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ABSTRAKT

N-metyl-D-aspartatové (NMDA) receptory jsou v centralnim nervovém systému podtypem
receptort pro hlavni excita¢ni neuropienasec glutamat. Jejich aktivita je regulovana celou fadou
allosterickych modulatorti, mezi které patii i endogenni neurosteroidy a jejich syntetické
analogy. Dysfunkce NMDA receptorii hraje vyznamnou ulohu v mnoha neurodegenerativnich
onemocnénich a inhibi¢ni neurosteroidy maji jedineény potencial pro vyvoj léciv
s neuroprotektivnim uc¢inkem. Cilem pifedklddané prace je popsat vztah mezi strukturou
a funkci neurosteroidnich derivatii modifikovanych na D-kruhu vyuzitim techniky tercikového
zamku na rekombinantnich GluN1/GIuN2B receptorech. V této praci jsme u 19 neurosteroidi
s modifikaci na D-kruhu charakterizovali jejich U¢inek na aktivitu NMDA receptorii a fadu
z nich identifikovali jako uc¢inné inhibitory NMDA receptorii. Na zakladé nasich vysledkl jsme
odhalili linearni vztah mezi lipofilicitou latky a jejim /Csp, coZ naznafuje zasadni vliv
cytoplazmatické membrany pro u¢inek neurosteroidu. Tuto teorii jsme potvrdili kapacitnim
snimanim v kombinaci s vyuzitim amfipatické molekuly gama-cyklodextrinu, ¢imz jsme
oddélili kinetiku vazby neurosteroidu do membrany od jeho vazby na receptor. Tyto
experimenty dale ukazaly, Ze akumulace neurosteroidu v cytoplazmatické membrané hraje
kritickou tlohu v inhibi¢nim plisobeni téchto latek. Nase vysledky jsou v souladu s jiz diive

navrzenym modelem G¢inku inhibi¢nich neurosteroidi na NMDA receptorech.



ABSTRACT

N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors are a subtype of receptors for major excitatory
neurotransmitter glutamate in the central nervous system. Their activity is regulated by variety
of allosteric modulators, including endogenous neurosteroids and their synthetic analogues.
NMDA receptor dysfunction is implicated in various forms of neurodegeneration and inhibitory
neurosteroids have unique therapeutic potential to act as neuroprotective agens. The aim of this
work 1s to investigate relationship between structure and function of neurosteroids with
modifications in the D-ring region, using whole-cell patch clamp recording at recombinant
GluN1/GIuN2B receptors. In this work, we characterised inhibition effect of 19 neurosteroid
analogues on NMDA receptor activity and found several of them to be potent NMDA receptor
inhibitors. According to our results, there is a linear relationship of /Csy and lipophilicity of a
neurosteroid compound, suggesting the plasma membrane plays an important role in
neurosteroid access to NMDA receptor. Indeed, using capacitance recording configuration in
combination with amphipathic molecule gamma-cyclodextrin, we were able to separate the
kinetic of neurosteroid membrane binding from receptor binding. Moreover, these experiments
showed that neurosteroid accumulation in the membrane is critical for its inhibition effect. Our
results are consistent with previously suggested model of inhibitory neurosteroid action at

NMDA receptors.
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SEZNAM ZKRATEK

3a5BS pregnanolon sulfat (20-0x0-53-pregnan-3a-yl sulfat)
ATD amino-terminalni doména

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionatova kyselina
BAPTA 1,2-bis(2-aminofenoxy)ethan-N,N,N',N'-tetraoctova kyselina
C3 uhlik ¢islo 3 steroidniho jadra

Cl6 uhlik ¢islo 16 steroidniho jadra

C17 uhlik ¢islo 17 steroidniho jadra

CD cyklodextrin

CNS centrdlni nervova soustava

CTD C-terminalni doména

DMSO dimethylsulfoxid

ECS extracelularni roztok

EDTA ethylendiamin-N,N,N",N"-tetraoctova kyselina

HEK293T lidské embryonalni ledvinové buiiky 293T

HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonova kyselina
1Cso polovi¢ni G¢inna inhibi¢ni koncentrace

ICS intracelularni roztok

iGIuR ionotropni glutamatové receptory

NMDA N-methyl-D-aspartatova kyselina

Non-NMDA AMPA a kainatove receptory

LBD ligand vazajici doména

Po pravdépodobnost otevieni

Pre M1 Kratky helix pfedchazejici 1. transmembranovému helixu
TMD transmembranova doména

M (1, 2, 3,4) membranové helixy

c smérodatna odchylka



1 UVOD

Synapticky ptfenos je podkladem pro schopnost centrdlniho nervového systému (CNS)
zpracovavat a ukladat informace. Synapse jsou specializovana spojeni mezi neurony, kde jsou
z presynaptickych neuronti uvolilovany neuropienasSece, které interaguji se svymi receptory na
membrané postsynaptickych neurond. Excitacni nervovy pfenos v savéim mozku je primarné

zprosttedkovan aminokyselinou glutamatem, jehoz mistem ucinku jsou i NMDA receptory.

Vyzkum NMDA receptori v nekolika poslednich desetiletich zaznamenal prudky rozvoj.
NMDA receptory jsou centrem zajmu pro svou dudlni roli v savéim mozku: maji jednak
nepostradatelnou funkci v neurondlni plasticité, ale zaroven jsou klicovym hracem
v excitotoxickém poskozeni neurond, uplatiujicim se napiiklad ptfi Alzheimerové c¢i
Parkinsonové chorobé. Cilem dlouhodobého vyzkumu na poli farmakologie NMDA receptort
je identifikovat klinicky relevantniho antagonistu schopné¢ho zablokovat nadmérné aktivované
NMDA receptory a zaroven neposkodit fyziologickou funkci receptoru, ktera je pro spravné

fungovani CNS nezbytna.

Existuje Siroké spektrum antagonisti NMDA receptort, jejich pouziti je vSak velice omezené
z divodu vedlejSich Gcinkh téchto latek. Antagonisté NMDA receptorii zalozené na struktufe
piirozené se vyskytujiciho neurosteroidu predstavuji nadéjnou skupinu, nebot’ jejich ptisobeni
sdili spolecné znaky s memantinem, ktery je jedinym klinicky vyuZivanym antagonistou
NMDA receptort. Pro inhibi¢ni u¢inek neurosteroidu je charakteristické, ze vyzaduje piredchozi
aktivaci receptoru. Tato vlastnost jim umoziuje preferencné¢ plsobit na NMDA receptory

aktivované tonicky zvysSenou hladinou glutamatu.

V této praci jsme se zamétili na novou skupinu neurosteroidnich derivatl s cilem najit 1€¢innéjsi
inhibitory NMDA receptort, a dale popsat vztah mezi strukturou a funkei pro lepsi pochopeni

ucinku neurosteroidit na NMDA receptorech.



2 LITERARNI PREHLED

Vétsina excitacniho synaptického ptenosu v mozku je zalozena na uvoliovani jednoduché alfa
aminokyseliny, L-glutamatu. Bylo tomu jiz v polovin¢ minulého stoleti, kdy pokusy s aplikaci
glutamatu do mozku poukazaly na vyznam této latky v CNS (Hayashi, 1954). AZ s rozvojem
molekularné¢ biologickych metod koncem minulého stoleti doslo k charakterizaci dvou
zakladnich rodin glutamatovych receptorti, a sice metabotropni a ionotropni glutamatové
receptory. lonotropni glutamatové receptory (iGluR) po aktivaci glutamatem piimo otviraji
s nimi spojeny iontovy kanal, zatimco metabotropni receptory na vazbu glutamatu odpovidaji
aktivaci trimerniho G-proteinu. Rodina iGluR byla dale rozd€lena na zaklad¢ selektivnich
agonistl na tii skupiny: N-methyl D-aspartatové (NMDA), kainatové a a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionatové (AMPA) receptory. Ackoliv tyto receptory sdileji jistou
sekventni 1 strukturni homologii, existuji mezi nimi zasadni rozdily podtrhujici jejich

fyziologickou funkei.

Klicovym rysem, kterym se iGluR mezi sebou lisi, je charakter podjednotkového uspotadani
receptoru. AMPA a kainatové receptory (Non-NMDA) se mohou uspotadat do funkénich
homotetramerii, kdezto NMDA receptory jsou obligatnimi heterotetramery (Kuusinen et al.,
1999; Leuschner et al., 1999; Sobolevsky et al., 2009). Diky této skutecnosti vyzaduji NMDA
receptory ke své aktivaci kromé glutamatu vazbu dal§i aminokyseliny glycinu. Exprese riznych
podtypt podjednotek NMDA receptort se lisi vyvojove a v riznych oblastech mozku, coz dava

vzniknout jejich rozsahlé farmakologii.

Dalsi vlastnost odlisujici NMDA receptory od receptorii non-NMDA je jejich vyssi propustnost
pro ionty vapniku (Mayer et al., 1987). Vapenaté ionty jsou klicové pro spousténi bunécnych
signaliza¢nich kaskad vedoucich ke smrti buiiky a ovliviiuji i synaptickou plasticitu. Prave pro
tuto vlastnost je NMDA receptorim vénovdna znand pozornost na poli vyzkumu
neurologickych onemocnéni, jako je Alzheimerova, Parkinsonova choroba, ¢i pii akutnim

poskozeni nervové tkané po mozkové mrtvici a ischemii (Traynelis ef al., 2010).



2.1 Struktura NMDA receptori

NMDA receptory jsou integralni membranové proteiny vazané do cytoplasmatické membrany.
Receptor je tvotfen ¢tyfmi podjednotkami, které spole¢né vytvareji centralni iontovy kanal.
Extracelularni domény receptoru jsou organizovany jako lokalni dimery; slozenim dvou
takovych dimert vznika heterotetramer, ktery zaujima konformaci s celkovou dvojcetnou

symetrii.

Struktura iGIuR po dlouhou dobu zlstavala pouze enigmatickou zélezitosti a predstavy o jeji
celkové podobé byly zalozeny na krystalickych strukturdch samostatné exprimovanych
extracelularnich domén (Karakas et al, 2011). Prvni detailni krystalickd struktura
glutamatového AMPA receptoru byla objasnéna skupinou Sobolevsky et al. (2009) a vnesla
svétlo do vztahu mezi strukturou a funkci téchto receptort. Struktura NMDA receptoru
nasledovala o pét let pozd¢ji a ptinesla vysledek necekané rozdilny (Karakas et al., 2014; Lee
et al., 2014). Tyto studie ukazaly, ze ackoli iGluR sdili podobnou tercidlni strukturu, organizace
podjednotek v NMDA receptorech je odliSna od AMPA receptorti a jejich interakce jsou rovnéz
rozdilné. Vztah mezi strukturou a funkci NMDA receptort je obzvlast’ komplikovany, protoze
jevy jako allosterickd regulace ¢i ligandem fizené vratkovani se dé&ji v kontextu celého
heterotetrameru a jejich zdkladem jsou vzajemné interakce podjednotek a domén. Pro studium
farmakologickych vlastnosti NMDA receptoru je proto dilezité porozumét struktute a tomu,

jak jsou strukturni zmény pievadény na zmény ve funkci.

Podjednotky iGIuR se skladaji z nasledujicich domén: N-koncové domény (amino-terminal
domain; ATD), ligand-vazebné domény (ligand-binding domain; LBD), transmembranové
domény (transmembrane domain; TMD) a intracelularni C-koncové domény
(carboxy-terminal domain; CTD). Tak jako ve struktufe, hierarchii v pofadi ATD — LBD — TMD
podjednotky sdili 1 pfi konformacnich zméndch pifenaSenych na iontovy kanal vedoucich
k otevieni kanalovych vratek. Oproti struktufe AMPA receptoru jsou extracelularni domény
NMDA receptoru kompaktnéji uspofddany a ATD zaujima ponékud odliSnou strukturu, kterd je

cetnymi smyckami propletena s LBD ((Lee et al., 2014), Obrazek 2-1).
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Obrazek 2-1. Struktura GluN1/GluN2B NMDA receptorového komplexu.

Pohled na NMDA receptor paralelné s membranou. Oranzovou barvou jsou znazornény GluN2B
amodrou barvou GIuN1 podjednotky. Sférickym modelem jsou zobrazeny molekuly liganda
R025-6981 (allostericky inhibitor), ACPC (parcialni agonista) a t-ACBD (blokator iontového kanalu),
které byly pouzity pti krystalizaci receptoru. Sed4 (vertikalni) isetka v obrazku napravo znizorfiuje
ptibliznou dvoj¢etnou osu symetrie receptoru. Pfevzato z (Lee et al., 2014).

V NMDA receptorech je kazdd doména zodpoveédna za specifické vlastnosti receptoru. ATD
doména fidi pravdépodobnost otevieni iontového kandlu a rychlost deaktivace (Yuan et al.,
2009) a také vaze zinecCnaté ionty, ifenprodil a polyaminy (Gielen ef al., 2009; Karakas et al.,
2011; Mony et al, 2011). LBD odpovidd za aktivaci vratkovani a vazbu
agonisty / kompetitivniho antagonisty; TMD tvoifi iontovy kandl a CTD interaguje s
intracelularnimi proteiny a moduluje synaptickou plasticitu. TMD vSech podjednotek se
skladaji ze ¢tyf hydrofobnich Giseki; tii tvofi transmembranové oblasti (M1, M3 a M4) a druhy
membranovy Usek (M2) tvofi intracelularné orientovanou klicku, kterd membranou neprochazi

(Sobolevsky et al., 2009).

2.1.1 Podjednotky receptoru

Funk&ni NMDA receptory jsou heterotetramery sloZzené z podjednotek GluN1 v kombinaci s
GluN2A, GluN2B, GluN2C, GluN2D, GluN3A ¢i GluN3B (Collingridge et al., 2009). NMDA
receptory vzdy obsahuji dvé GluN1 a dvé GluN2 podjednotky nebo dvé GluN1 v kombinaci s
GluN2 a GluN3 podjednotkami. Kombinaci GluN1 s dvéma riznymi GluN2 podjednotkami
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vznikaji triheteromerni receptory, které jsou charakteristické pro rizné neuronalni subpopulace
(Brothwell et al., 2008). Podjednotky NMDA receptorii jsou v heterotetrameru uspotadany
v potadi 1-2-1-2, a tedy podjednotky stejného typu spolu nesousedi (Lee et al., 2014).

Zatimco AMPA a kainatové receptory jsou aktivovany samotnym glutamatem, NMDA
receptory funguji jako receptory koincidence a vyzaduji soucasnou vazbu glycinu a glutamatu
(Johnson et al., 1987), spolecné s depolarizaci membrany pro odstranéni hoicikového bloku
(Mayer et al., 1984). Vazebna mista pro glycin se nachazeji na GluN1 a GluN3 podjednotkach
(Furukawa et al., 2003) a glutamat je vazan GluN2 podjednotkou (Furukawa et al., 2005).
Teoreticky tedy mohou existovat funkéni GluN1/GluN3 receptory aktivované pouze glycinem,
coZ se podatilo prokazat v oocytech X. laevis (Chatterton et al., 2002). Tyto receptory vSak
v neuronech pozorovany nebyly (Matsuda et al., 2003).

Podjednotky NMDA receptort jsou kodovany tfemi genovymi rodinami. GluN1 podjednotka
je kédovana jedinym genem, ktery ale mize byt exprimovan v osmi sestiihovych variantach
liSicich se pfitomnosti nebo absenci Ctyf kratkych exoni (Zukin et al., 1995). GluN2
podjednotky jsou pak kédovany ctyimi geny (A — D) a GluN3 podjednotky dvéma geny (A a B).
Alternativni sestiih existuje 1 v piipadé GluN2 a GluN3 podjednotek, avsak s daleko menSim
vyznamem neZ je tomu u GluN1 podjednotky (Chandrasekar, 2013). Sestfihové varianty
podjednotek a jejich specificka skladba jsou zdkladnim kamenem funkc¢ni diverzity NMDA

receptort.

2.1.2 N-koncova doména

V experimentech se zkracenymi podjednotkami postradajicimi celou ATD se tyto mutantni
podjednotky uspoiadavaly do receptorti funkéné identickych s divokymi typy. Zkraceni vSak
meélo vliv na allosterickou modulaci, pravdépodobnost otevieni, desenzitizaci, deaktivaci
a specifitu sestavovani receptoru (Yuan et al., 2009). ATD nese vazebna mista pro bivalentni
kationty jako Zn*" (Fayyazuddin et al., 2000), allostericky modulator ifenprodil (Karakas et al.,
2009) a vazebna mista pro extracelularni proteiny, naptiklad N-kadheriny (Saglietti et al., 2007).

V urovni ATD GluN1/GluN2B heterotetrameru jsou v ramci celkové osy symetrie GluN2B
proximalnimi podjednotkami, zatimco GIuN1 podjednotky se nachazi v distalni poloze (Lee et
al., 2014). Roli, kterou hraje ATD ve specifité¢ sestavovani receptoru a jeho stabilité lze
v molekularnim méfitku vysvétlit jevem zvanym zdména domén. Podstatou tohoto jevu je
vzajemné piekiizeni proximalnich a distalnich podjednotek na trovni ptechodu ATD a LBD

tak, ze se podjednotky jednotlivych heterodimerti prohodi (Sobolevsky et al., 2009).
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2.1.3 Ligand-vazebna doména

LBD jsou vysoce konzervované v ramci riznych receptorovych tfid a jsou tvofené dvéma
extracelularnimi useky aminokyselin, které zaujimaji, podobn¢ jako ATD, konformaci pismene
,V¢. Vazebné misto pro agonistu se nachdzi mezi dvéma laloky oznacenymi D1 a D2
(Sobolevsky et al., 2009). V ramci LBD existuji dvé hlavni rozhrani uréujici konformacni
uspofadani heterodimeru: DI1-D1 rozhrani mezi GIuN1 a GluN2B vramci jednoho
heterodimeru a rozhrani mezi dvéma heterodimery. Tyto sty¢né plochy jsou hlavni strukturni
determinantou propojujici allosterickou modulaci s aktivitou vratek iontového kandlu NMDA

receptori (Gielen et al., 2008).

