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Abstrakt

Kainatové receptory patii do rodiny glutamatovych receptorli, mezi které se radi také
NMDA, AMPA a & receptory. Glutamatové receptory se hojné vyskytuji v mozku, a proto se
velmi dynamicky zkoumaji a to predevsim z hlediska farmakologie, nebot se vklada velky
potencial do hledani novych a uzce specifickych modulatorti, které by se mohly vyuzit

v 1é¢bé neurodegenerativnich onemocnéni.

Cilem této prace bylo rozsitit poznatky o vlivu neurosteroidii na homomerni kainatové
receptory (GluK1, GluK2, GluK3), u kterych je zkoumani modulace prostiednictvim
neurosteroidii teprve v zacatcich. Interakci homomernich Kkainatovych receptori s
vybranymi neurosteroidy (pregnenolon sulfat, pregnanolon sulfat, dehydroepiandrosteron,
dehydroepiandrosteron sulfat) jsme zkoumali pomoci metody terc¢ikového zamku
v konfiguraci méreni proudi zcelé bunky a také pomoci mikrospektrofluorimetrické
metody. Zjistili jsme, Ze nejvétSi modula¢ni efekt na homomerni kainatové receptory
zplsobuje pregnenolon sulfat, ktery inhibuje odpovéd téchto receptorti na agonistu

glutamat.
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Abstract

Kainate receptors belong to the family of glutamate receptors, which include NMDA, AMPA
and 6 receptors. Glutamate receptors are widely found in the brain and therefore they are
very dynamically investigated, especially from view of pharmacology, because there is
great potential for finding new and more specific modulators which could be used in the

treatment of neurodegenerative diseases.

The aim of this work was to extend the knowledge about the influence of neurosteroids on
homomeric kainate receptors (GluK1, GluK2, GluK3) in which is the study of modulation by
neurosteroids still at the beginning. We have investigated interactions of homomeric
kainate receptors with selected neurosteroids (pregnenolone sulfate, pregnanolone sulfate,
dehydroepiandrosterone, dehydroepiandrosterone sulfate) by using patch clamp method
in the configuration of whole-cell recording and also by using microfluorometry. We have
found out that the biggest modulating effect on homomeric kainate receptors is caused by

pregnenolone sulfate, which inhibits glutamate responses of these receptors.
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1. Seznam zkratek

AMPA = a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionova kyselina
AMPAR/s = AMPA receptor/y

ConA = Concanavalin A

CNS = centralni nervova soustava

DHEA = dehydroepiandrosteron

DHEAS = dehydroepiandrosteron sulfat

ECso = koncentrace agonisty, pii které ma odpovéd amplitudu 50 % maximalni amplitudy
ECS = extracelularni roztok

FTS = fetalni teleci sérum

GABAR/s = GABA receptor/y

Glu = kyselina glutamova

HEK293T = bunécna linie lidskych embryondlnich ledvinnych bunék

ICso = koncentrace antagonisty, pri které ma odpovéd amplitudu 50 % kontrolni

amplitudy

ICS = intracelularni roztok

iGluR/s = ionotropni glutamatovy receptor/glutamatové receptory
KAR/s = kainatovy receptor/kainatové receptory

LBD/s = ligand-vazajici doména/domény

LTP = dlouhodoba potenciace

ME = mikroelektroda

NMDA = N-methyl-D-aspartatova kyselina

NMDAR/s = NMDA receptor/y



NTD/s = N-terminalni doména/domény
P = pregnenolon

PAS = pregnanolon sulfat

PNS = periferni nervova soustava

PS = pregnenolon sulfat

TMD/s = transmembranova doména/transmembranové domény



2. Uvod

Glutamatové receptory jsou klasifikovany do dvou skupin - ionotropni a metabotropni
(Partin et al. 1993). Metabotropni skupina je spojena se signalizaci s G-proteiny a
charakteristickd je pro ni velkd transmembranova doména (Bockaert & Pin 1999).
Ionotropni glutamdatové receptory jsou integralni membranové proteiny tvorici iontovy
kanal (Traynelis et al. 2010). Déli se na NMDA, AMPA, kainatové a & receptory a tato prace
pojednava pravé o kainatovych podtypech. Stejné jako ostatni ionotropni glutamatové
receptory se skladaji do tetramer, které mohou obsahovat rizné podjednotky (Partin et
al. 1993). Konecny receptor v tetramernim usporadani ma velikost 400 - 600 kDa (Mayer

2016).

Kainatové receptory se vyskytuji na presynaptické i postsynaptické membrané. Podle
jejich podjednotkového sloZeni a lokalizace na synapsi maji pak rtiznorodou funkci
(Traynelis et al. 2010). Predpokladd se, Ze jejich dysfunkce je spojena s mnoha
neurologickymi poruchami, jako jsou naptiklad poruchy bipolarni ¢i schizofrenie (Pickard

etal. 2006).

Neurosteroidy jsou latky syntetizované v CNS, PNS a castetné i v nékterych gliovych
burikach a perifernich Zlazach z cholesterolu, které znac¢né ovliviiuji neuronalni aktivitu.
Mnoho neurosteroidii plisobi na nas organismus skrze GABARs a NMDARs. Diky tomu se
mohou podilet napt. pfi navozeni spanku ¢i regulaci tzkosti. Jedny zvyznamnych
neurosteroidi CNS jsou pregnenolon (P) pregnenolonsulfat (PS), dehydroepiandrosteron
(DHEA) a dehydroepiandrosteron sulfat (DHEAS), které se nachazeji v celém mozku a to
v mnohem vys$si koncentraci v porovnani s koncentraci danych neurosteroidti v plasmé

(Baulieu & Robel 1990; Baulieu 1998; Mellon & Griffin 2002).

Z mnoha studii vyplyva, Ze neurosteroidy hraji roli v Sirokém spektru neurologickych a
psychiatrickych onemocnénich (napiiklad deprese, epilepsie), a diky tomu by mohly byt
vyuzivany k 1é¢bé pacientii s témito poruchami (Reddy 2010).
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3. Literarni prehled

3.1. Struktura ionotropnich glutamatovych receptori
Rodina ionotropnich glutamatovych receptori ma nékolik cleni. Ty se déli podle

selektivnich agonisti na NMDA receptory a non-NMDA receptory. Zatimco non-NMDA
receptoriim staci pro aktivaci L-glutamat, NMDA receptory vyZaduji kromé L-glutamatu i
glycin/D-serin, aZ na vyjimku o podjednotkovém sloZeni GluN1/GluN3 (Mayer et al. 1984;
Kemp & McKernan 2002; Chatterton et al. 2002; Madry et al. 2008).

Pro tuto rodinu receptori je charakteristické tetramerni usporadani podjednotek.
Zatimco NMDARs se skladaji pouze do heterotetramerti, AMPARs a KARs funguji i
v homotetramernim usporadani (Mayer et al. 1984). U & receptori je zatim prokazana jen

tvorba homotetrameri (Traynelis et al. 2010).

Vsechny cCtyfi podjednotky téchto homo/hetero-tetramerti jsou, jak je znazornéno
v obrazku ¢. 1, sloZené z nékolika domén, které maji riizné funkce (Kuusinen et al. 1995).
Extracelularni ¢ast tvori N-termindIni doména (NTD; v nékterych ¢ldncich oznacovdna jako
doména amino-termindlni - ATD) spole¢né s doménou ligand-vdzajici (LBD) (Sobolevsky et
al. 2009). LBD tvori vazebna mista pro agonisty a antagonisty, a je tak stéZejni strukturou
pro regulaci otevirani/zavirani kanalu. Jakékoliv naruSeni LBD struktury vede k inaktivaci
receptoru a je i soucasti silné desensitizace u AMPA a kainatovych receptorii (Zhu &
Gouaux 2017). Interakce mezi NTD a LBD se ale u jednotlivych podtypt receptori lisi.
Kainatové a AMPA receptory nemaji tak pevné sbaleni jako NMDA receptory, u kterych
potom NTD funguje jako regulator aktivity kanalu (Yuan et al. 2009). Nicméné Karakas a
jeho kolegové se domnivaji, Ze je tato funkce NTD u NMDA receptori zplisobena

hydrofébnim mistem v R2 ¢asti NTD GluN2B podjednotky (Karakas et al. 2009).

Extracelularni ¢ast receptori je propojend s transmembrdnovou doménou (TMD), ktera
zastava funkci vlastniho iontového kanalu. Tato doména je sloZena ze ¢tyt M smycek.

(Karakas & Furukawa, 2014).

Iontovy kanal se pak otvird po navazani agonisty do LBD, které zpisobi zavreni

vazebného mista a zménu konformace TMD (Sobolevsky et al. 2009).
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akéni potenciil evokoval uvelnéni glutamat

l

pre-synapse

u'&

Ma*, Ca®
NMDAR AMPAR KAR

glutamatergni post-synapse

Obrazek . 1: Ionotropni glutamdtové receptory na synapsi
Zluté kulicky zndzortiuji neurotransmiter glutamdt.
Zkratka ECD znali extraceluldrni doménu.

Pfevzato a upraveno z (Zhu & Gouaux 2017)
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3.2. Kainatové receptory a jejich struktura
Kainatové receptory mohou byt sloZené zpodjednotek GluK1 - GluK5, piicemz

podjednotky GluK1 - GluK3 mohou tvorit heterotetramery i homotetramery, zatimco
podjednotky GluK4 a GluK5 tvori funkéni receptory pouze tehdy, pokud dojde ke spole¢né
expresi s GluK1 - GluK3 (Partin et al. 1993). Homotetramerni kombinace receptort
GluK1-3 jsou popsany jako nizkoafinitni kainatové receptory, zatimco GluK4-5 jako
vysokoafinitni kainatové receptory (Fletcher & Lodge 1996). To znamena, Ze vysledny
heteromerni receptor ma vyssi afinitu ke glutamatu. Uvadi se, Ze nejvice rozSifenou

variantou KARs v mozku jsou GluK2/GluK5 receptory (Mayer 2016).

Vzhledem k tomu, Ze se v priibéhu zkoumani glutamatovych receptorti zménilo znaceni
jejich podjednotek, prikladam tabulku €. 1, ve které je uvedené staré i nové znaceni

podjednotek KARs.

Tabulka ¢. 1: Shrnuti starého a nového podjednotkového znaceni

staré znaceni GIuR5 GluR6 GIuR7 KA1 KA2

nové znaceni GluK1 GluK?2 GluK3 GluK4 GluK5

Prevzato a upraveno z (Traynelis et al. 2010)

Ve své praci se zabyvam homotetramernimi typy receptorti, a proto v této kapitole budu
popisovat pirevazné jejich strukturu. Zarovern je tfeba podotknout, Ze ze vSech typi KARs
je nejlépe prozkoumana struktura u téchto typt, kdezto na strukture GluK4 a GluK5 se

v soucasnosti intenzivné pracuje.

Na obrazku €. 2 je znazornéna struktura GluK2 receptoru s vyznacenymi jednotlivymi

doménami.

13




Obrazek ¢. 2: Struktura GluK2 receptoru

(Mgllerud et al. 2017)

3.2.1. N-terminalni doména
Tato doména je tvorena ze dvou dimeri a ddle je pak linkery napojena na LBD, se kterou

spolecné tvori extracelularni ¢ast receptoru. Kazda z téchto domén ma svou dtlezitou
funkci pro receptor. Konkrétné NTD je stéZejni pro sestaveni tetramerni struktury

receptoru (Mgllerud et al. 2017).

