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ABSTRAKT

N-methyl-D-aspartatové (NMDA) receptory fat mezi ionotropni
glutamatove receptory, které zpiestkovavaji rychly synaptickyipnos v centralni
nervoveé soustavsavd a hraji kitovou roli v synaptické plasti&t Jejich nadrérna
aktivace vede k buiné smrti, kterd je fiinou vzniku fady zavaznych
neurologickych a psychiatrickych oneménn Cilem naSeho vyzkumu bylo nalézt
nove latky, které by zabranily dlouhodobé a naah@é aktivaci NMDA receptd.

Testovanim na¥ syntetizovanych steroidnich latek na rekombinatni
receptorech jsme ukazali vztah mezi strukturouvdéripiirozere se vyskytujiciho
neurosteroidu pregnanolon sulfatu a jejich schoppmosdulovat NMDA receptory.
Vysledky naSich pokus ukazuji, Ze sulfatova a acetylova skupina na mubéek
pregnanolon sulfatu hraji vyznamnou roli v jeho iloiénim pisobni. Analyzou
proudovych odpoddi jsme ukéazali, Ze nahradou substitidem C3 a C17 uhlikatého
skeletu steroidniho jadra lze vyr&zmvySit Einnost steroidnich latek afipnivé
ovlivnit pomér mezi inhibici receptdr, které jsou ve stacionarnim a nestacionarnim
stavu aktivace. Tyto dva stavy odrazeji situaciy lkslou receptory aktivovany
dlouhodolg (tonicky) a synapticky (fazicky).

Pomoci elektrofyziologickych a optickych metod wnginaci s metodami
matematického modelovani jsme ukazali, Ze cytopéimkad membrana bgh hraje
dulezitou roli pro misobeni neurosteraidna NMDA receptorech. Navrhli jsme
model, ktery ukazuje, Ze na povrchu plazmatické bréamy dochéazi k lokalnimu
zvySeni koncentrace volného steroidu nad kritickaaelarni koncentraci. Dale se
ndm pod&lo identifikovat vazebné mistofipozert se vyskytujiciho inhilgniho
neurosteroidu pregnanolon sulfatu na NMDA receptdmio misto se nachazi ve
vngjSim asti poru ve vysoce konzervovai@sti tzv. SYTANLAAF motivu. Pomoci
analyzy proudo¥naptovych zavislosti mutovanych NMDA recepior
v pritomnosti neurosteroid a molekularnino modelovani jsme navrhli model
oteweného stavu NMDA receptoru.

Neurosteroidy a jejich derivaty jsou vzhledem kmaué mechanizmu
pusobeni na NMDA receptorech rigmmbu skupinou antagonist Prace odhaluje
strukturni determinantyipozere se vyskytujiciho neurosteroidu a jeho syntetickych
analogi, které jsou dlezité pro jejich inhibini (kinek a dale objasije molekularni
mechanizmus jakym steroidy moduluji aktivitu NMD@&ceptod. Jsme peswdcéeni,

Ze tyto poznatky mohou v budoucndispét k nalezeni novych dinnych latek
vyuzitelnych v klinické praxi pro ou chorob spojenych s poruchami funkce
NMDA receptofi.



ABSTRACT

N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors are a subtyple ionotropic
glutamate receptors, which mediate fast synapaostnission in the vertebrate
central nervous system and play a key role in Symagbasticity. NMDA receptor
overexcitation leads to cell death that underliesnynserious neurological and
psychiatric disorders. The aim of our research teasharacterize novel drugs that
modulate NMDAR activity.

We have tested a series of newly synthesized dedroompounds for their
activity on recombinant receptors. We have dematedra relationship between the
structure of the analogues of a naturally occurnagrosteroid pregnanolone sulfate
and their ability to modulate NMDA receptors. Thesults of our experiments
characterize the role of substituents at the stefoiand D ring. We have found
specific substituents on carbons C3 and C17 ofktemidal skeleton that lead to a
substantial increase of steroid efficacy and thétyllo positively affect the ratio
between the inhibition of stationary and non-staiy receptor activation. These
two states represent receptors long-term activdtedically) and synaptically
activated (phasically), respectively.

Using electrophysiological and optical methods iombination with
mathematical modeling we have shown that the plasnembrane plays an
important role in the steroid access to the NMDAemor. We have proposed a
model which indicates that there is a local inceessthe concentration of steroid
monomers on the surface of the plasma membranectratexceed the critical
micellar concentration.

We have identified the binding site of inhibitoryeids at the NMDA
receptor. The binding site is located in the exdllatar vestibule of the ion channel
pore in the highly conserved SYTANLAAF motif. Weveaproposed a model of the
open ion channel configuration of the NMDA recepigr taking advantage of the
current-voltage relationship of mutated NMDA reaept in the presence of
neurosteroids, in combination with molecular mauglnethods.

Neurosteroids and their synthetic derivatives apeaaising class of NMDA
antagonists. We reveal structural determinantb@fteroid molecule that are crucial
for the inhibitory effect and furthermore eluciddbee molecular mechanism of the
steroid modulation of NMDA receptors. We are coweith that these findings will
lead to the design and characterization of neveadffous drugs that will prove to be
useful in clinical practice for the treatment obelses linked to NMDA receptor
dysfunction.



