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Abstrakt

Termin neurosteroidy oznacuje skupinu steroidnich latek syntetizovanych v nervové
tkani z cholesterolu nebo ze steroidnich prekurzorti pochézejicich z perifernich zdroja. Tyto
latky ovliviiuji molekularni drazdivost modulaci funkce nékterych ligandem aktivovanych
iontovych kanald. NMDA (N-methyl-D-aspartatové) receptory jsou glutamatem aktivované
iontové kandly zapojené v excitaénim synaptickém prenosu, synaptické plasticité a
excitotoxicit¢. GABAA receptory (kyseliny y-aminoméselné typu A) zprostiedkovavaji
vétsinu inhibi¢niho synaptického pfenosu v savéim mozku a jsou cilem mnoha klinicky
vyznamnych 1é¢iv. Funkce NMDA a GABAa receptorit mize byt neurosteroidy ovlivnéna
bud’ pozitivn¢, nebo negativné.

Cilem této prace je shrnout souc¢asné poznatky o ptisobeni neurosteroidli na ¢innost
GABAA a NMDA receptorl a naznacit fyziologicky vyznam a potencidlni vyuziti

neurosteroidd jako regulacniho mechanismu nékterych funkci centrdlni nervové soustavy.

Kli¢ova slova: neurosteroidy, iontové kanaly, glutamatové receptory, GABA receptory,

alostericka modulace, pravdépodobnost otevieni, vazebné misto

Abstract

The term neurosteroids refers to steroids that are synthesized in the nervous tissue from
cholesterol or steroidal precursors from peripheral sources. These compounds affect the
neuronal excitability by modulating the function of some ligand-gated ion channels. NMDA
(N-methyl-D-aspartate) receptors are glutamate gated ion channels involved in excitatory
synaptic transmission, synaptic plasticity and excitotoxicity. GABAAa (y-aminobutyric acid
type A) receptors mediate most of the inhibitory synaptic transmission in the mammalian
brain and are targeted by many clinically important drugs. Function of NMDA and GABAA
receptors can by affected by neurosteroids, both positively and negatively.

The aim of this work is to summarize the current knowledge about the neurosteroid
effects on the function of NMDA and GABA receptors and suggest the physiological role
and the potential therapeutic use of the neurosteroids as a regulator of some functions of the

central nervous system.

Key words: neurosteroids, ion channels, glutamate receptors, GABA receptors, allosteric

modulation, open probability, binding site



Seznam zKratek

3aSa allopregnanolon (3a-hydroxy-5a-pregnan-20-on)
3a5aS 3B-hydroxy-5a-pregnan-20-on sulfat
3a50-THDOC tetrahydrodeoxykortikosteron

3058 pregnanolon (20-oxo0-5B-pregnan-3a-yl)

3a5BHS pregnanolon hemisukcinat

3a5BS pregnanolon sulfat (20-oxo-5p-pregnan-3a-yl sulfat)
3B5aS 3B-hydroxy-5a-pregnan-20-on sulfat

3B5PBS epipregnanolon sulfat (33-hydroxy-5p-pregnan-20-on sulfat)
3BHSD 3B-hydroxysteroid dehydrogenaza/A5-A4 izomeraza
50-DHT dihydrotestosteron

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionat
C oznaceni uhliku v fetézci

cAMP cyklicky adenosin monofosfat

CGC granularni buitky mozecku

CNS centrdlni nervova soustava

DHEA dehydroepiandrosteron

DHEAS dehydroepiandrosteron sulfat

DOC deoxykortikosteron

ECso koncentrace latky vyvolavajici 50 % ucinek
GABA kyselina y-aminoméaselna

Glu glutamat

HEK293 Human Embryonic Kidney 293 cells

ICso koncentrace latky vyvolavajici 50 % inhibici

LTD dlouhodoba deprese (long-term depression)

LTP dlouhodoba potenciace (long-term potentiation)

M membranova doména

mIPSCs miniaturni inhibic¢ni postsynaptické proudy
MK-801 dizocilpin

NADPH redukovany nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NMDA N-methyl-D-aspartat

NR oznaceni podjednotky NMDA receptoru

P450aro cytochrom P450 aromataza

P450c17 170-hydroxylaza/17,20 lyaza

P450scc enzym Stépici postranni fetézec cholesterolu

P5 pregnenolon

PAPS 3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfat

PKA proteinkindza A

PKC proteinkinaza C

PNS periferni nervova soustava

Po pravdépodobnost otevieni

PS pregnenolon sulfat (20-oxopregn-5-en-3p-yl sulfat)
SR-95531 gabazin

THIP tetrahydroisoxazolpyridinol

™ transmembranova doména
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Uvod

Steroidy jsou organické latky strukturné odvozené z cyklopentanperhydrofenanthrenu,
tetracyklické latky slozené ze tii SestiClennych a jednoho péti¢lenného cyklu. Jedna se o latky
lipidové povahy, které v organismu plni fadu fyziologickych funkeci. Skupina steroidi
zahrnuje mnoho biologicky vyznamnych latek jako naptiklad steroly (véetné cholesterolu),
pohlavni hormony (napf. testosteron a estrogen), zlu¢ové kyseliny, hormony kliry
nadledvinek, n¢které formy vitamint aj.

Steroly jsou specialni formy steroida s hydroxylovou skupinou na pozici 3 a skeletem
odvozenym z cholestanu. Mezi nejvyznamngjsi steroly patii bezesporu cholesterol.
Francouzsky chemik M. E. Chevreul jej v roce 1815 objevil jako slozku zlucovych kamenti a
pojmenoval ho cholesterin (z fec. chole pro zlu¢ a stereos pro sul). V roce 1888 byl F.
Reinitzerem stanoven empiricky vzorec pro cholesterol (C,7H460). Adolf Windaus byl
za prvné utvorenou strukturu cholesterolu v roce 1928 ocenén Nobelovou Cenou za Chemii,
avsak tato struktura navrzena pro systém ctyt kruhti steroidniho jadra cholesterolu nebyla
uplné ptesna (obr. 1). Spravna struktura byla formulovana v roce 1932 Heinrichem
Wielandem a E. Danem, jez za své objevy také ziskali Nobelovu Cenu. Tato korektura byla
zaloZena na vysledcich rentgenové krystalografie a chemickych studiich (Bloch 1992; Vance
& Van den Bosch 2000). Objev struktury cholesterolu polozil zaklad pro dalsi studium
steroidnich latek.

A B
HiC._ CHs
CHs

CHa

OH

Obrazek 1: Struktura cholesteralu. Chybné navrZzeny vzaorec z roku 1928 (A) byl v roce 1932 opraven (B).

Steroidni hormony ovliviiuji endokrinni, neuroendokrinni a behavioralni funkce
prostfednictvim intraceluldrnich receptorti, které reguluji transkripci fizené zmény v syntéze
proteint. Toto fyziologické ptisobeni se v§ak obecné projevuje velmi pomalu (béhem hodin

az dnll) a muze pretrvavat dlouho po vymizeni steroidit z mozku (McEwen 1991). Nicméné



nékteré steroidy jsou schopny ovlivnit excitabilitu neurontl velmi rychle (v fadu sekund ¢i
dokonce milisekund), coz vylucuje ,.klasicky* mechanismus ptsobeni téchto steroidnich
hormont. V roce 1927 Cashin a Moravek poprvé zaznamenali indukci anestesie nasledujici
po intravendznim podani koloidni suspenze cholesterolu u ko¢ky (Cashin & Moravek 1927).
Nasledné ve 40. letech Selye zaznamenal rychlé pisobeni nékterych pregnanovych steroidi,
kdy objev anestetického vlivu steroidnich hormont (Selye 1941) ved| k pozd¢jsimu vyvoji
syntetického anestetika alphaxalonu. Molekularni mechanismus tohoto ptisobeni ale zistaval
dlouho neznamy, az ptiblizn¢€ v sedmdesatych letech byl pii hledani mechanismu plisobeni
alphaxalonu objeven vliv steroidil na receptory pro neuropienasece (Smaje 1976). Nasledujici
studie ukazaly, Ze alphaxalon potencuje odpovédi GABAa receptortt (Harrison & Simmonds
1984) a ze tada steroidnich latek ovliviiuje excitabilitu neurond nejen modulaci inhibi¢nich

GABAA receptort, ale i dalSich ionotropnich receptorti pro neuropienasece.



1. Neurosteroidy a jejich syntéza

Terminem ,,neurosteroidy jsou oznacovany steroidni latky syntetizované de novo
Vv centralni a periferni nervové soustaveé z cholesterolu a dalsich steroidnich prekurzort
importovanych z perifernich zdrojt, které se hromadi v nervovém systému. Ze K syntéze
dochazi v mozku lze tvrdit na zakladé toho, Ze steroidy, zejména 3B-hydroxy-A5-derivaty,
jako pregnenolon (P5), dehydroepiandrosteron (DHEA) a jejich sulfatové a lipoidni estery,
jsou piitomny ve vyssich koncentracich v nervové tkani, nez plazmé, a navic pretrvavaji
V nervové soustaveé dlouho po odstranéni ,klasickych® perifernich steroidy produkujicich

tkani, jako jsou gonady, nadledvinky, ¢i placenta (Baulieu 1998; Corpechot et al 1981).

(B) Allopregnanoclon

(A) Progesteron

Obrazek 2: Strukturni vzorce vybranych zastupcu steroidnich hormont (A) a neurosteroidd (B).

Ptitomnost enzymu, zodpovédnych za biosyntézu ,klasickych® steroidnich hormont, byla
dokazana v nervovém systému na urovni mRNA i proteinovou analyzou (Mellon &
Deschepper 1993; Mensah-Nyagan et al 1999). Neurosteroidogenni enzymy lze klasifikovat
jako cytochrom P450 a non-P450 enzymy. Cytochrom P450 enzymy (napi. P450scc) jsou
kodovany jednotlivymi geny a mohou zprostiedkovavat rozmanité enzymatické reakce, napf.
200-hydroxylaci, 22-hydroxylaci ¢i roz§tépeni vazby mezi C20 — C22 uhliky cholesterolu.
Naproti tomu non-P450 enzymy (napi. 3B-hydroxysteroid dehydrogenaza/A5-A4 izomeraza)
1ze nalézt jako vicenasobné geny, kodujici rizné proteiny, z nichz kazdy katalyzuje
specifickou reakci (Mellon & Griffin 2002).