V soucasné dobé jsou znamy struktury NTD receptort GluK2, GluK3 a GluK5, pricemz
NTD dimery GluK2 a GluK3 si jsou podobné, zatimco GluK5 NTD dimer je rozdilny (Kumar
& Mayer 2010; Mgllerud et al. 2017). Konkrétné aminokyselinové sekvence NTDs,
receptorti GluK1-3 vykazuji 68 - 75% homologii a receptory GluK4-5 sdili 65 %. Pouze
25 - 27 % aminokyselinové sekvence je sdileno mezi témito dvéma typy KARs. Navzdory
této nizké homologii se doslo k vysledkiim, které ukazuji znacnou pribuznost celkové
struktury NTD mezi GluK3 a GluK5. NTD se dle téchto vysledkl déli na dvé ¢asti, R1 a R2,
jak je vidét na obrazku ¢.3, které jsou propojeny tfemi kratkymi smyckami (Kumar &
Mayer 2010). Je znamo, Ze ony dva dimery, které se nasledné skladaji do tetrameru, jsou u

GluK2 propojeny prostiednictvim zbytk na lateralnim okraji R2 ¢asti (Das et al. 2010).
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Obrazek ¢. 3: Struktura NTD GluK2 receptoru

Pfevzato a upraveno z (Kumar et al. 2009)

Struktura NTD GluK3 a GluK2 je témér identicka s vyjimkou jednoho helixu ve smycce
mezi jednim betavlaknem a helixem, ktery je u GluK3 navic. Zaroven R1 a R2 ¢ast maji u

téchto dvou receptorii podobnou orientaci.

Mezi strukturami NTDs GluK2-3 a GluK5 je podstatné vice rozdild. Jednim znich je
vazebné misto pro ionty u GluK2-3 receptort. Je mozné, Ze toto vazebné misto v dané
smycce stabilizuje jeji konformaci potfebnou pro interakci NTD s extracelularnimi

doménami dalSich membranovych proteinti (Kumar & Mayer 2010).

Vyse citovany c¢lanek se zaobira téz riznymi disulfidickymi vazbami a glykosyla¢nimi
misty u jednotlivych KARs, interakci R1 a R2 ¢asti a jejich rotaci vramci dimert.
Nejzajimaveéjsim zjiSténim byl fakt, Ze stupeni rotace u GluK5 byl vétsi nez u NTDs GluK3-
2 subtyptli. Tato konformacni heterogenita je nejspiS disledkem zmén v kontaktu na
rozhrani R1 dimeru, kde rozdilné aminokyselinové sloZeni a jejich vzajemné interakce
v piipadé GluK5 miiZe zplisobovat volnéjsi sbaleni v rozhrani R1 dimeru. U GluK3-2 je

vice interakci na rozhranich dimerd, a proto jsou tyto spoje pevnéjsi (Kumar et al. 2009).
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3.2.2. Ligand vazajici doména
Tato doména je, stejné jako NTD, tvorena ze dvou dimerd. Nicméné tetramer LBD je vici

tetrameru NTD mirné pootocen, coZ je vidét na obrazku ¢. 1 (Mgllerud et al. 2017).

V soucasné dobé je LBD struktura znama jen u nizkoafinitnich KARs, na struktuie LBD u
vysokoafinitnich KARs se intenzivné pracuje. O LBD nizkoafinitnich KARs se zjistilo, Ze je
jejich struktura velmi podobna, jak lze vidét na obrazku €. 4, a proto vétSinou clanky

popisuji jen jeden, jimi vybrany, podtyp receptoru.

A ' § B
s '*’ﬁj‘f
Na #*J,_ D1
T\ G
PR~ e ¥ B \ : ,.fﬂ__
ﬁ-—-f"f L\I:ﬂ_-_-:“

Obrazek ¢. 4: LBD GluK1 s navazanym glutamdtem (A) + Prekryti LBDs GluK1 - GluK3
s navdzanym glutamdtem (B)

OranZovou barvou je vyznacen S-glutamadt.

(Mgllerud et al. 2017)

Z obrazku ¢. 4 je také patrné, Ze se LBD déli na dvé casti (D1 a D2), mezi kterymi je
vazebné misto pro ligand glutamat, dalsi agonisty a kompetitivni antagonisty. Jelikoz je
struktura LBD GluK1 - GluK3 receptorti tak podobnd, také vazba glutamatu do jeho

vazebného mista je srovnatelna (Mgllerud et al. 2017).

Detailni popis vazby glutamatu a dalSich agonistii i antagonistii do LBDs nizkoafinitnich
KARs je rozebran ve vySe citovaném prehledném clanku. Zaroven jsou vném i blize
rozebrany strukturni odliSnosti LBDs GluK1 - GluK3 receptord, které i pres vysokou

podobnost jejich LBDs Ize najit.
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3.2.3. Transmembranova doména
Tato doména tvori primo iontovy kanal daného receptoru a prispiva ke stabilité

tetramernich iGluRs (Tobi 2016). U kainatovych receptorti urcuje TMD jejich modulaci,
Cili je pravdépodobné, Ze regulace kanalu zaleZi na kontaktech v membrané (Wilding et al.
2014). Nejnovéjsi poznatky o strukture TMD u KARs popisuji, Ze je tato doména sloZena

z dvanacti a-helix a Ctyt smycek (Mgllerud et al. 2017).

TMDs jsou zajimavé predevSim z hlediska své funkce, zatimco jejich struktura je vcelku
jednoducha. Domnivam se, Ze pravé proto jsou TMDs obecné zkoumany spiSe z hlediska
farmakologie, a proto i ja se na tuto doménu zamérim vice aZ v nasledujici kapitole, ktera

pojednava pravé o farmakologii KARs.
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3.3. Farmakologie kainatovych receptori
V této kapitole je popsana farmakologie kainatovych receptord, Cili proces aktivace,

desensitizace a deaktivace u KARs.

3.3.1. Aktivace
Obecné pro iGluRs plati, Ze navazani agonisty zplsobi konformacéni zmény v LBD.

Konkrétné se oblast D2 privie kolem ligandu. Znamena to tedy, Ze po navazani agonisty

dochazi k zavirani LBD (Armstrong & Gouaux 2000).

Rizni agonisté maji rliznou ucinnost, a zaroven zplsobuji riznou miru zavieni LBD.
V nékterych pripadech plati, Ze ¢im silnéji je zaviena LBD, tim vétsi efekt agonista ma.
Napriklad kdyz se do LBD GluK1 navaze glutamat, zptlisobi Uplné zavieni domény, coz
koreluje s tim, Ze je glutamat plnym agonistou. Oproti tomu c¢astecni agonisté kainat a
domoat zplisobuji pfi svém navazani mensi uzavieni LBD GluK1. Tento jev je zplisoben
v pripadé kainatu pritomnosti isopropenylové skupiny a v pripadé domoatu skupiny 5-
karboxy-1-methyl-hexa-1,3-dienylové (Mgllerud et al. 2017). Jinym zplsobem se ale
chova dysiherbain a jeho analoga. Zde neplati, Ze by s pevnéjSim uzavienim LBD
dochazelo k vyssi ticinnosti. Zptisobuji totiz témér uplné zavieni LBD, ale jejich uc¢innost je
rozdilna (Frydenvang et al. 2009; Unno et al. 2011). PIné uzavieni LBD je vidét u vSech
agonistl, které byly krystalizovany v LBD GluK2 a GluK3 s vyjimkou kainatu a v pripadé

GluK2 i domoatu, kteri zpisobili mensi miru zavireni LBD (Mgllerud et al. 2017).

Z predchoziho odstavce je patrné, Ze ma GluK1 nizs$i vazebnou afinitu pro kainat ve
GluK1 a Gluk2-3, ktera pro GluK1 znamena oslabeni kontaktu mezi D1 a D2 (Mgllerud et
al. 2017).

Kromé pritomnosti agonisty potiebuji KARs ke své aktivaci pfitomnost iontti. Konkrétné
bylo zjiSténo, Ze pro aktivaci glutamatem je nutnd pritomnost sodnych a chloridovych
iontd. Tyto ionty jsou dilezité pro stabilizaci dimeru LBD. To znamend, Ze v pripadé
nepritomnosti téchto iontl je dimer destabilizovan, coZz zvySuje rychlost desensitizace
(Plested & Mayer 2007; Plested et al. 2009). Na obrazku ¢. 5 jsou znazornéna vazebna

mista pro anionty a kationty v dimerovém rozhrani LBD GluK1.
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Obrazek ¢. 5: Vazebnad mista pro anionty a kationty v dimerovém rozhrani LBD GluK1
Zelené je zndzornéno vazebné misto pro anionty (Cl)
Fialové je zndzornéno vazebné misto pro kationty (Na*)

Pievzato a upraveno z (Brent Dawe et al. 2013; Mgllerud et al. 2017)

Prostrednictvim dalSich pokust s monovalentnimi kationty se zjistilo, Ze Li*, K*, Rb* a Cs*
ionty se také mohou vazat na kainatové receptory, nicméné s nizsi afinitou a dcinnosti

oproti Na* iontim (Plested et al. 2009).

Dalsi studie popisuje, Ze ackoliv jsou si vazebnd mista pro anionty a kationty funkcné i
fyzikdlné podobnd, tak pouze kationty, nikoliv anionty, vyznamné ovliviiuji reakci
agonisti na KARs. Konkrétné je stéZejni vazba daného kationtu na methionin 770.
Predpoklada se tedy, Ze Kklicovym faktorem pro uUcinnost agonisty je stabilizace
konformace vhodné pro vazbu agonisty, coZ je regulovano jak agonistou samotnym tak

externimi kationty (MacLean et al. 2011).

3.3.2. Desensitizace
Po navazani agonisty a nasledné aktivaci kanalu dochazi k takzvané desensitizaci, coz

znamena, Ze i pres navazaného agonistu prechazi receptor do uzaviené konformace

iontového kanalu (Meyerson et al. 2014).

Nejvice se ucastni desensitizace LBD a TMD. LBD velmi dynamicky méni svou konformaci,

coz prostrednictvim linkerd mezi jednotlivymi doménami zptisobi zmény i v NTD a TMD.
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Jak je patrné z obrazku €. 6, NTD prochazi jen malou zménou v podobé rotace. Tato
doména tedy zlstadva v dimernim usporddani. Jind situace je u LBD, kde dochazi
k rozvazani dimerniho usporadani na ctyri protomery. Hovori se zde o tvorbé takzvané
prstencové struktury, jejiz naruSeni pak pravdépodobné vede k navraceni receptoru do
klidového stavu. Je tedy mozné, Ze po odvazani agonisty a nasledném otevieni LBD dojde
k naruSeni této prstencové struktury. Zavérem je pak preskupeni zpét do klidového stavu

receptoru s intaktnimi LBD dimery (Schauder et al. 2013; Meyerson et al. 2016).

klidovy stav desensitizovany stav

Obrdzek ¢. 6: NTD a LBD GluK2 receptoru v klidovém a desensitizovaném stavu

Na obrdzku jsou zndzornény strukturdIni zmeény probihajici v priibéhu desensitizace u NTD
a LBD. Zobrdzku je patrné, Ze LBD prochdzi znacnou zménou, kdy dochdzi k separaci

dimerti na protomery.

Prevzato a upraveno z (Schauder et al. 2013)

TMD reaguje na konformacni zmény LBD zavienim iontového kanalu, které nastava poté,
co transmembranové linkery zaujmou plandrni uspoifadani. Tato pozice
transmembranovych linkerti béhem desensitizace se liSi od jejich usporadani pii
zavieném stavu, kdy zaujimaji polohu zkrouceného hranolu. Samotné zavieni TMD
probiha tak, Ze se M3 helix propoji kiiZzem s pre-M1 helixem, a vytvori tak Sroubovici,

kterou obali iontovy kanal zvenku (Sobolevsky et al. 2009; Meyerson et al. 2014).
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3.3.3. Deaktivace
Obecné plati, Ze deaktivace nastava po odvazani agonisty. JelikozZ KARs ale vyzaduji ke své

aktivaci i kationty, zkoumalo se, konkrétné na GluK2 receptorech, zda je odvazovani
agonisty a kationtd néjak propojeno. Z pokusi vzesSlo, Ze deaktivace nastane, kdyz se
odvaze agonista, zatimco kationt je stale navazany, kdeZto desensitizace nastane, kdyz je
ligand navazany, ale kationt ne. Teoreticky by tedy desensitizace neméla nastat, pokud je
kationt jeSté navazan. Vypada to tedy, jakoby pritomnost navazaného Kkationtu byla
stéZejni pro udrZeni receptoru s navadzanym agonistou v aktivovaném stavu. Tato zavislost
na vazbé kationtli je pro KARs unikatni, a proto by se nabizela moZnost potencidlniho
vyuziti k ovlivnéni odpovédi nativnich KARs v centralnich synapsich (Brent Dawe et al.

