k neurosteroidim muize byt ovlivnéna vnitinimi mechanismy. Jelikoz po aktivaci
NMDA receptorti dochazi ke zvyseni intraceluldrni koncentrace Ca®’, které maji vyznamnou
signaliza¢ni a regula¢ni Gilohu, je mozné, Ze Ca*" ovliviiuji i modula¢ni u¢inek neurosteroidi

na NMDA receptory.

Cil: Cilem prace bylo pomoci elektrofyziologickych, optickych, farmakologickych a molekularné

biologickych metod objasnit vliv Ca** na modula¢ni Gi¢inek neurosteroidi na NMDA receptory.



3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Elektrofyziologicka méreni metodou terc¢ikového zamku

Pro méteni proudovych odpovédi rekombinantnich NMDA receptorti exprimovanych v HEK293
bunkach (24-48 h po transfekci pomoci MATra (IBA GMbH, Némecko), cilend mutageneze
receptori byla provedena pomoci QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies, USA)) inativnich NMDA, AMPA a GABA receptorti v primarnich neuronalnich
kulturach byla pouzita technika tercikového zamku (,,patch clamp®) v konfiguraci snimani z celé
bunky (,,whole cell®). Snimani probihalo pomoci zesilovace Axopatch 200B (Molecular Devices,
USA) v rezimu napétového zdmku, kdy je membranovy potencidl zpétnovazebné udrzovan na
konstantni hodnoté -60 mV. K aplikaci roztokll byl pouZit rychly aplikacni systém, ktery umoziuje
aplikaci az 10 rlznych roztokl s ¢asovou konstantou ~10 ms (Vyklicky ef al., 1990). Namé&fena data

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

3.2 Mé&ieni volnych Ca?* pomoci barviva Fura

Meéieni volnych Ca*" pomoci barviva Fura probihalo sou¢asné s elektrofyziologickym sniménim
proudii NMDA receptori v konfiguraci snimani z celé bunky, kdy sklenéna pipeta navic
obsahovala 100 uM FURAZ2 (Molecular Probes). Méteni fluorescence (pfi vinovych délkach 340
nm a 380 nm) probihala pomoci systému Cell"R (Olympus).

3.3 Méreni excitotoxické bunécéné smrti

Primdrni hipokampalni neuronalni kultury (DIV 12) byly inkubovany s NMDA (3, 10, 30 uM)
a s PAhPim (30 uM) ¢i se stejnym objemem DMSO po dobu 2 hod pii 37 °C v kompletnim MEM
médiu. Po inkubaci byly neurony oplachnuty neurobazalnim médiem, ve kterém byly ptivodné
kultivovany. V tomto médiu byly ponechany pii 37 °C 1620 h. Dalsi den bylo do média pfidano
5 uM Hoechst barvivo (H) a 6 uM propidium jodid (PI). Po inkubaci (30 min pii 37 °C) byly
neurony oplachnuty standardnim ECS. Fluroescence H (380 nm) a PI (540 nm) byla méfena

na pfistroji Cell"R (Olympus). Vyhodnoceni probihalo pomoci programu ImagelJ 1.52 (NIH, USA).

3.4 Statistické zpracovani dat

Vysledky jsou uvadény jako aritmeticky primér + stfedni chyba priméru (SEM) z poctu n bunék.
Ke statistickému zpracovani byly pouzity programy Sigma Plot 10 a Sigma Stat 3.5 (Systat
Software Inc., USA). Pro statistické porovnani byl pouzit t-test ¢i jednofaktorovda ANOVA

a vicecetné srovnani vici kontrole metodou Holm-Sidék s hladinou vyznamnosti p < 0,05.



4. VYSLEDKY

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

4.1.1 Perhydrofenantreny odvozené od pregnanolon sulfatu

et al., 2015), kdy doslo k vyznamnému zvySeni inhibice. V nasi dalsi studii bylo cilem objasnit
vyznam samotného steroidniho D-kruhu. Testovana byla nova série latek 1.1-1.10, neurosteroidi
odvozenych od PAS s modifikaci na C2, C7 a C8 perhydrofenantrenového kruhu (Obrazek 5.1).
Vysledky byly publikovany v Journal of Medicinal Chemistry (Slavikova et al., 2016).

Pregnanolon sulfat (PAS) C2-sulfat: C2-hemisukcinat:
1.1 R'= COOCHg, RZ2=CHj4 1.2 R'=COOCH;, RZ=CH,
1.3 R'= CH,0CH3, R2=CH; 1.4 R'= CH;OCHg3, R%2=CHy
15 R'= COOCH;, R?=H 1.6 R'= COOCH3; R?=H
1.7 R'= CH,0OCH3, R* = H 1.8 R'=CH,0CH; R%2=H
1.9 R'=H,R?=H 110R"=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.

