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ABSTRAKT

Glutamatergni systém je hlavnim excita¢nim systémem a glutamatové receptory jsou
hojné exprimovany v celé nervové soustave. Jejich nejrozsirené)si typ N-methyl-D-aspartatové
(NMDA) receptory jsou esencidlni pro fyziologicky vyvoj nervové tkan€, synaptickou
plasticitu a kognitivni procesy. Na druhou stranu nadmérna aktivace téchto receptoru vede
k excitotoxickému poskozeni nervové tkané a pozdé)Sim velmi vaznym neurologickym
nasledkiim na budouci kvalitu Zivota pacienta. Naruseni glutamatergniho systému je spole¢nym
rysem pro hypoxicko-ischemické poskozeni, traumatické poranéni, neurodegenerativni
onemocnéni 1 neuropsychiatrické choroby. Proto jsou glutamatergni systém a potazmo NMDA
receptory atraktivnim cilem soucasného neurofarmakologického vyzkumu.

PredloZena prace se zabyva riznymi typy molekul modula¢né inhibujicich NMDA
receptor. Vyzkum je zaméfen zejména aplikovanym smérem s cilem ohodnotit mozny
terapeuticky potencial studovanych latek. Prvni skupinu latek predstavuji neuroaktivni steroidy
pregnanolon glhitamat a pregnanolon hemipimelat inhibi¢né alostericky modulujici NMDA
receptor. U téchto molekul jsme s pomoci histologickych a behavioralnich metod prokazali
jejich neuroprotektivni efekt v hypoxicko-ischemickém a excitotoxickém poskozeni nervoveé
tkané. Druhou skupinou latek jsou takrin a jeho 7-methoxyderivat (7-MEOTA) inhibicné
ovliviiyjici soucasné acetylcholin esterazu a NMDA receptor. Zde jsme popsali vysokou
u¢mnost 7-MEOTA v animalnim modelu excitotoxického poskozeni dorzélniho hipokampu.
Pouzita molekula vykazovala silnéj$i neuroprotektivni efekt nez klinicky pouzivany memantin.
Posledni casti studie tvori zkoumani rychlého mechanismu ucinku antagonisty NMDA
receptoru ketaminu v modelu depresivniho onemocnéni, kde jsme popsali aktivaci signalni
drahy mTOR po podani ketaminu a jeji propojeni se stresovou reakci organismu.

Jednoticim prvkem prace je glutamatergni systém hrajici roli ve vSech animalnich
modelech a zaroven NMDA receptor, ktery ovliviiuji vSechny studované molekuly. Testované
latky prokazaly slibny neuroprotektivni potencial vyuZitelny v budoucnu v preklinickych
modelech onemocnéni CNS spjatych s glutamatergnim systémem.

KLICOVA SLOVA: glutamatergni systém, NMDA receptor, excitotocita, neuroaktivni
steroid, takrin, 7-MEOTA, ketamin, neuroprotektivni efekt



ABSTRACT

Glutamatergic system is the main excitatory system and glutamatergic receptors are the
most abundantly expressed in whole central nervous system. The most widespread type of
glutamatergic receptors are N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors which are essential for
physiological development of nervous tissue, synaptic plasticity and cognitive processes. On
the other hand, over-activation of these receptors leads to excitotoxic damage of nervous tissue
and serious neurological consequences for future quality of life. Disruption of glutamatergic
system 1s common feature for hypoxic-ischemic damage, traumatic brain injury,
neurodegenerative and neuropsychiatric diseases. Therefore glutamatergic system and
specifically NMDA receptors are an attractive target for neuropharmacological research.

Presented thesis explores the effect of several molecules with modulating inhibiting
effect on NMDA receptor. Work is preferentially focused on application research; the main aim
1s evaluated therapeutic potential of studied compounds. First group of compounds is
represented by neuroactive steroids pregnanolone glutamate and pregnanolone hemipimelate,
which are allosteric inhibitors of NMDA receptor. Here, their neuroprotective effect is
demonstrated in hypoxic-ischemic and excitotoxic damage of nervous tissue. Second group of
molecules explore tacrine and its 7-methoxyderivative (7-MEOTA). Apart from NMDA action
these molecules have simultaneously inhibitory effect on acetylcholine esterase. Here we
describe high efficiency of 7-MEOTA in animal model of excitotoxic damage of dorsal
hippocampus. Importantly 7-MEOTA shows stronger neuroprotective effect compared to
clinically used memantine. The last part of study is a research of rapid antidepressant effect of
NMDA receptor antagonist ketamine in the model of major depressive disease. We describe an
activation of mTOR signal pathway following administration of ketamine and its connection
with stress reaction of organism.

Together, present thesis shows a putative role of glutamatergic system in animal models
of excitotoxicity, hypoxic-ischemic damage and major depressive disorder. We proved utility
of varied compounds in neuroprotection — all act via NMDA receptor. Tested agents
demonstrated a promising neuroprotective potential to be explored in preclinical models of CNS
diseases associated with glutamatergic system.

KEY WORDS: glutamatergic system, NMDA receptor, excitotoxicity, neuroactive steroid,
tacrine, 7-MEOTA, ketamine, neuroprotective effect
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1 UVOD

Neuropsychiatrickd a neurodegenerativni onemocnéni v soucasné spolecnosti
piedstavuji stalé vyznamnéjsi ekonomickou zatéz. Podle databazi World Health Organization
vice neZ miliarda svétové populace trpi chorobami spjatymi s centralni nervovou soustavou
(CNS). Ackoliv je soucasny vyzkum velmi orientovan na reSeni této celosvétové dulezité
problematiky, stale nejsou znamy priciny vzniku téchto onemocnéni a zaroven u nékterych
piipadu chybi odpovidajici terapeuticky uc¢inné latky.

Glutamat, nepostradatelny pro fyziologické fungovani organismu, je hlavnim
excitaénim neurotransmiterem savcl. Glutamatergni systém vyskytujici se po celé nervové
soustaveé je tvoren metabotropnimi a ionotropnimi glutamatovymi receptory zodpovidajici za
synapticky pienos odpovédi. Mezi ionotropni glutamatové receptory se fadi N-methyl-D-
aspartatové receptory (NMDA), « -amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionatové
(AMPA) a kainatové. NMDA receptory jsou spjaty s procesy synaptické plasticity, paméti a
ucenim. Na druhou stranu jejich nadmeérna aktivace vede ke glutamatem indukované toxicité a
s tim souvisejicimi budoucimi zdravotnimi dopady. Proces excitotoxicity je spoleénym rysem
pro patologii ischemického inzultu nervové tkane, traumatické poranéni 1 neurodegenerativni
choroby. Zejména pokud se jednd ischemicky inzult v permatalnim obdobi, nasledky
excitotoxického poSkozeni mohou byt fatdlni v podobé epilepsie a neuropsychologickych
poruch vedouci ke ztraté kvality Zivota v pozdéjsim véku. Zaroven s tim je tieba fici, Ze
starnuti populace. NMDA receptory jsou velice atraktivnim cilem 1 diky objevu rychlého
antidepresivniho pusobeni jednorazové aplikace ketaminu (antagonista NMDA receptoru).
Jeho podani by mohlo pomoci pieklenout dobu nastupu ucinku ,klasickych™ antidepresiv.
Vyzkum v oblasti depresivni poruchy je pro spolecnost navic podstatny z hlediska jejiho
vyskytu v produktivnim obdobi Zivota. Molekuly vazici se na NMDA receptory jsou tedy
piedni oblasti zayjmu souc¢asného farmaceutického a medicinalniho vyzkumu.

Z tohoto divodu se v dizertani praci vénujeme studiim popisujici nové terapeutické
piistupy ovlivnéni NMDA receptoru. Popsané molekuly jsou zajimavé svym specifickym
pusobenim na receptor. Prvni skupinou testovanych latek jsou neuroaktivni steroidy, které jsou
syntetické analogy piirodné se vyskytujicich neurosteroidi. Tyto latky na rozdil od ostatnich
molekul se steroidnim charakterem puisobi pifimo na NMDA receptor, proto je jejich u¢inek
rychly a dobre cileny. Druhou skupinu latek jsou takrin a jeho 7-methoxyderivat, ob¢ latky jsou
reverzibilnimi inhibitory acetylcholin esterazy, pozdéji vsak byl popsan 1 jejich efekt na NMDA
receptor. Vyrazny terapeuticky potencial obou typu latek a jeho nedostatecné popsani je
divodem, pro¢ jsme se na né¢ zamerili. Posledni studovanou latkou je vySe zminovany ketamin
jako modelova molekula za u¢elem pochopeni mechanismi rychlého antidepresivniho u¢inku
latek ovliviiujicich NMDA receptor.
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Glutamatergni systém v mozku

Excitaéni pusobeni glutamatu (Glu) v savéim mozku je znamo od 50. let minulého
stoleti, v 70. letech byl Glu popsan jako hlavni excita¢ni neurotransmiter pro CNS obratlovci.
Glu je z hlediska Zivotospravy nejrozsirenéjsi aminokyselinou, nicméné nebyl dosud prokazan
zadny negativni vliv Glu obsaZeného v potravé na nervovou tkan. Tato aminokyselina
vznikajici transaminaci a-ketoglutaratu je podkladem pro prenos a zpracovani informace.
Presynapticky je Glu uskladnén ve vacceich v koncentraci az 20 mM spolu ionty Mg, po jeho
vylevu aktivuje postsynaptické glutamatové receptory na povrchu buiky a nasledné je ze
synaptické Stérbiny rychle odcerpavan transportéry pro excitani aminokyseliny. Z divodu
excita¢niho efektu Glu je esencialni drzet jeho nizkou extracelularni koncentraci, proto jsou
enzymy ucastnici se jeho syntézy, degradace 1 transportu piitomné v neuronech 1 gliich v celé
nervové soustave. NaruSeni regula¢niho systému Glu ma za nasledek jeho nadmérné
uvoliovani ¢i nedostate¢né odcCerpavani, coz vede k nadmérné aktivaci glutamatovych
receptort a poté k odumirani nervovych bunék. Tento proces je nazyvan ,.excitotoxicita™ a bude
v praci podrobné popsan a diskutovan pozdéji (Curtis and Watkins 1960, Takagaki 1996)

Glutamatove receptory jsou hojné exprimovany v celém mozku 1 miSe a to v primarné
na neuronech, vyskytuji se ovsem 1 na gliich, z hlediska lokalizace jsou zabudovany predevsim
postsynapticky, presynapticky, ale 1 extrasynapticky. Postupem casu bylo objeveno velké
mnozstvi receptoru vazajicich Glu. Tato riznorodost je zptisobena charakterem molekuly Glu,
ktera ma vysokou flexibilitu dovolujici za télesné teploty nékolik energeticky vyhodnych
konformaci. Vétsina bunek v nervovém systému exprimuje alespon jeden typ glutamatového
receptoru, které délime do dvou hlavnich skupin: metabotropni a ionotropni (Bridges, Stanley
et al. 1991).

2.2 Metabotropni glutamatové receptory

Prace je zaméfena zejména na iontotropni NMDA receptory, nicméné je vhodné velmi
struéné popsat metabotropni glutamatové receptory (mGluRs). Tyto receptory sdileji béZnou
molekularni topologii jinych receptorii spojenych s G-proteiny. Maji sedm transmembranovych
domén s dlouhou extracelularni N-koncovou doménou a mtracelularneé uloZzenou C-koncovou
cast. Jejich funkce spociva vregulaci neurotransmise, excitability a piispivaji k
synaptickeé plasticité (Lesage and Steckler 2010). mGluRs maji malou sekven¢ni homologii
s jinymi typy metabotropnich receptorii a podle mechanismu pienosu signalu existuji ti1 tiidy
téchto receptorii. Skupina I je exprimovana na postsynaptické membrané, tyto receptory
aktivuji fosfolipazu C (PLC) pies Gq proteiny a nasledné produkwji diacylglycerol a
inositoltrifosfat. Kromé PLC maji mGluRs]1 piimy vliv i na K" a Ca®" iontové kanaly. Skupiny
IT a III, exprimovany presynapticky 1 postsynapticky, inhibuji adenylcyklazu cestou Gi/G,
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proteinl, jejich dualni lokalizace jim zabezpecuje vétSi moZnosti regulace glutamatového
pienosu (Lesage and Steckler 2010).

2.3 Ionotropni glutamatové receptory

Vsechny ti1 tfidy 1onotropnich glutamatovych receptorii patii do jedné genoveé rodiny,
jsou to tetramery s vnitinim iontovym kanalem, ktery je soucasti receptoru. Slozeni
podjednotek urcuje jejich biofyzikalni vlastnosti a farmakologii. Rozd€élujeme ti1 skupiny
ionotropnich glutamatovych receptori: NMDA, AMPA a kamatové receptory. AMPA a
NMDA receptory (NMDATr) jsou v synapsich kolokalizovany, jejich vzajemny pomer je velmi
variabilni. Tato prace je zamérena primarné na NMDAr. Jejich struktura, zpusob aktivace a
farmakologie bude popsana v nasledujicich kapitolach.

Po vazbé glutamatu na AMPA a NMDA receptory lze pozorovat smiSeny excitacni
postsynapticky proud. Prvni rychlejsi slozka s vyssi amplitudou je nesena AMPA receptory
(AMPAr) zatimco druha pomalejsi sloZka s nizs$i amplitudou je nesena NMDAr. AMPATr jsou
rychle aktivovany (¢asova konstanta 0,1 ms) a zaroven 1 rychle deaktivovany (Casova konstanta
1,5 ms), skladaji se ze ¢ty riznych podjednotek GluAl — 4 do tetramert, pii¢emzZz kazda
podjednotka obsahuje jedno vazebné misto pro glutamat. Tontovy kanal AMPAr po jeho
aktivaci vede primarné dovniti tekouci Na proud, ktery je vyvazovan ven tekoucim K
proudem. Vyjimkou jsou AMPATr s modifikovanou GluA2 v astrocytech striata ¢i hipokampu,
které jsou permeabilni i pro ionty Ca?” (proces tzv. Q/R editingu); (Hollmann, Hartley et al.
1991, Higuchi, Single et al. 1993). Tato skutecnost je velmi dileZita pro bunky neobsahujici
NMDAr. AMPAr jsou posttranslaéné regulovany forsorylaci, ktera ma vliv na aktivitu
receptoru 1 jeho distribuci (Lee, Takamiya et al. 2003).

Poslednim typem ionotropnich glutamatovych receptort jsou receptory kainatoveé, které
miuZeme nalézt pre- 1 postsynapticky, avsak nejsou tak rozsifené jako AMPAr a NMDAr. Jejich
propustnost pro Ca2 je minimalni a kinetika je pomalej$i nez v piipadé AMPAr. Ucastni se
zejména mechanismu plasticity.

2.4 Odcerpavani a recyklace glutamatu

Jak jiz bylo feceno efektivni a rychlé od¢erpavani Glu je diky jeho excitabilité esencialni
pro fyziologickou ¢innost CNS. Pi1 patologickych stavech zvySena koncentrace Glu vede
excitotoxickému poskozeni nervové tkané.

Glu je ze synaptické Stérbiny odstranén po jeho vylevu transportéry excitanich
aminokyselin 1 - 5 (EAAT) uloZenymi v plasmatické membrané. Transport Glu zpét do bunky
je elektrogenni a vyuziva hnaci sily iontd, spolu s Glu jsou do buiky cerpany 3Na a H a
extracelularniho prostoru K. Transportér EAAT1 (téz GLAST) selektivni pro astrocyty je
exprimovan napii¢ celou CNS, déale se vyskytuje také vretiné a cirkumventrikuldrnich
organech (Lehre, Davanger et al. 1997, Berger and Hediger 2000). EAAT2 (téz GLT-1) je téz

16



exprimovan piedevsim v astrocytech a to s vétsi ¢etnosti nez EAAT1(Danbolt, Storm-Mathisen
et al. 1992). Bylo prokazéno, Ze EAAT2 odc¢erpava az 95% Glu v prednim mozku, dale se
nachazi v hipokampu a mozecku (Danbolt, Storm-Mathisen et al. 1992, Haugeto, Ullensvang
et al. 1996, Lehre and Danbolt 1998). EAAT3 je specificky neuronalni transportér
syntetizovany napii¢ celou CNS neexprimovany v gliich (Holmseth, Zhou et al. 2012). Nejvice
je pritomen v dentritech hipokampu a neokortexu. Transportér Glu EAAT4 je lokalizovan
piedevsim v Purkynovych bunkach mozecku (Dehnes, Chaudhry et al. 1998). Poslednim
transportérem Glu je EAATS vyskytujici se prevazné v retiné (Arriza, Eliasof et al. 1997).
Z cytoplasmy je Glu transportovan do synaptickych vacki pomoci vezikularnich
glutamatovych transportéri (VGLUTS).

Recyklaci od¢erpaného Glu zajiStuje ghutamat-glutaminovy cyklus probihajici mezi
astrocyty a neurony. V astrocytech je Glu konvertovan ATP-dependetni cestou na glutamin
pomoci glutaminsyntetazy (Erecinska and Silver 1990). Vznikly glutamin je pfenesen Na/H -
dependentni pumpou do extracelularniho prostoru a nasledné vychytavan nervovym
zakon¢enim neuronu. Poté je glutamin preménén zpét na funkéni Glu uskladnény
v synaptickych vaccich. Glutamatergni systém v mozku spolu sjeho odéerpavanim je
znazornén na obr. 2.4.
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Obr. 2.4: Schématické souhrnné znazornéni tripartitni glutamatergni synapse. Gln — glutamin, Glu —
glutamat, mGluRs — metabotropni glutamatové receptory, GLNT — glutaminovy transportér, EAAT —
transportér pro excita¢ni aminokyseliny, NMDAr — NMDA receptory, AMPAr — AMPA receptory,
KAINTT — kainatové receptory. Pievzato a upraveno podle (Rubio, Drummond et al. 2012).
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2.5 NMDA receptory

NMDATr jsou nejrozsirenéjSimi receptory v mozku, jejich vyznam pro fyziologickou
funkci organismu je esencialni. KliCové jsou zejména pro synaptickou plasticitu, procesy
spojené s paméti a ucenim, spravny vyvoj organismu atd. Z hlediska synaptické plasticity se
NMDATr podileji na indukci dlouhodobé potenciace (LTP) nejen v hipokampu, kde vtok Ca>
vede aktivaci signalnich drah souvisejicich s posileni pfenosu mezi zi¢astnénymi neurony. Na
druhé strané jejich nadmeérna aktivace vedouci k excitotoxickému poskozeni nervové tkané je
spoleénym rysem pi1 ischemickém mozkovém inzultu, traumatickém poranéni,
neurodegenerativnich 1 psychiatrickych onemocnénich. Z tohoto divodu jsou jiz nékolik
desetileti jednim z prednich témat vyzkumu neurofarmakologie. Terapeutické vyuziti farmak
ovliviiujicich NMDAr ma zna¢né limitace. Predevsim z toho divodu, Ze latky interagujici
s NMDATr mohou piisobit 1 v nepostizenych oblastech mozku a narusit tak fyziologické procesy
spojené s NMDATr.

2.5.1 Struktura a aktivace NMDA receptoru

Z hlediska struktury jsou NMDAr heterotetramerni iontové kanaly slozené ze tii typt
podjednotek GluN1, GluN2 a GIluN3. Vsechny tyto podjednotky existuji ve vice formach,
GIuN1 ma 8 riznych 1izoforem, GIuN2 se vyskytuje ve variantach A az D a GluN3 podjednotka
nabyva dvou variant GluN3 A ¢1 GluN3B (Monyer, Sprengel et al. 1992). VSechny podjednotky
maji shodnou topologii, extracelularné se vyskytujici N-terminalni ¢ast spolu s ligand-vazajici
doménou, 4 transmembranové segmenty a intracelularni C-terminalni ¢ast. Podjednotkové
slozeni uréuje farmakologické vlastnostt NMDAr. Aby byl NMDAr funkéni, musi obsahovat
nejméné jednu GluN1 podjednotku. Nejcastéji se vyskytuji receptory sloZzené z dvou GluN1
podjednotek obsahujicich vazebné misto pro Gly a dvou GluN2 podjednotek obsahujicich
vazebné misto pro Glu (Traynelis, Wollmuth et al. 2010).

Iontovy kanal NMDAr formovany intracelularnim pohyblivym transmembranovym
segmentem 2 je béhem klidového membranového potencialu blokovan ionty Mg?*
(Ruppersberg, Kitzing et al. 1994). Pro aktivaci receptoru a nasledné otevieni iontového kanalu
je za potiebi dodrZet dvé podminky. Prvni z nich je depolarizace membrany a druhou navazani
koagonisti tj. dvou molekul Glu na GluN2 ¢1 GluN3 podjednotky a dvou molekul Gly na GluN1
podjednotky (Kleckner and Dingledine 1988, Clements and Westbrook 1991). Iontovy kanal
NMDAr po aktivaci ma vysokou permeabilitu pro Ca’", ktery po vtoku do buiiky ptisobi na
celou fadu signalnich kaskad. Dale NMDATr protékaji ven ionty K™ a Na*. NMDAr muze byt
dale aktivovan aspartatem (Asp) namisto Glu a D-serinem (D-Ser) misto Gly (Johnson and
Ascher 1992, Gundersen, Chaudhry et al. 1998). Dale miize jako koagonista misto Glu slouzit
1 D-Asp (Errico, Nistico et al. 2008). Nahrazeni Glu je moZno také sirou obsahujicimi analogy
Glu a Asp (L-homocysteinova kyselina, L-homocystemsulfinova kyselina, L-cysteova
kyselina, L-cysteinsulfinova kyselina) a endogenni dipeptid N-acetyl-aspartyl-glutamat
(NAAG) (Thompson and Kilpatrick 1996). NAAG je agonistou NMDAr v nucleus geniculatus
lateralis a predevsim selektivnim agonistou mGluR skupiny III (Harata, Katayama et al. 1999).
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Pravdépodobnost otevieni iontového kanalu NMDAr je modulovana mimo jiné
cholesterolem obsaZzenym v plasmatické membrané. Na bunécéné kulture mozecku bylo
prokdzano, Ze minimalizované mnoZstvi cholesteroln vede kredukci odpovédi
zprostiedkovanych NMDAr, jeho zvysené desenzitizaci a snizené pravdépodobnosti otevieni
iontového kanalu receptoru. Na druhou stranu obohaceni prostiedi o cholesterol ma za nasledek
potenciaci odpovédi NMDAr. Tyto efekty nebyly pozorovany na AMPA ¢i kainatovych
receptorech. Zda se tedy, Ze interakce lipidi s NMDAr ma velky vyznam pro jeho funkci
(Korinek, Vyklicky et al. 2015). Pro regulaci internalizace NMDAr do plasmatické membrany
jsou zasadni posttranslaéni modifikace, mezi které patii N-glykosylace. Tento proces
probihajici v endoplasmatickém retikulu vyustuje v specifické pripojeni fetézci glykani na
aminokyselinu Asn. Pro podjednotku GluN1 je esencialni N-glykosylace na Asn 203 a Asn
368, bez nich NMDAr neopusti plasmatické retikulum a nedojde tak k jeho zabudovani na
povrch bunky (Lichnerova, Kaniakova et al. 2015). V soucasné dobé byly popsany 3
glykosyla¢ni mista na podjednotce GluN3A (Asn 145, Asn 264, Ans 275). N-glykosylace na
NMDATr jsou zasadni pro jeho uvolnéni z endoplasmatického retikula a naslednou internalizaci
do plasmatické membrany (Skrenkova, Lee et al. 2018). Ovlivnéni posttransla¢nich modifikaci
NMDATr miize predstavovat dilezity bod pro regulaci neurotransmise.

2.5.2 Farmakologické a prirozené 7piisoby modulace NMDA receptoru

NMDATr muze byt farmakologicky modulovan celou fadou latek na vazebnych mistech
pro agonisty Glu a Gly, dale blokatory kanalu obsazujicimi vazebné misto pro Mg>* (napf.
ketamin a dizocilpin), existuji téZ latky se specifickou interakci pouze pro urcité podjednotky.
Navic se na NMDAr nachazeji vazebna mista pro jeho piirozené modulatory Zn>*, polyaminy,
metabolity kynureninové drahy, neurosteroidy atd. Diky existenci takto velkého mnozstvi
alosterickych mist pro agonisty i antagonisty je zde velky potencial pro farmakologické zasahy
pirozené se vyskytujicimi 1 syntetizovanymi latkami. Kompetitivni antagonisté NMDATr a
antagonisté¢ glycinového vazebného mista budou vzhledem k jejich moZnostem ovlivnit
excitotoxickeé poskozeni popsany v pozdéjsi podkapitole. Moznosti modulace NMDAr shrnuje
obr. 2.5.

Jednim z mnoha prirozenych moduldtori NMDAr jsou neurosteroidy. Studium
neuroprotektivnich vlastnosti neuroaktivnich steroidil tvoii vyznamnou ¢ast této prace, proto
budou neurosteroidy a neuroaktivni steroidy popsany dale v samostatné kapitole.

2.5.2.1 Nonkompetitivni antagonisté

Nonkompetitivni antagonisté jsou latky z pravidla mimikujici uéinek Mg”>* uvniti
iontového kanalu, po depolarizaci vsak stale setrvavaji na svém misté, jsou tudiz jeho blokatory
efektivni pri jakékoli koncentraci agonisty. Mezi nejznaméjsSimi nonkompetitivnimi
antagonisty patii disociativni anestetikum ketamin, dale latky fencyklidin (PCP) a dizocilpin
maleat (MK-801).
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Ketamin je vyuZit ve veterinarné a v pediatrii jako anestetikum, nicméné jeho pouziti je
limitovano naslednymi psychotomimetickymi stavy (Krystal, Karper et al. 1994). Obdobny
antidepresivni efekt subanestetické davky ketaminu, ktery byl na zakladé animalnich 1
klinickych studii prokazan (Zarate, Singh et al. 2006). K nastupu antidepresivniho pusobeni
ketaminu dochézi velmi rychle na rozdil od klasickych antidepresiv. Pouziti ketaminu piilécbé
depresivni poruchy tedy predstavuje novy zpusob feSeni akutnich sebevraZednych stavi
pacientii. V roce 2010 byla publikovana prace Li et al. popisujici vliv ketaminu na signalni
drahu mTOR (z angl. mammalian target of rapamycin); (L1, Lee et al. 2010).

Z hlediska animalnich studii je Siroce vyuzivana latka MK-801, stejné jako PCP a
ketamin je blokatorem kanalu NMDAr. Tato molekula signifikantné redukuje ischemické
poskozeni nervove tkané, nicméné jeji pouziti v klinické praxi je nepiipustné diky vaznym
vedlej$im ué¢imkim v podobé psychotomimetickych projevii (Gill, Foster et al. 1987, Chi,
Anwar et al. 1991). U zvirat podani MK-801 vede k indukci zvySené lokomoce, hyperaktivity,
pi1 vyssich davkach k porucham koordinace, stereotypickému chovani, dale také kognitivnimu
deficitu (Andine, Widermark et al. 1999, van der Staay, Rutten et al. 2011, Kubik, Buchtova et
al. 2014). Aplikace MK-801 u potkana je proto relevantnim animalnim modelem psychozy.
Mezi nonkompetitivni antagonisty patii 1 latky ovliviiujici pouze urc¢ité podjednotky napi.
ifenprodil preferen¢né inhibujici GluN2B podjednotku na aktivovanych NMDAr.

