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1. UVOD

L-glutamat je nejrozsifenéjSim neurotransmiterem v savéi centralni nervové
soustaveé a zprostfedkovava vétSinu excitacniho synaptického pienosu. Na zakladé
mechanismu ucinku rozliSujeme dvé hlavni skupiny glutamatovych receptori:
ionotropni glutamdtové receptory jsou iontové kandly, které po aktivaci glutamatem
piimo propoustéji kationty do buniky (Dingledine et al., 1999), zatimco metabotropni
glutamatové receptory 0¢inkuji prostfednictvim G-proteindl, s nimiz jsou sprazeny
(Pin a Acher, 2002). Ionotropni glutamatové receptory se dale déli do tfi trid
nazvanych podle specifickych agonistli — a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-propionétu
(AMPA), kainatu a N-methyl-D-aspartatu (NMDA).

NMDA receptory maji nékolik vlastnosti, které je odliSuji od ostatnich
ionotropnich glutamatovych receptori, napt. relativné velmi pomalou kinetiku
aktivace/deaktivace nebo vysokou propustnost pro Ca®*, ktera je propojuje s celou
fadou intracelularnich signalizacnich drah. Déle se vyznacuji svym napetove
zavislym blokem extracelularnimi Mg®" pii klidovém membranovém — k aktivaci
NMDA receptort je potieba ptfedchozi depolarizace builkky (Mayer et al., 1984;
Nowak et al., 1984). Vedle synaptického pfenosu hraji NMDA receptory vyznamnou
roli 1 v dalSich bunéénych procesech, jako je napf. excitotoxicita, definovana jako
bunéénd smrt v disledku nadmérné aktivace glutamatovych receptord a zni
plynouciho naruseni Ca®" homeostize (Arundine a Tymianski, 2003). Kromé& toho
byl popsén klic¢ovy vyznam NMDA receptort pro synaptickou plasticitu, konkrétné
v procesech dlouhodobé potenciace a deprese (LTP resp. LTD, z angl. ,long-term
potentiation/depression®), které jsou povazované za bunéény korelat uceni a tvorby
paméti (Lynch, 2004).

Vedle vyse zminénych fyziologickych roli byla také popsana uloha NMDA
receptori pifi vzniku a pribcéhu fady chronickych i akutnich patologickych jevil
v CNS (ischemické poskozeni, Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,
schizofrenie), ktera z nich ¢ini atraktivni cil farmakologické intervence. Klinické
testy latek ovlivitujicich aktivitu NMDA receptort vSak zatim vétSinou narazeji na
problémy s nezadoucimi vedlej§imi ucinky. K dokonalej§imu porozumeéni funkci
téchto receptorti, a vyhledové tak i k ptipadnému lepSimu terapeutickému zasahu do

jejich cCinnosti by méla slouzit i tato disertacni prace, zaméfujici se na dva



mechanismy, kterymi je funkce téchto iontovych kanali modulovana: teplotni
zavislost NMDA receptort a ovlivnéni jejich funkce steroidnimi latkami odvozenymi

od endogenniho neurosteroidu pregnanolonsulfatu.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. NMDA receptory - struktura a podjednotkové sloZeni

2.1.1. Typy podjednotek

Ionotropni glutamatové receptory byly pivodné rozdéleny do skupin podle
svych specifickych agonistl, tj. na AMPA, kainatové a NMDA receptory. Pozdé&jsi
molekularné-biologické studie na zakladé aminokyselinového sloZeni toto rozdéleni
potvrdily, zjistily vSak také, ze kazda skupina obsahuje proteiny kodované vice nez
jednim genem, které se jesté v disledku posttranslacnich uprav mohou dale dé€lit na
podjednotky mnoha typli (Monyer et al., 1992; Ishii et al., 1993). V ptipadé¢ NMDA
receptort rozliSujeme na zakladé sekvenc¢ni homologie tfi genové rodiny: NR1, NR2
a NR3 (Dingledine et al., 1999).

Podjednotky skupiny NR1 jsou kodovany jedinym genem, rizné typy
podjednotek NR1 vSak vznikaji diky alternativnimu sestfihu (Hollmann et al., 1993;
Zukin a Bennett, 1995). K tomu dochazi celkem na tfech mistech (exon 5 na N-konci
(téz oznacovan jako N1 doména) a exony 21 a 22 na C-konci (domény C1 a C2),
¢imz vznikd osm riiznych sestiihovych variant (NR1-1a az NR1-4b, viz Obr. 2.1).

Druha skupina zahrnuje produkty Etyf riznych gent, podjednotky NR2A-D.
Ty se od NR1 podjednotek lisi jednak svou velikosti (1250-1482 aminokyselin proti
938 u NRI1), jednak aminokyselinovym slozenim, kdy sekven¢ni homologie mezi
NR1 a libovolnou NR2 podjednotkou dosahuje jen asi 15 % (Ishii et al., 1993).
Naproti tomu jednotlivé typy NR2 podjednotek jsou identické pfiblizn€ z 50 %,
pficemz nejvétsi shoda panuje v oblasti transmembranovych segmentt (80-90 %),
zatimco N- a C-konce jsou mén¢ konzervované (45-60 %, resp. 20-30 % homologie)
(Ishii et al., 1993). Alternativni sestiih byl popsan pouze u NR2C a NR2D
podjednotky (Ishii et al., 1993; Daggett et al., 1998). Na zakladé¢ podobnosti
v primarni struktufe 1ze NR2 podjednotky dale rozd¢lit do dvou dvojic, pfi¢emz tato
pribuznost neni pouze strukturni, ale projevuje se i funkéné: receptory obsahujici
podjednotky NR2A a/nebo NR2B se od téch, které obsahuji podjednotky NR2C nebo
NR2D, lisi napt. vyssi jednotkovou vodivosti, citlivosti k Mg*" a dal§im blokatorim
oteviené¢ho iontového kandlu (Monyer et al., 1994) nebo tfeba odliSnou modulaci

neurosteroidy (Malayev et al., 2002; Horak et al., 2006).



N1 C1 Cc2 C2

. oW va
| : : : : I V77 NR1-1a
S : : : : V72 NR1-1b
| : : : : Y74 NR1-2a
. : : : : YZ4 NR1-2b
| : : : : I RNN\N NR1-3a
L. : : : : IIIT___N\N NR1-3b
| : : : : N\N NR1-4a
E— : : : : N\N NR1-4b

Obr. 2.1. Alternativni sestfih podjednotky NRI1. Schematické znazornéni
jednotlivych sestfihovych variant a mist alternativniho sestfihu v ramci molekuly
(M1-M4 ptedstavuji jednotlivé membranové segmenty) (upraveno podle (Dingledine
et al., 1999)).

Posledni skupina obsahuje dva zastupce. Podjednotka NR3A je tvofena 1115
aminokyselinami a s NR1 (stejné jako s NR2) podjednotkami se shoduje pfiblizné
z 27 % (Ciabarra et al., 1995; Sucher et al., 1995). Jako zatim posledni pak byla
klonovana podjednotka NR3B (Nishi et al., 2001; Matsuda et al., 2002), kterd se
skladd z 1003 aminokyselin a vykazuje homologii 51 % k NR3A (Nishi et al., 2001),
ale jen 17-21 % k zastupctim skupin NR1 a NR2 (Chatterton et al., 2002).



2.1.2. Struktura podjednotek

Pivodné se piedpokladalo, ze vSechny ionotropni receptory maji podobnou
strukturu. Postupem casu se vsSak ukazovalo, ze glutamatové receptory se od
nikotinickych acetylcholinovych receptorii, povazovanych za prototyp celé
superrodiny ionotropnich receptorti, vtomto ohledu vyznamné 1i§i (Mayer a
Armstrong, 2004). Jsou vétsi (100-150 kDa vs. ~50 kDa) a jejich membranova
topologie je odliSna: zatimco nikotinické (nebo napt. GABA,) receptory maji Ctyii
transmembranové domény a extracelularné lokalizovany N- i C-konec, u
ionotropnich glutamatovych receptori je extracelularni pouze N-konec a
transmembranové segmenty v pravém slova smyslu jsou tii. Usek oznaGovany jako
TM2 (,,transmembranovy usek €. 2°) se do membrany pouze vnotuje, ale neprochézi
skrz. Intracelularné lokalizovany C-konec molekuly pak muize interagovat s celou
fadou proteinli a zapojovat se do riznych signaliza¢nich drah v bunice (pro piehled

Dingledine et al., 1999).

2.1.3. Podjednotkové sloZeni NMDA receptorii

VSechny funkéni ionotropni glutamatové receptory jsou oligomery. O poctu
podjednotek, z nichz se skladaji, se n¢jaky Cas debatovalo, nez bylo prokazano, ze se
jedna o tetramery (Laube et al., 1998; Schorge a Colquhoun, 2003). Funkéni NMDA
receptor je typicky tvofen dvéma podjednotkami NRI1, znichZz kazdd obsahuje
vazebné misto pro koagonistu glycin, a dvéma podjednotkami NR2 s vazebnymi
misty pro glutamat. Na jeden NMDA receptor se tak pfi aktivaci vazou dvé molekuly
glycinu a dvé molekuly glutamatu (Benveniste a Mayer, 1991b). Pfitomnost
funkénich kanald v oocytech (Xenopus laevis) exprimujicich pouze NRI
podjednotku (Moriyoshi et al., 1991) naznaCovala moznost existence homomernich
NMDA receptorii. Tato hypotéza vSak byla pozd€ji vyvracena a popisované
receptory charakterizovany jako kombinace endogennich NR2 podjednotek
s heterolognimi NR1 (Schmidt a Hollmann, 2008).

Role NR3 podjednotek zatim neni presvéd¢ivé objasnéna. V kombinaci s NR1
podjednotkami (exprese v oocytech) sice tvofi nezvyklé excitaéni receptory
aktivované pouze glycinem (Chatterton et al., 2002), zda vSak takové receptory
existuji in vivo, zistavd otazkou. V kultivovanych kortikdlnich neuronech,

prokazatelné exprimujicich NR3A, sice byl popsan excita¢ni ucinek (salvy akénich
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potencialll) aplikace glycinu, pficemz farmakologicky profil tohoto efektu odpovidal
(alespont v n€kterych piipadech) rekombinantnim NR1/NR3 receptorim (Chatterton
et al., 2002), podobna aktivita viak byla pozorovana i u neuronti z NR1”™ mysi
(Matsuda et al., 2003), coz nasvédCuje jinému mechanismu. Obecné se NR3
podjednotkam piisuzuje spiSe regulaéni vyznam; koexprese NR3 podjednotek s NR1
a NR2 v oocytech vedla ke snizeni jednotkové vodivosti a relativni Ca*" propustnosti
(Das et al., 1998; Perez-Otano et al., 2001), coz bylo tradicné pfisuzovano vzniku
triheteromernich NR1/NR2/NR3 receptort. Nedavna studie sledujici kolokalizaci
fluorescenéné znacenych podjednotek v membrané nicméné existenci takovych
receptorit zpochybiiuje, resp. povazuje za vysoce nepravdépodobnou (Ulbrich a

Isacoft, 2008).

2.1.4. Exprese podjednotek NMDA receptori

Uroven exprese podjednotek NMDA receptori v nervové soustavé je razna.
Zatimco NRI1 podjednotka je coby nezbytnd soucast funkéniho receptoru
vSudypfitomnd, pfitomnost jednotlivych typit NR2 podjednotek je casto jasné
omezena v prostoru ¢i v ¢ase (Cull-Candy et al., 2001). V embryonalnim stadiu jsou
ptitomny pouze NR2B a NR2D, kratce po narozeni vSak jejich exprese zacne klesat a
objevuji se podjednotky NR2A a NR2C (Watanabe et al., 1992; Monyer et al., 1994;
Wenzel et al., 1996). Zatimco exprese NR2C je omezena piredevS§im na mozecek
(Wenzel et al.,, 1997), NR2A postupné piebira od NR2B roli dominantni NR2
podjednotky. K této vyméne dochazi i na urovni jednotlivych neuronti, kde jsou
receptory obsahujici NR2B podjednotky nahrazovany v synapsich novymi
NRI1/NR2A receptory (Townsend et al., 2003). NR2B podjednotky jsou pak
v pozdéjsich fazich postnatalniho vyvoje predevSim soucasti extrasynaptickych
NMDA receptorti, nikoliv vSak vyluén€, podobné jako se vyskyt NR2A podjednotek
neomezuje pouze na synaptické receptory (Thomas et al., 2006).

Zastupci skupiny NR3 podjednotek se svymi expresnimi vzorci téz velmi 1isi:
zatimco vyskyt ubikvitni NR3A dosahuje maxima piiblizné¢ béhem prvniho tydne
postnatalniho vyvoje (Sucher et al., 1995; Nishi et al., 2001), exprese NR3B ziistava
1 vdospélosti na stejné¢ vysoké trovni (Matsuda et al., 2002), je vSak striktné
omezena na motoneurony michy a mozkového kmene (Nishi et al., 2001; Chatterton

etal., 2002).
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2.2. Modulace funkce NMDA receptori
2.2.1. Fyzikalni vlivy

2.2.1.1. Teplota

NMDA receptory jsou exprimovany Vv nervovém systému Siroké skaly
zivoc¢ichii, od jednoduchych bezobratlych (Pierobon et al., 2004) az po vyssi
obratlovce, jak homoiothermni, tak poikilothermni (Davies et al., 1979; Dale a
Roberts, 1984). Zatimco u bezobratlych a nizSich obratloveil tak museji neurony
pracovat ve velkém teplotnim rozpéti (od teplot tésné nad bodem mrazu po teploty
presahujici 40°C), savéi nervové builky jsou uzpisobeny k fungovani v pomérné
uzkém rozmezi teplot, zpravidla mezi 35°C a 40°C (Ederstrom, 1973; Samis et al.,
1973; Simmonds, 1973).

VétsSina bunéénych déjh je zavisla na teploté. Plati to 1 pro ¢innost iontovych
kanalt, ktera vykazuje vySs$i miru teplotni zavislosti nez prosta difuse v roztocich
elektrolyti (Kuyucak a Chung, 1994). Miru této zavislosti nazorn¢ vyjadiuje
koeficient Qjo, udavajici, kolikrat se sledovana veli¢ina zvysi, stoupne-li teplota o
10°C. Hodnoty Q)¢ se u charakteristik iontovych kanali nej¢astéji pohybuji okolo
dvou (Ascher et al., 1988; Stiles et al., 1999; Postlethwaite et al., 2007), byly vSak
zaznamenany 1 vyrazn¢ teplotné citlivéjsi procesy s Qo ~ 10 (DeCoursey a Cherny,
1998; Mathews et al., 1998), pfip. tuto hodnotu i n¢kolikrat ptesahujici (Pusch et al.,
1997; Peloquin et al., 2008). Zvlastni kapitolu pak tvoii skupina tzv. TRP receptort,
zahrnujici iontové kanaly aktivované vedle specifickych chemickych agonisti také
fyzikéalnimi podnéty, jako jsou pH ¢i vysokd, nebo naopak nizka teplota (Clapham et
al., 2001): TRPV1 receptor, nejdéle znamy zastupce této skupiny, je napi. aktivovan
teplotami pfesahujicimi 42°C (Caterina et al., 1997), zatimco receptor TRPMS
reaguje na teploty niz$i nez 26°C (McKemy et al., 2002). Amplituda proudi
vyvolanych zvySenim teploty vykazuje pro TRPV1 receptory hodnoty Qo ~ 20
(Vyklicky et al., 1999; Welch et al., 2000).

Pfimé porovnavani hodnot Qo publikovanych pro rizné iontové kanaly je
nicmén¢ ponékud obtizné, nebot” se zpravidla jedna o pouhy popis ¢asového pribehu
komplexnich udalosti, napf. miniaturnich postsynaptickych proudi (Harper et al.,
1989), skladajicich se z fady dil¢ich procest (uvolnéni agonisty z presynaptického

neuronu, jeho difuse synaptickou Stérbinou, navazani na receptor a odstranéni,
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otevieni iontového kanalu atd.). Tyto jednotlivé déje pfitom vykazuji riiznou teplotni
citlivost a taktéz rlznou mérou pfispivaji k Casovému pribéhu celé synaptické
udalosti, jejich detailnéjsi kinetickd a teplotni charakterizace se vSak vyskytuje spiSe
vyjimecné (Stiles et al., 1999), nepochybné i z divodu slozitosti takové analyzy.

VétSina studii zabyvajicich se teplotni zavislosti iontovych kanalti zkouma
napétove aktivované kandly, pfedev§im pro Ca*" (Nobile et al., 1990; Rosen, 1996;
Iftinca et al., 2006; Peloquin et al., 2008), ale i pro Na’ (Rosen, 2001) a CI” (Pusch et
al., 1997) ionty. Co se tyCe ligandem aktivovanych iontovych kanald, byly
publikované prace popisujici teplotni zavislost nikotinickych acetylcholinovych
(Dilger et al., 1991; Stiles et al., 1999), GABA, (Millingen et al., 2008) i AMPA
receptort (Silver et al., 1996a; Silver et al., 1996b; Postlethwaite et al., 2007).
Zavislosti funkce NMDA receptori na teploté se zatim pfimo zabyvala jedina studie
(Chung a Kuyucak, 1995), jejiz autofi se navic omezili pouze na méfeni aktivity
jednotlivych kanali. Okrajové se tohoto tématu dotkla také prace, zabyvajici se
mechanismy zodpovédnymi za dvouexponencidlni Casovy pribéh excitacnich
postsynaptickych proudt (EPSC) (Hestrin et al., 1990). Jeji autofi analyzovali EPSC
zprostiedkované NMDA receptory pii teplotdich 26 a 34°C a zvysledkt urdili
hodnotu Qo pro dominantni rychlou slozku (trycnie) 3,5 £ 0,9.

Prestoze tedy teplotni zavislosti NMDA receptorii dosud nebylo vénovéano
ptili§ pozornosti, potencidlni vyznam takovéto studie je nesporny, a to pfinejmensim
ze dvou diivodi. Tim prvnim je mozné doplnéni a piipadna korekce vysledkti in vitro
studii, provadénych dosud vesmés za pokojové teploty. Timto zplsobem napf.
Asztely et al. vysvétlili diskrepanci mezi podilem NMDA a AMPA receptori na
synaptickém pienosu v hipokampu pozorovanou vin vitro experimentech
(Kullmann, 1994; Selig et al., 1995), ktera byla pti fyziologické teploté vyznamné
potlacena (Asztely et al., 1997).

Druhym diivodem pak je souvislost mezi teplotou a akutnimi mozkovymi
piithodami. Ty jsou provazeny hyperthermii, kterd pozitivné koreluje s velikosti a
zavaznosti nasledného poskozeni nervové tkané (Zaremba, 2004). Pokusy na
zvitecich modelech i zatim pouze predbézné klinické zkouSky zaroven naznacuji, Ze
uméle navozena hypothermie naopak tyto ndsledky zmirfiuje (Hemmen a Lyden,
2007). Prestoze se jednd o komplexni a dosud nepfiiliS objasnény mechanismus,

glutamatergni systém je ziejmé jednou zjeho soucasti: bylo zjisténo, Ze teplota
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ovlivituje glutamatem zprostfedkovanou neurotoxicitu (Suehiro et al., 1999) a ze
hypothermie zpomaluje uvoliiovani excita¢nich aminokyselin béhem ischemie

(Nakashima a Todd, 1996).