Na rozdil od nesoumérnosti dimeri v urovni ATD, ligand-vazebné domény NMDA receptoru
jsou organizovany jako téméi ekvivalentni par GluN1/GluN2B heterodimert (Lee et al., 2014).
Jak jiz bylo zminéno vySe, ATD je centrem allosterické modulace a ma vliv na aktivaci
receptoru. Dé¢je se tak skrze komunikaci extracelularnich domén: ATD shora piekryva LBD
a spolecné vytvari velice kompaktni strukturu. Diky tomuto extenzivnimu propojeni ma ATD
jedinecnou regulacni pozici a mize zasahovat do rozhrani LBD dimerti, a tak preferovat
konformac¢ni stav aktivovaného ¢i neaktivovaného receptoru (Sun et al., 2002; Gielen et al.,

2008).

Vazba agonisty na LBD je krok piedchazejici aktivaci receptoru. Navazani agonisty na
aminokyselinové zbytky LBD zptlisobi pohyb D2 laloku smérem k D1, coz vede k zavieni
vazebné kapsy, a tato konformacni zména spousti nasledny piechod iontového kanalu do
aktivovaného stavu. Zména konformace kratkych segmentii spojujicich TMD a LBD vede ke
zméné konformace M3 helixu, coz je klicova struktura tvofici vratka receptoru (Erreger ef al.,
2004; Mayer, 2006). Posun D1 a D2 laloki vii¢i sobé se vSak projevuje nestabilitou rozhrani
LBD a TMD. Energeticky vyhodnéjsi stav je obnoven opétovnym otevienim LBD, coz je krok
vedouci k disociaci agonisty a je to i krok pfedchazejici zavieni kanalu (poptipadé¢ zméné
vodivosti kanalu). Nestabilita rozhrani LBD a TMD, zptusobena konformac¢ni zménou LBD,
milZze byt kompenzovana prfechodem receptoru do stavu o niz8i energii, cozZ je cesta, kterou

receptor vstupuje do stavu desenzitizace (Sun et al., 2002; Jin et al., 2003).
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2.1.4 Transmembranova doména

TMD vsech podjednotek se sklada z 3 transmembranovych helixit (M1, M3 a M4), jedné
membranové klicky (M2) a kratkého helixu orientovaného paraleln¢ s membranou (Pre-M1).
M1, M2 a M3 z kazdé podjednotky ptispivaji k tvorbé vlastniho iontového kanalu, zatimco M4
primarné zajist'uje kontakt se sousedni podjednotkou a TMD propojuji s LBD tfi kratké linkery
((Sobolevsky et al., 2009), Obrazek 2-2).
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Obrazek 2-2. Transmembranova doména NMDA receptori.

A. Schematicky model TMD pii pohledu paralelné s membranou. OranZovou barvou jsou znazornény
GluN2B podjednotky a modrou barvou GluN1 podjednotky. Pieklopeni modelu ve sméru Sipky
zobrazuje iontovy kanal z intracelularni strany. B. Znazornéni povrchu iontového kanalu, kde barevné
tecky zna¢i §itku kanalu v daném misté: 1,15 A < zelena < 2,3 A < modra. M3 helixy (oranZovou barvou)
svym prekiizenim S M3 sousedni podjednotky tvofi vratka iontového kanalu, ktera se nachazi v roviné
vnéjsiho listu cytoplazmatické membrany. Pteklopeni modelu ve sméru Sipky ukazuje strukturu
iontového kanalu pii pohledu z extracelularniho prostoru. Pievzato z (Lee et al., 2014).

Hlavni ¢ast iontového kandlu tvoii M3 segmenty, které zaujimaji tvar pyramidy s vrcholem
vurovni vnéjSiho listu cytoplazmatické membrany tvotficim fyzickou bariéru v draze
prostupujicich iontl. Vratka receptoru jsou pravdépodobné umisténa v tomto vrcholu v misté,
kde se M3 helixy kiizi. Horni z0Zeni iontového kandlu je wurCeno pfitomnosti
aminokyselinovych zbytki Thr 646 GluN1 a Ala 645 GluN2B podjednotky, které jsou soucasti
vysoce konzervované¢ho motivu ,...SYTANLAAF...’, kritického pro vratkovani, ktery se
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nachazi na extracelularné orientovanych oblastech M3 helixti. Dolni zaZeni iontového kanalu

je tvoteno M2 klickou (Lee et al., 2014).

M4 segment jedné podjednotky je asociovan s M1 a M3 segmenty sousedni podjednotky.
Prispévky M4 a M1 transmembranovych helixi k funkci kanalu vSak nejsou zndmé. Neékteré
prace ukazaly, ze mutantni formy M4 (Ren et al., 2003) a M1 (Krupp et al., 1998) mohou
pozménit vratkovani. M4 a M1 mohou mimo jiné fungovat jako kotvy pienasSejici konformacni
zmény extracelularnich domén na iontovy kanal. Protoze v TMD je M4 blize membrané nez
M3, jeho dalsi funkei mtize byt snizovani interakce M3 vratkovaciho elementu s hydrofobnim
prostfedim membrany (Sobolevsky et al., 2009). M4 segment se zdd byt nezbytny pro funkci
NMDA receptort, jelikoz podjednotky zkracené o M4 helix nevykazuji detekovatelny proud
pii aktivaci glutamatem (Schorge et al., 2003).

Pre-M1 helixy vSech ¢tyf podjednotek vytvari manZetu kolem horni ¢asti kanalové domény,
ktera udrzuje pohromadé C a N-konce M3 a M4 helixt. Pre-M1 je dilleZitou determinantou
pro vratkovani kanalu (Sobolevsky et al., 2009). Pro selektivitu iontového kandlu hraje
vyznamnou roli M2 vratna smycka, kterd na svém vrcholku nese tzv. QRN misto, jez v riznych
podjednotkach NMDA receptorti obsahuje jednu kli¢ovou aminokyselinu, a to bud’ glutamin,

arginin nebo asparagin (Kuner et al., 1996; Wollmuth et al., 1996).

Relativni orientace TMD vici LBD u NMDA receptorii je vSak jina nez u AMPA receptort.
LBD u NMDA receptorii jsou rotovany o 35° kolem osy, ktera je pfiblizn¢ shodna s celkovou
dvojcetnou osou symetrie receptoru. Osa symetrie TMD u NMDA receptoru je tudiz dvojcetna,
na rozdil od AMPA receptoru, jehoz TMD vykazuje symetrii podle osy ¢tyicetné. Nicméné vSak
neni jisté, zda jde skutecné o charakteristiku nativnich NMDA receptort a nikoli o artefakt

zpusobeny krystalizaci receptoru s navazanym antagonistou, parcidlnim agonistou

a blokatorem (Lee et al., 2014).

Vysoka vodivost pro vapenaté ionty je jedna ze specifickych vlastnosti NMDA receptora.
GluN1 podjednotky obsahuji shluk zdporné nabitych aminokyselinovych zbytkd, tzv. DRPEER
motiv, ktery je u NMDA receptori kriticky pro vysoky vtok Ca®" (Watanabe et al., 2002).
Vazebné pokusy s lanthanoidy, které v biologickych makromolekulach obsazuji vazebna mista
pro vapnik, prokazaly akumulaci vapenatych iontd v centrdlni kavité, lokalizované na
extracelularni strané iontového kanalu. Tento mechanismus selektivni akumulace vapenatych

iontl pfispivd u NMDA receptori k vysoké propustnosti pro tyto ionty (Karakas et al., 2014).
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2.15 C-koncova doména

CTD je nejmén¢ konzervovanou strukturou glutamatovych receptort, 1i$i se aminokyselinovou
sekvenci i jeji délkou. CTD je ptfipisovan vliv na povrchovou expresi receptoru a posttransla¢ni
modifikace (Hayashi et al., 2009), jakoz i na degradaci receptoru (Bi ef al., 1998). Regulovana
modifikace CTD tudiz miize mit vyznam pii NMDA receptory zprosttedkované synaptické
plasticité (Hayashi et al., 2009). Obsahuje také rizna fosforyla¢ni mista pro kinazy rodiny src
a vazebnd mista pro intracelularni proteiny, dtlezité pro regulaci funkce receptoru (Vissel et al.,
2001; Hayashi et al., 2009). Pro nékteré podjednotky iGluR proto delece této domény

neznamena ztratu funkce, ale zménu regulace (Krupp et al., 1998).

2.2 Aktivace NMDA receptorii

NMDA receptory jsou ligandem fizené iontové kandly. Po navazani glutamatu a glycinu
prochazi receptor sérii konformacnich zmén, jejichz vysledkem je otevieni iontového kanalu.
Pro popis stavii NMDA receptoru pii aktivaci agonistou bylo navrzeno pétistavové kinetické
schéma (Obrazek 2-3; (Lester et al., 1992)). Schéma uvazuje pouze obsazovani glutamatovych
vazebnych mist, jelikoz agonisté glycinového vazebného mista se v CNS nachazeji v relativné

stabilnich koncentracich (Iijima et al., 1978), které jsou dostate¢né pro aktivaci receptoru.
Kk, 2k, )
R=SRA==RAA== O
A At 2
kp ke

D

Obrazek 2-3. Kinetické schéma aktivace NMDA receptoru.

Receptor se mize nachazet podle vySe uvedeného schématu v nasledujicich konformaénich stavech:
stav bez (R), s jednim agonistou (RA) nebo se dvéma agonisty (RAA) navazanymi do glutamatovych
vazebnych mist, v otevieném (O) stavu nebo ve stavu desenzitizovaném (D). Receptor prechazi mezi
jednotlivymi konformaénimi stavy s danymi rychlostnimi konstantami: asociacni (ka+) a disocia¢ni
(ka-) rychlostni konstanty pro vazbu agonisty, rychlostni konstanty desenzitizace (Kp) a resenzitizace
(kr), rychlostni konstanty otevirani (o) a zavirani a (5). Upraveno dle (Lester et al., 1992).

NMDA receptor je heterotetramer obsahujici dvé GIuN2 podjednotky vazici glutamat. Receptor
se podle schématu mize nachazet ve stavu bez agonisty (R), s jednim navazanym (RA) nebo
se dvéma navazanymi (RAA) agonisty v glutamitovém vazebném misté. Receptor
s navadzanymi agonisty se mize nachazet ve tiech odliSnych konformacnich stavech (RAA, O
a D). Stav RAA, kdy je iontovy kanal stale zavieny, mlze pfejit do stavu otevieného (O) nebo

do nevodivého stavu desenzitizace (D) se zavienym iontovym kanalem. Rychlostni konstanty
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k a koncentrace agonisty [A] urcuji pravdépodobnost obsazeni jednotlivych stavii a rychlost

pfechodi mezi nimi.

Vzhledem k rychlym c¢asovym konstantdm otevirdni a a zavirani f a pomérné pomalym
konstantdm vstupu a vystupu receptoru ze stavu desenzitizace po vazbé agonistli dochazi
nejprve k fadé prechodti mezi stavy (RAA) a (O) za vzniku tzv. salv otevieni (Gibb ez al., 1991).
Z rychlostnich konstant a a f lze urcit pravdépodobnost otevieni kanalu (Po) dle vztahu
Po=a/(a+ ) (Huettner et al., 1988). Po vyjadiuje pomér receptorti ve stavu O a RAA
v pritomnosti saturujici koncentrace agonisty. Po NMDA receptord je predmétem allosterické
potenciace €i inhibice a méni se s podjednotkovym slozenim receptoru. U GluN1/GluN2B
receptori se Po pohybuje okolo 10 % (Jahr, 1992; Rosenmund et al, 1995). Po
u GluN1/GluN2A receptorii je vyrazné vys$i a pohybuje se okolo 40 % (Chen et al., 1999),
zatimco u receptortt GluN1/GluN2C a GluN1/GluN2D je velmi nizka ~1-2 % (Dravid et al.,
2008; Vance et al., 2013). Kanal iGluR je propustny pro K*, Na* a Ca?" ionty a NMDA receptory
nabyvaji hodnot vodivosti od 20 do 60 pS (Dravid et al., 2008), coz je podstatn¢ vice nez
u non-NMDA receptorli, u nichZz vodivost dosahuje od <1 do 30 pS (Swanson et al., 1996;
Prieto et al., 2010).

Bylo popsano nékolik typt desensitizace NMDA receptorti. Kromé vySe zminéného stavu
desenzitizace, dosazen¢ho spontanni konformacni zménou receptoru, existuji dalsi dva typy
desensitizace, a sice glycin-zavisla desensitizace a Ca?" zavisld inaktivace. Zvy$ena
intracelularni koncentrace Ca?* iontfi inhibuje aktivitu NMDA receptoru (Vyklicky, 1993), ktery

je pro tyto ionty sim vysoce propustny, a jde tak o typ negativni zpétnovazebné regulace.

Glycin-zavisla desenzitizace je charakterizovana jako vzestup miry desenzitizace pii snizujici
se extracelularni koncentraci glycinu (Mitrova et al., 1989). Podstatou tohoto typu
desenzitizace je negativni kooperativita mezi vazebnymi misty pro glycin a glutamat (Mitrova
et al., 1989; Vyklicky et al., 1990a). Navazani glutamatu do vazebného mista zpiisobi sniZzeni
afinity glycinového vazebného mista pro glycin, ktery disociuje z receptoru a to se projevuje
poklesem makroskopického proudu. Glycin-zavisld desenzitizace hraje roli pfi nesaturujicich
koncentracich glycinu, proto lze tuto desenzitizaci pii experimentu odstranit piitomnosti

saturujici koncentrace obou agonisti.
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2.3 Farmakologie NMDA receptori

Aktivita NMDA receptori mize byt modulovdna jak pozitivné, tak negativné. Pozitivni
modulatory zvySuji odpovédi NMDA receptori, vazi se vSak na jiné vazebné misto nez agonisté.
Antagonisté naopak odpoveédi NMDA receptort snizuji a lze je rozdélit podle mista ucinku na
kompetitivni antagonisty (vazebné misto pro agonistu) a nekompetitivni/akompetitivni
antagonisty (specifické vazebné misto). V této kapitole je uveden kratky ptehled téchto

modulatort.

231 Agonisté NMDA receptori

NMDA receptory ke své aktivaci vyZaduji soucasnou vazbu dvou molekul glycinu na GluNT1 a
dvou molekul glutamatu na GluN2 podjednotku zaroven s depolarizaci membrany

pro odstranéni Mg?* bloku (Mayer et al., 1984; Johnson et al., 1987; Vyklicky et al., 1990a).

JelikoZ se glycin vyskytuje v extracelularnim prostfedi nervového systému v saturujicich
koncentracich (Iijima ef al., 1978), vétSina glycinovych vazebnych mist je pfirozen¢ obsazena.
Bylo ukazano, ze NMDA receptory obsahujici GluN2A podjednotky maji vyssi afinitu pro
D-serin nez pro glycin, zatimco NMDA receptory obsahujici GluN2B podjednotky preferuji
glycin (Matsui et al., 1995). Fakt, ze synaptické NMDA receptory jsou ke glycinu necitlivé,
naznacuje, ze synaptické receptory obsahuji GluN2A podjednotku, kdezto GIluN2B
podjednotky se vyskytuji pfevazné extrasynapticky. To je v souladu s pozorovanim, ze tcinek

D-serinu je omezen pouze na synaptické receptory (Papouin et al., 2012).

Glutamat je presynapticky uvoliiovan na glutamatergnich synapsich a vaze se na GIluN2
podjednotky. Mezi dalsi agonisty GluN2 patii D-glutamat, NMDA, L a D-aspartat a mnoho
dalsich (Kwekkeboom et al, 1988; Nicholls, 1989; Richter et al., 2013), pro pichled viz
(Traynelis et al., 2010). Relativni a¢innost agonistli GluN2 podjednotek je obecné stupiiovana
od nejmensi Gc¢innosti na GIuN2A k nejvyssi ucinnosti na GluN2D podjednotkéach. PrestoZe
GluN2A a GIuN2D sdileji vysokou sekvenc¢ni 1 strukturni homologii, glutamat zaujima pfi
vazbé na rizné podjednotky riznou orientaci. Tato skute¢nost umoznuje vyvijet podjednotkove

selektivni agonisty a kompetitivni antagonisty (Erreger et al., 2007).

2.3.2 Kompetitivni antagonisté NMDA receptorit

Kompetitivni antagonist¢é NMDA receptorii se vazi do vazebného mista pro glycin ¢i glutamat,
a zabranuji tak vazb¢ agonistli. Pro Uc¢inek téchto latek je typické, Ze jejich inhibi¢ni ucinek

klesa s rostouci koncentraci agonisty. Mezi prvni identifikované kompetitivni antagonisty
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glutamatového mista na NMDA receptoru patii D-2-amino-fosfonovalerat (D-APV), ktery je
vysoce selektivni pro NMDA receptory napii¢ rodinou iGluR. Tato latka v§ak vykazuje nizkou
selektivitu k podjednotkovému slozeni NMDA receptoru. Kompetitivnich antagonistti
glycinového mista GIuN1 podjednotek bylo identifikovano nékolik, naptiklad
7-chlorokynurenova kyselina ¢i jeji analog 5,7-dichlorokynurenové kyselina (Birch et al., 1988;
Kemp et al., 1988). Na glycinovém vazebném misté ucinkuji rovnéz anestetické plyny xenon a
isofluran. Tyto anestetika postradaji vedlejsi psychotomimetické G¢inky typické pro vétSinu
kompetitivnich antagonistt NMDA receptord, a proto jsou pacienty velmi dobie tolerovany

(Dickinson ef al., 2007).

Selektivity kompetitivnich antagonistt NMDA receptort je obtizné dosahnout z dtivodu vysoké
homologie LBD mezi GluN2 podjednotkami. Z 39 aminokyselin lemujicich vazebné misto se
jich mezi GluN2 podjednotkami li§i pouze osm a vSech deset aminokyselin, které piichazeji

do ptimého kontaktu s glutamatem, je pln¢ konzervovano (Furukawa et al., 2005).

2.3.3 Blokdtory otevieného kandlu

Blokatory otevieného iontového kandlu maji vazebné misto v centralni kavité iontového kandlu.
Diky tomu se vazi na receptor pouze v aktivovaném stavu, kdy je iontovy kanal otevieny (Neely
et al., 1986) a jde proto o inhibitory s akompetitivnim mechanismem ptisobeni. Inhibice se
zvySuje s rostouci pravdépodobnosti otevieni kandlu. Protoze se tyto latky vazi do
membranového tuseku iontového kandalu, kde ptisobi elektrické pole v disledku
transmembranového potencidlu, je tento typ blokady napétoveé zavisly. Po zavieni iontového
kanalu v ném mohou byt blokatory zachyceny a proto je Ize rozd¢lit na latky s mechanismem
castecného zachyceni a mechanismem Uplného zachyceni. Tyto dveé skupiny se lisi
mechanismem névratu receptoru z inhibovaného stavu. Zatimco blokatory s mechanismem
uplného zachyceni jsou z vazebného mista v péru iontového kanalu uvolnény pouze dalsi
aktivaci receptoru, blokatory s mechanismem c¢éastecného zachyceni samovolné disociuji

z receptoru (Parsons et al., 1995; Blanpied et al., 1997).