1 LITERARNI UVOD

1.1 Objev glutamatovych receptoin

Uloha L-glutamatu jako hlavniho exditdho neuropenasee
zprostedkovavajiciho rychly synaptickyrgnos v centralni nervové soustg€NS)
sava je dnes vSeobeémiijimana (Trayneliset al. 2010). Cesta k tomuto poznani
byla vSak komplikovana faktem, Ze tato aminokyselina vedle specifické ulohy
v nervové tkani téZz obecnou uUlohu v metabolizmuagosyntéze kazdé somatické
bunky. JiZz ve ticatych letech minulého stoleti bylo z§igb, Ze glutamat je v mozku
piitomen ve vysokych koncentracich. To nastegiineslo spekulace o jeho uloze
v CNS, nicmén prvni vazné Gvahy o roli glutamatu jako nedmmsee se zaaly
rozvijet aZz po experimentech Hayashiho v padesdstelch minulého stoleti, ktery
ukazal, Ze aplikace glutamatiirpno do mozku ma konvulzivnic¢inky (HAYASHI
1954). Existence specifickych recegtompro glutamat byla pak prokazana
v 80. letech minulého stoleti a doslo k jejich rédedi podle selektivnich agonistio
tii hlavnich skupin: N-methyl-D-aspartatové (NMDA)-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolpropionatové (AMPA) a kainatovéaptory (Watkins and Evans
1981). Tyto ligandem aktivované iontové kanaly, .tzenotropni glutamatové
receptory jsou transmembranové proteiny ukotvené v cytopltické membréh
burgk. Fxi jejich aktivaci dochazi k otégni s nimi spazeného iontového kandlu,
kterym mohou naslednprochazet ionty po spadu elektrochemického poddunci
lonotropni glutamatoveé receptory tedy velmi rycpltevadiji chemicky signal na
depolarizaci postsynaptickych neution

Rozvoj molekulara biologickych technik na zatku 90. let minulého stoleti
pomohl prokazat existenci celé dalSi skupiny gldteowych receptdr, tzv.
metabotropnich glutamatovych recepiorjejichz aktivaci nedochazi Kimému
oteweni iontového kanalu, ale ke spumstsignalni kaskady zahrnujici G-proteiny
(Pin and Acher 2002). V neposledrac pak molekularé biologické techniky
zatatkem 90. let minulého stoleti umoznily naklonovghitamatovych receptora
pomohly tak vyrazé urychlit dalSi vyzkum zagteny gredevsSim na jejich strukturu a
podjednotkové sloZzeni (Moriyoslet al. 1991; Monyeret al. 1992; Hollmann and
Heinemann 1994; Suchet al. 1996).



1.2 Fyziologicka funkce NMDA receptoni

Pomoci metodyn situ hybridizace se podido ukazat, Ze NMDA receptory
jsou exprimovany v odliSné i v tiznych strukturach mozku a michy (Pellegrini-
Giampietroet al. 1991; Tolleet al. 1993). VyuZitim imunohistochemickych metod
bylo ukazano, Ze se tyto receptory vyskytuji htawrpostsynaptickych denzitach
excitatnich synapsi (Petralizet al. 2005), ale nachazeji se i presynapticky,
extrasynapticky a v gliovych tikach (VanDongen 2008). NMDA receptory hraji
klicovou roli v synaptické plasti¢it jako je dlouhodoba potenciace (LTP) a
dlouhodoba deprese (LTD). Tyto procesy vedou Klubolobym zminam v sile
synaptického fenosu a jsou povazovany za jeden ze zakladnichangechi uéeni
a pangti (Lynch 2004). NMDA receptory se rovh uplatiuji i v kratkodobeé
plasticit, ktera vede ke kratkodobym #mam v sile synaptickéhdgnosu (Kaueet
al. 1988; Volianskist al.2013).

Pri nekterych patologickych stavech dochazi k dlouhodabémvyseni
extracelularni koncentrace glutamatu, ktery toniekyivuje NMDA receptory. Tim
dochazi k nad#rnému vtoku vapenatych iantdo burk a nasledné aktivaci
signalnich kaskad, které mohou vést az kéboé smrti. Tento proces nazyvame
excitotoxicita (Choi 1992). Existujiada experimentalnichiklazi, které ukazuji na
vyznamny podil excitotoxicitou vyvolané neurodegewe v mnoha zavaznych
neurologickych onemoeénich a akutnich neurologickych stavech. Mezi hlavni
onemockni spojena s excitotoxicitou pat nag. Alzheimerova choroba,
Parkinsonova choroba, Huntingtonova choroba, eg#gepneuropaticka bolest,
amyotrofick& lateralni skler6za, ale uplaie se i pi akutnich stavech jakymi jsou
mozkova mrtvice nebo traumatickém poskozeni moBkngledineet al. 1999).

1.3 Struktura NMDA receptor u

Funkéni NMDA receptory jsou heterotetramery, které mobgt sloZzené ze
téi riznych podjednotek oztavanych GIuN1, GluN2 a GIuN3 (Monyet al. 1992;
Ulbrich and Isacoff 2008). Podjednotka GIuN1 je &aéha jedinym genem, ale je
exprimovana viznych sesthovych variantaich mRNA. Ty se lisfippmnosti nebo
absencityt kratkych exofi na N-terminalnim (exon 5) a C-terminalnim koncigie
21, 22 a 22") receptoru (Zukin and Bennett 1995 rdnasekar 2013).iné exony
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vgenu pro jednotku GIuN1l davaji vzniknout osmi tékevym variantam,
ozna&ovanym GluN1-1a, 2a, 3a, 4a a GluN1l-1b, 2b, 3b,(vib Obrazek 1.1).
Vzhledem k tomu, Ze samotné GIuN1 podjednotky negthopny vytvit funkéni
kanal, musi byt dv GIuN1 podjednotky dopbny dwma GIuN2 podjednotkami.
V méne ¢astych pipadech mohou byt v receptoru jedtiapbé GIuN2 podjednotky
nahrazeny GIuN3 podjednotkou (Clements and Weskbi891; Viciniet al. 1998).
GIuN2 podjednotka je kdédovandyimi riznymi geny ozné&vanymi GIuN2A-D.
Podjednotka GIuN3 je kdédovana aiwa tiznymi geny oznéovanymi GIUN3A a
GIuN3B. Alternativni sesthové varianty byly popsany i wipac GIuN2 a GIuN3
podjednotek, ale ve vyraZrmenSim rozsahu nez je tomu u GIuN1 podjednotky
(Chandrasekar 2013). Velikost jednotlivych podjeekose pohybuje v rozmezi od
867 aminokyselinovych zbyikpro segihovou variantu GluN1-4a aZz po né{Si
podjednotku GIUN2B sloZenou z 1482 aminokyselintvgioytk.