2.2.1.2. Mechanické vlivy

Funkce NMDA receptort je dale ovliviiovdna plisobenim mechanickych sil:
napnuti bunécné membrany zvySuje pravdépodobnost otevieni jejich iontovych
kanalii, zatimco stla¢eni membrdny ji naopak snizuje (Paoletti a Ascher, 1994).
Existuji dvé zdkladni hypotézy o pfenosu mechanickych sil na iontové kanaly:
v prvni z nich hraje klicovou roli cytoskelet a jeho spojeni s intracelularni ¢asti
kanalu, podle druhé se mechanické plisobeni ptenasi ptimo prostiednictvim bunécné
membrany (Guharay a Sachs, 1984; Martinac et al., 1990). C-konec NMDA
receptorll interaguje mimo jiné i s cytoskeletem (Kornau et al., 1997), pro ptenos
mechanickych sil vSak tyto vazby ziejmé rozhodujici nebudou, vzhledem ke
skutecnosti, ze citlivost k mechanickym vlivim je zachovéna i1 u receptori se
zkracenym C-koncem a také ve vytrZzenych membranovych ter¢icich, kde lze
predpokladat vazné naruseni podobnych interakci (Paoletti a Ascher, 1994; Casado a
Ascher, 1998). Dalsim argumentem pro klicovy vyznam bunééné membrany jakozto
zprostiedkovatele pasobeni mechanickych sil na ¢innost NMDA receptorti jsou
vysledky pokust vyuzivajicich amfifilni slouceniny, jako jsou lysofosfolipidy ¢i
kyselina arachidonova. Aplikace téchto latek vyvolava podobny ucinek jako piima
mechanickd stimulace, pfi¢emz tyto dva efekty nejsou aditivni (Casado a Ascher,

1998).

2.2.1.3.pH

NMDA receptory jsou inhibovany protony, s ICsy odpovidajici pH 6,9-7,3
(Giffard et al., 1990; Tang et al., 1990; Vyklicky et al., 1990b), tedy blizko
fyziologickym hodnotdm. Z toho vyplyva, ze 1 mala zména pH vyznamné ovlivni
aktivitu NMDA receptorti, coz se projevuje niz$i neurotoxicitou zprostiedkovanou
témito kanaly pfi snizeném pH (Giffard et al., 1990). Pfedpoklada se rovnéz, Ze tento
efekt stoji za ponékud paradoxné neuroprotektivnimi U€inky acidosy provazejici
ischemické piihody v nervové tkéni (Tombaugh a Sapolsky, 1993). Inhibice NMDA
receptord H' je nap&tové nezavisla a neni kompetitivni s piisobenim NMDA, glycinu

ani Zn>" (viz kapitola 2.2.2) (Vyklicky et al., 1990b). Aminokyselinové zbytky,
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jejichz mutace méni citlivost receptoru k H', byly nalezeny v oblasti spojujici teti a
¢tvrtou transmembranovou doménu s tzv. S1-S2 doménou, kterd vaze ligand (Low et
al., 2003). Tato oblast hraje klicovou roli v otevirdni iontového kanalu NMDA
receptoru (tzv. ,,gating®) a pravé naruSeni tohoto mechanismu je zfejmé podstatou

inhibi¢niho ptisobeni H™ (Banke et al., 2005; Dravid et al., 2007).
2.2.2. Chemické vlivy (farmakologie NMDA receptorit)

2.2.2.1. Agonisté

Jak jiz bylo uvedeno, molekula NMDA receptoru obsahuje dvé vazebna mista
pro glutamat a dvé pro glycin, ktery zde plisobi coby koagonista (Kleckner a
Dingledine, 1988). Fyziologickym agonistou glutamatového mista je rovnéz
L-aspartat, dalSimi latkami schopnymi aktivovat NMDA receptor jsou napf.
L-cysteinat, L-homocysteinat ¢i L-serin-O-sulfat (Mayer et al., 1992). Z hlediska
struktury je pro optimalni U¢inek vhodné, aby molekula obsahovala dvé zaporné
nabité¢ skupiny vzdalené tfi az ¢tyii C-C vazby a a-uhlik v konfiguraci S (resp. L-),
kdyz D-glutamat aktivuje NMDA s afinitou o dva fady niz$i nez u L-glutaméatu
(Laube et al., 2004).

Zajimava je situace ohledné vazebného mista pro koagonistu na podjednotce
NRI1. Toto misto je tradi¢né¢ oznacované jako glycinové podle piedpokladaného
fyziologického ligandu (Johnson a Ascher, 1987; Kleckner a Dingledine, 1988),
aktivované vSak muze byt 1 jinymi malymi neutrdlnimi aminokyselinami, jako jsou
napt. D-alanin nebo D-serin (McBain et al., 1989; Furukawa a Gouaux, 2003). Tato
skutecnost nabyla na zajimavosti po objevu piekvapivé vysoké hladiny D-serinu
v mozku (23 % celkového serinu) (Hashimoto et al., 1992) a od té¢ doby se objevila
fada argumentll podporujicich hypotézu, Zze D-serin je fyziologickym koagonistou
NMDA receptori (Wolosker et al., 2008): deplece D-serinu vedla k selektivnhimu
snizeni aktivity NMDA receptorti v hipokampalnich kulturach (Mothet et al., 2000) a
gangliovych buikéch sitnice (Stevens et al., 2003) a pusobila 1 proti NMDA
receptory-zprostfedkované cytotoxicit¢ v organotypickych hipokampdlnich a
kortikalnich kulturach (Katsuki et al., 2007; Wolosker et al., 2008). Dulezity byl také
objev serinracemasy, jejiz vyskyt v mozku odpovida vyskytu D-serinu, coz potvrzuje
klicovou roli tohoto enzymu v syntéze D-serinu v nervové tkani (Wolosker et al.,

1999). Knock-out serinracemasy pak (zatim pouze podle predbéznych vysledkil)
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vede ke snizeni NMDA receptory-zprostiedkovaného synaptického pifenosu a
dlouhodobé¢ potenciace (LTP) v hipokampu (Wolosker et al., 2008).

Zatazeni D-serinu mezi neurotransmitery tak brani piredevsim fakt, ze jeho
syntéza je podle nékterych studii omezena pouze na astrocyty (Schell et al., 1995;
Wolosker et al., 2002), odkud je Ca*"-zavislym zptisobem uvoliiovan (Mothet et al.,
2005) - jde tedy o gliotransmiter. Novéjsi prace vSak detekovaly D-serin i
serinracemasu 1 v neuronech (Yasuda et al., 2001; Puyal et al., 2006), v n¢kterych
ptipadech dokonce piedev§im v neuronech (Yoshikawa et al., 2007; Miya et al.,
2008). Da se tedy predpokladat, ze nase védomosti o fyziologické roli D-serinu
v nervové tkani se budou i nadéle rozriistat. Navic studium této otazky piispiva
k lep$imu pochopeni fungovani celé nervové soustavy, kdyz ptizndva gliim, u nichz
se dosud ptredpokladala spiSe podplirna funkce, pfimou roli pii pfenosu nervového

signalu (Oliet a Mothet, 2009).

2.2.2.2. Antagonisté

2.2.2.2.1. Kompetitivni antagonisté

Klasickymi kompetitivnimi agonisty glutamatového vazebného mista na
NMDA receptoru jsou fosfoderivaty aminokyselin s kratkym (5-7 atoma uhliku)
fetézcem, jako je napt. kyselina D-2-amino-5-fosfopentanova (D-APS, téz D-APV)
nebo D-2-amino-5-fosfoheptanova (D-AP7), ptip. kyselina D-3-(2-karboxypiperazin-
4-yl)-propyl-1-fosfonova (D-CPP) (Davies et al., 1981; Davies et al., 1986). Byla
syntetizovana cela fada slou¢enin odvozenych z té€chto inhibitori - li$i se ucinnosti a
predevsim kinetickymi parametry (Benveniste a Mayer, 1991a).

NejzndméjSim antagonistou vazebného mista pro koagonistu je kyselina
kynurenova (Perkins a Stone, 1982; Kessler et al., 1989). Tento metabolit tryptofanu
vykazuje dva riizné ucinky: ve vysoké koncentraci chrani pied excitotoxicitou tim, ze
nespecificky inhibuje §irSi Skdlu ionotropnich receptori (Perkins a Stone, 1982;
Foster et al., 1984), v niz8i koncentraci pak plsobi jako kompetitivni inhibitor
NMDA receptorit (Kessler et al., 1989) a nekompetitivni inhibitor a7-nikotinickych
acetylcholinovych receptortt (Hilmas et al., 2001). Chemické modifikace vedly
k vyvoji antagonisti s vyS$i afinitou a selektivitou pro glycinové misto NMDA
receptoru; typickym piikladem, dnes rutinné experimentalné pouzivanym, je kyselina

7-chlorkynurenova (Kemp et al., 1988; Foster et al., 1992).
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2.2.2.2.2. Akompetitivni antagonisté

Za akompetitivni antagonisty NMDA receptoru jsou ozna¢ovany latky, které se
vazou piimo do jeho iontového kanalu, kde brani priichodu Na a Ca®* do buiiky.
Pisobeni téchto sloucenin je napétové zavislé (vyssi ulinek na zaporngjSich
membranovych potencidlech) a tzv. ,,use-dependentni“, coZz znamena, ze aby se
mohly do iontového kanalu navazat, musi byt receptor nejprve aktivovan.

Fyziologicky nejvyznamng&j$im zastupcem této skupiny jsou Mg®". Tyto
kationty, na rozdil od Na*, Ca*" a K, mohou jen velmi obtizné prochazet do buiiky,
pravdépodobné kvuli svému pevnéji vazanému hydrataénimu obalu (Ascher a
Nowak, 1988), a kanal naopak blokuji. Diky tomu je odpovéd NMDA receptorii na
aktivaci pfi klidovém membranovém potencidlu jen limitovana. Tato napétoveé
zévisld  blokace NMDA receptori prostiednictvim Mg2+ je  pricinou
charakteristického prib¢hu jejich I/V zavislosti ve tvaru pismene ,,J. Plné aktivaci
NMDA receptoru tak musi predchazet depolarizace bunky zprostiedkovand jinymi
iontovymi kandly. To propdjéuje NMDA receptoru vlastnosti ,.koinciden¢niho
detektoru®, ve kterém mnozi autofi vidi naplnéni Hebbova principu uceni (Hebb,
1949).

K dalsim latkdm vézajicim se do otevieného iontového kanidlu NMDA
receptoru patii napt. MK-801 (dizocilpin), fencyklidin (PCP) ¢i memantin. Tyto
slouceniny mély slibny neuroprotektivni U€inek v rlznych in vitro 1 in vivo
modelech, jejich terapeutickému vyuziti vSak vesmés brani vazné vedlejsi efekty,
zahrnujici kognitivni poruchy, halucinace, piip. az komatické stavy (Kemp a
McKernan, 2002). Zcelé¢ skupiny tak je klinicky vyuzivdn pouze memantin,
schvaleny pro 1é€bu Alzheimerovy demence, ktery diky své nizsi afinité a rychlé
kinetice vazby selektivnéji blokuje patologicky nadmérnou aktivaci NMDA
receptoril, aniZz by pfitom vazn¢ narusoval jejich béznou funkci (Chen et al., 1992;

Lipton, 2007).

2.2.2.2.3. Nekompetitivni antagonisté a dalsi modulacni latky

2.2.2.2.3.1. Ifenprodil
Dalsi latky, které ovliviiuji aktivitu NMDA receptorti, se nevdzou do iontového
kandlu ani do zddného vazebného mista pro agonistu. Patii mezi né napft. ifenprodil

(2-(4-benzylpiperidino)-1-(4-hydroxyfenyl)-1-propanol), pivodné popsany jako
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vazodilatacni ¢inidlo (Carron et al.,, 1971), u kterého vSak byly objeveny
neuroprotektivni u¢inky (Gotti et al., 1988; Tamura et al., 1993). Na nativnich
NMDA receptorech byly pozorovany dva mechanismy ucinku ifenprodilu:
vysokoafinitni s pomalou kinetikou a nizkoafinitni, jehoz kinetika byla rychla
(Legendre a Westbrook, 1991). Pozd¢jsi pokusy vyuzivajici rekombinantnich
receptort pak tyto odlisné ucinky ptisoudily NMDA receptorim sloZzenym z riznych
podjednotek (Williams, 1993), kdyZ popsaly podjednotkovou specifitu ifenprodilu:
zatimo NRI/NR2B receptory jsou ifenprodilem inhibovéany s ICsy 0,34 uM, a to
napét'oveé nezavislym zptsobem, afinita NR1/NR2A receptorti k ifenprodilu je 400x
nizsi ( ICso = 146 uM) a inhibice zde mé dv¢ slozky, z nichZ ta rychlejsi je napetove
zavisla, coz naznacuje, ze ifenprodil tu pisobi i jako blokator otevien¢ho iontového
kanalu (Williams, 1993). Receptory obsahujici NR2C a NR2D podjednotky vykazuji
podobné malou citlivost k nizkym koncentracim ifenprodilu jako NRI/NR2A
receptory (Williams, 1995), diky ¢emuz byva ifenprodil pouzivan jako relativné
NR2B-specificky inhibitor. Tuto specifitu dale potvrdily studie, které identifikovaly
doménu vazajici ifenprodil na N-konci NR2B podjednotky (Perin-Dureau et al.,

2002; Rosahl et al., 20006).

222232 7", Cd, cu’t

Kromé& Mg*" ovliviiuji aktivitu NMDA receptorii i kationty jinych kovii - Zn*",
Cd*, Cu*" - prekvapivé viak odlisnym mechanismem. Zn®* inhibuji odpovédi
nativnich  NMDA receptort napétové nezavislym zplisobem sICsy 12 puM
(Westbrook a Mayer, 1987; Legendre a Westbrook, 1990), podobn& jako Cd*",
jejichz afinita k NMDA receptoriim je oviem 4x niz§i neZ v ptipadé Zn*" (Kq = 48
uM vs. 13 uM) (Mayer et al., 1989b). Krom¢ tohoto vysokoafinitniho Uc¢inku
inhibuji ve vyssich koncentracich Zn*" NMDA receptory také nap&tové zavislym
zpisobem, podobné jako Mg”" (Christine a Choi, 1990). Studie na rekombinantnich
receptorech potvrdily tento dvoji ucinek u NRI1/NR2A receptor, zatimco
NR1/NR2B receptory vykazovaly zdanlivé pouze vysokoafinitni napétoveé
nezéavislou inhibici Zn** (Williams, 1996; Chen et al., 1997). Napétové zavislou
blokaci vSak ani zde nelze vyloucit, nebott NR1/NR2B receptory jsou pii piislusné
vysokych koncentracich Zn®* (desitky pM) jiz zcela inhibovany nap&tfové
nezavislym mechanismem, a dalsi inhibi¢ni efekt se tudiz v pokusech neprojevi.

Byly identifikovany tfi histidinové zbytky v molekule NR2A (H42, H44 a H128),
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jejichz mutace vyznamn& (100-700x) sniZi afinitu receptoru k Zn*" (Low et al.,
2000). Obdobnou roli hraji tfi pary cysteinovych zbytki (dva na NRI, jeden na
NR2A) (Choi et al., 2001), které jsou kromé toho dulezité pro modulaci NMDA
receptort oxida¢né-redukénimi ¢inidly (pro prehled viz (Choi a Lipton, 2000)).

Vliv Cu®" iontd na aktivitu NMDA receptorti byl zatim studovan pouze
v omezené mife na nativnich receptorech (Vlachova et al., 1996; Weiser a Wienrich,
1996), kde byl popsan jako napétové nezavisla inhibice, jejiz mira zavisi na
koncentraci agonisty, s nimZ tvofi neaktivni komplexy (Vlachova et al., 1996).
Poruchy Cu®" homeostize pfitom maji vazné neurologické dasledky a dosavadni
vysledky naznacuji spojeni téchto jevt s aktivitou NMDA receptorti (Schlief et al.,
2006). Pro fyziologicky vyznam Cu*" a Zn>" coby neuromodulatorti hovoii i jejich
pfitomnost ve vaccich v synaptickych zakoncenich, odkud jsou pii depolarizaci

uvolnovany (Assaf a Chung, 1984; Kardos et al., 1989).

2.2.2.2.3.3. Polyaminy

Tato skupina obsahuje endogenni alifatické aminy, jako jsou napf. spermin a
spermidin, které se v mozku vyskytuji v relativné vysoké koncentraci a bylo zde také
pozorovano jejich uvoliiovani i zpétné vychytavani (Harman a Shaw, 1981b; 1981a).
Tyto latky moduluji aktivitu NMDA receptorti pozitivné 1 negativné (Yamakura a
Shimoji, 1999), a to min. ¢tyfmi rGznymi mechanismy: stimulace nezavisld na
glycinu, stimulace zavisla na glycinu (zvySeni afinity ke glycinu), napétové zavisla
inhibice a snizeni afinity k NMDA a glutamatu (Williams, 1995). Vysledny efekt pak
zalezi na podjednotkovém slozeni receptoru: stimulace nezavisla na glycinu a snizeni
afinity k agonistim se projevuje pouze u NR1/NR2B, ostatni u¢inky i u NR1/NR2A
receptortt (Williams, 1994). U receptori obsahujicich NR2C a NR2D podjednotky
modulace polyaminy zaznamenéna nebyla (Williams, 1995).

Mezi nekompetitivni modulatory NMDA receptort patii také neurosteroidy,
kterym vSak bude, vzhledem k jejich vyznamu pro tuto disertacni préci, vénovana

samostatna kapitola.

2.3. Neurosteroidy
Termin neurosteroidy oznacuje skupinu steroidnich latek syntetizovanych
pfimo v nervové tkani z cholesterolu nebo jinych steroidnich prekursort a do zna¢né

miry se prekryva s jinym pouzivanym pojmem, a sice neuroaktivni steroidy (Paul a
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Purdy, 1992). Tento vyraz definuje tyto steroidy z hlediska jejich funkce, ktera
spo¢iva v ovlivnéni funkce nervového systému viadu sekund, ba dokonce
milisekund, tedy evidentné jinym nez klasickym mechanismem funkce steroidnich
hormonti na urovni genomu. Ttrebaze byl tento bezprostiedni vliv steroidii na
nervovy systém pozorovan jiz v prvni poloviné minulého stoleti (Selye, 1941), jeho
molekularni mechanismy zlstavaly dlouho neznamé. AZ v osmdesatych letech byl
popsan piimy ucinek steroidnich latek na membranové receptory, a to nejprve u
GABA\, receptortl (Harrison a Simmonds, 1984), pozd¢ji pak i u dalSich ligandem
aktivovanych iontovych kanald: glutamatovych, glycinovych a nikotinickych
acetylcholinovych receptort (Wu et al., 1990, 1991; Bullock et al., 1997) (pro
ptehled (Sedlacek et al., 2008)).