Mezi enzymy klicové pro syntézu steroidii v nervové tkani patii: specificky enzymaticky
komplex, zahrnujici cytochrom P450scc (enzym §tépici postranni fetézec cholesterolu),
lokalizovany ve vnitini mitochondridlni membrané, ktery v nékolika naslednych

enzymatickych krocich pfeménuje cholesterol na pregnenolon (Hu et al 1987; Ukena et al



1998). Enzymaticky systém 17a-hydroxylaza/17,20 lyaza (cytochrom P450c17), jenz je
zodpovédny za konverzi C21-steroida (pregnenolon) na C19-steroidy (DHEA). Enzymaticky
komplex 3B-hydroxysteroid dehydrogenazy/A5-A4 izomerazy (3HSD), ktery
zprostiredkovava pireménu A5-3B-hydroxysteroidi (P5, DHEA) na A4-3B-ketosteroidy
(progesteron, androstenedion). Enzym 17B-hydroxysteroid dehydrogenaza (17BHSD), jenz
katalyzuje vzajemnou prfeménu mezi 17-ketosteroidy (androstenedion) a 17B-hydroxysteroidy
(testosteron). Cinnosti 5o-reduktazy dochazi k redukci dvojné vazby mezi uhliky v pozici
4 a 5 steroidniho jadra (C4-C5), pomoci vodikii z redukovaného pienaSe¢e NADPH, takze
naptiklad konvertuje testosteron na dihydrotestosteron (5a-DHT). Pfeménu androgent
na estrogeny zajistuje enzymaticky komplex zahrnujici cytochrom P450aromatazu (Mensah-
Nyagan et al 1999). Dulezita je také aktivita cytosolické sulfotransferazy, ktera pienasi
sulfatovy zbytek z univerzalni donorové molekuly 3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfatu (PAPS)
na hydroxylovou skupinu steroidniho substratu, pfi¢emz z pregnenolonu a DHEA vznika
pregnenolonsulfat (A5PS) a dihydroepiandrosteronsulfat (DHEAS) (Compagnone et al 1997).
Naproti tomu sulfataza je zodpovédna za hydrolyzu téchto sulfatovych esterti (ASPS,
DHEAS) za vzniku nekonjugovanych steroida (P5, DHEA) (Mensah-Nyagan et al 1999).
Neurosteroidy jsou syntetizovany v CNS a PNS jak v gliovych, tak nervovych burikach.
Exprese steroidogennich enzymt byla prokazana v n¢kolika bunéénych typech, a to zejména
v oligodendrocytech, astrocytech typu I, Schwannovych bunikach a neuronech (véetné
Purkynovych bunék) (Akwa et al 1993; Robert et al 2001; Ukena et al 1998; Zwain & Yen
1999). Astrocyty jsou z hlediska steroidogeneze nejvice aktivnimi buiikami v mozku,
z klicovych enzymi exprimuji P450scc, P450c17, 3HSD, 17BHSD a P450aro, a tudiz mohou
produkovat pregnenolon, progesteron, DHEA, androgeny a estrogeny. Neurony exprimuji
stejné enzymy a mohou produkovat totozné neurosteroidy jako astrocyty, S vyjimkou
17BHSD a produkce testosteronu. Oligodendrocyty exprimuji pouze P450scc a 3pHSD a
na zakladé toho mohou produkovat pregnenolon a progesteron. Piedpoklada se spoluprace

téchto tii typl bunek v ramci ucelené steroidogenni drahy (Zwain & Yen 1999).

2. U¢inek neurosteroidii v mozku

Nékteré endogenni neurosteroidy maji pfimy vliv na aktivitu chemicky ovladanych
iontovych kanald, jedna se 0 GABAa, glycinové, glutamatové (NMDA, AMPA /kainatové) ¢i
nikotinové acetylcholinové receptory (Bullock et al 1997; Wu et al 1990; 1991). Cilem
nasledujici ¢asti je podat zakladni informace o piisobeni neurosteroidii na glutamatovych
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receptorech (piedevsim NMDA podtypu) a GABAA, receptorech, jako hlavnich zastupci
skupin receptort zprostfedkujicich excitacni a inhibi¢ni postsynaptické proudy, na kterych byl

také v uplynulych letech mechanismus u¢inku neurosteroida intenzivné zkouman.

2.1.  Glutamatové receptory

L-glutamat je hlavni excitacni neurotransmiter v sav¢i centralni nervové soustave.
Na zaklad¢ mechanismu tc¢inku Ize rozlisit dvé hlavni skupiny glutamatovych receptort.
Prvni skupinou jsou ionotropni glutamatové receptory, coz jsou iontové kanaly, které
po aktivaci glutamatem propoust&ji kationty do buiiky a K* z bunék. Druhou skupinu tvoii
metabotropni glutamatové receptory, které ucinkuji prostfednictvim s nimi spfazené¢ho
G-proteinu (Pin & Acher 2002). Tonotropni receptory lze rozdélit do tii hlavnich,
farmakologicky odlisnych skupin, pojmenovanych podle selektivniho agonisty: a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionatu (AMPA), kainatu a N-methyl-D-aspartatu (NMDA)
(Dingledine et al 1999).

2.1.1. Vyznam NMDA receptori

Vysledky elektrofyziologickych, histochemickych a molekularné biologickych sledovani
ukazuji, ze prakticky vS§echny neurony a ¢ast gliovych bunék v mozku a mise exprimuji
NMDA receptory, které jsou umistény v postsynaptickych densitach, mimosynapticky i
presynapticky. Neni pochyb o tom, ze aktivace tohoto typu glutamatového receptoru je
zasadni pro fungovani nervového systému jako celku.

Byl popsén klicovy vyznam NMDA receptort pro synaptickou plasticitu, konkrétné
v procesech dlouhodobé potenciace (LTP) a deprese (LTD), které jsou povazovany
za bunécny korelat uceni a tvorby paméti (Lynch 2004). NMDA receptory mimo jiné hraji
vyznamnou roli v buné&cnych procesech jako je excitotoxicita, kdy nadmérnou aktivaci
glutamatovych receptorti dojde k naruseni Ca?* homeostdzy, coz Gsti v buné¢nou smrt
(Arundine & Tymianski 2003). Byl také popsan vyznam NMDA receptort pfi vzniku a
prabehu fady akutnich i1 chronickych patologickych stavii CNS, jako je ischemické poskozenti,
Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, ¢i schizofrenie, coz z nich ¢ini mozny cil

farmakologické intervence.
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2.1.2. Struktura NMDA receptor

NMDA receptory jsou iontové kanaly, které po navdzani glutamatu a glycinu propousti
Na*a Ca’* do buiiky a K* z buiiky. Jedn4 se o heteromerni komplexy, slozené z NR1,
NR2A-D a/nebo NR3A-B podjednotek. Podjednotky sdileji shodnou topologii: extracelularné
sméfujici N-konec, ¢tyfi membranové domény, z nichz tii jsou transmembranové (M1, M3 a
M4) a druha doména (M2) tvoii v membrané intracelularné orientovanou vratnou kli¢ku (M2
kompletniho tetrametru receptoru vytvari por iontového kanalu), a intracelularni C-konec
(Sobolevsky et al 2009). Klicka mezi tfeti a ¢tvrtou transmembranovou doménou je 169
aminokyselinovych zbytkil dlouhy segment, ktery je vysoce konzervovany mezi odliSnymi
NR2 podjednotkami (NR2A sdili 86 %, 79 % a 77 % homologii se shodnymi tseky na NR2B,
NR2C a NR2D podjednotkach) (Ishii et al 1993). Gen pro NR1 podjednotku existuje v osmi
sestiihovych variantach, liSicich se pfitomnosti ¢i absenci 21 aminokyselin dlouhého insertu
na N-konci, zatimco NR2A-D podjednotky jsou kddovany ¢tyimi riznymi geny (Dingledine
et al 1999).

V ramci tetramerniho uspotradani komplexu NMDA receptoru se vyskytuji 2 vazebna
mista pro glutamat/NMDA a 2 mista pro glycin (Clements & Westbrook 1991). Studie
mutageneze naznacuji, Ze vazebnd mista pro glutamat/NMDA se vyskytuji na NR2
podjednotce (Anson et al 1998), zatimco vazebné misto pro glycin se nachazi na NR1
podjednotce (Wafford et al 1995).

2.1.3. Farmakologie NMDA receptora

Podjednotkové slozeni urcuje biofyzikalni a farmakologické vlastnosti NMDA
receptor-kanalového komplexu. Na podjednotkach se vyskytuji riizna rozpoznavaci mista
pro endogenni a exogenni ligandy, v€etné vazebnych mist pro agonisty, blokatory otevieného
kanalu (napi. MK-801), polyaminy, protony, Mg2*, Zn?*, Cu?* a neurosteroidy (Dingledine et
al 1999).

Mnoho antagonistit NMDA receptoru vykazuje selektivni afinitu zavislou na NR2
podjednotce. Napiiklad flebamat (Kleckner et al 1999), ifenprodil (Williams 1993) ¢i
haloperidol (llyin et al 1996) selektivné inhibuji NMDA receptory obsahujici NR2B
podjednotku, zatimco tieba toxin mékkyse Conus tulipa conantokin-R selektivné inhibuje
receptory obsahujici bud’ NR2A, nebo NR2C podjednotku (White et al 2000).
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S NMDA receptorem je asociovana celd fada modulacnich mist. Napiiklad
pro polyaminy, jako spermin ¢i spermidin, které¢ v mikromolarnich koncentracich zvysuji
odpovéd na NMDA (Sprosen & Woodruff 1990), pii¢emz potenciace pomoci spermidinu je
zavisla jak na NR1 sestiihové varianté, tak i na pfitomné NR2 podjednotce (Zhang et al
1994). Arachidonova kyselina ma amfipaticky charakter (stejné jako PS) a pravdépodobné
pusobi prostiednictvim vazebné domény pro mastné kyseliny na NMDA receptoru (Petrou et
al 1993). Navic jsou zde také pfitomna mista, ktera jsou oxidovana/redukovana redoxnimi
¢inidly, kdy redukce na téchto mistech zesiluje proudy indukované NMDA, zatimco oxidace
ma opacny ucinek (Aizenman et al 1989).

