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Abstrakt

Glutamat je hlavni excitacni neurotransmiter v sav¢i centrdlni nervové soustavé. Jeho ucinek je
zprostiedkovdn pomoci ionotropnich glutamatovych receptorti, které jsou zodpovédné za
excitacni synapticky pienos a hraji dileZzitou roli v procesu uceni a vzniku paméti. Jsou-li vSak
tyto receptory dlouhodobé aktivovany, dochdzi k bunécné smrti neuronu (excitotoxicité). Tato
price je zaméfena predevSim na jednu skupinu glutamatovych receptord, a to na NMDA
receptory. Jejich studium je v centru pozornosti soucasného neurobiologického vyzkumu, nebot’
existuje fada experimentalnich i klinickych dikazii o tom, Ze se piimo podileji na vzniku
zavaznych onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, Huntingtonova
choroba, a spolupodileji se na poSkozeni nervové tkané po traumatu, hypoxii a embolii.
Nasledujici text pfindsi struény prehled soucasnych poznatkii o struktuie a funkci NMDA
receptorti a mechanismech, jakymi aktivace téchto receptori vede k excitotoxicité, a naznacuje

nékteré moznosti neuroprotekce.
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Abstract

Glutamate is the major excitatory neurotransmitter in the mammalian central nervous system and
its excitatory role is mediated trough activation of glutamatergic ionotropic receptors which are
responsible for synaptic transmission and play an important role in learning and memory
formation. However, excessive exposure to glutamate can result in excitotoxicity which may lead
to cell death. The following text is focused on one group of glutamate receptors - NMDA
receptors. The study of the receptors is in the centre of current neurobiology research because
there is a series of experimental and clinical evidences that they directly participate in the
development of serious diseases such as Alzheimer's disease, Parkinson's disease, Huntington's
disease and may cause neuronal damage in trauma, hypoxia and embolia. The aim of this bachelor
thesis is to give a brief overview of current knowledge about the structure and function of NMDA
receptors and mechanisms of their activation which leads to excitotoxicity and related

neuroprotection.
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Pouzité zkratky

3a5pS
AMPA
ATD

ATP

CaM kinaza
CD

CNS
CREB
CTD
FOXO
HMG-CoA
LBD

LTD

LTP

MAP kinaza
NMDA
NOS

PI3K

PS

PSD-95
TMD

pregnanolon sulfat (20-oxo-53-pregnan-3a-yl sulfat)
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionatové kyselina
amino-termindlni doména

adenosintrifosfat

kalmodulin kinaza

cyklodextrin

centrdlni nervova soustava

vazebny protein elementu pro cAMP (cAMP response element binding protein)
karboxyl-termindlni doména

forkhead box O

3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA

ligand vazici doména

dlouhodoba deprese (long-term depression)

dlouhodoba potenciace (long-term potentiation)

mitogenem aktivovand protein kindza

N-methyl-D-aspartatova kyselina

syntdza oxidu dusnatého (nitric oxide synthase)

fosfoinositol 3-kindza

pregnenolon sulfat (20-oxopregnan-5oa-en-3f3-yl sulfat)

protein postsynaptické density 95

transmembranova doména



Uvod

Glutamat je hlavni excitacni neuropienase¢ v centralni nervové soustavé (CNS) obratlovct,
ktery aktivuje ionotropni glutamitové receptory. Vyznamem jeho vyskytu v nervové tkdni se
zacCalo zabyvat v 60. letech minulého stoleti, kdy byla potvrzena jeho ptfitomnost v CNS (Curtis et
al. 1960). Pozdéji v 80. letech byly nalezeny jeho specifické receptory (Watkins a Evans 1981). Ty
se nachdzeji prevdZzZné na membrandch postsynaptickych neurond. Jejich aktivace vede
k excitanimu synaptickému ptenosu, ktery je nezbytny pro funkci centrdlni nervové soustavy
jako celku. Jedna se naptiklad o stabilizaci synapsi a dlouhodobé zmény Gc¢innosti synaptického
pfenosu, jakymi je dlouhodoba potenciace (LTP) a dlouhodoba deprese (LTD), coZ jsou
mechanismy, o nichZ se predpoklddd, Ze jsou podstatné pro proces uceni a vznik paméti (pro
prehled viz Lynch 2004). Nadmérna aktivace glutamatovych receptort vsak vede k excitotoxické
smrti neurontl, kterd je pri¢inou vzniku zdvaznych neurodegenerativnich onemocnéni, jako je
Alzheimerova, Parkinsonova a Huntingtonova choroba (Lang 1998; Miguel-Hidalgo et al. 2002;
Zhang et al. 2008). Porozuméni funkci a farmakologické regulaci glutamatovych receptort je
proto dilezité pro hledani u¢innych prostfedki 1é¢by zdvaznych dusevnich onemocnéni.

Glutamétové receptory lze rozdélit na ionotropni a metabotropni typ, ktery je napojen na
G-proteiny a byl objeven teprve neddvno (Pin a Acher 2002). Z farmakologického hlediska se
ionotropni typ déli na a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionatové (AMPA), N-methyl-
D-aspartatové (NMDA) a kaindtové receptory (Traynelis et al. 2010). Cilem této prace je shrnout
soucasné poznatky o struktufe a funkci NMDA receptorii a mechanismech jejich excitotoxicity

a neuroprotekce.



1. Struktura NMDA receptort

LepSimu pochopeni glutamatovych receptori pomohla krystalografickd data, kterd byla
ziskdna teprve neddavno. Tyto vysledky umoznily nové chdpani vazby agonisti a antagonistil
ke glutamatovym receptorim a tim i porozuméni zptisobu jejich regulace. Stdle vSak neni znama
presnd struktura transmembrdnové oblasti a nebyla doposud nalezena fada vazebnych mist pro
ligandy. PfestoZe se doposud podafilo ziskat pouze ¢4st krystalizované struktury AMPA receptoru,
podle sekvencni homologie se predpokldda jeho strukturni podobnost s NMDA receptorem, jehoz
krystalizovana struktura zatim znama neni (Sobolevsky et al. 2009).

V neddvné dobé€ byly objeveny podjednotky, ze kterych se sklaidd NMDA receptor. Pfestoze
se dfive uvaZovalo o tom, Ze by se mohlo jednat o pentamer (Premkumar a Auerbach 1997),
v soucasné dobe¢ se jiz vi, Ze NMDA receptor je heterotetramer, ktery se muze sklddat z repertoaru
celkem deseti podjednotek: osmi GIuN1 isoforem, ¢tyf GluN2 podjednotek (A/B/C/D) a dvou
GIuN3 podjednotek (A/B) (Traynelis et al. 2010). Nativni receptor se obvykle sklddd ze dvou
GluN1 a dvou GIuN2 podjednotek a tvofi tim GluN1/GluN2 komplex, pficemZ na jednom

receptoru se mizZe nachdzet vice typi GIluN2 podjednotek. GluN3 podjednotka miZe naopak
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tvotit jak diheteromericky (GluN1/GluN3), tak triheteromericky komplex (GluN1/GluN2/GIuN3).
Variabilita NMDA receptoru je navic zvySena alternativnim sestfihem, ktery je vyznamny
predevsim pro GluN1 podjednotku (Paoletti et al. 2011)

Podjednotkové slozeni NMDA receptoru se méni béhem vyvoje a miZe byt odlisné
regulovdno v rtznych ¢astech mozku (Cull-Candy et al. 2001). NMDA receptory obsahujici
GluN2B, GIuN2D a GIuN3A podjednotky prevazuji v Casném postnatdlnim vyvoji, zatimco
GIuN2A, GIuN2C a GIuN3B podjednotky se vyskytuji pfevdzné¢ v mozku dospélce (Watanabe et
al. 1994; Van Zundert et al. 2004). JelikoZ GluN1 podjednotka je podstatna pro funkci receptoru,
exprimuji se nejprve GluN2 a GluN3 podjednotky a ndsledné dochdzi k jejich vyméné. Slozeni
NMDA receptort je odlisné v riznych ¢astech mozku. V dospélosti se NMDA receptory nachazeji
predevSim postsynapticky na excitacnich synapsich v centrdlni nervové soustavé, ale mohou byt
lokalizovany i presynapticky, extrasynapticky a na gliovych burkach. Podle nékterych studii se
lisi 1 sloZzeni receptoru umisténého synapticky a extrasynapticky. Naptiklad dospélé kortikalni
neurony obsahuji synapticky pfevdzné GluN2A podjednotku a extrasynapticky spiSe GIuN2B
podjednotky (Tovard a Westbrook 1999; Liu et al. 2004).