2.5.2.2 Unkompetitivni antagonista memantin

Antagonisté, schopni se na receptor navazat pouze pii jeho urcitém konformaénim
stavu, se nazyvaji unkompetitivni. Jejich vazba vétSinou byva podminéna predchozi vazbou
agonisty na receptor a jeho naslednou aktivaci. Z téchto divodi unkompetitivni antagonisté
majinejsilnéjsiucinek v mistech s nejvetsi koncentraci agonisty, v piipadé NMDAr v oblastech
s vysokou koncentraci Glu. Diky tomu se z farmaceutického hlediska jevi jako potencialné
idedlni terapeutické latky. Nejznaméjsim zastupcem unkompetitivnich antagonisti NMDATr je
memantin. Tato latka prokazala své neuroprotektivni vlastnosti v mnoha animalnich 1
klinickych studiich (Orgogozo, Rigaud et al. 2002, Reisberg, Doody et al. 2003). V soucasné
dobé se memantin pouziva k 1écbé Alzheimerovy choroby (Gauthier, Loft et al. 2008). Obvykle
je pacienty dobie tolerovan, nicméné byly popsany 1 piipady halucinaci po lé¢bé touto latkou u
pacientii s korovou demenci s Lewyho télisky (Mathys, McCarrell et al. 2013).

2.5.2.3 Zinek

Zn** je inhibi¢ni modulator GluN2 podjednotky NMDAr, jeho piirozena homeostaza je
esencialni pro spravnou funkci organismu a jeho nedostatecnost je asociovana se zhorSenou
kognici a pamétovymi deficity, zménou chovani, depresi atd (Peters, Koh et al. 1987, Christine
and Choi 1990). Byly prokazany korelace mezi prenatalni deficienci Zn a sniZzenim objemu
mozku u hlodavet, zhorSenou proliferaci a zvySenym rizikem vzniku schizofrenie (Dvergsten,
Fosmire et al. 1983, Dvergsten, Fosmire et al. 1984, Dvergsten, Johnson et al. 1984,
Grabrucker, Rowan et al. 2011). Dale mnoho studii na zaméfenych na depresivni poruchu
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popsalo snizeni koncentrace Zn v séru pacienti ve srovnani se zdravymi kontrolami
(Swardfager, Herrmann et al. 2013). Nasledné bylo zjisténo, ze doplnéni Zn vede ke zlepSeni
psychického stavu u resistentnich pacientii, coz potvrdilo jeho antidepresivni puisobeni stejné
jako u jinych latek ovliviiujicich NMDAr napi. ketamin (Nowak, Siwek et al. 2003, Siwek,
Dudek et al. 2009). Zn také hraje vyznamnou roli v patogenezi Alzheimerovy choroby. Zinek-
obsahujici metaloproteazy jsou nezbytné pro enzymatické neamyloidogenni zpracovani
prekurzorového proteinu pro amyloid (APP) (Kuhn, Wang et al. 2010). Zaroven za
patologickych podminek je Zn?>* akumulovan a vede k exitototoxickému poskozeni (Inoue,
Branigan et al. 2010).

2.5.2.4 Metabolity kynureninové drahy

NMDATr jsou dale vyznamné modulovany produkty kynureninové drahy metabolizujici
aminokyselinu tryptofan (Trp). Enzymy ucastnici se kynurenmmové drahy jsou piitomné
v perifernim 1 centralnim nervovém systému. Piiblizné 99% Trp, ktery neni vyuzity k syntéze
proteinl, je metabolizovano touto drahou, jejimi produkty poté jsou kyselina chinolinova
(QUIN), kynurenin (KYN), kyselina kynurenova (KYNA) a dalsi.

QUIN je silné neurotoxicka latka s prooxidativnimi vlastnostmi produkovana
aktivovanymi mikrogliemi a makrofagy zejména beéhem zanétlivého procesu (Pemberton, Kerr
et al. 1997, Chiarugi, Meli et al. 2001). Po jejim uvolnéni z mikroglie ptisobi jako agonista
NMDATr, zejména receptory v hipokampu, striatu a neokortexu jsou na QUIN hodné senzitivni
(Orlando, Alsdorf et al. 2001, Pittaluga, Pattarini et al. 2001, Kumar 2004). Krom NMDAr
QIUN negativné ovliviiuje od¢erpavani Glu astrocyty a inhibuje astroglialni glutaminsytetazu
(Tavares, Tasca et al. 2000, Tavares, Tasca et al. 2002). Déle byla popsana kolokalizace QUIN
s hyperfosforylovanym tau proteinem v mozcich pacienti s Alzeimerovym onemocnénim
(Guillemin, Brew et al. 2005, Rahman, Ting et al. 2009). Vzhledem k prokazanému spojeni
mezi NMDAr a schizofrenii neni piekvapivy nalez zvySené hladiny QUIN v plasmé pacienti
s touto chorobou (Ravikumar, Deepadevi et al. 2000).

KYNA pisobi jako antagonista NMDAr na vazebném misté pro Gly (Kessler,
Terramani et al. 1989). S patogenezi schizofrenie je spojovana 1 zvySena hladina KYNA
v mozkomiSnim moku, Brodmanové aree 9 a prednim cingulu pacienti (Schwarcz,
Rassoulpour et al. 2001, Miller, Llenos et al. 2006). Inhibice NMDAr zpiisobena vysokou
produkci KYNA miZze negativné ovlivnit glutamatergni transmisi, coZz muze vyustit az
v manifestaci priznaki schizofrenie. Dysregulace kynurenmové drahy byla dale popsana u
pacientii s depresivni poruchou, kde byly nalezeny zvySené koncentrace QUIN a snizené
koncentrace KYNA v cerebrospinalnim moku (Bay-Richter, Linderholm et al. 2015, Savitz,
Drevets et al. 2015).

2.5.2.5 Polyaminy

Polyaminy spermin a spermidin vznikajici dekarboxylaci L-ornithinu a jeho naslednou
transformaci NMDATr ovliviiuji navazanim na polyamimoveé vazebné misto. Efekt sperminu na
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NMDATr obsahujici GluN2B podjednotku je stimulacni a vede k zlepSeni kognitivnich procesi
uceni a paméti (Rubin, Boemo et al. 2000, Berlese, Sauzem et al. 2005). Bylo prokazano, Ze
nizké intrahipokampalni davky spermidinu zlepsuji konsolidaci paméti. Tento i¢inek mize byt
zablokovan aplikaci arcainu, ktery je kompetitivnim antagonistou polyaminového vazebného
mista (Reynolds 1990, Rubin, Boemo et al. 2000).

2.5.2.6 Aminokyseliny a jejich derivaty

Vyse bylo popsano, ze NMDAr miize byt aktivovan 1 jinymi aminokyselinami nez Glu
a Gly a to konkrétné Asp, D-Asp a D-Ser. Asp namisto Glu miize byt koagonistou NMDAr
v oblasti suprachiasmatickych jader u potkana. Studie probihala na koronarnich fezech za
pouziti metody ter¢ikového zamku celé bunky (Brautigan and Eagles 1998).

Zjisténi, ze NMDAr muze byt aktivovan 1 D-formami aminokyselin (D-Asp a D-Ser)
bylo ve své dobé velmi piekvapiveé, jelikoZ panoval vseobecny nazor, Zze D-formy se piirozené
nevyskytuji. Pozdéji bylo objeveno, ze tyto konkrétni D-formy syntetizuji aspartat-racemaza a
serin-racemaza. D-Asp se vyskytuje prevazné neonatalné v subventrikularni zoné a hipokampu.
V dospélosti pretrvava v gyrus dentatus hipokampu, kde se podili na procesech spojenych
s neurogenezi. Deplece aspartat racemazy u dospelych mysi vede k defektim v neurogenezi,
coZ naznacuje zapojeni D-Asp v jeji regulaci (Kim, Duan et al. 2010). D-Ser byl zaznamenan
piedevsim v kortexu, hipokampu, striatu, stfednim mozku, mozecku a miSe, jeho rozsireni
kopiruje vyskyt NMDAr (Hashimoto, Nishikawa et al. 1992, Hashimoto, Kumashiro et al.
1993, Hashimoto, Oka et al. 1995). Mozek obsahuje az 1/3 D-Ser z celkového mnozstvi Ser.
V supraoptickém jadie hypothalamu je hlavnim koagonistou NMDAr (Hashimoto, Nishikawa
et al. 1992, Panatier, Theodosis et al. 2006). Piidani rekombimantni oxidazy D-aminokyselin
(enzym degradujici D-formy aminokyselin) doslo kinhibici vétsiny odpovédi
zprostiedkovanych NMDAr. Prace Shleper et al. ukazuje nesporny vyznam D-Ser
v neurotoxickém poSkozeni vyvolaném nadmérnou aktivaci NMDAr. Studie na
organotypickych rezech hipokampu prokazala, Ze odstranéni D-Ser vyustuje v témet uplnou
redukei neurondlniho poskozeni vyvolaného NMDAr. V pouzitém modelu byl tedy D-Ser
dominantnim a nezbytnym koagonistou NMDAr namisto Gly (Shleper, Kartvelishvily et al.
2005). Dalsimi nalezy potvrzujici duleZitost D-Ser je jeho zvySena hladina v cerebrospinalnim
moku u pacienti s Alzheimerovou chorobou a naopak jeho snizena hladina u pacienti se
schizofrenii (Labrie, Wong et al. 2012, Madeira, Lourenco et al. 2015). D-Ser je zaroven
prekurzorem pro syntézu D-cykloserinu (D-cykloS), ktery byl v minulosti pouzivan jako
antituberkolotikum. Krom jeho hlavniho mechanismu tu¢inku na alanin-racemazu a D-alanin-
ligazu byl popsan jeho u¢inek na NMDATr, kde je parcialnim agonistou vazebného mista pro
Gly. D-cykloS zvySuje odpovéd NMDAr na endogenni Glu bez toho aniZ by ho aktivoval
(Thomas, Hood et al. 1988). Podani D-cykloS by tak mohlo byt vyuzito u neuropsychiatrickych
onemocnéni. U pacienti se schizofrenii aplikace D-cykloS vedla k vyznamné redukci
negativnich priznakt nemoci a zlepseni vysledki kognitivnich testi (Goff 2017).
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Obr. 2.5: Schématické znazornéni farmakologického a piirozeného ovlivnéni NMDAr. Molekuly D-
Ser, D-cykloS a KYNA se vazi na vazebné misto pro Gly, zatimco NMDA, QUIN, Asp a D-Asp se vazi
na vazebné misto pro Glu. Vnitiek iontového kanalu formovany TM2 je za klidového membranového
potencidlu obsazen Mg**, farmakologicky miize bat pak ovlivnén latkami MK-801, ketaminem, PCP a
memantinem. Vazebné misto pro inhibi¢ni neurosteroidy neni dosud znamo, je zde vSak piedpokladana
tloha membrany a membranovych oblasti NMDAr. Asp — aspartat, D-Asp — D-aspartat, D-Ser — D-
serin, D-cykloS — D-cykloserin, Gly — glycin, Glu — glutaméat, KYNA — kyselina kynurenova, NMDA —
N-methyl-D-aspartat, PCP — fencyklidin, QUIN — kyselina chinolinova, TM 2 — transmembranovy
segment 2. Pievzato a upraveno z (Paoletti and Neyton 2007).

2.5.3 Excitotoxicita a jeji farmakologické ovlivnéni antagonisty NMDA receptoru

Excitotoxicita je specificky typ poskozeni nervové tkané zprostredkovany glutamatem.
Fenomén excitotoxicity popsal prof. Olney et al. v 70. letech minulého stoleti (Olney 1971).
Jeho hypotéza byla podporena zjisténim, Ze 1 analogy Glu pusobici excitaéné a neurotoxicky.
Bylo prokazano, Ze latka NMDA vede k silnému vtoku vapniku do buriky a zaroven rozsahlému
excitotoxickému poskozeni (Berdichevsky, Riveros et al. 1983). Tento typ poskozeni je
spoleénym jmenovatelem pro mnoho patologickych stavii nervového systému, vyskytuje se
napiiklad u ischemického inzultu, traumatického poranéni ¢i neurodegenerativnich
onemocnéni. VSechny vySe vyjmenované podminky vedou k naruseni membranového
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potencialu, hromadéni extracelularniho K*, nasledné depolarizaci a uvolnéni velkého mnozstvi
Glu do extracelularniho prostoru. Glu poté tonicky aktivuje NMDAr v extracelularnim
prostoru. JelikoZ neni energie na jeho odcerpani ze synaptického prostoru. Skrz nadmérné
aktivované NMDAT poté do buiiky proudi enormni mnozstvi Ca®*. Ziskany vapnik poté spousti
dalsi vylev vapenatych ionti z bunéénych organel a naslednou bunéénou smrt pomoci apoptozy
¢inekrozy. S procesem excitotoxicity je dale spojen oxidacni stres, laktatova aciddza, zanétliva
reakce a neurodegenerativni zmény v postizené oblasti mozku. Prispéni synaptickych a
extrasynaptickych NMDATr receptori k vyslednému poskozeni zdlezi na lokalizaci latky
pusobici excitotoxické poskozeni (Sattler, Xiong et al. 2000). Jelikoz excitotoxicita piimo
souvisi s NMDAL, stava se tak atraktivnim cilem farmakologického vyzkumu. V klinickych
zkouskach bylo testovano jiz nékolik latek ovliviiujicich NMDAr napt. midafotel, selfotel,
gavestinel, aptiganel, remacemid atd.

2.5.3.1 Kompetitivni antagonistée NMDAr = pohledu excitotoxického poskozeni

Kompetitivni antagonist¢ NMDAr jsou latky vazajici se na vazebné misto pro Glu.
Jejich potencialni terapeuticky uc¢inek je v oblastech s excitotoxickym poskozenim znacné
limitovan diky vytésnovanim dané latky samotnym Glu. I pies tuto komplikaci v minulosti byly
tyto latky zkoumany jako mozZna neuroprotektivni 1é¢iva. NejznaméjSimi kompetitivnimi
antagonisty testovanymi v klinickych zkouskach byly midafotel a selfotel (GSC 19755).

V animalnich modelech se selfotel jevil velmi nadéjne, nicméné jeho podani pacientim
v klinické studii neprokazalo Zadné signifikantni ucinky ve srovnani s placebem. Naopak
pacienti vykazovali vy$s$i mortalitu. Zaroven byly popsany 1 jiné nezadouci ucinky ve formeé
paranoidnich reakci a halucinaci (Grotta, Clark et al. 1995, Davis, Albers et al. 1997).

Krom antagonisti vazebného mista pro Glu existuji pochopitelné 1 antagonisté
vazebného mista pro Gly. Mezi antagonisty glycinového vazebného mista na NMDATr testované
v klinickych zkouskach patii licostinel a gavestinel. Ob¢ latky byly organismem dobie
tolerované, bez vaznych psychotomimetickych efekti. Licostinel vSak neprokazal Zadny
signifikantni neuroprotektivni efekt ve srovnani s placebem, navzdory tomu, Ze byla pouzita
davka srovnatelna s animalnimi modely (Albers, Clark et al. 1999). Také gavestinel v klinické
zkousce v roce 2006 nepotvrdil neuroprotektivni piisobeni na redukci objemu ischemického
loZiska mérené¢ho pomoci MRI (Warach, Kaufman et al. 2006).

2.5.3.2 Nonkompetitivni antagonisté NMDAr = pohledu excitotoxického poskozeni

Nonkompetitivni antagonisté NMDAr napi. ketamin, PCP a MK-801 byly uéinni
v mnoha animalnich modelech ischemického poskozeni, ale diky jiz zminénym vedlejSim
u¢inktm je jejich pouziti huméanni mediciné nemozné. DalSim nonkompetitivnim antagonistou
NMDATr testovany v Iécbé ischemie byl aptiganel, ktery navzdory slibnym vysledkim
z animalnich studii v klinickych zkouskach zhorsil mortalitu experimentalnich pacientt oproti
placebu (Albers, Goldstein et al. 2001). Podani atiganelu také vedlo k nezddoucim ué¢inkim
v podobé hypertenze, ventrikularni arytmie, edému a zmatenosti.
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Remacemid je nonkompetitivni antagonista s nizkou afinitou k NMDATr uspésny v in
vivo testech. Pi1 klinické zkousce u pacientu s hypoxicko / ischemickym poskozenim vSak bylo
objeveno, Ze je nemozné dosahnout a udrZet neuroprotektivni koncentraci molekuly v mozku
znamou z animalnich modeli v horizontu nékolik hodin po jeho podani (Dyker and Lees 1999).

2.5.3.3 Inhibitory GIuN2B podjednotky

Molekularnimi experimenty bylo prokazano, ze aktivaci GIuN2B obsahujicich
extrasynaptickych NMDAr dochazi k stimulaci signalnich drah spojenych s buné¢nou smrti
(Martel, Ryan et al. 2012). Z tohoto divodu byly vyvinuty latky selektivné inhibujici pouze
NMDATr s GluN2B podjednotkou, které jsou efektivni pi1 experimentech in vifro 1in vivo. Tyto
latky zaroven nevykazuji bézné vedlejsi uc¢inky nékterych antagonistit NMDATr. Prvné objeveny
selektivnim GluN2B NMDAr antagonistou byl ifenprodil, jeho derivaty eliprodil a traxoprodil
postoupili az do klinickych zkousek. V piipadé eliprodilu nedoslo k potvrzeni signifikantniho
neuroprotektivniho efektu (Lees 1997). Traxoprodil téZ sviij neuroprotektivni vliv nepotvrdil
(Merchant, Bullock et al. 1999). V soucasné dobé se vSak diskutuje o jeho rychlém
antidepresivnim pusobeni, podobné jako u ketaminu (Poleszak, Stasiuk et al. 2016).

Zavérem je treba rici, Ze nedostate¢na uspesnost NMDAr antagonistii pi1 klinickych
zkouskach je multifaktorialniho charakteru. Prvni pii¢innou jsou nepiipustné vedlejsi efekty a
druhou je pravdépodobné kratké terapeutické okno pro podani téchto latek.

2.5.3.4 Latky kombinujici puisobeni na NMDAr s jinymi neurotransmiterovymi systémy

Z pohledu soucasného farmakologického vyzkumu jsou velmi interesantnim tématem
molekuly kombinujici soucasné ovlivnéni vice receptorovych systémi. Jako jejich priklad
uvedu takrin a jeho 7-methoxyderivat (7-MEOTA), jelikoz predloZena prace se z €asti zabyva
1 jejich neuroprotektivnim potencidlem. Takrin (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin; THA) je
reversibilni inhibitor acetylcholineterazy (Freeman and Dawson 1991, Davis and Powchik
1995). Ve vysoké koncentraci THA dale piisobi na adenosinové receptory a blokuje iontové
kanaly pro Ca®>" (Wagstaff and McTavish 1994). Pozdéji byl dokazan i jeho piimy inhibi¢ni
efekt na NMDAr redukci excitotoxicity zpusobené aktivaci NMDAr v mysi kulture
(Davenport, Monyer et al. 1988). Misto navazani THA na NMDAr je pravdépodobné
lokalizovano velmi blizko vstupu do iontového kanalu. Dale byl popsan nepiimy vliv THA na
NMDATr spocivajici v mhibi¢nim pusobeni THA na acetycholinesterazu. Pii zvySené
koncentraci acetylcholinu jsou aktivovany M1 acetylcholinové receptory a inhibovany Ca”*-
dependentni draslikové kanaly, coz vede k depolarizaci membrany a nasledné aktivaci NMDAr
(Horak, Holubova et al. 2017). Tento nepiimy vliv THA na NMDATr je znazornén na obr.
2.534.

THA byl prvnim pouZitym lé¢ivem v terapii Alzheimerovy choroby. Cholinergni
systém byva u tohoto onemocnéni postizen jako prvni a zaroven se zde vyskytuje excitotoxické
poskozeni. Z tohoto divodu byl zkouman potencialné neuroprotektivni vliv THA na toto
neurodegenerativni onemocnéni. Diky komplexnimu uéinku THA tak byly popsany efekty
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netypické pro béZné inhibitory cholinesteraz. Konkrétné bylo zaznamenano zvyseni krevniho
prutoku v mozku u pacienti s Alzheimerovym onemocnénim a snizeni sekrece prekurzorového
proteinu pro amyloid B (Lahiri 1994, Harkins, Taylor et al. 1997). Nicméné velmi kratce na to
byl THA z farmakologického trhu stazen diky vaznym vedlejsim efektim na gastrointestinalni
trakt a hepatotoxicité (Pan, Yu et al. 2007). Z tohoto diivodu byl syntetizovan 7-methoxyderivat
takrinu  (7-MEOTA) stotoznymi farmakologickymi vlastnostmi, ale limitovanou
hepatotoxicitou. THA a 7-MEOTA jsou prikladem molekul kombinujicich soucasny vliv na
cholinergni systém a NMDAT.
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Obr. 2.5.3.4: Schématické zniazornéni nepiimé modulace NMDAr takrinem. Takrin miZe v hipokampu
modulovat NMDAr pomoci metabotropniho muskarinového acetylcholinového receptoru 1 (M1
mAChR) ovlivnéného inhibitorem. ZvySena dostupnost acetylcholinu diky inhibici jeho degradace
aktivuje M1 mAChR a vede k inhibici Ca**-dependentniho draslikového kanali. Toto mé za nasledek
opozdénou repolarizaci plasmatické membrany a naslednou prodlouZzenou dobu aktivace NMDAr, ktera
vede k usnadnéni LTP. AChE — acetylcholin esterdza, SK K kanal — z angl. small conductive calcium-
activated potassuim channel, Ach — acetylcholin, Gly — glycin, Glu — glutamat, LTP — z angl. long term
potenciation.

2.5.4 Glutamdt a NMDA receptory ve vyvoji

Vyvoj mozku probihd v prenatalnim, neonatdlnim 1 postnatdlnim stadm.
Neurotransmitery se vyskytujici se od brzkého prenatalniho stadia jsou nejprve syntetizovany
ve fylogeneticky starsi kaudalni ¢asti mozku (Herlenius and Lagercrantz 2004). Béhem vyvoje
mozek prochazi kritickymi periodami, kdy uréity druh stimulu je esencialni pro dalsi procesy
napi. pro proliferaci, diferenciaci a migraci. Glu je dominantni excita¢ni aminokyselina béhem
prenatalniho vyvoje s moZznym trofickym efektem na synaptogenezi. V mysim kortexu Glu
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roste prenatalné vobdobi E13 — E17 (E = embryonalni den), coz odpovida intenzivni
neurogenezi a klesa E17 — E19, kdy probiha apoptoza glutamatergnich pyramidalnich bunek ve
ventrikularni a subventrikularni zoné. Poté hladina Glu roste v perimatalnim obdobi ristovém
obdobi E21 — P35, poc¢inaje PO se kortexu zacinaji dostavat axony z thalamu tvorici excita¢ni
synapse s kortikalnimi neurony. V obdobi P11 — P15 (P = postnatalni den) mnoZstvi Glu klesa
0 cca 25%, coz opét koreluje s apoptozou v mysSim kortexu a znovu vzrista P21 — P30 (Benitez-
Diaz, Miranda-Contreras et al. 2003).

Jak bylo fe¢eno Glu piisobi na velké mnoZstvi receptorti a to metabotropni 1 ionotropni,
obe skupiny prodelavaji ve vyvoji velké zmeény ve své expresi. U NMDAr dochazi ke zménam
v expresi podjednotek v zavislostina ¢asove ose a typu oblasti mozku, coz velmi silné ovliviiuje
jejich elektrofyziologické a farmakologické vlastnosti. V embryondlnim stadm se vyskytuje
GluN2B a GluN2D podjednotka, obé jsou béhem prvnich dvou tydni nahrazeny, Glu2A za
GluN2B a GIuN2C za GluN2D podjednotku (Williams, Russell et al. 1993, Takai, Katayama
et al. 2003). GluN2A se poté v dospélosti vyskytuje v celém mozku, GluN2C v mozecku a
GIuN2D vymizi témei tplné. GluN1 podjednotka je pro funkéni NMDATr esencialni a proto je
exprimovana v celém mozku napii¢ vyvojem, zvirata s deleci genu pro GluN1 umiraji kratce
po narozeni (Forrest, Yuzaki et al. 1994). U nezralé mozkové tkané NMDAr ve formé
GIuN1/GluN2B mohou byt vice aktivovany i pies blokadu ionti Mg®*, zatimco ve zralé tkani
NMDAr GluN1/GluN2A umoziuji LTP a s tim 1 procesy spojené uc¢enim (Tang, Shimizu et al.
1999). Geneticky modifikované mysi GIuN2A-/- jsou schopné piezit, ale maji zhorSenou LTP
a s tim 1 prostorovou orientaci (Sakimura, Kutsuwada et al. 1995). Pro porovnani GluN2B-/-
mysi jsou meéné zivotaschopné, maji zhorSenou LTD a naruseny neuronalni vyvoj (Kutsuwada,
Sakimura et al. 1996, Brigman, Wright et al. 2010). V neonatalnim stadiu se GluN2B vyskytuje
zeyjména Vv kortikalnich a hipokampalnich neuronech na synaptickych i extrasynaptickych
mistech (Tovar and Westbrook 1999, Thomas, Miller et al. 2006). V rozmezi P39 — P92 u
potkana dochazi k redukci GluN2B podjednotky, stile je vSak extrasynapticky zachovéna
(Harris and Pettit 2007). Proto jsou v animalnich modelech uspésni selektivni antagonisté
GluN2B podjednotky. Se zménou podjednotkového slozeni prichazi 1 zména v podobé
glutamatergmich synapsi. NMDAr jsou v glitamatergni synapsi exprimovany jako prvni,
béhem postnatalniho vyvoje dochazi k navyseni jejich poctu a preferenéni distribuci NMDAr
do centra synapse, zaroven jsou zabudovany 1 extrasynapticky (Somogyi, Tamas et al. 1998).

Vyzkum naznacuje zapojeni NMDATr v kontrole proliferace nervovych progenitorovych
bunek a zaroven 1 jejich ulohu piiradialni ¢1 tangencialni migraci. Byl popsan vliv NMDAr na
proliferaci v gyrus dentatus u hlodavcl, primata 1 ¢lovéka (Cameron, McEwen et al. 1995,
Eriksson, Perfilieva et al. 1998, Gould, Tanapat et al. 1998). V experimentech in vivo bylo
prokézano, Ze blokace NMDAr béhem prvniho postnatdlniho tydne zvySuje proliferaci
granularnich bunék v hipokampu (Cameron, McEwen et al. 1995).

Ve vyvijejicim se mozku se glutamatergni neurony vyskytuji zejména ventrikularni
zoné hipokampu a poté migruji do kortikalni vrstvy pomoci radialni migrace, Glu je zde
pravdépodobné velmi dilezitym chemotaktickym faktorem. Pokud v mozec¢ku budou NMDAr
blokovany vysokou koncentraci Mg?* ¢i antagonistou, dojde k naruSeni migrace granularnich
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bunek z vnéj$i do vnitini granularni vrstvy (Rossi and Slater 1993). Zatimco pi1 navySeni
koncentrace NMDA a Gly dojde k jejimu posileni (Komuro and Rakic 1993).