A

¥ ] [ e 42 B GluN1

M= GIUN2A

B e [ e 53 | :: GluN2B

| T T | — = GluN2C

e e T [T e £ —— = GluN2D
GIuN3A

e | e 525

| 11 O 11 e » © % %

[ [r—— ] Homologie (%)

i

100

Obrdzek 1.1: (A) Schematické zndzofni osmi sesthovych variant GIluN1
podjednotky. Exon 5 (63 pabazi (bp)), exon 21 (111 bp), exon 22 (356 pbyane2?2'
(66 pb). Celkovy peet aminokyselinovych zbytkje uveden po pravé strapiislusné
sesfihoveé varianty. Transmembranové domeény jsou zn&ngrobdélniky v bilé bags

(B) Fylogeneticky strom GIuN podjednotek. Upraven® @handrasekar 2013).

Pavodre se gedpokladalo, Ze podjednotky jsou v ramci receptmpgadany
v motivu 1-1-2-2 (tzn. GIuN1-GluN1-GIluN2-GluN2) (8arge and Colquhoun 2003;
Qiu et al. 2005), pozdji vSak fada praci z&la ukazovat na motiv istlajicich se
podjednotek 1-2-1-2 (Obrazdk?) (Sobolevskyet al.2009; Rambhadraet al. 2010;
Salussolieet al.2011; Riouet al.2012). Toto usp@dani bylo definitivél potvrzeno
az analyzou krystalografické struktury receptorargkas and Furukawa 2014; Lee
et al.2014) (Obrazek 1.3).

Receptory slozené zuznych kombinaci seashovych variant GIluN1
podjednotek a zuznych podtyg GIuN2 nebo GIUN3 podjednotek se liSi svymi
funkénimi i farmakologickymi vlastnostmi. Tato fuérki variabilita napic raiznymi

podjednotkovymi kombinacemi idme byt navic roz&tna posttranstaimi
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modifikacemi receptoru, jako jsou fosforylagieglykosylace receptoru (Viciret al.
1998; Trayneliet al.2010).

Podjednotkové sloZzeni NMDA receptiose |iSi v ramcitznych oblasti CNS,
v ramci jednotlivych typ neuronovych a gliovych bgk, ale liSi se i svoji lokalizaci
na povrchu samotnych b&k Bylo zjiS€no, Ze v hipokampu dosigho potkana jsou
GIuN2B podjednotky fednostd umistny extrasynapticky, zatimco GIuN2A
podjednotky jsou fevazmi pritomny v postsynaptickych denzitach (Tovar and
Westbrook 1999). Podjednotkové sloZzeni NMDA recepse néni i bchem vyvoje.
Napiklad v novorozeném mozku potkanafeyazuji GIuN2B a GIuN2D
podjednotky, které jsou ¢hem vyvoje nahrazeny GIuN2A podjednotkou, a v
n¢kterych oblastech mozku ro¥h GIuUN2C podjednotkou (Cull-Candst al. 2001;
Paoletti 2011).

Jednotlivé podjednotky mezi sebou vykazujizny stupé sekvegni
homologie (Obrazek 1.1), ale z hlediska struktugjifednotlivé podjednotky velmi
konzervovanou strukturu skladajici se ze 4 domgtraeelulard umistné amino-
terminalni domény (ATD), na ni navazujici ligandzagci domény (LBD),
transmembranové domény (TMD) a intracelutarfokalizované C-terminalni
domény (CTD) (viz Obrazek.2 a Obrazek 1.3). TMD je t¥ena celkenttyimi
membranovymi doménami. Domény M1, M3 a M4 |sou iény
transmembranovymio-helixy. M2 doména v membrén tvoii intracelularg
orientovanou vratnou klku, ktera je sotasti vnitni strany iontového péru a tkio
selektivni filtr. LBD se sklada ze segmentu Sirkixtracelulard navazuje na M1
doménu a segmentem S2, ktery je i&ro extracelularni kikou spojujici
transmembranové domény M3 a M4. Spoéepak S1 a S2 doména tvar GIuN2
podjednotek vazebné misto pro glutamat nebo fipagE GIuUN1 a GIuN3
podjednotek vazebné misto pro glycin.

Glunz & S Obrazek 1.2: Schematické znazorni
e cuamat USpPOFadani GIuN1 a GIuN2B podjednotek
= Giycin v ramci funkéniho NMDA receptoru.
Receptor je usgadan v motivu $tdajicich
se podjednotek 1-2-1-2. V ligand vazajicich

GluN1 =

e extra

\Y,

JS

\ doménach fslusnych podjednotek jsou
3_" _ zobrazeny agonisté glutamatefvert) a
Nl ‘g e glycin (mode). Dale je znazomma i ATD

ﬂ _J ¢ (N), CTD proteinu (C) a transmembranova

cast proteinu skladajici se zagyi domeén

(M1-M4). Prevzato z (Vyklickyet al.2014).
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Obrézek 1.3:Krystalograficka struktura GIuN1-GluN2B NMDA recept oru.

(A) Bocéni pohled na strukturu NMDA receptoru. GluN1 podietka je zde znazogna
modie, GIUN2B podjednotka oranzav(B) Struktura NMDA receptoru poatena o
120° okolo dvodetné osy symetrie (znazeéma Sedou vertikalni Ugkeou). V obrazku
jsou znazorény navazané molekuly alosterického inhibitdRo 25-6981 (v ATD) a
parcidlnich agonigt 1-aminocyclopropan-1-karboxylové kyseliny a trdns-
aminocyclobutan-1,3-dikarboxylové kyseliny (v LBOJ-terminalni doména receptoru
v obrazku chybiPrevzato z (Leest al.2014).

Obréazek 1.4: Krystalograficka struktura
transmembranove domény
GluN1-GluN2B NMDA receptoru.