1.1. Domény NMDA receptoru

Ionotropni glutamatové receptory jsou integrdlni membranové proteiny sklddajici se ze Ctyft
podjednotek. KaZzdd podjednotka glutamdtového receptoru obsahuje Ctyfi semiautonomni
domény: extraceluldrni amino-termindlni doménu (ATD), extraceluldrni ligand vézajici doménu
(LBD), transmembrdnovou doménu (TMD) a intraceluldrni karboxyl-terminalni doménu (CTD)

(Sobolevsky et al. 2009).

1.1.1. Extracelularni amino-terminalni doména (ATD)

Aktivita iontového kandlu je alostericky regulovand vazbou fady latek do ATD. ATD

YV v

NMDA receptorit nesdili téméf zZadnou sekvenéni homologii s AMPA a kaindtovymi receptory,

u kterych doposud ani nebyla prokdzdna obdobnd regulace funkce. Mezi ligandy vaZici se na ATD

patfi malé molekuly a ionty, jako jsou polyaminy, fenyletanolaminy, protony a zinek. ATD ma

muslovou strukturu, jez se sklddd z R1 a R2 domény, které jsou propojeny tfemi klickami. Na R2

doménu se dile pfipojuje LBD. Stérbina mezi R1 a R2 doménou GluN2B podjednotky m4 tii

chemicky a funk¢né rozdilnd vazebnd mista. Jednim je hydrofilni kapsa, kterd obsahuje polarni

zbytky, na néZz se mize vazat zinek. Druhym je hydrofobni kapsa, na kterou se vaze ifenprodil.

A tfetf je iontové vazebné misto, jeZ se nachdzi mezi hydrofilni a hydrofobni kapsou, kam se vize
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sodik a chlér. ATD miiZze byt navic posttranslacné modifikovdna N-glykosilaci a disulfidovymi
miustky, coZ ovliviiuje afinitu ligandi k NMDA receptoru. Rozdilna struktura mezi ATD GIuN2A
a GIuN2B podjednotkou miiZe byt jednim z faktord ovliviiujicich rozdilnou alosterickou regulaci

NMDA receptort (Karakas et al. 2009, Clayton 2009).

srvr s

1.1.2. Extracelularni ligand vazici doména (LBD)

Tato doména je u glutamatovych receptori vysoce konzervovand a sklada se z S1 a S2
domény, které dohromady tvofi muSlovou strukturu, ve které se nachdzi vazebné misto
pro agonistu. Pokud se do vazebného mista navdze agonista, dojde k pfiblizeni S1 a S2 domény,
¢imZ se struktura uzavfe. Tato konformacni zména vede k otevieni iontového kandlu. Naopak
navazanim antagonisty se stabilizuje oteviena struktura S1 a S2 domény. LBD GluN1 a GluN2
podjednotky se lisi v fad¢€ aspektli. Jednim z nich je, Ze S1 a S2 domény GluN1 podjednotky
prijimaji uzavienéjsi konformaci. Mezi podjednotkami jsou i strukturni rozdily, a to predevSim
v jejich klicce 1 a 2. Zasadnim funkénim rozdilem je vSak rozdilnd afinita podjednotek ke glycinu
a glutamdtu (Furukawa a Gouaux 2003). Predpokladalo se, Ze ucinnost agonisty souvisi se
stupném uzavieni LBD okolo né&j, nebot’ to tak bylo pozorovano u AMPA receptori. U GluN1
podjednotky NMDA receptoru vSak nebyla nalezena korelace mezi uzavienim S1 a S2 domény
LDB kolem agonisty a jeho tcinnosti, jelikoZ ¢asteny i Uplny agonista indukoval stejny stupen
uzavreni (Inanobe et al. 2005). Agonisté se vdZou i na GluN3 podjednotku, kterd sdili s GluN1
pouze 30% homologii. Izolovand GIuN3 ma rozdilnou afinitu k agonistim, coZ je ddano nejspise
rozdily v interdoménovych interakcich mezi S1 a S2, které u ni umoZnuji stabilizaci uzaviené

konformace LBD kolem agonisty (Yao a Mayer 2006; Yao et al. 2008).

1.1.3. Transmembranova doména (TMD)

TMD ma4 malou, ale signifikantni sekvenéni homologii s invertovanou kandlovou doménou
bakteridlniho draslikového kandlu (Wo a Oswald 1995). Transmembrénovd doména je pripojena
k LBD pfes tfi kratké dseky. TMD kazdé podjednotky se sklddd z domén M1, M3 a M4, které
zcela prochédzeji membrinou, a domény M2, jez je z intraceluldrni strany do membriny pouze
zanofena a neprochdzi membrianou na extraceluldrni stranu. M2 doména tvori intraceluldrni ¢dst
kandlu a M1, M3 a M4 jeho extracelularni ¢ast. Tyto helixy dohromady tvofi télo iontového

kandlu (Becket et al. 1999; Kuner et al. 2003).
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1.1.4. Intracelularni karboxyl-terminalni doména (CTD)

Nejvice se glutamatové receptory 1iSi v karboxyl-termindlni doméné. Kazdy typ

glutamatového receptoru md jinou aminokyselinovou sekvenci a délku CTD. Zd4a se, zZe

odstranénim CTD u podjednotek GluN1 a GluN2 se nenarusi funkce receptoru. Dojde vSak

ke ztrat€ jeho regulace intracelularnimi mechanismy. To je ddno tim, Ze tato doména obsahuje

vazebnd mista pro rtizné intracelularni proteiny a mnoha fosforilacni mista (Traynelis et al. 2010).

GIuA2 tetramer

R1 ]
ATD
R2
S1
LBD
S2
" Extracelularni
] strana
M M
M1 M4
TMD
% Intracelularni
strana
CTD
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Obrdzek 2

Krystalova struktura GluA2
podjednotky AMPA receptoru,
ktery sdili s NMDA receptorem
sekvenéni homologii; 1ze
predpokléadat, Ze bude sdilet i
strukturni podobnost (pfevzato ze
Sobolevsky et al. 2009).

Obrdzek 3

Schéma struktury a organizace
GIuN2 podjednotky NMDA
receptoru. Ta obsahuje ATD, jeZ se
skladd z R1 a R2 domény. LBD
sloZzené z S1 a S2 domény, mezi
kterymi se nachdzi vazebné misto
pro glutamét. TMD s M1, M3 a M4
doménami prochdzejici
membrédnou a M2 doménou, jez je
do membrany pouze zanofena z
intraceluldrni strany a CTD tvofici
intraceluldrni ¢4st receptoru.



2. Farmakologie

Aktivace NMDA receptoru vyzaduje souCasnou vazbu dvou molekul glutamdtu, ktery se
vaze na GluN2 podjednotku jako agonista, a dvou molekul glycinu, ktery se vdze na GluN1
a GluN3 podjednotku jako koagonista. NMDA receptor je poté propustny pro ionty vapniku
a sodiku do burky a ionty drasliku z bunky (Anson et al. 1998; Wafford et al. 1995). Aktivita
NMDA receptoru je modulovana fadou latek, které se vdZou na rliznd mista receptoru. Jedna se
o agonisty a kompetitivni antagonisty, ktefi se vdZou do vazebného mista glutamétu ¢i glycinu,
akompetitivni antagonisty vaZici se do otevieného iontového kandlu a nekompetitivni antagonisty,

jejichZ vazebné misto se nenachdazi ve vazebném misté agonisti, ani v iontovém kandlu.

2.1. Agonisté NMDA receptoru

K aktivaci receptoru je vyzadovan glutamat jako endogenni agonista GluN2 podjednotky.
Kromé glutamatu byli nalezeni dalsi agonist¢é NMDA receptorti, mezi néZ patii naptiklad D- a L-
aspartdt, homocystedt, cysteinsulfindt a jejich cyklické analogy. Mezi jednotlivymi podtypy
GIuN2 podjednotek navic existuje pomérné velkd variabilita v afinit¢ a ucinnosti jednotlivych
agonistl (Erreger et al. 2007). K aktivaci NMDA receptoru je zapotiebi vazba koagonisty-glycinu
nebo pfipadné D- a L- izomeru serinu na GIluN1 podjednotku (Wolosker et al. 2008). Mezi
castetné koagonisty patii i cyklické a halogenové analogy glycinu zahrnujici naptiklad
D-cykloserine (Dravid et al. 2010). MoZnosti aktivace a regulace NMDA receptoru jsou navic
ovlivnény jeho podjednotkovym sloZzenim. Pokud je napfiklad exprimovian GluN1/GluN3
receptor, pouhd vazba glycinu na GluN3 podjednotku miiZze zpusobit tUplné otevieni kandlu
a vazba D-serinu jeho CasteCné otevieni. Naopak u GluN1/GIluN2 receptoru je pro aktivaci

receptoru vyZadovdna soucasna vazba glutamatu a glycinu (Smothers and Woodward 2007).