Nejvynamnéj$im blokatorem iontového kandlu NMDA receptoru jsou Mg?* ionty. Za
fyziologickych podminek jsou NMDA receptory zablokovany extracelularnim Mg?*. Pro jejich
aktivaci je tieba depolarizace membrany (Mayer et al., 1984), coz je kliC¢ova vlastnost NMDA
receptortl umoziujici fungovat jako detektory koincidence. Mezi blokatory oteviené¢ho kanalu
patii rovnéz anestetika MK-801, fenylcyklidin a ketamin a v neposledni fad¢ derivaty amino-

adamantanu memantin a amantadin (Parsons et al., 1995). Z divodu silnych vedlejSich ucinkii
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je vsak pouziti blokatort oteviené¢ho kandlu NMDA receptorii znacn€¢ omezeno. Vyjimkou je
memantin, ktery je diky svym nizkym vedlejSim ucinktim pouZzivan v terapii Alzheimerovy

choroby (Lipton, 1993).

Memantin a amantadin jsou piikladem blokatoru iontového kandlu s mechanismem ¢éaste¢ného
zachyceni. Blokuji NMDA receptory po otevieni iontového kanalu a ze zablokovanych
receptort jsou pak tyto latky samovoln¢ uvolnény, a z toho diivodu jejich ucinek postupné
odezniva (Blanpied et al., 1997). Jejich terapeuticky vyznam spociva v preferencni inhibici
nadmérné aktivanych NMDA receptord, a proto tyto latky lze vyuzit jako ucinnych léka pti
NMDA receptory zprostfedkované excitotoxicité (Chen ef al., 2006).

2.3.4 Allosterickda modulace NMDA receptorii

Allosterické modulétory jsou latky schopné ménit aktivitu NMDA receptort, avSak jejich
vazebné misto se nenachazi ani ve vazebném misté pro glycin ¢i glutamat ani v rdmci iontového

kanalu.
Zn2+

Bivalentni kationty jsou obecné schopné modulace NMDA receptortii. Nejznaméjsi z nich jsou
zineCnaté¢ Kkationty, které vyvolavaji napétov€ nezavislou inhibici NMDA receptort
obsahujicich GluN2A a GluN2B podjednotky (Westbrook et al., 1987; Fayyazuddin et al.,
2000; Rachline et al., 2005). Bylo ukazéano, ze Zn*" ionty se uvoliuji b&hem synaptického
pienosu a v synaptické Stérbin¢ mohou dosahovat dostatecnych koncentraci pro modulaci
aktivity NMDA receptort (Assaf et al., 1984; Mayer et al., 1989). Lokaln¢ zvySena koncentrace
v CNS, spolu s podjednotkovou specifitou, tak umoziiuje Zn>" fungovat jako endogenni
moduldtor NMDA receptortl. Krystalografické studie ukazaly, Ze vazebné misto pro Zn** se
nachazi v ATD doméné¢ GluN2A a GluN2B podjednotek. Mezi vazbou glutaméatu k LBD
a vazbou Zn?" k ATD existuje pozitivni allostericky vztah. Tato interakce miiZze mit vyznam pro
desenzitizaci NMDA receptor, kterd je duleZitym regula¢nim mechanismem jejich funkce.
Byla navrZena hypotéza, Ze desenzitizace receptoru a relaxace proudl jsou disledkem zvySeni
afinity pro Zn?*, zplisobené vazbou glutamétu na receptor, ktera vede po vazb& Zn>* k inhibici

NMDA receptorovych proudii (Zheng et al., 2001; Erreger et al., 2005).
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Protony

NMDA receptory jsou negativné modulovany zvySenou koncentraci protonti v extracelularnim
prostfedi a tento proces je nezavisly na ionizaci agonistl (Traynelis et al., 1990; Vyklicky et al.,
1990b). NMDA receptory o rizném podjednotkovém slozeni se lisi polovi¢ni u¢innou inhibi¢ni
koncentraci (I/Csp) pro protony a to naznacuje, ze v rozmezi fyziologického pH mohou byt
NMDA receptory tonicky inhibovany (Traynelis et al., 1995). Inhibice NMDA receptort
snizenim pH miize mit fyziologicky vyznam pro jejich funkci, nebot’ zvySend synapticka
aktivita vede k vyraznému snizeni hodnoty pH v okoli synapsi (Kraig et al., 1983; Krishtal et
al., 1987). Oblast zodpovédna za citlivost ke zménam pH se nachazi v LBD v blizkosti vnéjSiho
usti iontového kandlu (Low et al, 2003). Regulace NMDA receptori zménou

extracelularniho pH mutize hrat dilezitou roli pfi mozkové ischemii.
Polyaminy

Extracelularni polyaminy, jako spermin a spermidin, které se pfirozené¢ vyskytuji v CNS jako
metabolity, maji modula¢ni U¢inek na odpovédi NMDA receptort. Spermin v nizkych
koncentracich ucinkuje nezavisle na napéti mechanismem na glycinu zavislym i nezavislym.
Glycin-zavisla potenciace se vyskytuje u receptori obsahujicich GluN2A a GluN2B
podjednotky prostfednictvim zvySeni afinity ke glycinu (Williams et al., 1994), ktera je
vysledkem allosterické interakce mezi polyaminy vazanymi k ATD a glycinem navdzanym
na LBD (Han et al., 2008). Glycin-nezavisla polyaminovéa potenciace NMDA receptort se
vyskytuje i pti saturujicich koncentracich glycinu, a to pouze u receptorti obsahujicich GluN2B
podjednotku (Ransom et al., 1990; Durand et al., 1993). Bylo ukdzano, ze vazba polyamint
meéni vlastnosti oblasti M3 helixu zodpovédné za citlivost k pH, ¢imz pii fyziologickém pH

snizuje tonickou inhibici NMDA receptort protony (Traynelis et al., 1995).

Ifenprodil

Ackoliv antagonist¢ NMDA receptorli vykazuji urcitou miru podjednotkové selektivniho
pusobeni, vétSinou tato selektivita neni nijak vyraznd a proto nelze tyto latky pouzit pro
selektivni blokadu urcité populace NMDA receptor. Prvni charakterizovanou latkou se
selektivnim antagonismem byl ifenprodil, ktery téméf 400 krat vice selektivni pro GluN2B
podjednotku nez pro GIuN2A podjednotku, zatimco GIuUN2C a D podjednotky jsou
k ifenprodilu necitlivé (Williams, 1993). Vazebné misto pro ifenprodil se nachazi v ATD

GluN2A a GluN2B podjednotek (Perin-Dureau et al., 2002).

21



2.4 Neurosteroidy

Neurosteroidy predstavuji skupinu allosterickych moduldtori NMDA receptori s riznym
mechanismem ucinku. Neurosteroidy mohou NMDA receptory modulovat v zavislosti na stavu
receptoru: zatimco urcita skupina latek se na receptor vaze bez preference pro stav receptoru
(nekompetitivni psobeni), jind skupina naopak vyzaduje aktivovany receptor (akompetitivni
pusobeni). Nase laboratof prokazala, ze inhibi¢ni modulatory steroidni povahy inhibuji NMDA

receptory akompetitivnim mechanismem (Petrovic et al., 2005).

Inhibi¢ni modulatory NMDA receptort jsou velmi nadéjnou skupinou farmaceutik pro 1é¢bu
Sirokého spektra nervovych poruch, poc¢inaje Alzheimerovou ¢i Parkinsonovou chorobou a
konce akutnimi stavy poskozeni mozku pt1 iktu. Cilem vyzkumu na poli farmakologie NMDA
receptort je identifikovat klinicky relevantniho antagonistu, jenZ preferencné zablokuje jejich
excitotoxickou aktivitu aniz by doSlo k vyznamnému ovlivnéni normalni funkce NMDA
receptoru, ktera je diilezita pro synapticky pfenos a plasticitu. Ze Skaly znamych inhibitort maji
neurosteroidy unikatni vlastnosti: inhibuji NMDA receptory akompetitivnim mechanismem
nezavisle na napéti a odblokovani receptoru probiha i v neaktivovaném stavu. Tyto klicové
charakteristiky jim umoziuji pfednostné blokovat tonicky aktivované NMDA receptory, spise
nez ty aktivované fazicky. Neurosteroidy vSak na NMDA receptorech ptisobi az pii relativné
vysokych koncentracich (fadove desitky uM) a predstavuji tak podstatnou zaté€z pro pacienta.
Nizka afinita pro NMDA receptory je zaroven predurCuje k vedlejsim u¢inklim na dalSich
receptorech, jako napiiklad GABA ¢i glycinovych receptorech, coz je spojeno s vedlejSimi

ucinky neurosteroidii pouzivanych jako 1éCiva (Majewska et al., 1988; Wu et al., 1997).

V kontextu NMDA receptort se jednd predevSim o dvé steroidni latky s ptibuznou strukturou,
které se pfirozené vyskytuji v CNS savcl (Corpechot ef al., 1983). Je to pregnanolon sulfat
(3a5BS; 20-ox0-5B-pregnan-3a-yl sulfat), ktery inhibuje NMDA receptory a pregnenolon sulfat
(20-0x0-5-B-pregnen-3-a-yl sulfat), ktery ma na odpovedi potenciacni vliv (Horak et al., 2004;
Petrovic et al., 2005). Vazebné misto 3a5BS na NMDA receptorech je odlisné od vazebného
mista glycinu a glutamatu (Park-Chung et al., 1997). Ptiklad inhibi¢niho ptisobeni 3a58S na
GluN1/GIuN2B receptorech ukazuje Obrazek 2-4.
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Obrazek 2-4. Struktura a modulaé¢ni u¢inek pregnanolon sulfatu (3a5pS).

A. Strukturni vzorec 3a5BS. B. Prostorovy model 3a5BS. C. Inhibi¢ni uc¢inek 300 uM 3a5BS na
rekombinantnich GIuN1/GIuN2B receptorech aktivovanych 1 mM glutamatu a 10 pM glycinu.
D. Preaplikace 300 uM 3a5BS pied aplikaci 1 mM glutamatu a 10 uM glycinu nema na prubéh nastupu
glutamatové odpovédi zadny vliv. To ukazuje, ze 3a5BS ucinkuje akompetitivnim zpisobem, nebot’
jeho vazba vyzaduje receptor v aktivovaném stavu.

V publikacich nasi laboratoie bylo ukazano, Zze acetylova skupina na uhliku ¢islo 17 (C17,
Obrazek 2-4A) neni nezbytna pro inhibi¢ni pisobeni neurosteroidi na NMDA receptorech.
Modifikaci steroidniho jadra na C17 lIze zvySit potenci steroidii oproti pfirozené se
vyskytujicimu 3a5BS. Bylo ukazéano, Ze C17 substituenty pfimo interaguji s NMDA receptorem,
a pro tuto vazbu je vyznamna stereoizomerie neurosteroidu (Vidrna ef al., 2011; Cerny et al.,
2012). To zaroven prokazuje, ze neurosteroid se fyzicky vaze na NMDA receptor zpiisobem
interakce ligand-receptor. Nejednd se tudiz o interakci nepiimou, zprostiedkovanou
nespecifickou modulaci fyzikalnich vlastnosti plasmatické membrany vlivem vazby steroidu

do membrany, coz je model navrhovany nékterymi pracemi (Casado et al., 1998).

Pro inhibi¢ni ti¢inek neurosteroidi na NMDA receptorech je kritickd nabita skupina v pozici na
tfetim uhliku (C3). NasSe laboratof ukazala, Ze substituce nenabité skupiny na C3 rusi inhibi¢ni
vlastnosti, kdezto substituenty s kladnym i zdpornym ndbojem maji ucinek zachovéany.
Experimenty se steroidy nesoucimi ndboj na jiném uhliku nez C3 neprokazaly korelaci mezi
inhibi¢nim G¢inkem a pozici naboje v rdmci molekuly steroidu. Tyto poznatky nasvédcuji tomu,
ze ackoli je nabita skupina pro ucinek steroidu nezbytna, neti€astni se ptimo vazby na receptor,
avSak ma vyznam pro pfistup steroidu k vazebnému mistu na NMDA receptoru (Borovska et
al.,2012). Naboj na C3 mlize hrat roli v interakci s cytoplazmatickou membranou, skrze kterou
se neurosteroidy dostdvaji k vazebnému mistu na receptoru, jak bylo prokézdno v piipadé
GABA receptorii (Akk et al., 2005). Tato hypotéza je podpofena pozorovanim, Ze kladné nabité
molekuly jsou G€in€jsi neZ molekuly nabité zaporné, a ve veétsi mife dochézi k jejich akumulaci
v membrang. To lze vysvétlit elektrostatickymi interakcemi kladného nédboje steroidu se

zaporné nabitym fosfatem, nesenym fosfolipidy v membrané.
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2.5 Cyklodextriny

Cyklodextriny (CD) jsou cyklické oligosacharidy slozené z D-glukopyranézovych jednotek
spojenych a(1-4) vazbou. Tyto slouceniny jsou pouzivany jako ucinné nosi¢e hydrofobnich
latek. Molekula CD, ackoli je vysoce hydrofilni, nese zaroven hydrofobni kavitu, do které se
mohou vazat rizné latky hydrofobniho charakteru. CD existuji jako hexamery (a-CD),
heptamery (B-CD) a oktamery (y-CD). Stupen polymerizace glukézy definuje velikost
hydrofobni kapsy a tak urcuje afinitu ke specifické skupiné latek (Davis et al., 2004). B-CD
maji nejvétsi afinitu pro cholesterol, a zcyklodextrini jsou tak pro extrakci cholesterolu
z membran nejucinngjs$i. Naproti tomu, pro extrakci fosfolipidl je nejacinnéjsi a-CD (Ohtani
et al., 1989).V praci Borovska et al. (2012) bylo ukazano, Ze cyklodextriny lze rovnéz pouzit
pro urychleni navratu odpovédi NMDA receptort z inhibice vyvolané neurosteroidy. Zatimco
a-CD nevyvolava zménu v rychlosti navratu z inhibovaného stavu, B a y-CD signifikantné

urychluji odmyvani inhibi¢niho G¢inku na GluN1/GluN2B receptorech (Obrazek 2-5).
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Obrazek 2-5. Vliv jednotlivych typu cyklodextrini na odmyvani inhibi¢niho putsobeni
neurosteroidu z aktivovaného NMDA receptoru.

A. Kontrolni zaznam inhibi¢niho ptisobeni 10 uM steroidu 5B-pregnan-20-oxo-3a-argininatu (PA-27) a
vliv 10 mM a, B a y cyklodextrinti (CD) na rychlost ukon¢eni jeho pisobeni na NMDA receptorech.
Prekryvy v pravé ¢asti ukazuji odmyvani steroidu samotnym glutamatem (¢ern€) a glutamatem s CD
(Cervene). B. Graf shrnujici vliv cyklodextrini na vazenou casovou konstantu odmyvani z(W)orr.
Hvézdickou jsou oznaceny signifikantni rozdily vii¢i kontrole. Pfevzato z (Borovska et al., 2012).
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Vliv CD na kinetiku inhibice 5B-pregnan-20-oxo-3a-argininatu lze vysvétlit vyvazovanim
molekul steroidu molekulami cyklodextrini a to je zdroven potvrzeno pozorovanim, ze
pridanim B-CD k vodnému roztoku tohoto neurosteroidu dochazi k vyruseni jeho ucinku. Tyto
experimenty s B-CD vedly k navrzeni mechanismu u¢inku inhibi¢nich neurosteroidit na NMDA
receptorech, kde hraje roli cytoplasmatickd membrana (Kostakis et al., 2011; Borovska et al.,

2012).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Chemikalie a roztoky

Vsechny roztoky byly pfipraveny z deionizované vody, kterd byla preciSténa pfistrojem
Simplicity 185 (Millipore, Billerica, USA). VeSker¢ pouzité neurosteroidy byly
nasyntetizovany oddélenim Neuroprotektiv Ustavu organické chemie a biochemie AV CR v.v.i.
(Praha, Ceska republika). Jejich &istota byla kontrolovana nuklearni magnetickou rezonanci,
tenkovrstevnou chromatografii a elementarni analyzou. VSechny ostatni chemikalie byly

zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
PBS

2,7 mM KCIl, 137 mM NacCl, 4,3 mM NaxHPOg4; 1,47 mM KH;PO4, pH upraveno pomoci
NaOH na 7,3

Verseniiy roztok

0,2% trypsin a 0,02% ethylendiamin-N,N,N’",N"-tetraoctova kyselina (EDTA) v PBS; pH rovno
7,3

Transfekéni médium

Kultivacni médium Opti-MEM (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) bylo obohaceno o
1% fetalni bovinni sérum (PAN Biotech, Aidenbach, Némecko), 1 mM D,L-2-amino-5-
fosfovalerovou kyselinu, 3 mM kynurenovou kyselinu, 4,2 uM ketamin a 20 mM MgCl.

Intracelularni roztok (ICS)

Intracelularni roztok, pouzity pro elektrofyziologicka snimani odpovédi NMDA receptort,
obsahoval: 120 mM Cs-glukonat, 15 mM CsCl, 10 mM N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-2-
ethansulfonovou kyselinu (HEPES), 10 mM 1,2-bis(2-aminofenoxy)ethan-N,N,N*,N*-
tetraoctovou kyselinu (BAPTA), 1 mM CaCl,, 2 mM Mg?*-ATP, 3 mM MgCl. pH bylo
upraveno pomoci CsOH na hodnotu 7,2 a osmolarita roztoku byla 290 mOsm/L

Extraceluldarni promyvaci roztok

Extracelularni promyvaci roztok pouZzivany pro perfuzi bunék mezi elektrofyziologickymi
snimanimi obsahoval: 2,5 mM KCIL, 160 mM NacCl, 2 mM CaCl,, | mM MgCl,, 10 mM glukozy
a 10 mM HEPES. pH bylo upraveno na 7,3 pfiddnim NaOH a vyslednd osmolarita byla
320 mOsnmy/1.
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Extracelularni aplikacni roztok (ECS)

Extracelularni aplikani roztok, ve kterém byly snimany odpovédi NMDA receptort,
obsahoval: 2,5 mM KCI, 160 mM NaCl, 10 mM glukézy, 0,7 mM CaCl,, 10 mM HEPES,
0,2 mM EDTA. pH bylo upraveno ptfidanim NaOH na hodnotu 7,3 a vysledna osmolarita byla
320 mOsm/1.