Jak jiz bylo reCeno NMDATr a Glu ovliviiuji proliferaci, migraci a synaptickou plasticitu
ve vyvijejicim se mozku. V obdobi velmi intenzivni synaptogeneze a mozkového ristu jsou
NMDATr hypersenzitivni k excitotoxickému poskozeni nervove tkané. U potkana je tato perioda
v rozmezi od pozdné prenatalniho do dvou tydnii postnatalniho vyvoje a u ¢lovéka od tietiho
trimestru téhotenstvi do tri let zivota po narozeni (Dobbing and Sands 1979). Béhem této doby
blokace NMDAr pomoci antagonistii zpusobi rozsahlou apoptotickou neurodegeneraci. Tento
jev byl objeven vroce 1999 prof. Ikonomidou et al. pri studu ammalniho modelu
traumatického poranéni mozku u 7 dni starych potkanich mlad’at. Traumatické poranéni
parietalniho kortexu vede k malé ohranicené excitotoxické 1ézi v misté mzultu a nasledné
apoptoze ve vzdalengjsich strukturach. Podani MK-801 v popsaném modelu vedlo k zmenSeni
lokalni excitotoxickeé léze v misté traumatického mzultu, ale zaroven meélo za nasledek 1
vyrazné zhorSeni apoptozy ve vzdalenéjSich regionech. Jiz samotna aplikace MK-801,
ketaminu a PCP zpiisobi v nezralé nervové tkani masivni apoptotickou neurodegeneraci
v nékolika strukturach vyvijejiciho mozku. Citlivost mozkovych struktur vii¢i neuronalnimu
poskozeni zptisobené vystavenim antagonistit NMDAr vykazuje vékovou zavislost. Senzitivita
k MK-801 je vysoka v postnatalnim obdobi u potkana PO — P3, dale se zvysSuje ve dnech P3 —
P7 a klesa v obdobi P7 — P14 (Ikonomidou, Bosch et al. 1999). Mechanismus zpiisobujici MK-
801 podminénou apoptotickou neurodegeneraci pravdépodobné souvisi s ubytkem trofickych
faktori BDNF (z angl. brain-derived neurotrophic factor) a neurotrofinu 3 a dale se snizenim
exprese antiapoptotického proteinu Bcl2 (Hansen, Briem et al. 2004). Stejny jev na vyvijejici
se mozek byl popsan u agonisti GABA 4 receptoru benzodiazepinti a barbiturati a zaroven i u
ethanolu, ktery je souCasné antagonistou NMDAr a agonistou GABAa receptorii (Olney,
Ishimaru et al. 2000, Ikonomidou, Bittigau et al. 2001). Popsana problematika antagonisti
NMDATr a agonisti GABA receptoru ve vyvoji ma esencialni vyznam zejména v oblasti
pediatrické péce, z divodu pouZiti vhodnych anestetik u détskych pacientt a 1é¢by zavislosti u
gravidnich matek.

2.6 Neurosteroidy

Steroidy jsou télu vlastni lipofilni latky sloZzené z ti'i cyklohexanovych kruhui (A, B, C)
a jednoho cyklopentanového (D). Z hlediska prostorové konformace se mohou piirodni 1
syntetickée steroidy vyskytovat v cis nebo trans usporadani urcujici jejich biologickeé vlastnosti.
Steroidni latky jsou esencidlni pro fyziologickou funkci organismu, napi. cholesterol je
nezbytny pro integritu plasmatické membrany, steroidni hormony ovliviiuji reakci na stres ¢i
reprodukci a v neposledni radé zlucové kyseliny zucastiiujici se traveni jsou téZ steroidniho
charakteru.

Steroidy syntetizované v mozku de novo nebo ze steroidnich prekursorti dopravenych
krvi se nazyvaji neurosteroidy. Tento termin poprvé zaved] francouzsky biochemik Etienne —
Emile Baulieu, kdyz prokazal existenci dehydroepiandrosteronu (DHEA), pregnenolonu
(PREG) a jejich sulfati ve vysoké koncentraci i po odstranéni gonad a nadledvinek.
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Neurosteroidy puisobi jako piimé modulatory excitability neurotransmiterovych receptorii napi-.
NMDAr, AMPA receptorii, receptorii pro y-amino maselnou kyselinu (GABA), glycinovych
receptortl, sigma receptoru atd. Neni vyjimkou, Ze jeden neurosteroid je schopen ptisobit na
vice typt receptorii opa¢nym efektem (Harrison and Simmonds 1984, Wu, Gibbs et al. 1991).

Enzymy ucastnici se syntézy neurosteroidi jsou exprimovany v neuronech, astrocytech
1oligodendrocytech. Velka ¢ast z nich patii do rodiny cytochromi P450. Veskeré neurosteroidy
vznikaji z cholesterolu. Inicia¢nim krokem je pienos molekuly cholesterolu na wvnitini
mitochondridlni membranu a poté jeho konverze na PREG pomoci enzymatického komplexu
Stépici postranni retézec cholesterolu (P450scc). P450sce se nachazi ve zralé nervové tkani
potkana zejména v hippokampu, kortexu, amygdale a bazalnich gangliich (Mellon and
Deschepper 1993). Hlavni prekursor pro neurosteroidy PREG je poté transformovan 3p-
hydroxysteroiddehydrogenazou (3B-HSD) na progesteron (PROG) (Compagnone and Mellon
2000). PREG 1 PROG mohou byt dale zpracovavany 17a-hydroxylazou/17, 20-lyazou
(P450c17) na jejich 17-hydroxy formy, pricemz naslednym Stépenim vazby mezi C17 a C20
vznikA DHEA a androstendion, které mohou byt prekursory pro syntézu testosteronu a
estradiolu. Dals$i mozZnosti je redukce PROG na Sa-dihydroprogesteron a poté konverze na
allopregnanolon (ALLO), isoallopregnanolon a pregnanolon. PROG rovnéz slouZi jako vychozi
molekula pro syntézu kortikosteronu a aldosteronu (Mellon and Vaudry 2001).

Sulfotransferazy katalyzuji pienos skupiny SO4>" na neurosteroidy obsahujici ~OH
skupinu na C3 pozici napi. u DHEA, PREG a ALLO. Sulfatace molekuly ve velmi vyznamnym
krokem z hlediska piisobeni na neurotransmiterové receptory. Sulfatova skupma muize byt
odejmuta sulfatdzami (Compagnone and Mellon 2000).

2.6.1 Mechanismus piisobeni neurosteroidii

Klasické steroidni hormony zahrnujici androgeny, mineralokortikoidy, glukokortikoidy
estrogeny atd. syntetizované gonadami a endokrinnimi Zlazami ptisobi intracelularné na jaderné
receptory ovlivnénim genové exprese.

Prvni dikaz odlisného mechanismu puisobeni steroidnich latek podal kanadsky lékar
studujici a pusobici v Praze Hans Hugo Bruno Selye v roce 1941. V jeho praci popsal rychly
sedativni a anesteticky efekt metaboliti progesteronu na CNS hlodavct (Selye 1941).
Neurosteroidy primo moduluji neurotransmiterové receptory CNS 1 PNS (nongenomicky
zpusob) a ovliviiuji tak excitabilitu nervové tkaneé (Rupprecht 2003). Zda neurosteroid pusobi
na dany receptor aktivaéné ¢i inhibiéné zaleZzi zejména na jeho prostorové konformaci a
piipadnych substituentech na cholesterolovém skeletu.

2.6.2 Interakce neurosteroidit s NMDA receptory

Vliv neurosteroidiit na NMDAT je Siroce zkoumané téma diky zapojeni glutamatergniho
systéemu do celé rady patologii CNS. Nicméné stale neni znamo vazebné alosterické misto
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neurosteroidi na NMDAr, predpokladana je existence riznych vazebnych mist pro aktivacni a
inhibiéni neurosteroidy. S urcitosti se da prohlasit, Ze neurosteroidy neptuisobi jako blokatory
iontového kanalu (napi. MK-801, ketamin, PCP). Spoleénym rysem pro vsechny steroidy
modulujici NMDAr je nabita skupina navazana na uhliku C3 steroidniho skeletu. Z hlediska
prostorové konfigurace chirdlnich uhlikii C3 a C5 muzZe steroidni molekula nabyvat lomeného
¢1 planarniho tvaru, pri¢emz planarni uspoiadani je typické pro neurosteroidy potenciujici
NMDATr a lomené pro neurosteroidy inhibujici (Park-Chung, Wu et al. 1997, Korinek, Kapras
et al. 2011).

Typickym mhibi¢nim alosterickym modulatorem NMDATr je endogenni neurosteroid
pregnanolon sulfat (20-oxo-5B-pregnan-3a-yl sulfat; PS), jehoZz navazani na NMDATr je
nezavislé na membranovém potencialu, ale zaroven je podminéno aktivaci receptoru; tzv. use-
dependentni zpiisob. Alostericka inhibice PS zpusobi 70% redukci proudu prochazejiciho pies
NMDATr (Petrovic, Sedlacek et al. 2005). Mira inhibice je zavisla na podjednotkovém
uspotadani receptoru, PS s vétsi silou inhibuje NMDATr sloZené z GluN1 a GluN2C ¢1 GluN2D
podjednotek (Horak, Vlcek et al. 2004). Déle bylo prokazano, ze vazebné misto PS se nachazi
na extracelularni strané NMDAr v membranové oblasti a je odlisné od vazebného mista pro
dizocilpin, glycin, polyaminy a Mg?* (Park-Chung, Wu et al. 1997, Borovska, Vyklicky et al.
2012). Rovnéz byl popsan vyznam membrany a membranovych oblasti pro navazani PS na
NMDAr (Borovska, Vyklicky et al. 2012). Obecné se da fici, Ze derivaty pregnanolonu
zahrnujici napf. pregnanolon hemisukcinat, pregnanolon hemiglutarat a pregnanolon
hemioxalat ptisobi na NMDAr inhibi¢né. Prirozené se vyskytujicimi neurosteroidy piimo
inhibujici NMDATr jsou také estradiol a testosteron (Korinek, Kapras et al. 2011). Estradiol
prokézal své neuroprotektivni u¢inky v animalnich modelech 1u lidi, zmirnuje poskozeni tkané
po excitotoxickém poskozeni, oxida¢nim stresu a zaroven usnadnuje jeji reparaci (Raghava,
Das et al. 2017).

Pregnenolon sulfat (20-oxo-pregn-5-en-30-yl sulfat; PREGS) se od PS liSi pouze
pritomnosti dvojné vazby na steroidnim skeletu mezi uhliky C5 a C6, stejné jako PS se v CNS
vyskytuje naprosto prirozené (Weill-Engerer, David et al. 2002). PREGS byl prvnim
neurosteroidem, u kterého byl prokadzan potenciaéni vliv na NMDAr, tzn. zvySeni
pravdépodobnosti otevieni iontového kanalu NMDATr po jeho navazani (Wu, Gibbs et al. 1991).
Elektrofyziologickd meéieni popsala velmi vysoky narist odpovédi NMDAr po spolecné
inkubaci s 300 pM PREGS, obdobny nalez byl opakovan 1 v piipadé bunééné kultury
hipokampalnich neuroni (Wu, Gibbs et al. 1991). PREGS preferen¢né potencia¢né pusobi na
NMDATr obsahujici GluN1 spolu s GluN2A ¢1 GluN2B podjednotkou. Syntetické analogy
PREGS téz pusobi aktivacne na NMDAT.

PREGS 1 PS zaroven ovliviiuji 1 jiné receptory, napi. GABAa, AMPA ¢i1 kainatové
(Weaver, Land et al. 2000). DalSimi endogennimi neurosteroidy s pozitivhim efektem na
NMDATr jsou sulfatované molekuly DHEAS a ALLOS. Predevsim v pripadé DHEAS byl
zaznamenan jeho priznivy vliv na pameét’.
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2.6.3 GABA. recepior a jeho interakce s neurosteroidy

GABA (kyselina y-animomaselna), hlavni inhibi¢ni neurotransmiter ve zralé tkani CNS,
je zasadni pro dlouho 1 kratkodobé ovlivnéni excitability. Role GABA ve vyvoji nervove
soustavy je vSak mnohem rozmanitéjsi, piisobi mimo jiné jako troficky faktor pro ovlivnéni
proliferace, migrace, diferenciace a zrani synapsi (Owens and Kriegstein 2002). Béhem
maturace nervove tkané ma GABA, na rozdil od dospélosti, excita¢ni uéinek a to diky vysoké
koncentraci CI" uvnit buniky. Postupem c¢asu tato koncentrace klesa diky zvysujici se expresi
K*/CI kotransporteru KCC2 (z angl. potassium chloride cotransporter 2), coz ma za nasledek
zménu pusobeni GABA z excitace na inhibici. K tomuto jevu u potkana dochazi béhem prvnich

dvou postnatalnich tydni (Rivera, Voipio et al. 1999).

Bylo prokazano, ze piiblizné 33% synapsi vsavéim kortexu je GABAergnich.
Z hlediska struktury GABAA receptor je pentamericky protein sloZeny z péti podjednotek,
které tvoii iontovy kandl pro CI, ktery po vtoku do bunky pilisobi hyperpolarizaci
postsynaptického neuronu. Existuje nékolik typt podjednotek a ty se dale mohou vyskytovat
v nékolika izoformach (a1, P13, Y13, 0, €, T, 0, p13), nejcastéjsi podobou GABA receptoru
je 2a + 2P +y/6. Podobné jako u NMDAr podjednotkové sloZeni je zde rozhodujici pro kinetiku
a farmakologii receptoru, napi. pro formaci benzodiazepinového vazebného mista je esencialni
piitomnost y podjednotky (Sieghart and Sperk 2002). Antagonisté GABAAa receptoru jsou
bikukulin (kompetitivni) a pikrotoxin (nonkompetitivni) a pozitivnimi alosterickymi
modulatory benzodiazepiny, barbituraty a ethanol. Samostatnym tématem je pusobeni
neurosteroidi na GABA 4 receptor, jelikoz stejné jako v pripadé NMDAr ho mohou aktivovat
¢1 inhibovat.

Pozitivnimi modulatory jsou pro GABAa receptor ALLO, pregnanolon, progesteron,
testosteron, allotetrahydrodeoxykortikosteron (THDOC), negativhimi pak PREGS a DHEAS.
Na zaklade¢ struktury steroidniho skeletu miZzeme urcit vliv neurosteroidu na GABA 4 receptor,
napi. sulfatova skupina na C3 predurcuje inhibi¢ni charakter molekuly bez ohledu na jeji
prostorovou konformaci, pritomnost dvojné vazby atd. (Wang, He et al. 2002). Na druhou
stranu 3fB-hydroxyderivaty (obou konformaci 5o 1 5p) ptusobi na GABA4 receptor mirné
potencia¢né, zatimco 3a-hydroxyderivaty (ALLO, pregnanolon) potenciuji GABAa receptor
s vétsi silou (v fadu stovek procent); (Kokate, Svensson et al. 1994, Wang 2011). Na GABAa
receptoru jsou pravdépodobné dvé vazebna mista pro neurosteroidy, jedno pro inhibi¢ni
neurosteroidy a druhé pro aktivaéni (Hosie, Wilkins et al. 2006). Neurosteroidy pozitivné
modulujici GABA A receptor zvysuji vtok CI', timto potlac¢uji anxietu v animalnich modelech
deprese, zaroven maji sedativni a antiepilepticky efekt (Wieland, Lan et al. 1991, Timby,
Balgard et al. 2006). Na druhou stranu bylo experimentalné prokazano u lidi 1 zvirat, Ze
allosterické modulatory s pozitivnim pusobenim na GABAa receptor u urcitého procenta
populace mohou naopak indukovat uzkost, podrazdénost a agresivitu. Silna podrazdénost byla
piitomna u 3 - 6% osob a mirné priznaky u 20 - 30%. Tento uc¢inek byl pozorovan u ALLO,
benzodiazepinti, barbiturati 1 ethanolu. Pravdépodobné je tato bipolarni odpovéd’ zavisla na
konkrétni koncentraci daného neurosteroidu (Beauchamp, Ormerod et al. 2000, Ben-Porath and
Taylor 2002, Miczek, Fish et al. 2003, Duke, Giancola et al. 2011).
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2.6.4 Fyziologicky vyznam neurosteroidil u zralé nervové tkdané

Jak jiz bylo fefeno, neurosteroidy vyskytujici se prirozené maji fadu funkci v CNS 1
PNS. Dale jsou velmi duleZité béhem vyvoje organismu, tato velmi specifickd oblast bude
popsana pozdéji. Byl prokazan pozitivni vliv PREGS a DHEAS na pamét’ a uceni (ob¢ latky
jsou pozitivhimi moduldtory NMDAr a negativnimi moduldtory GABAa receptori);
(Ladurelle, Eychenne et al. 2000). PREGS se v hipokampu piirozené vyskytuje a jeho
koncentrace je piimo umeérna kognitivhim schopnostem zvifat. Infuze PREGS in vivo
stimulovala neurogenezi, adhezi neuront a plasticitu v hipokampu (Mayo, Lemaire et al. 2005).
Kognitivni schopnosti zvirat 1jejich vykon v pamétovych testech mohou byt zlepseny podanim
PREGS a DHEAS (Flood, Morley et al. 1995). Zaroven je znamo, ze hladina DHEA a DHEAS
u lidské populace zretelné klesa a vékem (Orentreich, Brind et al. 1984). Nasledné byla popsana
nizka hladina DHEA a DHEAS u pacienti trpicich Alzeimerovou chorobou (Weill-Engerer,
David et al. 2002).

Dosavadni stude prokazaly anxiolyticky, antidepresivni, sedativni a dokonce
antipsychoticky vliv neurosteroidi, psychické stavy jsou tedy krom jiného ovlivnény 1
neurosteroidy. Napiiklad ALLO a THDOC jsou znamy pro sviij silny anxiolyticky uéinek,
nizka hladina ALLO koreluje s mirou agresivity a tizkosti u mysi (ALLO 1 THDOC pozitivné
ovliviiuji GABA A receptory a negativné pusobi na NMDAr); (Crawley, Glowa et al. 1986,
Maguire, Stell et al. 2005, Eser, Schule et al. 2006). Anxiolyticky efekt ALLO je
zprostiedkovan jeho pozitivnim pisobenim na GABA 4 receptor a miize byt blokovan podanim
pikrotoxinu. Neni piekvapivé, ze ALLO a THDOC moduluji 1 reakei organismu na stres, kdy
jejich koncentrace po vystaveni stresovému stimulu velmi rychle roste (Purdy, Morrow et al.
1991, Reddy and Rogawski 2002). Tento jev byl popsan v animalnich modelech pi1 aplikaci
mirnych elektrickych Sokt a v testu nuceného plavani tzv. forced swimming test (Barbaccia,
Roscetti et al. 1996, Barbaccia, Roscetti et al. 1997).

Velmi dilezita je role neurosteroidii pii vyvoji a 1é¢bé depresivniho onemocnéni. U
depresivnich pacientii byla nalezena sniZzena koncentrace ALLO v plasmé 1 CSF, zatimco
koncentrace THDOC v plasmé byla zvySena (Strohle, Pasini et al. 2000). Bylo zjiSténo, Ze
podani Siroce pouZivaného antidepresiva fluoxetinu vede k normalizaci hladin obou popsanych
neurosteroidi (Uzunov, Cooper et al. 1996, Strohle, Pasini et al. 2000). Sulfatované formy
neurosteroidi PREGS a DHEAS téz maji antidepresivni efekt v animalnich modelech i u lidi.

Neurosteroidy ovliviiuji organismus na bunécéné urovni. Ve studii Marukami et al
prokézali existenci pregnenolon-vazajiciho proteinu na mikrotubulech. PREG po jeho navazani
kontroluje dynamiku a stabilizaci mikrotubuli u neuromi, coZ naznacuje vyznam neurosteroida
pro starnuti organismu (Murakami, Fellous et al. 2000). Dale byl zjistén vliv neurosteoidil na
myelinizaci, kdy po aplikaci PROG (pozitivni modulator GABA s receptoru) na bunécénou
kulturu doslo ke zvySené expresi myelin basic proteinu (MBP) a dale zvysenému poctu
oligodendrocyti exprimujicich MBP (Koenig, Schumacher et al. 1995). PROG piusobi
promyeliniza¢né diky jeho vlivu na proliferaci a zrani oligodendrocytii. Déle je samoziejmé
diskutovan vliv neurosteroidii na neurogenezi, napi. DHEA (inhibi¢ni modulator GABAa
receptoru a potencia¢ni modulator NMDAr) zvysuje pocet noveé vzniklych bunék v gyrus
dentatus u potkana a déle antagonizuje tlumici uéinek kortikosteronu na proliferaci a
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neurogenezi (Karishma and Herbert 2002). DHEA podporuje také proliferaci nervovych
kmenovych bunék, vysledkem této kaskady je zvySend neurogeneze, ktera mize byt
eliminovana antagonisty NMDAr a sigma receptoru (Suzuki, Wright et al. 2004). Vyvazené
koncentrace neurosteroidii béhem dospélosti chrani nervovou tkan pied degradaci zptisobenou
toxickymi vlivy (endo 1 exogennimi). Poruseni neurosteroidogeneze se vyskytuje ve stresovych
situacich, psychiatrickych onemocnénich a neurodegenerativnich onemocnénich (Knytl P
2016).

2.6.5 Vyznam neurosteriodii ve vyvoji nervové tkdané

Pro téhotenstvi je charakteristickd zvySena koncentrace neurosteroidii ve volné 1
konjugované formé v mozku matky 1 plodu. Neurosteroidy jsou produkované v téhotenstvi
nadledvinkami plodu a placentou. Jejich funkce stale neni zcela objasnéna, ziejmé se podili na
stabilizaci téhotenstvi a ucastni se neurohumoralni stresové reakce Zeny béhem porodu.
Pravdépodobné maji téz ochrannou funkci proti ischemicko-hypoxickému poskozeni
v perinatalnim obdobim, kdy plod je schopen zvysit produkci neurosteroidii v odpoveédi na
inzult jako prevenci pied kognitivnim ¢1 motorickém poskozeni.

Funkéni syntéza neurosteroidi je esencidlni pro spravny vyvoj organismu. Pritomnost
enzymu P450scc konvertujici cholesterol na pregnenolon byla v mozku prokazana uz od raného
vyvoje. Ablace genu pro P450scc vede k umrti takto geneticky upravenych mysi 1 — 2 dny po
narozeni, pouze par jich prezilo tyden (Hu, Hsu et al. 2002). V souvislosti s tématem
neuroprotekce plodu jsou nejvice zminované neurosteroidy pozitivné ovliviiujici GABAa
receptor napi. ALLO, ktery je syntetizovan z progesteronu. Hill et al. v roce 2007 prokazali, Ze
produkce progesteronu placentou se zvySuje béhem téhotenstvi, tak aby mohl byt pak vyuzit
jako prekursor pro ostatni neurosteroidy. S timto nalezem souvisi vzrust koncentraci 3a- a So-
izomeriu pregnanolonu, soucasné¢ pokles 5P izomeri pregnamu a zvySena sulfatace
neuroinhibi¢nich steroidi (3a5B-pregnanolon) béhem gravidity (Hill, Cibula et al. 2007).
V animalnim modelu akutniho fetdlniho ischemicko-hypoxického poskozeni v pozdni fazi
téhotenstvi byl popsan vyrazny nartiist koncentrace ALLO (3a5a) v Sedé 1 bilé hmoté 2 -3
hodiny po inzultu (Nguyen, Yan et al. 2004). Pokud vznik ALLO po inzultu bude zablokovan
podéanim finasteridu (inhibitor So-reduktazy) dojde k zvySenému mnozstvi apoptozy zejména
v hipokampalnich oblastech CA1 a CA3, déle také v kortexu a mozecku (Yawno, Yan et al.
2007). Potlaceni syntézy ALLO za fyziologickych podminek vede k zvySenému poctu
degenerujicich bunék ve fetalnim mozku (Yawno, Hirst et al. 2009). Koncentrace ALLO klesa
piirozené po narozeni a je udrZzovana na nizké hladin€ po celé neonatélni obdobi (Nguyen, Yan
et al. 2004). Pregnenolon sulfat, pisobici jako negativni modulator GABA 4 receptorti a zaroven
pozitivni modulator NMDAr, v hipokampalnich kulturach indukuje LTP v CAl oblasti
hipokampu (Sliwinski, Monnet et al. 2004). Jak jiz bylo feceno vyse PREGS v dospélosti
pozitivné ovliviiuje kognitivni funkce. Dalsim neurosteroidem s regula¢ni funkci ve vyvoji je
progesteron syntetizovany béhem neonatalni periody Purkynovymi bunky, kde stimuluje
diferenciaci mozecku. Na fezech mozecku 1 in vivo v neonatélni tkani progesteron podporuje
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rust dendriti mozecku, formaci dendritickych trnt 1 synaptickou denzitu Purkynovych bunék
(Sakamoto, Ukena et al. 2001, Sakamoto, Ukena et al. 2002).

2.6.6 Terapeuticky potencidl neurosteroidit a neuroaktivnich steroidii

Neuroaktivni steroidy jsou steroidni molekuly mimikujici ptsobeni neurosteroidi
nevytvaiené nervovou tkani. Divodem jejich syntézy je zejména kratka doba piuisobeni télu
vlastnich neurosteroidi, které jsou rychle metabolizovany. Sulfatované estery jako PS a PREGS
jsou po urcité dobé hydrolyzovany na pozici C3 a tim padem se jiZ nemohou navazat na
neurotransmiterové receptory jako v predeslé formé. Neuroaktivni steroidy reprezentuji
v soucasné dobé velmi zajimavé téma v oblasti neurobiologie.

Syntéza a s ni hladina neurosteroidi v organismu se méni v zavislosti na véku, béhem
stresovych podminek, pi1 probihajicim chronickém zanétu a samozieymné 1 u
nerodegenerativnich onemocnéni. Neurosteroidy 1 neuroaktivni steroidy maji nesporny
terapeuticky potencial prokdzany pi1 experimentech in vitro 1 in vivo. Hladina
neuroprotektivnich neurosteroidi se v mozkii méni za patologickych okolnosti, napi. béhem
neurodegenerativnich onemocnénich jako je Alzheimerova choroba a Parkinsonova choroba.
U pacientii s Alzheimerovou chorobou byl zaznamenan pokles hladiny ALLO v temporalnim
kortexu a prefrontalnim kortexu, zatimco koncentrace DHEA a PREG byla zvysena (Naylor,
Kilts et al. 2010).

Detailni mechanismus neuroprotektivniho u¢mku neurosteroidii zatim neni znam,
organismu. ALLO a PROG snizuji produkei prozanétlivych cytokinii v misté poranéni nervoveé
tkané, ¢imz redukuji vznik pozdéjsiho edém (VanLandingham, Cekic et al. 2007). Aplikace
PROG takeé zlepsila myelinizaci a zvysila expresi BDNF v animalni modelu poranéni michy a
po kryolézi periferniho nervstva (De Nicola, Gonzalez et al. 2006). Jelikoz ALLO pusobi
potenciaéné na GABAAa receptory, jeho podani v animalnich modelech epilepsie vede ke
snizeni ¢etnosti zachvatl, mortality a bunécéné smrti (Leskiewicz, Budziszewska et al. 1997).

Neuroprotektivni vliv neurosteroidi byl popsan dale vanimalnich modelech
ischemického poskozeni mozku. Administrace DHEA v davce 20 mg/kg 3 — 48hodin pied
ischemickym inzultem zmirnila poskozeni nervové tkané v hipokampalni oblasti CAl a
zaroven zmirnila kognitivni deficit zvirat (Li, Klein et al. 2001). DalSim neuroaktivnim
steroidem se signifikantné¢ neuroprotektivnim uc¢inkem v modelech ischemie je 3a-ol-5f-
pregnan-20-one hemisukcinat (PHS). U této molekuly byla popsana redukce velikosti postizené
tkané v modelu okluze arteria cerebri media (angl. middle cerebral artery occlusion; MCAO)
po podani PHS. V dalsi studii stejného tymu bylo demonstrovano snizeni nasledku reversibilni
ischemie v oblasti pateini michy pii aplikaci PHS (Lapchak 2004, Lapchak 2006).

Z hlediska medicinalniho vyuZziti se jevi slibnymi i1 pozitivni C3 hemiesteroveé
alosterické steroidni modulatory NMDAr analogti pregnenolonu a androstenu v kontextu 1écby

neuropsychiatrickych chorob spjatych s hypofunkei glutamatergniho systému (Krausova,
Slavikova et al. 2018).
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Zatim nejvice uspésnym syntetickym steroidem je ganaxolon vyvinuty firmou Marinus
Pharmaceutical. Ganaxolon, methylovany derivat ALLO, je CNS selektivni pozitivni
alostericky modulator GABA 4 receptorii s prokazanym antiepileptickym u¢inkem v mnoha
animalnich modelech epilepsie. V klinickych studiich byl dobie tolerovan dospélymi 1 détmi
(Yawno, Miller et al. 2017).