(A) Boeni pohled na usgédani TMD.
GIuN1 podjednotka je zde znazeéna
mode, GIuN2B podjednotka oranzavSedé
horizontaIni dsé&ky piiblizné  vymezuji
hranice cytoplazmatické membrany.

(B) Pohled na TMD podél osy poru
iontového kanalu z intracelularni strany
membrany.

(C) Boeéni pohled na TMD s vyobrazenym
prostorem fstupnym molekulam vody.
Zelené téky znazotuji pramér  poéru
1.15-2.3 A, fialové t&ky pak paméer
>23A.

(D) Pohled na TMD podél osy poru
iontového kanalu z extracelularni strany
membranyPrevzato z (Leest al.2014).
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Detailni krystalograficka struktura transmembranobéasti GIUN1-GluN2B
receptoru je ukazana r@brazek 1.4. Na aim pohledu TMD je patrny vestibul
iontového kanalu iistupny molekulam vody (Obrazek 1.4. (C), fialoegky). Jsou
patrna i d¢ zuzeni tohoto vestibulu (zelen&kg). Oblast zGZeni na intracelularni
strart odpovida selektivnimu filtru, ktery je ti@n vratnymi membranovymi
klickami M2. Druhé zuzeni, které se nachazi na samédnmaezi extracelularnim
prostorem a cytoplazmatickou membranou, jgduno KiZzenim transmembranovych
domén M3, rejm¢ vytvéri fyzicka vratka NMDA receptoru (Leet al. 2014).
NejuzSi misto &hto vratek je tvieno threoninem 645 na GIuN1 podjednotce a
alaninem 645 na GIuN2B podjednotce. Tato residuau jsowdasti vysoce
konzervovaného SYTANLAAF motivu, ktery hraje ddvou roli ve vratkovani
glutamatovych receptdr(Chang and Kuo 2008; Murttet al.2012).

Pres vyznamny pokrok v pochopeni struktury NMDA rdoejy dosazeny
odhalenim jeho krystalografické struktury, neni wtbsznama realna struktura
receptoru v jeho otéegném stavu. Pro zvySeni stability receptoki krystalizaci
NMDA receptoru bylo nutné pouziti parcialnich aggtini(1-aminocyclopropan-1-
karboxylové kyseliny a trans-1-aminocyclobutan-dil&arboxylovou kyseliny) a
antagoniat Ro 25-6981 a MK-801. Vysledkem krystalografickéuktury je tedy
receptor ve stavu, ktery neodpovida anirfeaeému ani ote@enému stavu (Murthgt
al. 2012).

1.4 Kinetické schéma aktivace NMDA receptoti

NMDA receptory jsou ligandeniizené iontové kanaly. Po vazlagonisi
glutamétu a glycinu, receptor prochazi sérii kom@inich zngén Usticich v oteseni
iontového kandlu. Pro popis makroskopickych pfougvolanych aplikaci glutaméatu
na NMDA receptory bylo navrzenoéfstavové kinetické schéma (Obrazek 1.5)
(Lester and Jahr 1992). Vzhledem k tomu, Ze agdwglsicinového vazebného mista
se v CNS vyskytuji v posmng stabilnich koncentracich, dostéatgch pro aktivaci
receptoru, pedkladané schéma bere v Uvahu pouze obsazeni @Glatayoh
vazebnych mist.

Receptor se dle tohoto schématizm nachazet ve stavu bez (R), s jednim
(RA) nebo se ddma (RAA) navazanymi molekulami agonisty v glutanvéio
vazebném mist Existuji ti odliSné konformace (RAA, O a D), v nichZ se rdoes
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navazanymi molekulami agonistytie nachazet. Ze stavu RAAfi kterém je
iontovy kanal zakeny, miZze receptor f&jit do stavu oteeného (O) nebo do stavu
se zawvenym iontovym kandlem, zhoZz se neiri#e @Fimo otevit tzv.
desenzitizovany stav (D). Rychlostephodu meziémito stavy, a z nich vyplyvajici
pravdEpodobnosti obsazeni jednotlivych siaysou dany rychlostnimi konstantakni

a koncentraci agonisty].

k, 2k,
R*=5RA®>RAA<S O

I

D

Obrézek 1.5: Kinetické schéma aktivace NMDA recept.

Receptor se dle tohoto schémattZze nachazet v nasledujicich konfotmigh stavech:
stav bez navazaného agonisty (R), s jednim (RAprssbd¢ma (RAA) navazanymi
molekulami agonisty v glutaméatovém vazebném #igtdesenzitizovaném (D) nebo
oteeném (O) stavu. Rychlostgrhodu mezi jednotlivymi konformiaimi stavy je dana
rychlostnimi konstantami: aso¢id (ka:) a disocigni (ka.) rychlostni konstanty pro
vazbu agonisty, rychlostni konstanty desenzitiZkeg a resenzitizacekg), rychlostni
konstanty oteviranioj a zavirani §5) NMDA receptoru (upraveno dle (Lester and Jahr
1992)).

Vzhledem k porérné rychlym ¢asovym konstantana (casova konstanta
otevirdni) af (¢asova konstanta zavirani), v porovnariasovymi konstantami
vstupu a vystupu z desenzitizovaného stavu, dogi@ziavazani agonisinejdive
k fad® naslednych fechodi mezi stavy (RAA) a (O) za vzniku tzv. salv atewni
(Gibb and Colquhoun 1991). Z rychlostnich konstana £ se utuje parametr
pravéEpodobnosti oteteni kanalu IPo) dle vztahuPo= a/(e+ ) (Huettner and Bean
1988).Po udava rovnovazny paokn otewenych receptdr vici receptofim ve stavu
(RAA) v pritomnosti saturujici koncentrace agonisty.NMDA receptoii zavisi na
mnoha faktorech aje rovh zavisla na podjednotkovém slozeni. Nppd
GIuN1/GIuN2B se pohybuje okolo 10 % (Jahr 1992; ddosundet al. 1995). U
GIuN1/GIuN2A je Po vyrazré vysSi, okolo 40 % (Cheet al. 1999), zatimco u
GIuN1/GIuN2C a GIuN1/GIuN2D receptoie velmi nizka, ~1-2 % (Draviet al.
2008; Vanceet al.2013).