Redukovany extracelularni aplikacni roztok

50% ztedénim ECS deionizovanou vodou byl pfipraven redukovany extracelularni aplika¢ni
roztok. Osmolarita byla pomoci sachar6zy upravena na hodnotu pivodniho ECS. pH bylo

upraveno pomoci NaOH na hodnotu 7,3.

Veskeré roztoky pouzité pro elektrofyziologicka snimani byly prefiltrovany ptes filtr s pory o
velikosti 0,22 um (Millipore, Billerica, USA) a skladovany po alikvotech pti -20 °C. V den
méteni byly extracelularni roztoky ohiaty na 50°C ve vodni lazni, byli ptidani agonist¢ NMDA
receptord, glycin a glutamat (standardné pouzivand koncentrace byla 10 uM glycinu a 1 mM
glutamatu, pokud neni uvedeno jinak), a dale byly ze zasobnich roztoki piidany steroidni latky
rozpusténé v dimethylsulfoxidu (DMSO), které byly Cerstvé namichany. Stejné mnozstvi
DMSO, které bylo v roztocich obsahujicich steroid, bylo ptfiddno i do vSech ostatnich
aplikacnich roztokli, aby byla dosazena rovnocennd koncentrace DMSO. Pro dostatecné
rozpusténi steroidnich latek byly zadsobni roztoky kratce sonikovany pii 50 °C (Sonorex Digitec

DT 100/H, Badelin electronic, Berlin, Némecko).

3.2 cDNA klony
GluN1-1a (GenBank accession no. U08261) v pcDNA1
Zeleny fluorescencni protein (eGFP) v pQBI 25 (Takara Bio Inc.)

GluN2B (GenBank accession no. M91562) v RK7

3.3 Tkanové kultury a transfekce

Lidské embryondlni ledvinové bunky HEK293T byly pouZity jako expresni systém pro
rekombinantni receptory (Human Embryonic Kidney cells; ATCC, USA). Bunky byly
kultivovany v médiu Opti-MEM obohaceném o 5 % fetalniho teleciho séra (PAN Biotech,
Aidenbach, Némecko) v inkubatoru pfi teploté 37 °C a 5 % COa. Pro ucely transfekce byly
buiiky nasazeny na kultivaéni desti¢ky s 24 jamkami (TPP, Trasadingen, Svycarsko; 0,5 ml na
jamku) pokrytymi kolagenem (SERVA, Heidelberg, Némecko) tak, aby v den transfekce
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dosahovaly 80-90 % konfluence.

Transfekce probihala pomoci transfekéniho ¢inidla MATra-A Reagent a silného neodymového
magnetu (IBA GmbH, Géttingen, Némecko) nasledujicim postupem: do 50 pl kultivaéniho
média Opti-MEM bylo ptidano 0,9 ul ¢inidla MATra a celkové 900 ng cDNA (po 300 ng cDNA
od jednotlivych NMDA podjednotek a navic stejné mnozstvi cDNA kédujici eGFP —
pro identifikaci Gspé$né transfekovanych bunck). Tato smés byla ponechdna 20 min pfi
pokojové teploté a nasledné pfidana k buitkdm v jamce. Kultiva¢ni desticka byla néasledné
umisténa po dobu 15 min na magnet do inkubatoru. Po transfekci byly buiiky oplachnuty PBS
a bylo k nim ptidano 200 pl Versenova roztoku. Po uvolnéni ze dna jamky byly buiiky nasazeny
na plastové kultiva¢ni misky s pruimeérem 35 mm. Tyto misky obsahovaly pfedem piipravena
kryci sklicka o priméru 24 mm pokryta kolagenem a poly-L-lysinem; v pfipad€ snimani z
bunék v nadzvednuté poloze nebyla sklicka pokryta kolagenem ani poly-L-lysinem.

K experimentiim byly buiiky pouzity 24-48 hodin po transfekci.

3.4 Metoda tercikového zamku (,,Patch clamp*)

Pro méfeni proudovych odpovédi vyvolanych aktivaci rekombinantnich NMDA byla vyuzita
technika terc¢ikového zamku (,,patch clamp*) v konfiguraci snimani z celé buiky (,,whole cell*;
(Hamill et al., 1981)). Sniméni probihalo pomoci zesilovace Axopatch 200B (Molecular
Devices, Sunnyvale, USA) v rezimu napétového zamku, kdy je membranovy potencial
zpétnovazebné udrzovan na konstantni Urovni. Z analogového signalu byly pomoci
osmipolového Besselova filtru odfiltrovany frekvence vyssi nez 2 kHz, a tento signal byl dale
pomoci A/D pievodniku Digidata 1440A (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) digitalizovan
vzorkovaci frekvenci 10 kHz. Pro snimani byly pouzity sklenéné pipety o vnéj$im praméru 1,5
mm a vnitinim priméru 0,86 mm vytaZené z borosilikatovych kapilar (BioMedical Instruments,
Z06lInitz, Némecko) pomoci horizontdlniho tahace P-1000 (Sutter Instrument, Novato, USA).
Odpor mikropipet se po naplnéni ICS pohyboval v rozmezi 3-5 MQ. Umisténi snimaci pipety
vii¢i membrané bunky bylo zajiSténo mikromanipulatorem MP-225 (Sutter Instrument, Novato,
USA). Referenéni elektrodu a elektrodu zajiStujici elektricky kontakt mezi intracelularnim
roztokem a zesilovac¢em tvofila Ag/AgCl elektroda. Prostor se snimanymi buiikami byl
elektricky propojen pomoci solného agarového mustku s komirkou naplnénou ECS a
obsahujici referencni elektrodu. Veskeré experimenty probihaly pti pokojové teploté (23-25 °C)
a membranovy potencial bun¢k, pokud neni uvedeno jinak, byl udrzovan na -60 mV. Sériovy

odpor (<10 MQ) byl u vSech bunék kompenzovian z 80-90 %. Z divodu odstinéni
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elektromagnetického rusSeni a vibraci byla aparatura obsahujici invertovany mikroskop
Olympus CKX41 (Tokyo, Japonsko) umisténa na antivibracni stil TMC (Technical
Manufacturing Co., Peabody, USA) uzavieny do Faradayovy klece. Namétena data byla
analyzovana pomoci programu Clampfit 10.2, ktery je soucasti pClamp 10.2 softwaru a
statisticky zpracovana pomoci programi Sigma Plot 10 a Sigma Stat 3.5 (Systat Software Inc,

San Jose, USA).

Pro aplikaci kontrolnich a pokusnych roztokd byl pouzit rychly aplika¢ni systém vyvinuty v
nasi laboratofi, ktery umoznuje aplikaci az deseti riznych roztokl s c¢asovou konstantou
koncentracnich zmén aplikovanych latek v okoli snimané buiky ~35 ms. Pomoci
aplikace jednotlivych roztoki v okoli snimanych bunek. Pivodni systém (Vyklicky et al., 1990b,
Dittert et al., 2006) byl dale vylepSen vyuzitim super-rychlého piezo posuvu a uzitim trubic¢ek
vyrobenych z kapilar z polyimidového materidlu upravenych do ctvercového profilu, které
zajist'uji uzké a presné definované rozhrani mezi roztoky. Rychlost vymény roztoku byla uréena
pomoci zmény difuzniho potencialu a pomoci vymény ECS za redukovany ECS, ktery ma za

nasledek pokles proudu protékajiciho kanaly exprimovanych NMDA receptort (Obrazek 3-1).

D i 2% 50% ECS

|0 2 nA
20_ms
Obrazek 3-1. Aplikace roztoku.

A. Uspotadani elektrofyziologického experimentu. Piezo posuv s aplika¢nimi trubi¢kami (vlevo) a
méfici elektroda (vpravo) jsou umistény naproti sobé a sviraji s rovinou mikroskopického stolku tihel
45°, B. Detail aplikacnich trubi¢ek vyrobenych z polyimidového materialu. C. Rychlost vymény
roztokll méfena jako zména difuzniho potencidlu mezi otevienou méfici elektrodou naplnénou ICS a
roztoky ECS s rtiznou iontovou silou. Doba trvani aplikaéniho pulzu byla 2 ms, doba nastupu 380 us a
doba poklesu 220 ps (méfeno jako 10-90 %). D. Rychlost aplikace méfena na HEK293T buiice
transfekované GluN1/GluN2B podjednotkami. Burika byla pfi experimentu nadzvednuta z podlozky,
aby bylo dosazeno maximalni rychlosti vymény roztoku v okoli celé buiiky. Aplikace ECS obsahujiciho
1 mM glutamatu a 10 pM glycinu byla pierusena aplikaci ECS zfedéného na 50 %. Casova konstanta
nastupu redukovaného ECS byla 7= 4.5 ms (vytez).

O.?ms
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Pro eliminaci sorbce neurosteroidnich latek na komponenty aplikacniho systému (hadicky,
ventily...) byl pfed méfenim aplikacni systém vysycen Cerstvé pfipravenym roztokem steroidu

o stejné koncentraci, jako byla koncentrace steroidu v roztoku pti snimani z bunék.

34.1 Kapacitni méreni

Pro urceni rychlostnich konstant vazby a odvazovani steroidnich latek do a z cytoplazmatické
membrany bunc¢k bylo vyuzito metody tercikového zamku v rezimu napétového zamku
v konfiguraci kapacitniho méfeni. Tato metoda spociva v tom, ze u netransfekovanych
HEK293T bun¢k dochéazelo v pravidelnych intervalech k napétovym skokiim v membranovém
potencialu a naslednému navratu na ptivodni hodnotu. Jednalo se o sekvenci skokovych zmén
z -60 mV na +30 mV po dobu 30 ms a zpet na -60 mV, kterd se opakovala kazdych 50 ms.
Vlivem vazby nabitych steroidnich latek do cytoplazmatick¢é membrany dochazi ke zméné
jejich kapacitnich vlastnosti, coz nasledné¢ vede ke zménam v nabijecich a vybijecich proudech
vzniklych v disledku skokové zmény membranového potencialu. Vynesenim integralu téchto
kapacitnich proudii v case lze ur€it casové konstanty interakce hydrofobnich latek

s membranou bun¢k (Mennerick et al., 2008).

Cytoplasmaticka membrana bun¢k predstavuje kulovy kondenzator. Protoze rozdil vnitiniho a
vnéjsiho poloméru buiiky je velmi maly, kapacita cytoplasmatické membrany buiiky se limitné
blizi kapacité deskového kondenzatoru o ploSe rovné bunky. Jeji kapacitu Ize tedy vypocitat dle

VZOrce

S (1)

kde & pfedstavuje permitivitu vakua, &, relativni permitivitu membrany, S povrch bunikky a d

tloustku hydrofobni ¢asti membrany.
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Z divodu obtizného uplatnéni Rovnice 1 v praxi jsme kapacitni zmény vypocetli na zakladé

méfenych proudii ze vztahu

Q ()
C=—,
U
V tomto vztahu je C kapacita, U napéti a Q je preneseny naboj definovany jako integral
kapacitnich proudu (/):
+0oo 3
Q = f I1(t) dt. ®)
0
3.4.2 Vyhodnoceni a statistické zpracovani dat

Pro popis néstupu inhibi¢niho G€¢inku a jeho odmyvani bylo pouZito ¢asovych konstant z,, a 7,5
a ptislusnych konstant k.. a ko5 Pro odliSeni ¢asovych konstant v kapacitnim nahravani bylo
vyuzito indexu c, ptislusné ¢asové konstanty jsou tedy znaceny 7¢. Nelinearni regrese, pouzita
k vyhodnocovani Casovych konstant, byla provadéna v programu Clampfit 10.2 vyuzitim

Levenberg-Marquardtova algoritmu.

Relativni u¢innd inhibi¢ni koncentrace /Csy je definovana jako

4)

ICso = [steroid] X

kde [steroid] zna¢i koncentraci steroidu pouzitou v experimentu, /; vyjadiuje ustdleny stav
proudové odpovédi po ndstupu inhibice vyvolané koaplikaci agonisty a inhibi¢niho
neurosteroidu (Obrdzek 3-2). Hilliv koeficient 4 byl pro urc¢eni hodnot /Csy fixovdn na 1,2

(Petrovic et al., 2005).
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Obrazek 3-2. Vyhodnoceni inhibi¢niho u¢inku neurosteroidii na NMDA receptorech.

A. Koaplikaéni experiment. Steroid byl aplikovan v pfitomnosti obou agonistd a vyvolal inhibici,
charakterizovanou hodnotou |, vyjaditujici ustaleny stav proudové odpovédi po nastupu inhibice. Imax
vyjadiuje maximalni proudovou odpovéd na zacatku aplikace saturujicich koncentraci agonista a Ip
znadi ustaleny stav proudové odpovédi po nastupu desenzitizace. Ustalené stavy Ip a |, byly pouzity pro
vypocet hodnoty ICso. B. V tomto experimentalnim protokolu zdznam za¢ina kontrolni aplikaci agonistl
v saturujici koncentraci vyjadieny Iwax (maximalni proudovou odpovédi). Po ukonéeni kontrolni
odpovédi byl aplikovan steroid v nepfitomnosti glutamatu a poté steroid v pfitomnosti glutamatu.
Maximalni proudova odpovéd’, vyvolana aktivaci receptoru agonisty v kontinualni pfitomnosti steroidu,
je oznacena jako Iy 4x a je chrakterizovana piislusnou hodnotou ICZ, (kde kontrolou je luax).

Pro charakterizaci ptisobeni neurosteroidii na NMDA receptory byla pouzita nasledujici
oznaCeni proudovych odpovédi na aktivaci agonisty. Koaplikacni experiment spociva
v simultanni aplikaci steroidu se saturujici koncentraci obou agonistli, coz vede k inhibici
odpovédi NMDA receptorit na proudovou hodnotu /;. Kontrolni proudy jsou popisovany
maximalni proudovou odpovédi Imux a proudem Ip po nastupu desensitizovaného stavu
(ustdleny stav). V ptipadé, Ze je steroid na NMDA receptory aplikovan bez piitomnosti
glutamatu a nasledné dojde k aktivaci receptoru v pretrvavajici pritomnosti steroidu, je tato
maximalni proudova odpovéd oznadena jako Iy4y a ustdleny stav inhibice po nastupu
desensitizace je oznacen jako /;. Vyhodnocovana je maximalni kontrolni odpoveéd’ Iyux proti
maximalni proudové odpovédi v pifitomnosti steroidu Iy,x (vyjadiend hodnotouICS,) a

ustaleny stav kontrolni odpovédi Ip proti ustadlenému stavu inhibovanych proudi /; (vyjadieny

hodnotou /Cjs).
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Pro vypocet kiivky zavislosti odpovédi na davce byl pouzit vztah
Inhibice, Q)

(1+ﬁ)’“

kde Inhibicema. predstavuje maximalni moznou inhibici vyvolanou inhibitorem v procentech,

f(x) =

1Cs je polovicni uc¢inna koncentrace inhibitoru (Rovnice 4) a 4 vyjadiuje Hilltiv koeficient.

Rychlostni konstanty navazovani neurosteroidu na receptor (ko) a odvazovani z receptoru (k.z)
ve vodnych roztocich byly vypocteny z experimentalné ziskanych ¢asovych konstant z,, a 7,5

vyuzitim vztahi

1 (6)
Ton =7 T3 .
kon[c] + koff

1 (7
of f

Tofr = 3

Kogp 1 ®)

Ky = = .
D™ k,,  Afinita

V téchto rovnicich je [c] koncentrace pouzité latky a Kp je disociaéni konstanta,

charakterizovana pfevracenou hodnotou afinity.

Odrazem rychlosti, se kterou se inhibitor vaze na receptor, je veliCina » vyjadifena vztahem

_Ics ©)
ICs0

ktery je pomé&rem hodnot /Cs pro Iy ax (ICS,) a I; (ICs0) definovanych Obrazek 3-2B.

Pro jednodus$si porovnani Casovych konstant u pribéhid popisovanych dvouexponencialni

funkci bylo pouzito vdzené asové konstanty 7,, definované vztahem

Al A2 (10)

Ty =T +7 ,
AL+ A, A+ A

kde 7; a 72 jsou Casové konstanty jednotlivych exponencial a 4;, 4> jsou jejich amplitudy.
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Prezentované vysledky jsou vyjadieny jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka (o)
z poctu n bunek. K porovnani dvou skupin hodnot byl pouzit Studenttiv t-test a k porovnani
vice skupin hodnot metoda ANOVA. Hvézdickou jsou oznaceny rozdily s uvedenou hladinou

vyznamnosti.
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4 CILE STUDIE

4.1 Popsat vztah mezi strukturou a funkci D-derivata pregnanolon
sulfatu na NMDA receptorech.
Hypotéza: Mezi inhibicnim ucinkem D-derivatt pregnanolon sulfatu a jejich strukturou

existuje funk¢ni vztah.

Cil: Pomoci techniky ter¢ikového zamku na kultivovanych HEK293T buikach exprimujich
rekombinantni NMDA receptory ur¢it hodnoty /Csy charakterizujici inhibi¢ni plsobeni

D-derivata a porovnat je se strukturami téchto latek.

4.2 Identifikovat molekularni mechanismus pusobeni D-derivatii
pregnanolon sulfatu na NMDA receptorech.
Hypotéza: Skupina neuroaktivnich steroidii modifikovanych na D kruhu molekuly
pregnanolon sulfitu na NMDA receptorech piisobi jinym mechanismem ucinku nez

mechanismem doposud navrzenym pro pfirozené se vyskytujici pregnanolon sulfat.

Cil: Pomoci techniky terc¢ikového zamku na kultivovanych HEK293T bunkach exprimujich
rekombinantni NMDA receptory charakterizovat vlastnosti modifikovanych steroidnich latek.
Jedna se o Casové konstanty navazovani a odvazovani inhibitoru na/z NMDA receptor, stav
receptoru preferovany pro vazbu neurosteroidu a napétova zavislost inhibice. Cilem bylo
odpovédet na otdzku, zda D-derivaty ptisobi na NMDA receptory na vazebném misté odliSném

od vazebného mista pro pregnanolon sulfat.