2013).

3.3.4. Shrnuti
Obecné lze tici, Ze jsou si strukturalni zmény béhem aktivace-desensitizace-deaktivace u

iGluRs podobné. Usuzuje se tak na zakladé podobnosti mezi jednotlivymi iGluRs. Rovnéz
je ziejmé, Ze béhem aktivace a desensitizace hraji hlavni tlohu LBDs spole¢né s TMDs.

Pomoci obrazku €. 7 1ze popsat cely mechanismus (Meyerson et al. 2014).

Obrazek ¢ 7: Zndzornéni konformacnich zmén béhem otevirdni a desensitizace

ionotropnich glutamdtovych receptorti

Do receptoru v klidovém stavu se navdze glutamat, ktery zptisobi uzavreni a otoceni LBD. To
zdroveri znamend i zmény v NTD a TMD, nebot jsou tyto domény propojeny linkery.
Konkrétné linkery TMD se od sebe odddli, a dojde tak k otevireni kandlu. Béhem desensitizace
se iontovy kandl uzavre, nicméné v LBD je stdle jesté navdzany glutamdt (Sobolevsky et al.

2009; Meyerson et al. 2014).
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Prerusovand ¢dra nad otevirenym stavem znaci zkrdceni receptoru diky rotaci, pomoci které

dochdzi k otevieni kandlu.
Zelené kulicky znaci glutamat.

Prevzato a upraveno z (Meyerson et al. 2014)

3.3.5. Antagonisté
Antagonisté mohou byt kompetitivni nebo nekompetitivni vic¢i agonistovi. V obou

pripadech se jednda o latky, které zabranuji otevieni kandalu. Predpoklada se, Ze se
kompetitivni antagonisté vazou do LBD pifimo do vazebného mista agonisty ¢i do jeho
tésné blizkosti, a tim stabilizuji tuto doménu v otevirené konformaci a blokuji navazani
agonisty, a tim i aktivaci receptoru. Nekompetitivni antagonisté se vazou bliZe ¢i pifimo do
TMD, ¢ili mimo vazebné misto pro agonistu, a proto neni mozné je vytlacit nadbytkem
agonisty jako v pripadé kompetitivniho antagonisty. Mechanismus u¢inku mohou mit

rizny (Sobolevsky et al. 2009; Traynelis et al. 2010).

Objevovanim nekompetitivnich antagonistli se zabyvala skupina Kaczor a spol., ktera
mimo jiné identifikovala i derivaty indolu a karbazolu jako nekompetitivni antagonisty
GluK2 receptort. Zjistili také, Ze zatimco aktivita indolovych derivati je v mikromolarnim
rozsahu, derivaty karbazolu aktivitu postradaji. Zaroven také odhalili vazebné misto pro
derivaty indolu, které se nachazi v oblasti mezi LBD a TMD na jedné podjednotce (Kaczor
et al. 2015). Nekompetitivnimi antagonisty GluK1 a GIluK3 receptori se zabyvala
napriklad skupina Skold a spol. (Skold et al. 2014).

Mezi kompetitivni antagonisty AMPARs ale i KARs patri napriklad CNQX spadajici do
skupiny quinoxalinediony. CNQX zde zminuji predevSim proto, Ze jsme ho pouzivali pri
transfekci (viz metody). Obecny souhrn dalSich antagonistli a dale i agonistli i raznych
modulatort je rozebran v prehlednych ¢lancich (Traynelis et al. 2010) a (Mgllerud et al.

2017).

3.3.6. Modulatory
Modulatort KARs je mnoho, a proto v této praci popisuji jen nékolik vybranych zastupci.

Velkou skupinou modulatorti KARs jsou ionty, konkrétné ionty vapniku, baria, hot¢iku a
zinku. Ty mohou potencovat ¢i inhibovat proudové odpovédi nativnich i rekombinantnich

receptorli. Naptiklad zinek miiZze mit efekt jak inhibi¢ni, tak potenciacni, ¢ili muze
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fungovat jako pozitivni i jako negativni alostericky modulator. Zavisi pri tom na
podjednotkovém slozeni daného receptoru, ale i na koncentraci zine¢natych kationtii a
pH. Zaroven také plati, Ze pokud KAR zahrnuje podjednotku GluK4 ¢i GluKS5, pak je tento
receptor citlivéjsi k zinku, a také k dalsim endogennim moduldtortim (Hoo et al. 1994;

Fukushima et al. 2003; Mott et al. 2008; Veran et al. 2012).

Zajimavym modulatorem jsou také extracelularni protony, které inhibuji KARs s vyjimkou
receptorli, které obsahuji GluK4 podjednotku. U nich funguji protony naopak jako

pozitivni alosterické modulatory. (Mott et al. 2003).

DalS$imi moZnymi modulatory jsou lektiny. Konkrétné bych rada zminila concanavalin A
(ConA), ktery jsem pouzivala pro své experimenty (viz metody). ConA funguje jako
ireversibilni blokator silné desensitizace a zaroven jako latka zvySujici afinitu agonisty u
nékterych KARs. Diky tomu nevratné potencuje agonistou evokované proudy.
Predpoklada se, Ze se ConA vaze do N-glykosylované ¢asti NTD (Partin et al. 1993; Everts
et al. 1997; Everts et al. 1999).

Mezi modulatory KARs se radi i neurosteroidy, kterym je vénovana nasledujici kapitola.
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3.4. Neurosteroidy PS, PAS, DHEA a DHEAS
JelikoZ se tato diplomova prace zabyva kainatovymi receptory, které spadaji do rodiny

glutamatovych receptori, zaméiim se zde predevsim na Ucinek téchto neurosteroidi na

rodinu glutamatovych receptort.

3.4.1. Pregnenolon sulfat (PS) a pregnanolon sulfat (PAS)
Strukturalné si jsou tyto dva neurosteroidy velmi podobné. Jsou hydrofobni s polarné

nabitou skupinou. PAS ma oproti PS planarni usporadani a o jednu dvojnou vazbu méné,

jak je vidét na obrazku ¢. 8 (Smith et al. 2014).
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Obrdzek ¢. 8: Chemické struktury neurosteroidii PS a PAS

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Pregnenolon sulfat ovliviiuje mnoho riznych receptori a je jednim znejCastéji se
vyskytujicich neurosteroidi v CNS. Jako o endogennim neurosteroidu se o ném mluvi od
roku 1983 (Corpéchot et al. 1983). V lidskych i hlodav¢ich mozcich je PS pritomny ve
fyziologické koncentraci, avsak jeho koncentrace neni v celém mozku stejnd (Smith et al.
2014). Napriklad hipokampus lidského mozku obsahuje kolem 5 nmol/kg PS, zatimco
frontalni kortex kolem 6 nmol/kg a hypotalamus kolem 45 nmol/kg. Koncentraci PS
v dalSich ¢astech mozku zdravych jedinci ale i pacientl s Alzheimerovou demenci se vice

zaobira ¢lanek od Sébastiena Weill-Engerera a jeho kolegii (Weill-Engerer et al. 2002).

PS velkou mérou moduluje glutamatergicky excitacni synapticky prenos, ktery je

zakladem uceni a paméti. Ovliviiuje predevsim NMDARs a to dvéma cestami. PS miiZe
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interagovat s NMDARs primo jako alostericky moduldtor a to uz v koncentracich pM a nM.
V takovém pripadé se jedna o rychly efekt. Vzhledem k tomu, Ze koncentrace PS v mozku
jsou nM ¢i vyssi, mlize mit PS znacnou fyziologickou roli pravé jako neuromodulator
neurotransmiterti (Smith et al. 2014). Druhou moZnosti ovliviiovani NMDARs pregnenolon
sulfatem je prostrednictvim presunu a zabudovdvdni (trafficking) funkcnich receptorii na
bunécny povrch, kdy PS tento proces stimuluje. I k tomuto ucinku staci nizka koncentrace
PS (nM). Jedna se ale o delsi proces, a tak mize také vznikat opozdéna odpovéd’' NMDARSs,
ktera je typicka pro tento typ receptoru obsahujiciho podjednotky GluN2A nebo GIuN2B
(Kostakis et al. 2013). Vzhledem k tomuto faktu, Ze PS prispiva k zabudovavani NMDARs
do membrany, vznikl predpoklad, Ze by tento neurosteroid mohl zlepsovat pamét, nebot’
NMDARSs souvisi s dlouhodobou potenciaci (LTP). Z hipokampalnich tezi jiz bylo zjisténo,
Zze PS (300 nM) zvySuje LTP, a zaroven zlepSuje prostorovou pamét u potkanl pri
behavioralnich testech (Flood et al. 1995; Sliwinski et al. 2004). PS vSak zvySuje LTP jen
v nékterych castech mozku, vjinych ji naopak inhibuje. Zaroven se také zjistilo, Zze PS

potencuje i kratkodobou potenciaci (Smith et al. 2014).

Funkce PS jako alosterického modulatoru je rovnéz velmi zkoumana, a proto je o ni jiz
znamo hned nékolik parametri. Zjistilo se, Ze modulace NMDARs je podjednotkové
specifickd. Zatimco na NMDARs obsahujici GIuN2A ¢i GluN2B podjednotky pilisobi PS
potenciacné, na NMDARs obsahujici GluN2C a GluN2D podjednotky ptisobi PS inhibi¢né
(Yaghoubi et al. 1998; Malayev et al. 2002). Zaroven ale také miize modulace PS zaviset na
pH a to konkrétné v piipadech NMDARs s podjednotkami GluN2A a GluN2D (Kostakis et al.
2011). Také se zjistilo, Ze je modulace NMDARs PS ovlivnéna fosforylaci receptoru
(Petrovic et al. 2009). V soucasné dobé se také zkouma plisobeni intra- i extra-celularniho
prostiedi bunky. Napriklad Divyan A. Chopra se svymi kolegy délali elektrofyziologické
pokusy na NMDARs s GluN2A podjednotkami a zjistili, Ze intracelularni prostiedi a vyskyt
vapenatych kationti v extracelularnim prostredi ovliviiuje to, zda PS bude ptsobit jako
potenciacni nebo inhibi¢ni neuromodulator na tomto typu receptoru. Nicméné pouZzivali
ke svému vyzkumu vice typu elektrofyziologickych metod a jen u nékterych dosli k témto
vysledklim. Zaroven poukazuji na fakt, Ze také zalezi na zplisob aplikace, tedy zda je PS
pre- ¢i ko-aplikovany s agonistou. Ve své praci pripominaji, Ze efekt PS na NMDARs
nastava prostiednictvim fosforylace, a tak miize mit vnitini prostredi vliv na modulaci
timto neurosteroidem a dale, Ze se vazebné misto pro PS nachazi na smyCce mezi TM3 a
TM4 v TMD (Horak et al. 2006). K témto faktim ptidava Divyan A. Chopra se svymi kolegy

mySlenku, Ze by mohla byt pozitivni modulace zprostredkovavana skrze GluN2
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podjednotku a ta inhibi¢ni skrze podjednotku GluN1. Dilezitym poznatkem také je, ze PS
ovlivituje NMDARs predevsim modulaci priimérného ¢asu otevieni. Cili PS ve funkci
pozitivniho modulatoru prodluzuje primérnou dobu otevieni kandlu a jako negativni

modulator ji sniZuje (Chopra et al. 2015)

V soucasné dobé je PS vniman jako slibny kandidat na zlepSeni kognitivnich funkci, coz je
velmi Zadouci vzhledem k mnoha neurodegenerativnim onemocnénim, které mnohdy
souvisi pravé se zhorsujici se schopnosti ucit se. Zajimava je téZ myslenka, Ze by pravé
zména ve steroidogenezi mohla byt jednou z pricin ztraty paméti, ktera doprovazi mnoho
neurodegenerativnich onemocnéni a starnuti obecné. Konkrétné se nyni uvazuje o PS jako
o potencidlnim terapeutickém pripravku proti Alzheimerové chorobé a ke sniZeni

ptiznaki podobnych depresi (Smith et al. 2014).