VySe zmirgné salvy otekeni jsou ukodeny az odvazanim agonisty nebo
vstupem receptoru do desenzitizovaného stavu, kjerynevodivy. Vzhledem
k pomalé resenzitizai konstant kr se pgechod do desenzitizovaného stavu
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projevuje jako dlouhé nevodivé obdobi mezi salvgiifechodu (RAA-O) (viz
Obrazek 1.6). Tento jev, ktery se makroskopickyjguaje jako ¢aso¥ zavislé
snizeni odpoddi receptoi v praibéhu aplikace agonisty, je charakteristické pro
vétSinu chemicky aktivovanych iontovych kah&Geoffroyet al. 1991).

Krom¢ vySe popsaného fiiehu desenzitizace byly u NMDA recepior
popsany dalsi dva typy desenzitizace, tzv. glyéivisia desenzitizace a Eaavisla
inaktivace. Bylo ukdzano, Ze mezi vazebnymi misty glutamat a glycin existuje
negativni kooperativita (Mayest al. 1989; Vyklicky et al. 1990a). To znamena, ze
vazbou glutamatu dochazi ke snizeni afinity praiglyjeho disociaci z glycinového
vazebného mista a naslednému poklesu astfiokfekt se makroskopicky projevuje
snizenim odpasdi na aplikaci glutaméatutpnesaturujicich koncentracich glycinu.
NMDA receptory navic vykazuji CGhzavislou inaktivaci. Ta se projevuje
postupnym snizenim amplitudy proudovych odgbviehem aplikace glutamatu
v piftomnosti  fyziologické nebo zvy$ené koncentrace’*Cénaktivace NMDA
receptoft vznika v disledku zvySené intracelularni koncentracé*Chtera mimo
jiné zpisobuje depolymeraci cytoskeletarnich aktinovy wakK&osenmund and
Westbrook 1993; Vyklicky 1993).

A D 100 uM NMDA
oo ok |50 pA
S |5 l J ”’
1s l1na_

O 1 mm glutamat

Obrézek 1.6: Proudové zaznamy GIuN1/GIluN2 receptair.

(A) Proudovy zaznam jednoho NMDA receptorugpdibsazeného agonisty. Na zaznamu
jsou nejprve patrné rychlé fgchody (RAA-O) nasledované rgchodem do
desenzitizovaného stavu (D) (upraveno dle (Mughwyl. 2012)). B) Tonick& aktivace
NMDA receptofi z celé bitky vyvolana 100uM NMDA po dobu 3s. Po rychlém
nastupu proudové odp&di je patrny nastup desenzitizace. Zaznamckateaktivaci
receptofl zpaisobenou odmytim agonistyC) Fazicka aktivace NMDA recepinf1 mM
glutaméatu po dobu ~1 ms), ke které doch&zispnaptickém fenosu. Rychly nastup
odpowdi je okamzi¢ nasledovan pomalou dvou-exponencialni deaétiv&inetikou.
Proudové odpasdi byly nangreny z HEK293 bukk transfekovanych GIUN1/GIuN2B
podjednotkami.

Béhem excit&niho genosu v CNS savc dochézi k uvoléni glutamatu
Z presynaptického zakdeni, coz ma za nasledek kratkodobé zvySeni korsmntr

glutamétu v synaptické &bin¢ na ~1 mM po dobu ~1 ms (Clememtsal. 1992).
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Tato prechod® zvySena koncentrace glutamatu aktivuje ionotroglitamatove
receptory na postsynaptické memliakteré vyvolaji exciténi postsynapticky
proud (EPSC) sloZzeny z rychlé AMPA/kainatové slozkpomalé NMDA sloZky.
Deaktiva&ni faze AMPA a NMDA slozek EPSC se vyznf rozdilnou kinetikou a
jejich mechanizmy se liSi. \ifjpact AMPA receptoit je rychly pokles amplitudy
odpowdi (casova konstantdddow v jednotkach milisekund) #goben velmi
vysokou rychlostni konstantou vstupu do desenzitiz® ipact NMDA receptoti
je pomalad deaktivani kinetika dana hlavnpomalym odvazovanim glutaméatu, a
navic je zasti prodluzovana postupnou resenzitizaci recépfoeceptor musi
nejprve pejit z (D) do (RAA) a az poté e dojit k disociaci agonigt Obrazek
1.5). Casovéa konstanta deaktird faze NMDA receptdr je zavisla na typu GluN2
podjednotky a dosahuje desitek az stovek milisekMigini et al. 1998).

lontové kanaly NMDA receptérjsou propustné pro NaK* a C&"*. Jejich
jednotkova vodivost zavisi na podjednotkovém slozaad dalSich faktak. Navic
i receptory daného podjednotkového slozeni vykazigg vodivostnich podstavU
NMDA receptofi byly pozorovany jednotkoveé vodivosti od 20 do & plefetrgjsi
jednotkova vodivost u rekombinantnich GIluN1/GluN2ASIUN1/GIuN2B receptdr
se pohybuje okolo 50 pS s mémastymi vodivostnimi podstavy okolo 40 pS.
V piipact GIUN1/GIuN2C a GIuN1/GIuN2D receptorse jednotkova vodivost
pohybuje okolo 30 pS s mé&gastymi vodivostnimi podstavy okolo 20 pS (Stetn
al. 1992; Abdrachmanovat al. 2000; Abdrachmanovat al. 2001; Green and Gibb
2001).

1.5 Farmakologie NMDA receptoria

Aktivita NMDA receptofi je modulovana celouwadou endogennich i
exogennich latek. Na zakkadanechanismu jejichgsobeni je dime na agonisty a
antagonisty. Antagonisté NMDA recepiose rozdluji do ti zakladnich skupin:
kompetitivni antagonisté, blokatory otemého kanalu a nekompetitivni antagonisté.