2.6.7 Studované neuroaktivni steroidy pregnanolon glutamadt a pregnanolon hemipimeldt

Jak jiz bylo fec¢eno, nadmérna aktivace NMDAr vede excitotoxickému poskozeni
nervove tkané, které je spolecnym jmenovatelem pro akutni i1 chronicka neurologicka
onemocnéni. V poslednich 25 letech bylo vyvinuto mnoho antagonisti NMDAr s potencialné
neuroprotektivnim uc¢inkem. PrestoZe jejich testovani v animalnich modelech bylo uspésné,
v pozdéjsich klinickych zkouskach selhaly. Spolecnym vedlejSim efektem pro mnoho latek
ovliviiujicich NMDAr je jejich psychotomimeticky u¢mnek zptsobeny ovlivnénim bézné
synaptické aktivity. Molekularnim podkladem tohoto i¢mku u nonkompetitivnich antagonista
NMDAr je jejich dlouhé ptisobeni uvniti iontového kanalu receptoru v nepostizenych oblastech
mozku. Z tohoto diivodu je potieba se zaméfit na vyvoj latek, které budou preferenéné blokovat
tonicky aktivované NMDATr v postizenych strukturach s moznosti rychlého opusténi iontového
kanalu. Takto paisobi napi. unkompetitivni NMDAT antagonista memantin, ktery je v souc¢asné
dobe vyuzivan pi1 lécbé Alzheimerovy choroby. Obdobny mechanismus u¢inku byl prokazan 1
u neurosteroidu PS. Nicméné PS je vmozku velmi snadno hydrolyzovan, proto byl
syntetizovan analog endogenniho PS 3a5p-pregnanolon glutamat (PG); (Kapras, Slavickova et
al. 2012). Struktura PG je znazornéna na obr. 5.1.1, sulfatova skupina PS je u PG nahrazena
kyselinou glutamovou. Z hlediska farmakokinetiky PG po intraperitonealnim podani rychle
transportovan pies hematoencefalickou bariéru s maximalni koncentraci v mozkové tkani 60
min po aplikaci (Rambousek, Bubenikova-Valesova et al. 2011). Dale je PG dobie odbouravan
a nedochazi kjeho akumulaci vmozku ani v ostatnich tkanich organismu. V naSich
piedchozich studiich byl popsan mechanismus u¢inku PG na NMDAr, zaroven PG ovliviiuje 1
GABA, receptory (Bukanova, Solntseva et al. 2018). Stejné jako PS 1 PG je use-dependentni
(inhibi¢ni plisobeni je podminéno aktivaci piislusného receptoru agonistou) a napétoveé
nezavisly allostericky mhibitor NMDAr (Petrovic, Sedlacek et al. 2005). V predchozi praci byl
také demonstrovan neuroprotektivni u¢mech PG v modelu excitotoxického poskozeni
(Rambousek, Bubenikova-Valesova et al. 2011). DalSim sledovanym neuroaktivnim steroidem
je pregnanolon hemipimelat (PA-hPim), jeho struktura je znazornéna na obr. 5.2.1. Podobné
jako PG 1 PA-hPim je syntetickym analogem PS, rozdilny je odlisny substituent na C3. Obe
latky se jsme se rozhodli otestovat vanimalnich modelech poskozeni nervové tkané.
Neuroaktivni steroidy jsou atraktivnim vyzkumnym tématem 1 diky moZnosti ovlivnéni vice
neurotransmiterovych systémi jednou molekulou.
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2.7 Animalni modely pouZzité v praci

Pouziti vhodné zvolenych animalnich modeli je esencidlni pro porozumeéni
studovanych patologickych procesi. V nasem piipadé jsme se zaméiili na vyzkum
ischemického mnzultu v mozkové tkéani, ktery je silné spjaty s problematikou neuroprotekce a
glutamatové excitotoxicity a mna depresivni onemocnéni. Neuropsychiatrickda 1
neurodegenerativni onemocnéni jsou velmi vaznym problémem soucasné spolec¢nosti, proto je
nezbytné hledat nove terapeutické pristupy. Tato prace shrnuje ptisobeni nékolika typti molekul
v animalnich modelech ischemie, excitotoxicity a deprese. SpoleCnym rysem vSech zde
pouzitych modelt je klicova role glutaméatergniho systému.

2.7.1 Animdlni modely deprese

Depresivni porucha je multifaktorialni, heterogenni a casto chronické onemocnéni
znaéné limitujici osoby piedevsim v produktivnim véku, postihujici 5 — 15% muzii a 9 — 26%
Zen (Bares M 2006). Klinické studie uvadéji, ze piiblizné u 30 — 40% pacientii neni u¢inna
lé¢ba antidepresivem prvni volby. Diky vysokému poctu pacientii nereagujicich na terapii
klasickymi antidepresivy je esencialni ve vyzkumu pouzivat validni animalni modely tohoto
psychiatrického onemocnéni. Animalni modely deprese mohou byt zaloZeny na genetické
manipulaci (metodika optogenetiky, geneticky modifikovana zvirata), stresu (socialni stres,
chronicky mirny stres, naucena bezmoctnost), farmakologické manipulaci, indukci naruseni
cirkadialniho rytmu ¢1 pocatecni chirurgické manipulaci s pozdéjSimi neurochemickymi
zménami (olfaktoricka bulbektomie); (Fava and Kendler 2000).

Bilateralni olfaktoricka bulbektomie (OBX) je chirurgicky indukovany model deprese
vyustujici v rozsahlé zmény v endokrinnim, imunitnim a neurotransmiterovém systému. OBX
jsme vybrali diky jeji dobré reprodukovatelnosti a neurochemickym zménam postihujicim
glutamatergni systém, na ktery jsme zaméieni. Olfaktorické bulby u potkana jsou
neuroanatomicky bilateralni extenze rostralni ¢asti telecephala zarazované jako soucast
limbického systému a propojené s posteriornim pyriformnim kortexem, amygdalou a striatem.
Pi1 jejich oboustranném odstranéni dochdzi k neurodegenerativnim, neurochemickym,
strukturalnim a behaviordlnim zménam podobné jako u pacienti trpicich depresi. Nasledné
depresivni chovani neni vysledkem pouhé ztraty ¢ichu, ale souvisi zaroven se ztratou detekce
feromonti diky odstranéni vomeronasalniho organu spolu s ¢ichovym epitelem a predevsim s
retrogradni degeneraci neuronu vyskytujici se 1 v kortexu, hippokampu, amygdale, /ocus
coerulus a nucleus raphe (Leonard and Tuite 1981, Carlsen, De Olmos et al. 1982, Nesterova,
Gurevich et al. 1997). Po OBX se dale objevuje zvétSeni objemu postrannich mozkovych komor
a zmenSeni objemu hippokampu (Wrynn, Mac Sweeney et al. 2000). Strukturalni zmény
v kortexu, hippokampu a amygdale jsou ptiivodci nasledného kognitivniho deficitu po OBX.
Podobné rysy byly zaznamenany 1 u pacientii s depresi. Po OBX byl prokazan ubytek synapsi
a dendritickych trnti v pyriformnim kortexu, CA1 a CA3 oblastech hipokampu, tyto strukturalni
defekty mohou byt napraveny chronickym podavani antidepresiv (Hall and Macrides 1983,
Duman, Heninger et al. 1997, Norrholm and Ouimet 2001). V glutamatergnim systému potkant
po OBX byla popsana snizena denzita NMDAr v prefrontalni a pyriformnim kortexu,
thalamickych jadrech a amygdale (Dennis, Beauchemin et al. 1994). Zaroven po podani
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antagonisti NMDAr OBX potkaniim nedochazi k zvySeni lokomotorické aktivity (Redmond,
Kelly et al. 1995). Vsechna tato fakta naznacuji hypofunkci glutamatergniho systému u OBX.
Oproti tomu denzita GABAa receptori je zvysena (Dennis, Beauchemin et al. 1993).
Z hlediska neurochemie byla popsana snizena koncentrace noradrenalinu, ktera mmize byt
napravena rovnéz chronickym podanim antidepresiv (desipramin a sertalin); (Song and
Leonard 1994, Song and Leonard 1995). Neni piekvapivé, ze u potkanii po OBX byly zjistény
zmény Vv serotoninergnim systému nejvice patrné v amygdale a frontalnim kortexu. Dale byl
zaznamenan pokles hladiny 5-hydroxyindolacetatu (metabolit serotoninu); (Lumia, Teicher et
al. 1992, Redmond, Kelly et al. 1997). Behavioralni zmény jsou u OBX potkani patrné
zejména hyperlokomoci, zvySenou exploraci prostiedi a hyperaktivitou (van Riezen and
Leonard 1990). Kognitivni deficit se projevuje zejména zhorSenou prostorovou orientaci
v Morrisové vodnim bludisti (MWM) a radidlnim bludisti, ktery muZe byt napraven
chronickym podanim antidepresiv (Wang, Noda et al. 2007, Morales-Medina, Juarez et al.
2013). Z divodu zmén intelektu je OBX pouZzivan i jako model Alzheimerovy choroby, kde je
degenerace ¢ichového epitelu jednim z prvnich piiznakt (Devanand, Michaels-Marston et al.
2000). Zaroven u potkani po OBX byla popsana 1 zvySena hyperfosforylace tau proteinu,
kognitivni a pamétovy deficit a piedevSim neurodegenerace, ktera je pritomna zaroven i u
hypoxicko-ischemického a excitotoxického poskozeni (Mucignat-Caretta, Bondi et al. 2006,
Nakajima, Yamakuni et al. 2007, Hu, Wang et al. 2012).

2.7.2 Animdlni modely neuroprotekce

Validni animalni modely zaméfené na testovani potencialné neuroprotektivnich latek
piedstavuji velmi dileZitou soucast neurovédniho vyzkumu. Na zakladé jejich volby se odviji
nasledujici experimenty a pripadny postup testovanych latek do klinickych zkousek.
V predloZené praci se vyskytuji dva modely zohlediujici neuroprotektivni ti¢inek pouzitych
molekul. Konkrétné unilaterdlni a bilateralni NMDA Iéze a fokalni ischemie dorzalniho
hipokampu u mladéte potkana. Model NMDA Iéze selektivné postihuje NMDAr. Jelikoz
v prvni fad€ je nutno znat ucinek testovanych latek na tyto konkrétni receptory, vybrali jsme
arteficialni model NMDA léze vhodny k testovani farmak (PAh-Pim, takrin a jeho analog 7-
MEOTA). Na druhou stranu fokalni ischemie indukovana lokalizovanou infuzi endothelinu-1
do nezralé mozkové tkané je blize klinickym projeviim. Tento model byl pouzit k probadani
neuroprotektivniho u¢inku PG v perinatalnim obdobi, jelikoZ neuroaktivni steroidy mohou
piedstavovat vékoveé vazana farmaka. Zaroven z piedchozi prace jsme méli potvrzeny jeho
neuroprotektivni efekt na NMDA I€z1 u dospélého potkana.

2.7.2.1 NMDA Iéze

Jak jiz bylo feceno excesivni aktivace NMDAr vede vtoku iontii Ca®* do buiiky, které
spousti signalni kaskady vedouci k formaci volnych radikali, cytokmi, aktivaci fosfolipaz,
endonukleaz, kazpaz a nasledné bunééné smrti vinou excitotoxického piisobeni Glu (Sattler and
Tymianski 2001). Excitotoxicita je spole¢ny rys pro vétSinu patologii CNS napi. pro
1schemicko-hypoxické poskozeni, traumatické poskozeni a neurodegenerativni onemocnéni.
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Technika 1ézi je vneurobiologickém vyzkumu dobfe popsana, slouzi k
lokalizovanému poskozeni urcité struktury a tim padem k objasnéni jeji funkce behavioralnimi
testy. Z metodického hlediska samotny Glu nemuze byt pouzit pro lézi kwviili jeho rychlé
metabolizaci, kterd znemozni jeho dlouhodoby uc¢inek, proto se pouziva NMDA. NMDA léze
byly v minulosti hojné pouzivané pro vyzkum zapojeni hipokampu do pamét'ovych procest a
uceni, kdy bylo prokazano naruseni pameéti pii bilateralnim poskozeni hipokampu (Ferbinteanu
and McDonald 2001). Rozsah destrukce struktury pak zalezi na pouzité koncentraci roztoku
NMDA a celkovém objemu tekutiny. V piipadé infuze roztoku NMDA do hipokampu dochazi
k bezprostiednimu vzniku epileptickych zachvati, naruSeni pamétovych funkei a prostoroveé
orientace (Zaczek and Coyle 1982, Dillon, Qu et al. 2008). NMDA léze hipokampu zaroven
také vhodnym modelem pro testovani potencialné neuroprotektivnich latek (Rambousek,
Bubenikova-Valesova et al. 2011).

2.7.2.2 Fokalni ischemie indukovana aplikaci endothelinu-1 do nezralé mozkové tkané

Perinatalni obdobi je rizikové pro vznik hypoxicko-ischemického inzultu, ktery se
vyskytuje v 1 cca 2300 narozeni (Schulzke, Weber et al. 2005). Inzult v takto raném veku je
jednou z nejcasté;jSich pri¢in smrti, v pripadé pieziti vede k celoZivotnim nasledkiim v podobé
motorického ¢1 kognitivniho deficitu a pripadnych epileptickych zachvati.

Presné lokalizovana infuze endothelinu-1 (ET-1) je povaZovana za vhodny model
hypoxicko-ischemického inzultu. ET-1 je peptid sloZeny z 21 aminokyselin klasifikovany jako
nejsilnéjSi prirodni vazokonstriktor (Yanagisawa, Kurihara et al. 1988). V minulosti bylo
experimentalné zjisténo, ze aplikace ET-1 do tésné blizkosti arteria cerebri media vede
k podobnym zménam jako piima okluze této arterie (Macrae, Robinson et al. 1993, Roof,
Schielke et al. 2001). Podani ET-1 do mozkové tkané vede ke zvySené koncentraci Glu a
naslednému excitotoxickému poskozeni nervove tkané, nasledované rozvojem ischemicke 1éze
a epileptickych zachvati. Matéffyova et al. popsala vliv unilateralni aplikace 40 pmol ET-1 do
dorzalniho hipokampu u 12-denniho mladéte potkana (P12). Béhem prvnich 100 min u zvirat
po inzultu doslo k rozvoji konvulzivnich epileptickych zachvati, nasledné po dvou mésicich
bylo zaznamenano zhorSeni prostorové paméti a ve trech mésicich u 62,5 — 100% zvirat
pietrvavaly spontanni zachvaty nekonvulzivniho charakteru. Podani ET-1 do dorzalniho
hipokampu u P12 je reprodukovatelny model perinatalniho ischemicko-hypoxického inzultu
(Mateffyova, Otahal et al. 2006).
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3 CILE PRACE A HYPOTEZY

Zastresujicim tématem celé prace je vyzkum uéinku syntetickych molekul modulujicich
inhibi¢né NMDA receptory. Tyto molekuly jsou si podobné svoji neurobiologii, vlastnostmi a
mechanismem u¢inku. Celkovym cilem prace je prozkoumat a kriticky zhodnotit potencialni
terapeutické vyuziti téchto latek na preklinické trovni u onemocnéni CNS spojenych
s excitotoxickym poSkozenim, ischemickym inzultem a depresi.

3.1 Neuroprotektivni efekt podani 3a5B-pregnanolon glutamatu v modelu
fokalni cerebralni ischemie u nedospélych potkanu

Perinatalni ischemicky inzult vede k velmi vaZnym celozivotnim neurologickym
nasledkim v podobé motorickych ¢1 kognitivnich deficiti ¢i vzniku epilepsie. Podkladem
téchto neuropatologickych zmén je masivni uvolnéni Glu. Neuroaktivni steroid PG use-
dependentnim zptusobem preferenéné inhibuje tonicky aktivované NMDAr zodpovédné za
excitotoxickeé ptisobeni Glu a zaroven pozitivné alostericky ovlivituje GABA 4 receptory. Na
druhou stranu je vSeobecné znamym faktem, ze latky ovliviiujici NMDAr a GABA 4 receptory
jsou pro vyvijejici se mozek toxické (Ikonomidou, Bosch et al. 1999, Tkonomidou, Bittigau et
al. 2000). Piedlozena studie analyzuje potencidlni neurotoxicitu PG a jeho neuroprotektivni
efekt v animalnim modelu fokalni ischemie v permatalnim obdobi (P12).

3.1.1 Hypotéza:

Neurosteroidy predstavuji prirozené se vyskytujici modulatory neurotransmiterovych
receptorul ve vyvoji. Podani PG (synteticky analog PS) v modelu fokalni cerebralni ischemie u
mlad’at potkana povede k redukeci poskozeni postizeného dorzalniho hipokampu diky, jelikoz
molekula PG je negativni alostericky modulator NMDAr a zaroven pozitivni alostericky
modulator GABA receptorii.

3.1.2 Cile prdce:

e Vylou¢it potencidlni neurotoxické ptisobeni PG u P12 v porovnani s latkou MK-801
(pozitivni kontrola neurotoxicity).

e Vyhodnotit potencidlni neuroprotektivni efekt neuroaktivniho steroidu PG v modelu
fokalni cerebralni ischemie vyvolané infuzi endothelinu-1 do dorsalniho hipokampu u
P12.



3.2 Neuroprotektivni vliv pregnanolon hemipimelatu v animalnim modelu
silného excitotoxického poskozeni hipokampu

Tonicky aktivované NMDAr prispivaji k excitotoxickému poskozeni nervové tkané,
které je asociované s pozdéjSimi neurologickymi nalezy. Prirodné vyskytujici se neurosteroid
PS inhibujici NMDAr je vmozku hydrolyzovan. Proto by jeho podani v pripadé
excitotoxickych zmén, by nevedlo k neuroprotektivnimu ucinku. Z tohoto duvodu byly
syntetizovany ruzné derivaty pregnanolon sulfatu s odliSnou délkou alifatického fetézce na
substituentu C3 kon¢ici karboxylovou skupinou. V pribéhu studie bylo demonstrovano, ze
odlisnost sily inhibice tonickych vs. fazickych receptort je zavisla na délce substituentu na C3.

3.2.1 Hypotéza:

Podani derivatu PS s nejdelSim substituentem na C3 (PAh-Pim) povede k ovlivnéni
hlavné tonicky aktivovanych NMDATr a nasledné 1 k redukci kognitivniho deficitu vyvolaného
bilateralni NMDA Iézi.

3.2.2 (il prdce:

e Kiriticky zhodnotit neuroprotektivni potencidl neuroaktivniho steroidu PA-hPim
vmodelu excitotoxického poskozeni hipokampu (bilateralni NMDA-Iéze)
vyvolavajiciho kognitivni deficit pamét'ovych funkci.
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3.3 Porovnani neuroprotektivniho efektu takrinu, 7-metoxyderivatu
takrinu a memantinu v animalnim modelu silného excitotoxického
poskozeni hipokampu

THA byl vminulosti prvni schvalenou latkou pro léc¢bu Alzheimerovy choroby
s piedpokladanym vlivem primarné na cholinergni systém. Nicméné kratce poté byl staZzen
z tthu kwiili hepatotoxickym u¢inkim (Watkins, Zimmerman et al. 1994). Zaroven vsak byl
popsan napétoveé zavisly uc¢inek THA s relativné nizkou afinitou k NMDAr. Pozdéji byl
syntetizovan 7-metoxyderivat THA (7-MEOTA) postradajici toxicitu u zvirat 1 zdravych
dobrovolniki bez dopadii na kognitivni funkce (Soukup, Jun et al. 2013). Studie porovnava vliv
THA a 7-MEOTA na ruzné typy NMDAr a zaroven zkouma potencialni neuroprotektivni
u¢imek THA a 7-MEOTA v porovnani s mematinem v modelu unilateralni NMDA-Iéze.

3.3.1 Hypotéza:

Infuze THA / 7-MEOTA / memantinu spolu sroztokem NMDA do dorsalniho
hipokampu povede k redukci poskozeni nervové tkané vyvolané 1ézi diky schopnosti téchto
molekul inhibovat NMDAr.

3.3.2 (il prdce:

e Zjistit a porovnat vliv aplikace THA, 7-MEOTA a memantinu na neurodegenerativni
zmény nervoveé tkané v modelu excitotoxického poskozeni dorzalniho hipokampu
vyvolaného unilateralni infuzi NMDA.
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3.4 Antidepresivni ucinek ketaminu v modelu olfaktorické bulbektomie a
jeho spojeni se signalni drahou mTOR

Ketamin je nonkompetitivhim antagonistou NMDAr. Jiz delsi dobu je znam jeho
antidepresivni u¢inek s rychlou dobou nastupu, pietrvavajici po dobu jednoho tydne (Zarate,
Singh et al. 2006). Tento antidepresivni efekt vSak nemiize byt vysvétlen vyhradné jeho
navazanim na NMDAr. Jedno z potencialnich zdivodnéni tohoto jevu je aktivace signalni
drahy mTOR ucastnici se regulace bunécného cyklu, proliferace, transkripce a proteosyntézy.
Antidepresivni efekt ketaminu mmize byt zablokovan podanim imunosupresiva rapamycinu
pusobiciho na mTORC1 (z angl. mammalian target of rapamycin comlex 1). Objasnéni
mechanismu antidepresivniho uc¢inku ketaminu by mohlo vést k vyzkumu novych generaci
latek s rychlym antidepresivnim u¢inkem.

3.4.1 Hypotéza:

Aplikace ketaminu v modelu OBX povede k aktivaci signalni kaskady mTOR. Tato
aktivace bude blokovana v¢asnym podanim rapamycinu pied administraci samotného
ketaminu.

3.4.2 (il prdce:

e Otestovat potencialné antidepresivni u¢inek ketaminu v animalnim modelu deprese
zpusobené olfaktorickou bulbektomii a posoudit roli signalni drahy mTOR
v antidepresivnim u¢inku ketaminu.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Chemikalie a roztoky

4.1.1 3a5p-pregnanolon glutamdt a pregnanolon hemipimeldt

Obe latky jsou syntetickymi analogy piirozené se vyskytujiciho PS s piednostni inhibici
tonicky aktivovanych NMDAr. PG i PA-hPim byly piipraveny na Ustavu organické chemie a
biochemie oddélenim Steroidnich inhibitord Akademie véd Ceské Republiky a jejich Cistota
byla opakované kontrolovana pomoci nuklearni magnetické rezonance a tentovrstevné
chromatografie. Vzhledem k jejich steroidnimu charakteru byly rozpustény v roztoku 88 mM
B-cyklodextrinu (CDX, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) v pozadovanych davkach podle
jednotlivych experimentii. Jejich pH bylo nasledné upraveno na 7.4 pomoci NaOH (Sigma
Aldrich, St. Louis, USA).

4.1.2 THA, 7-MEOTA a memantin hydrochlorid

7-MEOTA byla syntetizovana Centrem biomedicinského vyzkumu Fakultni nemocnice
Hradec Kralové podle predem popsaného protokolu (Dejymek, 1990), jeji Cistota byla
detekovana pomoci tenkovrstevné chromatografie. THA (Sigma Aldrich, St. Louis, USA),
memantin hydrochlorid (Abcam, Cambridge, UK) a 7-MEOTA byly rozpustény na finalni
koncentraci 30 uM ve sterilnim fyziologickém roztoku (0,9% NaCl). Roztoky byly rozdéleny
na 10 pm aliquoty a uskladnény pi1— 20 °C do doby dalSiho pouziti.

4.1.3 Ketamin

Pouzity roztok ketaminu o davce 10 mg/kg podany ip. potkanim po olfaktorické
bulbektomii vznikl zredénim ketaminu o davce 100 mg/kg (Narketan, Vetoquinol, UK) pomoci
fyziologického roztoku.

4.1.4 Rapamycin

Potkanim po olfaktorické bulbektomii byl rovnéZ podavan rapymycin (ApexBio,
Houston, USA) rozpustény v DMSO (Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Roztok DMSO a
rapamycinu byl poté postupné doplnén fyziologickym roztokem tak aby vysledna koncentrace
DMSO byla 20% a davka rapamycinu 1mg/kg.

4.1.5 Fosfdtovy pufr obohaceny o soli (PBS) pro pFipravu NMDA a endothelinu-1

Jedna tableta PBS (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) byla rozpusténa ve 200 ml
redestilované vody a nasledné sterilizovana pomoci filtrace (filtr s velikosti pora 0,22 pum).
Roztok o koncentraci 10 mM a pH 7,4 byl rozdélen na aliquoty a uskladnén pii — 20 °C do doby
dalsiho pouziti.

43



4.1.6 Roztok NMDA pouZity pro indukci excifotoxické léze

Excitotoxické poskozeni dorzalniho hipokampu bylo indukovano 25 mM roztokem
NMDA, ktery vznikl smisenim NMDA (Abcam, Cambridge, UK) spolu se sterilnim 10 mM
PBS. Roztok s upravenym pH na 7,4 byl rozdélen na aliquoty a uskladnén pii— 20 °C do doby
dalsiho pouziti.

4.1.7 Endotelin — 1 pro indukci fokdlniho ischemického poskozeni

Fokalni 1schemie byla indukovana intrahipokampalni infuzi ET-1 (Sigma Aldrich, St.
Louis, USA) rozpusténého ve sterilnim 10 mM PBS. Finalni davka ET-1 byla 40 pmol v 1 pl
Roztok byl rozdelen na malé aliquoty a uskladnén pi1— 20 °C do doby dal$iho pouziti.

4.1.8 Fosfdtovy pufr 0,2 M (PB)

0.2 M roztok PB obsahoval: 101 mM roztok Na,HPO4 . 12 H>O a 205 mM roztok
NaxH>POgs . 2 H>O (oboji Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Druhy roztok byl k prvni piidavan
postupné za ucelem upravy pH na hodnotu 7.4.

4.1.9 0,01 M PBS pro ucely transkardidlni perfuze

0,01 M PBS za ucelem vy¢isténi cirkularniho systému od krve béhem transkardialni
perfuze byl piipraven smisenim: 50 ml roztoku 0,2 M PB, 8,76 g NaCl a 0,2 g KCI (oboji Sigma
Aldrich, St. Louis, USA). Hodnota pH roztoku byla 7.4.

4.1.10 4% Paraformaldehyd (PFA) pro transkardidlni perfuzi

40 g PFA (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) bylo rozpusténo v 400 ml redestilované vody
za stalého michani a pi1 teploté 70 °C. Pro vycefeni a lepsi rozpusténi bylo k roztoku piidano
par kapek 0,2 M NaOH (Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Roztok byl ihned zfiltrovan, obohacen
0 500 ml 0,2 M PB a doplnén na objem 1000 ml redestilovanou vodou. 4 % PFA skladovany
v tmavych lahvich pii 4 °C byl piipraven vzdy nejdiive 24h pred planovanou transkardialni
perfuzi ¢i v den perfuze samotné.

4.1.11 Sacharoza

Pro kryoprotekci mozkové tkané po transkardialni perfuzi byly pouzity 10, 20 a 30%
roztoky sachardzy rozpusténé v 0,1 M PB (piipravene z 0,2 M PB) obohaceném o NaNj3 (vse
Sigma Aldrich, St. Louis, USA).