Pregnanolon sulfat, byt se strukturné jen nepatrné lisi od PS, ma na NMDARs tcinek
inhibi¢ni. Konkrétné ptlisobi jako nekompetitivni antagonista. Jeho ucinek je vsSak
podminén pritomnosti agonisty (NMDA ¢i glutamat), ¢ili vaZe/odvazuje se jen tehdy, je-li
receptor v aktivovaném stavu. Inhibi¢cné na NMDARs plisobi sniZzenim pravdépodobnosti
otevireni tohoto iontového kanalu a doby, po kterou je receptor v oteviené konformaci
(Park-Chung et al. 1994; Park-Chung et al. 1997; Weaver et al. 2000; Petrovic 2005).
Rovnéz se zjistilo, Ze inhibice prostiednictvim PAS neni zavisld na napéti, a proto se
predpoklada, Ze se jeho vazebné misto nachazi mimo iontovy kanal (Park-Chung et al.
1994; Abdrachmanova et al. 2001). DalSim vyzkumem se zjistilo, Ze PAS snizZuje
pravdépodobnost otevieni prodlouZenim doby, po kterou receptor zaujima zavienou
konformaci, Cili zvySuje stabilitu zavireného stavu daného receptoru, a tim zptlisobuje, Ze se
receptory akumuluji ve stavu desensitizovaném. Konecnym efektem tedy je, Ze se
receptory dostavaji do konformace desensitizovaného stavu a to vétSinou na ukor

otevirenych stavi receptti, ¢imz dochazi k inhibi¢nimu efektu (Kussius et al. 2009).

AMPARs a KARs nejsou z hlediska neurosteroidli tak dobte prozkoumané jako NMDARSs,
nicméné nékteré studie popisuji ucinek PS a PAS na nékteré z podtypti AMPARs a KARs.
Zjistilo se, Ze oba tyto neurosteroidy plsobi na GluAl, GluA3 AMPARs a GluK2 KARs
inhibi¢né. Tato inhibice je nekompetitivni a na napéti nezavisla (Yaghoubi et al. 1998;

Shirakawa et al. 2005; Sedlacek et al. 2008).
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3.4.2. Dehydroepiandrosteron (DHEA) a dehydroepiandrosteron sulfat (DHEAS)
Tyto dva neurosteroidy jsou si svou strukturou velmi blizké, nebot se liSi pouze

pritomnosti sulfatové skupiny v pripadé DHEAS. Jejich struktury znazoriuje obrazek ¢. 9.
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Obradzek ¢. 9: Chemické struktury neurosteroidii DHEA a DHEAS
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Oba tyto neurosteroidy se nachazeji v rliznych ¢astech mozku a moduluji funkci nékolika
receptorli. Koncentrace v riznych ¢astech mozku se ale lis§i. Naptiklad DHEA je hojné
zastoupen v hypotalamu (kolem 90 nmol/kg) a méné v mozecku (kolem 30 nmol/kg).
DHEAS je zastoupen v hypotalamu naopak méné (kolem 25 nmol/kg) a vice v mozecku
(kolem 65 nmol/kg). Koncentraci DHEA a DHEAS v dalSich ¢astech mozku zdravych
jedincd ale i pacientli s Alzheimerovou demenci se vice zabyva ¢lanek Sébastiena Weill-

Engerera a jeho kolegti (Weill-Engerer et al. 2002).

DHEA i DHEAS maji funkci pozitivniho alosterického modulatoru NMDARs a to uZ pfi
koncentracich vrozmezi 1 pM - 1nM (Compagnone & Mellon 1998). Oproti tomu ve
vysokych koncentracich (stovky aZz tisice uM) DHEA i DHEAS inhibuji proudy vyvolané
agonistou u NMDARs, AMPARs i KARs (Yaghoubi et al. 1998). Tyto neurosteroidy by tedy
mohly byt slibnymi preparaty pro ochranu proti NMDA indukované excitotoxicité.
(Kimonides et al. 1998). DalSimi vyzkumy se zjistilo, Ze je DHEAS pozitivhim modulatorem
synaptické transmise vsavéich mozcich a Ze indukuje kratkodobou potenciaci

prostiednictvim aktivace mGluRs v potkanim hipokampu (Xu et al. 2012)
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DHEA a DHEAS jsou u lidi nejvice rozsifenymi neurosteroidy v téle béhem vyvoje a po
adrenarche a jejich hladina pak klesa se starim a také s nékterymi nemocemi ¢i stresem
(Orentreich et al. 1992). Ukazalo se, Zze u akutnich modeli misni a cerebralni ischemie
DHEA redukuje neuronalni i gliové poskozeni a to nejspiS skrze GABA(A) receptory
(Lapchak et al. 2000). Také se prokazalo, Ze po podani ¢i ptidani DHEA v priibéhu
ischemického poskozeni, dochazi k redukci poSkozeni hipokampalni CA1 oblasti (Li et al.

2001).
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1)

2)

3)

4)

Cile diplomové prace

Prohloubit znalosti o kinetice a farmakologii homomernich KARs a na zakladé toho

vhodné sestavit parametry pokusu.

Zjistit, jaky ucinek maji vybrané neurosteroidy (PS, PAS, DHEA, DHEAS) na homomerni
typy KARs (GluK1, GluK2, GluK3) exprimované v HEK293T bunkach a nasledné je mezi

sebou porovnat.

Prostudovat zavislost inhibice na koncentraci PS u GluK2 receptoru pomoci metody
tercikového zamku a zdroven pomoci metody mikrospektrofluorimetrického
zobrazovani Kkoncentrace volnych vapenatych iontd (calcium imaging). Nasledné

porovnat ziskané vysledky.

Popsat zavislost inhibice na koncentraci glutamatu u GluK2 receptoru metodou

ter¢ikového zamku. Nasledné vysledky porovnat
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5. Materialy a metody

5.1. Elektrofyziologicka méreni

5.1.1. Metoda terc¢ikového zamku

Pro snimani proudovych odpovédi bunék HEK293T jsme v této praci pouzili metodu
tercikového zamku (patch clamp). Tuto techniku vyvinuli Erwin Neher a Bert Sakmann a
v roce 1991 byli ocenéni Nobelovou cenou za objevy souvisejici s touto metodou. Jedna se
o elektrofyziologickou techniku, diky které lze studovat membranové iontové kanaly
prostfednictvim zaznamenavani proudovych zmén zcelého povrchu bunky C¢i

z jednotlivych kanalti (Neher & Sakmann 1976; Hamill et al. 1981).

Princip spociva v prisati sklenéné mikroelektrody (ME) o vhodném priméru k povrchu
buniky. Tim se vytvori pevné spojeni mezi sklem ME a fosfolipidovou membranou, coZ
vyvold znacny elektricky odpor (G(1) mezi vnittkem ME a vnéjSim roztokem, to se
oznacCuje jako ,vytvoreni gigasealu“. Nasledné Ize mérit membranovy proud pri
konstantnim membranovém potencidlu. V pripadé této prace Slo o méreni sumarniho
membranového proudu z celé buniky vyvolaného aplikaci roztoku obsahujiciho agonistu
glutamat. Méreny proud miiZzeme obecné snimat z rznych konfiguraci ME s membranou,
jak je zndzornéno na obrazku €. 10. Pro nasSe experimenty jsme pouzivali konfiguraci

snimani z celé bunky.
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Obrazek ¢. 10: Konfigurace ME s membranou

A: Znazortiuje konfiguraci prisdti elektrody k burice (cell-attached configuration), kterd
vznikd po priblizeni ME k burice a ndslednou aplikaci mirného podtlaku. Tim se vtdhne cdst
membrdny do usti pipety a dojde krapidnimu zvyseni odporu (gigaseal; GQ). Timto
zptisobem Ize mérit aktivitu jednotlivych kandlil v terciku pri potencidlu, ktery je rozdilem

membrdnového potencidlu buriky a vioZeného potencidlu.

B: Zndzortuje konfiguraci snimdni z celé buriky (whole-cell configuration), kterd vznikd,
paklize po vytvoreni gigasealu aplikujeme dalsi podtlak. Ten zptisobi protrZzeni membrdny

terciku a vnitrek ME se tak vodivé propoji s vnitirkem buriky. Timto zpiisobem se meri

souhrnny proud vznikly ¢innosti vsech kandlii v membrdné buriky.

C: Zndzornuje konfiguraci snimdni z terciku typu outside-out, kterd vznikd, pokud po
protrZeni membrdny zacneme jemné odtahovat ME od buriky. S tou se zdroven vytahuje i

membrdna dané buriky, do doby, kdy se tzv. krcéek pretrhne a membrdna se poté zase spoji.
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D: Zndzorriuje konfiguraci snimdni z terciku typu inside-out, ke které dochdzi, pokud je
po vytvoreni gigasealu dany tercik odtrhnut. Vznikne tim méchyrek, ktery ale vétsinou sdm
rychle praskne a v takovém pripadé je pak intraceluldrni strana membrdny natocCena do

vnéjsiho roztoku.

Prevzato a upraveno z (Hamill et al. 1981)

5.1.2. Aparatura pro elektrofyziologicka méieni
Aparatura, na které jsme provadéli méreni, je sloZena ze zesilovace Axopatch 200A (Axon

Instruments, Inc., Foster City, CA, USA), ktery je napojen na prevodnik Digidata 1440A
(Axon Instruments). Ten umoZiiuje propojeni s osobnim pocitacem s nainstalovanym
programem pClamp 10 (Axon Instruments), pomoci kterého jsme experimenty ridili a
digitalizovana data nasledné ukladali. Aparaturu dale tvofi aplika¢ni systém s paralelnimi
trubickami rizeny mikroprocesorem (Dittert et al. 2006). Tato aplikace je fizena
prostiednictvim elektricky ovladanych ventili, které ovladaji pratok roztoku ze
zasobniku do svazku dvandacti kifemennych trubi¢ek (Polymicro Technologies, USA) o
prameéru 400 pum. U téchto trubicek se da pomoci krokového motoru nastavit poloha tak,

aby usti poZadované trubicky smétrovalo na mérenou buriku (Dittert et al. 1998)

Nedilnou soucasti aparatury je téZ antivibracni stil (TMC), kompresor, Faradayova Kklec,
mikroskop (CKX 41 Olympus, Japonsko) a mikromanipulator MP-225 (Sutter Instrument
Company).

5.1.3. Postup méreni
Nejprve jsme si pripravili aplika¢ni roztoky podle toho, jaky druh experimentu jsme

vdany den chtéli mérit. To zahrnovalo i pripravu daného neurosteroidu. Priprava
spoCivala v navaZeni neurosteroidu ve formé prasku a jeho nasledném rozpusténi
v DMSO, které jsme usnadiiovali vortexem (Heidolph reax top, Némecko) a sonikaci, coZ je

Stépeni pomoci ultrazvuku (BANDELIN Sonorex Digitec, Berlin, Némecko).