_12_



2.2. Antagonisté NMDA receptoru

2.2.1. Kompetitivni antagonisté NMDA receptoru

Existuji dvé skupiny latek, které se vaZou do vazebnych mist glutamatu a glycinu. Mohou to
byt agonisté, jiz receptor aktivuji, nebo kompetitivni antagonisté, kteti ho inhibuji. Typickym
kompetitivnim antagonistou GluN2 podjednotky je (R)-2-amino-5-fosfofonopentanoat (APS),
jenz se ve farmakologii Casto pouZziva k rozliSeni aktivity NMDA receptort od aktivity AMPA
a kainatovych receptori (Davies et al. 1982; Lester et al. 1990). Stanoveni selektivnich
antagonisti GluN2 podjednotky je zkomplikovano skute¢nosti, Ze tato podjednotka ma Ctyfi rizné
podtypy, které mezi sebou sice maji vysokou homologii, ale 1is{ se v afinité k ligandim a zptsoby
regulace. Mezi antagonisty, ktefi maji ruznou afinitu k GIuN2 podjednotce, patii 3-((R)-2-
karboxypiperazin-4-yl)-propyl-1-fosfonikovd kyselina, NVP-AAMO77, analogy fenanthren-
piperazinové dikarboxylové kyseliny, jako UBP141, a konantokiny, které plsobi jako
kompetitivni i nekompetitivni antagonisté NMDA receptoru (Traynelis et al. 2010).

Mezi kompetitivni antagonisty GIuN1 podjednotky patfi napiiklad 7-chlorokynurenikova
kyselina a jeji analog 5,7-dichlorokynurenikova kyselina (5,7-DCKA) (Birch et al. 1988). Zajimavé
je, ze kompetitivnim antagonistou mtiZe byt i plyn, a to konkrétné xenon, ktery miiZze inhibovat

NMDA receptor pomoci svého analgetického a anestetického efektu (de Sousa et al. 2000).

2.2.2 Akompetitivni antagonisté NMDA receptoru

Akompetitivni antagonisté vyZaduji aktivovany receptor, jelikoZ jim musi byt umozZnén
pfistup k jejich vazebnému mistu, které se nachdzi v iontovém kandlu (Woodhull 1973). Tyto
inhibitory jsou také obCas nazyvany jako blokdtory otevienych kandll ¢i jako napétové zavisli
antagonisté. Schopnost akompetitivnich antagonisti blokovat iontovy kandl se zvySuje
s pravdépodobnosti jeho otevieni. Tento druh inhibice kandlu lze zvratit pomalu a vyZaduje
opétovnou aktivaci agonistou, aby mohl byt inhibitor uvolnén (Blanpied et al. 1997). NMDA
receptor je za béZnych podminek akompetitivné blokovédn hotc¢ikem a k jeho uvolnéni je zapotiebi
membranova depolarizace. Z toho divodu dochdzi k otevieni kandlu NMDA receptoru az po
depolarizaci a nikoliv bezprostfedné po navazani agonistti (Evans et al. 1997). Mezi akompetitivni
antagonisty NMDA receptort patfi ddle napriklad polyaminy, fencyklidin (PCP), ketamin,
dizocilpin (MK-801), pentamidin a aminoademantanové derivity memantinu a amantadinu
(Traynelis et al. 2010). Predpoklddalo se, Ze vétSina z nich neni selektivni nebo m4 jen nizkou
selektivitu pro GIuN2 podjednotku, soucasné experimenty ale naznaCuji, Ze ketamin

s memantinem mohou byt selektivnéjsi, nez se oCekdvalo (Kotermanski a Johnson 2009).
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2.2.3. Nekompetitivni antagonisté NMDA receptoru

Nekompetitivni antagonisté se nevdzou do iontového kandlu, ani do vazebnych mist
glutamatu a glycinu. Nejsou tedy ani napét'ové zavisli. Mezi nekompetitivni antagonisty patii
napiiklad ifenprodil, coZ je ¢asteCny inhibitor, ktery inhibuje NMDA receptor aZ z 90 % a je
selektivni pro GIuN2B podjednotku, pro niz méd az 400krat vétSi afinitu neZ pro ostatni
podjednotky (Williams 1993).

NMDA receptor je také regulovdn dvojmocnymi ionty. Mezi né patfi napiiklad
extracelularni Zn?*, ktery svou vazbou na NMDA receptor mtiZze zpusobit jeho inaktivaci nebo
muze pouze endogenné modulovat jeho aktivitu (Westbrook a Mayer 1987, Mayer a Vyklicky
1989). Lze predpoklddat, Ze zinek je pfirozenym moduldtorem NMDA receptoru, jelikoZ byl
nalezen v excitacnich synapsich mozku, kam se dostdvd béhem synaptického pfenosu (Assaf
a Chung 1984). Navazani zinku také zptsobuje zvyseni protonové senzitivity NMDA receptoru,
coz vede ke zvySené protonaci, kterd zptisobuje jeho nefunkcnost pii fyziologickém pH (Traynelis
et al. 1998; Low et al. 2000).

Daéle jsou NMDA receptory regulovany polyaminy. Jejich ti¢inek na NMDA receptor se vSak 1isi
podle toho, zda jsou napét'ové zdvislé ¢i nezdvislé. Napét'ové zdvislé polyaminy mohou inhibovat
NMDA receptor a naopak napétoveé nezavislé polyaminy jako spermin a spermidin mohou zvétSovat
odpovéd NMDA receptori (Benveniste a Mayer 1993; Han et al. 2008). Vsechny glutamatové
receptory jsou také inhibovany protony (Traynelis a Cull-Candy 1990; Vyklicky et al. 1990).

V laboratofi, ve které jsem pusobila, studuji tilohu membranovych domén NMDA receptoru
ve vztahu k okolni membrané a mechanismy, jak mohou steroidni 1latky modulovat funkci téchto
receptorti, coz predstavuje dilezity smér vyzkumu. Statiny a cyklodextriny jsou schopny
odstraniovat cholesterol z bunéénych membran a tim ménit funkci receptorti a proteini, které jsou
lokalizovany v lipidovych raftech, ¢imz naruSuji signélni drdhy, se kterymi jsou receptory
sprazeny (Zacco et al. 2003; Abulrob et al. 2005). Neurosteroidy mohou pozitivn€ nebo negativné
ovlivilovat NMDA receptory, coZ se déje prostfednictvim jejich sulfatované nebo negativné nabité
skupiny na C3 uhliku. Nesaturované sulfatované neurosteroidy potencuji funkci NMDA
receptortl, zatimco saturované ho inhibuji (Weaver et al. 2000; Sedlacek et al. 2008). Mezi
neurosteroidy patii pregnenolon sulfat (PS) a pregnanolon sulfit (3a58S). NMDA receptory
mohou byt inhibovany &i potencovany PS a inhibovdny 3a5pBS. PS potencuje funkce NMDA
receptortl tim, Ze zvySuje pravdépodobnost otevieni kandlu (Hordk et. al. 2006). Naopak 3a5pBS
pisobi na NMDA receptor inhibi¢né, jelikoZ sniZuje pravdépodobnost otevieni kandlu, dobu
otevieni a zvySuje jeho desenzitizaci (Petrovic et al. 2005). Neuroprotektivni icinek téchto latek

Jje podrobnéji popsan niZe v kapitole o neuroprotekci.
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Vyhoda akompetitivnich antagonistii oproti kompetitivnim antagonistim spociva predevsim
ve vyssi selektivité, jelikoZ jsou vétSinou zacileni na méné konzervované oblasti, neZ jsou
vazebnd mista pro agonisty. Klinicky by tedy méli byt 1épe tolerovéni, jelikoZ pouze upravuji
stavajici stav, oproti kompetitivnim antagonistim zptisobujicim konstitutivni blokovéni. Z toho
didvodu jsou kompetitivni antagonisté klinicky maélo pouZivani. Naopak selektivni antagonisté
GIluN2B podjednotky, kterd se vyskytuje prevdzné extrasynapticky a je spfaZena s drdhami
vedoucimi k bunéfné smrti, by se potencidlné dali pouzit pro 1éCbu riznych nemoci
a neurologickych poruch, nicméné jejich pouZiti brani jejich tcinek na ol-adrenergni receptory,
serotoninové receptory, vapenaté kandly a hERG draselné kandly. Tento problém by bylo mozné
vyfesit analogy ifenprodilu, jako je Ro 25-6981 a CP101,606 (Lynch a Gallagher 1996; Tahirovic
et al. 2008).