VSechny testované latky si zachovaly inhibi¢ni plisobeni, ale pouze latky 1.9 a 1.10 — bez dalSich
substituentl na C7 a C8 perhydrofenantrenového kruhu — maji nizsi /Csp (15,6 £ 1,5 a 23,2 £ 2,9 uM)
nez piirozené se vyskytujici PAS (ICso = 24,6 + 2,4 uM); (Kudova et al., 2015). U latky 1.9 byla dale
méfena mira inhibice na jednotlivych podjednotkach GluN2A-D exprimovanych v HEK293 bunkach
a také na nativnich NMDA, AMPA a GABA receptorech v primdrnich hipokampalnich neuronech.
Latka 1.9 vykazuje mirnou podjednotkovou specificitu pro GIuN2B oproti GIuN2A/C/D. Latka 1.9 je

vvvvvvv

na inhibici nativnich GABA receptord s /Cso = 3,1 = 0,1 uM (Slavikova et al., 2016).

4.1.2 Amidové neurosteroidy odvozené od pregnanolon sulfitu a pregnanolon glutamatu
V druhé¢ SAR studii byla testovdna série strukturnich analogii PAS a PAG (latky 2.1-2.12)
s amidovou vazbou na C3 (Obrazek 5.2). Od této ndhrady kysliku za dusik na C3 byla ocekavana
lepSi rozpustnost, propustnost pfed hematoencefalickou bariéru a lepsi biologickd stabilita
pii zachovani inhibi¢niho plisobeni latek. Vysledky studie jsou uvedeny v Casopise Steroids (Adla
et al.,2017) a Frontiers in Pharmacology (Adla et al., 2018).
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Obrazek 5.2  Struktury amidovych neurosteroidt (latky 2.1-2.12) odvozenych od pregnanolon sulfatu
(PAS) a pregnanolon glutamatu (PAG). Boc: ochrannd tercbutyloxykarbonylova skupina

Vsech dvanact amidovych neurosteroidit ma nizsi ICso nez PAS a PAG (Obrazek 5.2),

na zéklad¢ ¢ehoz by bylo mozné tvrdit, ze amidové zbytky na C3 zlepsSuji inhibi¢ni ptisobeni latek.

Pro dalsi charakterizaci byla vybrana latka 2.6, jeji ucinek neni selektivni pro GluN1/GluN2A-D.

Latka 2.6 ale vykazovala signifikantné vyssi inhibi¢ni pisobeni na nativni NMDA receptory

nez na GABA a AMPA receptory v hipokampalnich neuronalnich kulturach (Adla et al., 2018).

4.2 Vztah mezi strukturou potencia¢nich neurosteroidii a jejich schopnosti modulovat

NMDA receptory

Dalsi SAR studie byla zamétena na sérii strukturnich analogli PES (latky 3.2-3.24, Obrazek 5.3)
s rozdilnou délkou hemiesterového zbytku na C3 a na modifikace D-kruhu na C17 s cilem popsat
souvislost mezi strukturou a u¢inkem neurosteroidit na NMDA receptory. Vysledky studie jsou
publikované v Casopise Journal of Medicinal Chemistry (Krausova et al., 2018).

Vsechny nové syntetizované latky (3.2-3.24) potencuji GluN1/GluN2B receptory v rozmezi
Enax 48 22452 % (ECsp od 1,8 do 151,4 uM) (Krausova et al., 2018). Celkem deset latek je ucinnéjsi
pozitivni modulator rekombinantnich GluN1/GluN2B receptori nez PES (ECsp=21,7 uM). Jako
nejucinnéjsi strukturni modifikace na C17 se jevi androst-5-eny (ECso od 1,8 az 7,4 uM). Naopak

nejméné ucinné jsou latky 3.19 a 3.20 se 17-oxo skupinou.

Pregnenolon sulfat (PES)

)‘*-’n r*:{ O
o o o o o o o o 0
HOJ\RJ‘LO JLR/ILO 1OJLRJLO HOJLRJLO'

20-Oxo-pregn-5-eny Pregn-5-eny Androst-5-eny 17-Oxo-androst-5-eny
latky 3.2-3.8 latky 3.9-3.13 latky 3.14-3.18 latky 3.19-3.24

Obrazek 5.3  Struktury potenciacnich latek (latky 3.2-3.24) odvozenych od pregnenolon sulfatu (PES).
8



Pro dalsi charakterizaci byla vybrana latka 3.6 (20-oxo-pregnenolon hemiadipat), ktera
potencuje vSechny rekombinantni podjednotky GluN2A-D bez signifikantniho rozdilu. Oproti
tomu PES potencuje pouze GluN2A a GluN2B a na GluN2C a GluN2D ma inhibi¢ni uc¢inek (Horak
et al.,, 2006). Na nativnich receptorech v hipokampalnich kulturach maji latka 3.6 a PES typové
stejné ucinky — potencuji NMDA receptory a inhibuji AMPA a GABA receptory, 1isi se ale mirou

ucinku, kde je latka 3.6 ucinngjsi a selektivnéj$i modulator.