4.3 Charakterizovat ulohu cytoplazmatické membrany v inhibi¢nim
pusobeni neurosteroidi na NMDA receptorech.

Hypotéza: D-derivaty vzniklé substituci hydrofobnich rezidui na uhliku ¢islo 17 v molekule
pregnanolon sulfatu zvysuji rozpustnost téchto latek v cytoplazmatické membrané bunék, coz
ma vliv na kinetiku jejich inhibi¢niho plisobeni.

Cil: Technikou ter¢ikového zdmku v konfiguraci kapacitniho nahravani na netransfekovanych
HEK293T bunkach charakterizovat vazbu steroidu do cytoplazmatické membrany na Grovni
kapacitnich zmén. Pouzitim cyklodextrinu manipulovat s rychlosti odvazovani steroidu z
membrany. Porovnanim s daty ziskanymi méfenim proudovych odpovédi urcit piispévek

membranové akumulace steroidu k jeho inhibi¢énimu G¢inku.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vliv DMSO na inhibi¢ni piisobeni neurosteroidii a funkci NMDA
receptoru
DMSO je organosirova slouc¢enina vyuzivana jako aprotické polarni rozpoustédlo. Vzhledem
k tomu, ze dobfe rozpousti polarni i nepolarni slouceniny a je misitelny s vodou, tak je Casto
vyuzivan pro zlepSeni rozpustnosti ve vodé¢ malo rozpustnych latek. Neurosteroidy jsou
amfipatické latky s nizkou rozpustnosti ve vodég, kterd miZe byt negativné ovlivnéna jejich
hydrofobnimi modifikacemi. Pro ptipravu vodnych roztokli neurosteroidii se osvédcilo tyto
latky nejprve rozpoustét v DMSO a nésledné z tohoto koncentrovaného zasobniho roztoku
pfipravovat roztok finalni. Vyssi koncentrace DMSO ve vodném roztoku zvySuje rozpustnost
studovanych latek, mize vSak mit vedlej$i vliv na samotnou inhibici NMDA receptort
neurosteroidy. DMSO mize ovliviilovat vlastnosti cytoplasmatické membrany bunék 1
samotnou funkci NMDA receptori. Proto jsme si polozili otdzku, jakou nejvyssi koncentraci
DMSO Ize pouzit, aniz by dosSlo k ovlivnéni inhibi¢niho u¢inku neurosteroidii na NMDA
receptorech nebo doslo k ovlivnéni samotné funkce NMDA receptorii. Abychom na tuto otazku
mohli odpovédét, provedli jsme sérii experimentii, pii kterych jsme sledovali vliv riizné
koncentrace DMSO na miru inhibice NMDA receptorti vyvolanou 3a5BS a velikost samotnych
proudl vyvolanych aktivaci NMDA receptort saturujici koncentraci agonistti (10 uM glycin a

ImM glutamat). Vysledek téchto experimentti ukazuje Obrazek 5-1.
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Obrazek 5-1. VIiv DMSO na funkci NMDA receptori a na inhibici téchto receptori
neurosteroidy.

A. Aktivace NMDA receptoru glycinem (10 uM) a glutamatem (1 mM) za piitomnosti DMSO
v koncentraci 0,25 % (Cervend), 1 % (zelend), 1,5 % (fialova) a 3 % (Cerna) v aplikaénich roztocich.
B. Proudové odpovédi NMDA receptorti v piitomnosti DMSO byly normovany na proudovou odpovéd
pii 0,25 % DMSO a vyneseny do sloupcového grafu. Mezi koncentracemi 0,25 % a 1 % DMSO nedoslo
k signifikantnimu poklesu proudovych odpovédi. Naproti tomu proudové odpovédi méfené v
ptitomnosti 0,25 % DMSO byly signifikantné vyssi vV porovnani s témi méfenymi v piitomnosti 1,5 %
a 3 % DMSO. Z grafu je patrné, Ze sumarni proudy NMDA receptori monotonné klesaji se vzrustajici
koncentraci DMSO v extracelularnim roztoku. C. Pfiklad inhibi¢niho plisobeni 3a5BS v koncentraci
50 uM v roztoku obsahujicim vySe uvedené koncentrace DMSO. D. Hodnoty ICso inhibice 35BS pii
téchto koncentracich DMSO. Inhibice byla ur¢ena zpoméru proudovych odpovédi vyvolanych
roztokem obsahujicim glycin a glutamat a roztokem obsahujicim navic 3a5pS, a to v trvalé pfitomnosti
vzrustajicich koncentraci DMSO. Mezi koncentracemi 0,25 % a 1 % DMSO nedoslo K signifikantnimu
rozdilu v 1Cso. Naproti tomu mezi 0,25 % a 1,5 % a mezi 0,25 % a 3 % DMSO jiz doslo k signifikantnimu
vzristu 1Cso 0 42 % a 60 %. Statistické porovnani jsme provedli metodou ANOVA.

Proudové odpovédi na Obrazek 5-1A vyvolané roztokem obsahujicim 10uM glycin a 1mM
glutamat (/p; Kapitola 3.4.2) pti riiznych koncentracich DMSO byly normovéany na proudovou
odpovéd’ namétenou v pritomnosti 0,25 % DMSO. Tato koncentrace slouZzila jako kontrola,
nebot’ jde o nejmensi mozny objem DMSO ptidané¢ho ze zdsobniho roztoku steroidu. Mezi
koncentracemi 0,25 % a 1 % nedoslo k signifikantnimu poklesu proudovych odpovédi. Naproti
tomu proudové odpovédi pti 0,25 % byly signifikantné vys$si v porovnani s odpovédmi pii
1,5 % a 3 % DMSO. Ze sloupcového grafu na Obrazek 5-1B je patrné, Ze se vzrustajici
koncentraci DMSO proudy NMDA receptortt monotonné klesaji (p < 0,05).
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Z namétenych proudovych odpovédi NMDA receptort jsme stanovili miru inhibice vyvolanou
50 uM 3a5BS v trvalé pritomnosti riznych koncentraci DMSO (0,25 %, 1 %, 1,5 % a 3 %), jak
ukazuje Obrazek 5-1C. Mira inhibice byla stanovena jako pomér v proudech /p vyvolanych
glycinem a glutamatem a roztokem obsahujicim navic 3a5BS (/7). Oba roztoky obsahovaly
stejnou koncentraci DMSO. Mezi koncentracemi 0,25 % a 1 % nedoSlo k signifikantnimu
rozdilu v ICsg, zatimco mezi 0,25 % a 1,5 % DMSO doslo k signifikantnimu vzristu /Csp o
42 % a mezi 0,25 % a 3 % DMSO ICsp vzrostlo o 60 % (Obrazek 5-1D). Statistické porovnani
dat jsme provedli metodou ANOVA.

Ze ziskanych dat jsme dospéli k zavéru, ze DMSO signifikantné¢ ovlivituje funkci NMDA
receptoru 1 miru inhibice vyvolané neurosteroidy v koncentracich ptesahujicich 1 % DMSO.
Vsechna elektrofyziologicka méteni v této praci byla proto provedena pii 1% koncentraci

DMSO, ktera byla pfitomna ve vSech roztocich.

5.2 Vztah mezi strukturou D-derivati 3a58S a jejich inhibi¢nim
uc¢inkem na NMDA receptorech
Vysledky uvedené v této kapitole jsou soucasti publikace (Kudova et al., 2015), ktera je

v soucasné dobé v recenznim tizeni v Casopise Journal of Medicinal Chemistry.

Navrhli jsme a testovali 19 derivatli pregnanolon sulfatu s modifikacemi na D kruhu s cilem
najit nové potentnéj$i inhibitory steroidni povahy a popsat vztah mezi strukturou steroidu
a ucinnosti, s jakou inhibuje NMDA receptory. Rozhodli jsme se modifikovat molekulu 3a5BS
na uhliku cislo 16 (C16) a 17 (C17) D-kruhu steroidniho jadra. Struktury D-derivovanych
steroidii ukazuje Obrazek 5-2. Jejich inhibi¢ni G¢inek na NMDA receptory vyjadieny
hodnotami /Cso ukazuje Tabulka 1 a ukazky inhibi¢niho ptisobeni vybranych D-derivatl jsou

zndzornény na Obrazek 5-3.
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CH-1331 TR-6 CH-1611 CH-1410 CH-1312-2 ES-509
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ES-510 ES-511 ES-512 ES-513 ES-514 ES-527
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bbb bbb

ES-518 ES-515 ES-516 CH-1602 CH-1603 MS-184

Obrazek 5-2. Struktura 3a5pS a jeho derivati modifikovanych na D kruhu steroidniho jadra.
Struktura 3a5BS je znazornéna v levém hornim rohu. Struktury D-derivatt jsou znazornény jako
struktura D kruhu steroidniho jadra s pfislu§nymi substituenty; zbytek molekuly je nezménén.

Glu CH-1611 1uM Glu ES-518 50 uM Glu ES-512 300 nM
[200 pA 200 pA [100 pA
5s 5s 20s

Obrazek 5-3. Priklady inhibi¢niho piisobeni D-derivati 3a5pS na GluN1/GluN2B receptorech.
PIné tsecky znazornuji aplikaci 1 mM glutamatu a 10 pM glycinu a prazdné usecky aplikaci ptislusného
steroidu.
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Tabulka 1. Hodnoty ICso pro ptisobeni D-derivati na GluN1/GluN2B receptory.
Inhibi¢ni plsobeni (vyjadieno hodnotou 1Cso) 3a5BS a struktur uvedenych v Obrazek 5-2. ¢ znaci
smérodatnou odchylku a n pocet bunék pouzitych pro vyhodnoceni inhibi¢niho u¢inku.

3a5BS CH-1331 TR-6 CH-1611 CH-1410 CH-1312-2 ES-509
Systematicky S5B-pregnan- Spiandrostano: | SBiandrosianis: 17-ethylidene{ 5B-pregnan- | 5B-pregnan-20- | 5B-pregnan-
nzev 20-on 3a-yl- -sulf4t on Sasvlsultit 5B-androstan- |18,20(S)-epoxy| deoxo 3a-yl- |18,20(R)-epoxy
sulfat ¥ ¥ 3yl 3-sulfat | 3a-yl sulfat sulfét 3a-yl-sulfat
1C50 [uM] 39,13 1,24 51,41 0,82 20,9 0,43 40,42
] 4,77 0,21 13,8 0,08 3,71 0,12 1,85
n 5 11 4 4 6 4 3
ES-510 ES-511 ES-512 ES-513 ES-514 ES-518 ES-526-2
Systematicky 5B-androstan{ 5B-androstan 3a- | 5B-androstan 3a- | 5B-androstan | 5B-androstan | 5B,17a-homo- | 17a-homo-53-
¥ iikzeis 3a-yl sulfat yl-sulfat 17B- yl-sulfat 178-  |3a-yl-sulfat 174 3a-yl-sulfat |androstan 3a-yl- | androstan 3a-
17B,20-oxiran isopropenyl isopropyl methylen 17B-methyl | sulfat 17a-oxo yl-sulfat
1C50 [uM] 5,06 0,47 0,16 1,59 0,63 74,28 1,13
o 0,49 0,14 0,02 0,26 0,14 9,79 0,27
n 3 5 2 6 5 9 4
ES-527 ES-515 ES-516 CH-1602 CH-1603 MS-184
Systematicky 5B-androstan{ 5B,13a,18-nor- 5B,13B,18-nor- | Sa-androstan | 5a-androstan- |5a-androstan 3o
¥ ke 17B-(2'-butyl)| androstan 3a-yl- | androstan 3a-yl- | 16-on 3a-yl- [3a-yl-sulfat 164 yl-sulfat 16-
3a-yl-sulfat [sulfat 17a-methyl | sulfat 17a-methyl sulfat methylen methyl
1C50 [uM] 0,084 0,89 0,75 163,81 2,1 1,33
] 0,001 0,1 0,13 30,62 0,16 0,2
n 2 6 4 5 4 3

Stanoveni hodnot /Csy z kiivek zavislosti odpovédi na davce pro vSechny latky by bylo ¢asové

velice naro¢né a navic zkresleno jejich omezenou rozpustnosti, nebot’ vétSina analyzovanych

latek neni rozpustnd do koncentraci vyvoldvajicich inhibici blizkou 100 %. Proto jsme

piistoupili k alternativnimu stanoveni hodnot /Csg, jejichz vypocet probihal dle Rovnice 4.

Abychom vyloucili zkresleni vysledki nedokonalym rozpusténim analyzovanych latek, kazda

latka byla méfena pfi minimalné dvou koncentracich poskytujicich shodné ICso. Pokud

experimenty s riznou koncentraci latky nepfinesly totozné vysledky, koncentraci méfené latky

jsme dale sniZzovali, dokud nedoslo ke shod¢ /Csy. Ptiklad ur€eni hodnoty /Cs¢ z inhibi¢niho

pusobeni neurosteroidu méteného pii nékolika koncentracich ukazuje Obrazek 5-4 (pro diskuzi

Kapitola 6.2).
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Obrazek 5-4. Zavislost odpovédi na davce pro inhibi¢ni neurosteroid ES-514.

Pro stanoveni ICso latky ES-514 jsme charakterizovali miru inhibice pifi koncentracich 10 uM, 3 uM,
1 uM a 300 nM. Kfivka definovana Rovnici 5 prolozend v8emi naméfenymi body odpovidajici mife
inhibice pfi étyfech riznych koncentracich (Cerna ¢ara) ma zkresleny prubéh zapfi¢inény zhorSenou
rozpustnosti steroidu pii vysSich koncentracich. Vykreslenim kiivky pouze z bodl pifi nizSich
koncentracich 1 uM a 300 nM (modra pireruSovana ¢ara) jsme dostali ki'ivku 1épe odpovidajici skute¢né
zavislosti odpovédi na davce.

ICsp modelové latky ES-514 jsme charakterizovali jako funkei miry inhibice pifi koncentracich
10 uM, 3 uM, 1 uM a 300 nM. Kiivka reprezentujici zavislost odpovédi na davce ze vSech Ctyr
bodit ma zkresleny pribeh vlivem zhorSené rozpustnosti steroidu pii vyssich koncentracich.
s pravdépodobné spravnéjSim pribcéhem. Abychom vSak mohli urcit kiivku davka-odpoveéd
pouze ze dvou bodi jejich proloZzenim zavislosti se tiemi parametry (Rovnice 5), zavedli jsme
nasledujici zjednodusujici predpoklady: v ptipadé, ze kiivka davka-odpovéd” ES-514 je stejna
jako 3a5BS jsme piepokladdali maximalni miru inhibice 100 % a Hillav koeficient 1,2. Tfetim

parametrem z rovnice je tedy /Cs, ktery jsme urcili proloZzenim funkce dvéma body.

5.3 Mechanismus piisobeni D derivatii na NMDA receptor

Polozili jsme si otazku, zda nové potentnéjsi derivaty sdileji stejny mechanismus G¢inku na
NMDA receptorech jako 3a5BS.

Standardni postup testovani modula¢niho u¢inku neurosteroidii na NMDA receptorech je jeho
koaplikace s obéma agonisty a vyhodnoceni jeho inhibi¢niho (popiipadé potenciacniho)

pusobeni pfi dané koncentraci (Obrazek 3-2), které je charakterizovano hodnotou /Csp (Obrazek

5-5).

41



A B
Glu 35BS lu, ES-527 J

G
w:’w 1100 pA
5s 50s

Obrazek 5-5. Porovnani inhibi¢niho pusobeni pregnanolon sulfitu a jeho derivatu ES-527
vzniklého substituci acetylové skupiny na C17 2-butylovou skupinou.

A. Pregnanolon sulfat v koncentraci 50 uM byl koaplikovan s glycinem a glutamatem po dobu 5s
a vyvolal 57 + 3 % inhibici (n = 5). Vazena ¢asova konstanta nastupu inhibice z(w)on byla 218 = 70 ms
a vazena ¢asova konstanta odmyvani inhibice 7(w)ort byla 197 +£46 ms. B. ES-527 v koncentraci 300 nM
po 260s aplikaci inhiboval proudovou odpovéd’ ze 76 + 11 % (n = 2), pfiemz on zdznamu na obrazku
B bylo 81 s a 7ot bylo 135 s.

V experimentu s 3a5BS o koncentraci 50 uM doslo k 57 + 3 % inhibici s vaZenou ¢asovou
konstantou nastupu inhibice t(w)o, = 218 = 70 ms a vazenou ¢asovou konstantou odmyvani
inhibice t(w)op= 197 £46 ms (n=15). Naproti tomu, derivat ES-527 vznikly substituci acetylové
skupiny na C17 za 2-butylovou skupinu v koncentraci 300 nM inhiboval receptor z 76 +11 %
s casovou konstantou nastupu inhibice 7,, = 81 s. ICsp pro 305BS jsme vypocetlina 39 = 5 uM
(n=15) apro ES-527 84 £ 1 nM (n = 2). NejenZe doslo k vyraznému snizeni /Cs9 ES-527 oproti
3a5BS (325 krat), ale ¢asova konstanta ndstupu inhibice se zvysila témét 290 krat. Obdobnym
zpusobem doSlo 1 ke zméné Casové konstanty odmyvani inhibi¢niho u¢inku 7,4 a to vice nez
600 krat. Stejné jako u 3a5BS, mira inhibice steroidem ES-527 se signifikantné neliSila pti
membranovych potencidlech -60 mV a +40 mV. To ukazuje, Ze inhibicni piisobeni obou latek
je napét'oveé nezavislé.

JelikoZ pomalé ¢asové konstanty 7., a 7oy latky ES-527 kladou velké naroky na méfeni, jako
modelovou latku reprezentujici vlastnosti D-derivati jsme zvolili ES-514 s hodnotou /Csg
0,6 £ 0,1 uM a ¢asovou konstantou z,, = 2137 = 480 ms a 7,7=4254 £ 1677 ms (n = 7). Jednou
z typickych vlastnosti 3a5BS pii pisobeni na NMDA receptory je akompetitivni plisobeni. To
znamena, Ze jeho vazba na receptor je mozna az po jeho plné aktivaci agonisty. Abychom ur¢ili,
zda 1 ES-514 inhibuje NMDA receptory akompetitivnim mechanizmem, provedli jsme
experiment, ktery spoc¢iva v preaplikaci steroidu na neaktivovany receptor a nasledné aktivaci

receptoru bez piitomnosti steroidu (Obrazek 5-6).
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Obrazek 5-6. Pusobeni 3058S a ES-514 na NMDA receptory v aktivovaném a neaktivovaném
stavu.