NMDA receptor

LBD GluN1 - vazebné misto GIluN1

O glycin

GIuN2 ATD GIuN2 - vazebné misto

o ifenprodil [GIUN2B]

AR e O s ATD )
O ¢astecni a Uplni agonisté ® polyaminy [GIUN2B]

® kompetitivni antagonisté ® zinek [GIuN2A, GIuN2B]

LBD GluN2 - vazebné misto
LBD

TMD - vazebné misto

Extracelularni o glutamat

strana
® akompetitivni antagonisté O castecni a UplIni agonisté
® polyaminy  ® MK-801 ® kompetitivni antagonisté
) TMD Intracelularni i
® hofcik @ zinek strana pregnenolon sulfat

[GIuN2A, GIuN2B]

® antagonisté O agonisté

Obrdzek 4

Schéma NMDA receptoru s vyznacenymi vazebnymi misty pro agonisty a antagonisty.
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3. NMDA receptory a excitacni
synapticky prenos

Iontové kandly NMDA receptorti jsou zna¢né propustné pro Ca?+ a v disledku jejich
aktivace dochazi nejen k depolarizaci a vzniku excita¢niho postsynaptického potencidlu (EPSP),
ale i ke zvyseni volné cytosolické koncentrace tohoto iontu. ZvySend intraceluldrni koncentrace
vapniku ma navic i metabotropni u¢inek, coZ ma rizné funkéni konsekvence. Jeho zvysena
koncentrace vede k aktivaci riznych signédlnich drah, jez vedou k procesu dlouhodobé potenciace
(LTP) a dlouhodobé deprese (LTD) (Lynch 2004). Dlouhodobé zvySeni intracelularni koncentrace
vapniku mtze aktivovat mechanismy vedouci k buné¢né smrti. Z toho dlivodu je nutné regulovat
hladinu vépniku v bunce a glutamdtu v synapsi. Synaptické jevy ovliviiuje i Uroven exprese
glutamatovych receptori, ktera je zavisld na transkripci, translaci, mnozstvi mRNA, proteinové

stabilité, shlukovéni receptoru a jejich prezentaci na povrchu bunék.

3.1. Synaptické NMDA receptory

Béhem synaptického pienosu dochdzi k uvoliovani glutamatu z presynaptického neuronu
do synaptické Stérbiny a ndsledné vazby na NMDA receptor, ktery se nachdzi na membrané
postsynaptického neuronu. Koncentrace volného glutamétu v synaptické Stérbiné dosahuje béhem
synaptického ptfenosu pfiblizné¢ 1 mM. Jeho koncentrace vSak rychle klesd, a to s tau 0,5-1 ms,
a glutamat se posupné difuzi dostdvd do mimosynaptické oblasti, kde je ndsledné odstranovan
z extracelularniho prostoru aktivnim transportem do glii a do presynaptickych zakonceni
(Clements et al. 1992).

K odstranéni glutamdtu ze synaptické Stérbiny se vyuZivd glutamdto/sodikovy transportér,
ktery vyZaduje elektrochemicky gradient sodiku a drasliku, jenzZ vytvaii Na+/K+ ATPaza. Timto
transportérem je glutamat spole¢né se sodikem transportovdn do burky. Podle soucasnych studif
je dokonce glutamatovy transportér piimo spojen s Nat/K+ ATPé4zou, kterd je esencidlni pro
vychytavani glutamatu (Rose et al. 2009) V sav¢éi CNS odstranuji glutamét ze synapse predevsim

glutamétové transportéry typu EAAT1 a EAAT?2 (z angl. excitatory amino acid transporters), které
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jsou lokalizovdny na gliich (Amara a Fontana 2002). Zd4 se, Ze odstranéni EEAT1-2 vede
k nedostatecnému vychytdvani glutamatu ze synapse, ktery nasledné pusobi excitotoxicky.
To naznacuje, Ze gliové bunky zajiStuji pfevaznou ¢ast vychytdvani glutamatu a zabranuji tim
jeho chronickému plisobeni, jez ma jinak excitotoxicky ucinek (Rothstein et al. 1993). V gliich je
nasledné glutamat konvertovan na glutamin, ktery jiZ neptsobi jako neuropfenase¢ a miiZe tak byt
uvolnén zpét do synapse, odkud je nasledné vychytdvan presynaptickym neuronem, ktery ho
prevede zpét na glutamat (Danbolt 2001). Doposud nejsou zadné dikazy o pritomnosti enzymu,

ktery by konvertoval glutamat pfimo v synapsi (Huang a Bergles 2004).

3.2. Synapticka plasticita

LTP se Casto studuje v hipokampu, ale 1ze vyvolat i v jinych ¢dstech mozku. Téméf ve vSech
centrdlnich excitacnich synapsich se nachédzeji NMDA receptory spolecné s AMPA receptory
a presynaptické uvolnéni glutamatu aktivuje oba typy receptorti. Synapse se ale mezi sebou lisi
v poméru zastoupeni NMDA a AMPA receptori a zdroven v jejich podjednotkovém sloZeni
(Bloodgood and Sabatini 2008). Pokud dojde k aktivaci NMDA receptori uloZenych
v postsynaptické membrané, vapnik vstupujici do buiiky spousti rychlou inzerci AMPA receptorti
do postsynaptické membrany. Pokud vSak stimuly ke vzniku LTP odezni, AMPA receptory jsou
z postsynaptické membrany odstranény (Lu et al. 2009). ZvySena intraceluldrni koncentrace
vapniku ndsledné vede k aktivaci fady efektorovych mechanismu, u kterych se predpoklada,
Ze souviseji s LTP indukci, jako je CaZt*/kalmodulin zédvisld protein kinaza II (CaMKII), protein
kindza C (PKC) a protein kindza A (PKA), které déle aktivuji signdlni drahy. U mladych zvifat se
zd4, Ze je pro vznik LTP nejdulezitéjsi aktivace PKA, zatimco u starSich zvitat staci v ¢asné fazi

LTP aktivace CaMKII.

3.3. NMDA receptory a signaly nutné k preziti a neuroprotekci

Prestoze priliSnd aktivace NMDA receptori vede k bunécné smrti, jejich fyziologicka
aktivita naopak zajiStuje signdly nutné k preziti neurontl. Nasledkem inhibice NMDA receptorii
dochazi k rozsdhlé apoptéze ve vyvijejici se centralni nervové soustavé nebo k neurodegeneraci
(Olney et al. 2002). To miiZe vysvétlovat negativni ucinek nékterych antagonisti NMDA
receptorti na CNS. Naopak aktivované NMDA receptory spousti fadu kaskad, jez zajist'uji signdly
nutné k preZziti nebo které maji na bunku neuroprotektivni ic¢inek. Toho je dosaZeno spusténim
mechanismu, jez zapri¢inuji protekci proti oxidativnimu stresu, indukci gent, vedouci k preziti,

nebo naopak supresi genti, vedouci k smrti buiiky. Mezi tyto drdhy patii naptiklad i fosfoinozitol 3
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kinazova-Akt drdha (PI3K-Akt drdha; Akt je zndma také jako protein kindza B neboli PKB), jez je
aktivovina NMDA receptory a pusobi neuroprotektivné u mnoha neuronovych typt.
Neuroprotektivni ud¢inek PI3K-Akt signdlni drahy spocivd napiiklad ve fosforylaci a tim
inaktivaci syntézy glykogen kindzy-3p (GK3f) a faktoru BAD, coZ je pro-apoptoticky ¢len rodiny
bcl-2. PIK3-Akt dédle fosforyluje transkripéni faktor FOXO (forkhead box O), ktery fidi expresi
pro-apoptotickych gent, jako je FasL a Bim. (Brunet et al. 2001; Hetman et al. 2006).