Na rozdil od ostatnich glutaméatovych receptge pro aktivaci NMDA
receptofl nezbytné satasné obsazeni glutamatovych a glycinovych vazebmjsh
Fyziologickym agonistou glutamatového vazebnéhotaniga GIuN2 podjednotce
je kromg L-glutamétu i L-aspartat (Patneau and Mayer 19Bf))experimentech na
rekombinantnich receptorech GIuN1-1a/GIuN2A-D byl@&zano, Ze hodnotaCs
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pro glutamat je postugnl1.7, 0.8, 0.7 a 0.4M (Kutsuwadaet al. 1992; Ishiiet al.
1993). Fyziologickym agonistou glycinového vazelmémista na GIuN1
podjednotce je krognglycinu i D-serin (Clements and Westbrook 1991pdHkioty
ECso pro glycin na rekombinantnich receptorech GIluNAGlEN2A-D byly
stanoveny na: 2.1, 0.3, 0.2 a ul1 (Kutsuwadaet al. 1992; Ishiiet al. 1993).

V nedavné dob bylo ukazédno, Ze synaptické receptory jsou zaofggickych
podminek v mozku aktivovanygdevSim D-serinem na rozdil od extrasynaptickych,
které jsou aktivovanyiedevsSim glycinem (Papouet al.2012).

Vzhledem k tomu, Ze GIuN3 podjednotka je glycinajéd, jsou receptory
slozené pouze z GIuN1l a GIuN3 podjednotek aktivgvdpouze glycinem
(Chatterton et al. 2002)). Kron¢ této unikatni vlastnosti se od klasickych
GIuN1/GIuN2 NMDA receptat lisi i nizkou propustnosti pro €a(Smothers and
Woodward 2009).

Vyvoj novych latek s modutaim &inkem na NMDA receptory vede k
hlubS§imu porozugmi funkci tohoto receptoru, k detailnimu pochopgaho
fyziologické uUlohy a v neposledrniack jsou no¥ navrzené latky potencialnim
nastrojem k I&b¢ zavaznych neurologickych a psychiatrickych onemintriNejwtsi
piekdZzkou v roz$éni novych léiv zaloZzenych na negativni modulaci NMDA
receptoi do klinické praxe, jsou jejich zavazné vedlejStinky zpisobené
narusenim normalni funkce synaptickych NMDA recept&licem k gekonani této
piekazky by mohl byt rozdilny Zigob aktivace NMDA receptdor béhem
synaptického fenosu (fazickd aktivace) za fyziologickych podminek za
patologickych podminek, kdy dochazi k dlouhodobémwySeni extracelularni
koncentrace glutamatu (tonicka aktivace). Tato Ipgtoka aktivace doprovazadu
akutnich i chronickych patologickych stavBylo by proto pinosné najit takového
antagonistu, ktery by zabrénil dlouhodobé aktivdMDA receptofi, ale sodasre
by neovlivnil kratkodobou aktivaci provazejici sptiaky prenos.

1.5.1 Kompetitivni antagonisté

Kompetitivni antagonisté NMDA receptoru se vaZziglotamatového nebo
glycinového vazebného mista, receptor neaktivigi, remopak brani agonish ve
vazl® a aktivaci tohoto receptoru (kompetuji o vazebnisto). Pro tento typ
antagonismu je typické, zecidek kompetitivnich antagonistklesa s rostouci

koncentraci agonisty. Mezi typické kompetitivni agdnisty glutamatoveho
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vazebného mista gatD-2-amino-5-fosfovalerova kyselina (D-APV) (Dasiet al.
1982). V gipadt glycinového vazebného mista je jeho typickym detakm
kompetitivnim antagonistou derivat kyseliny kynuweé: 5,7-dichlorokynurenova
kyselina (KYNA) (Kempet al. 1988; Leesomt al. 1991).

Simulace vlivu kompetitivniho antagonisty glutamétbo vazebného mista
na rozdilg aktivované NMDA receptory ukézala, Ze v jehtitgmnosti budou

fazicky aktivované receptory inhibovany vice nehitky aktivované receptory
(viz Obrazek 1.7).
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Obrazek 1.7: Simulace miry inhibice vyvolané kompétivnim antagonistou

glutamatoveho vazebného mista pro tonicky a fazickyaktivované NMDA
receptory.

Vlevo je kinetické schématpobeni kompetitivniho antagonistyna NMDA receptor
(desenzitizovany stav zde neni uvazovan, viz OlirdZs). Mira tonické inhibice je zde
vynesena Vv zavislosti na koncentraci glutam@tpiisobiciho p tonické aktivaci a na
koncentraci antagonisty. Fazicka inhibice je zde znazéma jako casova zavislost
proudové odpasdi NMDA receptofi aktivovanych 1 mM glutamatu po dobu 5 ms
v trvalé gitomnosti fizné koncentrace inhibitord (inhibitor je i preaplikovan).
Vynesena je rowt zavislost miry inhibice fazicky aktivovanych rptet na
koncentraci antagonisty pidané jako inhibice amplitudy proudové odpdv (Peak) i
jako inhibice peneseného naboje (Naboj) (zde sé& kiivky pirekryvaji). A Inhibice =
Tonicka inhibice - Fazicka inhibice: udava rozdihite tonicky aktivovanych receptor
a receptar aktivovanych fazicky. Mira inhibice fazicky aktivanych receptdr je zde

brana jako mira inhibice jejich amplitudy. (Pro abt a rychlostni konstanty viz
(Vyklicky et al.2014)).