4.1.12 Pufr lyzujici mononukledrni krevni buiiky po separaci médiem Ficoll-Paque Plus

Roztok lyzujici mononuklearni krevni bunky po separaci médiem Ficoll-Paque Plus
obsahoval: 100ml 50 mM Tris HCI (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), 10 g glycerolu (Sigma
Aldrich, St. Louis, USA), 1% Tween 20 (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), 44 mg kyseliny
askorbové (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), 5 mg sojového trypsinového inhibitoru (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany), 0,5 mg leupeptinu (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), 0,5 mg
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aprotininu (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), 2 ml setu koktejlu protedzovych inhibitoru IIT
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

4.2 Zvirata

4.2.1 Experimenty na dospélych potkanech

Vsechny experimenty byly délany na dospélych samcich potkani kmene Wistar (250 —
350 g). Potkani byli drZzem1 v kontrolovaném prostiedi (teplota 22 = 1 °C, vlhkost 50 — 60%,
svetelny rezim se svételnou fazi vzdy od 06:00 do 18:00) s volnym pristupem k potravé a vodeé.
Experimenty byly provedeny v souhlasu se smérnici Evropské Unie 2010/63/EU a schvaleny
Komisi pro péci a pouziti zvifat. Péfe o zvirata a experimentalni postupy jsou provadény
v souladu se smérnicemi CR.

4.2.2 Experimenty na mlad’atech

Experimenty byly provedeny na dvanactidennich mlad’atech samcii potkanu (P12)
kmene Wistar. Den narozeni byl definovan jako den 0. Mlad’ata byla drZzena v kontrolovaném
prostiedi (teplota 22 + 1 °C, vlhkost 50 — 60%, svételny rezim se svételnou fazi vzdy od 06:00
do 18:00) spolu s matkou s volnym piistupem k potravé a vodé. Experimenty byly schvaleny
Komisi pro péci a pouziti zvifat. Péfe o zvirata a experimentalni postupy jsou provadény
v souladu se smérnicemi CR.

4.3 Protokoly operaci u pouzitych animalnich modelu

4.3.1 NMDA léze dorzdlniho hipokampu

Dospély potkan kmene Wistar byl pred zahajenim operace umistén do opera¢niho boxu
pro indukci anestezie isofluranem o koncentraci 3,5% (Abbot Laboratories, Illinois, USA). Poté
byl premistén a upevnén do stereotaktického aparatu (TSE Systems, Bad Homburg vor der
Hohe, Germany) s privodem isofluranu a anestezie byla snizena. O¢i byly prekryty o¢nim
gelem (Visidic, Bausch Lomb, New York, USA) a operacni pole bylo vydesinfikovano.
lebky. Otvor pro infuzi NMDA 25 mM byl vyvrtan na koordinatach dorzalniho hipokampu AP
= - 4,0 mm, ML = 2,5 mm smérem od bregmy (Paxinos G. 2004). Aplikace NMDA byla
provedena pomoci injekéni stitkacky Hamilton (701n, 26G, Hamilton, USA) v hloubce DV =
4,6 mm za pouziti infuzni pumpy (TSE Systems, Bad Homburg vor der Hohe, Germany) s
konstantni rychlosti 0,25 pl/min. Kontrolam byl podan 10 mM PBS ve stejném objemu jako
NMDA s totoznou rychlosti infuze.
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4.3.1.1 Modifikace NMDA léze dorsdlniho hipokampu pro experimenty s PA-hPim

Z divodu pozdéjsich behavioralnich testi byla NMDA Iéze provedena bilateralné se
shodnymi koordinatami (AP = 4,0 mm; ML ==+ 2,5 mm; DV = 4,6 mm). Objem 25 mM roztoku
NMDA aplikovany do kazdého hipokampu byl 1 pul. PA-hPim byl podéan intraperitonealné
v davce 1 mg/kg 5 min od ukonceni infuze NMDA. Kontrolni zvirata misto PA-hPim obdrZela
88 mM CDX. Po operaci méla zvifata volny pristup k vodé obsahujici analgetika 1 k potravé
(Nurofen pro déti, Reckitt Benckiser, CR). Behavioralni testovani v Morrisové vodnim bludisti
(MWM) nasledovalo tyden po operaci.

4.3.1.2 Modifikace NMDA léze pro experimenty s THA, 7-MEOTA a memantinem

Aliquoty roztoki THA, 7-MEOTA a mematinu (MEM) o koncentraci 30 uM byly
smichany 25 mM NMDA v pomeéru 1 : 1 bezprostiedné pied operaci. Nasledna smés byla
aplikovéana unilateralné do pravého dorzalniho hipokampu (AP =- 4,0 mm; ML =2.5 mm; DV
= 4,6 mm) v celkovém objemu 2 pl. Leva hemisféra v tomto pripade slouzila jako kontrola pro
histologické zpracovani FJB. Po operaci méla zvifata volny pristup k vodé obsahujici
analgetika 1 k potraveé. Transkardialni perfuze nasledovala 24 h od excitotoxického inzultu.

4.3.2 Fokdlni ischemie u mldd’at P12 indukovand intrahipokampadlni infuzi ET-1

12-denni mlad’ata byla do opera¢ni mistnosti pimesena spolu s matkou. Pro indukci
anestezie bylo mladé pieneseno do boxu a uspano pomoci isofluranu 2,5%. Poté bylo preneseno
a upevnéno do stereotaktického aparatu (Kopf Instruments, Tujunga, USA) s pifivodem
isofluranu a anestezie byla snizena. KuiZze byla rozstrizena, lebka ocisténa a kanyla (Plastic One
Inc., San Diego, USA) pro podani ET-1 byla umisténa unilateralné do pravého dorsalniho
hipokampu (AP = - 3,7 mm; ML = 3,0 mm; DV = 3,5 mm) viz obr. 4.3.2. Koordinaty byly
individualné piepocteny pro kazdé zvire dle vzdalenosti bregma — lambda (Paxinos, Watson et
al. 1985). ET-1 v davce 40 pmol v celkovém objemu 1 pl byl aplikovan pomoci infuzni pumpy
s konstantni rychlosti 0,25 pl. Minutu po ukonceni infuze byla kanyla vyjmuta a kiize byla
zalepena organickym lepidlem (Collodium, Penta, Praha, CR) a anestezie byla ukoncena. PG
v davce 1 a 10 mg/kg byl podan 5 min od aplikace ET-1. Po operaci bylo mladé uloZzeno na 2,5
h do plastového boxu na vyhiivaci desticku s kontrolou teploty a poté vraceno matce. Kontrolni
zvirata obdrzela 1 nl 10 mM PBS misto ET-1 a 88 mM CDX misto PG ve stejném objemu jako
testovanou latku.
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lokalizace infuze NMDA /ET-1
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Obr. 4.3.2: Schématické znazornéni umisténi infuze 25mM roztoku NMDA ¢i ET-1 o ddvce 40 pmol/pl
a verifikace jeji polohy v dorzalnim hipokampu na obarveném ifezu (Nissl). Upraveno podle (Paxinos
G. 2004).

4.3.3 Olfaktorickd bulbektomie a ndsledujici cCasové uspordddni experimentu pro
hodnoceni aktivity mTOR

Dospély potkan kmene Wistar byl uspan isofluranem 3,5% v boxu a poté prendan a
upevnén do stereotaktického aparatu (TSE Systems, Bad Homburg vor der Hohe, Germany).
Hladina isofluranu béhem operace byla 2%, pro lokalni anestezii byl pouzit mesocaine 1%
(Zentiva, Praha, CR), a oéi byly piekryty oénim gelem. Operaéni pole bylo vydesinfikovano a
iniciaéni rez kuze byl proveden nad oblasti olfaktorickych bulbi. Otvory pro odsati
olfaktorickych bulbi byly vyvrtany bilateralné (AP =+ 8,0 mm, ML =+ 2.5 mm); (Paxinos G.
2004). Olfaktorické bulby byly odsaty zatupenou hypodermickou jehlou spojenou s vodni
pumpou. Krvaceni vzniklé béhem odsavani bylo zastaveno, poté rana byla piekryta lokalnim
antibiotikem Framycoin (Zentiva, Praha, CR). Sham-operovana zvifata podstoupila tu samou
proceduru bez odsati bulbii. Po operaci méla zvirata volny pristup k vodé¢ obsahujici analgetika
1k potravé. Odbéry krve byly provedeny 3 tydny po operaci. Tato doba je v literatuie uvadéna
jako vhodna pro ustanoveni depresivniho fenotypu u operovanych zvirat. Zvifata po
olfaktorické bulbektomii (OBX), nebo sham-operovana zvirata obdrzela jednu 1p. injekci
ketaminu (10 mg/kg) nebo fyziologického roztoku ¢i1 ko-aplikaci ketamin 10 mg/kg a
rapamycin 1 mg/kg nebo ko-aplikaci fyziologického roztoku a rapamycinu 1 mg/kg.
Rapamycin 1 mg/kg byl vZzdy podan 30 min pied aplikaci ketaminu ¢1 fyziologického roztoku.
Vsechna zvirata obdrzela stejny objem tekutiny na 1 kg zivé vahy (1 ml/kg). Vzorky krve
z ocasni zily pro pozdéjsi izolace perifernich krevnich mononuklearnich bunék byly odebrany
v ¢asech 0 a 30 min po systémovém podani latek. Ze zpracovanych krevnich vzorku se poté
analyzovala mira fosforylovaného mTOR. Po ukoncéeni behavioralnich experimenti byla
zvirata dekapitovana pro urceni uspésného provedeni OBX.
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4.4 Transkardialni perfuze

Pro budouci histologické zpracovani pomoci barveni FJB bylo nutné provézt fixaci
tkané pomoci transkardidlni perfuze. Vyhodou této piimé fixace pies obéhovy systém je
pirozeny transport fixativa (4 % PFA) pomoci cévni sité do celého organismu. Nejprve bylo
zvife pfedavkovano smési anestetik Narketan (Vetoquinol, UK) a Rometar (Bioveta, CR). Poté
mu byl otevien hrudni kos$ a prostiizena branice, aby se uvolnil piistup k srdci. Zatupena jehla
(18G) spojena s peristaltickou pumpou (Gilson, Middleton, USA) byla zavedena do levé
komory a zajiSténa svorkou. Nasledne byla prostiiZzena prava srde¢ni piedsiii. Timto bylo zviie
piipraveno na transkardidlni perfuzi (znazornéno na obr. 4.4). Nejprve musi dojit k vymyti krve
z obéhového systému pomoci vytemperovaného roztoku 0,01 M PBS na 37 °C. Poté co byla
krev vymyta, bylo pristoupeno k fixaci tkané vychlazenym roztokem 4% PFA. Tento roztok
byl po celou dobu perfuze uloZen v ledové lazni. Na pocatku této fixacni Casti u zviiete
pozorujeme tremor. Spotieba roztokt byla piiblizné 100 ml 0,01 M PBS a 500ml 4% PFA na
dospélého potkana, v pripadé P13 mladéte tato spotieba ¢ini 30 ml 0,01 M PBS a 100 ml 4%
PFA. Po fixaci téla bylo nutné opatrné vyndat mozek z lebky a proveést postfixaci tkané jejim
ponoienim 4% PFA na 24 h pi1 4 °C. Nasledné tkan musela byt ochranéna pred jejim roztrhani
v mrazu pomoci kryoprotekce vzestupnou koncentra¢ni radou roztokii sacharozy (10, 20 a
30%) opét pi1 4 °C. Kryoprotekce je dokoncena, kdyz mozek klesne v roztoku 30% sacharozy
na dno nadobky. Poté byl mozek zmrazen v suchém ledu a uskladnén do — 80 °C.

O Q0

Obr. 4.4: Schématické znazornéni transkardialni perfuze. Nejprve dochazi k pfedavkovani zviiete a
naslednému otevieni hrudniho koSe. Poté je do levé komory zavedena hadi¢ka napojena na
peristaltickou pumpu. T¢lo je postupné promyvano 0,01M PBS a fixa¢nim roztokem 4% PFA. Pievzato
Z (Gage, Kipke et al. 2012).
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4.5 Histologické zpracovani tkané

Mozek ulozeny v — 80 °C byl prenesen do kryokatu (Leica, Wetzlar, Némecko)
vytemperovaneho na — 20 °C, teplota noZe byla také — 20 °C. Zde byl ponechan 1 hod a nasledné
nakrajen na 50 pm silné koronarni fezy do 5t1 sérii fezi. Pro barveni Fluoro Jade B (FJB) byla
vzdy vybrana jedna série fezi. Tyto rezy byly nataZzeny na Zelatinou pokryta skla (P-LAB,
Praha, CR) a suSeny pii 37 °C do druhého dne, kdy probihalo barveni FIB.

4.5.1 Fluoro Jade B

FJB (Histo-Chem, Arkansas, USA) je polyanionicky fluoresceinovy derivat, ktery se
specificky vaZze na degenerujici buiiky nervové tkan¢. Jeho excitaéni maximum je pi1480 nm a
emisni maximum pi1 525 nm. Fluorescenc¢ni filtr ur¢eny pro vizualizaci FIB je FITC. FIB je
rychla a spolehliva metoda pro jednoznac¢nou kvalitativni detekci neurodegenerace. Jedinou
nevyhodou je jeho neschopnost rozliSeni apoptdzy a nekrézy (Schmued and Hopkins 2000).

Zelatinova skla susena pies noc pii 37 °C byla inkubovana 3 min v 99% ethanolu, poté
3 min v 70% ethanolu a 2 min v H>O. Nasledné byly fezy ponoieny v 0,06% roztoku KMnOj4
po dobu 15 min a poté dvakrat proplachnuty v H>O. Dale byly umistény do uzaviratelného
¢erného svétlo nepropoustéjiciho boxu s 0,001% FIB v roztoku 0,1% CH3COOH na 30 min na
mirné kyvani. Takto obarvené rezy byly tiikrat proplachnuty v H,O a suSeny pres noc pii 37
°C. Pro projasnéni a odvodnéni byly ponoieny do xylenu a poté zalepeny krycimi skly. Veskeré
chemikalie krom FJB byly zakoupeny u Sigma Aldrich, St. Louis, USA.

4.5.2 Skorovdni fezit s FJB

Pro uréeni rozsahu poskozeni v hipokampu po ischemii ¢1 excitotoxické I€zi jsme
provedli okulometrické skorovani v nasledujicich oblastech: CAl, CA3, hilus a granularni
vistvy gyrus dentatus (DG). Skala poskozeni byla od stupné 0 do stupné 4 podle nasledujicich
hodnot: 0 = 0—-5% poskozenych bun¢k v dané oblasti; 1 = 6-25%: 2 =26-50%: 3 =51-75%: 4
= >75%. Hodnoceny byly vzdy postupné vSechny rezy z dané obarvené série, na kterych se
nalézal hipokampus (celkové tedy 1/5 hipokampu) ve vSech popsanych strukturach
(Kleteckova, Tsenov et al. 2014).

4.6 Morrisovo vodni bludisté

Aparatura pro MWM se sklada z ¢erného kruhového bazénu (210 x 40 cm) naplnéného
¢istou vodou o teploté 21 °C. Prihledna platforma o priméru 10 cm byla umisténa 1,0 cm pod
hladinu vody v jihozapadnim kvadrantu a zistala zde po celou dobu trvani experimentu.
Ukolem zvifete bylo tuto platformu najit a zapamatovat si jeji pozici. Zvife bylo vypousténo
z jednoho z osmi sméru v tomto poradi: NW, NE, SE, W, S, N, SW a E a nasledné byl méren
Cas, za ktery zvire platformu objevilo. Experiment trval po sobé jdouci 4 dny V pripadé
nenaleznuti platformy do 60 s osoba provadéjici experiment potkana na ni navedla a ponechala
ho na misté 30 s. Po kazdé plavbé byl potkan osusen a umistén do boxu poloZeného na vyhiivaci
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decce. VSechny jednotlivé plavby byla nahravany kamerou umisténou nad stiedem MWM.
Videa byla analyzovana pomoci softwaru Ethovision XT10 (Noldus, Wageningen,
Nizozemsko).

4.7 Molekularni metody

4.7.1 Izolace perifernich krevnich mononukledrnich bunék pomoci média Ficoll-Paque
Plus

Periferni krevni mononuklearni bunky (PBMCs) jsou jakékoli krevni buiiky obsahujici
ovalné bunécné jadro tj. lymfocyty a monocyty. Jejich izolaci jsme provedli pomoci média
Ficoll-Paque Plus (Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Krev byla potkantim odebrana z ocasu do
zkumavek obsahujicich EDTA (BD Vacutanier) a poté ziedéna stejnym objemem roztoku
sterilniho 10 mM PBS obohaceného o 2% Fetal Bovine Serum (FBS, Sigma Aldrich St. Louis)
o pokojové teploté. Takto zredéna krev byla opatrné navrstvena na médium Ficoll-Pague Plus
ve zkumavce a centrifugovana (400 g, 20 °C, 30min, zrychleni 9, bez brzdy). Po této
centrifugaci doSlo k separaci mononuklearnich bunék od granulocytl, erytrocytii a krevni
plasmy. Rozdéleni vrstev je znazornéno na obr. 4.7.1. Granulocyty a erytrocyty maji vyssi
hustotu a proto sedimentuji skrz médmm béhem centrifugace. Mononuklearni bunky s nizsi
hustotou poté zuistavaji na rozhrani plasmy a separa¢niho média. Vrchni ¢ast tvoiena plasmou
byla opatrné odsata a mononuklearni bunky byly odebrany. K takto pripravenym PBMCs byl
piidan opét roztok sterilniho 10 mM PBS s2% FBS a vzorek byl dvakrat procistén
(centrifugace 400 g, 20 °C, 10 min). Supernatant byl odstranén a peleta PBMCs ponechéana a
uloZena do — 80 °C. Poté probéhla lyze PBMCs bunek.

coll-Paque
médium

Obr. 4.7.1: Schématické znazornéni rozdéleni vrstev krevniho vzorku pied prvni centrifugaci (A) a po
ni (B). Po této centrifugaci je odstranéna krevni plazma a nadale pracujeme jen s vrstvou PBMCs.
Pievzato a upraveno podle oficidlniho navodu vyrobce GE Healthcare.
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4.7.2 ELISA pro analyzu aktivity mTOR

Aktivita fosforylovaného mTOR byla méiena v bunécném lyzatu PBMCs pomoci
komerc¢né dostupného kitu K-LISA ™ mTOR (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Peleta
byla dvakrat promyta 50 mM Tris HCI (Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Nasledné byl piidan
pufr lyzujici mTOR a vzorek byl inkubovan 20min na ledu. Bunécny lyzat byl precistén
piidanim agarozovych kulicek proteinu A (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), inkubovan 15
min na ledu a centrifugovan (4000 g, 4 °C, 5 min). Lyzat byl prendan do Cisté epenforfky, do
které jsme nasledné napipetovali Anti— mTOR FRAP monoklonalni protilatku (soucast kitu K-
LISA ™ mTOR). Vzorek byl inkubovéan 1 h na ledu na trepacce. Poté byl opét ke vzorku pridan
Protein A a inkubovan 75 min. Tyto kroky zpusobili navazani imunoprecipitovaného mTOR
na Protein A. Vzorek byl centrifugovan (4000 g, 4 °C, 5 min) a supernatant byl peclivé
odstranén, dale jsme pracovali jen s peletou. Tato peleta byla promyta pomoci 2x Kinase Assay
promyvaciho pufiu (souéast kitu K-LISA ™ mTOR) a supernatant pe¢livé odstranén. K peleté
byly pridany nasledujici komponenty presné v tomto poradi: 2x Kinase Assay promyvaci pufr
a mTOR substrat (souéast kitu K-LISA ™ mTOR) a vzorek byl inkubovan 30 min pii 30 °C.
K ukonéeni reakce byl poté pouzit Kinase Stop solution (souéast kitu K-LISA ™ mTOR) a
vzorek byl centrifugovan (4000 g, 4 °C, 5 min). Supernatant byl poté prenesen do ¢isté
zkumavky a umistén do — 80 °C.

Standardy 1 vzorky byly naneseny na glutationem potaZenou 96-jamkovou desticku a
inkubovany po dobu 60 min pi1 30 °C. Obsah jamek byl nasledné odstranén a dvakrat promyt
promyvacim roztokem (soucast kitu K-LISA TM mTOR). Na desticku byl poté nanesen roztok
Anti-p70S6K-T389 (soucast kitu K-LISA ™ mTOR). Vzorky byly inkubovany 1 h pii
pokojové teploté. Desticka byla trikrat promyta promyvacim roztokem, obohacena o HRP
Antibody-Conjugate (soucést kitu K-LISA ™ mTOR) a opét inkubovana po dobu 1 h.
Nasledovalo dalsi promyti a pridani TMB Substratu (souéast kitu K-LISA ™ mTOR), inkubace
5 min. Probihajici reakce baly zastavena pomoci ELISA Stop Solution. Nakonec byla zmérena
absorbance pi1450 nm s referen¢ni vinovou délkou 595 nm na spektrofotometru (Victor, Work
Out version 2.5, Perkin Elmer, USA).

4.8 Analyza a statistické zpracovani dat

4.8.1 Experiment 1 (Neuroprotektivni efekt PG)

Zde jsme museli statisticky porovnat potencidlné neuroprotektivni u¢inek PG v modelu
fokalni ischemie dorzalniho hipokampu u mlad’at P12. Vstupni data tvorila skore prumérného
poskozeni pro kazdy mozek v celkem c¢tyfech strukturach CA1, CA3, hilus, DG ve stupni od 0
do 4 (1 =6-25%; 2 =26-50%; 3 = 51-75%; 4 =>75%). M¢li jsme tedy Ctyri jednotliva skore
od (0 do 4) pro kaZdou stukturu. Tato jednotliva skore jsme secetli, abychom dostali celkové
poskozeni pro kazdy hipokampus, maximalni rozsah poskozeni byl vyjadien hodnotou 16.
Statistickd analyza pro porovnani odlisSnych skupin zvirat byla provedena pomoci
neparametrického testu Mann Whitney U test. VSechny parametry byly analyzovany pomoci
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programu SigmaStat (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Hodnocena byla vzdy 1/5 postizeného
pipokampu. Mira statistické signifikance byla akceptovana jako p < 0,05 (obr. 5.1.2).
Prezentované vysledky jsou vyjadreny jako aritmeticky prumér + stiedni chyba priméru
(SEM).

4.8.2 Experiment 2 (Neuroprotektivni efekt PA-hPim)

V tomto experimentu jsme zjisStovali potencialné neuroprotektivni efekt PA-hPim na
rozsahlé excitotoxické poSkozeni zpusobené bilateralni 1ézi roztokem NMDA dorzalniho
hipokampu u dospéeleho potkana. Zvirata tyden po tomto zakroku podstoupila test prostorove
paméti a u¢eni MWM, kde bylo jejich ikolem najit a zapamatovat si polohu skryté platformy.
Vstupnimi daty byla videa jednotlivych plaveb. Kontrolni zvirata, ktera obdrzela bilateralni
infuzi 10 mM PBS misto 25 mM NMDA a itaktni zvirata (bez jakékoli operacni zatéze), se
nijak statisticky neliSila. Proto byly tyto dvé skupiny ve statistickém porovnani sjednoceny
v jednu. Pro vyhodnoceni tohoto testu jsme pouzili dvoucestnou analyzu variance (ANOVA).
Signifikance byla detekovana pomoci Student-Newman-Keuls post hoc testu, efekt testujiciho
dne p < 0,001, efekt skupiny p = 0,113, mterakce p < 0,004 (obr. 5.2.2). Vysledky jsou
vyjadieny jako aritmeticky primér + SEM.

4.8.3 Experiment 3 (Neuroprotektivni efekt THA, 7-MEOTA a memantinu)

Stejné jako v piipadu Experimentu 1 vstupni data tvoiila skore z hipokampalnich
struktur: CA1, CA3, hilus, horni ¢ast granularni vrstvy DG (DGh) a spodni ¢ast granularni
vrstvy DG (DGI). Skore z téchto struktur byla zprimérovana a sectena. Maximalni hladina
poskozeni byla vyjadiena hodnotou 20. Pro analyzu poskozeni v jednotlivych hipokampalnich
strukturach bylo provedeno pét separatnich jednocestnych ANOVA testi (tab. 5.3.2).
Signifikance byla detekovana pomoci Tukey’s post hoc testu. Pro analyzu porovnani celkového
poskozeni byla provedena jednocestna ANOVA s post-hoc testy (obr. 5.3.3). Byla hodnocena
vzdy 1/5 poskozeného hipokampu. Prezentované vysledky jsou vyjadieny jako aritmeticky
prumér + SEM. Statistickd analyza byla provedena v programu GraphPad Prism 5.0 (San
Diego, CA, USA).

4.8.4 Experiment 4 (Aktivace signdlni drahy mTOR po poddni ketaminu)

Krev pro naslednou piipravu vzorki na ELISA meéieni jsme odebirali v pred aplikaci
latek (t = 0), 30 min po aplikaci (t = 30 min) a 24 h po aplikaci (t = 24 h). Méieni absorbance
pi1450 nm bylo vyjadieno v procentech vychozi hodnoty absorbance v ¢ase 0 (definovano jako
100% absorbance). Pro vyhodnoceni byla pouzita dvoucestna ANOVA. Byl detekovan efekt
pouzitych latek F (3, 72) = 4,36; p = 0.007 a bulbektomie F (1, 72) = 15,7; p = 0,0002 stejné
jako jejich iterakce F (3, 72) = 3,454; p = 0,0209. Statisticka analyza byla provedena
v programu GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, USA).
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5 VYSLEDKY

5.1 Neuroprotektivni efekt podani 3a5B-pregnanolon glutamatu v modelu
fokalni cerebralni ischemie u nedospélych potkanu

Tato ¢ast dizertace se vénuje nejprve vylouceni excitotoxického efektu PG u mladéte
potkana a poté zkouma jeho neuroprotektivni ui¢inek v modelu fokalni cerebralni ischemie.
Uvedené vysledky jsou soucasti publikace ,, Neuroprotective effect of the 3a5p-pregnanolone
glutamate treatment in the model of the focal cerebral ischemia in immature rats‘* zverejnéné
v Casopise Neuroscience Letters (Kleteckova, Tsenov et al. 2014).

5.1.1 Vylouceni moiného neurotoxického vlivu PG na nedospélou mozkovou tkdii

Nejdiive musel byt vylou¢en neurotoxicky efekt PG (struktura PG zobrazena na obr.
5.1.1) ve véku P12. Z literatury je znamo, ze latky ovliviiujici NMDAr a GABA 4 receptor,
zpusobuji u nezralého mozku rozsahla loziska apoptozy. Intaktni zviratim byl systémove podan
PG v davce 1 a 10 mg/kg. Pro porovnani i¢inku se znamym antagonistou NMDAr jsme zvolili
aplikaci MK-801 v davce 1 mg/kg. Kontroly obdrzely stejny objem vehikula. Degenerace byla
detekovana pomoci barveni FJB. U zvirat s aplikovanym PG nebyla zaznamenana zadna
znamka neurotoxicity ani u jedné z pouzitych davek bez ohledu na pozorovanou strukturu. Na
druhou stranu podani MK-801 ve véku P12 vedlo k objeveni neurodegenerujicich bunék
v anteroventralnich, anterodorzadlnich a mediodorzélnich jadrech thalamu, dale pak
v prelimbickém, infralimbickém, cingularnim a retrosplenialnim kortexu a subikulu.