2.3.1. Neurosteroidy v CNS - syntéza a vyskyt

Prvnim krokem de novo syntézy steroidi je pireména cholesterolu na
pregnenolon. Tato konverze, tvofend tfemi dil¢imi reakcemi (20a-hydroxylace, 22-
hydroxylace a §tépeni vazby C20-C22), je katalyzovana mitochondridlnim enzymem
P450scc (z angl. ,,cholesterol side chain cleavage®), ktery byl detekovan ve vétsiné
oblasti mozku i v miSe, a to jak u potkana (Le Goascogne et al., 1987; Mellon et al.,
2001; Patte-Mensah et al., 2003), tak u ¢lovéka (Inoue et al., 2002; Yu et al., 2002).
Totéz plati pro enzym katalyzujici vznik progesteronu z pregnenolonu, 3f-
hydroxysteroiddehydrogenasu (33-HSD), kterd se také hojné¢ vyskytuje v potkanim
(Guennoun et al., 1995; Coirini et al., 2002) i lidském (Inoue et al., 2002; Yu et al.,

2002) mozku a miSe.
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Obr. 2.2. Schéma syntézy a struktura vybranych steroidnich latek.
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Pro ucinek neurosteroidu na NMDA receptor je nezbytna ptitomnost sulfatové
skupiny na C3 (Weaver et al., 2000) (viz kapitola 2.3.2.1). Zatimco odstranéni této
skupiny zajiStuje jedind steroidsulfatasa (STS) (Li et al., 1996; Salido et al., 1996),
reakci v opacném sméru, tj. pienos sulfatu na hydroxyskupinu steroidii (ze kterych
tak vznikaji estery rozpustné ve vod¢), katalyzuji cytosolické sulfotransferasy
(SULT) kodované osmnacti geny a tvorici nejméné 47 sav¢ich isoforem (Blanchard
et al., 2004). Za sulfataci 3-hydroxysteroidi zodpovidaji sulfotransferasy ze skupiny
SULT2, Ccitajici (u lidi) tfi enzymy: SULT2A, bézné zvanou téz DHEA-
sulfotransferasa, ackoliv jeji substratova specifita je Sirokd, a novéji objevené
SULT2Bla a SULT2BI1b, piisobici vyhradné¢ na 3B-hydroxysteroidy (Meloche a
Falany, 2001). Zatimco u mySi a potkanli byla potvrzena exprese SULT2Bla
v mozku (Shimizu et al., 2003; Kohjitani et al., 2006), pfitomnost n¢které ze SULT2
transferas v lidském mozku se dosud prokéazat nepodafilo ani na trovni mRNA, ani
co se tyce enzymové aktivity (Steckelbroeck et al., 2004; Falany et al., 2006). Navic
neurosteroidii  (pregnenolonsulfat (PS), dehydroepiandrosteronsulfait (DHEAS))
v mozku, zalozené na nepfimych metodach detekce (Corpechot et al., 1981;
Corpechot et al., 1983) - podle novych métfeni neptfevysSuje koncentrace téchto latek
v potkanim a mySim mozku 0,3 ng/g tkané (Liere et al., 2004; Schumacher et al.,
2008). Paradoxné vSak byly zjistény vyssi koncentrace PS a DHEAS (v fadu ng/g
tkan¢ - srovnatelné s diivéjSimi studiemi (Lanthier a Patwardhan, 1986)) v lidském

mozku (Liere et al., 2004).

2.3.2. Neurosteroidy a NMDA receptory

Prvnim neurosteroidem, u néhoz byl pozorovan vliv na funkci NMDA
receptord, byl PS, ktery zvysSoval (v koncentraci 300 uM) proudové odpovédi
kultivovanych neuront z michy kufecich embryi na aplikaci NMDA az o 197% (v
zavislosti na koncentraci agonisty) (Wu et al., 1991). Naopak pregnanolonsulfat
(3a5BS), lisici se od PS absenci jedné dvojné vazby a odlisSnou konfiguraci na C3,
odpovédi NMDA receptorti u stejného experimentalniho modelu inhiboval, a to o
66% (100 uM 3a5BS) (Park-Chung et al., 1994). Nasledujici pokusy ukazaly, Ze to,
jakym zptisobem neurosteroid ovlivni funkci NMDA receptoru, zavisi mj. i na

podjednotkovém slozeni receptoru (Malayev et al., 2002; Horak et al., 2006) a
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samoziejm¢ také na struktufe steroidu - dal$i pifibuzné stereoisomery
allopregnanolonsulfat (3a5aS) a epipregnanolonsulfat (3p5BS) odpovédi podobné
jako 3a5BS inhibovaly, zatimco isopregnanolonsulfat (3f50S) a DHEAS je
potenciovaly (Park-Chung et al., 1997).

2.3.2.1. Potenciace NMDA receptort neurosteroidy

Prvni zprava o potenciaci NMDA receptorit prostfednictvim PS (Wu et al.,
1991) byla postupné potvrzena dal§imi studiemi jak na nativnich (hipokampélni ¢i
kortikalni neurony potkant) (Bowlby, 1993; Wong a Moss, 1994; Horak et al.,
2004), tak na rekombinantnich receptorech exprimovanych v oocytech ¢i v lidskych
embryondlnich ledvinnych (HEK) bunikach (Yaghoubi et al., 1998; Malayev et al.,
2002; Horak et al., 2004). ZjiSténa Uroven potenciace se ovSem vV jednotlivych
pracich vyznamné liSi, coz lze c¢astecné prisuzovat riznému podjednotkovému
sloZzeni receptortt a odlisné citlivosti jednotlivych typt NR2 podjednotky k PS
(Malayev et al., 2002; Horak et al., 2006), je vSak tfeba zvazovat 1 jind vysvétleni,
nebot’ se vysledky 1i$i i u receptorit o stejném slozeni: NRI/NR2A exprimované
v oocytech reagovaly na pfitomnost 100 uM PS zvysSenim odpovédi na NMDA cca o
300% (Yaghoubi et al., 1998), zatimco u stejnych receptort v HEK buiikach tataz
koncentrace PS Zadnou potenciaci odpovédi na NMDA nevyvolala (Ceccon et al.,
2001). Vysledky z nasi laboratofe ukazuji, Ze mira potenciace velmi zavisi na potadi
aplikace steroidu a agonisty: nejvétsi potenciace (+382 %) bylo dosazeno, kdyz po
preaplikaci PS nasledovala aplikace samotného glutamatu. Preaplikace PS a jeho
naslednd koaplikace s glutamatem vedla k niz8i potenciaci (+271 %) a jest¢ mensi
efekt (+38 %) vyvolala samotna koaplikace (vSechna c¢isla plati pro NR1/NR2B
receptory v HEK bunkach, 300 uM PS a 1 mM glutamat) (Horak et al., 2004). Jako
vysvétleni se zde nabizi moznost, ze navazani glutamatu snizuje afinitu receptoru
k PS, coz potvrzuji i vysledky kinetického modelovani (Horak et al., 2004).

Dtlezitou roli pro potenciaci NMDA receptorii PS hraje jeho sulfatovy zbytek
na C3, pravdépodobné hlavné jakozto nositel zaporného naboje. O tom svédci
skutecnost, ze potenciacni ucinek PS je ¢aste¢né zachovan, nahradi-li se sulfatova
skupina v jeho molekule hemisukcinadtovou, nikoliv vSak jejim (nenabitym)
methylesterem (Park-Chung et al., 1997). Podobné mohou roli sulfatu suplovat 1 jiné

zaporn¢ nabité zbytky, samotny pregnenolon G¢inny neni (Weaver et al., 2000).
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Utinek PS zavisi na podjednotkovém slozeni NMDA receptoru. Soucasna
aplikace PS a glutamatu vedla u rekombinantnich NR1/NR2A a NRI/NR2B
receptori exprimovanych v oocytech ¢i HEK builkdch k potenciaci proudové
odpovédi, zatimco u NRI/NR2C a NRI/NR2D receptori vyvolala jeji inhibici
(Malayev et al., 2002; Horak et al., 2006). Preaplikace PS nasledovana aplikaci
samotného glutamatu vSak vedla vzdy k potenciaci, byt u receptori obsahujicich
podjednotky NR2C a NR2D vyrazné nizsi nez u NRI/NR2A resp. NR1/NR2B
receptorti (Horak et al., 2006). Byl navrzen model, podle kterého PS pisobi na
NMDA receptory jak potenciacné, tak inhibi¢né, s rtiznou ucinnosti pro jednotlivé
kombinace podjednotek, kterd pak urcuje vysledny efekt tohoto steroidu na funkci
receptoru (Horak et al., 2006).

Podjednotkové specifity uc¢inku PS bylo vyuZito pfi hleddni vazebného mista
pro neurosteroidy na molekule NMDA receptoru, o némz bylo uz ptedtim znamo, ze
je lokalizovéano extracelularné a neshoduje se s vazebnymi misty jinych modulatort
NMDA receptort (polyaminy, kyselina arachidonova, redox latky) (Park-Chung et
al., 1997). Pokusy s chimerickymi receptory ukazaly kliCovy vyznam extracelularni
smyCky spojujici tieti a ¢tvrtou transmembranovou doménu NR2 podjednotky. Kdyz
byla tato C¢ast NR2A podjednotky nahrazena odpovidajicim tsekem NR2C,
odpovidala reakce receptoru obsahujiciho tuto chimerickou podjednotku na PS pravé
NR1/NR2C receptorim (Horak et al., 2006). Tento zavér potvrzuji i vysledky dalsi
prace, jejiz autofi navrhli (jako dosud jedini) vazebné misto pro PS na NMDA
receptoru (Jang et al., 2004). Pomoci homologniho modelovani, bodovych mutaci a
NR2B/NR2D chimér identifikovali misto kritické pro plisobeni PS na vySe zminéné
extracelularni klicce NR2B podjednotky, v oblasti dilezité téZ pro inhibici NMDA
receptord protony, s niz vSak pisobeni PS funkéné spjato neni (Jang et al., 2004).
Jelikoz plisobi PS na funkci NMDA receptorti vice zpiisoby a s riznou afinitou
(Horak et al., 2006; Johansson et al., 2007), zdd se byt pravdépodobné, ze i
vazebnych mist pro neurosteroidy bude na molekule NMDA receptoru vice, podobné
jako je tomu ziejmé v pripadé GABA, receptorti (Hosie et al., 2007). Potvrzuje to i
skutecnost, ze potenciace NMDA receptorti prostiednictvim PS a jejich inhibice

vyvolana 3a5BS nejsou navzajem kompetitivni (Park-Chung et al., 1997).
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2.3.2.2. Inhibice NMDA receptoru neurosteroidy

Nejdéle znamym a nejlépe popsanym neurosteroidem inhibujicim NMDA
receptory je 3a5BS (Park-Chung et al., 1994; Petrovic et al., 2005). Podobné ucinky
byly pozdé€ji popsany i pro jeho stereoisomery 3a5aS a 3B5BS, nejucinnéjSim
inhibitorem NMDA receptorli z této trojice vSak je pravé 3a5BS: inhibice o 66%
oproti 25, resp. 50% (100 pM steroid, 30 uM NMDA, membranovy potencial -70
mV; kultivované embryondlni mi$ni kufeci neurony) (Park-Chung et al., 1997;
Abdrachmanova et al., 2001).

Stejné jako v pripadé PS je pro pusobeni 3a5BS na NMDA receptory klicova
pritomnost sulfatové nebo jiné zaporné nabité skupiny na C3 (Weaver et al., 2000).
Dal$im spolecnym rysem plsobeni PS a 3a5BS je zplsob, jakym se projevuji
v zdznamech aktivity jednotlivych iontovych kanadli NMDA: pfitomnost
neurosteroidu zvysuje, resp. snizuje frekvenci otevirani kanalu, ale nema vliv na
prumérnou dobu jeho otevieni, ani na jeho vodivost (Bowlby, 1993; Petrovic et al.,
2005).

V dalSich ohledech se vS§ak modulace NMDA receptorti prosttednictvim PS a
3a5BS 1isi, coz je v souladu s predstavou, ze oba steroidy pusobi pfes riiznad mista na
receptoru, jak nasvédCuje vzdjemna nekompetitivnost jejich efekta (Park-Chung et
al., 1997). Zatimco PS je nejucinnéjsi, pokud jeho preaplikaci nasleduje aplikace
samotného agonisty (Horak et al., 2004), aplikace 3a5BS podle stejného protokolu
nevyvolda vibec zadny efekt (Petrovic et al., 2005). Vysledky znasi laboratoie
ukazuji, Zze se 3a5BS véaze pouze na NMDA receptor, ktery byl jiz aktivovéan
agonistou (Petrovic et al., 2005). V tomto ohledu se podoba akompetitivnim
antagonistim (viz kapitola 2.2.2.2.2), na rozdil od nich vSak ucinek 3a5BS neni
napétove zavisly - mira inhibice zlistava stejna v rozmezi membranovych potencidlt
-80 az +60 mV (Park-Chung et al., 1994; Petrovic et al., 2005).

Zajimavé je, Zze zatimco rekombinantni a nativni NMDA receptory
z kultivovanych hipokampélnich neuronli jsou vyssi koncentraci 3a5BS témér
kompletné inhibovany, synapticky pienos zprostiedkovany NMDA receptory
v akutnich potkanich kortikdlnich ¢i misnich fizcich je inhibovan méné (Petrovic et
al., 2005), ptip. viibec (Abdrachmanova et al., 2001). To mize byt zpiisobeno vyse
zminovanou schopnosti 3a5BS vazat se pouze na aktivovany receptor - tento stav

b&hem synaptického prenosu trva jen nékolik milisekund, coz nestaci k plné inhibici,
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pozorované pii né€kolikasekundové koaplikaci 3a5BS a agonisty (Petrovic et al.,

2005).

2.3.3. Biologické ucinky neuroaktivnich steroidi

Poznatky o molekuldrnim ptsobeni neurosteroidii na ionotropni receptory
(krom¢ NMDA piedevsim GABA, receptory - pro piehled (Belelli a Lambert,
2005)) implikuji jejich fyziologicky a potencidlné terapeuticky vyznam. Ten byl
potvrzen fadou behavioralnich studii, jez ukdzaly, Ze tyto latky ovliviiuji napt. reakci
na stres, agresivitu, Uzkost ¢i pamét’ a schopnost uceni. Stres u pokusnych zvirat a
pravdépodobné i u lidi zptsobuje rychly a reversibilni pokles aktivity GABA,
receptorit (Barbaccia et al., 2001). Tento pokles je provazen zvySenim hladiny
neurosteroidit  pozitivné modulujicich GABA, receptory, jako je napf.
allopregnanolon (3a5a), v plazmé i mozku (Barbaccia et al., 1996). Tento zdanlivy
paradox muize byt vysvétlen odlisSnym ¢asovym pribéhem obou udélosti, kdy nartst
koncentrace 3a5a probiha pomaleji a déle (maximum po tficeti minutach, odezni po
hodiné a ptl) neZ sniZzeni poctu GABA, receptorl (s maximem do péti minut, po
hodin¢ odezni) (Barbaccia et al., 1996). ZvySeni hladiny 3aSa (pfip. dalSich
neurosteroidi s podobnym tu¢inkem) by tak mohlo ptedstavovat obranny
mechanismus zmiriiujici a¢inky stresu. Tuto hypotézu podporuji 1 vysledky dalSich
studii, podle nichZ aplikace tetrahydrodeoxykortikosteronu (potencuje GABAA
receptory in vitro) U€¢inné€ blokuje nékteré neurochemické zmény spojené s reakei na
stres (Grobin et al., 1992; Dazzi et al., 1996).

Biologické vlastnosti sulfatovanych neurosteroidii byly zkoumany ptedevsim
ve dvou oblastech, kde se predpoklada klicovd tloha NMDA receptorti, jejichz
aktivitu tyto steroidy moduluji: neuroprotektivni ucinky a zlepSeni kognitivnich
schopnosti. Moznost ochrany pted neurodegeneraci zptisobenou nadmérnou aktivaci
NMDA receptortt slibuji inhibi¢ni neuroaktivni steroidy, jako je napf.
pregnanolonhemisukcinat (3a5BHS), synteticky analog 3a5BS odolny proti
odbouravani endogennimi sulfatasami (Weaver et al., 1997). Podani 3a5BHS
potkanim ¢i kralikim vyznamné snizilo néasledky mozkové ¢i miSni ischemie
(Weaver et al., 1997; Lapchak, 2004, 2006). O klinickém testovani téchto latek zatim
zadné zpravy nejsou, pii pokusech na kralicich (Lapchak, 2006) vSak byly

zaznamenany podobné nezddouci vedlejsi ucinky (ospalost az koma) jako u
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vysokoafinitnich antagonisti NMDA receptord (MK-801), jejichz terapeutickému
vyuziti prave tyto zavazné vedlejsi efekty brani (Lipton, 2004).

V procesech uceni a tvorby paméti hraji NMDA receptory kladnou roli (Tsien
et al., 1996), proto se zde vyzkum soustiedi na uc¢inek potencujicich neurosteroidi,
jako jsou PS &i DHEAS. Cetné studie na zvifecich modelech ukézaly, Ze podani
téchto latek vyznamné zlepSuje kognitivni schopnosti (Flood a Roberts, 1988; Mayo
et al., 1993; Isaacson et al., 1995). Navic byla popsana korelace mezi niz8i hladinou
PS v hipokampu starSich potkanii a jejich hor§imi vykony v pamétovych testech
(Vallee et al., 1997), pricemz injekce PS ¢i DHEAS vysledky téchto starSich potkanti
1 my$i pfechodné zlepsily (Vallee et al., 1997; Reddy a Kulkarni, 1998). Otazkou
zustava, do jaké miry jsou tyto efekty zprostfedkovany NMDA receptory - svou roli
zde totiZ nepochybné hraje i GABAergni systém: 3a5a, pozitivni modulator GABAA
receptorti (na NMDA receptorech neucinny), kognitivni schopnosti experimentalnich
zvitat zhorSuje, zatimco steroid UC1011 (inhibitor GABA, receptorii - stejné jako
PS ¢i DHEADS) je opét zlepSuje (Turkmen et al., 2004).

Zminéné ucinky neurosteroidii na animalnich modelech jiz inspirovaly mnoho
klinickych studii, zaméfenych vesmés na DHEA a DHEAS. Plasmatick4 koncentrace
téchto steroiddi s vékem vyznamné klesa (Orentreich et al., 1984; Sulcova et al.,
1997), coz vybizi ke spekulacim o mozném vztahu hladiny téchto latek k nékterym
neurodegenerativnim porucham, jez se vyskytuji v pokro¢ilém véku. Dosavadni
vysledky vsak takovou souvislost jednozna¢né nepotvrdily: nékteré prace zjistily
snizenou hladinu DHEAS u pacientli s Alzheimerovou chorobou, ptip. jinou formou
demence (Nasman et al., 1991; Yanase et al., 1996; Hillen et al., 2000), a byly
pozorovany 1 pfiznivé ucinky podadvani DHEA (Azuma et al., 1999), Castéji vSak
zadny vztah mezi hladinou DHEA ¢i DHEAS v plasmé a vyskytem demence ani
terapeuticky efekt téchto steroidii prokazan nebyl (Legrain et al., 1995; Wolkowitz et
al., 2003; Bo et al., 2006) (pro piehled (Wolf a Kirschbaum, 1999)). Hodnoceni
klinického vyznamu DHEA(S) je tedy pon¢kud problematické, mj. i proto, ze CNS je
schopna neuroaktivni steroidy sama syntetizovat, takze informace o hlading téchto
latek v plasmé neposkytuje pfili§ spolehlivou informaci o jejich koncentraci na misté

ucinku, tj. v mozku.
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3. CILE PRACE

Cilem disertani prace bylo pfispét k souasnym znalostem o tom, jakym
zpisobem je modulovdna funkce NMDA receptorii jednak v zavislosti na teplot¢,
jednak pusobenim neurosteroidt a latek od nich odvozenych. Za tim ucelem byly

stanoveny nasledujici experimentalni ukoly:

1.  Kineticky charakterizovat mechanismus aktivace NR1/NR2B receptort a urcit
teplotni zavislost rychlostnich konstant jednotlivych casti tohoto procesu

v rozmezi teplot 25 - 45°C.

2. Popsat teplotni =zavislost deaktivace a desenzitizace rekombinantnich

NR1/NR2B a nativnich NMDA receptord.

3. Na zéklad¢ zjisténych teplotnich zavislosti diskutovat, jaké dé&je ovliviuji
prubéh excitaénich postsynaptickych proudti zprostiedkovanych NMDA
receptory.

4.  Otestovat skupinu steroidnich latek odvozenych od neurosteroidu 3a58S a na
zakladé jejich vlivu na funkci NMDA receptor popsat vztah mezi strukturou

steroidu a jeho modula¢nim u¢inkem na NMDA receptory.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. SloZeni roztoki

Neni-li uvedeno jinak, byly vSechny pouzité chemikalie zakoupeny u firmy
Sigma.

Pro ptfipravu vSech roztokli byla pouzivana deionizovand voda piecisténa

ptistrojem Simplicity 185 (Millipore) na principu membranové filtrace.