4.3 Vliv Ca?* na inhibi¢ni ptsobeni neurosteroidii na NMDA receptory

V ramci predchozich SAR studii byla u 50 uM PAS pozorovana rozdilna mira inhibice
GluN1/GIluN2B (od 36,7 % do 73,6 %; n = 81), coz vedlo k hypotéze, Ze na citlivost NMDA
receptord k neurosteroidim mohou mit vliv i endogenni faktory a jelikoz NMDA receptory jsou
propustné pro Ca?’, byl testovan vliv Ca®" na inhibi¢ni piisobeni neurosteroidi na NMDA
receptory. Vysledky uvedené v této kapitole jsou publikované v Journal of Neuroscience

(Hubalkova et al., 2021).

4.3.1. ZvySena citlivost NMDA receptori k inhibi¢énim neurosteroidiim po Ca-stimulaci

Srovnavana byla mira inhibi¢niho plisobeni neurosteroidil na rekombinantnich i nativnich NMDA
receptorech pted (kontrola) a po Ca-stimulaci (fest). Kontrolni a testovana odpovéd vyvolana 1 pM
glutamatem byla snimana technikou ter¢ikového zamku v konfiguraci snimdni zcelé bunky
v piitomnosti 0,2 mM Ca?" ECS. Ca-stimulace probihala jako 50 s aktivace NMDA receptorti
1 mM glutamatem v pfitomnosti 2 mM Ca®" ECS. Tento protokol simuluje podminky nadmérné
aktivace NMDA receptorli, coz ma za nasledek zvySeni intracelularni koncentrace Ca®"

(MacDermott ef al., 1986).

Obrazek 5.4 shrnuje inhibi¢ni plsobeni tfech vybranych neurosteroidi na rekombinantni
1nativni NMDA receptory. Endogenni neurosteroid PAS (100 uM) inhiboval jiZ kontrolni
odpovéd’ snimanou na rekombinantnich GluN1/GluN2B receptorech (58,5 = 2,1 %; n = 5),
po Ca-stimulaci doslo k dal$imu nariistu inhibice na 74,1 £ 3,3 %, n = 5, ndrGst inhibice byl
0A4I=15,7 + 2,5 %. Narist inhibice byl pozorovan i u dalSich neurosteroidt; u latky androstan
aspartat (AndrAsp — latka 2.6 (Adla ef al., 2017)) byl narGst inhibice mezi kontrolni a testovanou
odpovédi 14 % u rekombinantnich a 40 % u nativnich NMDA receptor. Nejvyraznéjsi narast
inhibice po Ca-stimulaci byl pozorovan u latky PAhPim (47 = 52 % u rekombinantnich a 64 %
u nativnich NMDA receptort), a proto byl PAhPim studovan v dalSich pokusech. Nartst miry

inhibice nebyl pozorovan u nativnich AMPA receptort (Obrazek 5.4).
9



Ca-stimulace
A P B pas PANPIm AndrAsp

olo
(4]
i |
=
o
L{J O
Q
Q
o
-0
EO
£
o
j=
10

GIUN1/GIUN2B | : ;
: . Q NHzH "
Kontrola i ! i Test
PAhPim Glu- T PARPImM Glu GIuN1/GIuN2B v HEK Neurony (DIV 8-12)
NMDA AMPA
- i S - [0 Kontrola
i 80{ ! ™ g0 ™ M Test
|_0.5 nA *
= s . [
5s E_\, 60 560
Neurony (DIV 8-12) 3 @
O e
Kontrola Test £ 40 E40
PAhPIm NMDA LPAREIM \vpA - -
20 20
T — e
EHA S g .
- o¥ ¥ oV 10— ‘ : i
5s RS M S & 8 %\\
o & R oF % oF o
X & & Ay G >
SRS v & & &
DR

Obriazek 5.4  Vliv Ca® nainhibi¢ni piisobeni vybranych neurosteroidt na rekombinantni a nativni receptory.
A) Ukazky elektrofyziologickych zaznami inhibi¢niho ptsobeni PAhPim (30 pM, aplikace vyznacena bilym
obdélnikem) na GluN1/GluN2B receptory exprimované v HEK293 bunikach/nativni NMDA receptory, které
byly aktivované 1 pM glutamatem/10 pM NMDA (&erny obdélnik) v 0,2 mM Ca** ECS pied (kontrola)
a po (test) Ca-stimulaci (aktivace 1 mM glutamatem/100 uM NMDA v piftomnosti 2 mM Ca*" po dobu 50 s).
Prekryv zaznami kontrolni (Cerné) a testované (Cervené) odpoveédi zobrazuje nartst inhibice PAhPim
po Ca-stimulaci (normalizovano na velikost proudu pfed aplikaci PAhPim). B) Ukazky struktur neurosteroida
a graf reprezentujici primér inhibice + SEM pro PAS (100 pM), PAhPim (30 uM) a AndrAsp (20 uM) pied
(kontrola) apo (test) Ca-stimulaci na rekombinantnich GluN1/GluN2B a nativnich NMDA a AMPA
receptorech. PAS: pregnanolon sulfat; PAhPim: pregnanolon hemipimelat; AndrAsp: androstan aspartat.