5.1.2 Prokdzdni neuroprotektivniho nucinku PG v animdlnim modelu fokdlni ischemie u
potkanich mlad’at

Druhou ¢ast studie tvori zjiSténi potencidlniho neuroprotektivniho efektu PG
v animalnim modelu ischemie u P12. JelikoZ PG piisobi jako alostericky inhibitor NMDAr bez
zadnych nepriznivych u¢inkii na nezralou mozkovou tkan, rozhodli jsme se tuto molekulu
otestovat v modelu fokalni ischemie dorzalniho hipokampu zpisobené unilateralni infuzi 40
pmol ET-1. PG v obou davkach (1 1 10 mg/kg) byl podan 1.p. 5 min od ukonceni ischemického
inzultu. Tento model jsme zvolili diky dobré reprodukovatelnosti poskozeni, které vyvolava.
Intrahipokampalni infuze samotného ET-1 vedla po 24 h k rozsahlému rozvoji ischemicke 1éze
v horizontu 24 h (skupina ET-1 prumérné skore 11,56 +0,66). V piipadé skupiny skupiny zvirat
s ischemii a naslednou aplikaci CDX (vehikulum) bylo celkové poskozeni 10,25 + 1,45.
Systémové podany neuroaktivni steroid PG vyrazné redukoval poskozeni a to v obou davkach
1 1 10 mg/kg. Tato redukce se zvySovala spolu se zvySujici se davkou PG. Celkové skore
poskozeni u zvirat s infuzi ET-1 a naslednou aplikaci PG 1 mg/kg bylo 0,74 = 0,31 a u zvirat
sPG 10 mg/kg 046 + 0,29. Graf shrnujici celkové poskozeni hipokampu ve vSech
experimentalnich strukturach je zndzornén na obr. 5.1.2. Distribuce FIB-pozitivnich bunék byla
signifikantné (p < 0,05) snizena ve vSech vyhodnocenych hipokampalnich substrukturach u
zvirat s PG (reprezentativni fotografie rezi na obr. 5.1.3). Kromé hipokampu se poskozeni
nalézalo 1 v dorzalnich jadrech thalamu u 87,5% zviiat ve skupiné ET-1 a u 80% ve skupiné
ET-1 + CDX. Podani PG v davce 1mg/kg vedlo ke snizeni Cetnosti zasaZeni thalamu na 50%



(p = 0,044) a PG 10 mg/kg redukovala tento faktor dokonce na 12,5% (p < 0,001). U obou
skupin s infundovanym PBS misto ET-1 jsme zaznamenali pouze zanedbatelné mnoZstvi FIB-
pozitivnich bunek v okoli kanyly.

Obr. 5.1.1: Struktura studovaného 3a5p-pregnanolon glutamatu.
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Obr. 5.1.2: Celkové poskozeni v zasazeném hipokampu. Na ose Y je znazornéna vySe prumeérného
poskozeni. Osa X reprezentuje sloupce odpovidajici jednotlivym experimentalnim skupinam: PBS (n=
5); PBS + CDX (n=6); ET-1(n=11); ET + CDX (n = 6); ET-1 + PG 1 mg/kg (n=12); ET-1 + PG 10
mg/kg (n = 8). * - signifikantni rozdil (p < 0,001) ve srovnani s PBS, PBS + CDX, ET-1 + PG1 a ET-1
+ PG10; 7 — signifikantni rozdil (p < 0,05) ve srovnani s PBS. Byla prokazana signifikantni redukce
poskozeni po podani PG v obou pouzitych davkach. Data jsou zobrazena jako primér + SEM.
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ET-1+CDX ET-1+ PG 1 mglkg

Obr. 5.1.3: Fluoro Jade B — pozitivni buiiky hipokampu 24 h po ischemickém inzultu zpisobeném infuzi
ET-1 nebo v kombinaci s i.p. podanym PG. Na levé strané fez s infuzi ET-1 nasledovanou i.p. podanim
CDX (celkové skore 11,42). Neurodegenerativni buiilky se nalézaji ve viech hodnocenych oblastech. Na
pravé strané je zobrazen hipokampus mladéte ET-1 + PG 1 mg/kg (celkové skore 0,83). Rozsah
poskozeni je zde zcela znatelné redukovan na minoritni ¢ast oblasti CA3. DG — gyrus dentatus, CA3 a
CA1 — hipokampalni substruktury, Hb — habenula, 1D — laterodorzalni thalamus, RSC — retrosplenialni
granularni kortex, VP — ventroposterolateralni thalamicka jadra.



5.2 Neuroprotektivni vliv pregnanolon hemipimelatu v animalnim modelu
silného excitotoxického poskozeni hipokampu

Cilem nasi ¢asti v této studi1 bylo podat piesvéd¢ivy dikaz, zda jednorazove podani PA-
hPim miiZze redukovat kognitivni defekty a poruchy uceni vzniklé v disledku bilateralni NMDA
léze hipokampu u dospélych potkani. Popsané vysledky jsou soucasti ¢lanku ,, Preferential
inhibition of tonically over phasically activated NMDA receptors by pregnane derivatives
publikovaného v The Journal of Neuroscience (Vyklicky, Smejkalova et al. 2016).

Tato studie popisuje inhibici PS a jeho derivati na tonicky a fazicky aktivovanych
NMDATr. Tonicky aktivované receptory jsou spjaty s excitotoxickym poskozeni béhem
akutnich 1 chronickych patologickych podminek. Z vysledki prace je patrné, Ze PS a jeho
syntetické derivaty s vétsi ucinnosti inhibuji tonicky aktivované NMDAr. Tento faktor se
zvysuje srostouci délkou substituentu uhlikového fetézce na C3, testovanym analogem
s nejdelsim C3-substituentem byl PA-hPim. Z téchto divodi byl PA-hPim vybran jako
kandidatni molekula pro zjiSténi jeho neuroprotektivniho potencialu in vive v modelu
bilateralni NMDA 1éze hipokampu. Z vysledki dopliujicich studii je patrné, Ze podani PA-
hPim je bezpecné a nezpiisobuje zadné vedlejsi psychotomimetické efekty. Struktura PA-hPim
zobrazena na obr. 5.2.1.

Neuroprotektivni potencial PA-hPim na behavioralni urovni byl prokazan testem
prostorového u¢eni MWM. Porovnavali jsme ti1 experimentalni skupiny: kontrolni zvirata,
zvirata s NMDA-I€zi a zvirata s NMDA-Iézi a systémové aplikovanym PA-hPim 1 mg/kg.
Nase vysledky ukazaly, Ze vSechny skupiny jsou schopny se naucit polohu skrytého ostruvku.
Nicméné skupina zvirat s NMDA-lezi vykazovala pomalejsi uceni patrné zejména v druhém
dnu probihajiciho experimentu MWM. Intraperitonealni podani PA-hPim 1 mg/kg 5 min po
ukon¢ené NMDA 1ézi eliminovalo vznikly kognitivni deficit. Vysledky jednotlivych
experimentalnich skupin shrnuje obr. 5.2.2.
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Obr. 5.2.1.: Struktura aplikovaného pregnanolon hemipimelatu.
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Obr. 5.2.2: Efekt systémového podani PA-hPim 1 mg/kg na excitotoxické poSkozeni vyvolané NMDA-
1ézi v testu MWM. Osa X zobrazuje viechny experimentalni skupiny v jednotlivych dnech experimentu:
kontrolni zvifata (n = 24), zvitata s bilateralni NMDA 1ézi (n = 11), zvii‘ata s bilateralni NMDA 1ézi a
nasledné systémové podanym PA-hPim 1mg/kg (n = 8). Osa Y udava celkovou vzdalenost uplavanou
potkanem k nalezeni skryté platformy. Druhy den se u zviiat s NMDA-Iézi vyskytuje deficit v uceni,
zatimco i.p. podani PA-hPim je schopno tento deficit blokovat. Signifikance byla detekovana pomoci
Student-Newman-Keuls post hoc testu, efekt testujiciho dne p < 0,001, efekt skupiny p = 0,113,
interakce p < 0,004. * — signifikantni rozdil zvirat s NMDA-1ézi definovany post-hoc testem. Data jsou
zobrazena jako prameér + SEM.
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5.3 Porovnani neuroprotektivniho efektu takrinu, 7-derivatu takrinu a
memantinu v animalnim modelu silného excitotoxického poskozeni
hipokampu

V této nedavné studui byl zkouméan vliv inhibicniho pisobeni THA a jeho 7-
methoxyderivatu 7-MEOTA na NMDATr. Soucasti prace je také porovnani neuroprotektivniho
u¢imku THA a 7-MEOTA s terapeuticky vyuzivanym memantinem (MEM) v modelu NMDA-
1éze. Clanek ,, 7-Methoxyderivative of tacrine is a foot-in-the-door” open-chanel blocker of
GIluN1/GluN2 and GluN1/GIluN3 NMDA receptors with neuroprotective aktivity in vivo“ byl
v soucasné dobé publikovan v Casopise Neuropharmacology (Kaniakova, Kleteckova et al.
2018).

Studie popisuje mhibici THA a 7-MEOTA na NMDAr. Jejim klicovym nalezem je, Ze
obé latky jsou blokatory otevieného kanalu NMDAr s typem inhibiéniho mechanismu tzv.
,foot-in-the-door*. DalSim dileZitym objevem je siln€jsi mmhibice NMDAr v piipadé 7-
MEOTA oprott THA. Na tuto ¢ast studie navazuji nase neuroprotektivni experimenty
srovnavajici u¢inek THA, 7-MEOTA a memantinu (MEM) v modelu unilateralni NMDA-1éze
dorzalniho hipokampu. Struktury THA, 7-MEOTA a MEM jsou zobrazeny na obr. 5.3.1.

Jak jiz bylo feCeno, mtrahipokampéalni infuze NMDA vede k rozsahlému
excitotoxickému poskozeni dané oblasti. Na zaklade elektofyziologickych vysledkii jsme se
rozhodli otestovat THA, 7-MEOTA a MEM v popsaném modelu NMDA-Iéze. Aplikovali jsme
dohromady v smés roztoki 25 mM NMDA spolu s 30 uM latkou (THA / 7-MEOTA / MEM).
Kontrolni zvirata obdrzela 10 mM PBS misto 25 mM NMDA a sterilni fyziologicky roztok.
Celkove bylo v experimentu pét skupin: PBS + NaCl, NMDA + NaCl, NMDA + MEM, NMDA
+ THA a NMDA + 7-MEOTA. Pocet zvirat v kazdé skupiné byl vyssi nez 5. Zvirata byla
perfundovana 24 h po zakroku, fezy byly obarveny FIB a jednotlivé hipokampalni substruktury
(CALl, CA3, hilus, DGh, DGI) oskorovany. NMDA-Iéze samotna zpusobila podle ocekavani
silné excitotoxické poskozeni patrné ve vSech ¢astech hodnoceného hipokampu. Podani THA
a MEM nevedlo k redukci neurodegenerace, ve srovnani s timto nalezem po aplikaci 7-
MEOTA jsme zaznamenali signifikantni neuroprotektivni efekt této latky. 7-MEOTA snizila
celkové poskozeni hipokampu, nejsilngjsi efekt jejiho podani byl pozorovan v oblastech CA3
a hilus, nicméné neurodegenerace byla téz snizena v CAl (tab. 5.3.2). Latky THA a MEM se
ukazaly jako nedostate¢né k eliminaci excitotoxické léze v tomto animalnim modelu. Vysledky
pro jednotlivé miry poskozeni ve vSech hodnocenych strukturach jsou znazornény v tabulce
5.3.2, graf celkového posSkozeni pak vobr. 5.3.3. Zaroven byly vyfoceny iezy ze vSech
experimentalnich skupin (obr. 5.3.4).
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Obr. 5.3.1: Struktury studovanych latek A) THA, B) 7-MEOTA a C) memantin.

DGI DGh Hilus CA3 CA1
PBS+NaCl 0+0 0.04%0.03 0.13£0.04 0.02+0.02 0.0420.02
NMDA+NaCl | 2.97+0.17#%* | 2.58+0.17*%* | 3.38x0.10%** 2.35+0.09%** 2.62+0.27**
NMDA+MEM | 3.27+0.16%%* | 2.09£0.34%* | 3.0420.27%**F17 | 2.33£027%**F | 1.81=0.50%
NMDA+THA | 3.3320.1%%* | 2.45£0.56%%* | 2.97+0.15%**F77 | 2.59+0.11%**777 | 2.04+0.59*
NMDA+7-M 3.0520.07%%* | 1.17+0.27 1.36:0.43%### 1.12+0.32%%#4# 0.50+0.15#
Signifikance | p< 0.000! p = 0.0002 p< 0.0001 p< 0.0001 p=0.0007

Tab. 5.3.2: Primérna skére jednotlivych hipokampélnich oblasti ve v§ech experimentalnich skupinach.
Hodnoceny byly nasledujici hipokampalni oblasti: DGI, DGh, hilus, CA3 a CAl. Bylo provedeno pét
separatnich jednocestnych ANOVA testil nasledovanych Tukey’s post hoc testem *p<0,05, **p<0,01,
*#%p<0,001 v porovnani s PBS + NaCl; #p<0,05, ##p<0,01, ##p<0,001 v porovnani s NMDA + NaCl:;
77p<0,05, 7iip<0,001 vporovnani NMDA + 7-MEOTA. > 5 zvifat bylo pouzito pro kazdou
experimentalni skupinu. Z kazdého hipokampu byla hodnocena 1/5 (17-21 fezil). Data jsou zobrazena

jako primér + SEM.
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Obr. 5.3.3: Celkové posSkozeni v postizeném hipokampu. Na ose Y je znazornéna vySe prumeérného
poskozeni. Osa X reprezentuje sloupce odpovidajici jednotlivym experimentilnim skupindm. Pro
analyzu porovnani celkového poskozeni byla provedena jednocestnd ANOVA s post-hoc testy (*** p <
0.001; ** p < 0.01 versus skupiné PBS + NaCl;  p <0,01; { p < 0,05 vs. NMDA + 7-MEOTA; ## p
< 0,01 vs. NMDA + NaCl). Pocet zviiat v kazdé skupiné byl vySsi nez 5. Data jsou zobrazena jako
prumeér + SEM.
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Obr. 5.3.4: Reprezentativni fotografie iezi poSkozeného hipokampu s FIB-pozitivnimi
neurodegenerativnimi butikami 24 h po excitotoxickém inzultu zptisobeném infuzi 25 mM NMDA
dorzalniho hipokampu. Testovana latka v koncentraci 30 uM (THA / 7-MEOTA / MEM) byla
aplikovana spolu s roztokem NMDA. Neurodegenerativni buiiky u skupiny NMDA + NacCl se nalézaji
ve vSech hodnocenych oblastech. A) PBS + NaCl celkové poSkozeni 0,20; B) NMDA + NaCl celkové
poskozeni 13,45; C) NMDA + memantin celkové poskozeni 13,04; D) NMDA + THA celkové
poskozeni 15.25; E) NMDA + 7-MEOTA celkové poSkozeni 4,15.
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5.4 Antidepresivni ucinek ketaminu v modelu olfaktorické bulbektomie a
jeho spojeni se signalni drahou mTOR

V této praci byl zkouman antidepresivni u¢inek ketaminu v animalnim modelu deprese
(olfaktoricka bulbektomie - OBX) a propojeni toho efektu se signalni drahou mTOR. Vysledky
byly publikovany v ¢lanku ,, Rapamycin blocks the antidepressant effect of ketamine in task-
dependent manner“ v Casopise Psychopharmacology (Holubova, Kleteckova et al. 2016).

OBX vede k rozsahlym neurochemickym a neurodegenerativnim zménam vyustujicich
v depresivni chovani u potkana ti1 tydny od operace. V experimentu byly pouzity nasledujici
skupiny zvirat: OBX + NaCl (n=10), OBX + ketamin 10 mg/kg (n=10), OBX + NaCl +
rapamycin 1 mg/kg (n=10), sham-operovana zvirata + NaCl (n=12), sham-operovana zvirata +
ketamin 10 mg/kg (n=8), sham-operovana zvirata + NaCl + rapamycin (1 mg/kg) a sham-
operovana zvirata + ketamin 10mg/kg + rapamycin 1 mg/kg (n=14) pro analyzu aktivity mTOR
v Case 30 min. Pro analyzu v ¢ase 0 bylo pouzito OBX n=12 a sham-operovana n=10.

Meteni absorbance probihalo pri 450 nm. Absorbance v ¢ase 0 min (pred aplikaci latek)
byla pouzita jako zaklad. Dvoucestna ANOV A prokazala signifikantni efekt lécby, F (3, 72) =
4,36, p = 0,007 1 olfaktorické bulbektomie F (1, 72) = 15,7, p = 0,0002 stejné jako jejich
mterakce F (3, 72) = 3,454, p=0,0209. Post hoc test prokazal signifikantni rozdil u OBX zvirat,
konktrétné mezi OBX + NaCl a OBX + ketamin (p < 0,05), mezi OBX + ketamin a OBX +
NaCl + rapamycin (p <0,001) a mezi OBX + NaCl + rapamycin a OBX + ketamin + rapamycin
(p <0,05). Vysledky jsou zaznamenany na obr 5.4.1.

150-
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Obr. 5.4.1: Rozdily v absorbanci (osa Y) pied a po aplikaci latek (ketamin 10 mg/kg, rapamycin 1
mg/kg, fyziologicky roztok) u sham-operovanych zviiat a OBX (osa X). Systémové podani latek
zptisobilo zmény v mnozstvi fosforylovaného mTOR u zvifat s OBX. Uroveti fosforylovaného mTOR
byla signifikantné vy$s§i u OBX zviiat ve srovnani s kontrolami. Aplikace ketaminu vedla ke zvySené
aktivaci mTOR u OBX ve srovnani se zvifaty OBX + NaCl nebo OBX + NaCl + rapamycin. Nicméné
ko-aplikace ketaminu + rapamycinu u OBX zviiat nezptiisobila ocekavanou redukci urovné mTOR a
rapamycin tak neeliminoval t¢inek ketaminu. Data jsou zobrazena jako primér + SEM. *p<0,05,
**%p<0,001.
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6 DISKUZE

6.1 Neuroprotektivni efekt podani 3a5B-pregnanolon glutamatu v modelu
fokalni cerebralni ischemie u nedospélych potkanu

Hledani novych potencialné neuroprotektivnich latek pro lécbu onemocnéni CNS je
jednim piednim témat souc¢asného vyzkumu. Cilem predlozené studie bylo prokézat bezpe¢nost
podani PG u nezralé mozkové tkané a zaroven prozkoumat moznosti jeho terapeutického
vyuziti v animalnim modelu fokalni ischemie dorzalniho hipokampu u dvanactidennich mlad’at
potkana.

Nasim prvnim nalezem byla nulova neurotoxicita u P12 po systémové aplikaci PG
intaktnim zvifatiim a to v obou davkach 1 1 10 mg/kg. Pozitivni kontrolou neurotoxicity bylo
podani MK-801 v davce 1 mg/kg. Jak jiz bylo feceno MK-801je nonkompetitivni antagonista
NMDAr silné neurotoxicky pro vyvijejici se nervovou tkan, stejny efekt vykazuji 1 jiné latky
ovliviiujici NMDAr napi. ketamin a PCP a zaroven 1 agonisté GABA 4 receptoru (Ikonomidou,
Bosch et al. 1999, Ikonomidou, Bittigau et al. 2000). Jejich dusledkem jsou rozsahla
apoptoticka loziska ve vyvijejicim se mozku, postizeni konkrétnich struktur zévisi na
postnatalnim dnu aplikace. Senzitivita k MK-801 v nezralé tkani je vysoka mezi PO a P3, jesté
vice se zvySuje v obdobi P3 az P7 a poté klesa v postnatalnich dnech P7 az P14, kdy apoptotické
neurony vymizi témer uplné. Podani MK-801 u PO spousti apoptozu v gyrus dentatus, u P3
v hipokampu, subikulu a laterodorzalnim thalamu, u P7 vede zvySené degeneraci neuroni
v hypothalamu, laterodorsédlnim thalamu, frontdlnim kortexu, subikulu, nucleus caudatus,
retrosplenialnim, parietalnim a cingulatnim kortexu (Ikonomidou, Bosch et al. 1999). Zaroven
byly popsany 1 neurodegenerativni zmény po MK-801 v dospélé tkani mladych potkani
projevujici se vakuolizaci v treti a ¢tvrté vrstvé retrosplenialnim kortexu (RSC) ¢tyri hodiny po
podani latky (5 a 10 mg/kg), nasledné morfologické zmény piesly do nekrozy (Fix, Horn et al.
1993). MK-801 jiz v nizké v davce 1 mg/kg vede ke zvysené produkci HSP 70 (z angl. heat
shock proteins) v posteriornim cingulatnim kortexu, coz zna¢i vyraznou imunoreaktivitu tkané
(Tomitaka, Tomitaka et al. 2000). Krom RSC jsou postiZzeny 1 somatosenzoricky a entorinalni
kortex u davky MK-801 10 mg/kg, nejrozsahlejsi neurodegenerace byla pozorovana 72h od
podani (de Olmos, Bender et al. 2009). Degenerativni zmeény jsou vice patrné u samic potkant,
kde davka MK-801 nizsi nez 3 mg/kg vede ke smrti neuront v olfaktorickych strukturach,
hipokampu, parahipokampalnim kortexu a jiz zminéném RSC (Bueno, de Olmos et al. 2003).
Nase vysledky naopak potvrzuji, Ze neuroaktivni steroid PG (synteticky analog PS) negativné
alostericky modulujici NMDAr a soucasné pozitivne alostericky modulujici GABA a receptory
(Bukanova, Solntseva et al. 2018), je pro vyvijejici se mozek ve véku P12 bezpecny.
Z nepublikovanych vysledki zaroven vime, Ze jeho neurotoxicita je nulova 1 v obdobi P9. Nalez
je ve shodé se studii publikovanou tymem Lima-Ojeda et al v roce 2013. Tato prace je zamérena
na vliv podani latky Ro 25-6981, ktera je specifickym antagonistou GluN2B podjednotky
NMDAr. Tato latka byla aplikovana mlad’atiim potkana ve véku P7 a nasledné byly vylouceny
jakékoli projevy apoptozy po jejim pusobeni. Navic Ro 25-6981 v piipadé zralého mozku
pusobila neuroprotektivné proti degeneraci nervové tkané RSC mdukované injekci MK-801
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v davce 2 mg/kg (Lima-Ojeda, Vogt et al. 2013). Na zakladé téchto faktti mizeme usoudit, Ze
samotna informace o primém vlivu uréité latky na NMDAr nemusi bezpodmine¢né znamenat
neurotoxické uc¢inky dané molekuly na vyvijejici se nervovou tkan. Zda se, Ze velmi zaleZi na
konkrétnim mechanismu s jakym latka NMDAr moduluje. VZdy je vSak esencialni potencialni
neurotoxicitu experimentalné vyloucit stejné jako v piipadé nami studovaného PG.

Dalsim cilem nasi studie bylo prozkoumat neuroprotektivni potencial PG v modelu
fokalni cerebralni ischemie u mlad’at P12. V tomto véku je stddmm vyvoje mozku potkana
podobné lidskému novorozenci. Nasledky permatalniho ischemického mzultu mohou byt
fatalni v podobé smrt1 novorozence, ¢i1 mohou velmi negativneé ovlivnit jeho budouci kvalitu
zivota motorickym ¢1 kognitivnim deficitem, epilepsii apod. (Volpe 2001). Vznik perinatalniho
inzultu mize mit velmi heterogenni pri¢iny, navic jeho farmakoterapie je problematicka diky
velké wvariabilité pacienti. K limitaci nasledkii perinatalniho hypoxicko-ischemického
poskozeni se v soucasné dobé pouZiva hlavné metoda hypotermie vedouci ke zpomaleni
metabolickych drah spojenych s bunéénou smrti, oxida¢nim stresem, zanétlivymi procesy a
naslednou neurodegeneraci (Wachtel and Hendricks-Munoz 2011). Medicinalni vyzkum je
proto zaméren na studium potencialni farmakoterapie pouzitelné jako hlavni ¢i adjuvantni 1é¢ba
dopadi tohoto typu mzulti. V experimentalnich a klinickych studiich jsou zkoumany hlavné
latky osteopontin, interferon B, melatonin, erytropoetin (EPO), allopurinol a topiramat.

Osteopontin je multifunkéni glykoprotein regulujici bunécnou proliferaci, piezivani a
diferenciaci oligodendrocytii (O'Regan and Berman 2000). Zaroven byla popsana jeho zvySena
exprese v neonatalnim mozku po hypoxicko-ischemickém inzultu (van Velthoven, Heijnen et
al. 2011). Za fyziologického stavu je u potkana jeho endogenni koncentrace zvysSena v obdobi
kolem narozeni, ale nasledné¢ do P21 témeér tiplné vymizi (Chen, Ma et al. 2011). Bohuzel
experimentalni studie zamérena na ischemické poskozeni u neonatalnich mysi jeho potencialni
neuroprotektivni efekt nepotvrdila (Bonestroo, Nijboer et al. 2015). Podobné tomu bylo 1 u
interferonu B, ktery pusobil protektivné pri jeho intrastriatdlni infuzi, nicméné intravendzni
podani se ukazalo jako neuspésné (Veldhuis, Floris et al. 2003, Maier, Yu et al. 2006). Zjevnou
pricinou tohoto neuspéchu je limitace interferonu  prochazet hematoencefalickou bariérou.
Dalsi slibnou molekulou byl MgSO4 vazajici misto Mg do iontového kanalu NMDATr (Zeevalk
and Nicklas 1992).

Na druhou stranu endogenni melatonin s antioxidaénim, protizanétlivym a
antiapoptotickym ucinkem je schopen do téla plodu projit pres placentu 1 jeho
hematoencefalickou bariéru (Alonso-Alconada, Alvarez et al. 2013). V animalnim modelu
neonatalniho hypoxicko-ischemického poskozeni byl jeho neuroprotektivni efekt témer
okamzity a trvaly proti dlohodobym nasledkiim posSkozeni (Carloni, Perrone et al. 2008).
Zaroven s tim v kombinaci s hypotermii redukoval oxidacni stres a vedl k lepSimu prezivani
bunek (Aly, Elmahdy et al. 2015). Pilotni klinicka studie zahrnujici 15 pacientl s perinatalni
hypoxicko-ischemickou encefalopatii 1é¢enych hypotermii a 15 pacientii s totoznou diagndzou
a terapii v podobé hypotermie kombinované s aplikaci melatoninu, prokéazala pozitivni efekt
melatoninu jako adjuvantni 1é¢by. Pi1monitoringu pacienti 6 mesict po inzultu nebyly zjistény
u kombinované 1é¢by Zadné neurologické ¢1 vyvojové abnormality (Aly, Elmahdy et al. 2015).
Experimentalné je dale zkoumano dale pusobeni EPO, ktery ma protizénétlivé,
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antiexcitotoxické a antiapoptotické vlastnosti (Villa, Bigini et al. 2003, Wang, Zhang et al.
2004). EPO je exprimovan v mozku béhem vyvoje a po narozeni jeho koncentrace rapidné
klesa, spolu s tim byla potvrzena 1 zvySena produkce EPO u novorozencu hypoxicko-
ischemickou encefalopatii (Juul, Yachnis et al. 1999). V experimentélnich studiich in vivo
podani EPO vedlo k histologickému 1 funkénimu zlepSeni tkané u neonatalnich potkani po
ischemicko-hypoxickém inzultu. Tento ucinek byl davkové zavisly (Wu, Bauer et al. 2012).
U¢inek EPO byl prokazan i u okluze arteria cerebri media (MCAO) neonatalnich potkand. Tii
po sobé jdouci davky EPO 1 U/g 1.p. vrozmezi 0, 24h a 7 dni po inzultu vedly k zlepSeni
kognitivnich schopnosti potkanmi v dospélém véku 3 mesice od operace. Tento nalez byl
potvrzen v testu MWM (Kumral, Uysal et al. 2004).

Mezi dal$i nadéjné molekuly patii inhibitor xantin oxidazy allopurinol, ktery ma
zaroven 1 chelatacni efekt volné ionty Zeleza nevazané na protemy a redukuje mnozstvi radikala
OH-. Jeho neuroprotektivni pusobeni bylo prokazano jak vanimalnich modelech, tak
v klinickych studiich (Peeters-Scholte, Braun et al. 2003). Allopurinol podany matce prochazi
pies placentu 1 hematoencefalickou bariéru. Jedna klinickych studii byla zaméfena na
novorozence s asphyxii. Pouzita davka allopurinolu 40 mg/kg zlepsila stav a vysledky pacienta
v kognitivnich 1 neurologickych vySetfenich. Zaroven signifikantné zmirnila mortalitu
(Kaandorp, van Bel et al. 2012). Navazujici prace stejnych autori popsala vliv allopurinolu
podany matce béhem fetalni hypoxie. Nasledné byly zkoumany biomarkery asociované s
neonatalnim poskozenim mozku. Pozitivni u¢inek allopurinolu byl vsak patrny pouze u dévéat,
kde redukoval zminéné biomarkery, ne vSak u chlapcti (Kaandorp, Benders et al. 2015).
V soucasné dobe probiha klinicka studie ALBINO (z angl. Effect of Allopurinol in addition to
hypotermia for hypoxic-ischemic brain injury on neurocognitive outcome); (Annink, Franz et
al. 2017).