LB médium: 10 g pepton (Serva), 5 g kvasnicny extrakt (Serva), 10 g NaCl, 1 1 H,O;
sterilizovano v autoklavu 20 minut pfi 115°C, po vychladnuti event. pfidan
ampicilin (Krka) 100 pg/ml

zivny agar: 40 g zivny agar (Imuna)/l 1 H,O, rozvafeno v mikrovinné troubé a
sterilizovano v autoklavu 20 minut pii 115°C, po ochlazeni na cca 50°C
pfidan ampicilin (Krka) 100 pg/ml a nalito na misky

PBS: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na,HPO,, 1,4 mM KH,POy4; pH 7,3

Versenlv roztok s trypsinem: 0,2% trypsin, 10 mg EDTA v 50 ml PBS; pH 7,3

kultivaéni médium pro HEK bunky: 5% fetalni teleci sérum (FCS) v médiu Opti-
MEM® (Invitrogen)

kultivaéni médium pro transfekované¢ HEK bunky: 6 ml Opti-MEM® I, 600ul
roztoku 10 mM D,L-APV + 30 mM kyselina kynurenovéd, 60 ul FCS, 120 pl
1 mM MgCl,, 24 ul roztoku ketaminu (Narketan 10 (Vétoquinol), fedéno 1:1

s vodou)

kultivaéni médium pro hipokampalni kultury: Neurobasal ™-A (Invitrogen) médium
+ glutamin (0,5 mM) a B-27 Serum-Free Supplement (Gibco) (0,4 ml na 20

ml média)

promyvaci extracelularni roztok: 160 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM HEPES, 10
mM glukosa, 2 mM CaCl,, ] mM MgCl, (pH 7,3 upraveno pomoci NaOH)

aplikacni extracelularni roztok: 160 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM HEPES, 10 mM
glukosa, 0,2 mM EDTA, 0,7 mM CaCl, (pH 7,3 upraveno pomoci NaOH);
pred pokusem piidan glycin (10 uM)
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intracelularni roztok: 125 mM D-glukonolakton, 15 mM CsCl, 5 mM EGTA, 10 mM
HEPES, 3 mM MgCl,, 0,5 mM CaCl,, 2 mM ATP (Mg2+ sul) (pH 7,2

upraveno pomoci CsOH)

4.2. Pouzité geny
NRI1-1a podjednotka (GenBank accession no. U08261) (Hollmann et al., 1993)
v pcDNA I/AMP vektoru (Invitrogen)

NR2B podjednotka (GenBank accession no. M91562) (Monyer et al., 1992) v RK7

vektoru

Zeleny fluorescencni protein (GFP) v pQBI 25 vektoru od firmy Takara (Otsu,
Japonsko).

4.3. Priprava plasmidové DNA

4.3.1. Transformace kompetentnich bunék

Do vychlazenych plastovych mikrozkumavek bylo odpipetovano 45 ul
kompetentnich bunék (XL10-Gold®) a p¥idany 2 pl smési p-merkaptoethanolu (vie
soucasti QuikChange® XL Site-Directed Mutagenesis Kit (La Jolla, USA)). Obsah
zkumavky byl inkubovan na ledu po dobu 10 minut a kazdé 2 minuty byl jemné
promichan. K této smési byly pfidany 2-10 pl roztoku DNA (podle odhadované
koncentrace). Obsah zkumavky byl jemné promichan a inkubovan na ledu po dobu
30 min. Poté byl proveden teplotni Sok pfi teploté 42°C po dobu 30 s a nasledné
znovu inkubovano na ledu po dobu 2 minut. Po pfidéni 0,5 ml LB média
pfedehiatého na 42°C byly kompetentni bunky kultivovany 1 hod v tfepacce pii
teploté 37°C. Poté byly buiikky nasazeny na agarové plotny s ampicilinem (max. 200
ul bunécné kultury na jednu misku), které¢ byly ponechany v termostatu pfi teploté
37°C ptes noc (14-18 hod.). Dobie izolované kolonie byly pak pouzity pro

namnozeni bakterii a naslednou izolaci plasmidové DNA.

4.3.2. Izolace plasmidu pomoci "Qiagen® Plasmid Mini Kit"
Pouzité roztoky a pufry byly soucasti Qiagen® Plasmid Mini Kit (Qiagen).
Bakterie (izolované kolonie nebo 50 ul z bakterialni konzervy) byly zaockovany do 5

ml LB média s ampicilinem a kultivovany na tfepacce pii 37°C pies noc (12-16 hod).
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Poté byla kultura centrifugovana 1 min pii 8600 g v centrifuze Mikro 120 (Hettich,
Tuttlingen, Némecko). Pelet byl resuspendovan v 250 ul roztoku I a pienesen do
mikrocentrifugacni zkumavky. Ke smési bylo pfidano 250 pl roztoku II. Po
promichani otacenim zkumavky bylo k suspenzi ptidano 350 pl roztoku III, smés
byla opét promichana ota¢enim zkumavky a 10 minut centrifugovana pii 17 900 g ve
stolni mikrocentrifuze. Supernatant byl nanesen na QIAprep centrifuga¢ni kolonu a
60 s centrifugovan pii 17 900 g. Kolona byla promyta 0,75 ml pufru PE a
centrifugovéana 2 x 60 s. Poté byla pfemisténa do sterilni mikrozkumavky. DNA byla
eluovana 30-50 pl deionizované vody. Pfiblizné po minuté byla kolona kratce
(1 min) centrifugovana a koncentrace ziskané¢ho roztoku DNA byla stanovena na
spektrofotometru BioPhotometer 6131 (Eppendorf) nebo NanoDrop (NanoDrop
Technologies, Delaware, USA) programem dsDNA.

4.3.3. Izolace plasmidu pomoci "Qiagen® Plasmid Midi Kit"

Pouzité roztoky a pufry byly soucésti Qiagen® Plasmid Midi Kit (Qiagen,
Valencia, USA). Bakterie byly zao¢kovany do 200 ml LB média s ampicilinem a
nasledné aerobn¢ kultivovany 12-16 hod v tfepacce pii 37°C. Poté byla kultura
centrifugovéna 15 min pfi 6000 g a 4°C v centrifuze Sorvall RC-5B Refrigerated
Superspeed (GMI, Ramsey, USA), pelet byl resuspendovan ve 4 ml roztoku I.
K suspenzi byly pfidany 4 ml roztoku II, roztoky byly dikladn€¢ promichany
otaCenim zkumavky a inkubovany 5 min pfi pokojové teploté. Déle byly ptidany 4
ml roztoku III vychlazeného na 4°C. Smés byla promichdna a inkubovéna 15 min na
ledu. SraZenina byla odstranéna 30 min centrifugaci pii 20 000 g a 4°C. Supernatant
byl aplikovan na kolonu QIAGEN-tip 100 ekvilibrovanou 4 ml pufru QBT. Poté¢ byla
navazand DNA na QIAGEN-tip 100 2-krat promyvéana 10 ml pufru QC a nasledné
uvolnéna z kolony pomoci 5 ml elu¢niho pufru QF. K DNA v elu¢nim pufru byly
piidany 3,5 ml isopropylalkoholu. Po 10 min inkubaci pii pokojové teploté byla smés
centrifugovéna 30 min pii 15 000 g a 4°C, pelet byl promyt 2 ml 70 % etanolu,
vysusen pii laboratorni teploté a resuspendovan v HO. Vzorek DNA byl skladovan
pti -80°C. Koncentrace DNA byla méfena na spektrofotometru BioPhotometer 6131
nebo NanoDrop programem dsDNA.
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4.4. Tkanové kultury

4.4.1. Lidské embryondlni ledvinné (HEK) buriky

Pro expresi rekombinantnich NMDA receptorti byla pouzivana stabilni
bunécna linie lidskych embryondlnich ledvinnych (HEK293) bun¢k (American Type
Culture Collection, ATTC No. CRL1573, Rockville, USA). Bunky byly kultivovany
v polystyrenovych Petriho miskdch o priméru 35 mm, jejichZ dno bylo potaZeno
kolagenem, pii teplot¢ 37°C v atmosfére 5% CO, nasycené vodnimi parami
v inkubatoru MCO-17AIC (SANYO, San Diego, USA). Po dosazeni konfluence byly
bunky pasdzovany: médium bylo odsato, bunky oplachnuty PBS a uvolnény
zpovrchu misky pomoci Versenova roztoku s trypsinem. Poté byly bunky
resuspendovany v kultivaénim médiu pro HEK buniky a nafedény do Petriho misek

nebo na Ctyfiadvacetijamkovou desti¢ku (TPP, Biotech).

4.4.2. Primarni kultury hipokampdlnich neuroni

Novorozeni potkani (1-2 dny) byli usmrceni dekapitaci, jejich hipokampy byly
sterilné vyjmuty a inkubovany 20 min v 0,2 % trypsinu v PBS pfi teploté 37°C. Poté
byly hipokampy mechanicky disociovany na jednotlivé builky a pieneseny
do kultivacniho média pro hipokampalni kultury. Tato suspenze byla nasazena v
hustoté 500 000 bundk/cm’® na kryci sklicka pokrytd kolagenem a polylysinem
(primér 31 mm nebo 12 mm) v kultivacnich miskach (Nunclon) a dale inkubovana
pfi teploté 37°C. Médium bylo ménéno kazdé 3 dny. Pro elektrofyziologickd méfeni

byly pouzivany neurony z kultur starych 5-10 dni.

4.5. Transfekce HEK bunék

4.5.1. Transfekce pomoci Lipofectaminu 2000

2 ul Lipofectaminu™ 2000 (Invitrogen) byly smichany s 50 pl Opti-MEM L.
V jiné mikrozkumavce bylo k 50 pl Opti-MEM 1 ptidano 0,9 ug DNA (GFP, NR1 a
NR2B po 0,3 pg). Po 5 minutich inkubace byly roztoky smichdny a inkubovany
dalsich 20 minut pii pokojové teploté. Tato smes Lipofectaminu 2000 s DNA byla
pridana ke konfluentnim HEK bunkdm na c¢tytfiadvacetijamkové destiCce. Bunky
byly poté 5 hodin inkubovany pii 37°C a 5% CO; a nasledné rozpasdzovéany na 4

Petriho misky (o 35 mm), do kterych bylo pfedem vloZeno skli¢ko s nanesenym
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kolagenem a poly-L-lysinem. Pasdzovani probihalo stejn¢, jako bylo popsano
v odstavci 4.4.1, s tim rozdilem, ze buiiky byly resuspendovany v médiu pro HEK
bunky po transfekci (tj. obsahujicim inhibitory nNMDA receptorl).
Elektrofyziologické pokusy byly provadény 24-48 hodin po skonceni transfekce na
bunkach exprimujicich GFP.

4.5.2. Magneticka transfekce

0,9 ng DNA (GFP, NR1 a NR2B po 0,3 pg) a 0,9 pl transfekéniho cinidla
Matra-A (IBA, Gottingen, SRN) bylo smichdno s 50 pl Opti-MEM 1
v mikrozkumavce a inkubovdno 20 min pii pokojové teploté. Poté byl obsah
mikrozkumavky piidan ke konfluentnim HEK bunkdm na ctyfiadvacetijamkové
desti¢ce, destiCka byla umisténa na silny magnet a inkubovéana 15 min pii 37°C a 5%
CO,. Bunky pak byly rozpasazovany stejné¢ jako u transfekce vyuzivajici

Lipofectaminu 2000.

4.6. Snimani proudovych odpovédi NMDA receptori

4.6.1. Opticka zavizeni

Pokusy byly provadény pod piimou zrakovou kontrolou pii 100- a 400-
nasobném zvétSeni pomoci invertovaného mikroskopu (Nikon). Na stolku
mikroskopu byla umisténa kultivaéni miska s transfekovanymi HEK293 bunkami
nebo s hipokampalnimi neurony v promyvacim roztoku, jehoz hladina byla
udrzovana na konstantni vySi. Mikroskop, aplikacni zafizeni a ¢ast snimaciho

zatizeni byly umistény v uzemnéné Faradayové kleci.
4.6.2. Aplikace roztoki

4.6.2.1. Paralelni trubi¢ky

Roztoky byly na métfené bunky aplikovany prostfednictvim sestavy deseti
paraleln¢ sefazenych silikatovych trubi¢ek o vnitinim priméru 300 pm a tloust'ce
stény 50 pum, jejichz lateralni posuv (a tedy i aplikaci ptislusného roztoku) zajistoval
krokovy motorek. Ten byl fizen mikroprocesorem, jenz zaroven ovladal i otevirani
solenoidovych ventili (General Valves, Fairfield, USA), ptfes které byly pomoci
teflonovych hadiGek roztoky piivadény samospadem ze zasobnich nadob. Usti

trubi¢ek bylo nastavovano ve vzdalenosti ~200 um od méfené buiiky. Cas vymény
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roztokli na povrchu bunky se u tohoto aplikacniho systému pohybuje kolem 10 ms

(Vyklicky et al., 1990a).

4.6.2.2. Theta-trubicka s kontrolou teploty

Pro velmi rychlou (<1 ms) vyménu roztoki byla pouzivana tzv. ,theta-
trubicka®. Jde o sklenénou trubicku o vnéj§im priméru 1,5 mm a tloustce stény
0,16 mm uvnitt podélné rozd€lenou na dva kandly, takze prlfez pfipomind fecké
pismeno 6. Tato trubicka byla vytazena do Spicky o vnéj$im priméru ~300 um a na
jeji zuzujici se c¢ast byl navinut odporovy dratek slouzici kfizeni teploty
laboratoie (Dittert et al., 2006). Tento topny médény dratek o priméru 20 um
(Elektrisola GmbH, Eckenhagen, SRN) byl navinut ~1,9-6,9 mm od usti trubicky,
celkem 27 zavity. Teplota aplika¢nich roztoki byla méfena termoclankem
umisténym ~1,5 mm nad dnem misky. Typickd vzdalenost mezi Ustim trubi¢ky a
termoclankem byla ~300 pum, pficemZz méfend bunka byla umisténa mezi n¢, do
proudu kontrolniho roztoku (béhem experimentu proudily roztoky obéma oddily
theta-trubicky  kontinualng). Aplikace agonisty byla realizovana rychlym
horizontalnim posunem theta-trubicky, pfipevnéné na manipulator vybaveny piezo
elementem (EXFO, Mississauga, Kanada). Pii_méfeni pii vyssi teploté nez pokojové
byly roztoky ohtivany vZzdy jen na nezbytné¢ dlouhou dobu (viz Obr. 4.1 B). Rychlost
vymény roztokd (10-90% nartst za 0,60 + 0,16 ms (n = 6)) byla kontrolovana po
snimani proudovych odpovédi kazdé buiiky méfenim zmény proudu, kterou tato
vyména vyvola na volné Spi€ce elektrody. Jeden z roztokl byl pro tento tcel o 4%

zfedény (viz Obr. 4.1 C).
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Obr. 4.1. Aplikaéni systém pro rychlou vyménu roztokli o fizené teploté. (A)
Schematicky nakres aplikac¢niho systému. Roztoky byly aplikovany prostfednictvim
sklenéné theta-trubicky (TT), ovinuté médénym dratkem ptipojenym ke zdroji napéti
(Z), ovladanym fidici jednotkou (RJ). Mikropipeta (MP) s buiikou &i teréikem byla
umistovana mezi usti trubicky a termoélinek (TC) registrujici aktualni teplotu
aplikovaného roztoku. (B) Ptiklad proudové odpoveédi HEK buiiky exprimujici NR1
a NR2B podjednotky na 2 ms aplikaci 1 mM glutamatu (naznacena Sipkou). Teplota
aplikovanych roztokl zndzornéna ve spodni ¢asti zaznamu. (C) Kontrola rychlosti

vwr

ptechody (10-90% zmény) se odehraly v case <1 ms.

4.6.3. Snimani a uprava proudovych odpovédi

Proudové odpovédi NMDA receptorit vyvolané rychlou aplikaci agonisti byly
snimany technikou teréikového zdmku (Hamill et al., 1981) pomoci zesilovace
Axopatch-1D (Axon Instruments, USA). Méfeni byla provddéna za konstantniho
napéti (tzv. ,,voltage clamp®) -60 mV. Snimany byly odpovédi celé¢ buiky, nebo
pouze receptori obsazenych v terCiku vytrzeném zbunééné membrany,
orientovanym vné&js§i stranou membrany ven (tzv. ,outside-out” konfigurace).
Hodnota sériového odporu byla zpravidla <10 MQ a byla kompenzovana z 80-90%.
Analyzovany byly odpovédi bunék, jejichz kapacitance byla <30 pF a hodnota
sériového odporu <20 MQ. Neni-li uvedeno jinak, byly pokusy provadény pfi
pokojové teploté (23-26°C).
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Odpoveédi NMDA receptorti byly snimany pomoci mikropipet piipravenych
z trubicek z borosilikdtového skla o vnéjSim pruméru 1,6 mm a vnitinim priiméru 1,2
mm (Rickl Glass, Otvovice). Mikropipety byly ztrubicek vyrdabény na
horizontalnim tahaci (P-97, Sutter Instruments) obvykle ve 4 krocich. Pro méfeni
v konfiguraci ,,whole-cell“ byly pouzivany mikropipety, jejichz odpor po naplnéni
intracelularnim roztokem byl 3-6 MQ, pro snimani odpovédi ,,outside-out* ter¢ikl 5-
10 MQ.
Jemna manipulace mikropipety byla provadéna mikromanipuldtorem (MP-
225, Sutter Instruments). Elektrické spojeni mezi intracelularnim roztokem
v mikropipeté¢ a prevodnikem bylo umoznéno Ag/AgCl elektrodou. Referencni
Ag/AgCl elektroda byla umisténa v komiirce v extracelularnim roztoku spojené
prostiednictvim agarového mustku s roztokem ve snimaci misce.
Vystupni signal z pievodniku byl zesilen, filtrovan Besselovym filtrem na
1 kHz a ulozen na pevny disk osobniho pocitace pomoci programového souboru

pClamp verze 9.2 (Axon Instruments). Vzorkovaci frekvence byla 5 kHz.

4.7. Zpracovani namérenych dat

Odpoveédi NMDA receptorti byly analyzovany pomoci programu Clampfit,
ktery je soucasti pClamp verze 9.2, a dale pomoci programt Sigma Plot a SigmaStat
(Jandel Scientific), ptip. Microsoft Excel. Kinetické modelovani bylo provadéno
pomoci programu Gepasi verze 3.21 (Mendes, 1993, 1997; Mendes a Kell, 1998).

Vysledky v této dizertacni préci jsou ukdzany ve forme aritmetickych primeéri
a smérodatnych odchylek. Statistickd vyznamnost byla hodnocena parovym nebo
neparovym Studentovym t-testem nebo pomoci ANOVA testu (Sigma Plot, Jandel

Scientific). Hladina statistické vyznamnosti (o) byla stanovena na hodnotu 0,05.

4.8. Pouzité rovnice

Rychlostni konstanta zavirani iontového kandlu NMDA receptoru (k;) byla

stanovena z prumérné doby jeho otevieni (1,):

M ke=1/1
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Rychlostni konstanta otevirani NMDA receptoru (k,) pak byla pocitana

z definice pravdépodobnosti otevieni (P,) iontového kandlu:
)  Po=ko/ (ko +k¢)

Casovy pribéh deaktivace, ptip. desenzitizace NMDA receptorti byl fitovan

bud’ jedno-, nebo dvouexponencialni funkci:
) It =Aexp(-t/1)+C
(IV) I(t) = Arychlé exXp ('t / Trychlé) + Apomalé eXp (‘t / Tpomalé) +C

kde T (Trychi¢, Tpomats) predstavuje Casovou konstantu poklesu proudové odpovedi
(I(t)), A (Arychis, Apomatis) amplitudu piisluSné slozky exponencialni funkce a C

absolutni ¢len.