Z farmakologickych studii vyplyva, Ze nékteré sulfatové steroidy mohou modulovat
funkci NMDA receptorti obéma sméry: napiiklad 20-0xo0-5p-pregnan-3a-yl sulfat
(pregnanolon sulfat, 3a5BS) ptisobi jako inhibitor, naproti tomu napt. 20-oxopregn-5-en-3-yl
sulfat (pregnenolon sulfat, PS) ma potenciacni G¢inek (Bowlby 1993; Park-Chung et al 1994;
Wu et al 1991). Pregnanolon sulfat (3a5BS) se 1isi od pregnenolon sulfatu (PS) absenci dvojné
vazby (obr. 3).

A B

Obréazek 3: Chemicka struktura pregnenolon sulfatu (A) a pregnanolon sulfatu (B).

2.1.3.1. Inhibice NMDA receptorii neurosteroidy

20-0x0-5B-pregnan-3a-yl sulfat (pregnanolon sulfat, 3a5pS) je v savéim mozku piirozené
se vyskytujici neurosteroid (Robel et al 1987), ktery zde moduluje funkci fady iontovych
kanali (NMDA, AMPA, kainatové, GABA,) (Park-Chung et al 1999; Park-Chung et al
1994). Na NMDA receptory pusobi 35BS inhibi¢né (Park-Chung et al 1994), a to sice
snizenim pravdépodobnosti otevieni (Po) iontového kanalu (Petrovic et al 2005).

Z kinetickych experimentl vyplyva, Ze ke sniZeni Pg dochazi prodlouzenim primérné doby
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uzavieni, bez vlivu na primérnou dobu otevieni, ¢imz dochazi k hromadéni receptorti

v desenzitizovaném stavu (Kussius et al 2009). Napftiklad pii souc¢asné aplikaci 100 uM
3a5BS a 30 uM NMDA byla maximalni odpovéd’ indukovand NMDA v bunécnych kulturach
embryonalnich kufecich miSnich neuront vyrazné¢ snizena, avSak pouze s malym u¢inkem
na ECso NMDA (koncentrace latky vyvolavajici 50% tcinek), kdy v nepiitomnosti 3a58S
byla ECso pro NMDA 156 puM a v pfitomnosti tohoto neurosteroidu byla hodnota

ECs0= 106 uM. Tyto vysledky naznacuji, ze efekt 3a5BS na odpovédi vyvolané NMDA je
nekompetitivni povahy, to znamena, ze 30.5BS nepuisobi prostfednictvim vazebného mista
pro NMDA (Park-Chung et al 1994). Dalsi experimenty také prokazaly, ze k inhibi¢nimu
pasobeni nedochazi ani interakci S vazebnymi misty pro jiné vyznamné modulatory NMDA
receptort (Park-Chung et al 1994; Petrovic et al 2005).

Mira inhibice neni zavisla na membranovém potencialu buiiky, z ¢ehoz vyplyva, Ze
3a5pBS nepisobi jako blokator otevieného iontového kanalu (Park-Chung et al 1994; Park-
Chung et al 1997; Petrovic et al 2005), jakym je napiiklad anestetikum dizocilpin (MK-801),
jehoz Géinek vykazuje vyraznou zavislost na membranovém potencialu buniky (Huettner &
Bean 1988). Navazani 3a5BS na NMDA receptor v§ak miiZe nastat pouze v ptitomnosti
agonisty (preaplikace 3a5BS pied aplikaci glutamatu ¢i NMDA Zadny efekt nevyvolava), ¢ili
3a5BS je ,,use-dependentni (Petrovic et al 2005), stejn¢ jako blokatory (obr. 4). Naproti tomu
rychlost disociace 3a.5B3S z vazebného mista je podobna pro aktivované i neaktivované
receptory (Petrovic et al 2005).

Tyto vysledky poskytuji silnou podporu pro existenci samostatného vazebného mista
na NMDA receptoru pro inhibi¢ni neurosteroidy (Park-Chung et al 1997), ale piesna
identifikace tohoto mista se zatim nezdafila. Pokusy, sledujici u¢inek neurosteroidii
aplikovanych bud’ extracelularné€, nebo intracelularné, prokazaly, ze 3a58S pisobi vyhradné
z extracelularni ¢asti NMDA receptoru (Park-Chung et al 1997; Petrovic et al 2005). Dale byl
sledovan inhibi¢ni ucinek 3a5BS na rekombinantni NMDA receptory, exprimované
v HEK293 burnkach (Petrovic et al 2005), piipadn¢ v oocytech Xenopus laevis (Malayev et al
2002). Z pokust vyplyva, ze inhibicni ptsobeni 3a5BS je zavislé na ptitomnosti urcitého
podtypu NR2 podjednotky, pficemz 3a5BS je pfiblizn¢ dvakrat vice ucinny pti inhibici
NR1-1a/NR2C-D receptort nez pii inhibici NR1-1a/NR2A-B receptoru (hodnota ICs (udava
koncentraci latky vyvolavajici 50% inhibici) vV rozsahu od 26 uM (pro NR1-1a/NR2C)
do 50 uM (pro NR1-1a/NR2A)). Naproti tomu schopnost 3a5S inhibovat glutamatové
odpovedi se v ramci experimentalni chyby nelisila u NR1-1b/NR2B a NR1-1a/NR2B
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receptortl, coz svéd¢i o tom, Ze rizné sestiihové varianty NR1 podjednotky nemaji vliv

na inhibi¢ni pasobeni 3a5BS (Petrovic et al 2005). Pro vysvétleni molekularni podstaty
pusobeni 3a5BS na NR2 podjednotku byla pouzita chimericka podjednotka, v niz byla
extracelularni klicka mezi tieti (M3) a ¢tvrtou (M4) transmembranovou doménou
podjednotky NR2A nebo NR2B nahrazena odpovidajicim usekem z NR2C podjednotky
(NR2A3C4A). Inhibi¢ni u€inek 3a5BS na chimericky receptor NR1-1a/NR2A3C4A byl
shodny s uc¢inkem na NR1-1a/NR2C receptory, to poskytuje diikaz 0 vyznamnosti M3-M4
klicky pro ptusobeni 3a5BS (Petrovic et al 2005).

A1 A2 A3 A4 A .

3u5pS c
— Glu wa Clu oy
— — —a
0 c

[ a [ 5] b+c a+c -
N ' 1s 1s b
a

BT _ wen B2 W

35BS 0.45 Wash
NMDAn:n:l 00.3i0.6 1s

v VY ¥
Obrazek 5: Opozdéna disociace
05s agonisty z receptoru s navazanym
3a5BS. Zobrazeni tfi za sebou
1nA jdoucich odpovédina 1 mM
4s glutamatu (Glu) v pfipadé, kdy

300 UM 3a5BS bylo aplikovéano
Obrazek 4: 3a5BS je ,use-dependentni” inhibitor NMDA po pfedchozi aplikaci Glu.
receptorl. (A1) Odpovéd na kopalikaci 300 uM 3a5BS a . -
1 mM glutamatu (Glu) byla inhibovana z 95 % a obnova Po Odr:nytl Glu' a 3EIV5BS se objevila
z inhibice byla relativné pomala. (A2) Odpovéd na aplikaci pozdni odpovéd. Prevzato
1 mM Glu nasledujici po preaplikaci (37s) 300 M 3a5pS z (Petrovic et al 2005).
byla podobna kontrolni odpovédi na glutamat (a,
zaramovana oblast v A1).(A3) llustrace rozdilu v Eéasovém
prabéhu odpovédi na Glu po koaplikaci 3a5BS a Glu (b,
zaramovana oblast v A1) a po preaplikaci 3a5BS (c, - 0 H : 4
zaramovana oblast A2). (A4) Doba narustu odpovédi ( 26 % potenCIace) indukované
na Glu po preaplikaci 3a5BS (c, zaramovana oblast A2)
byla podobna té pfi kontrolni odpovédi na Glu (a.
zaramovana oblast v A1). (B1) Zaznam péti za sebou ey
nasledujicich odpovédi na 100 uM NMDA, koaplikovaného (obsahujicim 300 uM 3a.5BS)
s 300 M 3a5BS, a jejich obnova po razné dobé (0; 0,3;

Existence pozdni odpoveédi

kontrolnim extracelularnim roztokem

0.45; 0,6 a 1 s) odmyti neurosteroidu. (B2) Zobrazeni pO koap“kaC' neuroster0|du (300 HM
obnovy po inhibici. Aplikace kontrolniho extracelularniho , . .
roztoku bezprostfedné po koaplikaci neurosteroidu a 3(15[38) almM glutamatu naznacuje
NMDA vede k pozdni odpovédi (oznacena hvézdickou).

Pievzato z (Petrovic et al 2005). existenci neurosteroidem indukovaného

konformacéniho stavu NMDA receptorového komplexu, ktery zabranuje disociaci glutamatu

z NMDA receptoru modulovaného neurosteroidem (obr. 5). Po ukonceni inhibice, NMDA

15



receptor s ,,polapenym*® glutamatem podstupuje konformacni ptechody, zahrnujici
konformacni stav s otevienym iontovym kanalem NMDA receptoru, coz vyvola zminénou
pozdni odpovéd’. Jeden z modela pfedpoklada, ze navazani glutamatu indukuje konformacni
zmény v ramci M3-M4 klicky, které postupné vedou k tvorbé specifického vazebného mista
pro neurosteroid, a vazba 3a5BS do tohoto mista zastavi receptor ve stavu se zachycenym
agonistou. Tento model je v souladu s experimentalnimi vysledky, avsak jeho potvrzeni
predpoklada dalsi experimentalni praci, ktera by urcila vztah mezi vazebnymi misty

pro glutamat a pro neurosteroid (Petrovic et al 2005).

2.1.3.2. Potenciace NMDA receptorii neurosteroidy

20-oxopregn-5-en-3B-yl sulfat (pregnenolon sulfat, PS) je hojné se vyskytujici
neurosteroid, syntetizovany de novo v centralnim nervovém systému (viz vyse kapitola 1).
Vykazuje odli$né modula¢ni G¢inky na nékolika typech receptort: specificky potencuje
odpovédi vyvolané NMDA receptory (Wu et al 1991), zatimco inhibuje proudy indukované
GABAA (Majewska et al 1988), glycinovymi (Wu et al 1997) a AMPA/kainatovymi
receptory (Wu et al 1991).