Viépenaté ionty spousti v burice fadu transkripcnich zmén, které mohou vést k dlouhotrvajici
neuroprotekci. Dulezitou tlohu zde hraje transkripéni faktor CREB (z angl. cAMP response
element binding protein). CREB miiZe byt fosforilovan (a tim aktivovdan) ERK1/2 drdhou nebo
CaZ*-calmodulin kindzovou drahou (CaM kindza). Tato fosforilace vede k navazani dalSich
transkripnich koaktivatori. Fosforilovany CREB v jadie reguluje geny, které jsou zodpovédné
za neuroprotekci (Hardingham a Bading 2003; Hetman et al. 2006; Hardingham 2006). Dilezita
role CREB byla prokdzdna experimenty na mysSich, které postrddaly CREB a CREM (z angl.
cAMP response element modulator), jenz je také Clenem rodiny CREB. U téchto mySi byla
ve vyvijejici se CNS pozorovadna rozsahld neurondlni apoptéza. Postnatdlni naruseni CREB genu
zase vedlo k progresivni neurodegeneraci v hipokampu a dorzdlnim striatu (Mantamadiotis et al.
2002). Aktivace CREB tedy nejspiSe spousti déje nutné k preziti bunky. Zatim bylo identifikovano
deset zakladni neuroprotektivnich gentl, jeZ se souhrnné nazyvaji AID (z angl. Activity-regulated

inhibitors of death) (Zhang et al. 2009).
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Obrdzek 5

Zjednodusené schéma signdlni kaskady vedouci k aktivaci CREB regulovanych genii: Aktivace
NMDA receptoru agonistou vede ke vstupu CaZ* do bunky, ¢imz se zvysi jeho intracelularni
koncentrace. Vysokd koncentrace cytosolického véapniku aktivuje ERK1/2 kindzu, kterd v jadre
fosforiluje CREB. Déle CaM svou vazbou aktivuje CaMKK (CaM kindz kindzu), kterd
fosforiluje a aktivuje CaMKIV (CaM kindza 1V), jez fosforiluje a aktivuje CREB. Ob¢ tyto
cesty vedou k fosforilaci CREB, coZ umozni transkripci neuroprotektivnich geni, jako je

ristovy faktor a protiapoptoticky bcl-2.



4. NMDA receptory a excitotoxicita

Studium ptsobeni glutamatu v fadé modelt ukazalo, Ze aplikace glutamatu a jeho analogt
aktivujicich ionotropni glutamdtové receptory vede k rozsdhlé bunécné smrti postihujici
prfedev§Sim neurony. Tento typ bunécné smrti je specificky pro excitaéni aminokyseliny a je
oznacovan jako excitotoxickd bunéna smrt. Studium molekuldrnich a bunéénych mechanismi
vedoucich k excitotoxické bunécné smrti je v centru pozornosti sou¢asného neurobiologického
vyzkumu, nebot’ existuje fada experimentédlnich i klinickych dikazli o tom, Ze se pfimo podili na
vzniku zavaznych onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba
a Huntingtonova choroba (Ikonomidu a Turski 2002; Hardingham a Bading 2003; Dong et al.
2009).

Navazanim glutamatu zatne NMDA receptor propoustét do buriky vapnik. Ten miZe mit na
buriku dvoji Gcinek. Za fyziologickych podminek mize poskytovat signdl nutny k pfeZziti neuronu
a naopak prfi patologickych stavech muze pisobit excitotoxicky. Coz je zapfiCinéno tim, Ze
nadmérna aktivace glutamatovych receptori ma na buniku mnoho $kodlivych dopadti, mezi které
patii sniZzend schopnost pufrovat vtékajici vapnik, produkce kyslikovych radikél, aktivace
syntézy oxidu dusnatého, ddle mize dochdzet k degradaci cytoskeletu a nadmérné aktivaci
vapnikové zavislych enzymi (Dong et al. 2009). Z téchto divodi je zapotiebi volny cytosolicky
vapnik odcerpdvat, coZ zajiSt'uji mitochondrie a z ¢asti i endoplazmatické retikulum. PredevSim
mitochondrie jsou dtlezité pro udrzeni nizké koncentrace cytosolického védpniku a jejich
dysfunkce muze vést k bunécné smrti tim, Ze dojde k naruseni homeostazy vapniku, uvolnéni pro-
apoptotickych faktort ¢i zvySeni produkce kyslikovych radikald (Orrenius 2004). A prave
nadmérnd produkce kyslikovych radikalti vede ke vzniku oxidativniho stresu, jenZ zpusobuje
poskozeni nukleovych kyselin, proteint, lipidii a miZe vést i k otevieni mitochondridlnich kanald,
coz je nasledné pric¢inou vzniku dalSich kyslikovych radikald, energetickému selhdni a uvolnéni
pro-apoptotickych faktort, jako je cytochrom c do cytoplazmy. Oxidativni stres je hlavnim
faktorem patologického poSkozeni neuront, jez se podili se na akutnim i chronickém poskozovani
CNS u mnohych neurodegenerativnich onemocnéni (Dong et al. 2009). PfiliSnou aktivaci NMDA

receptorl se spousti rizné signdlni kaskady vedouci k neurondlni smrti. Nasledkem toho dochazi
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k uvoliiovani pro-apoptickych faktori, aktivaci stresem indukovanych signédlnich drah, jako je p38
MAP kindzova drdha ¢i c-Jun N-termindlni kindza. Volny cytosolicky vapnik mitZe indukovat
apoptozu také aktivaci kalcineurinu a calpainu, coZ je vdpnikoveé zdvisld apoptotickd protedza

(Hardingham a Bading 2003).
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Obrdzek 6

Schéma znazornujici drahy vedouci k bunécné smrti, jenZ jsou aktivovdny nadmérnou koncentraci
véapniku, ktery se do buriky dostal aktivovanym NMDA receptorem.

Pokud dojde k aktivaci signdlnich drah, jez vedou k neurondlni smrti, energetické rezervy
buriky rozhodnou o zptisobu bunééné smrti. Pokud ma bunka dostatek energie, miZe se spustit
kaskdda reakci vedouci k programované bunécné smrti — apoptéze, pti které dochdzi ke zméné
bunécné morfologie, kondenzaci a fragmentaci DNA, proteolyze cytoskeletu a vystaveni jinych
antigend na povrchu bunky. Neuron je tedy odstranén tak, aby minimalizoval zanétlivou reakci
a usnadnil gliim jeho likvidaci. Pokud vSak bunika nemd dostatek energie, aby mohla nastat
programovand bunécnd smrt, umird nekrézou. Ta ma chaoticky pribéh, pii kterém dochazi

k oxidativnimu poskozeni, cytoskeletarni degradaci, dysfunkci mikrotubultl, proteinové agregaci,
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Obrdzek 7

Zjednodusené schéma znazornujici déje v butice, které jsou spustény po aktivaci apoptdzy ¢i nekrdzy.

prasknuti membrény a vyliti veSkerého bunééného obsahu z buiiky do extraceluldarniho prostfedi.
Nevyhodu tohoto déje je, Ze spousti prozanétlivou reakci. Z toho divodu vapnikové zdavisla
bunééna smrt u urcité ¢asti neuronti spousti apoptézu (Roy a Sapolsky 1999; Sapolsky 2000).

Dostatek energie ale nerozhoduje pouze o zplisobu bunécné smrti, ale i o tom, zda k ni
viibec dojde, jelikoz pokud je energie nedostatek, tak i koncentrace glutamatu, ktera by normalné
excitotoxickd nebyla, tak mtze pisobit. CoZ je dano tim, Ze neurony a glie odstranujici glutamat
ze synapse potrebuji dostatek energie (Beal et al. 1993; Turski a Turski 1993). Tento proces je
energeticky naro¢ny a pfi ischemické hypoxii nebo hypoglykemii miZe vzhledem k nedostatku
energie vést k excitotoxicité (Rossi et al. 2000). Glutamdtovy transportér navic muze zacit
pracovat reverzné a prendSet glutamat a sodik z bunky zpét do synaptické Sté€rbiny. Sekretovany
glutamét tedy pochdzi jen z malé Casti ze synaptickych vacku, vétSina ho pochdzi z cytosolu, kam
byl predtim odCerpdvan (Grewer er al. 2008).

Neurony vSak nejsou pasivni a excitotoxicité se brani n¢kolika zpisoby. Jednim z nich je
aktivni odstranovani glutamétu ze synapse a vapniku z cytosolu. DalSim mechanismem je
zajiSténi vétsiho prisunu energie nervové soustavé, coz se déje zabudovanim vice glukézovych
transportérit do membran ¢i vyuziti laktatu jako zdroje energie. Energetickou krizi signalizuje

mimo jiné i zvySené mnoZstvi adenosinu, ktery vznika pfi spotfebé ATP. Adenosin miize fungovat
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jako retrogradni neurotransmiter a zabranuje uvolnéni dalS$iho glutamatu. Pasobi tedy podobné
jako intraceluldrni zpétnovazebné smycky, které zajiStuji inhibici receptoru napiiklad pfi
zvySujici se koncentraci cytosolického vapniku, glutamatu a protont. Také dochazi k obrané
hyperpolarizaci neuroni pomoci draselnych kandld, jejichZ otevieni je spusténo vycerpanim ATP
¢i prebytkem cytosolického vapniku. Navic miZe byt zvySena syntéza antioxidativnich enzyma

ol

ni¢icich kyslikové radikdly vznikajici pfi excitotoxicité (Sapolsky 2000).