Teplotni zavislost rychlostnich konstant (k(T)) muze byt vyjddifena pomoci

koeficientu Q;¢ nebo aktivacni energie (E,), kterd je definovana Arrheniovou rovnici:
(V) k(T)=Aexp (-E./RT)

kde A je konstanta, R univerzalni plynové konstanta (R = 8,3145 J"' mol K™)
a T absolutni teplota. Hodnota E, je pak vypocitina ztzv. Arrheniova grafu

(In k proti 1/T):
(V) E,=-smérnice x R

V ptipad¢ urCovani teplotni zavislosti Casovych konstant (t) bylo misto
rychlostni konstanty ,,k* do Arrheniovy rovnice dosazeno a pro sestrojeni

Arrheniova grafu pouzito 1/ 1.

Koeficient Qjo byl pocitan z hodnot, které pro dané teploty udaval Arrhenitv

graf, nasledovné:

37



(VID)  Q1o(T) = k(T + 10) / k(T)

Pfi analyze inhibi¢niho G¢inku steroidnich latek byla pocitana hodnota ICs (t).

koncentrace steroidu vyvolavajici 50% inhibici) z rovnice:
(VIII) relativni odpovéd (= 1 - relativni inhibice) = 1 / (1 + ([steroid] / ICs0)")

kde relativni odpoveéd’ byla uréena z poklesu proudové odpovédi po aplikaci

steroidu (jak ukazuje Obr. 4.2) a h je Hillav koeficient.

Obr. 4.2. Stanoveni inhibi¢niho ucinku steroidii. Mira inhibice byla pocitana
z hodnot zndzornénych v obrazku Sipkami: relativni inhibice = (1 - b/a) * 100 %.

38



5. VYSLEDKY

5.1. Teplotni zavislost NMDA receptoru

Experimenty byly provadény na HEK293 bunkach exprimujicich
rekombinantni NMDA receptory o podjednotkovém sloZzeni NR1-1a/NR2B a na
kultivovanych hipokampdlnich neuronech. Receptory byly aktivovany kratkou
(2 ms) ¢i dlouhou (3-5 s) aplikaci glutamatu (1 mM, piip. 1 uM) a jejich proudové
odpovédi snimany elektrofyziologickou metodou terc¢ikového zamku. Snimany byly
bud’ odpovédi celé buiiky, nebo receptorti obsazenych v ter¢iku vytrzeném z bunééné
membrany. Pro dosazeni nejlep$i mozné kontroly nad teplotou aplikovanych roztokt
(minimalizace moznych teplotnich ztrat v mistech kontaktu s podlozkou) byly
v téchto pokusech bunky mikropipetou vyzvednuty ze dna snimaci misky a umistény
pfimo do proudu kontrolniho extracelularniho roztoku vytékajiciho z aplikacni theta-
trubicky (viz Obr. 4.1 A). VSechna méteni probihala v aplikaénim extracelularnim

roztoku bez Mg®", obsahujicim 0,5 mM Ca®" (0,7 mM CaCl, + 0,2 mM EDTA) a 10
uM glycin.

5.1.1. Vliv teploty na amplitudu makroskopickych odpovédi NRI/NR2B receptorii
Proudové odpovédi rekombinantnich NR1/NR2B receptorti na 5 s aplikaci
1 mM glutamatu byly snimany pfi teplotach pfiblizné 25, 35 a 45°C vzdy na téze
bunice. ZvysSeni teploty vyvolalo tii zfejmé efekty: zménu amplitudy proudové
odpovédi (zvySeni pii 35°C a nasledny pokles pii 45°C), zrychleni desenzitizace a
taktéz zrychleni deaktivace odpovédi NMDA receptorit (Obr. 5.1 A). Pokles
amplitudy pti 45°C byl reversibilni (ovéfovano opétovnym méfenim pii 25°C), a
nebyl tudiz zplsoben denaturaci proteind, internalizaci receptorit ¢i jinymi
nezadoucimi nespecifickymi disledky zvySené teploty. Graf na Obr. 5.1 B shrnuje
vysledky z péti bunc¢k vyjadiené jako relativni amplituda - vztazeno k amplitudé
odpovédi dané bunky pii 35°C. Rozdily mezi amplitudami pti 25 a 35°C, stejné jako
pii 35 a 45°C byly statisticky vyznamné, a to 1 po normalizaci na zvysujici se
jednotkovou vodivost NMDA receptorit (bilé sloupce v Obr. 5.1 B), kterd byla
uréena analyzou amplitud odpovédi jednotlivych iontovych kanald (viz Obr. 5.3 A,
C). Pribéh teplotni zavislosti amplitudy odpovédi NMDA receptorti je tedy

ovliviiovan vice faktory: kromé teplotni zavislosti jednotkové vodivosti ziejmé také
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kinetickymi charakteristikami funkce téchto iontovych kandli a jejich rtiznou

citlivosti na zmény teploty.
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Obr. 5.1. Teplotni zavislost amplitudy odpovédi NMDA receptort. (A) Proudové
odpovédi HEK293 buiiky exprimujici NRI1/NR2B receptory na aplikaci 1 mM
glutamatu pii uvedenych teplotdich. Doba aplikace (5 s) je vyznafena Cernym
obdélnikem. VSechny uvedené zaznamy pochazeji z téZe buinky. (B) Graf zavislosti
relativni amplitudy (vztazeno k hodnoté pti 35°C) maxima proudové odpovédi
NRI/NR2B receptori na teploté. Bil¢ sloupce znazornuji hodnoty relativni
amplitudy dale normalizované s ohledem na jednotkovou vodivost NMDA receptord,
rostouci s teplotou (viz Obr. 5.3 A, C). Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné
rozdily (parovy t-test, P <0,01).

5.1.2. Kineticka charakterizace NMDA receptoru a jeji teplotni zdavislost

5.1.2.1. Model aktivace NMDA receptoru

Pii popisu mechanismu aktivace NMDA receptori bylo jako vychozi model
pouzito schéma navrzené Lesterem a Jahrem (Lester a Jahr, 1992). Tento model (viz
Obr. 5.2 A, Schéma 1) pocitd se dvéma navzajem nezavislymi vazebnymi misty pro
agonistu (glutamat), po jejichz obsazeni mize receptor bud’ otevtit iontovy kanal,
nebo vstoupit do desenzitizovaného stavu. V této podobé se vSak model ukazal pro

interpretaci naméfenych dat jako nevyhovujici, nebot’ nepopisoval dobie prabéh
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desenzitizace. Pokles proudové odpovédi béhem pretrvavajici aplikace agonisty je
zpisoben vstupem receptori do desenzitizovaného stavu: kdyby tento stav byl
skutetné jediny, jak tvrdi vySe uvedeny model, musel by casovy pribeh
desenzitizace byt popsatelny jednoexponencidlni funkci, ve skutecnosti vSak byl
dvouexponencidlni. Tento  problém byl vyfeSen zavedenim  druhého
desenzitizované¢ho stavu do pouzivaného schématu (viz Obr. 5.2 A, Schéma 2).
Navic bylo zji§téno, 7e pomala slozka desenzitizace je zavisla na piitomnosti Ca**
(viz Obr. 5.2 B), a nejedna se tudiz o desenzitizaci receptoru v uzsim slova smyslu,
ale o Ca’"-zavislou inaktivaci (Vyklicky, 1993; Krupp et al., 1996) - proto byl

prislusny stav oznacen pismenem ,,I*.

Schema 1
2k, ky, Kk,
R+A =— RA+A <=—— RAA =——O
u 2ku kc
D
Schéma 2 |
k+-| k_i
L L‘. &.
R+A =— RA+A =—— RAA =—/—O
ku 2ku kc
k-d k+d
D
B Glu 0 Ca* Glu 0.5 mM Ca*

—

|_1nA

1s

Obr. 5.2. Kinetické schéma aktivace NMDA receptoru. (A) A oznacuje agonistu
(glutamat), ostatni pismena pak receptor samotny (R), sjednou navazanou
molekulou glutamétu (RA), se dvéma molekulami glutamatu (RAA), v otevieném
(O), desenzitizovaném (D) a inaktivovaném (I) stavu. (B) Odpovéd’ téze bunky na
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aktivaci 1 mM glutamatem v roztoku neobsahujicim Ca®" (0 Ca®") a ve standardng
uzivaném aplika¢nim roztoku, obsahujicim 0,7 mM CacCl, a 0,2 mM EDTA (0,5 mM
Ca”"). Desenzitizace v nepiitomnosti Ca’" byla fitovana (bild preruSovand &ara)
jednoexponencidlni funkci (t = 365 ms), zatimco v jejich piitomnosti funkci
dvouexponencialni (Trychie = 297 mS, Tpomats = 1914 ms, Aryenie = 50%).

5.1.2.2. Teplotni zavislost kinetickych charakteristik NMDA receptort

Mechanismus zvoleny pro popis aktivace NMDA receptori obsahuje pét
stavovych pfechodl charakterizovanych celkem osmi rychlostnimi konstantami:
rychlostni konstantou vazby (ky) a odvazovani (k,) glutamatu, otevirani (k,) a
zavirani (k;) iontového kanalu, desenzitizace (kiq), resenzitizace (kq4), inaktivace
(k+i) a navratu z inaktivovaného stavu (k;) NMDA receptoru. Dalsim tkolem bylo
pomoci kinetické analyzy odpovédi rekombinantnich NR1/NR2B receptorii stanovit
hodnoty téchto rychlostnich konstant pifi riznych teplotach (cca 25, 35 a 45°C) a
zjistit tak teplotni zavislost dil¢ich procesi v mechanismu aktivace NMDA
receptort.

Rychlostni konstanty otevirani a zavirani iontového kandlu NMDA receptoru
byly urCeny analyzou doby otevieni jednotlivych kanald. Ta byla pro kazdy
analyzovany tercik znazornéna pomoci kumulativniho grafu distribuce, ktery byl
prolozen exponencialni funkci, jejiz maximum ptedstavovalo hodnotu primeérné
doby otevieni (t,). Tyto hodnoty pak byly vyneseny do Arrheniova grafu (In (1/1,)
proti 1/ T), ktery urcil nasledujici hodnoty 1,: 2,60 ms pro 25°C, 1,22 ms pro 35°C a
0,60 ms pro 45°C (aktiva¢ni energie E, =58 + 3 kJ mol”, koeficient Qo = 1,4).
Rychlostni konstanta zavirani iontového kanalu (k. =1/ 1,) pak pro 25, 35 a 45°C
nabyva hodnot 385,0 s, 820,8 s' a 1668.,6 s a rychlostni konstanta otevirani (ko),
spocitand pomoci defini¢niho vztahu pro pravdépodobnost otevieni (P, =k, / (ko +
ke)), hodnot 42,8 s pro 25°C, 91,2 s™' pro 35°C a 185,4 s pro 45°C (v souladu
s literaturou (Chen et al., 1999; Petrovic et al., 2005) pouzita hodnota P, = 10%).
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Obr. 5.3. Teplotni zavislost odpovédi jednotlivych iontovych kanali
rekombinantnich NRI/NR2B receptori v membranovych tercicich vytrzenych
z HEK293 bunék. (4) Rozdéleni amplitud odpovédi jednotlivych NRI1/NR2B
receptorti na aplikaci 0,5 pM glutamatu pti 25, 35 a 45°C, prolozeno Gaussovou
ktivkou. Vlozené obrazky ukazuji ptiklady elektrofyziologickych zaznamu. (B)
Histogram dob otevieni iontovych kanall (na svislé ose odmocnina z poctu udalosti
dané doby trvani) prolozeny jednoexponencialni funkci. Data prezentovana v (4) a
(B) pochazeji ze stejnych terciki. (C), (D) Arrheniovy grafy popisujici teplotni
zéavislost amplitudy (C) a primérné doby otevieni (D).
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Ostatni rychlostni konstanty byly stanoveny kinetickou analyzou odpovédi
celych HEK293 buné¢k exprimujicich NR1/NR2B receptory na nékolikasekundovou
aplikaci 1 mM glutamatu (Obr. 5.4 A). Zaznamy téchto odpovédi (resp. jejich casti -
viz dale) byly fitovany pomoci pocitacového programu Gepasi ve tfech po sobé
jdoucich krocich:

Nejprve byla fitovana ¢ast odpoveédi béhem aplikace agonisty za ucelem
stanoveni rychlostnich konstant charakterizujicich desenzitizaci a inaktivaci, tj. kiq,
k.4, kyi a k.. Konstanty k, a k; byly zndmé (viz vyse), k, a k, byly nastaveny fixné na
hodnoty k, = 0,65 uM'ls'1 ak,=5 7a225s" pro 25, 35 a 45°C. Vzhledem
k suprasaturujici koncentraci glutamatu (1 mM; vice nez o tfi fady vyssi nez ECs)
byly hodnoty konstant k.4, k.4, k+; a k. ur€ené timto zptisobem relativné nezavislé na
nastavenych hodnotéch k;, a ky, coz bylo ovéfeno zpétné opakovanim tohoto kroku s
dosazenymi hodnotami ky a k, ur¢enymi v dalSich fazich analyzy. Obr. 5.4 A a;-a;
ukazuje, ze jak nastup, tak ¢asovy prubéh poklesu proudové odpovédi v dusledku
desenzitizace a inaktivace byly modelem dobie popséany.

Poté¢ byla urcena rychlostni konstanta odvazovani glutamatu (k,), a sice
analyzou deaktivace receptort, tedy poklesu proudové odpovédi po ukonceni
aplikace agonisty. Konstanty k,, k., kiq, kg, ki a k;j byly fixovany na hodnotach
5.4 A b;-b; je patrné zrychleni deaktivace pii vyssich teplotach.

Poslednim krokem bylo fitovani nastupu odpovédi za ucelem stanoveni
rychlostni konstanty vazby glutamatu (ky), kterd byla v této fazi ponechana jako
jediny volny parametr (ostatni kinetické konstanty jiz byly znamé). Rychlost nastupu
se srostouci teplotou zvySovala (viz vloZené obrazky v Obr. 5.4 A aj-az): Cas
potiebny k 10-90% naristu byl 6,76 + 0,53 ms pii 25°C, 3,87 + 0,59 ms pii 35°C a
2,53 £ 0,43 ms pro 45°C (ptiblizné teploty).

Hodnoty k.4, kg, ks, ki, ko a k, ziskané fitovanim odpovédi jednotlivych
bun¢k byly vyneseny do Arrheniovych grafii: In k jako linearni funkce 1/ T, jejiz
smérnice slouzi k vypo¢tu aktivacni energie (E,) - miry teplotni citlivosti
jednotlivych procesii (Obr. 5.4 B). Hodnoty E,, jakoz i teplotniho koeficientu Qo a
jednotlivych rychlostnich konstant, jak je pro 35°C urcCuje ptislusny Arrhenitiv graf,

jsou uvedeny v Tabulce 1.

44



A 1 mM Glu
'y 'y Y |

25,3°C 354°C 44,7°C

|0,1 nA

04s
B Desenzitizace Inaktivace Vazba Glu
Teplota (°C) Teplota (*C) Teplota (°C)
45 40 35 30 25 45 40 35 30 25 45 40 35 30 25
L]
100 100+
= ]
-.‘210 E 10 4
¥ =
= 1 %.w\{. ¥D1 E .
0,1 ® 011
10 100 100
©10 10 10 1
> 8 ) E’; %LMD
2 1 2 1 LR
o+ o1 ©° o
315 325 335 315 325 335 315 325 335
1T (1000/K) 1/T (1000/K) 1T (1000/K)

Obr. 5.4. Vliv teploty na pribéh odpovédi vyvolanych vysokou koncentraci
glutamatu. (4) Proudové odpovédi HEK293 bun¢k exprimujicich NR1/NR2B
receptory na aplikaci 1 mM glutamatu pfi riiznych teplotich byly pouzity pro
kinetické modelovani. Proudy ptedpovézené modelem jsou zobrazeny v obrazcich
aj;-a; a b;-bz jako plné cary superponované na experimentalni data (zndzornéna
teCkami). Vyiezy v a;-a; ukazuji nastup odpovédi na detailngjsi Casové skale.
Zobrazené zaznamy pochdzeji zrliznych bunck. (B) Arrheniovy grafy teplotni
zéavislosti rychlostnich konstant desenzitizace (k.q), resenzitizace (kg4), inaktivace
(k+i), ndvratu z inaktivovaného stavu (k.), vazby (ky) a odvazovani glutamatu (k)
pro 9-10 bunék analyzovanych pfi kazdé teploté (priblizné 25, 35 a 45°C). Stejné
meétitko grafii umoznuje pfimé vizudlni porovnani teplotni zéavislosti jednotlivych

rychlostnich konstant (hodnoty E, a Q;¢ viz Tabulka 1).
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Tabulka 1. Teplotni zavislost rychlostnich konstant mechanismu aktivace NMDA
receptord.

hodnota pii 35°C E, (kJ/mol) Q10 pro 35°C
Kea (s7) 11,4 190,2 + 18,5 10,31
kg (s 11,8 124,1 10,2 4,58
kii (s7) 0,80 62,9 + 10,5 2,16
ki(s) 1,01 16,7+ 9,1 1,23
ky (uM's™ 0,58 -44+78 0,95
ke (s 6,19 103,7 + 7,0 3,57

5.1.2.3. Aktivace NMDA receptoru nizkou koncentraci glutamatu

Prestoze odpovédi rekombinantnich NR1/NR2B receptorti na aktivaci 1 mM
glutamatem byly v pfedchozi kapitole zvolenym modelem dobife popsany, byla
provedena dalsi série experimenttli a analyz, pro ucely citlivéjsi charakterizace vazby
agonisty tentokrat pouzivajici niz$i koncentraci glutamatu, konkrétné¢ 1 uM. Jinak
byla strategie obdobna: proudové odpovédi NR1/NR2B receptort v HEK buiikach na
nekolikasekundovou aplikaci 1 uM glutamatu pii teplotach piiplizné 25, 35 a 45°C
(Obr. 5.5 A) byly analyzovany s vyuzitim programu Gepasi. Rychlostni konstanta k,
byla stanovena fitovanim deaktivace (Obr. 5.5 A aj-a;3), k, fitovanim nastupu
odpovédi. Konstanty k,, k¢ kid, kg, kii a ki byly spocitdny z pfislusnych
Arrheniovych grafii vzdy pro danou teplotu.

Analyza deaktivace vedla k nasledujicim charakteristikdm teplotni zavislosti
rychlostni konstanty odvazovani glutamatu (k,): E, = 103,0 £+ 5,7 kJ mol™, Q;0(35°C)
= 3,54 a ky(35°C) = 6,56 s (Obr. 5.5 C). Tyto hodnoty se vyznamng nelisi od t&ch
ziskanych analyzou odpovédi na 1 mM glutamat (viz Tabulka 1).
dosud uzivaného modelu nedafilo dobie vystihnout (viz pferuSovana cara v Obr. 5.5
B). Skute¢ny nastup mél ve vSech ptipadech ostiejsi zacatek, nez predpovidal model.
Proto byl pouzit pozménény model, ktery pocitd s moznosti otevieni iontového
kanalu NMDA receptoru uz po navazani jedné molekuly glutamatu (viz Obr. 5.5 E).
Toto alternativni otevirani bylo kineticky charakterizovano tak, ze k. byla pouzita
stejna jako u ptechodu O — RAA, protoze graf distribuce dob otevieni byl fitovan
jednoexponencialni funkci (viz Obr. 5.3 B), a k, byla ponechan jako volny parametr

tak, aby celkovd pravdépodobnost otevieni byla 10 %. Tento model poskytl
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statisticky vyznamné lepsi fit (plna ¢ara v Obr. 5.5 B) nez pfedchozi (srovnéani souct
druhych mocnin odchylek ptfedpovézenych odpovédi od namétenych). Arrheniiv
graf pro takto stanovenou ki, (Obr. 5.5 D) urc€il nasledujici charakteristiky: E, = 60,1
+ 11,5 kI mol”, Q10(35°C) = 2,09 a ky(35°C) = 1,66 pM™'s™".