Potenciaéni ucinek PS na NMDA receptorech byl poprvé pozorovan v bunéénych
kulturach embryonalnich kufecich mi$nich neuront, kdy aplikace 100 uM PS vedla
K ptiblizné 197 % nartstu odpovédi vyvolané 30 uM NMDA (Wu et al 1991). V dalsich
pokusech byl tento potencia¢ni G¢inek PS na rekombinantni i nativni NMDA receptory
potvrzen (Bowlby 1993; Ceccon et al 2001; Horak et al 2004; Malayev et al 2002; Park-
Chung et al 1997).

Z pozorovani, Ze v pfitomnosti maximalni koncentrace glycinu (10 pM), PS (100 uM)
vyrazné zesiloval (~ 179 %) proud vyvolany rychlou aplikaci 30 uM NMDA, a zaroven
V pfitomnosti téméet maximalni koncentrace PS (100 uM), glycin reverzibiln€ potencoval
(~210 %) maximalni odpovéd na NMDA vyplyva, ze PS a glycin potencuji NMDA odpovédi
prostiednictvim nezavislych mechanismt (Wu et al 1991). Z dalsich pokust také vyplyva, ze
vzajemné pusobeni PS a glutamatu je nekompetitivni povahy, tudiZ neurosteroid neptlisobi ani
prostiednictvim tohoto vazebného mista (Malayev et al 2002).

Potenciace vyvolana PS nevykazovala zavislost na membranovém potencialu bunky, coz
sved¢i o tom, ze PS neplisobi jako blokator otevieného iontového kanalu. Potencia¢ni efekt
PS neni dale zprostiedkovan interakci tohoto neurosteroidu s vazebnymi misty pro polyaminy

a arachidonovou kyselinu, ani redoxnimi modulacnimi misty (Park-Chung et al 1997). Tyto
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vysledky naznacuji existenci samostatného extracelularniho vazebného mista specifického
pro PS, které je vsak odlisné od inhibi¢niho vazebného mista pro 3a5pS (Park-Chung et al
1997).

Vyzkum, objasnujici molekularni mechanismus potencia¢niho ptsobeni PS, naznacuje,
zZe tento neurosteroid zvySuje pravdépodobnost otevieni (Py) iontového kanalu NMDA
receptoru (Horak et al 2004). PS zvysuje t¢innost ptisobeni glutamatu, plynouci
z konformac¢ni zmény spojené s otevienim kanalu (Horak et al 2006). Potencia¢ni G¢inek
mimo jiné také zavisi na podjednotkovém slozeni NMDA receptoru. Saturujici koncentrace
PS (300 uM) vede piiblizné k ¢tyinasobné potenciaci receptord slozenych z NR1/NR2A a
NR1/NR2B podjednotek, naproti tomu u NR1/NR2AC a NR1/NR2AD receptort dochazi
pouze k mirné (~ 1,5nasobné) potenciaci (Horak et al 2006; Horak et al 2004). Navic tento
potenciaéni u¢inek je vétsi (~ 300 %), v piipadé, Ze je neurosteroid preaplikovan (37 s)
pied agonistou (glutamat), naproti tomu koaplikace PS s agonistou vede jen k malému
(~ 25 %) zvyseni odpovédi NMDA receptoru (obr. 6). Tyto vysledky naznacuji alosterické
spojeni vazebnych mist pro PS a glutamat, kdy po aktivaci receptoru agonistou dochazi

k snizeni afinity receptoru k neurosteroidu (Horak et al 2004).

Contemporangous B Pre- and co- Sequential C
applicatinn application application Cn—applicaticn
TMM Glu = . 1 mM Glu P - 3 Glu, Glu _Gm
Lb—-ﬁf' A V V -Ll(- I
5s
5 nA
D * 0.5nA |— "
FPs
— 1 WM Gl 1= 1.1s (75%) 5s
| =425 '
1, = 0.8 s (68%)
ID_-E‘ aA ,=698
o5

Obrazek 6: Mira potenciace NMDA receptoru vyvolana PS je ovlivnéna nafasovanim aplikace
neurosteroidu a glutamatu. (A) Pfi souasné aplikaci glutamatu (Glu) a 300 pMm PS
(Contemporaneous application) byl proud vyvolany 1 uM Glu potencovan (+ 27 %). Nar(st
pozdni odpovédi po ukonéeni aplikace PS je oznafen hvézditkou (patrny také u odpovédi
zobrazenych v B a D). (B) Po preaplikaci (37 s) byla odpovéd na 1 mM Glu koaplikovangho
5300 uM PS potencovana z + 317 % (Pre- and co- application). Odpovéd na glutamat

po preaplikaci PS (Sequential application) byla potencovana z + 559 % v porovnani

s kontrolni odpovédi na 1 mM Glu. (C) Odpovéd na koaplikaci 300 pM PS a 1 mM Glu bez PS
preaplikace (Co-application) byla potencovana pouze z 15 %. (D) Odpovéd vyvolana 1 uiM
Glu byla v pfipadé koaplikace s PS potencovana (+ 97 %). Pievzato z (Horak et al 2004).
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Pozdégjsi vyzkumy odhalily komplexnéjsi pisobeni tohoto neurosteroidu na NMDA
receptorech. Z vysledku elektrofyziologickych méfeni provadénych na rekombinantnich
NMDA receptorech exprimovanych v oocytech Xenopus laevis a HEK293 buiikach vyplyva,
ze zatimco PS potencuje odpovédi vyvolané receptory o podjednotkovém slozeni NR1/NR2A
a NR1/NR2B, inhibuje proudy indukované NR1/NR2C a NR1/NR2D receptorovymi
komplexy (Ceccon et al 2001; Horak et al 2006; Horak et al 2004; Malayev et al 2002).
Inhibi¢ni u¢inek PS byl prokézan i u NR1/NR2A a NR1/NR2B receptori, avsak mira 300 uM
PS inhibice je u nich pfiblizné 2,5nasobné¢ mensi nez u NR1/NR2C a NR1/NR2D
receptorovych komplexii, a obvykle je maskovana jejich silngjsi potenciaci (Horak et al
2006). Negativni G¢inek PS, 1ze pozorovat naptiklad u experimenti, kdy je roztok PS
z bunéénych kultur rychle odmyvan (obr. 7). Zesilena pozdni odpovéd’, nasledujici
po ukonéeni puisobeni neurosteroidu je pravdépodobné zplisobena rychlym sniZzenim
inhibi¢niho ucinku PS, zatimco jeho potenciacni ucinek pietrvava. Nardst pozdni odpovédi je
rychly, coz znadi, ze kinetika odvazovani PS z potencia¢niho mista je rychlejsi, nez kinetika
odvazovani neurosteroidu z potencia¢niho vazebného mista (Horak et al 2004). Na rozdil
od potencia¢niho G¢inku PS, jeho inhibi¢ni ptsobeni neni zavislé na aktivaci NMDA
receptoru (Horak et al 2006). Analyzy hodnot ECsg a 1Cs pro pusobeni PS na rekombinantni
typy NR1/NR2A-D receptori, poskytuji dodate¢ny dikaz o existenci dvou samostatnych,
alosterickych, extracelularné smétujicich vazebnych mist na NMDA receptoru pro inhibi¢ni a
potenciaéni pisobeni PS (Horak et al 2006; Park-Chung et al 1997), kde inhibi¢ni misto miize
byt identické s vazebnym mistem pro 3a5BS (Park-Chung et al 1997). Prevazujici ucinek PS
(potenciace NR1/NR2A a NR1/NR2B, inhibice NR1/NR2C a NR1/NR2D) je vysledkem
riznych afinit PS Kk témto vazebnym mistim a rizné G¢innosti S jakou moduluji aktivitu

NMDA receptoru (Horak et al 2006).
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Obrazek 7: Kinetika navazovani a odvazovani PS. (A) Odpovédi na 1 mM
glutamatu (Glu) vyvolané po rizné diouhé preaplikaci 50 pM PS. (B) Graf uréujici
miru potenciace glutamatovych odpovedi vyvolanou PS (50 pM), vyjadienou jako
funkci delky preaplikace neurosteroidu (pro data v A). (C)Prvni kfivka znazorfiuje
odpovéd na Glu (1 mM) vyvolanou bezprostifedné po aplikaci PS (300 pi). Daléi
kfiivky zobrazuji odpovéd na Glu po riizné dobé& (10-50 s) odmyti PS. (D) Graf
Znazormujici miru potenciace NMDA receptoru, vyjadifenou jako funkci doby odmyti
FS (pro data v B). Prevzato z (Horak et al 2004).

NR2 podjednotka ma klicovy vyznam pro modulaci NMDA receptorti pomoci PS
(Malayev et al 2002). Pro odhaleni molekularni podstaty pisobeni PS na NR2 podjednotku
byly pouzity sady chimér, u kterych byly fragmenty z NR2A nebo NR2B podjednotek (silné
potencovany, slab& inhibovany PS) vyménény za homologni tisek Z NR2C podjednotky (silné
inhibovéna, slabé potencovéana PS) a exprimovany spolu s NR1-1a podjednotku. Uéinek PS
na chimericky receptor NR1-1a/NR2A3C4A (viz vySe) nebyl vyrazn€ odliSny od ptsobeni
na NR1-1a/NR2C receptory, coz naznacuje, Ze struktura extracelularni M3-M4 klicky na NR2
podjednotce je zasadni pro jeho u¢inek na NMDA receptorech (Horak et al 2006). Dalsi
studie odhaluje také dilezitost ¢tvrté transmembranové domény (M4) (Jang et al 2004).

V ramci této studie byly v prislusné oblasti na NR2B podjednotce provadény bodové mutace,
kdy z patnacti mutovanych aminokyselin pouze substituce glutamatu v pozici 812 za lysin
(ktery je ptitomen ve stejné pozici na NR2C podjednotce) vyznamné snizila u¢inek PS. Je
mozné, Ze se tento aminokyselinovy zbytek pfimo tc€astni vazby PS, avSak v Givahu ptichazeji

1jiné vysvétleni. Z dalSich studii vyplyva, Ze nizky stupen potenciace u receptort
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obsahujicich podjednotky NR2C-D je zpilisoben spise malou ucinnosti PS, nez nizkou afinitou
k tomuto steroidu, ktera je u téchto podjednotek naopak vyssi (Horak et al 2006). Tyto
poznatky naznacuji, ze extracelularni M3-M4 smycka se bude pravdépodobnéji podilet
na zprostfedkovani signalu, nez na piimé vazb¢ PS.