Dalsim cilem bylo zjistit, zda nérdst miry inhibice neurosteroidii zavisi piimo na zvysené
intracelularni koncentraci Ca®" &i spiSe souvisi s naslednou Ca-dependentni signalizaci, ktera zméni
citlivost NMDA receptorii k neurosteroidiim. Pfi sou¢asném elektrofyziologickém snimani a méfeni
intracelularni koncentrace Ca** pomoci barviva Fura bylo zjisténo, Ze po Ca-stimulaci dochazi pouze
k pfechodnému zvyseni intracelularni koncentrace Ca®" bezprostfedné po Ca-stimulaci a b&hem
~2 min dojde k navratu na piivodni hodnotu fluorescence (F340/380), ale zvySena mira inhibi¢niho
plsobeni neurosteroidi pretrvava i 30 minut po Ca-stimulaci (Hubalkova et al., 2021).

4.3.2 Narist citlivosti NMDA receptoru k neurosteroidiim souvisi s depalmitoylaci GluN2B
podjednotky

Dalsi experimenty byly zaméteny na lokalizaci mista zodpovédného za zvySené inhibi¢ni piisobeni
neurosteroidi na NMDA receptory po Ca-stimulaci. Protoze pii Ca-stimulaci dochazi ke zvysSeni
intracelularni koncentrace Ca’, byla v prvnim kroku studovana intraceluldrni CTD. V piipadé

delece CTD u obou podjednotek GIluN1/GluN2B nebo pouze delece CTD GIluN2B je mira inhibice
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PAhPim maximalné zvySena jiz v kontrolni odpovédi a po Ca-stimulaci nedochazi k dalSimu
nartistu miry inhibice. Z toho lze usuzovat, ze misto zodpovédné za regulaci citlivosti NMDA
receptort k neurosteroidiim lezi na CTD GIluN2B podjednotky, kterd je interakénim partnerem
fady molekul a také cilem posttranslacnich modifikaci (Warnet ef al., 2020).

Cilenou mutagenezi a postupnym zkracovanim CTD GluN2B podjednotky byla identifikovana
oblast E847X—-E878X, kterd je klicova pro nartst inhibice jiz pfed Ca-stimulaci oproti WT. Pomoci
online predik¢niho programu CSS-Palm 2.0 (Ren et al., 2008) a poznatkl z literatury (Hayashi
et al., 2009) byly v této oblasti predikovany tfi cysteiny C849, C854 a C871, které mohou byt
posttranslacn¢ palmitoylovany. Pomoci cilené mutageneze byly pfipraveny mutantni formy
NMDA receptort s nahradou téchto cysteintl za alanin, ktery znemoziiuje palmitoylaci a mutovany
receptor se chova jako depalmitoylovany. V ptipadé ndhrady vsSech tii cysteinli za alanin
GIuN2B(AAA) byla jiz mira inhibice 30 uM PAhPim v kontrolni odpovédi vyrazné zvysena oproti
WT a po Ca-stimulaci doslo jiz jen k mirnému navyseni. Oproti WT se rozdilné chovaly 1 mutantni
formy, kdy byl alaninem nahrazen pouze jediny cystein (C849A, C854A ¢i C871A). Pro potvrzeni
bylo provedeno méfeni s antibiotikem tunicamycinem, které brani palmitoylaci (Patterson a Skene,
1995). Inhibice kontrolnich odpovédi GluN1/GIuN2B vyvolana 30 uM PAhPim u bunck
inkubovanych 1-2 hodiny pfed méfenim v 1,2 uM tunicamycinu byla signifikantné vétsi
(48,3 £5,9 %; n =10)nezu WT (21,1 £ 1,9 %; n = 60). Z té&chto vysledkli vyplyva, Ze zvySena
citlivost NMDA receptort k inhibi¢nim neurosteroidim po Ca-stimulaci souvisi s depalmitoylaci

cysteinovych zbytkli C849, C854 a C871 na CTD GIuN2B v blizkosti membrany.