Do zkumavek jsme si pak rozpipetovali aplika¢ni roztok a dle pottfeby i agonistu a
rozpustény neurosteroid. Do kazdého roztoku, kam jsme nepiidavali neurosteroid, jsme
pridali stejnou davku DMSO, ve kterém jsme neurosteroidy rozpoustéli, abychom sniZili
chybu méreni. Tyto roztoky jsme pak vcetné extraceluldrniho roztoku (ECS) umistili do
injek¢nich stiikacek, které jsou ovladany pomoci aplikacniho systému. ECS byl pak béhem
pokusu pouzit ktomu, aby se kpovrchu bunky dostavaly studované latky jen ve
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stanovenych ¢asech. Zaroven jsme si nechali rozpustit ConA v ECS bez glukdzy, do kterého

jsme davali inkubovat buriky vZdy na 10 minut pred samotnym méfrenim.

Po inkubaci v ConA jsme buriky na krycim sklicku vlozili do plastové misticky, kterou jsme
naplnili ECS a nasledné vlozili do invertovaného optického mikroskopu (Olympus CKX 41,
Japonsko). Na zavér jsme do misticky pridali odsavaci trubicku, abychom mohli udrZovat
konstantni hladinu roztoku v misce a argentchloridovou elektrodu, ktera zde slouZila jako

elektroda referencni.

Dale bylo vZdy potreba si pripravit ME (tlustosténné z borosilikatového skla). Vytahli
jsme je na horizontdlnim tahaci P-1000 (Sutter Instrument Company) nastavenym
programem tak, aby se jejich odpor pohyboval mezi 3 - 6 MQ. Tyto ME je vhodné jesté
otavit, aby se ME zbavila pripadnych necistot, upravil se jeji odpor na pozZadovanou
hodnotu a zaoblily se ostré hrany. Takto pripravené ME jsme naplnili intraceluldrnim
roztokem (ICS) a vloZili dovnitt argentchloridovou elektrodu, kterd byla tvorena
stfibrnym dratkem pokrytym chloridem stiibrnym. Tato elektroda pak vodivé spojovala
vnitrek ME se vstupem hybridniho vstupniho zesilovace. Béhem pokusu jsme
s pripravenou ME manipulovali pomoci manipulatoru MP-225 (Sutter Instrument

Company).

Samotné méreni poté probihalo na vybranych bunkach z daného sklicka. Videalnim
pripadé jsme vybirali buniky, které exprimovaly GFP a nebyly obklopeny dalSimi bunikami.
Nasledné jsme se kdané bumnce pribliZili sklenénou ME naplnénou intracelularnim
roztokem a provadéli snimani z celé buriky tak, jak je popsano a znazornéno obrazkem
v pfedchozi kapitole. Buiiky jsme mérili pod napétim o hodnoté -60 mV za pokojové
teploty, sériovy odpor mikroelektrody jsme kompenzovali ze 70 - 90 %. Signal jsme

filtrovali analogovym filtrem na 2 kHz a vzorkovani jsme méli nastavené na 5 kHz.

5.1.4. Zpracovani naméienych dat
Béhem méreni se digitalizovanad data ukladala na disk v podobé casového zaznamu

membranového proudu. Z takového zaznamu pak bylo moZné v programu Clampfit 10.2
odecist klidovy membranovy proud i proud tekouci membranou béhem aplikace danych
roztokd. Pfi vyhodnocovani jsme se zamérili predevSsim na porovnavani proudové
odpovédi v ustaleném stavu na roztok s agonistou vzhledem proudové odpovédi na
roztok s agonistou + danym neurosteroidem. Tyto analyzy jsme délali s pomoci programu

Clampfit 10.2, ktery je soucasti baliku programii pro snimani a vyhodnocovani
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elektrofyziologickych dat pClamp (Molecular Devices, USA). KdalSimu zpracovani
vysledkli jsme dale pouzivali programy Microsoft Excel (Microsoft, USA), SigmaPlot
(Systat Software, USA), SigmaStat (Systat Software, USA), Power Point (Microsoft, USA) a

Malovani.

5.2. Mikrospektrofluorimetricka metoda méreni koncentrace volnych
vapenatych kationti v cytoplasmé (calcium imaging)

5.2.1. Mikrospektrofluorimetricka metoda

Pri vypracovavani této prace jsme pouZili metodu méreni zmén koncentrace volnych
vapenatych kationtli v cytoplasmé jako miru aktivace receptorti. Jedna se o metodu, ktera
pomoci fluorescen¢niho mikroskopu zobrazuje zmény intracelularni koncentrace
vapenatych kationtG v bunikdch obarvenych na kalciové ionty citlivou fluorescencni
sondou. Pri méreni touto metodou jsme pouZili fluorescencni barvivo fura-2 AM, které ve
své nenabité formé acetoxymetylesteru prochdzi membranou do bunék. Tam je
hydrolyzovan na svou aktivni formu pomoci endogennich esteraz. Aktivni forma tohoto
barviva ma vazebné misto pro vapenaté kationty. Po navazani Ca?*do tohoto vazebného
mista dochazi k posunu excitatniho spektra sondy smérem Kk niZ$im vinovym délkam
(340 nm pro obsazenou sondu proti 380 nm pro volnou sondu). Vysledkem je, Ze
intenzita fluorescence vyvolana excitaci vinovou délkou 380 nm (F3s0) klesa se zvySujici
se koncentraci Ca2+ a pri excitaci zarenim o vinové délce 340 nm intenzita fluorescence
(F340) sondy stoupa. Zmény poméru téchto dvou intenzit fluorescence pak koresponduji

se zménami koncentrace vapenatych kationtd.

5.2.2. Aparatura pro mikrospektrofluorimetrickou metodu
Zmény intenzity fluorescentniho zareni jsme mérili na aparatufe postavené na

invertovaném fluorescencnim mikroskopu Olympus [X81 (Olympus, Center Valley,
Japonsko), ktery je vybaveny chlazenou CCD kamerou Orca - ER (Hamamatsu Photonics K.
K., Shizuoka, Japonsko). Pro pozorovani bunék jsme pouzivali objektiv UIS2 UPLSAPO
(Olympus, Japonsko) se zvétSenim 20x. Jako zdroj zareni jsme pouZivali pocitacem rizeny
polychromator Polychrome V (TILL Photonic, Mnichov, Némecko). Bunky pak byly
stiidavé excitovany zarenim o vinovych délkach 340 a 380 nm pomoci sady filtrti pro
barvivo fura-2 (excita¢ni filtr SP410, dichroické zrcadlo DCLP410, emisni filtr LP440;
Olympus, Japonsko) a CCD kamerou jsme detekovali fluorescen¢ni zareni s vinovou délkou
nad 440 nm. Pri excitacni vinové délce 340 nm byl signal sniman po dobu 300 ms a pfi
excitacni vlnové délce 380 nm byl snimdn 100 ms, aby byly kompenzovany rozdilné

optické vlastnosti objektivu pri rliznych vinovych délkach. Ziskané dvojice obrazi byly
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ukladany na disk pocitace pro dalsi zpracovani. Od namérenych intenzit fluorescence pri
obou vlnovych délkach jsme odecetli hodnoty intenzity pozadi, které jsme si urcili pro
kazdy zaznam podle intenzity z oblasti zorného pole bez bunék po excitaci 340 i po
excitaci 380 nm. Pomér téchto intenzit jsme po ukonceni méreni vyhodnocovali

programem CellR (Olympus, Japonsko).

Aparatura je vybavena aplikacnim systémem, ktery se ale 1isi od aplika¢niho systému na
aparatui'e pro metodu tercikového zamku. Zde je sestaven z deseti trubicek, které vedou
do jednoho spolecného vyusténi (,manifold“), které tvori kiemenna trubicka o priméru
400 um. Koncovka aplika¢niho systému je umisténa na mikromanipulatoru, ktery slouzi
k presnému nastaveni polohy tak, aby proud roztoku spolehlivé omyval buniky v zorném
poli mikroskopu. VSechny trubicky jsou propojené teflonovymi hadickami se zasobniky,
do kterych jsme vZdy pripravili roztoky, se kterymi jsme chtéli méfit. Samotnou aplikaci
roztokli jsme pak ovladali pomoci mikroprocesoru, ktery ridi otevirani ventild
regulujicich pritok roztoki na mérené bunky. Nastup koncentrace aplikované latky je
pomalejsi neZ u trubi¢ek na aparatuie pro metodu tercikového zamku, kde je jiny typ
aplika¢niho systému.

5.2.3. Postup méreni

Nejprve jsme si museli obarvit transfekované burky fluorescen¢ni sondou fura-2-AM
(Molecular Probes, Eugene, USA), ktera je citliva na vapenaté kationty. Barvici roztok (1
ml) obsahoval 1 uM sondu (pridano ze zasobniho 1 mM roztoku v DMSO, uchovavaného
pti-20 °C). V takto pripraveném roztoku jsme bunky nechali inkubovat hodinu ve tmé pfti
pokojové teploté. Poté jsme premistili sklicko s buntkkami do ECS roztoku, aby se odmylo
fluorescencni barvivo, které nevstoupilo do bunék. Nasledovala desetiminutova inkubace
stripku z takto pripraveného sklicka v ConA rozpusténém v bezglukézovém ECS. Potom
jsme mohli pristoupit k samotnému meéreni, v priibéhu kterého jsme meérili zmény
intenzity fluorescen¢niho zareni za soucasné aplikace nami ptipravenych roztoki. Oproti
metodé tercikového zamku jsme zde pouZzivali jiny aplikac¢ni systém, ktery je pomalejsi.
Dlivodem k pouziti statického aplika¢niho systému se spole¢nym vyusténim byly optické
artefakty zplsobené pohybem trubicek a odrazy od hladiny roztoku, které také
zplisobovaly pohybujici se trubicky. Hladinu roztoku v misce s buiikami jsme udrzovali
konstantni pomoci odsavaciho zarizeni stejné tak jako v pripadé méreni metodou

tercikového zamku.
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5.2.4. Zpracovani namérenych dat
Namérena data jsme pak analyzovali v programech CellR (Olympus), Microsoft Excel

(Microsoft, USA) a Clampfit 10.2 (Molecular Devices, USA).

5.3. Statistické zpracovani vysledkii
Vysledky jsme zpracovavali prostrednictvim programii Microsoft Excel (Microsoft, USA),

SigmaPlot (Systat Software, USA) a SigmaStat (Systat Software, USA). Konkrétné jsme
pouzivali aritmeticky primér a smeérodatnou odchylku, pticemz nejnizsi pocet
nameérenych bunék bylo n = 3. Pouze v pripadé koncentra¢nich kiivek neurosteroidu PS
jsme pouzivali misto smérodatné odchylky smérodatnou chybu. Vyznamnost zmén jsme

hodnotili pomoci t-testu.

5.4. Rovnice pouzité k vypoctiim
Pro vypocet ICso neurosteroidu pregnenolon sulfat jsme pouZili nasledujici rovnici.

axh

y= (1)

ch+xh

a = hodnota maximalni inhibice; h = Hilluv koeficient; ¢ = hodnota ICsg

5.5. Bunécné linie HEK293T
Jedna se o linii lidskych embryonalnich ledvinnych bunék. HEK293T (American Type

Culture Collection, ATTC No. CRL1573, Rockville, MD, USA) jsme péstovali v médiu Opti-
MEM I (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) s 5% fetalnim bovinnim sérem (FTS) v 37 °C. Pro

Ucely transfekce jsme tyto buriky nasadili na 24-jamkové kultivacni plato.