Pti zkouméni vyznamu NR1 podjednotky pro ptisobeni PS, bylo prokazano, ze inzert
na N- konci NR1 podjednotky neni pfimo zapojen do G¢inku PS na NMDA receptory,
nicméné moznost, ze se PS navic vaze i na NR1 podjednotku nemiize byt vylouc¢ena (Horak et
al 2006).

Déle bylo prokazano, ze PS ovliviiuje funkci rekombinantnich receptorti jiz
v nanomolarnich koncentracich. Neurosteroid v této koncentraci zvySuje inhibici NR1/NR2B
receptoru zprosttedkovanou ifenprodilem, avsak neméni odpovéd na glutamat. Vysledky
dané studie naznacuji existenci vice vazebnych mist pro PS na NMDA receptoru, ktera se
navzajem lisi afinitou k tomuto neurosteroidu (Johansson et al 2008).

Nasledné studie byly zaméfeny na objasnéni bunééného mechanismu, ktery kontroluje a
ovlivituje funkci NMDA receptoru plisobenim PS. V ramci tohoto vyzkumu byly srovnavany
proudové odpovédi snimané z celych bun€k a izolovanych membranovych tercikli
z kultivovanych hipokampalnich neuronti a HEK293 buné¢k exprimujicich NR1-1a/NR2B
receptory (Petrovic et al 2009). Jiz diive bylo prokazano, ze PS nekolikanasobné potencuje
odpovédi NMDA receptorti vyvolané soucasnou aplikaci s NMDA (Horak et al 2004).

V ptipadé¢ membranovych ter¢iki byl tento potenciacni ti€inek pozorovan bezprostfedné

po vytrzeni terCiku, poté se mira potenciace postupné snizovala a ptiblizné¢ dv€ minuty

po izolaci terc¢iku zcela vymizela. U inhibi¢niho G€inku 3a5BS tento efekt vSak pozorovan
nebyl (Petrovic et al 2009), coz dodate¢né potvrzuje hypotézu, ze modulacni Gcinky 3a5pS a
PS na NMDA receptory jsou zprosttedkovany odlisnymi mechanismy (Park-Chung et al
1997). Tyto vysledky dale naznacuji, Ze citlivost NMDA receptort vici potenciaci PS je
kontrolovana endogennimi faktory, mezi néZ miiZou patfit napt. fosforylacni/defosforylacni
procesy V burice. Pro testovani této hypotézy byly pouzity specifické i nespecifické inhibitory
a aktivatory jednotlivych fosforyla¢nich a defosforylacich drah. Aplikace cyklosporinu A,
specifického inhibitoru kalmodulin-dependentni fosfatazy 2B, ¢i okadaové kyseliny,
inhibujici fosfatdzy 1 a 2A, vedla ke snizeni rychlosti, s jakou klesala mira potenciace

Vv izolovanych ter¢icich. Pfidanim saturosporinu, nespecifického inhibitoru Ser/Thr
proteinkindz, naopak doslo k jesté vyrazné&jsimu sniZzeni miry potenciace PS. Pro zjisténi,

ktera serin/treonin kinaza je v tomto procesu zapojena, byl pouzit nehydrolyzovatelny analog
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cyklického AMP, 8-Br-cAMP, po jehoZz ptfidani doslo ke zmirnéni snizujiciho uc¢inku
saturosporinu. To naznacuje, Ze na regulaci citlivosti NMDA receptoru vuci PS se podili
CAMP-dependentni proteinkinaza A (PKA), coz bylo potvrzeno pouzitim specifického
inhibitoru PKA, H89, které opét vedlo k vyznamnému poklesu miry potenciace. Navic byla
uloha PKA v kontrole potenciacniho G¢inku PS na NMDA receptory dale potvrzena pokusy
s katalytickou podjednotkou PKA, jejiz intracelularni aplikace také zpomalila pokles miry
potenciace v membranovych tercicich. Naproti tomu aktivace PKC pomoci specifického
aktivatoru phorbol 12-myristat 13-acetatu neméla zadny vyrazny ucinek (Petrovic et al 2009).
Tyto vysledky naznacuji, ze potenciace NMDA receptorti prostiednictvim PS je zavisla

na urovni fosforylace a také ze se na tomto mechanismu specificky podili PKA. Avsak je
nutno stanovit, zdali jsou fosforylovany samotné NMDA receptory, nebo néjaky jiny cilovy
protein, asociovany s NMDA receptory. Na fosforylacnich/defosforylacich procesech se
mohou podilet dal$i mechanismy, zahrnujici extracelularni, membranové a intracelularni
slozky, jako naptiklad protein extracelularni matrix reelin (Groc et al 2007), G-protein (Lu et
al 1999), aktin (Rosenmund & Westbrook 1993), ¢i membranové komponenty, jako je
cholesterol (Frank et al 2004).

2.1.3.3. Strukturdlni determinanty neurosteroidii jako predpoklad jejich ucinku na NMDA

receptorech

2.1.3.3.1. Inhibi¢ni neurosteroidy

Aplikace 50 uM nesulfatovaného 3a5p nevykazovala vyrazny G¢inek na proud vyvolany
30 uM NMDA (~ 4 % potenciace), coz naznacuje, Ze sulfdtova skupina na uhliku C3 ma
vyznam pro pusobeni 3a5pS na NMDA receptory (Park-Chung et al 1994). N¢které dalsi
sulfatovée steroidy také vykazuji inhibi¢ni u¢inek na NMDA receptory, jako napiiklad
epipregnanolon sulfat (35BS, 100 uM), ktery inhibuje NMDA odpovéd’ ptiblizné z 50 %.
Naproti tomu 100 uM 3B5aS ma potenciacni ucinek (~39 %). Opacéné plisobeni stereoizomert
3B5BS a 3B5aS na NMDA receptory nasvédcuje tomu, ze interakce téchto steroida s NMDA
receptory je stereospecificka ohledné substituenti na uhliku C5 (Park-Chung et al 1997).
Spolec¢nym rysem inhibi¢nich steroidii (endogennich i uméle syntetizovanych) je tedy obecné
pfitomnost zdporn¢ nabité skupiny na C3 uhliku steroidniho jadra spolu s takovym
prostorovym uspotfadanim chirdlnich uhliki C3 a C5, které dava celé molekule steroidu

lomeny tvar (Park-Chung et al 1997; Weaver et al 2000).
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Pro blizsi urceni strukturnich determinant ovliviiyjicich inhibi¢ni uc¢inek neurosteroidu
byly syntetizovany derivaty 3a5BS a 3a5aS, rizné substituované na uhlicich C3 a C7, a
nasledné byl jejich Gcinek testovan elektrofyziologickymi metodami na NMDA receptorech
exprimovanych Vv kultivovanych hipokampalnich neuronech (Stastna et al 2009).
Strukturalné-funkéni analyzy 10 syntetizovanych steroidl naznacuji, ze substituce na A kruhu
steroidniho jadra podstatné ovliviiuje hodnoty ICsp, a Ze substituenty na C3 a C7 uhlicich
ovliviluji navazani steroidu na receptor. Z vysledki této studie vyplyva, Ze nejacinnéjSim
inhibitorem NMDA receptort je pregnanolon sulfat (3a5BS), pro néz byla stanovena hodnota
ICs0 = 47 uM. Téméf shodny inhibi¢ni u¢inek (ICsp = 52 pM) maé také
pregnanolonhemisukcinat (3a5BHS), coz naznacuje, Zze po vyméné sulfatového zbytku 3a5BS
na uhliku C3 za hemisukcindtovy si steroid zachovéava svou schopnost inhibovat odpovédi
NMDA receptorti, zatimco podobna substituce u 3a5aS vede ke statisticky vyznamnému
zvySeni ICsp. Dale bylo zjisténo, ze navazani zbytku kyseliny octové ¢i nikotinové na uhlik
C7 také vede ke zvySeni hodnoty ICsp. Navazani objemnéjsiho nikotinového zbytku vSak
vedlo k men$imu snizeni Gi¢innosti inhibice, nezli substituce acetatem, coz znadi, ze sterické
divody nemayji takovy vyznam, a pravdépodobn¢ zde vice zalezi na nekovalentnich

interakcich steroidu s molekulou receptoru (Stastna et al 2009).

2.1.3.3.2. Potencia¢ni neurosteroidy

Sulfatova skupina na C3 uhliku méa pro funkci PS vyznam jakoZto nositel zdporného
naboje, nebot’ mize byt, bez vlivu na funkcei, nahrazena hemiskucinatovym zbytkem, nikoliv
vsak jeho methylesterem (Park-Chung et al 1997). 11B-hydroxy-pregnenolon sulfat
s hydroxylovou skupinou na C11 uhliku ma slaby inhibi¢ni G¢inek (~ 31 %), naproti tomu
slou¢eniny s modifikaci na C17 postrannim fetézci, jako 17-hydroxy-pregnenolon sulfat
(~ 178 %), 21-acetoxy-pregnenolon sulfat (~ 85%) ¢i 20B-dihydropregnenolon sulfat
(~ 90 %), stale potencuji odpovéd’ na NMDA. Pokud v$ak dojde k adici ketonové skupiny
na uhliky C11 ¢i C17 dojde k Gplné ztraté aktivity neurosteroidu (Park-Chung et al 1997).
Z hlediska geometrie steroidniho jadra je pro potenciacni G¢inek urcujici planarni tvar

pregnenolonu (Weaver et al 2000).

2.2. GABA, receptory
Kyselina y-aminomdselna (GABA) je nejrozsifenéjSim inhibi¢nim neurotransmiterem

Vv CNS savcu. Receptory aktivované timto neurosteroidem se dale déli na ionotropni GABAA
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a GABAC receptory, jenz ptimo tvoii iontovy kanal pro CI” ionty, pticemz GABAc se
od GABAA receptort odlisuji podjednotkovym slozenim, farmakologickymi vlastnostmi a
distribuci v organismu, a metabotropni GABAg receptory, které jsou prostiednictvim

G-proteinu spiazeny s Na" a K" kanaly (Beleboni et al 2004).