7 rwe

4.3.3 Neuroprotektivni icinek neurosteroidi

V testech akutni toxicity na primarnich hipokampalnich neuronélnich kulturach bylo cilem zjistit,
zda Ca-indukované zvyseni inhibi¢niho piisobeni neurosteroidi na NMDA receptory mize mit
neuroprotektivni ucinky. Inkubace neurontt s NMDA vede k jejich nadmérné aktivaci, nartistu
intraceluldrni koncentrace Ca** a k bunééné smrti (Choi et al., 1988), kterou lze kvantifikovat jako
bunky pozitivni na PI — marker buné¢né smrti. Neurony inkubované dvé hodiny s NMDA vykazuji
nariist mrtvych neuront v zavislosti na koncentraci NMDA (3, 10, 30 uM). Pokud ale byly neurony
inkubovany s 30 uM NMDA spolu s PAhPim (30 uM), bylo pozorovano signifikantni sniZeni

Pl-pozitivnich neurond, a tedy neuroprotektivni u¢inek PAhPim.
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5. DISKUZE

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

Z tady predchozich SAR studii vyplyva, ze pro zachovani inhibi¢niho pusobeni strukturnich
analogli PAS na NMDA receptory je dulezity zaporné nabity substituent v a-stereochemii na C3
a B-stereochemie na C5 steroidniho jadra (Irwin ef al., 1994; Park-Chung et al., 1997; Weaver
et al., 2000). V ptedchozi SAR studii (Kudova et al., 2015) byl objasnén vyznam substituentti
na pozicich, C16 a C17 PAS neboli modifikace D-kruhu, kdy doslo k vyznamnému zlepSeni
inhibi¢nich G¢inkl noveé syntetizovanych neurosteroid (/Csp od 90 nM do 5,4 uM) oproti PAS
(ICs0 = 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 plisobeni, ale tyto strukturni modifikace, az na latky 1.9
a 1.10, nevedou ke zlepSeni t¢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 dulezita specificita uc¢inku, proto bylo nasim cilem zjistit,
zda chybéjici D-kruh steroidniho jadra ovliviiuje podjednotkovou specificitu. Latka 1.9, vykazuje
mirnou podjednotkovou specificitu pro GluN2B oproti GluN2A, GluN2C a GIuN2D, kdy je
pro GluN2B signifikantné méné ti€¢innym inhibitorem. Tim se odliSuje od PAS, ktery je pfiblizné
dvakrat ucinnéjsi inhibitor podjednotek GluN2C a GIuN2D ((/Cso = 26 a 30 uM) nez GIluN2A
a GluN2B (I/Cso = 50 a 44 pM) (Petrovic et al. 2005). Chybé&jici D-kruh u latky 1.9 ale hraje roli

v

v selektivité u¢inku mezi nativnimi NMDA a GABA receptory. Latka 1.9 je 4,4x €¢innéj$i inhibitor
GABA nez NMDA receptorti. V porovnani nejucinnéjsi inhibitor ztestované série modifikaci
D-kruhu (Kudova et al., 2015) nema signifikantné odlisné pisobeni na nativnich GABA a NMDA
receptorech (Kudova ef al., 2015). Nicmén¢ i kombinovany ucinek neurosteroidi na NMDA
a GABA receptory vykazuje neuroprotektivni ucinky bez vedlejSich psychomimetickych ucinkt
(Rambousek ez al., 2011; Kleteckova et al., 2014; Vyklicky et al.,2016). Latka 1.9 je zaroven Sestkrat

w7

ucinnéj$i inhibitor nativnich NMDA receptori nez AMPA receptorli, coz je obdobné jako

u 17B-methyl-5B-androstan-3a-yl 3-sulfatu (Kudova et al., 2015), jenz je desetkrat a€innéjsi inhibitor
nativnich NMDA receptorti neZ AMPA receptord.
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Druhou testovanou skupinou latek byly amidové neurosteroidy odvozené od PAS a PAG.
Neurosteroid PAG (Borovska et al., 2012) v in vivo studiich vykazuje neuroprotektivni u€inky
(Rambousek et al., 2011; Kleteckova et al., 2014), jeho inhibi¢ni ucinky jsou ale dvakrat horsi
(ICsp = 52 uM) nez pro nativni PAS (ICsp = 25 uM), proto byla pifipravena nova série latek 2.2—
2.12 scilem nalézt G¢innéjsi inhibitory NMDA receptorti. Druhou motivaci pro SAR studie
C3-amidovych neurosteroidii byl fakt, ze C3-hemiesterova vazba je in vivo nachylna k hydrolyze
pomoci esterdz. To vedlo k syntéze skupiny latek, kde riizné negativné nabité substituenty jsou na
C3 steroidniho jadra pfipojeny pomoci amidové vazby s cilem zlepsSit ucinek, rozpustnost,
propustnost a nachylnost k degradaci v organismu. Tato strukturni C3-amidova modifikace se
ukézala jako uspésna, protoze vSechny nové pfipravené analogy maji nizni hodnoty /Csp (od 1,4
do 21,7 uM) a jsou tak t¢innéjsimi inhibitory GluN1/GluN2B receptort nez vychozi PAS a PAG
(IC50=25a 52 uM).