5.5.1. Transfekce
Plasmidy s vybranymi podjednotkami kainatovych receptorii (Severine Deforges, PhD.,

Bordeaux, Francie) jsme do bunék HEK293T vnaseli pomoci transfek¢niho ¢inidla Matra-
A Reagent (IBA, Gottingen, Némecko) a silného neodymového magnetu. Zaroven jsme
pridali i plasmid fluorescencniho proteinu GFP (green fluorescent protein; pQBI 25,
Takara, Tokyo, Japonsko), abychom po transfekci mohli detekovat jeji ispéSnost. Bunky,
ve kterych transfekce uspésné probéhla, jsme identifikovali diky expresi GFP viditelné
pod fluorescen¢nim mikroskopem. Bunky transfekované plasmidem pro GluK1 a GluK2
byly vhodné pro elektrofyziologicka meéreni nasledujici den po transfekci, bunky

transfekované plasmidem pro GluK3 azZ o den pozdéji.
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Postup:

1) Do mikrozkumavky jsme napipetovali 50 pl kultivacntho média Opti-MEM I
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 1 pl eGFP, 0.6 pl Cinidla Matra-A Reagent (IBA,
Gottingen, Némecko) a 150 - 400 ng cDNA (v zavislosti na podjednotkovém podtypu
receptoru).

2) Takto pripravenou mikrozkumavku jsme inkubovali 20 minut v pokojové teploté.
Béhem této doby jsme si pripravili médium pro bunky, které se sklada z kultiva¢niho
média Opti-MEM [ (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 1.5% FTS a 1 uM blokatoru
kainatovych receptorii CNQX. Pripravené médium jsme rozlili do plastovych
kultivacnich misek, které obsahovaly predem pripravena sklenéna kryci sklicka
pokrytd kolagenem a poly-L-lysinem a uloZili do termostatu (37 °C), aby ziskaly
spravnou teplotu a procentudlni zastoupeni CO-.

3) Po zminénych dvaceti minutach jsme obsah mikrozkumavky prepipetovali do jamky
s bunikami na zminované 24-jamkové desticce a umistili ji do termostatu na magnet,
kde se buniky inkubovaly po dobu 15 minut.

4) Po téchto patnacti minutach jsme odsali obsah zjamky, vyplachli ji roztokem PBS,
ktery jsme nasledné také odsali a aplikovali na bunky trypsin. Potom jsme umistili 24-
jamkovou desticku opét do termostatu na dobu tif minut. Béhem toho trypsin zptisobil
uvolnéni bunék ze dna jamky, takZe jsme je pak mohli nasadit na pfedem pripravené
misky s jiZz optimalizovanym médiem. Kryci sklicka z téchto misek jsme pak uz primo

pouzivali k elektrofyziologickym mérenim.

5.6. Pouzité chemikalie, roztoky a média

5.6.1. Roztoky pro elektrofyziologicka méreni

Extracelularni roztok (ECS) jsme pouzivali pfedevSsim na omyvani bunék béhem
elektrofyziologického méreni i béhem méreni pomoci mikrospektrofluorimetrické
metody. V nékterych pripadech jsme ECS pouzivali i jako roztok aplikacni. Pro jeho
pripravu jsme pouzili 160 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 1 mM MgCl;, 2 mM CaClz, 10 mM
glukdézu, 10 mM HEPES a deionizovanou preciSténou vodu. Po smichani vSech potirebnych
latek jsme dorovnali pH na hodnotu 7,3 pomoci NaOH. Roztok jsme skladovali pii -20 °C a
rozmrazili tésné pred experimentem. Stejny roztok, ale bez glukdzy, jsme pouZivali pro

rozpousténi ConA.

Aplikacni roztok se snizenym obsahem dvojmocnych Kkationtii jsme pouzivali pro

elektrofyziologickda méreni spoleCné slatkami, které jsme chtéli na bunky aplikovat
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(agonisté, neurosteroidy, pripadné antagonisté). Tyto latky jsme vSak pridavali do
roztoku az tésné pred danym experimentem. Pro jeho pripravu jsme pouzili 160 mM
NaCl, 2.5 mM KCl, 0.7 mM CaClz, 10 mM glukézu, 10 mM HEPES, 0.2 mM EDTA a
deionizovanou preciSténou vodu. Po smichani vSech potrebnych latek jsme dorovnali pH
na hodnotu 7,3 pomoci NaOH. Roztok jsme skladovali pri -20 °C a rozmrazili tésné pred

experimentem.

Aplikacni roztok upraveny pro GluK2 receptor jsme pouZivali pro elektrofyziologicka
méreni na zkousku pri optimalizaci metod spolecné s latkami, které jsme chtéli na bunky
aplikovat (agonisté, neurosteroidy, pfipadné antagonisté). Tyto latky jsme vSak pridavali
do roztoku az tésné pired danym experimentem. Pro jeho pfipravu jsme pouzili 160 mM
NaCl, 2.5 mM KCl, 1 mM MgCl;, 0.5 mM CaCl;, 10 mM glukézu, 10 mM HEPES a
deionizovanou preciSténou vodu. Po smichani vSech potrebnych latek jsme dorovnali pH
na hodnotu 7,3 pomoci NaOH. Roztok jsme skladovali pfi -20 °C a rozmrazili tésné pred

experimentem:.

Intracelularni roztok (ICS) jsme pouZzivali k pIlnéni ME. Tento roztok obsahoval 120 mM
Cs glukonat, 15 mM CsCl, 10 mM BAPTA, 10 mM HEPES, 3 mM MgClz, 1 mM CaClz a 2 mM
ATP-Mg stil (pH bylo upraveno pomoci CsOH na hodnotu 7,2).

Neurosteroidy: pregnenolon sulfat (PS), pregnanolon sulfat (PAS),
dehydroepiandrosteron (DHEA), dehydroepiandrosteron sulfat (DHEAS); vSechny
rozpusténé v DMSO (RNDr. Hana Chodounska, CSc; Ustav organické chemie a biochemie

Akademie véd Ceské republiky)

Dalsi pouzivané latky: glutamat, concanavalin A, fura-2 AM (SIGMA); vSechny

chemikalie pro ptipravu roztokt byly také od firmy SIGMA
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6. Vysledky

6.1. Optimalizace metod
Pfed méfenim vlivu vybranych neurosteroidi na homomerni typy KARs jsme

optimalizovali podrobnosti metody pripravy bunék a méreni. Oddéleni bunécné
neurofyziologie totiz zkouma predevsim NMDARs, a tak bylo nutné zjistit, jak nékteré

roztoky ¢i metody upravit tak, aby l1épe vyhovovaly vlastnostem a potfebam KARs.

6.1.1. Transfekce
V ptipadé GluK1 a GluK2 receptort bylo vhodné mérit hned nasledujici den po transfekci.

Naproti tomu v pripadé GluK3 bylo idealni provadét meéreni na transfekovanych

HEK293T bunkach az druhy den po transfekci, aby byla exprese receptort dostatecna.

6.1.2. Aplikacni roztok
Z literatury jsme zjistili, Ze na praci s KARs byly pouZivany tfi typy roztoki. Rozhodli jsme

se tedy vyzkousSet vSechny a nasledné vybrat ten nejvhodnéjsi. Pokusy jsme provadéli na
receptorech GluK1(Q) a GluK2 v pritomnosti agonisty glutamatu v koncentraci podle ECsp

pro jednotlivé podtypy a 100 uM pregnenolon sulfatu.
VyzkousSené aplikacni roztoky:

a) Extracelularni roztok (ECS): 160 mM NacCl, 2.5 mM KCl, 1 mM MgCl;, 2 mM CaCl, 10
mM glukéza, 10 mM HEPES a deionizovana preciSténa voda; pH 7,3

b) Aplika¢ni roztok se sniZenym obsahem dvojmocnych kationtt (bézné pouzivany
pro pokusy s NMDARs): 160 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 0.7 mM CaClz, 10 mM glukéza, 10
mM HEPES, 0.2 mM EDTA a deionizovana pteciSténa voda; pH 7,3

c) Aplikacni roztok upraveny pro GluK2 receptor: 160 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 1 mM
MgClz, 0.5 mM CaClz, 10 mM glukéza, 10 mM HEPES a deionizovana preciSténa voda.

U bunék mérenych v roztoku b jsme pozorovali vétsi proudovou odpovéd’ na agonistu nez
u bunék mérenych v roztoku c ¢i roztoku a, ve kterém jsme u bunék pozorovali

proudovou odpovéd nejmensi.

Na zakladé tohoto vysledku jsme se rozhodli pouzivat pro elektrofyziologické pokusy
roztok b, protoze u receptort GluK1 a GluK3 se casto stavalo, Ze byly proudové odpovédi
velice malé (desitky pA), a proto bylo Zadouci, aby byly proudové odpovédi co mozna
nejvetsi a zlepSila se tak presnost méreni u téchto receptord. Protoze ale buiiky neni
mozné po celou dobu experimentu uchovavat vroztoku bez horecnatych iontd, bylo
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nutné mezi aplikacemi bunikky omyvat roztokem a. Také pro méreni zmén intracelularniho
vapniku jsme pouZivali roztok a, protoZe v roztoku b s 0.5 mM CaClz byly odpovédi prilis

malé.

6.1.3. Lektin Concanavalin A
Na zakladé informaci z nékolika ¢lankl (napft. (Everts et al. 1997), (Fay & Bowie 2006),

(Frydenvang et al. 2009)) jsme, pred kazdym mérenim jednotlivych bunék, inkubovali
stfipek s narostlymi buitikami po dobu deseti minut vroztoku bezglukézového ECS
srozpusténym ConA v 10uM koncentraci. Tento lektin inhibuje silnou desensitizaci
receptoru, a tim zvySuje proudy v ustdleném stavu (steady-state). Pokusy na GluK2
receptoru ukazaly, Ze se bez pouziti ConA dostaneme na proudovou odpovéd’ po aplikaci
agonisty v radu desitek pA. Oproti tomu pri méreni po inkubaci v ConA se pohybovaly

proudové odpovédi v fadu tisicl pA, jak je mozné vidét na obrazku ¢. 15.

6.2. Uéinek PS, PAS, DHEA a DHEAS na GluK1, GluK2 a GluK3 receptory
Nejprve jsme zjistovali, jak tyto Ctyfi neurosteroidy ovliviiuji odpovédi homomernich

kainatovych receptort, abychom zjistili, na ktery neurosteroid by ptipadné bylo vhodné
se zamérit detailnéji. JelikoZ jsme z literatury védéli, Ze jsou KARs mnohdy ovliviiovany
neurosteroidy mnohem méné nez NMDARs, zvolili jsme pro své pokusy vysokou vychozi
koncentraci mérenych neurosteroudi (100 pM). Koncentraci glutamatu jsme pouZzivali
pro kazdy receptor jinou, podle ECso pro kaZzdy znich. Rozhodli jsme se pouZit tyto
koncentrace glutamatu proto, abychom byli schopni odhalit pifipadny potencia¢ni efekt
neurosteroidii na tyto receptory. Jednotlivé roztoky jsme pak ve vSech pripadech
aplikovali vramci trojskoku, coZ znamend, Ze po aplikovani roztoku s agonistou jsme
aplikovali roztok s agonistou + neurosteroidem a nasledné opét roztok s agonistou. Potom
jsme porovnavali rozdily mezi témito odpovéd'mi.

6.2.1. GluK1 receptor

Nami vybrané neurosteroidy jsme spole¢né s glutamatem (c = 50 uM) aplikovali na GluK1
receptory v ramci trojskoku, pricemz jsme méli k dispozici 2 varianty GluK1 receptoru.
BéZné se vyskytujici variantu Q a jeji edita¢ni variantu R. GluK1(Q) je receptor, ktery ma
vM II oblasti TMD aminokyselinu glutamin (bez naboje) a je propustny pro vapnik.
GluK1(R) je receptor, ktery ma v M II oblasti TMD aminokyselinu arginin (kladny naboj) a
neni propustny pro vapnik (Wilding 2005). Kromé vySe zminénych cili v této sadé
pokusti nas tedy rovnéz zajimalo, zda budou dané neurosteroidy ptlisobit stejné ¢i odliSné

na tyto dvé varianty receptoru.
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Vysledkem této sady pokusti bylo, Ze neurosteroidy DHEA a DHEAS nikterak neménily
odpovéd vyvolanou glutamatem u GluK1(Q) receptorti. U GluK1(R) receptord jsme
pozorovali nepatrny inhibi¢ni ucinek téchto dvou neurosteroidli, ktery se pohyboval

vrozmezi 0 - 10 %.