2.2.1. Struktura GABA, receptori

GABAA receptory jsou tvofeny péti transmembranovymi podjednotkami, které jsou
usporadany do kanalu propustného pro anionty. Dnes je znamo 19 téchto podjednotek ( al-6,
B1-3, v1-3, 8, €,0,m a p1-3), které jsou fazeny do osmi tiid na zaklad¢ sekvencni homologie
(~ 70 % v ramci t¥idy a ~ 30 % mezi jednotlivymi tfidami). Tato heterogenita mize byt dale
zvySovana alternativnim sestfihem exont (Simon et al 2004). To teoreticky nasvédéuje
existenci tisici moznych podtyptit GABA A receptorti, avsak ve skutecnosti se sestavovani
kanalového komplexu téchto receptort fidi ptisnymi pravidly. Podle souc¢asnych odhadt
existuje okolo 30 podtyptt GABAa receptorovych komplext s riznym podjednotkovym
slozenim a charakteristickym expresnim vzorcem (Belelli & Lambert 2005).

Vétsina nativnich GABAA receptort je slozena z a-, - a y- podjednotek
v predpokladaném stechiometrickém poméru 2a:23:1y. Pievladajicim podtypem je a1f2y2
isoforma (~ 60 %) nasledovana oB3y2 (~ 15-20 %) a asPxy2 (~ 10-15 %) typy receptort
(Mohler et al 2004). U mensi populace receptori muize dojit k substituci 8- ¢i - podjednotky
za y-podjednotku. Homomerni a heteromerni GABA( receptory jsou tvofeny

p-podjednotkami (Beleboni et al 2004).

2.2.2. Farmakologie GABA, receptoru

Mnoho klinicky vyznamnych 1é¢iv véetné benzodiazepinti (napt. diazepam), barbiturati,
a celkovych anestetik jako propofol a etomidat plisobi jako pozitivni alosterické moduléatory
tohoto receptoru (Mohler et al 2002). Farmakologicky u¢inek téchto latek vykazuje zavislost
na podjednotkovém slozeni GABAA receptord, jako napiiklad anestetikum etomidat ¢i
antikonvulzivni loreclezol, které jsou vysoce selektivni pro 3, nebo B3 podjednotkovou
isoformu, oproti receptortim obsahujicim 1 podjednotku (Belelli et al 1997). Také
farmakologie benzodiazepind je ovlivnéna isoformami a- a y- podjednotek GABAA receptorti
(Belelli et al 2002).

Agonisté téchto receptoril jsou mimo GABA 1 tfeba tetrahydroisoxazolpyridinol (THIP)
¢i B-alanin. Klasickymi antagonisty GABAA receptort jsou naptiklad picrotoxin, ¢i
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pentylenetetrazol. Proudy vzniklé aplikaci GABA jsou reverzibilné inhibovany bicuculinem a
SR-95531, zatimco chloridiazepoxid odpovédi potencuje (Wu et al 1990).

Nekteré prirozené se vyskytujici steroidy mohou specificky modulovat funkci GABAA
receptort, naptiklad 5a-pregnan-3a-ol-20-on (allopreganolon, 305a) ma potencia¢ni Gcinek,
zatimco 20-oxopregn-5-en-3f-yl sulfat (pregnenolon sulfat, PS) ptisobi inhibi¢né (Wu et al
1990). Nekteré potenciacni neurosteroidy, napf. tetrahydrodeoxykortikosteron
(3a5a-THDOC), jsou ve vyssich koncentracich schopny aktivovat GABA receptory
(Majewska et al 1986).

2.2.2.1 Modulace GABAA receptori neurosteroidy

Bylo zjisténo, ze endogenni neurosteroid progesteron potencuje proudy vyvolané aplikaci
GABA, avsak s relativné nizsi uc¢innosti nezli jeho redukované derivaty (Wu et al 1990).
Nekteré dalsi neurosteroidy, jako naptiklad redukované metabolity progesteronu,
5a-pregnan-3a-o0l-20-on (allopreganolon, 3a5a), 5B-pregnan-3a-ol-20-on (pregnanolon,
305P) ¢i derivat deoxykortikosteronu (DOC) 5a-pregnan-3a,21-diol-20-on
(tetrahydrodeoxykortikosteron, 3a5a-THDOC), také potencuji odpovédi GABAa receptort.
Tyto slouceniny pozitivné moduluji GABA, receptory tak, ze prodluzuji dobu otevieni
jednotlivych iontovych kanalt (Callachan et al 1987). Tento mechanismus je odlisny
od pusobeni benzodiazepini, ty zvySuji frekvenci otevirani Cl” kanali, aniz by ovliviiovaly
dobu jejich otevieni. Nejvice ucinné steroidy (jako 3aSa) ptisobi v nizkych koncentracich
(3-30 nM) (Belelli et al 2002). Kromé pozitivniho ptisobeni na GABAa receptory, vykazuji
nékteré steroidy (napt. 3a5a-THDOC, 3a5a) ve vyssich koncentracich také
GABA-mimetické tc¢inky, cozZ znamena, ze jsou schopné aktivovat receptor 1 bez pfitomnosti
agonisty (Callachan et al 1987). Aktivace iontového kanalu vyvolana aplikaci steroidu
V nepiitomnosti agonisty spoc¢iva v kratkych otevienich kanalu, vyskytujicich se bud’
izolované, nebo tvoticich shluky (AKkk et al 2007).

Naproti tomu jiné neurosteroidy mohou ptsobit na GABAa receptory inhibi¢né,
napiiklad 20-oxopregn-5-en-3f-yl sulfat (pregnenolon sulfat, PS), dehydroepiandrosteron
sulfat (DHEAS), nebo 20-0x0-5B-pregnan-3a-yl sulfat (pregnanolon sulfat, 3a5pS) (Park-
Chung et al 1999). Inhibi¢ni G¢inek PS je nezavisly na membranovém potencialu buriky, coz
znaci, ze nepusobi jako blokator otevieného kanalu, navic inhibice pomoci PS je spojovana se

snizenim frekvence otevirani kanalu, bez vlivu na dobu otevieni kanalu (Mienville & Vicini
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1989). To nasvédcuje tomu, ze odlisné modulacéni G¢inky steroidd jsou zavislé na jejich
struktufe a jsou zprostfedkovany riznymi mechanismy (Park-Chung et al 1999).

Modulacni tc¢inek neurosteroidu 3a5a je ovlivnén podjednotkovym slozenim GABAAa
receptortl. Isoforma B-podjednotky (1,2 a 3) ma pouze maly vliv na modula¢ni ptisobeni, kdy
odpovédi a1PB2y21 a a1PB3y2 receptort byly 3a5a v 1 uM koncentraci témét shodné
potencovany (z ~ 75 % a 72 %) (Belelli et al 2002). Ac¢koliv vliv a-podjednotky na ECsg
tohoto steroidu je relativné mirny, pii ,,fyziologickych* koncentracich 3a5a (v rozmezi
3-100 nM za rtznych fyziologickych okolnosti, (Paul & Purdy 1992)) se objevuji rozdily
v senzitivité vici tomuto neurosteroidu (Belelli et al 2002). Proudy vyvolané GABA
zprostredkované of1y21 a azPiyz receptory jsou vyznamné potencovany 3 nM 3a5a, zatimco
pro ucinek na agP1y2 receptory je vyzadovana 10 nM koncentrace 3a5a. Naproti tomu,
receptory tvofené o,-, 04- a os- podjednotkami jsou relativné malo citlivé vici 3a5a a
Ve srovnani s receptory obsahujicimi as- a az- podjednotky vyzadujicimi desetinasobné vétsi
koncentraci (~ 30 nM) tohoto steroidu. Isoforma y-podjednotky (o1B1y(1-3)) ovlivituje t€innost,
se kterou 3a5a moduluje odpovédi vyvolané GABA, kde receptory obsahujici y,-podjednotku
byly nejvice citlivé (ECso = 90 nM) a receptory tvotené y;-podjednotkou vykazovaly nejmensi
citlivost (ECso = 560 nM) vici 3a5a (Belelli et al 2002). Rekombinantni receptory tvofené
e-podjednotkou se jevi necitlivé viici modulaénimu ucinku, avSak vykazuji GABA-mimetické
pusobeni neurosteroidti (~ 17 %) (Belelli et al 2002). Exprese & podjednotky
v rekombinantnich expresnich systémech byla zpocatku problematicka, avSak koexprese
spolu s a4- a B3- podjednotkami vedla k tvorbé funkéniho GABA aktivovaného receptoru.

K zesileni odpovédi na GABA produkované 0430 receptory doslo pii saturujici koncentraci
(1 uM) 3050, kdy 1 uM koncentrace steroidu pfiblizné 16nasobné zvysila odpovéd na GABA
(~ 170 %) (Belelli et al 2002). Naproti tomu u oa4P3y, doslo maximalné k ~ 80 % narustu

pfi aplikaci 3a5a, coz naznacuje, Ze neurosteroid se pfednostné vaze k receptorim
obsahujicim 6-podjednotku, nicméné tato selektivita je spiSe ndsledkem funkcnich, nezli
vazebnych vlastnosti steroidu (Belelli & Lambert 2005).

V ramci pokusii, kdy byl soucasné aplikovan steroid s potenciaénim t¢inkem (3a5a)
spolu s inhibitorem (DHEAS), bylo zjisténo, Ze existuji odliSna vazebna mista pro pozitivni a
negativni modulatory na GABA receptoru. Byla totiz zaznamenana ,,pozdni odpoveéd™, ktera
pravdépodobné odrazi rychlejsi disociaci DHEAS z inhibi¢niho mista nez 3a5a

z potencia¢niho mista (Park-Chung et al 1999). Tuto hypotézu také potvrzuje
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11-ketopregnenolon sulfat, ktery vykazuje dvojité ptsobeni na odlisSném pozitivnim a
negativnim misté asociovaném s GABAa receptory (Park-Chung et al 1999).