1.5.2 Blokétory oteveného kanalu

Blokatory otewveného kanalu se vazi do poéru iontového kanalu ai tid
vtoku ionti do buiky. Tyto blokatory jsou kladhnabité latky jen o malo&sSi nez je
asti selektivniho filtru iontového kanalu (Woodhii173; Sobolevskii and Khodorov
2002). Chovaji se jako akompetitivni (jinak téz etependentni®) antagonisté, a
tudiz pisobi jen nareceptory, které bylyedem aktivovany agonisty (Rogawski
1993). Vzhledem ktomu, Ze jejich vazebné mistonaehazi v péru iontového

kanalu, @isobi na tyto latky  nenulovém membranovém potencialu sila, ktera
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vznika v disledku transmembranového elektrického pole, ahejiazba je tudiz
nagtove zavisla.

jsou hdesnaté ionty (Mg"). Za girozenych podminek jsou NMDA receptory
napstove zavislym zmgisobem blokovany fyziologickou koncentraci Mg~1 mM),
piicemz po depolarizaci Iy je tento blok uvolén (Evanset al. 1977; Nowaket
al. 1984; Ascher and Nowak 1988). Z fyziologickéhodid&a hraje tato blokada
oteveného kanalu zésadni roli. K uvaii Mg®* bloku miZze dojit nap aZ
depolarizaci postsynaptické iiky vyvolané aktivaci dostateého pdtu
AMPA/kainatovych receptdr v kratkémcéasovém rozmezi. NMDA receptory tedy
za fyziologickych podminek funguji jako koincidem detektory a jsou nezbytnymi
prvky Hebbianovy teorie aeni, kterou dnes vystlujeme mechanizmus synaptické
plasticity (Hebb 2002).

Kromé Mg** existuje celatada ungle syntetizovanych latek schopnych
blokovat oteveny iontovy kanal NMDA receptorjako napiklad fencyklidin,
MK-801, ketamin nebo memantin (proiebled viz (Trayneliset al. 2010)).
Vzhledem k vyraznym psychomimetickyntingkam wtSiny €chto latek je jejich
farmakologické vyuziti limitované. Kroénketaminu, ktery se itps jeho vedlejsi
acinky vyuziva jako anestetikum u &t a d@ti, se dale vyuziva jen memantin, jehoz
podani nezfisobuje zavay)si vedlejSi dinky a je schvalen pro ¢éu Alzheimerovy
choroby (Lipton 1993).

Blokatory oteveného kanalu fiZeme rozdlit na blokatory typu ,trapping” a
,foot in the door“. Blokatory typu ,trapping”, jetfopiedstavitelem je napMg*,
jsou rozmérové mensi a vazi se hluboko v poru iontového kanajdo blokatory
mohou své vazebné misto okupovat i ve stavileredho kanalu, a tudiz je pro jejich
odvazani nutné, aby byl receptor phiktivovan agonisty (jejich odvazovani je ,use-
dependentni“). Druhou skupinou blokatgsou blokéatory ,foot in the door” typu,
které se vyznauji vétSimi roznéry nez blokatory typu ,trapping®. ,Foot in the ddor
blokatory se proto nevazi tak hluboko do iontov&hoalu a svoji vazbou fyzicky
brani zaveni iontoveho kanalu a naslednému odvazani agonigjich vazebnych
mist. Proto je jejich odvazovani ,use-independér(jajich typickym pgredstavitelem
je nag. 9-aminoakridin). (Blanpie@t al. 1997; Sobolevsket al. 1999; Sobolevskii
and Khodorov 2002)
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Simulace chovani obou tgpblokatofi oteweného kanalu na rozdén
aktivované NMDA receptory ukazala, Ze v jejickitpmnosti mohou byt fazicky

aktivované receptory inhibovany v menSiieninez tonicky aktivované receptory
(viz Obrazek 1.8).
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Obrazek 1.8: Simulace miry inhibice vyvolané blokairy otevireného kanalu
(,trapping” i ,foot in the door” typu) pro tonicky a fazicky aktivované NMDA
receptory.

Vlevo je vzdy kinetické schémaigobeni daného typu blokatoru atewého kanalli na
NMDA receptor (desenzitizovany stav zde neni uvahpwiz Obrazekl.5). Mira
tonické inhibice je zde vynesena v zavislosti nademtraci glutamaté ptsobiciho pi
tonické aktivaci a na koncentraci antagonistifazicka inhibice je zde znazéna jako
¢asova zavislost proudové odgdv NMDA receptofi aktivovanych 1 mM glutamétu po
dobu 5 ms vtrvalé ftomnosti fizné koncentrace inhibitord (inhibitor je i
preaplikovan). Vynesena je ratn zavislost miry inhibice fazicky aktivovanych
receptolt na koncentraci blokatoru pidané jako inhibice amplitudy proudové odpdiv
(Peak) i jako inhibice i@neseného naboje (Nabof). Inhibice = Tonicka inhibice -
Fazicka inhibice: udava rozdil v imi tonicky aktivovanych recepfora receptar
aktivovanych fazicky. Mira inhibice fazicky aktivamych receptdr je zde brana jako

mira inhibice jejich amplitudy. (Pro detaily a ryostni konstanty viz (Vyklickyet al.
2014)).

1.5.3 Allosterické modulatory

Nekompetitivni antagonisté jsou latky, které jsahapné sniZovat aktivitu
NMDA receptoti, ale jejich vazebné misto neni ve vazebnéméngst glutamét
¢i glycin a ani v péru iontového kanalu.

Zn?*

Nekteré kationty jsou schopné inhibovat odpdiv NMDA receptofi
napitové nezavislym zfisobem, a tudiZz jejich ¢inek neni vyvolan blokadou
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oteeného kanalu. Mezi takové ionty Hahag. Zn?*. Ten je uvailovan hem
synaptického fenosu a mZze v synaptické &tbiné dosahovat koncentraci
dostaténych pro modulovani aktivity NMDA receptor(Assaf and Chung 1984;
Forsythe et al. 1988; Mayer and Vyklicky 1989). Analyzou zaznamaktivity
jednotlivych NMDA receptai bylo ukazano, e ZfisniZzuje frekvenci i grmérnou
dobu oteveni receptar (Legendre and Westbrook 1990)fi¢emz receptory
obsahujici GIuN2A podjednotku vykazujidr Zn?* zvySenou citlivost (Paoletét al.
1997). Ze studii vyplyva, e vazebné misto pré*Zse nachézi v ATD GIuN2
podjednotek (Gieleet al.2009).