Pro dal$i charakterizaci byla vybrana latka 2.6 — C3-amidovy analog PAS bez substituentu
na Cl7. Na rekombinantnich GIluN1/GluN2A-D receptorech nevykazuje podjednotkovou
specificitu. Latka 2.6 je ptiblizn¢ dvakrat i¢innéj$im inhibitorem nativnich NMDA receptort nez
GABA receptortt (ICso = 8,3 vs. 17,0 uM), coz je odlisné od diive studovanych strukturnich
analogli (Kudova et al., 2015; Slavikova et al., 2016), jejichZ G€¢inek na NMDA a GABA receptory
receptory (ICso= 276 uM), coZ je opét vyrazné vyssi hodnota /Csp nez pro PAS a dfive studované
analogy (Kudova et al., 2015; Vyklicky et al., 2016; Slavikova et al., 2016). V ramci dalSich
doporucenych testil pro brzké faze vyvoje novych 1é€iv (Geret ef al., 2009) bylo stanoveno, Ze latka
2.6 neni mitotoxicka ani hepatotoxickd, nezpiisobuje indukci reaktivnich kyslikovych radikald
a ma vyssi stabilitu v krevni plasmé nez PAG, coz z latky 2.6 déla vychozi latku pro dalsi testovani

a navazujici studie s cilem optimalizovat farmakologické a farmakokinetické parametry.

5.2 Vztah mezi strukturou potencia¢nich neurosteroidi a jejich schopnosti modulovat
NMDA receptory

Nadmeérna aktivace NMDA receptort stejn¢ jako jejich hypofunkce vede k fad¢€ patologickych
stavii. Nedostate¢na aktivita NMDA receptoril je spojovdna 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 receptort, které piimo souvisi s hypofunkci NMDA receptori (Hu et al.,

2016; Vyklicky et al., 2018). Jednou z moznosti, jak kompenzovat hypofunkci NMDA receptort,
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jsou neurosteroidy s potenciatnim ucinkem. U pfirozené se vyskytujiciho neurosteroidu PES jiz

byl popséan efekt na zlepSeni paméti po in vivo podani (Flood et al., 1992).

V této pilotni studii byl po vzoru strukturnich analogii PAS testovan vztah mezi délkou
substituentu na C3 a riznymi modifikacemi na C17 steroidniho kruhu PES. VSechny testované latky
3.2-3.24 vykazovaly potenciacni efekt, z toho vyplyva, ze modifikace ani kompletni odstranéni
substituentu na C17 nezpiisobi ztratu potenciacniho u¢inku analogi PES. Nejucinngjsi byly
strukturni analogy androst-5-enu (latky 3.14-3.18) — neurosteroidy bez substituentu na C17. To je ve
shod¢ s vysledky SAR studie inhibicnich neurosteroidti, kdy neurosteroidy bez substituentu na C17
jsou ucinngjsi modulatory NMDA receptorti nez piirozené se vyskytujici PAS (Kudova ef al., 2015;
Slavikova et al., 2016; Adla et al. 2018). Z vysledki dale vyplyva, ze potenciacni ucinek je zavisly

na délce C3-hemiesterového zbytku v kombinaci s typem substituentu na C17.

Latka 3.6 ma pfiblizn¢ stejny ucinek na jednotlivé podjednotky NMDA receptorti (Krausova
etal., 2018)., ¢imZ se 1i§i od PES, ktery md na NMDA receptory kombinovany potencia¢né-
inhibi¢ni efekt (Horak et al., 2004; Horak et al., 2006). Na nativnich receptorech v hipokampalnich
kulturach ma latka 3.6 a PES typové stejné ucinky, ale latka 3.6 je vice selektivni, protoZze ma jen
minimélni u¢inek na AMPA receptory a je u¢inné€jsi modulator nativnich NMDA receptora

(potenciace) a GABA (inhibice) receptort nez PES (Krausova et al., 2018).