Ackoli vazebna mista pro neurosteroidy na GABA receptorech nebyla zatim
jednoznacné identifikovana, vysledky riznych experimentii znaci, ze endogenni steroidy
ovliviiuji GABAA receptory nekompetitivné, to znamena mimo vazebna mista pro agonistu
(GABA), a nepiisobi ani prostiednictvim vazebnych mist pro jiné alosterické modulatory jako
napi. benzodiazepiny (AKK et al 2004).
byly konstruovany chiméry, které postupné odhalily vyznam nékterych aminokyselinovych
zbytkli na prvni (TM1) a druhé (TM2) transmembranové doméné a1 podjednotky (Morris &
Amin 2004). Odpovédi na GABA zprostfedkované monomernimi receptory obsahujicimi
p1-podjednotku vykazovaly odliSnou steroidni farmakologii: byly zesilovany prostiednictvim
3050-THDOC v koncentracich vétsich nez 1 uM, a naopak inhibovany pomoci 3a5f. 3a5a
nevykazoval vyrazny Gc¢inek na tyto receptory. POvaha aminokyselinového zbytku v TM2
(izoleucin 307) ovliviiyje stupeii potenciace pomoci 3a5a-THDOC, a také mlize zménit
inhibi¢ni ptisobeni 3a5p na potencia¢ni (Morris & Amin 2004). Tento aminokyselinovy
zbytek vSak ovliviiuje i pisobeni jinych alosterickych modulatort (naptiklad barbituratt a
benzodiazepinil), z ¢ehoz se d& usuzovat, Ze tyto specifické p1- podjednotkové zbytky spise
tvoii soucast obecného mechanismu alosterické regulace, nez ptimo vazebné misto
pro neurosteroidy (Belelli & Lambert 2005).

Pomoci cilené mutageneze byl odhalen vyznam polarnich zbytkt Thr 236 a GIn 241
na al podjednotce pro steroidni ptisobeni na GABAA receptory (Hosie et al 2006). Mutace
T2361 vyznamné sniZila aktivaci GABAa receptoru prostiednictvim 3a50-THDOC a 3a5a,
bez vlivu na jejich potencia¢ni u¢inek, naproti tomu mutace Q241W vyrusila potenciaci
GABA indukovanych proudu. Tyto odlisné funkce Thr 236 a GIn 241 v aktivaci a potenciaci
neurosteroidy naznacuje, Zze se mohou podilet na dvou odlisSnych vazebnych mistech. Tuto
hypotézu déle podporuje odlisné umisténi téchto zbytkli v ramci TM1 domény. Thr 236 lezi
na povrchu receptoru, pobliz rozhrani o/f podjednotky, a je tudiz pfistupné pro hydrofobni
molekuly neurosteroidi v membrang. Naproti tomu Gln 241 leZi na dn€ vodou vyplnéné
kavity mezi TM1-TM4 doménami o podjednotky. Pro G¢inek neurosteroidii na GABAA
receptory je vyzadovana hydroxylova skupina v pozici C3a na A kruhu a C20 keton
na D kruhu steroidniho jadra (Park-Chung et al 1999). Glutaminovy zbytek na pozici 241

slouZzi jako akceptor vodikového mustku. Jelikoz C20 keton neurosteroidu miZze pouze
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ptispivat jako akceptor vodikového mustku, je pravdépodobné, ze C3a hydroxylova skupina
slouzi jako donor vodikového mustku pro Gln 241. V ramci kavity byly identifikovany dalsi
polarni zbytky, které se mohou vazat s C20 ketonovou skupinou neurosteroidu, a to sice

Asn 407 a Tyr 410 na TM4 domén¢ al podjednotky. Oba zbytky mohou slouzit jako donory
vodikového mustku pro C20 keton neurosteroidu. Tyto tii zbytky (GIn 241, Asn 407 a

Tyr 410) jsou idealn¢ umistény pro tvorbu vazebného mista, z néhoz neurosteroidy potencuji
odpovédi GABAareceptorti. Thr 236 se pravdépodobné podili na tvorbé druhého vazebného
mista spojeného s aktivaci GABA, receptoru. Pro aktivaci receptoru se jevi zasadni
ptitomnost orientované hydroxylové skupiny v pozici 236. Dale byl odhalen vyznam Tyr 284
na TM3 doméné B2 podjednotky, jenz je schopny tvorby vodikového miistku

s neurosteroidem. Mutace BTyr 284 snizuje schopnost 3a50-THDOC a 3a5a aktivovat
GABAA receptory, avSak nemd Zadny Ui¢inek na jejich potenciaci. To naznacuje, Ze tyto
zbytky (oThr 236 a BTyr 284) mohou tvoftit aktivaéni vazebné misto pro neurosteroidy

na GABAA receptoru, odlisné od toho zprostiedkujiciho potenciac¢ni t¢inek (Hosie et al
2006). Ackoli tyto data podporuji existenci dvou odlisnych vazebnych mist na GABAA
receptoru, mutace 0Q241 mimo potenciace narusila i neurosteroidem indukovanou aktivaci
receptoru. To zvySuje pravdépodobnost, ze navazani neurosteroidu do oThr 236 — BTyr 284
vyvolava pouze malo u¢innou aktivaci, a pro vysoce ucinnou aktivaci je vyzadovano obsazeni
jak aktiva¢niho (aThr 236 — BTyr 284), tak potencia¢niho (aGln 241 — aAsn 407)
vazebného mista (Hosie et al 2006). Pii stechiometrii receptoru 20::2f:1y budou pfitomny dvé
kopie téchto mist na molekulu receptoru (Hosie et al 2007). Navic jsou tyto zbytky
konzervovany v ramci a a B podjednotkovych rodin, ¢imzZ jsou idedln€ umisténé

pro zprostfedkovani neurosteroidni regulace vS§ech GABA receptorovych podtypt (Hosie et
al 2009).

Z dosavadnich studii vyplyva, Ze na GABAa receptoru existuji 3 nebo 4 mozna oddélena
vazebna mista pro neurosteroidy- potenciacni (aGln 241 — aAsn 407/aTyr 410), aktivacni
(aThr 236 — BTyr 284) a piinejmensim 1 nebo 2 vazebna mista pro inhibi¢ni sulfatové
steroidy. Na rozdil od pozitivnich modulétorti, umisténi inhibi¢nich vazebnych mist a jejich
klicové determinanty zlstavaji zatim nezndmé, av§ak mohou se vyskytnout v ramci TM1
a/nebo TM2 domény (Hosie et al 2007). Mutace 2' zbytku v TM2 domén¢ al podjednotky
(a1V256S) snizila schopnost inhibi¢nich steroidii modulovat funkci GABAA receptort,
bez vlivu na ucinek potenciacnich neurosteroidi (Akk et al 2001). Tento zbytek vsak

pravdépodobné netvoii vazebné misto pro inhibi¢ni neurosteroidy, ale spise reguluje
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alostericky ucinek téchto antagonisti. Pouzitim chimér bylo identifikovano 6 zbytkii v TM1
doméné (F257, L258,Q259, F262, A264 a S265) jako vyznamné determinanty inhibice PS
(Wardell et al 2006). Avsak neni zatim jasné, zdali se tyto zbytky podileji na tvorbé
vazebného mista, ¢i pouze piispivaji k regulacnimu alosterickému efektu inhibi¢nich steroid
(Hosie et al 2007).

Nasledné studie odhalily, Ze modulace synaptickych GABAa receptorti prosttednictvim
neurosteroidu je ovlivnéna inhibitory proteinkinaz. To zvySuje pravdépodobnost, ze jednim
Z bunécnych mechanismil, podilejicim se modula¢nim G¢inku neurosteroidu, jsou fosforylacni
a defosforylacni procesy, které mohou pfispivat k heterogenité u€ink téchto endogennich
steroidl. Proteinkinaza C (PKC) se podili na modulaci funkce GABA receptorti
prostiednictvim 3a5a v hypotalamickych fezech u potkana (Fancsik et al 2000). U¢inek
fosforylace na funkci GABAA receptort je komplexni a zavisly na tom, jaka isoforma kinazy
nebo fosfatazy je pfitomna, na podjednotkovém sloZeni receptoru a na aminokyselinovych
zbytcich, které jsou fosforylovany (Fancsik et al 2000). Nedavné studie naznacuji, Ze
Vv plasticit¢ GABAA receptort a neurosteroidll je zapojena g-isoforma proteinkinazy C (Belelli
& Lambert 2005). Piesto molekularni cil fosforylace neni dosud znam. Navic je nutné
stanovit, zdali je fosforylaci primarné pozménéno navazani neurosteroidu, ¢i ovliviiuje
steroidem-indukované zmény v kinetice GABA aktivovanych iontovych kanali (Belelli &
Lambert 2005).

Vzhledem k tomu, Ze vazebné misto pro neurosteroidy se nejvétsi pravdépodobnosti
vyskytuje v ramci transmembranovych domén, ptipadné v dalSich hydrofobnich oblastech
receptoru, steroidy tak mohou pronikat k vazebnym mistim bud’ prostiednictvim lateralni
difuze, nebo z intracelularni strany receptoru (AKk et al 2007). Uéinek a doba ptisobeni
steroidil na GABA receptory je tudiz ovlivnéna mimo specifickych vlastnosti neurosteroidu
(napf. afinita vi¢i vazebnému mistu), také jeho nespecifickymi vlastnostmi, jako je napiiklad
lipofilita steroidni molekuly (Chisari et al 2009). Pro modulaci GABAA, receptorti ma veEtsi
vyznam membranova koncentrace steroidu, nezli jeho koncentrace ve vodé¢. Pokud je afinita
neurosteroidl relativné stejnd, lipofilngjsi steroidy budou vice u¢inné, nebot’ dosahnou vyssi
membranové koncentrace nez mén¢ lipofilni molekuly. Vyssi lipofilita také ovlivituje
nespecifické hromadéni riznych steroidl v buiice a jejich odstraiiovani. Pro otestovani
hypotézy, zdali se nespecifické hromadéni v butice li§i mezi steroidnimi analogy s odliSnou
rozpustnosti v membrané, byly pouzity fluorescencné znac¢ené analogy 3a5a (vice lipofilni) a

alfaxalonu. Z pozorovani vyplyva, ze v piipadé 3a5a-znaceného analogu dochazi
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k nahromadéni pomaleji a je vice rezistentni vii¢i odmyti nezli analog alfaxalonu. Je mozné,
ze 11-ketonovéa skupina analogu alfaxalonu mu umoziuje rychlejsi vstup do plazmatické
membrany a pienos do dalSich membranovych kompartmentti. Dalsi pokusy zjistovaly, jestli
zbytkov¢ intracelularni steroidy mohou mit vliv na funkci GABAa receptorti. M¢éfila se
potenciace pretrvavajici po 20s odmyti. V piipad¢ analogu alfaxalonu nebyla po 20s
pozorovana zadna zména, naproti tomu pfi aplikaci 3a5a analogu byla zaznamenana ptiblizné
trojnasobna zbytkova potenciace GABA proudovych odpovédi. Pouziti eantiomeru analogu
3a5a prokazalo, ze k intracelularnimu hromadéni steroidti dochazi nespecifickou diftizi a neni
nutn¢ vyzadovano zapojeni selektivnich transportnich mechanismt. AvSak

z elektrofyziologickych studii vyplyva, Ze potenciace GABA A receptort fluorescentnimi
analogy je vysoce eantioselektivni. Pfirozené se vyskytujici steroidy jsou v absolutni
konformaci (+)-eantiomery, jez jsou mnohem u¢innéjsi nez (-)-eantiomery (uméle
syntetizované) (AKk et al 2007). PtestoZe oba eantiomery nevykazuji rozdily pii pfechodu
pres plazmatickou membranu a hromadéni v bunice, tyto vysledky naznacuji, ze pro ptisobeni
na GABAA receptory jsou vyzadovany dalsi strukturni determinanty (jako naptiklad

specifické vlastnosti pro navazani do bilkovinného mista) (Chisari et al 2009).