V pripadé neurosteroidl PS a PAS jsme pozorovali vétSi zménu mezi odpovédi receptoru
na aplikacni roztok s glutamatem oproti odpovédi na aplika¢ni roztok s glutamatem +
PS/PAS, kdy odpovéd’ v piitomnosti neurosteroidu byla nizsi. Znamena to tedy, Ze PS a
PAS zpisobuji inhibici GluK1(Q) a GluK1(R) receptort. Mira inhibic a porovnani uc¢inku
PS a PAS na GluK1(Q) a GluK1(R) receptory jsou znazornény v grafu ¢. 1.
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varianta GluK1 receptoru a typ neurosteroidu

BN GiuK1 (Q)
1 GluK1 (R)

p < 0.05; t-test
Graf¢. 1: Graf inhibice GluK1receptoru neurosteroidy PS a PAS

Oba typy neurosteroidil (100 uM) jsme aplikovali spolecné s Glu (50 uM) na obé varianty

receptoru (odliseny barevné; GluK1(Q) cerné a GluK1(R) Sedé). Jednotlivé tsecky spojuji
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data, které jsme mezi sebou porovndvali. Hvézdicky pak znaci signifikantni rozdil mezi

porovndvanymi hodnotami.

Z grafu €. 1 je patrné, Ze neurosteroidy PS a PAS neinhibuji Q a R variantu GluK1
receptoru stejnou mérou. V pripadé PAS je dokonce rozdil v inhibici mezi GluK1(Q) a
GluK1(R) signifikantni. Dale je z grafu ziejmé, Ze PS zplsobuje na Q varianté GluK1
receptoru signifikantné vyssi inhibici neZ PAS. Stejné je tomu tak i v pfipadé R varianty

GluK1 receptoru.

Na obrazcich ¢. 11 - 14 jsou ukdzky zdznami z trojskokl s PS a PAS na Q a R varianté

GluK1 receptord.

Ps
Glu

‘znnpA

25

Obrazek ¢. 11 zndzortiuje zdznam z meéreni vlivu PS (100 uM) na GluK1(Q) receptor, kdy
Glu (50 uM) znaci agonistu glutamdt. Obdélniky pod zkratkami zndzorriuji dobu, po kterou

jsme danou ldtku aplikovali.

PAS
Glu

‘ 200 pA
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Obrazek ¢. 12 zndzornuje zdznam z méreni vlivu PAS (100 uM) na GluK1(Q) receptor, kdy
Glu (50 uM) znaci agonistu glutamdt. Obdélniky pod zkratkami zndzornuji dobu, po kterou

jsme danou ldtku aplikovali.

42



PSs
Glu

‘EDDpA

25

Obrazek ¢. 13 zndzornuje zdznam z méreni vlivu PS (100 uM) na GluK1(R) receptor, kdy
Glu (50 uM) znaci agonistu glutamdt. Obdélniky pod zkratkami zndzornuji dobu, po kterou

jsme danou ldtku aplikovali.
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‘ZDDpA

25

Obrazek ¢. 14 zndzorriuje zdznam z méreni vlivu PAS (100 uM) na GluK1(R) receptor, kdy
Glu (50 uM) znaci agonistu glutamdt. Obdélniky pod zkratkami zndzornuji dobu, po kterou

jsme danou ldtku aplikovali.

6.2.2. GluK2 receptor
Nami vybrané neurosteroidy jsme spolecné s glutamatem (c = 10 pM) aplikovali také na

GluK2 receptory a opét v rdmci trojskoku. Vysledkem této sady pokust bylo, Ze vSechny
zkouSené neurosteroidy inhibuji odpovéd’ aktivovanou glutamatem na tomto receptoru.
Kazdy z nich ale inhibuje jinou mérou. Rozdily v mife inhibice mezi PS, PAS, DHEA a

DHAES jsou znazornény v grafu €. 2.
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Graf ¢. 2: Graf inhibice GluK2 receptoru neurosteroidy PS, PAS, DHEA a DHEAS

Jednotlivé sloupce grafu zastupuji dané neurosteroidy, které byly aplikovdny spolecné s Glu
(10 uM). Uéinek neurosteroidii PAS (100 uM), DHEA (100 uM) a DHEAS (100 uM) jsme
porovndvali vii¢i inhibicnimu ucinku neurosteroidu PS (100 uM) a ve vsech pripadech byl

rozdil v mire inhibice signifikantni, coZ je oznacené hvézdickou.

V grafu €. 2 je znazornéna mira inhibice pro kazdy ndmi métfeny neurosteroid. Je zde
vidét, Ze pregnenolon sulfdit zplsobuje signifikantné vys$si inhibici nez ostatni

neurosteroidy.

Na obrazku ¢. 15 je zndzornéna ukazka zaznamu z trojskoku s PS na GluK2 receptorech.

44



Ps
Glu

e ..

25

Obrazek ¢. 15 zndzortiuje zdznam z méieni vlivu PS (100) na GluK2 receptor, kdy Glu (10
uM) znaci agonistu glutamdt. Obdélniky pod zkratkami zndzornuji dobu, po kterou jsme

danou ldtku aplikovali.

6.2.3. GluK3 receptor
V posledni sadé pokusli jsme nami vybrané neurosteroidy aplikovali spolec¢né

s glutamatem (c = 6 mM) na GluK3 receptory. Opét se jednalo o pokusy v ramci trojskoku.
Vysledkem téchto pokusti bylo zjiSténi, Ze neurosteroidy DHEA a DHEAS nikterak
neovliviiuji odpovéd’ aktivovanou glutamatem, zatimco neurosteroidy PS a PAS zptisobuji

jeji inhibici. Rozdily v mife inhibice mezi PS a PAS jsou znazornény v grafu €. 3.
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Graf C. 3: Graf inhibice GluK3 receptoru neurosteroidy PS a PAS

Sloupce grafu zastupuji dané neurosteroidy (100 uM), které byly aplikovdny spolecné s Glu
(6 mM). Miry jejich inhibice jsme porovnali a oznacili hvézdickou, jelikoZ byl rozdil mezi
nimi signifikantni.

Z grafu €. 3 je patrné, Ze pregnenolon sulfat inhibuje GluK3 receptor v mnohem vétsi mire

neZ pregnanolon sulfat.

Na obrazcich ¢. 16 a 17 jsou znazornény ukazky zaznami z trojskokl s PS a PAS na

GluK3 receptorech.
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Obrazek C. 16 zndzorriuje zdznam z méreni vlivu PS (100 uM) na GluK3 receptor, kdy Glu (6
mM) znaci agonistu glutamdt. Obdélniky pod zkratkami zndzortiuji dobu, po kterou jsme

danou ldtku aplikovali.

PAS
Glu

200 pA

Obrazek ¢. 17 zndzorriuje zdznam z méreni vlivu PAS (100 uM) na GluK3 receptor, kdy Glu
(6 mM) znaci agonistu glutamadt. Obdélniky pod zkratkami zndzorriuji dobu, po kterou jsme

danou ldtku aplikovali.

Z této casti vysledku je patrné, Ze nejvétSi inhibici na vSech homomernich KARs
receptorech zpusobuje pregnenolon sulfat. Sumarizace miry inhibice neurosteroidem PS

na receptorech GluK1(Q), GluK1(R), GluK2 a GluK3 je znazornéna v grafu ¢. 4.

47



60

(

40 - T [
@
Q
8
< 30 A
£
*®
20 A
10 4
D 1 T T 1
GluK1(Q) GIuK1(R) GluK2 GluK3
n=8 n=4 n =26 n=_8
typy GluKRs

Graf ¢. 4: Sumarizace miry inhibice neurosteroidu PS u jednotlivych typii

homomernich KARs

Sloupce znali jednotlivé typy homomernich KARs a miru, do jaké pregnenolon sulfdt (100

uM) inhibuje jejich odpovédi na Glu (podle ECso pro kaZdy receptor).

Na zakladé vyse uvedenych pokusii jsme se rozhodli dale detailnéji prostudovat vliv
pregnenolon sulfatu na GluK2 receptorech. Receptory GluK2 jsme si pro dalSi pokusy
vybrali proto, Ze odpovidaji na glutamat v rozumném proudovém rozmezi (kolem 2 nA),
zatimco u GluK1 a GluK3 receptorti byl mnohdy problém s malou velikosti odpovédi (10 -
500 pA), a tudiZ mensi presnosti méreni. Neurosteroid PS jsme si vybrali proto, Ze
ovliviioval proudovou odpovéd vSech receptort nejvice, a tak bylo mozné namérit jeho

koncentracni zavislost, ktera je popsana v nasledujici kapitole.
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6.3. Zavislost inhibice GluK2 receptoru na koncentraci PS
Dalsi sadu pokusti jsme postavili na koncentrac¢ni fadé PS. Zvolili jsme koncentrace 3, 10,

30,100 a 300 uM PS v kombinaci s 10 uM glutamatem v ramci trojskokt jako v predeslych

pokusech. V grafu €. 5 je znazornéna koncentracni kiivka této inhibice.
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Graf ¢. 5: Zavislost inhibice GluK2 receptoru na koncentraci PS

Pro zhotoventi této krivky jsme pouZili Glu (10 uM) a 5 riiznych koncentraci PS (3, 10, 30, 100
a 300 uM). n pro jednotlivé koncentrace se lisSily a pohybovaly se od 3 aZ po 26 bunék.

Jednotlivymi body jsme proloZili rovnici ¢. 1.

Z grafu €. 5 lze vycist, Ze 3 uM koncentrace PS nepiisobi Zadnou nebo jen velmi slabou
inhibici a Ze ani 300 pM koncentrace PS nezptisobila stoprocentni inhibici. Dale je také
patrné, Ze nejvétsi rozdil v mire inhibice byl mezi koncentracemi 30 a 100 puM. Podle
rovnice (1) jsme v programu SigmaStat vypocitali hodnotu ICso, ktera je v tomto pripadé

pro PS40 =11 uM.
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Stejny pokus jsme mérili i pomoci mikrospektrofluorimetrické metody a vysledky

z tohoto méreni jsou shrnuty v grafu €. 6
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Graf ¢ 6: Zavislost inhibice GIuK2 receptoru na koncentraci PS mérend

mikrospektrofluorimetrickou metodou

Pro zhotoventi této krivky jsme pouZili Glu (10 uM) a 5 riiznych koncentraci PS (3, 10, 30, 100
a 300 uM). n= 9 bunek. Jednotlivymi body jsme proloZili rovnici ¢. 1.

V grafu ¢. 6 je znazornéna krivka zavislosti inhibice GluK2 receptoru na koncentraci
neurosteroidu PS, ktera je srovnatelnd s kiivkou naméfenou pomoci metody tercikového
zamku a znazornénou v grafu €. 5. Podle rovnice (1) jsme vprogramu SigmaStat

vypocitali hodnotu ICsy, ktera je v tomto pripadé pro PS 32 + 16 uM.