Pro inhibici 3a5BS je charakteristické jeho akompetitivni pisobeni. A. Aktivované NMDA receptory
byly inhibovany piitomnosti 3a5BS, po ukonceni jeho aplikace se proudy vraci na puvodni hodnotu.
B. Preaplikace 3a5BS ve stejné koncentraci nema na naslednou odpovéd’ vyvolanou glutamatem vliv.
C. Zaznam inhibi¢niho ptisobeni ES-514 v kontinudlni pfitomnosti glutamatu. D, E. Aplikace ES-514
na receptor v neaktivovaném stavu a nasledna aktivace receptoru glutamatem vyvolala odpovéd’ jiz
z v&tsi ¢asti inhibovanou. Zaznam na obrazku D byl pofizen z buiiky pfisedlé a zdznam na obrazku E
Z buniky nadzvednuté z podlozky. Jelikoz tyto dva zaznamy poskytuji kvalitativné shodné vysledky, neni
tento jev primarné zpusoben artefaktem hromadéni steroidu pod buiikou. Tento experiment ukazuje
spiSe na nekompetitivni inhibici ES-514.

V preaplikacnich experimentech s ES-514 se tento steroid Castecné jevil jako inhibitor
nekompetitivni, jelikoZ se vazal na receptory 1 bez pfitomnosti agonisty, ¢ili na neaktivované
receptory. Naproti tomu, 3a5BS vykazuje inhibici akompetitivni (Obrazek 5-6A a B). Tento
rozdil v pasobeni 3a5BS a D-derivatii naznacuje rozdil v mechanismu inhibice NMDA
receptori. Nicméné z Obrazek 5-6D je vidét, ze proudovid odpovéd vyvolana aplikaci
glutamatu po predchozi preaplikaci steroidu klesa a poté az nartistd, coz pro nekompetitivni
inhibitory neni typické. U téch dochézi zpravidla po aktivaci glutamatem pouze k pozvolnému
navratu ke kontrolni proudové odpovédi. Tento jev by bylo mozné vysvétlit bud’ nastupem
desensitizace neinhibované populace receptoriit nebo hromadénim steroidu v uzkém prostoru
mezi buiikou a podloZkou, ktery se ve vodnych roztocich vyskytuje ve formé micel a miiZze tak
zpomalovat odmyvani steroidu, jak bylo ukazano (Vyklicky et al., 2015). Je tedy mozZné, Ze pti
preaplikaci ES-514 doslo k akumulaci steroidu pod bunkou a pfi nasledné aplikaci glutaméatu

toto mnozstvi steroidu inhibovalo pravé aktivované receptory. Abychom eliminovali tento
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ptipadny artefakt, méfené buiiky jsme mikropipetou nadzvedli ze dna misticky a sniméni
probihalo na bunice umisténé voln¢ v roztoku. V ptipade preaplikace ES-514 provedené timto
zpusobem jsme dostali kvalitativné shodny vysledek jako pfi preaplikaci na buiice ptisedlé
(Obrazek 5-6D a E), nicméné nadzvednutim buiiky doslo k snizeni tohoto efektu. Hromadéni

steroidu pod bunkou tak samostatné neni zodpovédné za pozorované inhibi¢ni vlastnosti
ES-514.

Odlisné inhibi¢ni pisobeni neurosteroidii nesoucich modifikace na D kruhu uhlikového skeletu
nas vedlo k vytvoteni hypotézy, Ze tato skupina latek ma jiny mechanismus ptisobeni nez 3a53S.
Abychom mohli charakterizovat preferencni stav NMDA receptoru pro vazbu ES-514, rozhodli

jsme se proveést experiment zobrazeny na Obrazek 5-7.
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Obrazek 5-7. Analyza I1Csq I, 4x @ |y inhibice latky ES-514 a jejiho inhibi¢niho pisobeni na NMDA
receptorech aktivovanych riaznymi koncentracemi glutamatu.

A. Po kontrolni aplikaci glutamatu a jeho odmyti byl aplikovan steroid po dobu 15 s nejprve bez
pritomnosti glutamatu a nasledné steroid v ptitomnosti glutamatu po dobu 5 s. Druha kontrolni aplikace
glutamatu probéhla 20 s po konci aplikace steroidu. Kontrolni proudova odpovéd’ (Eerny ramecek) a
proudova odpoveéd’ V ptitomnosti steroidu (Cerveny ramecek) byly normovany na stejnou amplitudu
proudu a pielozeny pies sebe. B. Porovnanim kontrolnich prouda s proudy v ptitomnosti steroidu jsme
vypocetli miru inhibice pro maximalni amplitudu proudu (I;.x, 58 £ 5 %) a pro ustéleny stav (l;, 67 +
4 %). Obé hodnoty se signifikantné li$i s hladinou vyznamnosti p < 0,005 (t-test). C. Experiment, ve
kterém byla métfena mira inhibice NMDA receptort vyvolana 1 pM ES-514 pro aktivaci rGznou

koncentraci glutamatu. Hvézdicka zna¢i signifikantni rozdil mezi dvéma skupinami s hladinou
pravdépodobnosti p < 0,001 (ANOVA).
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Tento experiment je zaméfeny na zodpovézeni otazky, zda dany neurosteroid ucinkuje
nekompetitivnim ¢i akompetitivnim mechanismem. Po kontrolni aplikaci glutamatu a jeho
odmyti byl aplikovan steroid po dobu 15 s nejprve bez ptitomnosti glutamatu a nasledné steroid
v pritomnosti glutamatu po dobu 5s. 20 s po ukonceni aplikace steroidu nasledovala druha
kontrolni aplikace samotného glutamatu (Obrazek 5-7A). Vyhodnocovali jsme maximalni
proudovou odpovéd I,y a proudovou odpovéd po dosaZzeni ustdleného stavu I;, a to
v pritomnosti steroidu a bez n¢j (Obrazek 3-2). Pfi porovnani s kontrolnimi odpovéd'mi byla
maximalni proudova odpovéd’ vlivem 1 uM ES-514 inhibovéana z 58 =5 % a ustaleny stav z 67
+ 4 % (Obrazek 5-7B). Tomu odpovidajici hodnoty ICS, pro inhibici I} 5 jsou 0,78 + 0,14 uM
a ICsg pro inhibici /; 0,57 = 0,09 uM (n = 6). Vysledkem tohoto experimentu je, ze maximalni
proudové odpovéd’ je inhibovana signifikantné méné nez ustaleny stav (p < 0,005; t-test), coz
je znakem akompetitivnich inhibitorti. Vysvétleni tohoto jevu je takové, Ze akompetitivni
inhibitor se miize vazat na receptor az po jeho aktivaci, a tudiz pokud je rychlostni konstanta
navazovani inhibitoru pomalejSi neZ aktivace receptoru, inhibitor nestaci okamzité zablokovat

rychle aktivovany receptor (I3, 4) do miry odpovidajici mife inhibice v ustdleném stavu.

Vzhledem k relativné malému, nicméné signifikantnimu rozdilu v predchozim experimentu
a moznosti, ze tento rozdil je zplisoben tim, Ze steroid je schopen se v mensi mife vazat i do
neaktivovaného receptoru, jsme se rozhodli pro alternativni ovéfeni. Nasledujici experiment je
zalozen na vlastnosti akompetitivnich inhibitorti s nekompetitivnim odvazovanim, u kterych
hodnota ICsp roste s klesajici koncentraci agonistii pouzitych pro aktivaci studovanych
receptori (Vyklicky et al., 2014). Mezi takové inhibitory patii blokatory iontového kanalu
s mechanismem cCasteCného zachyceni, ale patii mezi n¢ 1 3a5BS (Sobolevskii et al., 2002;
Petrovic et al., 2005). Tato vlastnost je pro tuto skupinu latek jedinecna, proto na zakladé tohoto

experimentu lze usuzovat na mechanismus uc¢inku studované latky.

Mira inhibice vyvolana 1 uM ES-514 NMDA receptorii aktivovanych 300 nM, 1 uM a 1 mM
v pretrvavajici ptitomnosti 10 pM glycinu je uvedena na Obrazek 5-7C. 1 uM ES-514 vyvolal
66 = 4 % inhibici pii koncentraci glutamatu 1 mM, 52 + 3 % pii koncentraci glutamatu 1 pM
a4l = 7 % pfii koncentraci glutamatu 300 nM. Tyto hodnoty se navzajem liSi s hladinou
vyznamnosti p < 0,001 (ANOVA). Zavérem téchto vysledkl je, ze D-derivaty 3a5BS maji
zfejmé stejny mechanismus piisobeni jako latka, ze které byly odvozeny a na neaktivovany

receptor se nevazi, a zaroven je jejich odvazovani na aktivaci nezavislé.
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5.4 Uloha cytoplasmatické membrany v inhibi¢nim piisobeni
neurosteroidi na NMDA receptorech
V piedchozi kapitole jsme ukézali, ze 3a5BS a derivaty odvozené od této molekuly substituci
na D-kruhu maji stejny mechanismus ptusobeni. Nicméné to nevysvétluje, proc je glutamatova
odpoveéd’ nasledujici preaplikaci steroidu jiz ¢astecné inhibovana. Pregnanolon sulfat a jeho
neuroaktivni derivaty jsou latky s amfipatickym charakterem a diky tomu ptirozené interaguji
s bunéénymi membranami. Pokud tyto latky nesou trvaly naboj, pfes membranu neprochazi
(Schreier et al., 2000). Bylo ukazéano, ze 3a5BS se ve vodnych roztocich vyskytuje prevazné ve
formé micel a pro jeho pisobeni na NMDA receptorech je nutnd jeho interakce s
cytoplasmatickou membranou bunck, ktera 3a5BS v micelarni formé preméiiuje na formu
monomert. Tato monomerni forma je pak schopna blokovat kandl NMDA receptoru
z extracelularni strany. V piipadé 3a5BS probiha jeho vazba do a z membrany rychleji, nez je
rychlost samotné vymény roztokti (Vyklicky et al., 2015). Rozhodli jsme se testovat hypotézu,
ze v pripad¢ derivati 3a5BS, které nesou hydrofobni reziduum na D-kruhu, dochdzi ke
zpomaleni vazby a odvazovani téchto latek do a z membrany, coz ma dasledky na kinetiku
meétfenych proudi. Abychom provétili relevanci této hypotézy, piistoupili jsme k metodé méteni
kapacitnich proudd, pomoci které lze urcit Casové konstanty vazby a odvazovani steroida
z cytoplasmatické membrany bunck. Jelikoz ndmi pouzité neurosteroidy jsou latky nabité,
jejich vazba do membrany méni jeji kapacitni vlastnosti (Mennerick et al., 2008). Mcfenim
kapacity membrany v konfiguraci napétového zamku jsme tak nepiimo méfili vazbu steroidu
do membrany (Kapitola 3.4.1). V praci Borovska et al. (2012) bylo ukazano, ze aplikaci y
a B-CD lze urychlit kinetiku inhibi¢niho neurosteroidu 5B-pregnan-20-oxo-3a-argininatu,
molekuly 3a5BS modifikované na tfetim uhliku. NaSim cilem bylo charakterizovat vliv y-CD
na odmyvani inhibi¢niho neurosteroidu z membréany. Za G¢elem stanoveni rychlosti odvazovani

z membrany jsme provedli sérii kapacitnich experimentt (Obrazek 5-8).
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Obrazek 5-8. Méieni kapacity membrany p¥ri aplikaci 3a5BS a ES-514 v konfiguraci napét'ového
zamku provedena na HEK293 buiikach.

PIné tsecky znazornuji aplikaci steroidnich latek o uvedené koncentraci a prazdné usecky aplikaci ECS.
Mezi aplikacemi byly buiikky omyvany extracelularnim promyvacim roztokem. Roztoky neobsahujici
10mM y-CD obsahovaly 10mM sacharézu pro dosaZeni rovnocenné osmolarity vSech roztoku.
A. Protokol napétovych skokid pfi kapacitnim méfeni. Z membranového potencialu -60 mV doslo ke
zméné na +30 mV po dobu 30 ms a nasledné k navratu na ptivodni potencial -60 mV. B. Zaznam
kapacitnich zmén vzniklych aplikaci 50uM a 300uM 3a58S a 1uM ES-514. V tomto zdznamu aplikaci
ES-514 nasledovala aplikace kontrolniho extraceluldrniho roztoku obsahujiciho rovnéz 1 % DMSO.
Zelenou a ¢ervenou kiivkou jsou znazornény jednoexponencialni funkce proloZzené do naméfenych dat
s Casovymi konstantami 75, a 7,¢fve stejném pofadi. C. Experiment v totozném uspofadani jako na
obrazku B, kde vSak odmyvani ES-514 probihalo v pfitomnosti 10mM y-CD. K povsimnuti je vyssi
rychlost odvazovani steroidu z membrany (7§ ££)- D. Vyneseni Casovych konstant 75 srlatky ES-514 do
grafu. Kapacitni experimenty byly provedeny na bunikach jak ptisedlych tak z podlozky nadzvednutych
Z diivodu ptipadné eliminace artefaktu hromadéni steroidu pod buiikou. Statisticka analyza téchto dvou
skupin neprokazala signifikantni rozdil mezi zpusoby provedeni experimentu. Uvedené zaznamy byly
potizeny na butice nadzvedlé z podlozky.

Principem nédmi provedenych kapacitnich métfeni jsou napétové skoky z membranového
potencidlu -60 mV na +30 mV (A 90 mV) po dobu 30 ms a ndsledny navrat na pivodni
membranovy potencidl (Obrazek 5-8A). V disledku periodického nabijeni a vybijeni
membrany dochazi ke vznikiim kapacitnich proudi, jejichZ integraci podle Rovnice 3 jsme
ziskali kapacitu buniky v jednotkédch pC (pikocoulomb). Vyneseni téchto kapacitnich zmén
v ¢ase ukazuje Obrazek 5-8B a C. V experimentech jsme nejprve aplikovali 3a58S
v koncentraci 50 pM a 300 pM a poté ES-514 v koncentraci 1 pM, ptfi¢emz 3a5BS ndm slouzil
jako kontrola kapacitnich zmén, kde rychlost navazovani této latky do membrany je srovnatelna
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s rychlosti aplikace (Vyklicky et al., 2015). Objektem naseho zdjmu byly zmény Casovych
konstant 75¢¢ pro ES-514, kter¢ reprezentuji odvazovani této latky z membrany. Odmyvani
ES-514 zmembrany probihalo v pfitomnosti 1 % DMSO vECS (Obrazek 5-8B)
a v pritomnosti ECS obsahujicitho navic 10 mM y-CD (Obrazek 5-8C). Roztoky bez y-CD
obsahovaly 10mM sacharézu pro dosazeni rovnocenné osmolarity vSech roztokd. Abychom
odstranili potencidlni vliv artefaktu hromadéni steroidu v prostoru mezi podlozkou
a nahravanou buikou, provedli jsme sérii kapacitnich experimentd na bunkach ptisedlych

a bunkach nadzvednutych z podlozky (Obrazek 5-8D).

V kapacitnich experimentech jsme urcili hodnotu casové konstanty vazby ES-514
do membrany t§,, = 2480+ 466 (n = 7) pro buiky ptisedlé a 5,= 1750 = 799 (n = 7) pro buiky
nadzvednuté z podloZky, pti€emZ mezi témito hodnotami jsme neprokézali signifikantni rozdil.
Casova konstanta odvazovani ES-514 z membrany kontrolnim roztokem byla t¢ F =
2621 £ 1327 ms (n = 7) a odmyvani v ptitomnosti 10 mM y-CD bylo 75, = 287 + 97 ms
(n=15). Z vysledkt téchto experimenti vyplyva, ze y-CD vyrazné urychluje odvazovani ES-514
z membrany netransfekovanych HEK293 bun¢k. Vlivem y-CD dochézi k urychleni g,
zhruba z 3 s na 287 ms, tedy vice nez desetkrat. Statistické zhodnoceni experimentt na bunkach
piisedlych 1 na bunkidch nadzvednutych neukazalo signifikantni rozdil mezi vysledky

ziskanymi obéma metodami.

Jak jsme ukazali v kapacitnich experimentech, cyklodextriny lze pouzit pro manipulaci
rychlosti odvazovani steroidu z cytoplasmatické membrany bun¢k. Z prace Borovska et al.
(2012) vyplyva, ze zatimco a-CD kinetiku inhibi¢niho plisobeni neurosteroidti neovliviiuje,
v-CD pro tento ucel funguje nejlépe (Kapitola 2.5). ProtoZe experimenty v nasledujici ¢asti této
prace byly provadény v pfitomnosti y-CD, cilem dal$ich pokusti bylo zjistit, zda tato latka
neovliviiuje funkci samotnych NMDA receptorti (Obrazek 5-9).
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Obrazek 5-9. Vliv 10mM y-CD na NMDA receptor aktivovany riznou Kkoncentraci agonisty
glycinu.

A. Pii 1mM koncentraci glutamatu a 10uM koncentraci glycinu aplikace 10 mM y-CD vyvolala
18 + 7 % inhibici (n = 5). B. Pii zvyseni koncentrace glycinu na 100 uM byla inhibice proudia podstatné
mensi (jednotky procent). Zavérem téchto experimentd je, Ze y-CD vaze i aminokyseliny, ¢imz sniZuje
jejich volnou koncentraci dostupnou pro aktivaci receptoru.

V experimentu, kdy byl 10mM roztok y-CD aplikovan v pfitomnosti I mM glutamatu a 10 uM
glycinu jsme pozorovali inhibici 18 £ 7 % (n = 5; Obrazek 5-9A). Pokud byl ale ve stejném
experimentu glycin piitomen v koncentraci desetkrat vysSsi, tento inhibi¢ni efekt y-CD
se pohyboval v fadu jednotek procent (Obrazek 5-9B). Tyto experimenty nam umoznily
vyvratit moznost, ze vysledky prezentované v této praci jsou vyznamnég zkresleny piitomnosti

v-CD v aplikacnich roztocich.