Zaroven probihd 1 vyzkum zameéfeny na latku topiramat, ktery ma piedevSim
antikonvulzivni pusobeni, ale zaroven je i inhibitorem AMPA a kamatovych receptoru a
blokatorem Na™ kanali (Angehagen, Ronnback et al. 2005, Sfaello, Baud et al. 2005, Guerrini
and Parmeggiani 2006). Klinicka studie zaméfena na topiramat skonéila v ¢ervnu tohoto roku.
Byly publikovany vysledky shrnujici vliv topiramatu jako adjuvantni 1é¢by k hypotermii u
novorozencu s hypoxicko-ischemickou encefalopatii. Prace prokazala bezpecnost aplikace
topiramatu vranné postnatilnim obdobi, nicméné nebyl prokazan signifikantni ucinek
topiramatu na mortalitu ¢1 vazné neurologické poruchy oproti 1é¢bé samotnou hypotermii.
Pozitivnim vystupem byl ovSem sniZeny vyskyt epilepsie u pacientii s kombinovanou lé¢bou.
Objasnéni efektu topiramatu na hypoxicko-ischemické poskozeni si proto zaslouzi dalsi
zkoumani (Filippi, Fiorini et al. 2018).

Na zakladé predchozich je ziejmy vyznam vhodné zvoleného animalniho modelu.
Nékteré animalni modely ischemicko-hypoxického poskozeni jsou obtizné praktikovatelné
v perinatalnim obdobi. Ackoli v pripadé dospélé tkané je Siroce vyuzivan model MCAO.
Nepouzili jsme ho, jelikoZz zptisobuje variabilni rozsah a lokalizaci poskozeni, coz ztézuje
hodnoceni neuroprotektivniho efektu terapeutickych latek (McAuley 1995). Existuje rovnéz
varianta MCAO za pouZiti piesné infuze ET-1, nicméné vzhledem k individualnim odliSnostem
mezi jednotlivymi mlad’aty, by tato infuze mohla vést ke Spatné reprodukovatelnosti modelu
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(Schaller 2006). Oproti tomu lokalizovana ischemie dorzalniho hipokampu indukovana infuzi
ET-1 muize byt pouZita i pro studium dlouhodobych nasledki ischemického inzultu. Z vysledka
piedchoziho vyzkumu vime, Ze tento model vede krozvoji epileptickych zéachvati
s behavioralnimi projevy a zpisobuje dobie ohranicené morfologické zmény tkané vyustujici
v neurodegenerativni zmény v postizeném hipokampu (Mateffyova, Otahal et al. 2006, Tsenov,
Mateffyova et al. 2007). Proto jsme se rozhodli prozkoumat terapeuticky potencial PG v tomto
modelu.

V predeslé studii jsme popsali neuroprotektivni vliv PG v modelu excitotoxické
NMDA-Iéze hipokampu u dospelych potkant (Rambousek, Bubenikova-Valesova et al. 2011).
V nynéjsi studii jsme prokazali neuroprotektivni efekt PG v animalnim modelu fokalni
ischemie indukované podanim ET-1 do dorzadlniho hipokampu u P12. Tento ucinek se
projevoval vyraznou eliminaci neurodegenerativnich bunék v postizeném hipokampu. Nase
vysledky jsou v souladu s experimentalni studii z roku 2017, kdy podani steroidni molekuly
vitaminu D spolu s N-acetylcysteinem vedlo k lepSim vysledkiim zvirat v motorickych testech
po neonatalnim hypoxicko-ischemickém poskozeni zpuisobeném ligaci pravé karotidy a jejich
naslednym pobytem v hypoxické komirce. Lécba meéla zaroven pozitivni dopad 1
v pamét'ovych testech (Lowe, Fraser et al. 2017). Také podani PROG v prenatalnim hypoxicko-
ischemickém mnzultu mélo signifikantné pozitivni u¢inek. Béhem osmnactého dne gravidity
potkani samice byly prechodné podvazany obé uterinni arterie po dobu 30min. Po spontannim
porodu v obdobi P1-P9 byl subkutanné mlad’atiim podan PROG v davce 0,01 ¢10,1 mg/kg nebo
ALLO 0,1 mg/kg, kazdy den obdrzela jednu injekci. Nasledné byl zjistén pozitivni efekt PROG
1 ALLO v motorickych testech (v obdobi P50). Zaroven byla zaznamenana i zlepSena
myelinizace v piipadé PROG (Kawarai, Tanaka et al. 2018). V minulosti popsan 1
neuroprotektivni efekt unkompetitivniho antagonisty NMDAr memantinu v modelu
bilateralniho podvazu karotid v kombinaci s hypoxii (8% O2). Po¢ate¢ni davka memantinu byla
20mg/kg s pokracovanim v podobe udrzujicich davek 1 mg/kg (Chen, Pellegrini et al. 1992).

Jak jiZ bylo reCeno v teoretickém tvodu, neurosteroidy jsou pro fyziologicky vyvoj
nervove tkané esencidlni. Diulezity se zda byt zeyména PROG a ALLO. Hill et al. naméfili
zvysené hladiny volného PROG, jeho metabolitii a sulfatovanych derivati v cévnim obéhu
matky a zaroven vysoké koncentrace 5ao- a 3o-redukovanych metaboliti PROG béhem
téhotenstvi (Hill, Cibula et al. 2007). Tyto neurosteridy jsou zpravidla agonisté GABAa
receptoru. Jejich zvySené hladiny jsou velmi rychle redukovany po vyloucdeni placenty po
porodu (Nappi, Petraglia et al. 2001, Gilbert Evans, Ross et al. 2005). Tento pokles miiZe byt
soucasné spojovan s vyskytem poporodni deprese (Bloch, Daly et al. 2003). V modelu akutniho
fetalniho hypoxicko-ischemickeho poskozeni u oveci byl zaznamenan vyrazny narust
koncentrace ALLO v $edé 1 bilé hmoté. Tento nalez napovida, ze organismus plodu dokaze
rychle reagovat na takovyto vazny stresovy stimul (Nguyen, Yan et al. 2004). V souladu
s piedchézejicim je 1 fakt, Ze potlaceni syntézy ALLO vede k zvySené bazalni irovni apoptdzy
v mozku plodu, ktera muze byt napravena podani syntetického analogu ALLO alfaxalonu
(Yawno, Hirst et al. 2009).

Na zdakladé naSeho 1 jinych nalezii mizeme potvrdit zna¢ny terapeuticky potencial
neuroaktivnich steroidi. PG predstavuje neuroaktivni steroid pusobici zaroven na
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glutamatergni 1 gabaergni systém, jelikoz je negativnim alosterickym modulatorem NMDATr a
pozitivnim alosterickym modulatorem GABA s receptorui. S ohledem na moZné riziko jsme
vyloucili jeho potencialni neurotoxicky ucinek v perinatalnim obdobi a soucasné potvrdili
terapeuticky potencial. Zaroven s tim je tfeba zminit nutnost hledani novych terapeutickych
strategii v piipad¢ perinatalniho hypoxicko-ischemického inzultu. PG se v soucasné dobé jevi
jako velmi nadéjna latka schopna redukovat excitotoxické poskozeni vyvijejiciho se mozku pri
hypoxicko-ischemickém inzultu bez vaznych vedlejsich u¢ink.
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6.2 Neuroprotektivni vliv PA-hPim v animalnim modelu silného
excitotoxického poskozeni hipokampu

Nadmeérna stimulace NMDATr vede k excitotoxickému poskozeni nervové tkanée (Sattler
and Tymianski 2001). Podkladem pro toto poskozeni je v prvni fadé obrovsky narist
intracelularni koncentrace Ca®* skrz iontovy kanal NMDATr a nasledna aktivace signalnich drah
vedoucich k bunééné smrti. Excitotoxicita je spoleénym rysem pro velké mnoZstvi
patologickych stavii nervového systému, vyskytuje se u ischemicko-hypoxickych inzultd,
traumatického poranéni, Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy choroby, amyotrofni lateralni
sklerézy a jinych neurodegenerativnich onemocnéni. Publikovana studie se mimo jiného
zabyva potencialni redukei kognitivnich nasledki excitotoxického inzultu v podobé NMDA-
léze pomoci systémového podani PA-hPim. Tento neuroaktivni steroid je podobné jako PG
negativni alostericky modulator NMDAr, rozdilem je jeho soucasné negativni ptisobeni na
GABA 4 receptoru (PG piisobi na GABA potenciacné); (Bukanova, Solntseva et al. 2018).
Diky délce svého alifatického retézce a karboxylové skupiné na konci substituentu na C3
piedpokladame jeho uspésnost v testech in vivo.

Modely 1ézi jsou v neurovédnim vyzkumu casto pouzivané. UmoZmnuji strukturné
specifické poskozeni a nasledné studium jeho dopadi. Infuze NMDA do mozkovych struktur
je casto vyuzivana k urceni funkce urcitého regionu v kognitivnim procesu zejména v piipadé
hipokampu. Tento model mize byt rovnéZ pouzit pro zjisténi potencialniho terapeutického
potencialu studované latky (Rambousek, Bubenikova-Valesova et al. 2011). Dal$im vyuZitim
NMDA-I¢éze je prace zaméiena na rozvoj a dopad epileptickych zachvati (Mares and Velisek
1992). Aplikace roztoku NMDA do hipokampu vede k ztraté pyramidalnich bunék a
granularnich bunék v oblasti gyrus dentatus (Jarrard 2002). Mira poskozeni hipokampalni
struktury se pohybuje od velmi lokalizovaného minimalniho poskozeni k rozsahlé 1ézi v dané
oblasti, zalezi na poc¢tu injekci a koncentraci roztoku NMDA.

BliZsi popis neuropatologickych nasledki NMDA-léze byl publikovan ve studii
Rambousek et al. 2016. V praci jsme zkoumali potencialni kognitivni a imunohistochemické
zmény hipokampu v ¢asovych intervalech 1, 3, 7, a 30 dni po unilateralni infuzi NMDA (25
mM;1 ul). Na zakladé behavioralniho testu aktivniho alotetického vyhybani se mistu jsme
vyhodnotili, Ze unilateralni infuze NMDA nema negativni vliv na prostorové uceni. Zaroven
jsme vSak zaznamenali zna¢né imunohistochemické zmény v postizeném hipokampu ukazujici
na rozsahlou neuroinflamaci v podobé vyrazné aktivace mikroglii a astrogliozy pretrvavajici 1
30 dni po excitotoxickém inzultu. Dal$im nalezem byly zmény v expresi podjednotek NMDA
a GABA 4 receptorii, kdy GIuN1 a GluN2 podjednotky NMDATr byly exprimovany nadmeérne,
zatimco a5 podjednotka GABAa receptoru byla exprimovana méné nez u sham-operovanych
zvirat. Z téchto vysledki je patrné, ze NMDA-1éze zptisobi rozsahlé morfologické 1 molekularni
zmény v tkani, nicméné v pripadé unilateralni Iéze neni porusena kognice. Zda se, Ze kolateralni
hipokampus je schopen kompenzace. Z tohoto diivodu jsme v publikované studii s PAh-Pim
piistoupili k bilateralni 1ézi stejné koncentrovanym roztokem NMDA (Rambousek, Kleteckova
et al. 2016).
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Mnoho antagonisti NMDAr vykazovalo neuroprotektivni tuc¢inek v modelech
hypoxicko-ischemického poSkozeni. Nicméné jejich vyzkum v oblasti medicinalniho vyuZziti
musel byt ukonéen diky vyraznym vedlejSim efektiim na chovani subjekti. Tyto neZadouci
u¢inky se projevuji senzorickymi a motorickymi poruchami indukujici schizofrenii-podobné
piiznaky v podobé hyperlokomoce a kognitivniho deficitu. Aplikace nonkompetitivniho
antagogisty NMDAr MK-801 v nizké davce 0,2 mg/kg u laboratorniho potkana vede k vyse
popsanym pozitivhim symptomim, a proto se v souc¢asném vyzkumu vyuziva jako animalni
model schizofrenie (Kubik, Buchtova et al. 2014). K podobnym piiznakiim vede 1 systémové
podani dalsiho nonkompetitivniho antagonisty NMDAr PCP (Gleason and Shannon 1997).
Zajimavé je, Ze 1 po administraci memantinu klinicky pouzivaného k lécbé Alzheimerovy
choroby byla zaznamenana hyperlokomoce ¢1 kognitivni zhorSeni u experimentalnich zvirat
(Bubser, Keseberg et al. 1992, Dix, Gilmour et al. 2010). Zaroven byly popsany 1 halucinace u
pacientii trpicich demenci (Monastero, Camarda et al. 2007). Z téchto fakti je parné, Ze pokud
divodu jsme vyhodnotili vliv aplikace PA-hPim na chovani intaktniho zviiete. Ani jedna
z pouzitych davek PA-hPim 1 nebo 10 mg/kg neindukovala hyperolokomoci, na rozdil od MK-
801 vdavkach 0,2 a 0.3 mg/kg. Dale podani PA-hPim nemélo u mtaktnich zvirat vliv na
kognitivni funkce. Tyto vysledky tvoiily tedy nadéjné predpoklady ke zkoumani potencialniho
neuroprotektivniho u¢inku PA-hPim v animalnim modelu excitotoxického poskozeni
bilateralni NMDA-1éze.

Molekuly neuroaktivnich steroidi a neurosteroidi se jiz delsi dobu objevuji
v experimentalnich studii farmakologického vyzkumu. Z endogennich neurosteroidi jsou to
zejména PREG, PROG, ALLO, DHEA a DHEAS. V minulosti bylo popsany neuroprotektivni
efekt PREG proti toxicité indukované glutamatem ¢1 amyloidem . Pokusy byly provedené na
bunééné kulture mysiho hipokampu (Gursoy, Cardounel et al. 2001). PREG ma déle vyznam
pro stabilizaci mikrotubuhi diky existenci pregnenolon-vazajiciho proteinu (Murakami, Fellous
et al. 2000). Zaroven aplikace PREG ¢1 DHEA v modelu systémového podéani kyseliny
kaitatové v davce 7 mg/kg dospélym potkaniim zmenSilo redukci poctu neuromi v gyrus
dentatus postizenych zvirat. Tento pozitivni ucinek je blokovan inhibitorem aromatazy
fadrozolem. Aromataza katalyzuje transformaci testosteronu na estradiol. Tento fakt naznacuje
funkci PREG a DHEA jako prekurzorovych molekul (Veiga, Garcia-Segura et al. 2003).
V pripadé PROG je znamé jeho pusobeni na myelinizaci neuromi. Po kryolézi nervus
ischiadicus u mysi PROG nebo jeho prekurzor PREG do mista léze zvysily rozsah tvorby
myelinu (Koenig, Schumacher et al. 1995). Pozitivni u¢inek PROG byl rovnéz zaznamenan
v modelu poranéni perifernich nervii a michy, kde krom jeho vlivu na myelinizaci byla
prokézano 1 zvySeni koncentrace BDNF a redukce 1éze samotné (Thomas, Nockels et al. 1999,
De Nicola, Gonzalez et al. 2006). V modelu piechodné MCAO aplikace PROG vedla ke
zmensSeni poskozené oblasti (Chen, Chopp et al. 1999). Déale PROG 8 mg/kg v modelu globalni
1schemie redukoval ubytek bunék v CA1 a CA2 podoblastech hipokampu spolu se zabranénim
dilatace postrannich mozkovych komor (Morali, Letechipia-Vallejo et al. 2005). V roce 2008
Cai et al. popsali dva mechanismy podilejici se na neuroprotekci PROG, antagonistické
pusobeni PROG na 8; receptory a nasledna inhibice vtoku ionta Ca** skrz NMDATr (Cai, Zhu
et al. 2008). Spolu s PROG byl zaznamenan neuroprotektivni efekt ALLO v modelu
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traumatického poranéni mozku, kde obé latky utlumili produkci prozanétlivych cytokini a
snizili rozsah vzniklého edému (He, Evans et al. 2004). Aplikace ALLO také vedla k sniZeni
vyskytu zachvati, mortality a ibytku neuronii v CAl a CA3 oblastech hipokampu v modelu
kainatové léze (Leskiewicz, Budziszewska et al. 1997). Sulfatované neurostreoidy jako napi.
DHEAS byly rovnéZz zkoumany v experimentalnich modelech. Opakované podani DHEAS
v davce 20 mg/kg po dobu tii dnii zmirnila zhorSeni LTP po ischemickém inzultu (Li, Zhou et
al. 2006).

Syntetické neurosteroidy byly rovnéz v experimentalnich modelech aplikovany. V roce
1997 Weaver et al. demonstrovali neuroprotektivni efekt pregnanolon hemisukcmatu (PHS) pr1
in vitro expozici NMDA a zaroven 1in vivo pi1 ischemickém poskozeni v davee 6,9 mg/kg, kde
bylo zaznamenano zmenSeni infarktového loziska 24h po inzultu. Zaroven byl popsan 1
sedativni, antikonvulzivni a analgeticky i¢inek PHS (Weaver, Marek et al. 1997). Neuroaktivni
steroid PHS byl rovnéZ zkouman 1 v modelu reverzibilni ischemie michy u kralika. PHS v davce
25 mg/kg byl podan 5 nebo 30 min po inzultu. Signifikantni neuroprotekce byla zaznamenana
u intervalu 5 min po inzultu (Lapchak 2004). Totozny autor v roce 2006 prokazal u¢innost PHS
1 v modelu ischemického poskozeni mozku doprovazeného embolii (Lapchak 2006). PHS je
stejné jako PG a studovany PA-hPim negativnim alosterickym modulatorem NMDAr. Ve
neurovédnim vyzkumu byly déale studovany syntetické analogy ALLO a pregnanolonu
modulujici GABAa receptor. Experimenty byly provedeny na organotypickych kulturach
vystavenych hypoxickému prostiedi. Dva ze sledovanych sedmi analogii redukovaly nasledné
rozvinuti astrogliozy a pouze jeden dokéazal zmirnit ibytek neurofilament v hipokampu (Rey,
Kruse et al. 2013). V modelu traumatického poskozeni mozku byl prokazéan terapeuticky
potencial fluasteronu, ktery je syntetickym analogem DHEA. Podéni fluasteronu v davce 25
mg/kg mélo za nasledek zlepSeni potkami v motorickych testech 1 jejich neurologickych
reflexii. Zaroven fluasteron silné inhiboval cyklooxygenazu 2 a naslednou produkci
prostaglandinti v bunééné kulture. Tento efekt vSak nebyl prokazan na hipokampalnich rezech
(Malik, Narayan et al. 2003).

V predeslém vyzkumu bylo potvizeno bezpe¢né podani PG a zaroven jeho
neuroprotektivni efekt v modelu excitotoxické NMDA Iéze. Soucasna studie tykajici se
pusobeni PA-hPim v totozném modelu potvrdila terapeuticky potencial tohoto syntetického
analogu PS. PA-hPim inhibuje pouze tonicky aktivované NMDAr zodpovédné na excitotoxické
poskozeni. Neuroaktivni steroid PA-hPim v davce 1mg/kg dokazal eliminovat kognitivni
deficit nasledovany po excitotoxickém inzultu. Tento nalez byl potvrzen pomoci
behavioralniho testu zaméreného na pamét'ové funkce — MWM. Vysledek je rovnéz vyznamny
diky signifikantnimu ucmku nizké jednorazove davce této molekuly. Z predchozi reserse je
patrné, Ze statisticky vyznamny terapeuticky ucinek méli predevsim vyssi davky jinych
syntetickych analogti. Na zdkladé nedavno publikované studie Bukanova et al. 2018 bylo
prokézano, ze PG, PHS 1 PA-hPim kromé NMDATr ovliviiuji 1 GABA4 a glycinové receptory.
Molekula PG na GABA4 a glycinové receptory puisobi potenciacné, zatimco PHS a PA-hPim
je mnhibuji. Z dalsich vysledku studie je patrné, ze 17-acetylova cast latky PG je zodpovédna za
zminény potenciacni efekt (Bukanova, Solntseva et al. 2018). Zaroven potvrzuje skutec¢nost, Ze
molekuly syntetickych neuroaktivnich steroidii, stejné jako endogenni neurosteroidy, mohou
ovliviiovat vice neurotransmiterovych systému najednou.
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Vystupy obou publikovanych ¢lanku (Kleteckova, Tsenov et al. 2014) a (Vyklicky,
Smejkalova et al. 2016) demonstruji bezpec¢nost aplikace pouzitych molekul neuroaktivnich
steroidi. Zaroven potvrzuji jejich terapeuticky potencial v oblasti patologickych stavi
nervoveho systému, které tvoii stale se zvysujici ekonomickou z4téZ pro soucasnou spolecnost
a predstavuji tak jeden z hlavnich medicindlnich a socialnich problémi. Bezpeéné latky
ovliviiujici glutamatergni neurotransmisi by soucasné mohli napomoci soucasné terapii
neurodegenerativnich a neuropsychiatrickych poruch.
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6.3 Porovnani neuroprotektivniho efektu THA, 7-MEOTA a memantinu
v animalnim modelu silného excitotoxického posSkozeni hipokampu

Publikované vysledky jsou zaméreny na popsani mechanismu piimého pusobeni THA
a jeho derivatu 7-MEOTA na NMDAr a zaroven prozkoumani jejich potencialniho
neuroprotektivniho u¢inku v porovnanim s klinicky pouzivanym memantinem.

THA je bily krystalicky ve vodé rozpustny prasek syntetizovany poprve 40. letech
minulého stoleti. Kratce na to byly popsany jeho antagonistické i¢inky na sniZenou respiraci a
sedaci u zviiat ovlivnénych morfiem bez piimého efektu na anestezii (Shaw 1955). Od 70. let
latek ovliviiujicich cholinergni systém (tricyklicka antidepresiva, latky pouzivané v 1lécbé
Parkinsonovy choroby a antipsychoticka 1é¢iva); (Granacher and Baldessarini 1975). V pripadé
THA byl zaznamenan stejny efekt jako u fysostigminu ovsem s delsi dobou pusobeni
(Summers, Kaufman et al. 1980). Pozdéji byl THA popsan jako nonkompetitivni reversibilni
inhibitor cholinesteraz s mirnou selektivitou pro butyrylcholinesterazu (Freeman and Dawson
1991, Davis and Powchik 1995). Kromé jiného THA pisobi 1 jako inhibitor NMDATr, coz ho
propojuje s piedchozimi v praci testovanymi molekulami (PG a PAh-Pim); (Hershkowitz and
Rogawski 1991). Hodnoty afinity THA k NMDAr se riznych studiich liSily, proto jsme se
tomuto tématu vénovali v publikaci. Latky odvozené od struktury THA by mohly byt
farmaceuticky vyuzity diky limitaci vedlejSich uéinki.

THA, o kterém bylo uvazovano jako pievazné o cholinergni latce, byl prvni molekulou
navrzenou pro lé¢bu Alzheimerova onemocnéni. Tato choroba se kromé jiného projevuje
extracelularni agregaci amyloidu-p a intracelularnimi inkluzemi hyperfosforylovaného Tau-
proteinn. Lécba THA vedla mimo jiné k zvySeni krevniho pritoku a blokaci sekrece
prekurzorového proteinu pro amyloid B u pacienti s Alzheimerovou chorobou, tento efekt
nebyl pritomen u jinych inhibitort cholinesteraz (Summers, Kaufman et al. 1980, Lahiri 1994,
Harkins, Taylor et al. 1997). Nicméné¢ THA musel byt stazen z trhu kviili jeho neZadouci
hepatotoxicité (Watkins, Zimmerman et al. 1994, Pan, Yu et al. 2007). Jelikoz lé¢ba THA
piedstavovala urcité kladné stranky, bylo Zadouci vyvinout jeho derivaty s priznivéjSimi
farmakologickymi vlastnostmi. Z tohoto ditvodu byl syntetizovan 7-metoxyderivat 7-MEOTA.
Tato latka je odvozena od THA, nicméné ve srovnani s nim vykazuje signifikantné mensi
zdravych lidskych dobrovolniki diky odlisnému metabolickému zpracovani (Soukup, Jun et al.
2013). Na zakladé téchto fakt jsme se rozhodli prozkoumat farmakologicky potencial latky 7-

MEOTA.

Jak bylo fe¢eno, NMDATr jsou esencialni pro LTP, uceni a pamét'ové procesy. Nicméné
excesivni stimulace NMDAr vede k bunéfné smrti a rozsahlému poskozeni okolni tkané
v zavislosti na koncentraci agonisty. Experimentalné byla prokazana redukce neurotoxicity na
mysSich bunkach kortexu po aplikaci THA (Davenport, Monyer et al. 1988). Tento nalez
potvrdil, ze THA pusobi inhibi¢né piimo na NMDAr. V zavislosti na to bylo popsano, Ze THA
je schopen vytésnit PCP a MK-801 zNMDAr (Albin, Young et al. 1988). Nasledné
elektrofyziologické a molekularni pristupy objasnili, Ze THA je reversibilni blokator iontového
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kanalu NMDATr s vazebnym mistem blizko vstupu do kanalu (Nelson and Albuquerque 1994).
Vysledky nasi publikované studie dokazuji, Ze obé latky tj. THA a 7-MEOTA jsou tzv. , foot-
in-the-door* blokatory otevieného kanalu NMDAr. Formulace ,foot-in-the-door oznacuje
blokatory s vét§im rozmérem molekuly, diky kterému se nemohou navazat piili§ hluboko do
nitra kanalu. Zaroven jsme prokazali, Ze 7-MEOTA je siln¢jSim blokatorem kanalu s pomalejsi
kinetikou neZ THA. Navazujicimi experimenty bylo porovnani u¢inku THA a 7-MEOTA
s terapeuticky uzivanym memantinem v modelu excitotoxického poskozeni (unilateralni
NMDA-Iéze).

Kontrolni zvirata s aplikovanym NMDA utrpéla rozsahlé poskozeni ve vsech
hodnocenych strukturach hipokampu. Nicméné predpokladany pozitivni u¢inek memantinu
potvrzen nebyl. Memantin byl pouZit jiz v nékolika klinickych studiich tykajicich se pacienti
s Alzheimerovou chorobou v pomérné vysoké davce 20 mg/kg (Orgogozo, Rigaud et al. 2002,
Reisberg, Doody et al. 2003). Nase vysledky prokazaly, ze 7-MEOTA, avSak ne THA ¢i
memantin, ma silny neuroprotektivni i¢inek v tomto modelu. Netispéch memantinu Ize
vysvétlit odliSnym experimentalnim usporadani, jinym zpusobem podani a mezidruhovymi
rozdily. Aplikace 7-MEOTA m¢la pozitivni dopad na témér vSechny hodnocené hipokampalni
podoblasti (CAl, CA3, hilus, DGh). Diky specifit¢ NMDA-I¢éze mizeme vyloucit, Ze tento
vysledek miize byt zprostiedkovan 1 jinymi receptorovymi systémy nez NMDAr. Hipokampalni
podoblast DGI byla signifikantné narusena v piipadé vsech pouzitych latek kromé PBS + NaClL
Z predeslych praci vime, ze 7-MEOTA je organismem velmi dobie tolerovana zdravymi
dobrovolniky v davkach 2 a 7 mg/kg/den bez nezadoucich u¢inki na kognici. Ve srovnani
bylo popsano, ze THA v davkach 20 — 40 pmol/kg zptisobuje u mysi naruSeni paméti. Nicméné
v nizs§i davee THA 5 pmol/kg doslo k zlepsSeni paméti. 7-MEOTA v piedeslych vyzkumech
prokézala rovnéZ pozitivni u¢inky u pacienti s tardivni diskinezii zptisobenou dlouhodobym
uzivanim antipsychotik (Dejmek 1990, Patocka, Jun et al. 2008).