5.3 Vliv Ca?"na inhibiéni ptisobeni neurosteroidi na NMDA receptory

Cilem bylo objasnit mozny vliv Ca®" na Gi¢inek neurosteroidii na NMDA receptory. V prvnim kroku
byl optimalizovan protokol Ca-stimulace. Intracelulirni koncentrace Ca®" byla zvySovina
prostfednictvim dialyzy intraceluldrniho prostoru pomoci ICS obsahujici Ca** ¢i rizné dlouhou
aktivaci NMDA receptor v pfitomnosti Ca**. Ve vsech piipadech doslo ke zvyseni inhibi¢niho
pusobeni neurosteroidi po Ca-stimulaci. V dalSich experimentech byl k Ca-stimulaci vyuzivan
protokol aktivace NMDA receptorl 1 mM glutamatem v prostiedi 2 mM Ca*" ECS po dobu 50 s,
ktery nejvice ptipomina pfirozenou aktivaci NMDA receptort. Tato Ca-stimulace nebyla pro buiiky
priliS toxickd a umoznila dal§i méfeni, zarovenn ale bylo dosaZeno stabilniho efektu.
To, Ze pozorovany efekt skute¢né souvisi s nariistem intracelularni koncentrace Ca*" bylo potvrzeno
i méfenim v ECS bez Ca?*, kdy nedoslo k signifikantnimu narustu inhibice oproti Ca-stimulaci.
Méfeni volné koncentrace Ca** pomoci FURA a soucasné elektrofyziologické sniméni potvrdilo,
ze zvysSena citlivost NMDA receptorii k neurosteroidim pietrvava i 30 minut po Ca-stimulaci,

nezavisle na aktualni intracelularni koncentraci Ca*".
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Postupnou mutaci NMDA receptori byl objasnén molekuldrni mechanismus zvySeného
inhibi¢niho plsobeni neurosteroidi na NMDA receptory, kdy byla identifikovana oblast na CTD
GIluN2B podjednotky v t€sné blizkosti membrany (R847-E878), kterd se vyznamné podili
na zvySené citlivosti NMDA receptorti k inhibicnim neurosteroidiim. V této oblasti byly
identifikovany tfi cysteiny, které mohou byt palmitoylovany (Hayashi et al., 2009). Palmitoylace se
prostfednictvim protein-protein interakci a interakci proteind s membranou podili na signalizaci,
sbalovani proteintl, transportu, lokalizaci i orientaci v membrané¢ (Charollais a Van Der Goot, 2009;
Matt et al., 2019) a byla popsana pro mnoho proteint, véetné iontovych kanali — naptiklad NMDA
(Hayashi, 2021), AMPA (Hayashi et al., 2005), GABAA (Rathenberg et al., 2004).

Porovnani sekvenci CTD v blizkosti membrany i u dalsich glutamatovych receptor naznacuje,
ze interakce CTD podjednotek GluN2A-D, GluAl a GluK1-2 s membranou, by mohla byt
ovlivilovana (de)palmitoylaci v podobném duchu, jako v naSem piipad€é popsana interakce CTD
GIuN2B. Na podjednotkach GluN1, GIuN3A, GluA2-3 v CTD oblasti blizk¢é membrané se
cysteinové zbytky, které by mohly byt palmitoylovany, nevyskytuji. Pfi pilotnim experimentu vlivu
Ca-stimulace na GIuN1/GluN2A receptory byl obdobné jako u GluN1/GluN2B pozorovan narist
inhibice v testované odpovédi po Ca-stimulaci, ale vzhledem k jinym biofyzikdlnim parametrim

jednotlivych podjednotek by pro GluN1/GluN2A bylo potieba optimalizovat protokol Ca-stimulace.

Ackoliv se tfada studii zamé&fuje na souvislost mezi palmitoylaci a povrchovou expresi ¢i
prostorovou orientaci receptortt (Shipston, 2011; Lussier ef al., 2015), relativné¢ malo informaci
mame o vlivu palmitoylace na funkéni a kinetické parametry receptorii. Palmitoylace napétove
fizenych draselnych kanalt (Kv-1.1) zvySuje napétovou senzitivitu (Gubitosi-Klug et al., 2005),
zatimco palmitoylace B2a podjednotky N-typu vapnikovych kandlli ovlivituje napétoveé-zavislou
inaktivaci (Qin et al, 1998). V ramci studie (Hubalkova et al., 2021) bylo provedeno snimani
jednotlivych kandll (single-channel recordings) v HEK293 bunikdch exprimujicich GluN1/GluN2B
(WT) nebo GIuN1/GIuN2B(AAA) receptory. Mutované receptory vykazovaly 55% pokles
pravdépodobnosti otevieni (P,) oproti WT (Hubalkova et al., 2021). Tyto vysledky naznacuji, ze
depalmitoylace CTD GIluN2B podjednotky NMDA receptoru v té€sné blizkosti membrany ma vliv
na funk¢ni kinetické vlastnosti NMDA receptorti. Vysledky také mohou poskytnou alternativni
vysvétleni pro funkéni kinetické zmény pozorované u NMDA receptorti bez CTD (Maki et al., 2012;
Punnakkal et al., 2012; Tacobucci a Popescu, 2020). To dale koresponduje s vysledky molekulového
modelovani, které ukazuje, ze palmitoylace stabilizuje CTD GluN2B v membrané a zprostfedkovava

otevieni kanali (Hubalkova et al, 2021). Nami popsana Ca-indukovand depalmitoylace CTD
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GluN2B podjednotky v tésné blizkosti membrany a s tim souvisejici zmény kinetickych parametr
azvyseni citlivosti NMDA receptori k inhibicnim neurosteroidim tak mulze byt dalSim

z molekularnich mechanismd, ktery brani nadmérnému vstupu Ca?" do buiiky.