A 1 UM Glu

24.2°C 34,5°C |

Teplota (°C)
45 40 35 30 25

315 325 335

1/T (1000/K)
|
E A
k+i Lk_l
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R+A = RA+A =—— RAA =—— 0O,
K, 2k, k.
kcj Lko' K Lkm

0, D

Obr. 5.5. Teplotni zavislost NR1/NR2B receptori aktivovanych nizkou koncentraci
glutamatu. (A4) Proudové odpovédi HEK293 bunék exprimujicich NRI1/NR2B
receptory na aplikaci 1 uM glutamatu pii rGznych teplotach byly pouzity pro
kinetické modelovani. Proudy ptedpovézené modelem jsou zobrazeny v obrazcich
a;-a; jako plné ¢ary superponované na experimentalni data (zndzornénd teckami).
Zobrazené zaznamy pochazeji z riiznych bunék. (B) Nastup proudové odpovédi na
1 uM glutamat zndzornény teckami, na které jsou superponovany vysledky fitovani
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vychazejicich z tradi¢niho (Schéma 2 v Obr. 5.2; pferuSovana cara) a alternativniho
(dvé otevfeni; viz (E)) modelu aktivace NMDA receptort. (C, D) Arrheniovy grafy
teplotni zavislosti rychlostnich konstant vazby (k) a odvazovani glutamatu (k,) pro
5-7 bunék analyzovanych pti kazdé teploté (pfiblizn¢ 25, 35 a 45°C). (E) Schéma
alternativniho modelu aktivace NMDA receptora uzitého v této kapitole.

5.1.3. Vliiv teploty na priubéh deaktivace NMDA receptori

Dalsi pokusy byly zamétfeny na charakterizaci teplotni zavislosti deaktivace
NMDA receptorti po velmi kratké (2 ms) aplikaci glutamatu. Ta predstavuje jakysi
model synaptického pienosu zprosttedkovaného NMDA receptory, jelikoz
synaptické NMDA receptory jsou pusobeni glutamatu vystaveny po podobné kratkou
dobu (odhaduje se ~1 ms, s maximalni koncentraci ~1 mM) (Clements et al., 1992).
Deaktivace nativnich NMDA receptort po takto kratké aktivaci ma
dvouexponencidlni pribeh, coz bylo vysvétlovano vlivem desenzitizace, kterd ma
pokles proudové odpovédi v Casné fazi deaktivace zrychlovat a v pozdéjsi naopak
zpomalovat (Lester a Jahr, 1992). Bylo tedy otazkou, jakym zplisobem se vysoka
mira teplotni citlivosti desenzitizace zjiSténa v predchozi analyze (Qio pro kg a k4
nabyva hodnot 10,3 resp. 4,6) projevi na teplotni zavislosti deaktivace NMDA

receptortl.

5.1.3.1. Rekombinantni NR1/NR2B receptory
Proudové odpovédi HEK293 bunék exprimujicich NR1/NR2B receptory na

2 ms aplikaci glutamatu pti teplotach ptiblizn¢ 25, 35 a 45°C (Obr. 5.6 A) byly
snimany stejnym zplusobem jako v kapitole 5.1.2.2 - jediny rozdil byl v délce
aplikace agonisty (v nékterych ptipadech byla stejna butika testovana postupné podle
obou protokolti - kratka i dlouha aplikace). Casovy priibéh deaktivace byl fitovan
v programu Clampfit dvouexponencialni funkci, jejiz ¢asové konstanty nabyvaly
téchto primérnych hodnot: Tryene = 192 £ 29 ms pro 24,2-25,2°C, 47 + 17 ms pro
35,2-36,5°C a 12 £ 2 ms pro 44,4-46,1°C, zatimco Tpomaie = 731 = 98 ms, 216 * 28
ms a 95 + 23 ms. Hodnoty E; a Qo vypoctené z Arrheniova grafu pro Trychi¢ @ Tpomalé
(Obr. 5.6 B) jsou uvedeny v Tabulce 2. Relativni zastoupeni rychlé a pomalé slozky
vykazovalo jen nepatrnou teplotni zavislost (Obr. 5.6 C).

Vysledky téchto pokusii poslouzily pro ovéteni validity pouzitého modelu
aktivace NMDA receptori: hodnoty rychlostnich konstant uréené ziskanymi

Arrheniovymi grafy (viz Obr. 5.4 B a Tabulka 1) pro 25, 35 a 45°C byly dosazeny do
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programu Gepasi a pouzity pro simulaci odpovédi NMDA receptort na 2 ms aplikaci
1 mM glutamétu. Pribéh deaktivace téchto simulovanych odpovédi pak byl fitovan
v programu Clampfit stejnym zpiisobem jako redlné odpovédi, tj. dvouexponencidlni
funkci s nasledujicimi ¢asovymi konstantami: Trychise(25°C) = 219 ms, Tryenie(35°C) =
35 ms a Tryche(45°C) = 6 ms, zatimco Tpomas(25°C) = 691 ms, Tpomaie(35°C) = 217 ms
a Tpomalé(45°C) = 88 ms.
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315 325 3.35
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Obr. 5.6. Teplotni zéavislost deaktivace rekombinantnich NR1/NR2B receptorti
aktivovanych kratkou aplikaci glutamatu. (A4) Piiklady proudovych odpovéedi
HEK?293 bun¢k exprimujicich NRI1/NR2B receptory na 2 ms aplikaci 1 mM
glutamatu pii riznych teplotach. Zobrazené zaznamy pochézeji z riiznych bunck. (B)
Arrhenitiv graf casovych konstant dvouexponencialni funkce popisujici priibéh
deaktivace a srovnani naméienych hodnot (plnd c¢ara; n = 5-7) shodnotami
predpovézenymi modelem v kapitole 5.1.2.2 (pferusovana cara). (C) Relativni podil
rychlé slozky (spo€itano jako (Arychic / (Aryehic T Apomats)) X 100%) a jeho zavislost na
teploté.
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5.1.3.2. Nativni NMDA receptory

Cilem dalSich pokusti bylo porovnat vySe popsanou teplotni zavislost
deaktivace rekombinantnich NR1/NR2B receptorti s deaktivaci nativnich NMDA
receptori z kultivovanych hipokampalnich neuronti. Jelikoz vSak neni technicky
mozné opakovat stémito neurony identické experimenty jako s HEK buinikami
(neurony nelze vyzvedavat ze dna kultivaéni misky), byly misto odpovéedi celych
bunék zaznamenivany odpovédi membrdnovych ter¢ikii ztéchto neuronil
vytrzenych. Pro zajisténi vyhradni aktivace NMDA receptorit byl do aplikacniho
roztoku pfidan 10 uM  CNQX (inhibitor AMPA/kainatovych receptortl) a
koncentrace glutamatu byla snizena na 100 uM. Proudové odpovédi vytrzenych
ter¢ikli na 2 ms aplikaci glutamatu byly opét snimany pii teplotach ptiblizné 25, 35 a
45°C (Obr. 5.7 A) a nasledné fitovany v programu Clampfit dvouexponencidlni
funkci, pficemz k fitovani byl vzdy pouzit proudovy zaznam vznikly zpramérovanim
nejméné tii odpoveédi piislusného terciku. Casové konstanta Trychie Nabyvala hodnot
25,2 £ 6,3 ms pro 24,0-25,0°C, 11,2 £ 2,2 ms pro 32,7-35,7°C a 6,9 + 2,2 ms pro
43,5-45,7°C. Pomaléa slozka se na amplitudé¢ dvouexponencialni funkce podilela jen
malo (vétSinou <10 %), coZ spolu s nizkou amplitudou odpovédi (desitky pA)
neumoznilo ziskat konzistentni hodnoty Tpomae. Ea @ Q1o vypoCtené z Arrheniova

grafu pro tyyenie (Obr. 5.7 B) jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2. Teplotni zavislost ¢asovych konstant deaktivace NMDA receptort.

hodnota pii 35°C E, (kJ/mol) Qo pro 35°C
NR1/NR2B:
Tryehte (MS) 46,4 106,1 £5,4 3,68
Tpomalé (MS) 243,1 79,3 £ 4,1 2,65
nativni:
Trychle (MS) 12,2 574+5,3 2,02
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Obr. 5.7. Teplotni zavislost deaktivace nativnich NMDA receptorit aktivovanych
kratkou aplikaci glutamatu. (A4) Ptiklady proudovych odpovédi membranovych
ter¢ikl vytrzenych z kultivovanych hipokampélnich neuronti na 2 ms aplikaci 100
uM glutamatu pii riznych teplotich. Zobrazené zaznamy pochazeji z rtznych
ter¢ikd. (B) Arrheniliv graf casové konstanty t.cne dvouexponencidlni funkce
popisyjici pribéh deaktivace (n = 5-8).

5.1.4. Teplotni zavislost desenzitizace NMDA receptorii

5.1.4.1. Rekombinantni NR1/NR2B receptory

Vysledky kinetického modelovani v kapitole 5.1.2.2 zjistily nejvys$Si miru
teplotni zavislosti u rychlostnich konstant popisujicich pfechod NMDA receptoru do
desenzitizovaného stavu: kiq (Qio = 10,3) a k4 (Qi0 = 4,6). Nabizi se tedy otazka,
jakym zpusobem se toto projevi na casovém pribéhu desenzitizace a jeho teplotni
zéavislosti. Pro analyzu byly pouzity stejné odpovédi HEK293 bun¢k exprimujicich
NRI1/NR2B receptory na 1 mM glutamat jako pro kinetické modelovani v kapitole
5.1.2.2 (viz Obr. 5.4 A). Priibéh desenzitizace byl fitovan dvouexponencialni funkci
a jeji casové konstanty pak vyneseny do Arrheniova grafu (Obr. 5.8 A). Primérné

hodnoty Trychis @ Tpomats pro priblizné 25, 35 a 45°C byly nésledujici: Trycnie = 170 £ 38
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ms, 71 £39ms a 11 +5 ms, Tyomaie = 1202 + 343 ms, 1357 = 948 ms a 471 £ 269 ms
(n = 4-10). Hodnoty E, a Qjo jsou uvedeny v Tabulce 3, zavislost podilu rychlé
slozky (Arychie) na teploté v Obr. 5.8 B.

A Teplota (°C) B
45 40 35 30 25 100 5
8ol @ } _4—..‘.
X L o
“'%60- ® ®
S L)
< 40
201
3,15 3,25 3,35 20 25 30 35 40 45 50
1000/T (K™ Teplota (°C)

Obr. 5.8. Teplotni zavislost desenzitizace rekombinantnich NR1/NR2B receptort.
(A) Arrhenitiv graf casovych konstant dvouexponencidlni funkce popisujici priabéh
desenzitizace (n = 4-10). (B) Relativni podil rychlé slozky a jeho zavislost na teplot¢.

5.1.4.2. Nativni NMDA receptory

Pro srovnani byl analyzovan ¢asovy pribé¢h desenzitizace nativnich NMDA
receptorii v membranovych tercicich vytrzenych z kultivovanych hipokampalnich
neurond. Obdobné jako pii studiu deaktivace (kapitola 5.1.3.2) byl na terciky
aplikovan 100 mM glutamat v pfitomnosti CNQX, tentokrat po dobu 3 s. Pfiklady
proudovych odpovédi ukazuje Obr. 5.9 A. Ve srovnani s odpovéd'mi celé buiky
(Obr. 5.4 A) vykazuji terCiky vyrazné vys$s$i miru desenzitizace, blizici se az sto
procentim. Pribéh desenzitizace (primér min. ze tfi odpovédi) byl fitovan
dvouexponencialni funkci, z jejichZz ¢asovych konstant Trychi¢ @ Tpomal¢ byla vSak pro
dals$i analyzy pouzita pouze prvni jmenovani. Tpomai¢ Nebylo mozné spolehlivé
stanovit, ze stejnych divodi jako v pfipad¢ deaktivace (nizky podil pomalé
komponenty + nizkd amplituda odpovédi - viz kapitola 5.1.3.2). Konstanta Trychi
nabyvala primérnych hodnot 47,8 + 8,3 ms pro teploty 24,9-26,7°C, 18,2 £ 2,8 ms
pro 34,2-36,8°C a 9,6 £ 0,9 ms pro 44,5-45,0°C (n = 4-7). Hodnoty E, a Qo

vypoctené z Arrheniova grafu pro tryene (Obr. 5.9 B) jsou uvedeny v Tabulce 3.
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Tabulka 3. Teplotni zavislost Casovych konstant desenzitizace NMDA receptord.

hodnota pri 35°C E, (kJ/mol) Qg9 pro 35°C
NR1/NR2B:
Trychle (MS) 47,7 111,8 12,2 3,94
Tpomalé (MS) 841,7 47,1 £15,2 1,78
nativni:
Trychle (IMS) 20,0 66,4 +4.,4 2,26

A 100 uM Glu

26.8°C ‘ o0 pry

1s

i

36‘1GC | 60 pA

1s

B Teplota (°C)
45 40 35 30 25

315 325 335
1000/T (K™

Obr. 5.9. Teplotni zavislost desenzitizace nativnich NMDA receptoril. (4) Piiklady
proudovych odpovédi membranovych ter¢ikii vytrzenych z kultivovanych
hipokampalnich neuronti na 3 s aplikaci 100 uM glutamatu pfi rtiznych teplotach.
Zobrazené zdznamy pochéazeji zruznych terCikd. (B) Arrhenidv graf casové
konstanty Trychi¢ dvouexponencidlni funkce popisujici pribéh desenzitizace (n = 4-7)

5.2. Modulace NMDA receptoru derivaty neurosteroida

Modulace aktivity NMDA receptort steroidnimi latkami, z nichz nékteré jsou
syntetizovany pifimo v nervové tkani, predstavuje podle dosud znamych udaji (viz
kapitola 2.3.2) komplexni mechanismus, jehoz zakonitosti nejsou jesté zcela znamy.
Struktura steroidu je vSak nesporné klicovym faktorem pro jeho uc¢inek na NMDA

receptor, o ¢emz sved¢i uz samotny fakt, Ze dva nejtypictéjsi zastupci potenciacnich,
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resp. inhibi¢nich neurosteroidii, PS a 3a5B8S (Wu et al., 1991; Park-Chung et al.,
1994), se lisi pouze jednou dvojnou vazbou a konfiguraci na uhliku C3. Dalsi ¢ast
této disertacni prace se zabyva vztahem struktury steroidu a jeho efektu na funkci
NMDA receptorti. Za timto téelem byly na Ustavu organické chemie a biochemie
AV CR, v.v.i. syntetizovany derivaty 3a5BS, jejichz uéinek na odpovédi NMDA
receptort byl nasledné testovan.

Testovani probihalo tak, ze na neuron ¢i HEK293 bunku exprimujici
NRI1/NR2B receptory byl nejprve aplikovan samotny agonista (100 uM NMDA
v piipadé neuroni, 1 mM glutamat pro HEK bunky), poté agonista (stejna
koncentrace) spolecné se steroidem a nakonec opét samotny agonista. Kazda z téchto
fazi trvala typicky pét vtefin, pfi¢emz v ptipad€ pomalé vazby ¢i odvazovani steroidu
byl ptislusny krok podle potieby prodlouzen, aby vzdy bylo dosazeno ,,ustaleného*
stavu (viz Obr. 4.2). Proudové odpoveédi nativnich ¢i rekombinantnich NMDA
receptorit (piiklady viz Obr. 5.10) byly sniméany elektrofyziologickou metodou
ter¢ikového zdmku (snimdni z celé bunky) a néasledné vyhodnocovany pomoci
programu Clampfit. Ur¢eni miry inhibice zplsobené aplikaci steroidu je popsano
v kapitole 4.8; zjisténé hodnoty pak byly pouzity pro orientac¢ni vypocet ICsy podle
rovnice (VIII), kam byla dosazena koncentrace steroidu pouzita v pokusu a Hillav
koeficient: 1,2 pro neurony a 1,5 pro rekombinantni NR1/NR2B receptory - hodnoty
jiz diive vna$i laboratofi stanovené pro 3aS5BS na buikéach pfislusného typu
(Petrovic et al., 2005).

Tabulka 4 ukazuje prehled derivati 3a5BS, rizné substituovanych na C3, pfip.
i na C7, které byly testovany na kultivovanych hipokampalnich neuronech.

Koncentrace steroidu byla 100 uM.
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Obr. 5.10. Ptiklady testovani G¢inku steroidnich latek na funkci NMDA receptort.
Proudové odpovédi kultivovanych hipokampalnich neuronti na aplikaci 100 uM
NMDA a 100 uM steroidu. Zobrazené zaznamy pochazeji z testovani steroidu ¢. 8

(4),1 (B) a 21 (C).

Tabulka 4. Struktura a inhibi¢ni uc¢inek steroidl testovanych na kultivovanych
hipokampalnich neuronech.

inhibice (%) | ICso (uM) | n

[

CH
CH, &

XN CHj
\ 713+50 | 472+99 | 5
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CH,
0
CHs
2 692+70 | 51,9+14.2
3 56,8 +23 79,8 + 6,1
4 35,1+2,6 |167,6+15,5
5 34,1+10,2 | 185,8 +61,1
6 21,4+2,7 |299,9+40,9
7 352+2,7 |167,2+16,3
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8 174+43 |383,5+93,5| 5
9 469+9,7 | 116,0+£36,5| 5
10 37,8+4,7 | 153,8+25,0| 6
376,3 +
11 255+9,7 109.7 7
12 29.8+3,6 |2064+31,1 | 4
= ﬁ W |§| ey
© O;\CHa

Dalsi série steroidii odvozenych od 3a5BS byla testovana na rekombinantnich
NR1/NR2B receptorech exprimovanych v HEK293 burnkach. Koncentrace steroidu
v téchto pokusech byla 200 uM (neni-li uvedeno jinak). Vysledky jsou shrnuty
v Tabulce 5.
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Tabulka 5. Struktura a inhibi¢ni ucinek steroidii testovanych na HEK293 bunkach

exprimujicich NR1/NR2B receptory.

inhibice (%) | 1Cso (uUM)
CHs
CHs
o
CH,
o
13 . 83,6 +2,7 67,6 £ 8,9
2 o
o
H
o
OH
CHj, GHs
o
CHs
o
14 H N o 77,1+£52 | 89,4+17,6
H
Ho” o
CHs s
o
CH,
o
15 . 36,3+3,2 |2923+25,5
o™
H
o
HoN
OH
CH,
CHg
o
CH3
16 434+34 |2393+21,3
H
CH, Hs
o
CHs
17 precipitoval -
o
Il
Hac—(ls:L—o )
CH, s
CH ° 154,3
3 3+
18 o 63,6 21,1 106,3
Hok“"“
H
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CHs
(o]
CH5
19 64,7+5,9 134,5+23,5 |5
HO _ .
| e
(9]
cH, CH,
(o]
CH,
20 40,1 £7,0% | 133,2+26,8 | 5
HO

31,1 +
21 575 - 4
S
1 | 672+82% | 57.6+13,0 | 6
N9
i o—d—o"
Il H
o]

* koncentrace steroidu 100 uM
" potenciace

Hodnoty ICsg jednotlivych steroida byly navzajem porovnany pomoci ANOVA
testu pro nalezeni statisticky vyznamnych (P<0,05) rozdili. Vysledky shrnuje
Tabulka 6 (v kapitole 6.7).
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Vysledky prezentované v této disertani praci jsou obsazeny v nasledujicich

publikacich:

Cais O, Sedlacek M, Horak M, Dittert I, Vyklicky L, Jr. Temperature dependence of
NR1/NR2B NMDA receptor channels. Neuroscience 2008; 151:428-438.