4.1. Synaptické versus extrasynaptické NMDA receptory

Zda aktivace NMDA receptoru povede k excitotoxicité ¢i neuroprotekci je krom intenzity

stimulace nejspiSe ovlivnéno také jeho lokalizaci, jelikoZ NMDA receptory se mohou vyskytovat
jak synapticky, tak extrasynapticky. Zdd se, Ze aktivace synaptickych NMDA receptorii ma
prevazné neuroprotektivni ucinek, zatimco aktivace extrasynaptickych NMDA receptori spousti
signélni drdhy vedouci k bunééné smrti (Hardingham a Bading 2010). Za normélnich okolnosti
dochazi k aktivaci pouze synaptickych NMDA receptorti, ovS§em pfi patologickych stavech, jako
je hypoxie, ischemie ¢i mrtvice, jsou neurony vystaveny chronickému ptsobeni glutamatu
a dochazi i k aktivaci extrasynaptickych receptorti. Jejich aktivace vede k defosforilaci
(inaktivaci) CREB, inaktivaci ERK1/2 kaskddy, depolarizaci mitochondrii, aktivaci FOXO
a calpainu, ktery svou aktivitou také prispiva k bunécné smrti. Naopak synaptické receptory silné
aktivuji CREB, aktivuji ERK1/2 kaskadu, inaktivuji FOXO a nenaruSuji mitochodridlni funkci,
coZ ma na neuron pozitivni dopad (Hardingham a Bading 2002; 2003).

Rozdily v signalizaci synaptickych a extrasynaptickych NMDA receptord by mohly byt
dany tfemi faktory. Jednim z nich mlZe byt tvorba jinych signilnich komplexd. Druhym
faktorem, jenz by mohl vysvétlovat rozdily v signalizaci, muze byt odliSné podjednotkové sloZeni
synaptickych a extrasynaptickych receptord. Je totiZ zndmo, ze GIuN2 podjednotky se mimo jiné
1i§1 v C-termindlni doméné, coZ umoZziuje jejich asociace s odliSnymi signdlnimi molekulami.
Tretim moznym vysvétlenim rozdilné signalizace mtize byt odliSny zptsob aktivace synaptickych
a extrasynaptickych receptori. Synapticky receptor je obecné doCasné¢ a intenzivné aktivovan
uvolnénym glutamdatem z presynaptického neuronu. Zatimco extrasynaptické NMDA receptory

jsou vétSinou aktivovdny chronicky uvolnénim vét§tho mnoZstvi glutamétu (Hardingham

a Bading 2010).
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4.2. Rozdilna role podjednotek NMDA receptoru pri excitotoxicité

GluN2 podjednotky NMDA receptoru maji odliSné elektrofyziologické a farmakologické
vlastnosti a interaguji s odliSnymi postsynaptickymi signdlnimi drahami. CoZ souvisi s tim,
Ze receptory obsahujici GluN2A nebo GluN2B podjednotku maji rozdilny dcinek na synaptickou
plasticitu (Liu et al. 2004). V ¢em spociva rozdilnd role receptori obsahujicich GluN2A ¢i
GIuN2B podjednotky, zatim nebylo plné objasnéno. Synaptické receptory obsahujici GluN2A
podjednotku zajist'uji signalizaci nutnou k pfeZiti builky a chrdni tim bunky pfed apoptézou.
Naopak aktivace receptorii obsahujicich synaptické ¢i extrasynaptické GluN2B podjednotky vede
k aktivaci apoptotické signalni kaskady zplsobujici neuronalni smrt. Zda bude aktivovéan signal

k pfeziti ¢i smrti neuronu zavisi na vyvaZenosti aktivace mezi GluN2A a GluN2B receptorovymi

podjednotkami (Liu et al. 2007). Vliv GluN2B podjednotky na excitotoxicitu byl prokdzan také

studii Zhou a Baudry (2006) a na skutecnost, Ze GluN2A podjednotka zajiSt'uje signdl k pfeZiti

neuronu, poukdzal jiz DeRidder et al. (2006). Nicméné je nutno podotknou, Ze role GluN2A

a GIuN2B podjednotky mtze zaviset na vyvojovém stadiu, oblasti mozku a modelu onemocnéni.

Za normélnich podminek spontinni uvolnéni glutamétu aktivuje synaptické NMDA

receptory s GluN2A podjednotkou, ¢imz burika dostdva signdl k preZiti. Pokud se tyto receptory
zablokuji, miZe dochazet k rozsdhlé neurondlni apoptéze. Pfi patologickych stavech, jako je
napiiklad mrtvice ¢i mozkové trauma, dochdzi k uvolnéni velkého mnoZzstvi glutamdtu, ktery
aktivuje 1 extrasynaptické NMDA receptory u nichz se predpoklada, Ze jsou vétSinou sloZeny
z GluN1/GluN2B podjednotek. Tyto receptory obvykle nebyvaji aktivovdny pfi normdlnim
synaptickém uvolnéni glutamatu a jejich aktivace vede k aktivaci drahy vedouci k bunéc¢né smrti.

Inhibice receptori s GluN2B podjednotkami tedy mtize pilisobit pii patologickych stavech
neuroprotektivné (Liu et al. 2007).

PrestoZze mnohé experimenty dokazuji klicovou roli NMDA receptorii pii excitotoxicité

v mozku po mrtvici ¢i mozkovém traumatu, klinické testy zatim nepotvrdily neuroprotektivni

efekt antagonisti NMDA receptorti. Pro¢ tomu tak je, zatim nebylo plné objasnéno, predpoklada
se vSak, Ze to bude vlivem vice faktori (Ikonomidou a Turski 2002; Albensi et al. 2004).
Naptiklad preferenéni antagonisté GIuN2B podjednotky sice zabranuji poSkozeni mozku,
ale pouze pokud jsou podani predem. Jejich podani po péti hodinach od prihody jiz vykazuje
mnohem mensi neuroprotektivni icinek, coz mize byt diivodem, pro¢ v klinickych testech, kdy
pacienti dostanou 1€k az po urCitém Casovém intervalu, nepiisobi neuroprotektivné. Podéani

podjednotkové nespecifického antagonisty NMDA receptord, jako je MK-801 a amantadine, mtize

byt naopak Skodlivé, jelikoz dochézi i k blokaci receptori sloZenych z GIuNA2 podjednotek,
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které zajisSt'uji signdl nutny k preZziti neuronu. Neuroprotektivni G¢inek by mohla mit i aktivace
NMDA receptorti obsahujicich GIuNA2 podjednotku, u které neni aplikace agonisty Casové
omezena. Zda se tedy, Ze neuroprotekce zptisobend aktivaci receptori s GluN2A podjednotkou by
mohla byt klinicky u¢inn€jsi nez blokace receptorti s GluN2B podjednotkou. Aktivace receptorti
obsahujicich GIuN2A podjednotku navic mize mit i pozitivni Gc¢inek u nékterych chronicky
neurogenerativnich onemocnéni, jako je Parkinsonova choroba, Huntingtonova choroba C¢i
Alzheimerova choroba, pri kterych se predpoklddd dlouhodobéjsi plsobeni excitotoxicity
s mirnéjSim ucinkem. Nejefektivn€jsi neuroprotekci by mél zajistit vysoce specificky agonista
GIuN2A podjednotky ¢i kombinace nespecifického agonisty NMDA receptord, jako je glycin,
a specifického antagonisty GluN2B podjednotky (Lipton a Rosenerg 1994; Liu et al. 2007).
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5. Neuroprotekce

Excitotoxicité 1ze zabranit fadou inhibitorti, jenz byly zmin€ny vyse, podrobnéji se vSak budu

zabyvat pouze statiny, cyklodextriny a neurosteroidy.