Latky ovlivilujici NMDAr mohou redukovat neurodegenerativni zmeény po
exicotoxickém poskozeni. Nicméné jelikoZ jsou NMDAr Siroce zapojeny do fyziologické
funkce nervového systému, je nutné se selektivné zamefit na takove typy latek, které nenarusuji
béZné procesy. Vedlejsi ucinky v podobé halucinaci byly popsany zejména u MK-801,
ketaminu a memantinu (Monastero, Camarda et al. 2007, Manahan-Vaughan, von Haebler et
al. 2008, Powers, Gancsos et al. 2015). Z nasich vysledku je patrné, Ze 7-MEOTA je bezpecny
analog THA, bez nezadoucich vlivii na kognici a se signifikantné lepSim neuroprotektivnim
u¢imkem v pouzitém modelu NMDA léze nez medicinalné uzivany memantin. Kombinace
multifaktorialniho efektu molekuly jako mhibitoru acetylcholinesterazy a zaroven antagonisty
NMDATr ma tedy velky terapeuticky potencial. Obé skupiny 1é¢iv se bézné vyuZzivaji pri lécbé
Alzheimerovy choroby.
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6.4 Antidepresivni ucinek ketaminu v modelu olfaktorické bulbektomie a
jeho spojeni se signalni drahou mTOR

Depresivni porucha predstavuje velkou vyzvu pro soucasny farmakologicky vyzkum.
Toto onemocnéni je multifaktorialni, heterogenni, ¢asto chronické a znac¢né limitujici
piedevsim pro osoby v produktivnim veku. Jeho celkova prevalence je 5 — 15% muzii a 9 —
26% zen (Bares M 2006). Tato problematika je spojena se vzrustajici ekonomickou zatézi.
Deprese je davana do souvislosti zejména s anhedonii, hypobulii, uzkosti, poruchami
spankového cyklu 1 jinymi fyziologickymi procesy a samoziejmé byva znaénym omezenim pro
pacientiiv osobni zivot 1 jeho bezprostiedni okoli (Belmaker and Agam 2008). Z hlediska
patogeneze jejiho vzniku existuji rizné teorie napf. monoaminova ¢i neurotroficka teorie,
zaroven se diskutuje o prispéni dysregulace hypothalamo-hypofyzarni osy a imunitnich faktori.
Lécbu tohoto onemocnéni zastupuji predevsim latky ovliviiujici monoaminergni systém
serotoninu a noradrenalinu (SSRI, SNRI, NaSSA, SARI), mhibitory monoaminoxidazy a
tricyklicka antidepresiva. Hlavni negativni efekt téchto molekul spo¢iva v pomalém nastupu
jejich u¢inku v radu nékolika tydnu. Toto obdobi je pak pro pacienta vysoce rizikové z hlediska
piipadné suicidalni tendence. Navic je treba poznamenat, Ze zna¢né procento pacienti
piedstavuji farmakorezistentni piipady (Bares M 2006).

Neurotroficka teorie shrnuje soucasny pohled na vznik a disledky depresivniho
onemocnéni. Hlavni rizikovy faktor zde predstavuje chronicky stres piisobici naruseni plasticity
nervove tkané, s tim souvisejici dysfunkce a atrofie limbickych struktur napr. hipokampu a
prefrontalniho kortexu a dysregulace dalSich limbickych oblasti. Zesileni negativnich emoci je
zpusobenou naopak hypertofii amygdaly. Podkladem téchto neuroplastickych zmén je zejména
ubytek trofickych faktori hlavné BDNF a snizeni neurogeneze (Lee and Kim 2010).

Ketamin je disociativni anestetikum bez negativnich uc¢inkii na dychaci reflexy
s analgetickym uc¢inkem. Molekularné miZeme ketamin popsat jako nonkompetitivniho ¢i
unkompetitivniho antagonistu NMDAr, ktery funguje jako blokator jeho iontového kanalu.
Struktura ketaminu je podobna molekulam MK-801 a PCP, nicméné ketamin uvniti receptoru
setrvava kratsi dobu a rychleji z néj disociuje (Muir and Lees 1995).

Limitujicim u¢inkem jsou halucinogenni stavy po jeho pouziti (Powers, Gancsos et al.
2015). Tyto komplikace se vSak nevyskytuji u déti (Olney and Farber 1995). Diky generovani
halucinaci a psychotomimetickych stavii u dospélych jedinci byva ketamin upotieben
k vyzkumu psychotickych onemocnéni. Zaroven je ketamin zneuzivan jako rekreacni droga
(Powers, Gancsos et al. 2015).

Bylo prokazano, ze subanesteticka davka ketammu (0,5 mg/kg) podana jednorazovou
infuzi vede k prechodnym psychotickym piiznakiim u zdravych jedinci mizejicich v radu
nékolika hodin. Tyto projevy byly nasledné popsany u depresivnich pacientii spole¢né s
antidepresivnim efektem totoZné davky ketaminu. Ve studu byl ukazan velice rychly nastup
antidepresivniho u¢inku gradujici v prubéhu 72h (Berman, Cappiello et al. 2000). Nasledné byl
demonstrovan tento efekt 1 u farmakorezistentnich pacienti. Pozitivni ucinky u nékterych
pacientii pretrvaly 1 tyden po aplikaci ketaminu (Zarate, Singh et al. 2006).
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Rychly antidepresivni u¢inek spolu s jeho zhruba tydennim trvanim predstavuji hlavni
vyhody aplikace ketaminu u depresivnich pacientii. Antidepresivni pisobeni bylo popsano 1 u
jinych latek ovhiviiujicich NMDAr napt. lanicemin, D-cykloS a rapastinel (Heresco-Levy,
Gelfin et al. 2013, Sanacora, Smith et al. 2014, Burgdorf, Zhang et al. 2015). Zaroven je nutno
poznamenat, Ze tydenni efekt bohuzel nepokryje celé ¢asové okno nastupu ucmmku béznych
antidepresiv.

Antidepresivni piisobeni ketaminu bylo pozorovano pouze u jeho subanestetické davky,
ktera vmozku vytvari slabou mikromolarni koncentraci inhibujici pravdépodobné pouze
urcitou cast NMDAr. Ostatni NMDATr jsou poté schopné své fyziologicke funkce (Hartvig,
Valtysson et al. 1995). Ketamin neni selektivné specificky pouze pro ur¢ity typ NMDAr,
nicméné muze prednostné inhibovat NMDAr slozené zuréitych podjednotek. Konkrétné
GuN1/GluN2C NMDAr na GABAergnich imterneuronech jsou ketaminem inhibovany trikrat
az Ctyrikrat vice (Monyer, Burnashev et al. 1994, Kotermanski and Johnson 2009). Dale
ketamin piednostné inhibuje NMDAr obsahujici GluN2B podjednotku, jeji delece mimikuje
antidepresivni efekt ketaminu (Miller, Yang et al. 2014). Jelikoz antidepresivni efekt pretrvava
piiblizné 7 dni, z kinetického hlediska je nemoZné ho vysvétlovat pouhou vazbou ketaminu na
NMDAr. Aplikace ketaminu vede ke zménam v buné¢né signalizaci a synaptické plasticite.
Tyto zmény zahrnuji aktivaci signalni drahy mTOR, inhibici eukaryotického prodluzujiciho
faktoru 2 a =zesilenou signalizaci neurotrofického BDNF. Porozuméni mechanismu
zodpovédného za antidepresivni plisobeni ketaminu s jeho klinickymi projevy je vysoce
aktualni téma v oblasti soucasného vyzkumu afektivnich poruch s potencidlem vyvoje novych
antidepresiv (Hayley and Litteljohn 2013).

V roce 2010 Li et al. publikovali praci vysvétlujici antidepresivni efekt ketaminu skrz
aktivaci signalni drahy mTOR. mTOR je kinaza fosforylujici Ser a Thr regulujici bunécny
cyklus, proliferaci, transkripci a proteosyntézu. V soucasné dobé se diskutuje o jeji roli
v neuroplastickych zménach mozku a zapojeni do stresové odpoveédi. Diky jeji Siroké oblasti
pusobeni bylo objeveno jeji naruseni u riznych patologickych procestt CNS (Lipton and Sahin
2014). Studie L1 et al. popsala aktivaci signalni drahy mTOR 30 min po aplikaci ketaminu
pomoci zvysSené urovné fosforylace Akt a ERK kinaz. Nasledné o 2 h pozdéji doslo
k normalizaci hladin fosforylovanych proteimi. Tento efekt byl zavisly na davce pouzitého
ketaminu, nizs$i davky ketaminu (5 — 10 mg/kg) méli stimulacni efekt, zatimco vysoké davky
s anestetickym uc¢inkem signalni drahu mTOR neovliviiovaly. Zaroveinl tyto hladiny nebyly
ovlivnény v piipad¢ aplikace rapamycinu, ktery mTOR drahu mhibuje. Pokud byl rapamycin
podan predem, doslo k eliminaci antidepresivniho u¢inku ketaminu. Krom vlivu na signalni
protemny ketamin 2 h po podani zpusobil 1 zvyseni hladin nékterych synaptickych proteimi napr.
synapsinu I a PSD 95. Tento efekt pretrvaval po dobu 7 dmi. Dale bylo zaznamenano zvySeni
poctu dendritickych trnt, které byvaji redukovany u pacienti s depresivnim onemocnénim (L1,
Lee et al. 2010). Jednorazova aplikace ketaminu tuto redukci napravuje 1 v pripade chronického
mirného stresu (Li, Lm et al. 2011). Ve spojitosti s chronickym mirnym stresem byla
zaznamenana 1 snizena hladina neutrofinu BDNF souvisejiciho s plasticitou nervového systému
(Karege, Perret et al. 2002). Naopak podani ketaminu zpiisobilo zvySeni translace tohoto
proteinu (Yang, Hu et al. 2013).
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Stale vSak panuji dohady o tom, zda za antidepresivni ptisobeni ketaminu mize jeho
piimé navazani na NMDAr, nebo néktery z jeho metabolitii ¢i uplné odliSny mechanismus
u¢mku. Napiiklad metabolity 2S, 6S a 2R, 6R-hydroxynorketamin mohou byt stabilizatory
nalady, prestoZze hydroxynorketamin nema afinitu k NMDAr. Ve studu bylo popsano, Ze 2R,
6R-hydroxynorketamin zvysuje frekvenci a amplitudu excita¢niho postsynaptického potencialu
zprostiedkovaného AMPA receptory v CA1 oblasti hipokampu (Zanos, Moaddel et al. 2016).
Jinymi studiemi byl dale popsan vétsi antidepresivni efekt u R-enantiomeru ketaminu nez u
béZné uzivané racemickeé smesi (Zhang, Li et al. 2014, Yang, Shirayama et al. 2015). Existuji
studie potvrzujici, Ze R, S-ketamin a 2S, 6S-hydroxynorketamin a R,S-norketamin metabolity
mohou aktivovat signalni drahu mTOR (Paul, Singh et al. 2014). V roce 2012 byla publikovana
prace popisujici prispéni NMDATr k antidepresivnimu efektu adenosinu u mysi. Adenosin
ovliviiuje fadu metabotropnich adenosmmovych receptorii (Ai, Aza, Az a Az). Adenosin
zastava modulacni roli v ovlivnéni procest spojenych s naladami a pocity. PredevSim A a Asa
receptory mohou byt spojovany s monitorovanim hladin riznych neurotransmiteri napi.
serotoninu, kortizolu, kortikosteronu a Glu. Studie prokézala zesileny antidepresivni efekt po
soucasném podani adenosinu a ketaminu. Je tedy mozné, Ze existuje souvislost mezi inhibici
NMDAr a aktivaci adenosmovych receptorti (Kaster, Machado et al. 2012). Déle je diskutovéana
1 role AMPA receptort, kdy bylo experimentalné zjiSténo, ze podani antagonisty AMPA
receptorii NBQX zablokuje antidepresivni efekt ketaminu (Maeng, Zarate et al. 2008). Ketamin
mize byt dale propojen s kinazou GSK3p (z angl. glycogen synthase kinase) zapojené
v synaptické plasticité a neurogenezi. Lithium pouzivané jako lék na bipolarni poruchu je
piimym inhibitorem této kinazy. Aplikace ketaminu mimo jiné vede k inhibici GSK3p. Studie
zroku 2011 popisuje, Ze inhibice GSK3p je zasadni pro rychly antidepresivni efekt u mysi
(Beurel, Song et al. 2011).

Nami publikovana prace je zameéiena na zkoumani, zda aktivace (ketamin) ¢i nhibice
(rapamycin) signalni drahy mTOR ma antidepresivni vlastnosti v pouzitém animalnim modelu
olfaktorické bulbektomie. Bilateralni olfaktoricka bulbektomie narusujici integritu libického
systému zpusobuje bunécné, strukturalni a biochemické a behavioralni zmény vyskytujici se 1
u depresivnich pacientti (Song and Leonard 2005). Krevni vzorky pro analyzu aktivace signalni
drahy mTOR byly odebrany pred a 30 min po aplikaci latek. Srovnavali jsme sham-operovana
zvirata se zviraty po OBX. U obou skupin jsme podavali nasledujici latky a jejich kombinace:
ketamin, rapamycin, NaCl + rapamycin, ketamin + rapamycin. U zvirat po OBX s aplikovanym
ketaminem jsme zaznamenali signifikantni narist fosforylovaného mTOR, cozZ koresponduje s
jinymi publikovanymi studiemi. Tento rozdil mezi OBX a sham zviraty nebyl patrny pred
aplikaci latek v case 0 (€lanek neobsahuje tato data), coz poukazuje na zvysSenou citlivost OBX
potkanu k aplikovanym latkam. Prekvapivym nalezem byl nepotlaceny narust aktivace mTOR
v piipadé kombinace ketamin + rapamycin. Nicméné tato kombinace vedla ke zhorSeni zvirat
v behavioralnich testech, kde jsou vystavena stresu. Vzhledem k vysledkiim tykajicich se
chovani je tieba poznamenat, Ze samotna OBX vedla krozvoji depresivniho fenotypu
projevujiciho se v nasi studii napi. hyperaktivitou, zvySenou tizkosti a pomalej$im ucenim
v MWM. Tyto nalezy jsou v souladu s publikovanou literaturou (van Rijzingen, Gispen et al.
1995, Ho, Chang et al. 2000, Ivanova, Belcheva et al. 2014). Pouze OBX zvifata byla
responsivni k aplikovanym latkam. Aplikace ketaminu vedla k redukci hyperlokomoce a méla
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anxioliticky efekt u OBX zvirat. V pripadé ulohy aktivniho alotetického vyhybani se mistu
(AAPA) jsme piekvapiveé pozorovali signifikantni zhorSeni kognice u kontrolnich zvirat, které
se projevovalo zhorSenym vyhybani se zakazanému sektoru. Zaroven zvirata postradala
unikovou reakci, coz jasné ukazuje na vyvinutou naucenou bezmocnost. Naopak OBX zviiata
se ucila rychleji a ketamin u nich vedl k redukci obdrzeného poétu Soku pii vstupu do
zakazan¢ho sektoru. Podéani rapamycinu OBX zvifatim tento proces zvratilo a vedlo ke
zkréaceni ¢asu, po ktery se zvirata dokazala sektoru vyhybat. Behavioralni data kognitivnich
testll poukazuji na klicovou roli stresu. Usporadani AAPA mohlo byt pro experimentalni zvirata
stresujici, jelikoz zvirata podstoupila dvé 20 min trvajici sezeni po dobu dvou nasledujicich
dni. AAPA je uloha vysoce zavisla na integrité hipokampu, jiz jeho unilateralni 1éze se projevi
kongitivnim deficitem (Cimadevilla, Wesierska et al. 2001). Pro uspésné zvladnuti stresoveé
podminéného kognitivniho testu je klicova role amygdaly. Hyperaktivni amygdala v kombinaci
se stresujici ulohou by u OBX zvirat mela vést ke kognitivnimu deficitu v AAPA diky produkei
uvolnujiciho faktoru pro kortikotropin a naslednému poruseni rovnovahy mezi inhibi¢nim a
excitaénim systémem smérem k vétsi excitabilité (Shekhar, Truitt et al. 2005). Schopnost
zvladnout stresovy stimul by tak byla mensi. Nicméné nabizi se také vysvétleni lepsi habituace
OBX zvirat na opakovany stres vytvoreny ulohou AAPA zhlediska redukce aktivace
hypothalamo-hypofyzarni osy. Dostatecné velky stres blokuje habituaci, coz pozorujeme u
kontrolnich zvirat (Herman 2013). OBX zvirata se vyznacuji zvySenou excitabilitou amygdaly
(Watanabe, Fukuda et al. 1980). Vystaveni velkému stresu mize u nich ztlumit efekt
uvolnujiciho faktoru pro kortikotropin na hyperaktivovanou amygdalu a pozménit vysledné
chovani OBX zvifat. V nasich vysledcich miZzeme pozorovat rozdil mezi vysledky AAPA a
meéfeni aktivity mTOR v piipadé OBX zviiat. Stejna davka ketaminu kombinovaného
s rapamycinem u OBX zvirat v AAPA vedla k zvySenému poctu Sokii, zvySenému poctu vstupt
do zakazaného sektoru a redukci casového intervalu vyhybani se zakdzanému sektoru. Nicméné
nebyl zaznamenan signifikantni rozdil v aktivit¢ mTOR u zvirat s OBX mezi ketaminem a
kombinaci ketamin + rapamycin. Koaplikace obou latek mohla zkreslit rovnovahu mTOR a
vysledky v zhorsené stresové odpovedi. V literatuie je popsana snizena fosforylace mTOR
v amygdale po vystaveni chronického stresu, dale také redukce exprese mTOR u depresivnich
pacientii (Jernigan, Goswami et al. 2011, Chandran, Iyo et al. 2013). Zavérem studie je, Ze
signalni draha mTOR v modelu depresivniho onemocnéni (bilateralni olfaktoricka
bulbektomie) velmi uzce souvisi se stresovou reakci organismu. Nemiizeme vsak s urcitosti
rict, Ze je kauzalnim faktorem tohoto onemocnéni. Diky Sirokému poli piisobnosti signalni
drahy mTOR od bunééného cyklu, pres proliferaci a plasticitu je esencialni se zamérit na jeji
bliz§i prozkoumani. Soucasné studie davaji do souvislosti 1 excitotoxické poskozeni
zprostiedkované nadmérnou aktivaci NMDAr, aktivact mTOR a GSK3. Bylo prokazano, Ze
inhibice mTOR a GSK3p pied mirnym excitotoxickym stimulem vede k lepsi regeneraci
postizenych bunek (Swiatkowski, Nikolaeva et al. 2017).

Depresivni choroba postihujici osoby pievazné v produktivnim véku zivota tvoii
vyznamnou ekonomickou zatéz pro soucasnou spolecnost. Rychlé antidepresivni puisobeni
ketaminu predstavuje potencialni reSeni pro farmakorezistentni pacienty se suicidalnimi
tendencemi. Je potieba ovSem podrobnéji zkoumat mechanismus jeho ucinku a zaroven
moznosti jeho prodlouZeni.
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7 SOUHRN

7.1

3

A1

A1

A1

7.2

3

A1

A1

7.3

3

3

Neuroprotektivni efekt 3a5p-pregnanolon glutamatu v modelu fokalni
cerebralni ischemie u nedospélych potkanu

Studovany neuroaktivni steroid 3aS5P-pregnanolon glutamat nevykazuje piimy
neurotoxicky efekt na nezralou mozkovou tkar.

Véasné podani 3a5p-pregnanolon glutamatu signifikantné snizuje rozsah poskozeni
nervove tkané vpouzitém animalnim modelu fokalni ischemie indukované
lokalizovanym podanim endotelinu-1 u dvanactidennich mlad’at potkana.
Neuroprotektivni potencial 3a5p-pregnanolon glutamatu byl prokazan.
3a5p-pregnanolon glutamat predstavuje potencialné terapeuticky vyuZitelny

neuroaktivni steroid v perinatalni periodé.

Neuroprotektivni vliv pregnanolon hemipimelatu v animalnim modelu
silného excitotoxického poskozeni hipokampu

Bilaterdlni NMDA 1éze dorzélniho hipokampu generuje kognitivni deficit
pozorovatelny v Morrisové vodnim bludisti.

Studovany neuroaktivni steroid pregnanolon hemipimeldt podany po NMDA [ézi
signifikantné eliminuje jeji nasledky na pamétové funkce.

Pregnanolon hemipimelat predstavuje potencialné terapeuticky vyuzitelny neuroaktivni

steroid.

Porovnani neuroprotektivniho efektu takrinu, 7-metoxyderivatu
takrinu a memantinu v animalnim modelu silného excitotoxického
poskozeni hipokampu
Unilateralni NMDA 1éze dorzalniho hipokampu zpisobuje rozsahlé neurodegenerativni
zmény v postizené struktuie a je tedy vhodnym modelem pro testovani potencialné
neuroprotektivnich latek.
Podani takrinu a klinicky pouZivaného memantinu je nedostatecné k potlac¢eni nasledki

unilateralni NMDA léze.
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» Na druhou stranu aplikace latky 7-MEOTA vede k vyrazné redukci hipokampalniho
poskozeni.

» T-MEOTA je atraktivni modelova molekula pro budouci vyzkum patologickych stavii
CNS s dualnim pusobenim na acetylcholinovy 1 glutamatergni systém.

7.4 Antidepresivni uc¢inek ketaminu v modelu olfaktorické bulbektomie a

jeho spojeni se signalni drahou mTOR

» Aplikace ketaminu u zvirat po olfaktorické bulbektomii zptisobuje signifikantni nartst
aktivace signalni drahy mTOR.

» Tato aktivace neni potlacena ani v piipadé podani rapamycinu (inhibitor signalni
drahy mTOR) pred aplikovanym ketaminem.

» Nase vysledky nastinuji souvislost mezi stresem a regulaci signalni drahy mTOR.
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8 SUMMARY

8.1 Neuroprotective effect of 3aSpB-pregnanolone glutamate treatment in the
model of focal cerebral ischemia in immature rats

Studied neuroactive steroid 3a5p-pregnanolone glutamate does not exhibit direct

A1

neurotoxic effect in immature brain.

Well-timed administration 3a5pB-pregnanolone glutamate significantly reduces range of

A1

neuronal damage in the used animal model of focal cerebral ischemia induced by
localized mfusion of endothelin-1 in twelve-days-old rats.

Neuroprotective potential of 3a5p-pregnanolone glutamate was demonstrated.

A1

3a5p-pregnanolone glutamate represents potentially therapeutically applicable

A1

neuroactive steroid in the perinatal period.

8.2 Neuroprotective effect pregnanolone hemipimelate in the animal model
of extensive excitotoxic damage of hippocampus

» Bilateral NMDA lesion of dorsal hippocampus generates cognitive deficit observed in
Morris water maze.

» Application of studied neuroactive steroid pregnanolone hemipimelate after NMDA
lesion significantly eliminates consequences of the lesion on memory function.

» Pregnanolone hemipimelate represents potentially therapeutically applicable

neuroactive steroid.

8.3 Comparison of neuroprotective effect of tacrine, 7-methoxyderivative of
tacrine and memantine in the animal model of extensive excitotoxic
damage of hippocampus

» Unilateral NMDA lesion of dorsal hipocampus leads to neurodegenerative changes in
the afflicted structure and therefore i1s suitable model for a testing of potentially
neuroprotective agents.

» Administration of tacrine and clinical used memantine 1s not sufficient for suppression

of consequences of unilateral NMDA lesion.
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» On the other hand application of 7-MEQOTA causes significant reduction of hippocampal
damage.

» T-MEOTA is attractive molecule for future research of pathological states of CNS acting

simultaneously via acetylcholinergic and glutamatergic system.

8.4 Antidepressant effects of ketamine in the model of olfactory bulbectomy
and its connection with mTOR signal pathway

» Administration of ketamine in olfactory bulbectomy rats leads to significant increase

of activation of mTOR signal pathway.

A1

This activation is not suppressed nor in case of application of rapamycin treatment

(inhibitor of mTOR signal pathway) before administration of ketamine.

A1

Our results outline the relationship between stress and mTOR signaling pathway.
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9 ZAVER

Glutamatergni systém je esencialni pro spravné fungovani nervového systému. Jeho
nejrozsitené;si slozku tvori NMDA receptory zodpovidajici za synaptickou plasticitu, procesy
spojené s paméti a u¢enim a spravny vyvoj organismu. Nadmérna aktivace a poruchy funkce
glutamatergniho systému se vyskytuji u velkého poctu onemocnéni CNS od akutnich
patologickych stavii pies neurodegenerativni a neuropsychiatricka onemocnéni. Diky velkému
mnozstvi vazebnych mist na svém povrchu piedstavuji NMDA receptory atraktivni cil pro
farmakologicky vyzkum. Nicméné je nutno poznamenat, ze latky ovliviiujici NMDA receptory
mohou mit vazné vedlejsi ucinky jako je tomu v piipadé MK-801. Tato latka je prikladem
molekuly, kterd vykazovala slibné vysledky pii testech in vitro 1 in vivo, pozdéji vSak byly
zjistény po jejim podani zménéné stavy védomi a piiznaky podobné schizofrenii. Z tohoto
divodu je esencialni hledat molekuly ovliviiujici NMDA receptory s piiznivym pomerem
risk/benefit, které jsou bezpeéné pro organismus a zaroven maji adekvatni terapeuticky efekt.

Zastresujici myslenkou predlozené dizertacni prace je zkoumani riznych skupin latek
ovliviiujicich NMDA receptor s potencialnim vyuzitim pro medicinalni aplikaci poruch CNS
spojenych s glutamatergnim systémem. Prvni skupmu latek tvori syntetické analogy
endogennich neurosteroidii, konkrétné 3a5B-pregnanolon glutamat a pregnanolon hemipimelat.
U obou neuroaktivnich steroidu se podarilo prokazat jejich neuroprotektivni i¢inek v riznych
animalnich modelech, kde spole¢nym faktorem byla glutamatova excitotoxicita a nasledna
redukce poskozeni mozkové tkané po podani neurosteroidu. Druhou skupinu latek predstavuji
takrin a jeho amalog 7-MEOTA, jejichz ucéinnost byla rovnéz prokézana v modelu
excitotoxického poskozeni. Tato Cast prace se navic zabyvala porovnanim ué¢innosti zminénych
molekul s klinicky uzivanym memantinem. Signifikantni terapeuticky ué¢inek v daném modelu
byl zaznamenan pouze u 7-MEOTA nikoli u memantinu ¢1 takrinu. Posledni ¢ast prace je
zaméiena na antidepresivni efekt molekuly ketaminu antagonisty NMDA receptoru v modelu
bilateralni olfaktorické bulbektomie, kde byl potvrzen uc¢inek ketaminu na aktivaci signalni
drahy mTOR u zvirat s experimentalné navozenym depresivnim fenotypem.

Prace se zabyva vyznamnym cilem soucasnych neurovéd, shrnuje neuroprotektivni a
antidepresivni u¢inek molekul ovliviiujicich NMDA receptor a nasledné 1 glutamatergni
neurotransmisi. U zadné ze studovanych latek v pouzitych davkach nebyly prokazany vedlejsi
u¢inky na organismus, coz miize souviset s jejich specifickym mechanismem uc¢inku. Tvori tak
podklad pro jejich budouci studovani v jinych doplhiujicich animalnich modelech a potencialni
postup do klinickych zkousek.
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