Stastna E, Chodounska H, Pouzar V, Kapras V, Borovska J, Cais O, Vyklicky L, Jr.
Synthesis of C3, CS5, and C7 pregnane derivatives and their effect on NMDA
receptor responses in cultured rat hippocampal neurons. Steroids 2009; 74:256-263.

Petrovic M, Sedlacek M, Cais O, Horak M, Chodounska H, Vyklicky L, Jr.
Pregnenolone sulfate modulation of N-methyl-D-aspartate receptors is
phosphorylation dependent. Neuroscience 2009; 160:616-628.

Korinek M, Sedlacek M, Cais O, Dittert I, Vyklicky L, Jr. Temperature dependency
of NMDA receptor channels and NMDA receptor EPSCs. (pfipravovano pro
publikaci)
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6. DISKUSE

V této disertacni praci jsme studovali zavislost funkce NMDA receptori na
teploté. Elektrofyziologickou metodou ter¢ikového zdmku byly méfeny proudové
odpovédi rekombinantnich NRI/NR2B receptori exprimovanych v HEK293
buiikdch a nativnich NMDA receptorti z kultivovanych potkanich hipokampalnich
neurond na aplikaci glutamatu pfi raznych teplotach v rozmezi 25-45°C. Tyto
odpovédi byly poté podrobeny kinetické analyze. Dalsi ¢ast disertacni prace se
zabyvala modulaci funkce NMDA receptorti steroidnimi latkami odvozenymi od

neurosteroidu pregnanolonsulfatu (3a.53S).

6.1. Teplotni zavislost amplitudy odpovédi NMDA receptori

Nase vysledky ukazuji, ze amplituda odpovédi jednotlivych iontovych kanalii
NR1/NR2B receptorii v rozmezi teplot 25-45°C monoténné stoupa (viz Obr. 5.3).
Zjisténd hodnota koeficientu Qj¢ 1,4 se dobie shoduje s hodnotou namétenou pro
NMDA receptory v ter¢icich z kultivovanych mysich neuronti v teplotnim rozmezi
14-24°C (Qio = 1,6) (Ascher et al., 1988). Obdobné shoda s citovanou studii panuje
ohledné teplotni zavislosti primérné doby otevieni: Ascher et al. (1988) uvadéji Qo
,,blizké dvéma®, vysledky v této diserta¢ni praci hodnotu 2,0.

Naproti tomu amplituda makroskopickych odpovédi celych bunck
zvySeni teploty z 25°C na 35°C provazi nartist amplitudy odpovédi, dalsi zvySeni na
45°C pak jeji pokles (viz Obr. 5.1). Jako vysvétleni tohoto jevu se nabizi moznost
snizeni amplitudy odpovédi v disledku desenzitizace receptoru, u které byla zjisténa
vysoka mira teplotni zavislosti (viz Tabulka 1). Tato hypotéza byla testovana
simulovanim odpovédi na 5 s aplikaci 1 mM glutamatu v programu Gepasi podle
modelu uzité¢ho ke kinetickému modelovani v kapitole 5.1.2.2, do n¢hoz byly
dosazeny rychlostni konstanty vypocitané pro danou teplotu z piislusnych
Arrheniovych grafli (viz Obr. 5.4 B). Vysledky simulaci (Obr. 6.1) ukazuji, ze
zrychleni desenzitizace pii vyssi teploté¢ skute¢né muze vyvolat pokles amplitudy
obdobny tomu pozorovanému u proudovych odpovédi v experimentech (viz Obr.

5.1): ze srovnani s hypotetickymi odpovéd'mi nedesenzitizujicich bunék vyplyva, ze
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zatimco pii 25°C snizuje desenzitizace amplitudu odpovédi pouze o 2 % a pii 35°C o

8 %, pt145°C je to 0 32 %.

- 25°C - 35°C - 45°C

Obr. 6.1. Simulované odpovédi HEK293 bun¢k exprimujicich NR1/NR2B receptory
na 5 s aplikaci 1 mM glutamatu. Vysledky simulaci byly upraveny s ohledem na
jednotkovou vodivost pfi riznych teplotach a mohou tak byt srovnany se zdznamy ze
skutecnych buné¢k (Obr. 5.1 A).

6.2. Teplotni zavislost kinetickych charakteristik NR1/NR2B receptoru

Z vysledkil kinetické analyzy proudovych odpovédi NR1/NR2B receptort
vyplyva, ze jednotlivé kroky v mechanismu aktivace NMDA receptori vykazuji
znacn¢ odliSnou miru teplotni zévislosti. Nejvice teplotné citlivymi se ukazaly byt
rychlostni konstanty desenzitizace (k.q; Q10 = 10,3), resenzitizace (k.g; Q10 = 4,6) a
odvazovani glutamatu (k,; Qo = 3,6). Naopak jako zcela nezavisla na teploté se
projevila rychlostni konstanta vazby glutamatu (ky,; Qo = 1,0) (viz Obr. 54 a
Tabulka 1). Témito rozdily v teplotnich koeficientech se NMDA receptory 1isi od
AMPA receptortt z Heldova kalichu potkanti, u nichz prosté vynasobeni vSech
rychlostnich konstant mechanismu aktivace zjisténych pro 25°C jednotnym
koeficientem (Q;o = 2,4) stacilo k tomu, aby model spravné piedpovidal pribéh
odpovédi pii 35°C (Postlethwaite et al., 2007).

Vedle pravé zminéné studie je naSe prace zatim pravdépodobné jedinou
zabyvajici se teplotni zavislosti rychlostnich konstant mechanismu aktivace
chemicky aktivovaného iontového kanalu. Ostatni dosud uvetejnéné studie uvadéji
pouze Qo Casovych konstant prib&hu makroskopickych proudovych odpovédi (7).

To je ovSem komplexni proces, ktery neni snadné piimo interpretovat z hlediska
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jednotlivych rychlostnich konstant (k), jak ukazuji 1 vysledky této disertacni prace:
pro rychlostni konstanty popisujici desenzitizaci a Ca®**-zavislou inaktivaci NMDA
receptori byly urCeny nasledujici hodnoty Qio: kg 10,3; k4 4,6; ki 2,2 a k; 1,2.
Analyzou totoznych zdznamt proudovych odpovédi HEK293 bunék exprimujicich
NRI1/NR2B receptory byly pro ¢asové konstanty poklesu proudu béhem aplikace
agonisty nicméné nalezeny tyto hodnoty Qio: Trychi¢ 3,95 Tpomae 1,8. Vysokd mira

teplotni citlivosti ki4 a k4 se tedy v Qo pro t desenzitizace piimo neodrazila.

6.3. Vliv desenzitizace na deaktivaci - dalSi experimentilni modely

Otazka, zda NMDA receptory béhem synaptického pfenosu desenzitizuji,
nebyla dosud uspokojivé zodpovézena. Podle jedné teorie je pravé desenzitizace
pri¢inou dvouexponencialniho pribéhu excitacnich postsynaptickych proudii (EPSC)
zprostiedkovanych NMDA receptory, kdyz v jejich prvni ¢asti vstup receptorii do
desenzitizovaného stavu pokles prochéazejiciho proudu urychluje a v pozd¢jsi fazi
naopak resenzitizujici receptory, které jeste¢ pfed odvdzanim agonisty oteviou svij
iontovy kanal, proudovy pokles zpomali (Lester a Jahr, 1992). Pokud by tomu
skute¢né tak bylo, dalo by se ptfedpokladat, Ze se vysokd mira teplotni citlivosti
desenzitizace NMDA receptort, zjisténa v této disertacni praci, projevi i na teplotni
zavislosti EPSC. Proto byla v nasi laboratofi provedena série pokusti, zkoumajicich
vliv teploty na amplitudu a pribeéh EPSC v neuronech z akutnich kortikdlnich fizkt
potkana. Tyto pokusy provadél kolega Mgr. Miloslav Sedla¢ek, Ph.D. a jejich
vysledky shrnuje Obr. 6.2. V teplotnim rozmezi 25-40°C nebyly mezi amplitudami
EPSC (po normalizaci na jednotkovou vodivost) statisticky vyznamné rozdily (viz
Obr. 6.2 B) — na rozdil od rekombinantnich NR1/NR2B receptorti, amplituda jejichz
odpovédi byla desenzitizaci vyrazné ovlivnéna (viz kapitola 6.1). Casovy pribéh
EPSC byl fitovan dvouexponencialni funkci, jejiz Casové konstanty byly nasledné
vyneseny do Arrheniovych grafti (Obr. 6.2 C). Hodnoty Qo byly 1,71 pro Trchie a
1,82 pro Tpomas, tedy piekvapivé nizké oproti hodnotdm Qo pro t deaktivace
rekombinantnich NR1/NR2B receptort (3,7 resp. 2,7; viz Tabulka 2) 1 ve srovnani
s publikovanymi daty pro NMDA slozku EPSC v hipokampalnich fezech, kde bylo
pro Tryenis zjist€no Qio 3,5 (Hestrin et al., 1990). Naopak velmi dobie se naSe
vysledky shoduji se studii zkoumajici teplotni zavislost EPSC zprostfedkovanych

AMPA /kainatovymi receptory, kde byla pro trcne¢ naméfena rovnéz hodnota 1,7
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(Silver et al., 1996a). Za zminku stoji, Ze se uvedena studie zabyvala také teplotni
zavislosti kinetiky deaktivace a desenzitizace AMPA/kainatovych receptori ve
vytrzenych tercicich a i v téchto piipadech autofi dospéli k hodnotdm Q;¢ pfesné
odpovidajicim vysledkiim v této disertacni praci: 2,0 pro Trchi¢ deaktivace a 2,3 pro

Tryehie desenzitizace (Silver et al., 1996a).
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Obr. 6.2. Teplotni =zavislost excitacnich postsynaptickych proudd (EPSC)
zprostfedkovanych NMDA receptory. (4) Piiklady EPSC snimanych v akutnim fizku
mozkové kury (vrstva II/II) potkana pii teplotaich 25, 30, 35 a 40°C a jejich
superpozice se sjednocenou amplitudou pro demonstraci rozdill v kinetice. Zaznamy
pochazeji ze stejného neuronu. (B) Graf teplotni zavislosti amplitudy EPSC
vyjadiené relativné vzhledem k amplitudé pti 35°C (Cerné sloupce) a normalizované
s ohledem na jednotkovou vodivost rostouci s teplotou (viz Obr. 5.3) (bilé sloupce).
(C) Arrhenitiv graf casovych konstant dvouexponencidlni funkce popisujici priabéh
EPSC (n = 7-13). (D) Relativni podil rychlé slozky a jeho zavislost na teplot¢.

Teplotni  zavislost EPSC  zprostredkovanych NMDA  receptory a
rekombinantnich NR1/NR2B receptorii exprimovanych v HEK293 bunkach se tedy

vyrazné liSila. Tyto dva experimentalni modely ovSem piedstavuji znacné odlisné
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systémy: heterologni exprese v HEK buiikach zasazuje NMDA receptory do zcela
jiného bunééného prostiedi nez jsou neurony, coz se mize na jejich funkci projevit, u
EPSC je kromé¢ tohoto déle tieba vzit v potaz mj. i rizné presynaptické faktory. Jako
mezi¢lanek mezi t€émito dvéma modely byly proto provedeny pokusy mapujici
teplotni zavislost nativnich NMDA receptori z kultivovanych hipokampalnich
neuronll. Krom¢ sledovani deaktivace a desenzitizace v teréicich vytrzenych
z bunécné membrany téchto neuronil (viz kapitoly 5.1.3.2 a 5.1.4.2) byla zkoumana i
teplotni zavislost deaktivace odpovédi celych bunék. Kratka aplikace agonisty byla
v tomto pfipad¢ realizovana fotolyzou MNI-glutamatu, tj. glutamatu, ktery byl
,maskovan*“ v komplexu s molekulou MNI a jako takovy na NMDA receptorech
neaktivni. Po ozafeni proudu aplika¢niho roztoku laserem o vlnové délce 405 nm
(1 ms puls) doslo krozstépeni tohoto komplexu a uvolnéni glutamatu, jehoz
maximalni koncentraci odhadujeme v rozmezi 100-200 uM. Tyto pokusy provadél
kolega Mgr. Miloslav Kotinek, Ph.D. a jejich vysledky shrnuje Obr. 6.3. Hodnoty
Q1o spocitané z Arrheniovych grafii (Obr. 6.3 B) jsou 2,08 pro Trcns a 2,17 pro

Tpomalé-

6.4. Teplotni zavislost deaktivace NMDA receptori - srovnani experimentalnich
modelil

Kinetika deaktivace NMDA receptori a jeji teplotni zavislost byly v nasi
laboratofi studovany na nckolika experimentdlnich modelech: rekombinantni
NR1/NR2B receptory exprimované v HEK293 buiikéach, nativni NMDA receptory
z kultivovanych hipokampalnich neuroni (odpovédi celych bunék nebo vytrzenych
membranovych ter¢ikl) a excitani postsynaptické proudy (EPSC) zprostfedkované
NMDA receptory v akutnich kortikalnich fizcich. Pribéh deaktivace byl fitovan vzdy
dvouexponencialni funkci, jejiz Casové konstanty Trychi¢ @ Tpomale byly pak vyneseny
do Arrheniovych grafii, které shrnuje Obr. 6.4. Z tohoto srovnani vyplyva, Ze nejveétsi
teplotni zavislost rychlosti deaktivace vykazuji rekombinantni NR1/NR2B receptory,
jejichZ Trycnis 1 Tpomats deaktivace maji vyssi hodnotu Qo (3,7 resp. 2,7) nez vSechny
ostatni modely, zalozené na nativnich receptorech. Pfi¢inou mulze byt rizné
podjednotkové slozeni téchto receptori. Vyrazné odlisnd mira teplotni citlivosti v

zavislosti na typu podjednotek byla zaznamenina napf. u inaktivace napétove
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zavislych Ca*"-kanalii typu L, kde Qo pro inaktivaci Cay1.4 kanalu nabyva hodnoty

18,8, zatimco u Cay1.2 pouze 3.3 (Trychi¢), T€SP. 3,2 (Tpomate) (Peloquin et al., 2008).
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Obr. 6.4. Teplotni zavislost deaktivace nativnich NMDA receptort aktivovanych
kratkou aplikaci glutamatu. (4) Priklady proudovych odpovédi kultivovanych
hipokampalnich neuronti na kratkou aplikaci glutamétu realizovanou fotolyzou
,maskovaného* glutamatu pti riznych teplotich. Zobrazené zdznamy pochazeji
z riznych bunék. (B) Arrhenitiv graf ¢asovych konstant dvouexponencidlni funkce
popisujici pribéh deaktivace (n = 5-9). (C) Relativni podil rychlé slozky a jeho
zavislost na teploté.
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Q10 pro Tryehi¢ deaktivace proudovych odpovédi tercikii z neuront (2,0) se dobte
shoduje s hodnotou tohoto koeficientu zjiSténou pro t.cne deaktivace odpovédi
celych bunék (2,1), vlastni hodnoty téchto ¢asovych konstant jsou vSak u ter¢ikl
vyrazné nizsi: pii teploté 35°C 12 ms pro terCiky oproti 65 ms pro celé bunky (viz
Obr. 6.4). Priciny tohoto rozdilu nejsou zcela jasné, svou roli zde vSak mlzZe hrat
desenzitizace receptort. Jeji mira totiz okamzité po vytrZeni ter¢iku zacne naristat,
az dosédhne béhem nékolika desitek sekund témér 100 % (viz téz Obr. 5.9), piicemz
snimani proudovych odpovédi v pokusech popisovanych v této disertacni praci
probihalo v ¢ase >1min po izolaci ter¢iku. Zrychleni deaktivace proudovych
odpovédi NMDA receptorti, jakoz i ndrlst a zrychleni desenzitizace po vytrzeni
terciku z kultivovanych neuront jiz byly popsany (Sather et al., 1992; Lester et al.,
1993).
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Obr. 6.4. Srovnani Arrheniovych grafli pro Tryene a Tpomae ziskané fitovanim
deaktivace rekombinantnich NR1/NR2B receptorii, nativnich NMDA receptort
z kultivovanych hipokampalnich neuronti (odpovédi celych bun¢k nebo vytrzenych
membranovych tercikll) a EPSC. Statistickd analyza ukazala, Ze mezi vSemi
dvojicemi Arrheniovych grafti zde zobrazenych jsou statisticky vyznamné rozdily
(analyza kovariance, P < 0,05).

6.5. Faktory urcujici prubéh EPSC

Vysledky méfeni zriznych oblasti CNS se shoduji na tom, Ze excitacni
postsynaptické proudy (EPSC) zprosttedkované NMDA receptory maji
dvouexponencialni ¢asovy pribéh (Hestrin et al., 1990; Carmignoto a Vicini, 1992;
Lester a Jahr, 1992; Spruston et al., 1995). Z toho vyplyva, ze tento pribéh nemuize
byt urovan jedinou rychlostni konstantou disociace agonisty, nebot’ v tom piipadé
by byl pouze jednoexponencidlni.

Jako jedno z moZnych vysvétleni existence rychlé a pomalé slozky EPSC
zprostfedkovanych NMDA receptory bylo zvazovéno rizné podjednotkové slozeni
synaptickych NMDA receptorti. Tato hypotéza je zalozena na skuteCnosti, Ze
kinetika deaktivace riiznych kombinaci podjednotek NMDA receptorti se vyznamné
lisi (Monyer et al., 1994; Vicini et al., 1998): Tyisens deaktivace (spocitané jako
vazeny priamer Trychi¢ @ Tpomal¢ PI1 zohlednéni relativniho podilu amplitud pomalé a
rychlé slozky deaktivace) ma pro NR1/NR2A receptory exprimované v HEK293
buitkdch hodnotu 54 ms, zatimco pro kombinaci NR1/NR2B 287 ms (Vicini et al.,
1998). Navic byla pozorovéana pozitivni korelace mezi podilem NR2A podjednotky a
zrychlujici se deaktivaci EPSC (Flint et al., 1997), zatimco ptitomnost podjednotky
NR2C, vyznalujici se pomalejsi deaktivaéni kinetikou, rychlost EPSC naopak
snizovala (Ebralidze et al., 1996; Takahashi et al., 1996). Piesto vSak nelze rychlou a
pomalou slozku EPSC piisuzovat NMDA receptorim o rizném podjednotkovém
slozeni, jak ukazaly i nase pokusy vyuzivajici NR2B-specifickych inhibitorti
ifenprodilu a Ro 25-6981. Jejich pfitomnost snizila amplitudu EPSC piiblizné¢ o
polovinu (47 + 4 % pii teploté 25°C a 65 = 11 % pii 35°C; 10 uM ifenprodil),
hodnoty Trychie ani Tpomaie VSak ovlivnény nebyly a pomér rychlé a pomalé slozky se
zmeénil jen nepatrné. Stejny ucinek, tj. stejnou miru inhibice pomalé i rychlé slozky
EPSC bez vlivu na jejich délku, mél ifenprodil i v hipokampalnich ftezech

v pokusech provadénych pii pokojové teploté (Kirson a Yaari, 1996).
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Nejcastéji je dvouexponencidlni prabeh deaktivace NMDA receptori a EPSC
zprostiedkovanych témito receptory zdlivodilovan desenzitizaci (viz kapitola 6.3). Ta
byla u téchto receptori dobfe popsana v pokusech s dlouhou aplikaci agonisty
(Mayer et al., 1989a; Sather et al., 1990; Legendre et al., 1993; Vyklicky, 1993), o
jejim vyznamu béhem kratké synaptické aktivace se vSak zatim spise diskutuje (Tong
et al,, 1995; Jones a Westbrook, 1996). Vysledky této disertacni prace popisuji
desenzitizaci NR1/NR2B receptori jako vysoce teplotné zavisly proces (Qio
rychlostni konstanty desenzitizace ~10), na zjiSténé teplotni zavislosti deaktivacni
kinetiky EPSC (Qio < 2) se vsSak vliv zddného podobné teplotn¢ citlivého
mechanismu neprojevuje. Dals§i zplsob, jakym by desenzitizace mohla ovlivnit
EPSC, je sniZeni jejich amplitudy pii vysSich teplotach (viz kapitola 6.1). Bohuzel
vSak z technickych diivodi nebylo moZné snimat EPSC pii 45°C, kde by toto sniZeni
bylo nejmarkantnéj$i - mezi 35°C a 40°C dojde podle naSeho modelu vlivem
desenzitizace ke snizeni amplitudy pouze o 10 %, coz na zéklad¢ nasich vysledkl
(Obr. 6.2 B) nelze potvrdit ani vyloucit. Argumentem pro desenzitizaci jakoZzto
Cinitele zodpovédného za pomalou slozku deaktivace NMDA receptorti jsou nicméné
vysledky naSeho kinetického modelovéani: pro tyto ucely byly vzdy ze stejné
HEK293 bunky exprimujici NR1/NR2B receptory snimany odpovédi na dlouhou
(3s) 1 kratkou (~1 ms) aplikaci glutamatu, pro zjednoduseni kinetického
mechanismu a minimalizaci miry desenzitizace v nepfitomnosti Ca*". Z odpovédi na
dlouhou aplikaci agonisty byly stanoveny rychlostni konstanty (postup viz kapitola
5.1.2.2) a ty nasledn€ pouZity pro simulaci odpovédi na kratkou aplikaci. Shoda
téchto modelovych odpovédi se skutecnymi byla u vétSiny bunék dobra a i u bunék
vykazujicich nizkou miru desenzitizace (<20 %) model ptedpovidal odpovéd’ na
kratkou aktivaci spravné a s patficnym zastoupenim pomalé slozky. U nékolika
meétfenych bunék se nicméné skute€né odpovedi od téch predpovidanych modelem
lisily, coz svéd¢i o tom, Ze nami uzivany model nema univerzalni platnost a je tfeba
zvézit i jiné mechanismy.