5.1. Neuroprotektivni efekt statint

Utinek inhibitort 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) reduktiz, neboli statind,
je zejména ve snizovani cholesterolu v membrandch, coZz méd neuroprotektivni ucinek. Mnoho
klinickych studii prokazuje, Ze statiny sniZuji riziko vzniku mrtvice (Scandinavian 1994;
Shepherd et al. 1995; Sacks et al. 1996). Dalsi studie zase predpoklddaji, Ze u lidi uZivajicich
statiny je snizeny vyskyt vzniku Alzheimerovy choroby a vaskuldrni demence (Jick 2000;
Wolozin 2000). Tyto vysledky naznaluji, Ze statiny maji Siroky neuroprotektivni efekt. OvSem
v mikromoldrnich koncentracich jsou statiny vysoce toxické (Zacco et al. 2003). Predbézna 1écba
statiny dokonce zeslabuje ndsledky infarktu a chrani pfed mozkovou ischemii (Endres et al. 1998;
Laufs et al. 2000, 2002). Studie na téchto modelech indikuji, Ze protektivni t¢inek statinli pfi
ischemickém poskozeni mozku je disledkem cebrovaskularntho mechanismu, coz miize byt
zvySenim exprese a aktivity endotelidlni syntdzy oxidu dusnatého (NOS) v endotelidlnich
burikdch a ve zvySeném prokrveni mozku (Endres et al. 1998). Tento protektivni mechanismus se
alespon z ¢4sti podili na snizovani vyskytu mrtvice u pacientl uzivajicich statiny.

Dal$im mechanismem, kterym mohou statiny pfimo chranit neurony ptfed ischemicku smrti,
je redukce neurondlniho cholesterolu. Redukce cholesterolu v membrdané pozménuje funkci
a kompozici v komplexech proteinti asociovanych s lipidovymi rafty, coZ jsou membranové
mikrodomény bohaté na sfingolipidy a cholesterol. A pravé v lipidovych raftech byly lokalizovéany
NMDA a AMPA receptory (Hering a Sheng 2003). SniZeni cholesterolu v neuronalni membrané
tak miZe mit U¢inek na jejich aktivitu a miZe redukovat excitoxicitu zpisobenou NMDA
receptory. Tato pozorovani vedla k hypotéze, Ze inhibice HMG-CoA reduktdzy v mozku miZe
ochrénit neurony pred takto vyvolanou excitotoxicitou. Neuroprotektivni efekt statini muze
spocivat v inhibici biosyntézy cholesterolu a tbytku cholesterolu a jeho metabolickych produktt
(Zacco et al. 2003). V tomto bodé se vSak nékteré studie rozchédzeji. Podle Bosel et al. (2005) je

protektivni ucinek nezdvisly na inhibici HMGCoA reduktazy, jelikoZ podani mevalondtu, coZ je
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produkt reakce HMG-CoA reduktazy, ¢i jinych isoprenoidi, které jsou soucdsti mevalonatové
a cholesterolové drahy, nesniZilo protektivni ucinek statinu. Ov§em Zacco et al. (2003) a Ponce et
al. (2008) dosli k zavéru, ze protektivni efekt statini spoc¢iva v inhibici HMG-CoA reduktazy,
jelikoz anti-excitotoxicky ucinek statin byl vyrazné sniZen mevalonitem ¢i cholesterolem.
Tato diskrepance miiZze byt vysvétlena jinym experimentalnim modelem.

Experimenty, pfi nichZ se manipulovalo s bunéénym cholesterolem bez pouziti statind,
ukdzaly, Ze cholesterol méni citlivost k NMDA indukované excitotoxicité. Pridani cholesterolu
vede k zvySené citlivosti k NMDA vyvolané excitotoxicité¢. Naopak pokud se snizi mnoZzstvi
cholesterolu v membrané, napiiklad pomoci methyl-B-cyklodextrinu (MP-CD) odstranujiciho
membranovy cholesterol, dojde ke sniZenf citlivosti neurontt k NMDA indukované excitotoxicite.
Vysledky téchto experimentli naznacuji, Ze sniZzeni membranového cholesterolu chrani kortikalni
neurony pred NMDA indukovanou excitotoxicitou (Zacco et al. 2003; Bosel et al. 2005; Ponce et
al. 2008).

Excitotoxicita zprostfedkovand NMDA receptory je zdvisld pfedev§im na mnoZstvi
intracelularniho vépniku. Nekteré studie se vSak rozchdzeji v tom, zda statiny méni mnoZstvi
intraceluldrntho vépniku, jenZ se dostivd do bunky. Zacco et al. (2003), ktefi se zaméfili
pfedev§im na simvastatin, Zddné zmény v intracelularni koncentraci vdpniku nepozorovali.
OvSem Bosel et al. (2005) pfi experimentech s atorvastatinem naméfili niZ§i intraceluldrni
koncentraci vapniku po aktivaci NMDA receptorti. Diskrepanci téchto vysledkd je moZné
vysvétlit rozdilnosti v mechanismu aktivace receptord.

Neuroprotektivni i¢inek atorvastatinu a simvastatinu nastava, pouze pokud jsou podany dva
az Ctyfi dny pred aplikaci glutamatu. Denni poddvani at’ uz po delsi, ¢i krat$i ¢as neuroprotektivni
ucinek nevyvoldvaji (Bosel et al. 2005; Ponce et al. 2008). Z toho divodu je nepravdépodobné,
Ze by pifimd interakce statini s glutamatovymi receptory méla protektivni tucinek.
Pravdépodobnéj$i je nepiimy uclinek zplsobeny zménou v genové expresi, posttranslacni
modifikaci ¢i zméné podjednotkového sloZeni receptoru (Bosel et al. 2005). Zatim nenf jasné, zda
pozorovany Uucinek statinli spoc¢ivd v inaktivaci NMDA receptoru, internalizaci, translokaci
receptorti na synapsi, pozménéni agregace podjednotek ¢i je zpisoben redukci membranového
cholesterolu, ktery pozméni funkce NMDA receptort (Bicker and Buck 1998).

Dal$im mechanismem, ktery by mohl byt zodpovédny za neuroprotekci zplisobenou statiny,
muze byt sniZzeni asociace NMDA receptort s lipidovymi rafty. Zjistilo se, Ze vice nez 50 %
NMDA receptort je s lipidovymi rafty asociovdno (Hering a Sheng 2003). Simvastatin, ktery
inhibuje HMGCoA reduktdzu, coz je prvni krok syntézy cholesterolu, a AY9944, ktery inhibuje

Al4-reduktizu a A7-reduktdzu, posledni krok syntézy cholesterolu, snizuji asociaci NMDA
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receptord s lipidovymi rafty. Coz by znamenalo, Ze statiny odstrafiuji NMDA receptory
z lipidovych raftti. Vyhoda AY9944 spociva v tom, Ze redukuje hladinu cholesterolu mnohem
rychleji neZ statiny, a to jiz béhem 12 hodin (Ponce et al. 2008). Z toho diivodu by se mohlo
jednat o novou nadéjnou latku pro 1é€bu mozkové ischemie. Podobny ucinek jako atorvastatin ma
mevastatin, dal$i inhibitor HMG-CoA reduktidzy. Zména exprese NMDA receptorii na bunkach
vystavenych uCinku statin v porovndni s bunkami, které jim vystaveny nebyly, nebyla
pozorovana. Tato data naznaluji, Ze statiny méni citlivost kortikdlnich neuroni k NMDA
excitotoxicit¢ pomoci downstream regulace funkce NMDA receptori. A praveé odstranéni
cholesterolu z mikrodomén plazmatické membrany mutze hrat zdsadni roli v regulaci signdlni
kaskady vedouci k bunééné smrti (Zacco et al. 2003; Ponce et al. 2008).

Vépenaté ionty mimo jiné aktivuji syntdzu oxidu dusnatého (NOS), coz vede k produkci
kyslikovych radikali, které se mohou z Casti podilet na mechanismech vedoucich k bunécné
smrti. Inhibitory NOS by tedy mohly chranit neurony pfed excitotoxickou smrti (Dawson et al.
1993). Jelikoz NOS tvofi komplex s NMDA receptorem a proteinem postsynaptické density-95
(PSD-95), statiny by pozménénim obsahu steroli v lipidovych raftech mohly narusit komplex
NMDA receptor-PSD-95-NOS, ¢imzZ by se zabranilo aktivaci excitotoxické drahy (Christopherson
et al. 1999; Sattler et al. 1999).

Schéma biosyntézy cholesterolu

Obrdzek 8
Acetyl - CoA + AcetoacetylCoA
Schéma biosyntézy cholesterolu u savca.
l Enzym zprostfedkovavajici konverzi
HMG-CoA HMG—VCOA nz,i m.finllonat a e'nzym
zprostfedkovdvajici konverzi lanosterolu

na cholesterol jsou psany kurzivou.

STATINY % HMG-CoA reduktiza Statiny inhibuji HMG-CoA reduktédzu a

AY9944 inhibuje steroidni Al4-reduktizu
a A7-reduktdzu, coz je posledni krok
mevalonat biosyntézy cholesterolu.