Déle jsme si polozili otdzku, zda y-CD nemiize krom¢ vyvazovani steroidii z membrany
vyvazovat rovnéz steroid z jeho vazebného mista na NMDA receptoru, které se nachazi ve
vnéjSim vestibulu iontového kandlu (Vyklicky et al., 2015). Kdyby tomu tak bylo, tento
nezadouci efekt by zna¢né komplikoval analyzu a interpretaci dat ziskanych za pouziti y-CD.
Odmyvani 3a5BS zNMDA receptoru je charakterizovano dvouexponencialni funkci
s rychlostnimi konstantami z; a 7. Komponenta z; je rychla, jejiz hodnoty se pohybuji
v desitkach milisekund a 7, pfedstavuje pomalou komponentu odmyvéani v tadu stovek
milisekund. Tato kinetika je zpisobena odvazovanim 3a5BS zriznych stavll receptord,
pravdépodobné ze stavu s obéma navdzanymi agonisty (RAA) a ze stavu oteviené¢ho (O)
(Petrovic et al., 2005). Jak uz jsme zminili vySe, 3a5BS je latka relativn€ malo lipofilni a jeji
odmyvani z membrany probihd v rdmci jednotek milisekund. 3a5BS Ize tedy s vyhodou pouZit
k odpovédi na otazku vlivu y-CD na rychlost odmyvani inhibi¢nich neurosteroidi z jejich

vazebného mista (Obréazek 5-10).
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Obrazek 5-10. Dvouexponencialni kinetika odmyvani 3a58S neni ovlivnéna y-CD.

A. 150uM roztok 3a5BS byl aplikovan za kontinualni pfitomnosti glutamatu na NMDA receptor
v nasledujici sekvenci: glutamat — glutamat + 3a5pS — glutamat — glutamat + 3a5pS — 10mM y-CD
s glutamatem. Za ucelem porovnani ¢asovych konstant odmyvani v pritomnosti kontrolniho roztoku
(¢erny ramecek) a v ptitomnosti 10 mM y-CD (Cerveny ramecek) jsou zaznamy v rameccich normovany
na amplitudu kontroly a superponovany. Rychlou komponentu odmyvani znaéi 71 a pomalou 7. Je
patrné, ze nedoSlo ke zmén¢ casovych konstant odmyvani. B. Vyneseni rychlych a pomalych
exponencialnich konstant odmyvani do grafu ukazuje, Ze k signifikantni zméné rychlé ani pomalé
komponenty 7o vlivem y-CD nedo$lo (n = 4).

Provedli jsme experiment, ve kterém jsme po koaplikaci 150 puM 3a5BS s glutamatem
aplikovali 10mM y-CD s glutamatem nebo roztok obsahujici pouze glutamat. Pisobenim y-CD
nedoslo k signifikantnimu urychleni odvazovéani 3a5BS z receptoru. To ukazuje, Ze y-CD
je schopen vazat pouze steroid vdzany v membrané, nikoli vSak steroid vazany ve vazebném
mist¢ na NMDA receptoru. Toto ndm umoziiuje vyuzit y-CD kurychleni odvazovani
steroidnich latek z membrany buné¢k a studovat tak vliv vazby neurosteroidit do membrany na

jejich inhibi¢ni ptisobeni na NMDA receptorech.

Bylo ukazano, ze pro inhibi¢ni piisobeni 3a5S na NMDA receptory je potfeba cytoplazmaticka
membrana (Vyklicky et al., 2015). Nicméné, 3a5BS se odvazuje z membrany rychle, takze
na preaplikacni experimenty nema vliv. D-derivaty jsou ale latky hydrofobnéjsiho charakteru
a jak jsme ukdzali v kapacitnim méfeni, jejich odvazovani z membrany je pomalé a lze jej
urychlit y-CD. Nésledné jsme provedli experiment, kdy jsme s pouzitim y-CD po preaplikaci
ES-514 téméf eliminovali inhibi¢ni u€inek steroidu a v koaplikaci ES-514 s glutamatem jsme

pomoci y-CD vyznamné urychlili kinetiku inhibice ES-514 (Obrazek 5-11).
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Obrazek 5-11. Akompetitivni ptsobeni ES-514 na NMDA receptory a pouziti y-CD pro
manipulaci rychlosti odmyvani steroidu z membrany.

A. ES-514 v koncentraci 1 uM byl aplikovan na receptor bez piitomnosti glutamatu a nasledna aktivace
ECS obsahujicim glutamat vedla k odpovédi inhibované z 55 %. Experiment v totoZzném usporadani,
kdy v8ak roztok aplikovany na receptor po aplikaci ES-514 obsahujici kromé glutamatu také 10 mM
v-CD vyvolal maximalni proudovou odpovéd’ srovnatelnou s kontrolou. Zaznam s pouzitim y-CD je
oznacen Cervenou barvou a ¢ernou barvou je oznacen experiment kontrolni. Detaily Iuax 0dpovédi
kontroly (Cerny ramecek) a aplikace y-CD s glutamatem (Cerveny ramecéek) ilustruji proporcionalni
velikosti odpovédi. B. Aplikace 1 uM ES-514 za kontinualni pfitomnosti glutamatu, kdy steroid vyvolal
60% inhibici s pozvolnym odmyvanim inhibi¢éniho G¢inku. Zaznam v Cervené barvé je obdobny
experiment, kde inhibice ES-514 byla odmyvana v ptitomnosti 10 mM y-CD a tato latka zpisobila
vyrazné urychleni zoff Z pivodni hodnoty 4254 + 1677 ms (n = 7) na hodnotu 175 £ 19 ms (n = 4). Detail
v ¢erveném ramecku ukazuje urychleni odmyvani inhibi¢niho u¢inku ES-514. Normovano na stejnou
amplitudu prouda.

Pti preaplikaci 1 pM ES-514 bez ptitomnosti glutamatu a nasledné aktivaci NMDA receptoril
glutamatem jsme pozorovali charakteristicky inhibovanou maximalni proudovou odpovéd'.
Pokud ale glutamat aplikovany po preaplikaci ES-514 obsahoval navic 10 mM y-CD, naméfili
jsme Iyax o srovnatelné amplitude jako v kontrole (Obrazek 5-11A). V experimentu, kdy jsme
koaplikovali 1 uM ES-514 v kontinualni pfitomnosti glutamatu (Obrazek 5-11B) vyvolal y-CD
v koncentraci 10 mM urychleni 7,5z plivodni hodnoty 4254 + 1677 ms (n = 7) na hodnotu
175+ 19 ms (n=4).
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6 DISKUZE

6.1 Vliv DMSO na inhibi¢ni piisobeni neurosteroidii a funkci NMDA
receptoru
Z vysledkt experimentii na Obrazek 5-1 vyplyva, ze vlivem DMSO dochézi ke snizeni proudu
zprostfedkovanych NMDA receptory a ke snizeni inhibi¢niho plisobeni neurosteroida na téchto
receptorech. Snizeni proudu zprosttedkovanych NMDA receptory je v souladu s prokdzanym
neuroprotektivnim u¢inkem DMSO. Bylo ukdzano, Ze v hipokampdalnich neuronech jsou
proudy NMDA a AMPA receptord inhibovany pii extracelularnich koncentracich DMSO
piekracujicich 1 % (Lu ef al., 2001). To ukazuje na kritickou koncentraci 1 % pro piisobeni
DMSO na glutamatové receptory. Za predpokladu, ze DMSO ovliviiuje pouze celkové proudy
NMDA receptoru bychom vSak ocekavali nezménénou miru inhibi¢niho G¢inku antagonisti.
Nicméng, zvysSend koncentrace DMSO v naSich experimentech soucasné snizuje miru inhibice
vyvolanou neurosteroidy. Tento jev miize byt zpusoben tim, ze DMSO ovliviiuje piimo ¢i
nepiimo funkci NMDA receptoril, a tim se méni jejich citlivost k neurosteroidim, a/nebo
DMSO muze ovliviiovat dostupnost aktivni formy steroidu pro receptor. Byl navrzen model,
ktery ukazuje, ze pro ucinek neurosteroidi na NMDA receptorech je nutné, aby steroid v
micelarni formé nejprve splynul s cytoplasmatickou membranou bunck, ze které je pak do
extracelularniho prostoru uvoliiovan ve své aktivni monomerni formé (Vyklicky et al., 2015).
DMSO tedy miize mit vliv na rychlost a rovnovahu tohoto procesu. Nelze vSak vyloucit
moznost, ze DMSO méni kinetické vlastnosti NMDA receptoru nebo 1 strukturu samotného

receptoru, ¢imz je narusena schopnost NMDA receptort byt inhibovany 3a583S.

6.2 Vztah mezi strukturou D-derivati a inhibi¢nim u¢inkem na
NMDA receptory
Nami naméfené hodnoty /Csp 19 D-derivatii odvozenych od pfirozené se vyskytujiciho
neurosteroidu 3a5BS se pohybovaly v Sirokém rozmezi hodnot od 164 uM do 84 nM (Tabulka
1). Radu téchto latek jsme identifikovali jako vysoce potentni inhibitory NMDA receptort,
charakterizované sérii latek obsahovaly rovnéz své enantiomery liSicich se orientaci
substituentll na jednom (ES-509 a CH-1410) ¢i dvou atomech uhliku (ES-515 a ES 516).
V piipadé CH-1410 se hodnota ICsy sniZila ptiblizn€ dvakrat oproti svému enantiomeru a
stereoizomery ES-515 a ES-516 nevykazovaly Zadnou zménu v ICsp. Vlivem

stereoizomerickych vlastnosti molekuly steroidu tedy nedoSlo k vyraznému ovlivnéni /Cso.

52



Vnesenim polarni skupiny obsahujici atom kysliku do steroidni struktury zapti€inilo snizeni
inhibi¢niho u¢inku, kdezto nepolarni substituenty inhibi¢ni ucinek naopak zvysovaly. Eliminaci
acetylové skupiny 3a5BS v poloze C17 vznikla latka CH-1331 s ICsy zhruba tficetkrat nizsi,
coz ukazuje, Ze tato acetylova skupina neni pro inhibi¢ni ucinek 3a5BS nezbytna. Mala
stereospecifita a moznost Siroké zameény rezidui na D-kruhu naznacuje, ze je receptor vuci
témto modifikacim necitlivy anebo, ze tato ¢ast molekuly se vazby na NMDA receptor
neucastni.

Vsechna méfeni s neurosteroidy jsme provadéli pii minimalné dvou koncentracich, abychom
ovefili rozpusSténost dané latky v extracelularnim roztoku obsahujicim 1% DMSO. Pii
nedostateCné rozpusténosti latky nedochdzi k adekvatnimu poklesu inhibi¢niho ucinku
s koncentraci a takto ur¢ena hodnota /Cs je chybna. Na Obrazek 5-4 jsme stanovovali inhibi¢ni
ucinek pii Ctyfech riznych koncentracich. Pfi koncentracich 10 uM, 3 pM a 1 uM nedoslo
k vyraznému poklesu inhibice, k cemuz doSlo aZ pfi snizeni koncentrace ES-514 z 1 pM na
300 nM. To naznacuje, Ze pii koncentracich nad 1 pM jsme se pohybovali nad maximalni
rozpustnosti této latky. Jinymi slovy, koncentrace u¢inné formy neurosteroidu zlistdvala
prakticky neménna a zvySenim koncentrace dochazelo pouze k akumulaci steroidnich molekul
do makroskopickych aglomeratti, které na funkci receptoru nemaji vliv. Z tohoto ditvodu jsme
provadeli méfeni s klesajici koncentraci steroidu az do té doby, nez se hodnoty miry inhibice
pii téchto koncentracich signifikantné liSily a zaroveni se z nich vypoctené hodnoty /Cso
signifikantn¢ neliSily. Aglomeraty steroidnich molekul jsou v mikroskopu patrné od
koncentraci cca 10 uM a pti koncentracich nizSich neni jiz jejich vyskyt vizualné zjistitelny.
Tato metoda nam dava moznost kontrolovat rozpusténost latky bez nutnosti ovéfovani jeji

rozpustnosti jinymi metodami.

6.3 Mechanismus ptsobeni D-derivatii na NMDA receptor

Ptestoze se nejprve mechanismus pusobeni D-derivati zdal nekompetitivni, nase dalsi
experimenty ukazuji na akompetitivni plisobeni téchto latek. Experiment na Obrazek 5-7A
coz je typické pro akompetitivni inhibitory. ZvySujici se hodnota ICs¢ s klesajici koncentraci
glutamatu (Obrazek 5-7C) je druhym argumentem pro akompetitivni mechanismus ptsobeni
ES-514 anavic ukazuje, Ze tato latka ma nekompetitivni odvazovani stejn¢ jako 3053S. Inhibice
NMDA receptort 3058S je napétove nezavisla (Petrovic et al., 2005), coZ jsme prokdzali i pro
latku ES-527 a totozny mechanismus inhibice jsme navrhli pro D-derivaty. Experimenty s y-CD

jsou rovnéZ v souladu s akompetitivnim pisobenim ES-514 na NMDA receptorech.
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6.4 Role cytoplasmatické membrany v inhibi¢nim piisobeni
neurosteroidi na NMDA receptorech
Pti elektrofyziologickych méfenich provadénych na bunikach ptisedlych k podlozce dochazi
k akumulaci steroidu ve form¢ micel (poptipadé mikroskopickych krystalkti pti nedokonalé
rozpusténosti) v prostoru mezi bunikou a sklickem, coz se mize uplatiiovat v prodluzovani
casovych konstant ndstupu a odmyvani inhibi¢niho uc¢inku. V takovém piipadé se budou
uplatiovat faktory jako velikost a tvar meéfené buiiky spole¢né s redlnou rychlosti odvazovani
steroidu z membrany. Pro odstranéni tohoto artefaktu je tfeba méteni provadet na buikach
z podlozky nadzvednutych a umisténych volné v roztoku, coZ vSak klade vyS§i ndroky na
experiment. Statistické zhodnoceni experimentii na Obrazek 5-8 na buiikach ptisedlych a na
buiikdch nadzvednutych neukézalo signifikantni rozdil v rychlosti odvazovani ES-514
z membrany (75¢¢). V souladu s timto pozorovanim jsou i experimenty na Obrazek 5-6D a E,
kdy preaplikace ES-514 provedena na buiice nazdvednuté z podlozky poskytla kvalitativné
stejny vysledek jako na buiice piisedlé, ackoliv efekt ukladani steroidu pod buiikou se projevil
mensi amplitudou /u4x a pomalejSim ndvratem na kontrolni proud u bunék ptisedlych
k podlozce. Z téchto vysledkl vyplyva, ze v piipadé€ hydrofobni latky, jakou je ES-514, nezalezi
na zpusobu provedeni nahravani z HEK293 bunék a proto jsme méteni provadéli na buiikach

piisedlych.

Jelikoz je znamo, ze B-CD je schopen z bunéénych membran vyvazovat cholesterol (Ohtani et
al., 1989) a Borovska et al. (2012) ukazali, ze z cyklodextrina je y-CD pro manipulaci kinetiky
neurosteroidii nejucinn€jsi, rozhodli jsme se pro urychleni odvazovani neurosteroidnich
analogll z cytoplazmatické membrany bun¢k pouzit y-CD. V praci Korinek et al. (2015) bylo
ukéazéano, ze pravdépodobnost otevieni NMDA receptort je citliva ke koncentraci cholesterolu
v cytoplazmatické membrané bunék a jiz po mirném sniZeni koncentrace cholesterolu dochézi
ke snizovani proudovych odpovédi NMDA receptorti. Vzhledem k tomu, Ze po aplikaci y-CD
se odpovedi vracely na plvodni hodnotu, v casovych horizontech naSich experimentl tak
nedochazi k depleci cholesterolu z membran métenych bunek. y-CD se tak ukézal jako vhodny
prostiedek pro urychleni kinetiky hydrofobnich neurosteroidii z cytoplasmatické membrany.
Jak jsme ukézali na Obrazek 5-9, ptitomnost y-CD v koncentraci 10 mM zpiisobuje inhibici
NMDA receptord, kterou Ize eliminovat zvySenim koncentrace agonisty glycinu. To naznacuje,
ze y-CD ovlivituje NMDA receptor nepiimo vyvazovanim aminokyselin glycinu a glutamatu
svou hydrofobni ¢asti, a tak snizuje jejich volnou koncentraci dostupnou k aktivaci receptorti.

Tuto hypotézu potvrzuji prace zabyvajici se vazbou aminokyselin s cyklodextriny (Kahle et al.,
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2004). Zvysenim koncentrace agonisty lze ptedejit cyklodextrinem vyvolané inhibici. Jelikoz
jde o koncentrace dalece saturujici (Polovi¢ni ii¢inné aktivacni koncentrace pro glycin je 1 uM
(Johnson et al., 1987) a pro glutamat 2,3 uM (Patneau et al., 1990)), toto zvyseni se na proudové
odpovédi nijak neprojevi. 1mM koncentrace glutamatu je natolik saturujici, Ze se jeji snizeni

v tomto ptipadé neuplatni.

Vazba neurosteroidu na receptor je charakterizovana konstantami navazovani neurosteroidu na
receptor (k.») a odvazovani z receptoru (kop). Tyto konstanty lze vypocitat z experimentalné
ziskanych ¢asovych konstant inhibi¢niho ptisobeni (7o, a 7,) z Rovnic 6 a 7. Zatimco rychlost
navazovani steroidu na receptor je zavisla na koncentraci, pro rychlost odvazovani totéz neplati,
protoze v idedlnim ptipadé se steroid v roztoku jiz nevyskytuje. Prevracenou hodnotu afinity
steroidu  k NMDA receptoru charakterizuje jeho rovnovazna disocia¢ni konstanta Kp
(Rovnice 8). Polozili jsme si otazku, ktery z parametrQ ko, kofra:[c] je zodpovédny za vysokou
schopnost D-derivatli inhibovat NMDA receptor. Neurosteroidy jsou latky pfirozené lipofilni,
a tudiZ dochazi k jejich akumulaci v hydrofobnim prostfedi, které piedstavuje cytoplazmaticka
membrana (Kapitola 5.4). Koncentrace, ve které se steroid nachazi v blizkosti receptori na
bunééném povrchu, miize byt o nékolik fadi vyssi nez ta aplikovana v extracelularnim roztoku.

Proto je tfeba uvazovat realnou koncentraci v blizkosti receptoru jako dal§i neznamou, [ cJiokdini.