Kromé¢ vysSe uvedenych, tj. odvazovani agonisty a desenzitizace receptord,
pfichdzi vvahu jest¢ jeden faktor potencidln¢ ovliviiujici deaktivaci NMDA
receptord, a sice tzv. ,,modalni aktivace* (Popescu a Auerbach, 2003). Tento jev byl

popsan na zaklad¢ rGznych vzorcti chovani NMDA receptorti pozorovanych pii

vvvvvv
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aktivace NMDA receptorti se dvéma rliznymi otevienymi a tfemi zavienymi stavy
receptoru s plné obsazenymi vazebnymi misty pro agonistu. Tyto stavy jsou pak
v jednotlivych ,,modech® aktivity NMDA receptorti rizné propojeny. Podle této
teorie ma desenzitizace, ale 1 disociace agonisty na prub¢h deaktivace jen maly vliv a
pokles proudové odpoveédi je urCovan rychlosti ptrechodli mezi jednotlivymi

otevienymi a zavienymi stavy definovanymi timto mechanismem.

6.6. Aktivace nizkou koncentraci glutamatu - moZnost alternativniho otevi‘eni
iontového kanalu?

Ugelem pokusti vyuzivajicich aktivaci nizkou (I uM) koncentraci glutamétu
bylo ziskat odpovédi s pomalej$im nastupem pro citlivéjsi analyzu vazby glutamatu.
Prekvapivé vSak byl modelem 1épe popsan nastup odpovédi na suprasaturujici
koncentraci glutamatu (1 mM - o tfi fady vyS$si nez ECso (Patneau a Mayer, 1990)). U
nizké koncentrace dochéazelo ktomu, ze odpovédi mély ostiej§i ndstup, nez
predpovidal i ten nejlepsi fit podle pouzit¢ého modelu (viz pferuSovana c¢ara v Obr.
5.5 B). K feSeni tohoto problému byl navrzen alternativni model aktivace NMDA
receptoru, podle n&jz by se iontovy kanal mohl otevirat uz po navazani jedné
molekuly glutamatu (viz Obr. 5.5 E). Takovato aktivace sice jest¢ u NMDA
receptori popsdna nebyla - maximalné bylo o této moznosti uvazovano v diskusi
(Dzubay a Jahr, 1996) - ale u jinych ionotropnich receptorii ano: pii nizké
koncentraci agonisty dochédzelo k otevieni iontového kandlu nikotinickych
acetylcholinovych (Colquhoun a Sakmann, 1985) a GABA4 (Twyman et al., 1990)
receptoru i v ptipad¢, ze bylo obsazeno pouze jedno vazebné misto pro agonistu.

Pouziti alternativniho modelu vedlo ke statisticky vyznamné lepsim vysledkiim
fitovani odpovédi NR1/NR2B receptori na aplikaci 1 uM glutamatu. Zaroven vSak
jeho vysledkem byly odlisné hodnoty ky, (Qio = 2,09 oproti 0,95 podle standardniho
modelu). To naznacuje, Ze uvedené alternativni schéma aktivace (Obr. 5.5 E) nelze
povazovat za definitivni - bylo by napf. tfeba zvazit moZnost navazani druhé
molekuly glutamatu na receptor s otevienym iontovym kanalem a jednou navazanou
molekulou agonisty, tj. pfimy pifechod mezi stavy O; a O,. Testovani téchto hypotéz
by ovSem vyzadovalo detailni analyzu odpovédi jednotlivych iontovych kanali

(Colquhoun a Sakmann, 1985; Twyman et al., 1990), ktera nebyla cilem této prace.
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6.7. Vztah struktury a funkce derivati neurosteroidi

V této Casti disertacni prace byl testovan Ucinek steroidnich latek odvozenych
od pregnanolonsulfatu (3a58S) na proudové odpovédi nativnich a rekombinantnich
NMDA receptorti. Vysledky méfeni, tj. relativni mira inhibice vyvolana aplikaci
steroidu a z ni orientané vypocitana ICsy, jsou shrnuty v Tabulkach 4 a 5.

Inhibi¢ni u¢inek 3a5BS na funkci NMDA receptord byl poprvé popsén na
kultivovanych kufecich embryondlnich miSnich neuronech, jejichz odpovéd’ na
aplikaci 30 uM NMDA inhiboval 100 uM 3a5BS o 66 +3 % (Park-Chung et al.,
1994). Tento vysledek je v dobré shodé snaSimi, naméfenymi na kultufe
hipokampalnich neuront, jejichz odpovédi na 100 uM NMDA byly aplikaci 100 pM
3a5BS (v tabulce oznacéen ¢islem 1) inhibovany o 71 + 5 %, coz odpovida ICs, 48 +
10 uM. Odpovéd rekombinantnich NR1/NR2B receptorti exprimovanych v HEK293
bunkach na 1 mM glutamat byla stejnou koncentraci 3a58S inhibovana o 67 + 8 %
(ICso 5813 uM), coz ukazuje, Ze oba modely pouZité pro testovani steroidil
(nativni a rekombinantni NMDA receptory) poskytuji srovnatelné vysledky.

Hodnoty ICsy vypoctené pro testované steroidy byly porovnany pomoci
ANOVA testu (hladina vyznamnosti 95 %), aby byly urceny statisticky vyznamné
rozdily mezi UCinky jednotlivych latek. Vysledky statistické analyzy shrnuje
Tabulka 6.

6.7.1. Substituce na C3 - sukcindt misto sulfatu

Z vysledki vyplyva, ze zadna z testovanych latek neni u€innéjSim inhibitorem
NMDA receptort nez 3a5BS (oznaCen cislem 1), pro jehoz piisobeni byla
stanovena ICsyp 47 + 10 uM. Prakticky totoznd hodnota ICsy, konkrétné€ 52 + 14 uM,
byla nicméné naméfena pro pregnanolonhemisukcinat (2). U této latky byly jiz
popsany neuroprotektivni ucinky in vitro 1 in vivo (Weaver et al., 1997; Weaver et
al., 2000) a kromé& toho se ukézala byt stejné G€innou jako 35BS v inhibici vtoku
Ca®" (vyvolaného aplikaci NMDA) do hipokampélnich neuroni v kultufe (Weaver et
al., 2000). Vysledky elektrofyziologickych méfeni proudovych odpovédi na NMDA
ovSem hovoii o sniZeni inhibice, provazejici vyménu sulfatového zbytku 3a58S za
hemisukcinatovy, z 66 % na 31 % (Park-Chung et al., 1997). Nase méfeni toto
nepotvrzuji, podobné snizeni nicméné zaznamenavaji u analogické dvojice steroidd,

lisicich se od vyse uvedenych konfiguraci na C5, tj. 3a5aS (steroid ¢.3) a 3aSaHS
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(4). U téchto latek vedla zdména sulfatového zbytku za hemisukcinatovy ke sniZeni
relativni inhibice z 57 £ 2 % (ICso 80 £ 6 uM) na 35 + 3 % (ICso 168 = 16 uM).
Statisticky vyznamné zvySeni ICsy bylo zaznamendno 1 u zbyvajicich dvojic
testovanych latek liSicich se pouze tim, zda je na C3 navazan sulfitovy nebo
hemisukcinatovy zbytek: u dvojice steroidi 5 a 6 se relativni inhibice snizila z 34 +
10 % na2l+3%,uslouenin7a8z35+3%nal7=+4% . Vysledky shrnuje Obr.
6.5.

Tabulka 6. Srovnani uUc¢inkd testovanych latek na odpovéd NMDA receptori
pomoci ANOVA testu. ,,** oznacuje statisticky vyznamny (P < 0,05) rozdil mezi
ICs piislusnych latek, ,,-“ jeho absenci. Cislovani steroidi odpovida Tabulce 4 a 5.
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Obr. 6.5. Vliv substituce na C3 na inhibi¢ni ucinek steroidu. Srovnani relativni
inhibice vyvolané dvojicemi jinak totoznych steroidii, z nichZ jeden ma v poloze C3
navazanou sulfatovou (Cerné sloupce) a druhy hemisukcinatovou (bilé¢ sloupce)
skupinu. Struktura steroidi viz Tabulka 4, odkud bylo pifevzato Ccislovani
jednotlivych latek. Hvézdickou jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily
(ANOVA, P <0,05).

6.7.2 Vliv substituce na C7

Déle jsme zkoumali, jakym zptisobem ovlivni inhibi¢ni G¢innost steroidu
substituce na C7. Testovany byly derivaty 35BS, které mély na tomto uhliku
navazany zbytek kyseliny octové (5) nebo nikotinové (9). Analogicky byl
modifikovan 1 3aS5aS (steroidy 7 a 10). VSechny zminéné derivaty inhibovaly
odpovédi NMDA receptorli s niz$i U¢innosti nez neurosteroidy, od nichz byly
odvozeny (viz Obr. 6.6): acetylace 3a5BS na pozici C7 (8) vedla ke sniZzeni miry
inhibice na 34 £ 10 % (ICso 186 £ 61 uM), nikotinylace tamtéz (9) na 47 =+ 10 %
(ICso 116 £ 37 uM). Derivaty 3aS5aS vykazovaly inhibici 35 £ 3 % (ICso 167 *
16 uM; 7), resp. 38 = 5% (ICso 154 £ 25 puM; 10). SniZeni inhibi¢ni G¢innosti
steroidu v disledku substituce na C7 bylo pomérné ocekavané, o néco méné pak
skuteCnost, ze toto snizeni nebylo véEtsi, nybrz naopak mensi (u steroidd 5 a 9
statisticky vyznamn€) v piipadé€, Ze zde byl navazan objemnéjsi zbytek kyseliny
nikotinové. To naznacuje, ze velikost substituentu neni rozhodujicim kritériem a ze
zde hraji roli 1 jiné faktory nez stérickd omezeni - pravdépodobné nekovalentni
interakce mezi navazanou skupinou a molekulou receptoru.

Vyse uvedené steroidy v dosavadnich studiich na NMDA receptorech

testovany nebyly. Jedinym C7-substituovanym derivatem neurosteroidii, jehoz
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ucinek na funkci NMDA receptori byl zkouman, je 7-oxopregnenolonsulfat.
Navazani ketoskupiny na C7 pregnenolonsulfatu (PS) mélo za nasledek uplnou ztratu
jeho potenciaéniho uc¢inku na NMDA receptory (Wu et al, 1991):
elektrofyziologické pokusy nezaznamenaly zadny ucinek 7-oxo-PS (Park-Chung et
al., 1997), pfi me&feni naristu intracelularni koncentrace Ca®" se tento steroid
projevoval dokonce jako slaby negativni modulétor (inhibice o 12 + 2 %) (Irwin et
al., 1994). Skutecnost, ze ucinek zde testovanych C7-substituovanych steroidi neni
stejnym zplisobem zcela zruSen, mize byt disledkem a zaroven dalSim potvrzenim
obecné piijimané¢ho faktu, ze potenciace NMDA receptori PS a jejich inhibice

prostiednictvim 3a5BS jsou navzdjem nezéavislé (Park-Chung et al., 1997).
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Obr. 6.6. Vliv substituce na C7 na inhibi¢ni ucinek steroidu. Srovnani relativni
inhibice vyvolané trojicemi jinak totoznych steroidd, z nichz jeden ma v poloze C7
navazany pouze vodikovy atom (Cerné sloupce), druhy zbytek kyseliny octové (bilé
sloupce) a tfeti zbytek kyseliny nikotinové (Sedé sloupce). Struktura steroidl viz
Tabulka 4, odkud bylo pfevzato Cislovani jednotlivych latek. Hvézdickou jsou
oznaceny statisticky vyznamné rozdily (ANOVA, P <0,05).

6.7.3. Vliv délky retézce C3-substituentu

Jiz dfive bylo prokazéano, ze pritomnost zaporné nabité skupiny na C3 steroidu
je pro jeho u¢inek na NMDA receptorech nezbytna (Park-Chung et al., 1997; Weaver
et al, 2000). Za ucelem potvrzeni platnosti tohoto pravidla i1 v naSich
experimentalnich podminkach byl syntetizovan derivat 3a5BS, jehoZz sulfatova
skupina byla metylovana (17). Eliminace zdporné¢ho naboje vsak bohuzel zdsadnim

zpisobem ovlivnila rozpustnost steroidu, takze v roztoku precipitoval. Dalsi otazkou
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nicméné bylo, do jaké miry zavisi ucinek steroidu na délce fetézce mezi zédporne
nabitou skupinou a steroidnim jadrem. Pokud by totiz byly zjiStény striktni
pozadavky na délku tohoto fetézce, dalo by se z toho usuzovat, Ze nositel zdporného
naboje interaguje s n&jakym konkrétnim mistem na molekule receptoru (tieba i
s jedinym aminokyselinovym zbytkem). Takovy poznatek by pak mohl vyznamné
pomoci pii hledani dosud nezndmého vazebného mista pro neurosteroidy na NMDA
receptorech. Co se tedy délky postranniho fetézce tyce, Weaver et al. (2000) zjistili,
7e s jejim nardstem vzrasta ucinek derivati PS liSicich se vzdy o jednu metylenovou
skupinu v pofadi  pregnenolonhemioxalat <  pregnenolonhemisukcinat <
pregnenolonhemiglutarat. U analogickych derivati 3a5BS vsak podobny trend ani
statisticky vyznamné rozdily zaznamendny nebyly (Weaver et al., 2000). To
odpovida 1 vysledkiim v této disertacni praci, kde nebyly zjistény vyznamné rozdily
mezi U€inky steroidi 13 (,,3a5B-aspartat”; ICso 68 = 9 uM) a 14 (,,305p-glutamat*;
ICs 89 £ 18 uM), ani mezi dvojici 18 (,,3a5B-CH2-COOH*; ICsp 154 = 106 uM) a
19 (,,3a5B-COOH*; 1Csp 135 £ 24 uM). Zajimavy ovSem je rozdil v ucinku mezi
steroidy 13 (inhibice o 84 + 3 %) a 15 (inhibice o 36 £ 3 %). Ob¢ tyto latky pritom
lze pojmenovat ,,3a5B-aspartat™ - jediny rozdil mezi nimi je v tom, ze aspartatovy
zbytek je v pripadé¢ steroidu 13 navazan pies svou a-karboxylovou skupinu, zatimco

u steroidu 15 ptes B-karboxyl.

6.7.4. Stereospecifita ucinku steroidi

vvvvvv

v zavislosti na jeho struktufe dospély pro Ctvefici stereoisomert 3aSaS, 3a5BS,
3B5aS a 3B5BS k podobnym zavérim: jak elektrofyziologicka méteni proudovych
odpovédi kultivovanych neuront (Park-Chung et al.,, 1997), tak sledovani
ochrannych ucinkidl steroidu pied neurotoxicitou vyvolanou NMDA u neuronli
v kultufe (Weaver et al., 2000) zjistila nasledujici: 1) 3a5aS je méné G¢innym
inhibitorem NMDA receptorti nez 3a.5BS; 2) inhibi¢ni u¢inek 3a5BS a 3B5BS je
srovnatelny; 3) 3B5aS odpovédi NMDA receptorti naopak potencuje.

Vysledky této disertacni prace jsou ve shod¢ se vSemi uvedenymi body.
Inhibiéni ucinek 3a5aS (3; inhibice o 57 + 2 %, 1Csp = 80 = 6 uM) je statisticky
vyznamné niz$i nez v pripadé 3aS5BS (1; 71 £ 5%, 1Csop = 47 £ 10 uM). 3B-
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sulfatované steroidy k dispozici nebyly, byly vSak testovany jejich derivaty, které
mély misto sulfatové skupiny navazanou skupinu karboxylovou. Z téchto latek mély
steroidy 19 (lze nazvat jako ,,305B8-COOH*) a 20 (,,3B5B-COOH*) prakticky
totoznou ucinnost inhibice (ICsy 135 £ 24 uM, resp. 133 £ 27 uM), zatimco steroid
21 (,,3B5a-COOH*) odpovédi NMDA receptorti potencioval o 31 + 6 %.
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7. ZAVER

Tato disertacni prace se zabyva studiem ucinkl aplikace tepla a steroidnich
latek na funkci NMDA receptorti. Dosazené vysledky je mozné shrnout do

nasledujicich bodu:

1.  Zrychlostnich konstant mechanismu aktivace NMDA receptor
vykazovaly nejvyS$$i miru teplotni zavislosti rychlostni konstanty
desenzitizace (Qio = 10,3), resenzitizace (Qio = 4,6) a odvazovani
glutamatu (Q;o = 3,6). Naopak nezavisla na teploté je rychlostni konstanta

vazby glutamatu (Qo = 1,0).

2.  Teplotni zavislost casovych konstant deaktivace byla nejvyssi u
excitatni postsynaptické proudy (EPSC) zprosttedkované NMDA
receptory (Qio = 1,7-1,8).

3. Casové konstanty deaktivace NMDA receptort v teréicich vytrzenych z
kultivovanych neuront jsou nizsi nez u odpovédi celych bunék, jejich

teplotni zavislost je vSak stejna (Q;o = 2,0).

4. Amplituda proudovych odpovédi HEK293 bunc¢k exprimujicich
NR1/NR2B receptory neroste s teplotou monotdénné - jeji snizeni pii 45°C

je patrn¢ zptisobeno zrychlenou desenzitizaci.

5. Zadna ztestovanych steroidnich latek neni UCinngjSim inhibitorem

NMDA receptorti nez neurosteroid 3a5S, od néhoZz byly odvozeny.

6. Vyména sulfatového zbytku v poloze C3 za sukcindtovy vedla (s jednou
vyjimkou) ke snizeni inhibi¢niho u¢inku steroidu. Obdobny efekt mélo

téz navazani substituentu (zbytku kyseliny octové ¢i nikotinové) na C7.

7. Nebyl pozorovan zadny vztah mezi délkou substituentu na C3 a inhibi¢ni

udinnosti steroidu.
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