6.4. Zavislost inhibice GluK2 receptoru na koncentraci glutamatu
Vtéto sadé pokusii jsme zjistovali, zda bude inhibice prostrednictvim 100 puM PS

ovlivnéna riznou koncentraci glutamatu. Koncentrace glutamatu jsme zvolili 10, 100 a
1000 puM. V grafu €. 7. Jsou mezi sebou porovnany miry inhibice v ptitomnosti 10 a 100

uM PS.
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Graf ¢. 7: Zavislost inhibice GluK2 receptoru na koncentraci glutamatu

Sloupce zndzortuji dvé riizné koncentrace glutamdtu, se kterymi jsme meérili a ndsledné
mezi nimi porovnali tUcinek inhibice prostrednictvim neurosteroidu PS (100 uM). Rozdil
v inhibici byl signifikantni, coZ jsme oznacili hvézdickou.

e v

Z grafu €. 7 je vidét, Ze pri nizs$i koncentraci glutamatu ma PS vyssi inhibi¢ni ucinek,

zatimco pri vyssi koncentraci glutamatu je tcinek PS signifikantné mensi.
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7. Diskuse

7.1. Optimalizace metod - Concanavalin A
Na zacCatku vypracovavani této diplomové prace jsme nejprve museli optimalizovat

metody, jak jsem jiZ popsala v kapitole Vysledky. Optimalizovali jsme pouziti lektinu ConA
za UCelem odstranéni silné desensitizace homomernich KARs. Nejvice udaji z literatury
podavalo informace o pouziti ConA na GluK2 receptory a i znaSeho zkuSebniho
porovnavani méfeni s a bez pouziti ConA na GluK2 receptorech vzeslo, Ze bez pouZiti ConA
jsou odpovédi natolik malé a variabilni, Ze se nedaji spolehlivé kvantifikovat. Variabilita
mohla byt zplisobena silnou zavislosti velikosti a tvaru odpovédi na rychlosti aplikace
agonisty. PouZivali jsme proto inkubaci v ConA na GluK1, GluK2 i GluK3 receptory,
abychom zachovali stejné parametry pokusti, a zarovei abychom zvysili pravdépodobnost
lepsSich zaznam{, prestoZe nékteré prace potvrzuji vliv ConA na GluK1 a GluK2 receptory,

ale jeho vliv na receptory GluK3 zpochybnuji (Veran et al. 2012).

7.2. U¢inek PS, PAS, DHEA a DHEAS na GluK1, GluK2 a GluK3 receptory
V dalsi Casti prace jsme se zabyvali uc¢inkem vybranych neurosteroidii na homomerni

KARs.

V ptipadé GluK1 receptorii se jako vyznamnéjsi nerosteroidy ukazaly PS a PAS, které oba
ve vy$Si mire inhibovaly GluK1(R) variantu, jak je vidét v grafu €. 1. Konkrétné PS
zplsoboval na tomto receptoru inhibici primérné 44 % + 9 a PAS 23 % + 5. Z obrazkii ¢.
11 - 14 je pak vidét, Ze se proudové odpovédi GluK1 receptorti pohybovaly mezi desitkami

az stovkami pA.

GluK2 receptory byly do urcité miry ovlivnény vSemi Ctyfmi neurosteroidy, avSak
v nejvétsi mife inhibovaly opét neurosteroidy PS a PAS, jak je vidét v grafu €. 2. PS
zpusoboval inhibici primérné 41 % + 12 a PAS 27 % % 13. Inhibici neurosteroidem PS
(100 uM) jsme pak pouzivali jako kontrolu i v dalSich pokusech. Z obrazku €. 15 je vidét,
Ze proudové odpovédi byly mnohem vétsi nez v pripadé receptort GluK1. Zde se odpovédi

pohybovaly v rozsahu tisict pA.

V pripadé GluK3 receptort jsme zjistili efekt pouze u neurosteroidii PS a PAS, pricemz
vyznamnéjsi inhibici zptisoboval PS, jak znazornuje graf ¢. 3. Konkrétné byla inhibice
zplUsobena timto neurosteroidem priimérné 34 % * 9. Velkd smérodatna odchylka u PAS je

dana tim, Ze v nékterych pripadech nezplisobovala Zadnou viditelnou inhibici, a zaroven
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maximalni inhibice zptlisobena neurosteroidem PAS byla 21 %. Z obrazka ¢. 16 a 17 je
patrné, Ze byla velikost proudovych odpovédi shodna s velikosti u GluK1 receptord, ¢ili se

pohybovala mezi desitkami az stovkami pA.

Nejvyznamnéjsi modulacni efekt u vSech typi homomernich kainatovych receptorii

zplisoboval pregnenolon sulfat.

7.3. Zavislost inhibice GluK2 receptoru na koncentraci PS
V této sadé pokusii jsme mérili koncentracni fadu pregnenolon sulfatu. Na receptor GluK2

jsme aplikovali koncentrace 3, 10, 30, 100 a 300 uM PS spole¢né s 10 uM glutamatem. Jako
maximalni koncentraci PS jsme zvolili 300 uM proto, abychom si mohli byt jisti, Ze se
neurosteroid opravdu v DMSO rozpustil. Byli jsme upozornéni (Mgr. Barbora Krausova;
ustni sdéleni), Ze ackoliv nékteré clanky uvadéji i pouZiti 500 pM koncentrace PS
(Yaghoubi et al. 1998), muze pri téchto koncentracich uz dochazet k vysrazeni steroidi ve
formé mikrokrystalkt. Abychom si tedy byli jisti, jakou koncentraci opravdu aplikujeme,
nepouzivali jsme vyssi koncentrace neZ zminénych 300 pM. Z grafu €. 5 je patrné, Ze pri
nasi maximalni koncentraci PS se pohybovala inhibice primérné kolem 45 % + 4, zatimco
koncentrace PS takto vysoka proto, Ze tato nizkd koncentrace v nékterych pripadech

vyvolala 8% inhibici, ale v pripadé jinych bunék Zadnou.

Tento pokus jsme meérili také pomoci mikrospektrofluorimetrické metody, abychom
ovérili, zda je tato metoda vhodna k odhadu inhibi¢nich konstant. Po srovnani vysledk
tohoto pokusu pomoci metody terc¢ikového zdmku a pomoci mikrospektrofluorimetrické
metody jsme dosli k zavéru, Ze i prostrednictvim mikrospektrofluorimetrické metody lze
spolehlivé ziskat inhibi¢ni konstanty. Je tifeba si ale uvédomit rozdilny rozsah u obou
téchto metod. Zatimco metoda tercikového zamku umoZniuje analyzovat vétSi rozsah
amplitud odpovédi, u méreni pomoci mikrospektrofluorimetrické metody musi byt

odpovédi v rozsahu citlivosti fluorescen¢ni sondy.

7.4. Zavislost inhibice GluK2 receptoru na koncentraci glutamatu
V dalsi c¢asti prace jsme si polozili otazku, zda je inhibice pregnenolon sulfatem zavisla na

koncentraci glutamatu. Ocekavali jsme, Ze inhibice neni na koncentraci zavisla, protoze
podle udaji zliteratury je modulace pravdépodobné alostericka, nikoliv kompetitivni.
Zkouseli jsme plivodné tfi rizné koncentrace glutamatu (10, 100 a 1000 uM). Nakonec
jsme ale zpracovali vysledKky jen s koncentracemi 10 a 100 puM, protoZe pro koncentraci

1000 pM byly zaznamy nediivéryhodné (napi. odpovéd nedosahla ustaleného stavu).
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Vjinych ptipadech se ndm nepodarilo namérit 1000 pM koncentraci glutamatu viibec.
Bylo to zptlisobené tim, Ze pii tak vysoké koncentraci byly odpovédi vétsi, nez je métici
rozsah aparatury. Tento problém jsme neocekavali, nebot’ jsme podle udaji z literatury
ocekavali, Ze ECso pro glutamat u GluK2 receptori je kolem 10 uM (Traynelis et al. 2010), a
tak by méla byt odpovéd na saturujici koncentraci glutamatu maximalné dvojnasobna.
Kvalitni zaznam se ndm nakonec povedlo naméfit jen na jedné bunice a vykazoval 17%

inhibici.

Z grafu ¢€. 7 je vidét, Ze byla inhibice signifikantné niZsi pti vys$si koncentraci glutamatu.

Tento fakt lze vysvétlit hned nékolika zpiisoby.

Alostericky mechanismus uUc¢inku inhibitoru miiZe zahrnovat i zménu afinity agonisty
k receptoru. Pokud by inhibitor vyvolaval mirné sniZeni afinity, pak by se nejvétsi inhibi¢ni
efekt projevil pri koncentracich agonisty okolo hodnoty ECso, zatimco pri saturujicich

koncentracich agonisty by se nemusel projevit viibec.

Vzhledem k tomu, jak vyznamny je vliv desensitizace u kainatovych receptorti, neni mozné
ani vyloucit vliv PS na rychlost nebo miru desensitizace, nebo rtiznou vazbu PS na klidovy,

aktivovany a desensitizovany receptor.

Lze uvaZovat moZnost, Ze by se sice nejednalo pfimo o plny kompetitivni mechanismus,
protoZe tento mechanismus literatura nepovaZzuje za pravdépodobny, ale o déj, kdy vazba
PS néjakym zplsobem ovliviiuje vazebné misto pro glutamat, coZ se vice projevi pii
aplikaci niZsi koncentrace agonisty. MoZna je také opacnd situace, kdy glutamat néjakym
zplisobem ovliviiuje vazebné misto pro PS. Nejednalo by se vSak pifimo o kompetici

v jednom vazebném misté.

Je treba také uvazit variantu, Ze takovy vysledek mohl byt ovlivnén systematickou chybou
méreni, jelikoZ pri vy$si proudové odpovédi je vysledek vice zatiZzen chybou nedokonalé

kompenzace sériového odporu mikroelektrody.
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8. Zavér
V této diplomové praci jsme se zabyvali interakci homomernich kainatovych receptort

s neurosteroidy PS, PAS, DHEA a DHEAS. NasSe vysledky lze stru¢né shrnout nasledujicimi

body:

Pouzitim metody tercikového zamku jsme zjistili, Ze neurosteroidy PS a PAS maji
inhibi¢ni vliv na vSechny homomerni Kkainatové receptory. Oproti tomu
neurosteroidy DHEA a DHEAS zptisobuji inhibici jen v ptipadé GluK2 a v malé mire
u GluK1(R) receptori. Nejvétsi miru inhibice zplisobuje u vSech typl

homomernich kainatovych receptorti neurosteroid PS.

Podarilo se ndm prostudovat koncentracni zavislost inhibice PS na GluK2
receptoru jak metodou tercikového zamku, tak pomoci
mikrospektrofluorimetrické metody. Hodnota ICso ur¢ena metodou tercikového
zamku je 40 + 11 puM. Hodnota ICsp urcend pomoci mikrospektrofluorimetrické

metody je 32 + 16 puM.

Pouzitim metody terc¢ikového zdmku jsme zkoumali miru inhibice PS na GluK2
receptoru pii aplikaci raznych Kkoncentraci glutamatu a zjistili jsme, Ze

v pritomnosti vys$si koncentrace glutamatu je inhibi¢ni acinek PS niZsi.

Vzhledem Kk nizkému inhibi¢nimu ucinku vybranych neurosteroidi na homomerni

kainatové receptory i pres jejich vysokou (100 uM) koncentraci v priibéhu nasich pokusti

je primy fyziologicky ucinek na tyto receptory v mozku nepravdépodobny. V mozku se ale

vyskytuji homomerni i heteromerni kainatové receptory. Nejvice rozsirenou variantou

KARs v mozku jsou GluK2/GluK5 receptory, nicméné vyskyt rtiznych typt KARs se lisi

podle oblasti mozku. Napriklad v hipokampalnich synapsich se vyskytuji predevsim

heteromerni KARS, zatimco v mozecku prevladaji KARs homomerni. Vzhledem k tomu, Ze

mohou byt heteromerni KARs modulovany témito neurosteroidy jinou mérou ¢i jinym

zplusobem, neda se vyloucit, Ze by tyto neurosteroidy mohly mit vyznamné;jsi fyziologicky

efekt na heteromernich kainatovych receptorech.
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