L

lanosterol

AY9944 % A14 - A7 reduktaza

CHOLESTEROL
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5.2. Neuroprotektivni efekt cyklodextrint

Cyklodextriny (CDs) jsou cyklické oligosacharidy sloZené z hydrofobni centrdlni dutiny
a hydrofilni vnéjsi strany. Skladaji se z glykopyranozovych jednotek uspofddanych do cirkularni
konfigurace. Jejich sekundédrni hydroxylové skupiny jsou lokalizovdny na jedné strané a na druhé
stran€ jsou vSechny primarni hydroxylové skupiny. Cyklodextriny jsou ve farmacii vyuzivany
zejména ke zlepSeni rozpustnosti, dostupnosti a zvyseni fyzické stability aktivnich latek 1€kt tim,
ze tvori inkluzni komplexy (Szejtli 1998). Nékteré CDs jsou schopny extrahovat cholesterol
z bunécné membrdny a tim pozménit funkci receptorii a proteinti, které jsou lokalizovany
v lipidovych raftech, a tim narusit buné¢nou signalizaci (Awasthi-Kalia et al. 2001). Schopnost
CDs extrahovat cholesterol z membran zdleZi na jejich strukture: B-CDs (B-CDs, M3-CDs) jsou
ucinnéjsi nez y- ¢i a-CDs (Christian et al. 1997).

CD derivaty zvysuji schopnost preziti kortikdlnich neuront vystavenych kyslikovo-
glukézové deprivaci (OGD) a vysoké koncentraci NMDA. Strukturné-funkéni studie naznacuyji,
ze neuroprotektivni efekt CDs neni spojen s velikosti jejich péru ¢i schopnosti tvofit komplexy
s excitotoxiny. B-CDs a MP3-CDs redukuji mnoZstvi buné¢ného cholesterolu a méni redistribuci
GIluN2B podjednotky NMDA receptoru, PSD-95 a NOS a z nerozpustného detergentu ho méni na
rozpustny detergent bunécné frakce. Podanim cholesterolu se redistribuce GluN2B-PSD-95-
nNOS a neuroprotekce indukovand CDs miiZze zvratit, coz naznacuje, Ze dochdzi ke zméndm v
distribuci komplexu a v signalizacnich drahdch zpisobujicich buné¢nou smrt (Abulrob et al.
2005).

Neuroprotekce zptsobend redukci membranového cholesterolu naznacuje, ze NMDA
excitotoxicita je zdvisld na pfesné lokalizaci komplexu NMDA receptoru s PSD-95-nNOS.
SniZeni obsahu membranového cholesterolu zptsobi oddéleni tohoto komplexu od mikrodomén,
coz muze modulovat aktivitu zajiStujici neuroprotekci. Vyraznou zménu fluidity plazmatické
membrany zptsobi i nepatrnd zména obsahu membranového cholesterolu (Gaus et al. 2003).
Redistribuce GluN2B podjednotky NMDA receptoru nebyla doprovazena poklesem intracelularni
koncentrace véapniku prii ptusobeni NMDA, coz vede k zdvéru, Ze zména intracelularni

koncentrace vapniku neni podstatna pfi neuroprotektivnim ic¢inku CDs (Abulrob et al. 2005).
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5.3. Neuroprotektivni efekt neurosteroidt

Steroidy lze nalézt u prokaryotickych i eukaryotickych organisml, kde maji dileZitou

strukturni a funkéni roli. Jsou béZnou soucdsti bunéénych membrdn a pomdéhaji organizovat

subbunécné kompartmenty. Za neurosteroidy pak oznaCujeme specifickou skupinu steroidt, kterd

je produkovédna centrdlnim nervovym systémem savcl nezdvisle na perifernich endokrinnich
zlazach. Bylo ukdzano, Ze neurosteroidy moduluji aktivitu rGznych membranovych receptort,
mezi které patfi i ionotropni glutamatové receptory, na které mohou mit potenciacni ¢i inhibi¢ni
ucinek (McKenna et al. 1999; Baulieu et al. 1990; Kussius et al. 2009).

Mezi inhibi¢ni neurosteroidy patii 20-oxo-5B-pregnan-3a-yl sulfat neboli pregnanolon

sulfat (3a5pS), ktery ma negativni efekt na NMDA, AMPA, kainitové receptory a receptor gama-

aminomdselné kyseliny typu A (GABAa). Jednd se o alostericky inhibitor nezdvisly na

membranovém potencidlu, jehoz aktivita je podminéna vazbou agonisty na receptor. Vazebné

misto pregnanolon sulfatu se nachdzi extraceluldarné a neodpovidd vazebnému mistu glycinu,

polyamind, kyseliny arachidonové, Mg+ ani MK-801. Vazebné misto pro steroidni inhibitory se

pravdépodobné nachdzi na extraceluldrni klicce mezi M3 a M4 doménou GIluN2 podjednotky
(Petrovic et al. 2005, Horak et al. 2006). Inhibice NMDA receptori pomoci 305pS vyrazné

snizuje narGst intracelularntho Ca?*, ¢imZ sniZzuje ndstup neurondlni smrti pfi akutnich i

chronickych expozicich glutamédtu (Weaver et al. 2000). Aplikace pregnanolon sulfitu ma

signifikantni neuroprotektivni efekt a mohl by byt vyuZit pfi 1écbé mrtvice ¢i neurogenerativnich
onemocnéni michy (Lapchak et al. 2004).

Pregnenolon sulfit (PS) miize mit na NMDA receptor tcinek potencni ¢i inhibicni.
To souvisi s jeho schopnosti se soucasné vdzat na vazebné misto potenciacni i inhibi¢ni. Efekt,

ktery ma na dany NMDA receptor, je dan rozdilnou tcinnosti, s jakou PS pisobi na tato vazebna

mista, jeZ se u podjednotek NMDA receptoru lisi. Dtsledkem toho je, Ze na receptory obsahujici

GIuN2A a GluN2B podjednotku ma PS potenciaCni ucinek a naopak na receptory s GluN2C

a GluN2D podjednotkou ma tcinek inhibicni. A jelikoZ na neuronech je vétSi zastoupeni GluN2A

a GluN2B podjednotek, tcinek PS je vétSinou potenciani (Hordk et al. 2006; Kofinek et al.

2011). Aktivita PS je nezdvisla na aktivaci receptoru agonistou. Pokud je vSak PS koaplikovéan az

spole¢né s glutamatem, mira potenciace NMDA odpovédi je mald. Naopak vyraznéj$iho efektu se

docili jeho preaplikaci (Horak et al. 2004). Podle studie Hordka et al. (2004, 2006) je

extracelularni smycka mezi M3 a M4 transmembranovou doménou diilezita jak pro potenciacni,
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tak inhibi¢ni efekt PS; souCasné se predpokladd, Ze jejich vazebnd mista jsou na sobé nezdvisla.
Zjistilo se, Ze mezi pregnenolon sulfitem a glutamdtem je alosterickd interakce, jelikoz pokud
dojde k navazani glutamdtu, afinita pregnenolon sulfitu je sniZena (Hordk et al. 2006). Pozitivni
moduldtory mohou zlepSovat kognitivni funkce a mohly by pfiznivé plisobit jako pomocné 1€ky

pti 1écbé schizofrenie a schizoafektivniho onemocnéni (Isaacson et al. 1995).
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Zaver

Krystalografickd data, kterd byla ziskdna v predchdzejicich letech, umoznila nové chapéani
zpusobu, jakym se agonisté a antagonisté vazou ke glutamatovym receptorim. To ndm pomaha
objasniovat zplsob jejich regulace a mechanismy jejich aktivace. OvSsem NMDA receptory
podléhaji sloZité regulaci, kterd zatim nebyla zcela odhalena. Proto je zapottebi se déle zabyvat
jejich primarnim vyzkumem, aby se ziskané poznatky mohly 1épe uplatnit v klinické praxi, kde
mohou pomadhat 1é¢it fadu neurologickych a psychiatrickych onemocnéni. Je tedy zapottebi hledat
nové perspektivni litky, jeZ by zabrafovaly vzniku excitotoxicity a s ni souvisejicich onemocnéni.
Nad€jnymi latkami tak mohou byt napfiklad neurosteroidy, statiny ¢i cyklodextriny. Naopak
agonisté glutamatovych receptori by se dali pouZit pro zlepSeni kognitivnich funkci a studie

hledajici latky zlepSujici pamét’ by mély zajisté priznivy ohlas.
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