Ukazali jsme, ze D-derivaty s hydrofobnimi modifikacemi maji oproti 3a5BS snizenou hodnotu
ICsp pro inhibici NMDA receptorii. Diivodem tohoto snizeni miize byt zména kon, koy nebo
realné koncentrace steroidu — [ cJikanmi. Pokud by doslo ke zméné pouze k.4, muselo by v ptipadé
ES-514 dojit k zpomaleni koyz 5,5 £ 1,8 s (n = 5; pfevracena hodnota (w)es pro 3a5pS) vice
nez Sedesatkrat, aby doslo k adekvatnimu poklesu /Csg. Abychom ur€ili ptispévek ko ke snizeni
1Cs0 u hydrofobnich D-derivatii, provedli jsme experiment, kde jsme se zamétili na rychlost
odmyvani inhibice ES-514 y-CD (Obrazek 5-11C a D). 1 uM ES-514 byl aplikovan
v kontinualni pfitomnosti glutamatu, coZ vyvolalo inhibici proudii o 60 % s charakteristicky
pomalym 7,5 Aplikaci y-CD s glutamatem jsme dosahli zrychleni 7,4 z plivodni hodnoty
4254+ 1677 ms (n=7) na hodnotu 175 = 19 ms (n=4). Porovnanim tohoto experimentu
s kapacitnimi métenimi je patrné, Ze y-CD muize zkratit 7,4 maximalné na 175 £ 19 ms. To je
hodnota blizka té¢ ziskané metenim kapacity (757 = 287 + 97 ms), s ptihlédnutim k jejimu
SirSimu rozptylu. Z toho vyplyva, Ze konstanta odvazovani ES-514 z receptoru je rychlejsi nez
odvazovani ES-514 z membrany, nebot’ odvazovani steroidu z receptoru nelze cyklodextrinem
urychlit (Obrazek 5-10). ko latky ES-514 jsme tedy vypodetli na 5,8 £ 0,6 s™!, coZ je hodnota,
ktera se v ramci chyby shoduje s ko7 3a5BS (5,5 + 1,8 s™).
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Experimenty s y-CD jsme vyloucili zdsadni ptispévek ko k vys$si schopnosti D-derivati
inhibovat NMDA receptory. Pro vysvétleni tohoto jevu se ddle nabizeji dvé moznosti: za prvé,
rychlostni konstanta vazby inhibitoru na receptor ko, je u D-derivati zrychlena oproti 3a5pS
anebo za druhé, koncentrace [cikani] D-derivatii je extrémné zvySena v okoli receptorii na
bunééném povrchu. Jak ale vyplyvad z Rovnice 6, experimentdlné¢ je nemozné odliSit ko

a [ciorami]. Nase vysledky vSak naznacuji, Ze dohromady tento ¢len nabyva vyssich hodnot a je

tak zodpovédny za snizeni /Cso pozorovaného u D-derivatu.

Blizsi analyzou inhibi¢niho plisobeni D-derivatii se ukazalo, ze existuje vztah mezi inhibi¢énim
pusobenim téchto derivati a jejich lipofilicitou, reprezentovanou particnim koeficientem LogP.
Tento koeficient uddva pomér rovnovaznych koncentraci dané latky ve vodné fazi
a v 1-oktanolu. LogP proto odrédzi, do jaké miry je latka hydrofobni ¢i hydrofilni. Vynesenim
hodnot /Csyp proti LogP jsme ukazali, Ze mezi témito dvéma veli¢inami existuje pozitivni

korelace s hodnotou korelaéniho koeficientu R? = 0,79 (Obrazek 6-1).
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Obrazek 6-1. Zavislost 1Cso na LogP D-derivati. Zavislost je proloZena linearni funkei (R*=0,79).
V grafu jsou vyneseny hodnoty ICso v zavislosti na LogP reprezentujicim lipofilicitu. Cislovani latek
v grafu je uvedeno v tabulce v pravo. Latka s nejvétsi lipofilicitou, v poloze C17 substituovana

v

Linearni zavislost /Csp na lipofilicit¢ ukazuje, Ze pravdépodobnym divodem sniZzeni /Csg
D-derivati je jejich zvySena koncentrace v misté pusobeni:[cikimi] nez zména rychlostni

konstanty kop.
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V kapacitnich experimentech, kde 3a5BS slouzil jako kontrola kapacitnich zmén, bylo
navazovani této laitky do membrany rychlejs$i nez byla rozliSovaci schopnost kapacitniho
nahravani (perioda 50 ms) a tudiz byla kinetika zmén v kapacit¢ membrany vyvolana vazbou
3a5BS rychlejsi nez vzorkovaci frekvence experimentu. Odmyvani 3a5BS je vSak
charakterizovano dvouexponencialnim pribé¢hem, rychlostnimi konstantami z; a 7. Davod,
pro¢ jsme piipouziti y-CD vidé€li u odmyvani inhibice ES-514 pouze jednoexponencialni 7,5 je
pravdépodobné¢ rychlostni limit u¢inku y-CD, ktery je dan rychlosti vazby steroidu do
hydrofobni kapsy cyklodextrinu. Pokud je tedy rychla komponenta odmyvani 3a53S zhruba
30 ms, pouzitim y-CD nelze zachytit pfipadné viceexponencidlni komponenty odmyvani

D-derivath rychlejsi nez 175 ms.

Mennerick et al. (2008) ukézali, Ze pro zménu v kapacitnich proudech je kli¢ovy naboj steroidu
a nikoliv steroidni jadro, které se pro 3a5BS a ES-514 mirn¢ 1i§i (Obrazek 5-2). Vazbou steroidu
do membranové dvojvrstvy z extracelularni strany tak nejspiSe dochazi k efektivnimu ztenceni
hydrofobni ¢asti membrany, kterd zde tvoti dielektrikum, coz se nasledné projevuje vzristem
kapacity v souladu s Rovnici 1. Neurosteroidy bez naboje zménu v kapacitnich proudech
nevyvolavaji, coz ukazuje na vyznam naboje pii jimi vyvolanych zménach kapacity. Nabité
steroidni latky membranou neprochazi ani nedochazi k pohybu nabité ¢asti molekuly v ramci
elektrického pole mezi obéma listy cytoplazmatické membrany (Mennerick et al., 2008). Diky
tomu Ize vyloucit, ze vlivem zmény elektrického pole dochdzi k pohybu néboje sulfatovanych

neurosteroidi a tim k ovlivnéni kapacitnich zmén.

Kapacitni méfeni, které jsme provedli na Obrazek 5-8, ndm umoziuji experimentalné urcit
hodnotu LogP porovnanim zmén kapacity membrany danych aplikaci latky o neznamé
lipofilicit¢ a latky s dobfe charakterizovanym LogP. 3a58S ma hodnotou LogP 1,67 coz
znamena, ze jeho koncentrace v membrané je 47 krat vySsinez ve vodné fazi v okoli membrany.
Pokud vime, ze tato latka v koncentraci 300 pM zpusobila svou vazbou do membrany
pramérnou zménu v kapacité o 0,56 pC, lze tuto zménu piepocitat na zménu odpovidajici 1uM
koncentraci 3a5BS. Porovndnim jednotkové zmény kapacity latek 35BS a ES-514 jsme
vypocetli, ze ES-514 je akumulovan v membrané 162 krat vice nezZ 3a5BS. To znamena, Ze
ES-514 je v membrané¢ akumulovan v 7614 krat vys$i koncentraci nez ve vodné fazi.

Zlogaritmovanim toho ¢isla jsme dostali hodnotu pro ES-514 LogP = 3,88.

Tyto vysledky jsme porovnali s hodnotami LogP ziskanymi in silico on-line programem
VCCLAB, Virtual Computational Chemistry Laboratory, http://www.vcclab.org, 2005. Tento

program umoziuje na zakladé vlozené struktury vypocitat odhad lipofilicity. Pro ES-514 jsme
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timto vypoctem dostali LogP = 2,4 (pro pH = 7,4) coz je hodnota podstatné odlisna od té ziskané
kapacitnim méfenim. Exaktni stanoveni lipofilicity steroidnich latek na zékladé kapacitnich
zmén cytoplazmatické membrany by proto mohlo poskytovat validnéjsi vysledky nez odhad
LogP zalozeny na struktufe. Pro ovéfeni presnosti této metody by vSak bylo tieba méfeni
provést pro Sirsi spektrum steroidnich latek a tyto hodnoty porovnat s dal$imi experimentalnimi
metodami méfeni lipofilicity. Hodnota LogP 3a5BS byla experimentalné charakterizovana
metodou vazby do erytrocytarnich membran, jde tudiz o hodnotu validni, na které lze zakladat

odvozeni lipofilicity pro ostatni latky.

Z experimentu v Obrazek 5-7 jsme ziskali hodnotyICZ, pro maximalni proudovou odpovéd
v piitomnosti steroidu I,y (0,78 + 0,14 pM) a ICs) pro ustaleny stav inhibice I;
(0,57 £ 0,09 uM) latkou ES-514. Pomér » (Rovnice 9) pro ES-514 je ¢islo 1,37 odrazejici
rychlost akompetitivniho inhibitoru vazat se na receptor. Tento pomér je pro 3a5BS roven 2, Cili
3a5BS preferencné inhibuje tonicky aktivované receptory (nepublikované vysledky). To, ze
amplituda I 45 v kontinualni ptitomnosti ES-514 pfi i pied aplikaci glutamétu je jiz z velké
vétSiny inhibovana vypovida o tom, ze k., neni limitujicim krokem inhibi¢niho u¢inku ES-514

na NMDA receptorech.

Experimentalni hodnoty, které jsme pouzili pro popis vyznamu cytoplazmatické membrany
v inhibi¢nim piisobeni neurosteroidii na NMDA receptorech lze shrnout schématem na Obrazek

6-2.
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Obrazek 6-2. Schéma role cytoplazmatické membrany v plisobeni neurosteroidi na NMDA
receptorech.

Roztok steroidu aplikovaného na extracelularni stranu membrany [Clapitovans Obsahuje steroid pievazné
v neucinné micelarni form¢. Micela fhzuje s cytoplazmatickou membranou a dochazi k akumulaci
steroidu ve vn&j§im listu membrany, [Clmemsrana. Z membrany jsou pak molekuly steroidu uvoliiovany ve
své monomerni formé, [Clirimi, kterd predstavuje ti¢innou formu steroidu a je schopna se vazat na
NMDA receptor. Vazbu do a z membréany jsme charakterizovali rychlostnimi konstantami 5, a 75z,
(Obrazek 5-8) a rychlost vazby monomerni formy steroidu na NMDA receptor koeficientem r (Obrazek
5-7). Upraveno dle (Sobolevsky et al., 2009).

Z elektrofyziologickych experimentl vime, Ze rychlost, se kterou nastupuje inhibi¢ni plisobeni
ES-514 v koaplika¢nich experimentech (Obrazek 5-6C) je 7., = 2137 + 480 ms a ukazali jsme,
7e jeho vazba je akompetitivni. Dle schématu na Obrazek 6-2 pti koaplika¢nim experimentu
méfime t5, a I zaroven, pfiCemz limitujicim krokem ucinku je vazba steroidu do membrany.
V experimentu zaméteném na pomér ICS, a ICsy (koeficient ) na Obrazek 5-7A jsme ukazali,
ze vazba ES-514 na samotny receptor je velmi rychlé a tudiz ustaleni rovnovahy pii vazbé na
receptor po jeho aktivaci je srovnatelné s rychlosti aktivace 1 mM glutamatem, coZ je pro
NMDA receptor o podjednotkovém slozeni GIuN1/GluN2B ~ 10 ms. Z kapacitnich
experimentl vyplyva, ze rychlost vazby ES-514 do membrany (75, = 2480 + 466 ms) se
signifikantné neliSi od rychlosti nastupu inhibice v koaplika¢nich experimentech. To vSse
nasveéd¢uje tomu, Ze steroid ve formé aplikované na NMDA receptor z extracelularni strany
membrany neni schopny s receptorem interagovat a vyvolat inhibi¢ni u¢inek. Zfejmé je tedy
nutnd jeho predchozi akumulace v membrané, coz v ptipadé D-derivatl tvoii krok limitujici

rychlost jeho ucinku, zatimco u 3a5BS tento krok predstavuje rychlost vazby na receptor.
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Teprve po akumulaci steroidu v membrané¢ je mozna jeho interakce s receptorem. S touto
predstavou jsou v souladu experimenty s y-CD, ve kterych jsme namétili amplitudu /iy po
preaplikaci ES-514 podobnou kontrole (Obrazek 5-11A) a signifikantné urychlili kinetiku
odmyvani inhibice steroidu koaplikovaného s glutamatem (Obrazek 5-11B). Nedavno
publikovana krystalograficka struktura NMDA receptoru (Lee ef al., 2014) nenasvéd¢uje tomu,
ze by byla mozna pfima vazba steroidu z membrany do vazebného mista ve vnéjSim usti
iontového kanalu (Vyklicky et al., 2015). To nasvédcuje tomu, ze model pfemény micelarni
formy steroidu na formu monomeriti v membrang, ktera je pak uvoliuje, je validni. Vysledky
této prace nam proto umoznily ovéfit navrzeny model plisobeni neurosteroidi na NMDA

receptor dle prace (Vyklicky et al., 2015).
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7 SOUHRN

7.1 Popsat vztah mezi strukturou a funkci D-derivata pregnanolon
sulfatu na NMDA receptorech.
. Ze série 19 D-derivati jsme fadu identifikovali jako potentni inhibitory NMDA

receptoru.

. Substituent na D kruhu ma zésadni vliv na hodnotu /Csp D-derivati na NMDA
receptorech. Substituci acetylového fetézce na uhliku Cislo 17 za 2-butyl dosSlo ke
sniZzeni hodnoty /Cs z 39,1 uM pro pregnanolon sulfat na 84 nM pro 5B-androstan-17f3-
(2’-butyl) 3a-yl-sulfat.

. Vneseni postranniho fetézce obsahujiciho atom kysliku do D kruhu molekuly steroidu
zpusobilo snizeni inhibi¢niho U¢inku D-derivati. To je v souladu s pozitivni korelaci

lipofilicity a inhibi¢niho u¢inku D-derivati na NMDA receptorech.

. Nizka mira stereoselektivity a Sirokd moznost zdmény acetylové skupiny na uhliku ¢islo
17 naznacuje, Ze NMDA receptor je k témto zaménam necitlivy nebo se tato cast

molekuly vazby na receptor netucastni.

7.2 ldentifikovat molekularni mechanismus plisobeni D-derivata
pregnanolon sulfatu na NMDA receptorech.

A. D-derivaty na NMDA receptorech pilisobi napétové nezavislym mechanismem

akompetitivni inhibice s nekompetitivnim odvazovanim, stejné jako 3a5BS. Ob¢ tyto

skupiny latek proto s nejvétsi pravdépodobnosti plisobi na stejném vazebném miste.

. Kinetika nastupu a odmyvani inhibi¢niho ucinku lipofilnich D-derivatl je oproti 3a5BS
pomalejsi, coz neni zplsobeno odliSnym mechanismem plisobeni ale zvySenou mirou
akumulace D-derivati v cytoplazmatické membrané, ¢imz dochédzi k dramatickému
zvySeni lokalni koncentrace neurosteroidu v blizkosti receptoru. Vazba D-derivatl na
NMDA receptor je pfitom velice rychla, rychlejsi nez ~ 10 ms. Z divodu omezené
rychlosti piisobeni gama-cyklodextrinu byla rychlost odvazovani D-derivatl z receptoru

stanovena na hodnotu mensi nez 175 ms.
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7.3 Charakterizovat ulohu cytoplazmatické membrany v inhibi¢nim
pusobeni neurosteroidit na NMDA receptorech.

A. Vazba hydrofobniho steroidu do cytoplazmatické membrany méfend metodou
kapacitniho nahrdvani na netransfekovanych bunkach koreluje s nastupem jeho
inhibi¢niho w¢inku na bunkach transfekovanych GIluN1/GluN2B receptory. To
naznacuje, ze ukladani steroidu v membrané je kritické pro jeho plisobeni na téchto

receptorech.

B. Metoda kapacitniho nahravani ndm umoziuje experimentalné stanovit hodnotu

koeficientu LogP lipofilnich latek komparativni metodou.

C. Role cytoplazmatické membrany v inhibicnim ptsobeni D-derivati na NMDA
receptorech je v souladu s modelem navrzenym praci (Vyklicky et al., 2015), kde je
membrana dillezita pro pfeménu neucinné micelarni formy neurosteroidu na G¢innou

formu monomera schopné vazby do vazebného mista na NMDA receptorech.
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8 ZAVER
Ptestoze NMDA receptory jsou pro spravnou funkci CNS nezbytné, hraji roli rovnéz pfi
excitotoxickém poskozeni mozku. Projevem mnoha patologickych stavl je zvySena hladina
glutamatu v extracelularnim prostfedi, kterd tonicky aktivuje NMDA receptory. Cilem
vyzkumu mnoha laboratofi a farmaceutickych firem je identifikace takového antagonisty, ktery
by preferencn¢ zablokoval tonicky aktivované NMDA receptory a jejich fazickou aktivitu
ponechal netknutou. Analogy neurosteroidii zalozené na struktufe piirozen¢ se vyskytujiciho

pregnanolon sulfatu jsou jednou z moznych cest pfi hledani takove latky.

V predkladané praci jsme charakterizovali vztah mezi strukturou a funkci D-derivath
pregnanolon sulfitu a identifikovali jsme fadu potentnich inhibitori NMDA receptora.
Lipofilni D-derivaty se vyznacuji pomalou kinetikou nastupu a odmyvani inhibice, ktera je
zpusobena jejich zvySenou lokélni koncentraci v cytoplazmatické membrané. Z naSich
vysledki vyplyva, Ze substituce hydrofobniho rezidua na D-kruhu zplsobuje zvySeni
inhibi¢niho G¢inku. Na zdklad¢ experimentl s vyuzitim gama-cyklodextrinu se nam podafilo
objasnit mechanismus, kterym dochazi ke komplexnim pribéhim proudovych odpovédi
v preaplikacnich experimentech s D-derivaty. Tyto poznatky by mohly v budoucnu pfispét
k vyvoji novych ucinnych latek pro lécbu chorob spojenych s poruchami funkce NMDA

receptort.

Bylo ukazano, Ze neurosteroidy s potenciatnim ucinkem na NMDA receptorech se vazi na
odlisné vazebné misto nez neurosteroidy s inhibi¢nim G¢inkem. Vazebné misto neurosteroidi
s inhibi¢nim piisobenim bylo objeveno v nedavné dobé (Vyklicky et al., 2015), zatimco
vazebné misto neurosteroidl s potenciaCnim piisobenim zlistava nezndmé. Podle nasi hypotézy
neurosteroidy s potenciacnim Uc¢inkem pfistupuji k vazebnému mistu pfimo z membranové
dvojvrstvy, bez nutnosti difize do centrdlniho vestibulu iontového kanalu. Experimenty
s gama-cyklodextrinem by bylo mozZné tuto hypotézu testovat a ptispét k nalezeni vazebného

mista neurosteroidl s potencia¢nim u¢inkem na NMDA receptorech.
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