6. ZAVERY

Disertacni prace piindsi nové poznatky o vztahu mezi strukturou a potenciaénim ¢i inhibi¢nim
ucinkem neurosteroidi na NMDA receptory, coz je dilezité pro hledani novych potencialnich
1éCiv, ale predevsim pro hlubsi pochopeni funkce a signalizace prostfednictvim téchto receptorti.
Dale tato prace na molekularni urovni objasiiuje mozny neuroprotektivni efekt zvyseného
inhibi¢niho plisobeni neurosteroidit na NMDA receptory za patologickych podminek, kdy dochézi

ke zvySeni intracelularni koncentrace Ca®".

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

e V prvni SAR studii byl charakterizovan vyznam steroidniho D-kruhu pro inhibi¢ni pisobeni

neurosteroidii na NMDA receptory. VSechny nové syntetizované latky 1.1-1.10 si zachovaly
inhibi¢ni plsobeni, ale ani jedna ze strukturnich modifikaci nevedla k vyraznému zlepSeni
inhibi¢niho u¢inku oproti PAS.
Nejucinngj$i inhibitor z testované série — latka 1.9, vykazuje nizkou podjednotkovou specificitu
na GIuN1/GluN2A-D NMDA receptory. Zaroven je ale selektivnim inhibitorem nativnich
GABA a NMDA receptort v hipokampalnich neuronech. Naopak na nativni AMPA receptory
ma latka 1.9 pouze mirné inhibicni G€inky.

e Druhd SAR studie byla zaméfena na C3-amidové analogy PAS a PAG scilem otestovat
modifikace pro zlepSeni Gi¢innosti a biologické stability. VSechny nové syntetizované latky (2.2—

2.12) vykazovaly vyssi inhibi¢ni piisobeni na rekombinantnich GluN1/GluN2B nez PAS a PAG.

Latka 2.6 nevykazuje podjednotkovou specificitu pro rekombinantni GluN1/GluN2A-D.

o 24

NMDA nez GABA receptorti, uCinek na AMPA receptory je minimalni, coz z latky 2.6 d¢la
vychozi slouceninu pro dalsi studie s cilem optimalizovat farmakologické a farmakokinetické

parametry.
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6.2 Vztah mezi strukturou potencia¢nich neurosteroidii a jejich schopnosti modulovat
NMDA receptory

V nové¢ pripravené 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 neurosteroidii na NMDA receptory. VSechny nov¢ syntetizované
neurosteroidy (latky 3.2-3.24) vykazovaly pozitivni (potenciacni) ucinek na aktivitu
GluN1/GluN2B receptort exprimovanych v HEK293 buiikach. Maximalni mira potenciace se

pohybovala od 8 % az po 452 %.

Latka 3.6 na rozdil od PES inhibuje vSechny podjednotky GIluN1/GluN2A-D. Na nativnich
receptorech ma latka 3.6 a PES typove¢ stejné ucinky (potenciace NMDA a inhibice AMPA

a GABA receptoril), latka 3.6 je ale vice selektivni a u¢innéj$i modulator.

6.3 Vliv Ca** na inhibi¢ni piisobeni neurosteroidii na NMDA receptory

Zvysend citlivost NMDA receptori k inhibicnim neurosteroidiim souvisi s nartistem
intracelularni koncentrace Ca®" po aktivaci NMDA receptoril. K nartistu inhibi¢niho piisobeni
po Ca-stimulaci dochazi u endogenniho PAS i u jeho syntetickych analogli. Pregnanolon
hemipimelat (PAhPim) je v kontrolni odpovédi na nativnich NMDA receptorech témét bez
efektu,

po Ca-stimulaci dochazi k narustu inhibice o 64 %, coz by mohlo byt vyuZitelné v klinické praxi
— inhibi¢ni neurosteroidy by pisobily pouze za patologickych stavili, kdy dochazi ke zvyseni

intracelularni koncentrace Ca®".

Zvysena citlivost NMDA receptort k inhibi¢nim neurosteroidiim souvisi s depalmitoylaci tfi
cysteint (C849, C854, C871) na CTD GluN2B podjednotky. Depalmitoylace vede 1 ke zméné

kinetickych parametrii receptoru ve prospéch zavieného stavu.

Nami popsany vliv Ca-indukované depalmitoylace GIluN2B podjednotky na plisobeni
inhibi¢nich neurosteroidi a kinetiku receptoru tak muize byt dal§Sim z neuroprotektivnich

mechanismii, ktery brani nadmérnému vstupu Ca?* do bunék a vzniku excitotoxicity.
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