2.2.2.2. Strukturalni determinanty neurosteroidii jako predpoklad jejich ucinku na GABAA

receptorech

Negativni a pozitivni steroidni modulatory GABAa receptor maji pro své ptisobeni
odli$né strukturni pozadavky. Pfitomnost zaporn€ nabité skupiny na uhliku C3 vyrazné
zesiluje inhibi¢ni uc¢inek neurosteroidu. Naptiklad DHEA vykazuje pouze mirny inhibi¢ni
ucinek (~ 40 %), avsak jeho sulfatovy ester DHEAS silné inhibuje (~ 90 %) odpovédi
GABAA receptort. Naproti tomu androsteron (10 uM) silné potencuje (~ 1500 %) GABAA
odpovéd’, pri¢emz androsteron sulfat (300 uM) ptsobi inhibi¢né (~ 60 %) (Park-Chung et al
1999). Pro negativni pisobeni steroidnich modulatord neni vyzadovana dvojna vazba na C5
uhliku a také stereochemie na tomto uhliku neni zasadni pro inhibici. AvSak to, zdali je
pritomen 3a, ¢i 3P izomer zasadnim zplisobem ovlivituje G¢inek neurosteroidu, kdy 33
redukované neurosteroidy (35a a 3p5B) plsobi inhibi¢né, na rozdil od jejich
3a-redukovanych analogli (3a5a a 3a.5p), které zptsobuji potenciaci GABAa receptort
(Wang et al 2002). Nejvice uc¢inné pozitivni modulatory GABAA receptord maji
3a-hydroxylovou skupinu a jednoduchou vazbu mezi C5-C6 uhliky. Napiiklad 3a5a, je jeden

z nejucinngjSich potencujicich steroidii, zatimco jeho 3B5a izomer je bez vlivu. Konfigurace
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na CS5 uhliku urc€uje tvar celé¢ molekuly, kdy Sa-redukované steroidy maji spiSe planarni
strukturu, kdezto 5B-izomery obsahuji ohnuté steroidni jadro (obr. 8). Obé skupiny steroida
potencuji GABAA receptory, avSak potenciace probiha odlisSnymi mechanismy (Mennerick et
al 2004). Inhibi¢ni steroidy se lIépe ptizpisobuji Sirokému rozmezi strukturnich modifikaci
bez ztraty ucinku, na rozdil od pozitivnich steroidnich modulatord, coz Ize demonstrovat

u substituentti na uhliku C17. Pokud nahradime acetylovou skupinu na C17 u 3a5a

za ketonovou skupinou (androsteron) ¢i hydroxylovou skupinu (5a-androstan-3a,173-diol),
dojde ke znacnému snizeni potenciacni aktivity. Naproti tomu negativni modulatory jsou
ptizplsobivé celé fadé substituentti na C17 uhliku s minimalnim vlivem na jejich piisobeni,
napt. DHEAS s ketonovou skupinou na tomto uhliki ma téméf stejny inhibi¢ni u€inek

(~ 90 %) jako PS (100 uM, ~ 91 % inhibice), ktery ma na C17 uhliku acetylovou skupinu
(Park-Chung et al 1999). Redukce ketonové skupiny na C20 uhliku u 3a5a

na 20a-hydroxylovou skupinu (5a-pregnan-3a,20a-diol) také vysoce snizuje potenciaci
(z~ 1300 % na 170 %) (Park-Chung et al 1999).

A 305a o
CHs \
CH3 CH3
/"7
HO
B 3ub 0
P CHs \
CH, CH;
/
OH

Obrazek 8:; Prostorovy model ukazuje, jakym zplsobem konfigurace na uhliku
C5 ovliviuje tvar celé molekuly: 5 c-redukované steroidy jsou planarni (A),
kdezto u 5P-redukovanych steroidl je zékldni steroidni skelet zalomeny (B).
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2.2.2.3. Ucinek neurosteroidii na GABAa receptory

Jeden z moznych G¢inkt neurosteroidi na synaptické GABA A receptory mize byt
prodlouzeni doby deaktivace miniaturnich inhibi¢nich postsynaptickych proudt (mIPSCs),
pricemz neovliviuji jejich amplitudu. Tento efekt je pravdépodobné neuron- specificky:

k prodlouzeni mIPSCs dochazi uz pfi nanomolarnich koncentracich steroidi u Purkynovych
bunék, granularnich bunék mozecku (CGC) a bun¢k z CAL oblasti hippokampu, naproti tomu
pro uc¢inek na neurony z hypotalamu jsou vyzadovany mikromolarni koncentrace (Belelli &
Lambert 2005).

Studium vlivu neurosteroidu se zpravidla zaméfuje na inhibi¢ni synapticky pienos, kdy
kratka aktivace synaptickych GABAa receptort vede k pirechodné, tzv. fazické inhibici.
GABA vsak muze piisobenim na extrasynaptické receptory vyvolat i tzv. tonickou inhibici.
Na téchto receptorech se u nékterych typi neuront vyrazné€ projevuje vliv neurosteroidii, kdy
nizké koncentrace 3a5a-THDOC (10-100 nM) selektivné zvySuji tonickou vodivost,

bez témét zadného G¢inku na fazickou vodivost (Belelli & Lambert 2005).
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Zavér

Poznatky o molekuldrnim plisobni neurosteroidii na ionotropnich receptorech naznacuji
jejich fyziologicky a potencialni terapeuticky vyznam. Rada behavioralnich studii ukazala, Ze
neurosteroidy ovliviiuji napf. reakci a stres, agresivitu ¢i tzkost (Akwa et al 1999; Barbaccia
et al 1996; Slavikova et al 2001). Za fyziologickych podminek mohou neurosteroidy
ovliviovat §iroké spektrum behavioralnich funkci, jako sexualni a potravni chovani, emoce,
pamét’ a schopnost uceni (Backstrom et al 1985; Frye 2001; Melcangi & Mensah-Nyagan
2008; Vallee et al 1997).

Za patofyziologickych podminek také hraji vyznamnou roli v patofyziologii a 1¢cb¢
neurologickych a psychiatrickych poruch jako je epilepsie, premenstrudlni syndrom,
schizofrenie, deprese, izkost, roztrouSena skler6za a dals$i neurodegenerativni onemocnéni
(MacKenzie et al 2007; Marx et al 2006; Morrow 2007; Pisu & Serra 2004).

Interakce 3a-redukovanych pregnanovych steroidii S GABAA receptory je zédkladem
pro vétsinu vyznamnych behavioralnich ucinkt neurosteroidl, zahrnujicich sedativni,
hypnotické, anxiolytické a antikonvulzivni ptisobeni, véetné modulace spankového rezimu
(Belelli et al 1989; Crawley et al 1986; Lancel et al 1996; Mendelson et al 1987).

Vzhledem ke klicové uloze NMDA receptoril v kognitivnich procesech, dalsi oblast
vyzkumu piedstavuje studium tlohy neurosteroidii pro tvorbu paméti a schopnost uceni. Byla
popsana korelace mezi sniZzenou hladinou PS v hippokampu starSich potkant a jejich horSimi
vykony v pamétovych testech, kdy intraperitonealni ¢i intrahipokampalni injekce PS
vysledky prechodné zlepsila (Vallee et al 1997). Mimo NMDA receptort v téchto procesech
ziejme hraji vyznamnou tlohu i GABA, receptorovy systém: pozitivni moduldtor GABAa
receptortl, 3a5a, zhorSuje kognitivni schopnosti experimentalnich zvifat (Turkmen et al
2004). Obecné se tedy predpoklada, ze neurosteroidy zlepsuji kognitivni schopnosti
prostfednictvim pozitivni modulace NMDA receptorii a/nebo negativni modulace GABAa
receptord. Tyto vysledky zvysuji vyhlidky na vyuziti neurosteroidl jako kognitivnich
posilovact.

Inhibi¢ni steroidni sulfaty jako 35BS a 3a5BS a od nich odvozené sloueniny by mohly
byt uzitecné jako neuroprotektivni agens. Neuroprotektivni G¢inek syntetického analogu
3a5PBS hemisukcinat esteru byl jiz prokazan jak in vitro (hipokampalni neurony), tak in vivo
(mi$ni neurony), coz naznacuje jeho potencialni terapeutické vyuziti (Lapchak 2004; Weaver
et al 1997).

32



Ptes slibné vysledky dosavadnich pokust je vyzadovana dal$i experimentalni prace, aby
plné objasnila spektrum moznosti vyuziti neurosteroidti v klinické praxi.

Cilem dalsi experimentalni prace by tedy mé¢lo byt urceni strukturalnich determinant
neurosteroidu, které jsou podstatné pro vazbu na receptor, a dale presna identifikace
vazebného mista na receptoru, do kterého se tyto latky vazi, nebot’ detailni znalost tohoto
regulacniho mechanismu muize pti hledani vhodného terapeutického postupu sehrat klicovou

ulohu.
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