Protony

Elektrofyziologickd n&feni prokazala, Ze aktivita NMDA recepiore
modulovana koncentraci protorv extracelularnim prosdi, gicemz tento efekt
neni dan protonacti deprotonaci agonist (Traynelis and Cull Candy 1990;
Vyklicky et al. 1990b). Koncentrace protorv extracelularnim prostoru CNS neni
konstantni. ZvySena synaptickad aktivita vyzna&msniZzuje hodnoty pH v okoli
synapsi (Kraiget al. 1983; Krishtalet al. 1987) a hyperventilace ime tyto hodnoty
naopak zvysit (Balestrino and Somjen 1988). Bylaa#ino, zdCs, pro protony je
blizké fyziologickému pH, ficemz snizeni hodnot pH ma za nasledek snizeni
frekvence otevirani NMDA receptor(Traynelis and Cull Candy 1991). Pomoci
mutageneze NMDA receptor byla v blizkosti vi&jSiho asti péru v LBD
identifikovana rezidua zodpe&gina za citlivost receptoruwi protonim (Low et al.
2003).

Polyaminy

Polyaminy, jako spermii spermidin, jsou alifatické aminy vyskytujici se
v CNS jako pirozené metabolity v poénné vysokych koncentracich. Bylo zjito,
Ze spermin moduluje odpédi NMDA receptofi v zavislosti na jejich
podjednotkovém slozZeni. Nizké koncentrace extréaeit aplikovaného sperminu
potencuji odpogdi NMDA receptofi glycin-zavislym a glycin nezavislym
mechanismem (Williams 1994). Glycin zavisla potenei je dsledkem zvySené
afinity glycinu vi¢i GIuN1/GIuN2A-B receptaim. Glycin-nezavislou potenciaci

muzeme pozorovat i ip saturujicich koncentracich glycinu, ale pouzeiipgd
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GIuN1/GIuN2B receptdr (Ransom and Deschenes 1990; Duratdal. 1993).
V piipact vysokych koncentraci extracelularniho nebo inftdéeniho sperminu
muZeme pozorovat navic i n&vé zavislou inhibici GIUN1/GIUN2A-B receptor

(Benveniste and Mayer 1993).

Ifenprodil

PrestoZze wtSina NMDA antagonist vykazuje uéitou miru podjednotkay
selektivniho fisobeni, nebyva tato selektivitél® vyrazné a proto nelze tyto latky
vyuZzit jako selektivni antagonisty schopné blokgvatize dany podjednotkovy typ
receptoru. Prvnim objevenym selektivnim antagonisteceptolt obsahujicich
GIluN2B podjednotku byl infenprodil. Afinita ifenpddu viaci GIuN1/GIuN2B
receptoiim je @iblizné 400-krat vysSilCso = 0.34 uM) neZ wi¢i GIUN1/GIuN2A
receptoim (ICso = 146 uM), pricemz GIUN1/GIUN2C-D receptory jsou k nizkym
koncentracim ifenprodilu necitlivé (Williams 1993)yazebné misto pro ifenprodil
bylo identifikovano na ATD GIuN2 podjednotky (Pefdureauet al.2002).

Simulace psobeni nekompetitivniho antagonisty, jehoZz zastupce
ifenprodil, na tonicky a fazicky aktivované NMDA aeptory ukazala, Ze v jeho
piitomnosti budou fazicky aktivované receptory inkiéoy ve stejné mé jako

tonicky aktivované receptory (viabrazek 1.9

‘ Nekompetitivni Tonicka inhibice Fazicka inhibice A Inhibice

inhibitor

100{ —e— Naboj Y
80/ -~ Peak /” 100

\ @ 60 /

N\ .40 r s &
\ = /

=0
0

100
— 80
= 6o

R<—=RA<—RAA<—0 §
/ B 40
1 1 1 2

Rl <— RAl<—>RAAI 0

3
A Inhibice %]
A 14,
g o 8

100 1000

0 > N
0.0 0.2 04 06 08 10 12 14 7z 0. o1 §
‘{44

Cas [s] 7 0001 0001 ¥

Obrazek 1.9 Simulace miry inhibice vyvolané nekompetitivnim ardgonistou pro
tonicky a fazicky aktivované NMDA receptory.

Vlevo je kinetické schémantpobeni nekompetitivniho antagonistpa NMDA receptor
(desenzitizovany stav zde neni uvaZzovan, viz OlirdZs). Mira tonické inhibice je zde
vynesena Vv zavislosti na koncentraci glutam@tpiisobiciho p tonické aktivaci a na
koncentraci antagonisty. Fazicka inhibice je zde znazéma jako casova zavislost
proudové odpasdi NMDA receptofi aktivovanych 1 mM glutaméatu po dobu 5 ms
v trvalé gitomnosti fizné koncentrace inhibitord (inhibitor je i preaplikovan).
Vynesena je rowt zavislost miry inhibice fazicky aktivovanych reptemti na
koncentraci antagonisty pidané jako inhibice amplitudy proudové odpdv (Peak) i
jako inhibice peneseného naboje (Naboj).Inhibice = Tonicka inhibice - Fazicka
inhibice: udava rozdil v mé tonicky aktivovanych receptorl receptar aktivovanych
fazicky. Mira inhibice fazicky aktivovanych recepige zde brana jako mira inhibice
jejich amplitudy. (Pro detaily a rychlostni kondtawiz (Vyklicky et al.2014)).
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1.6 Neurosteroidy

1.6.1 Syntéza neurosteroibl

Neurosteroidy jsousp-hydroxyA® derivaty syntetizovanéde novov CNS
z cholesterolu nebo z prekuraasteroidnich latek pochazejicich z perifernich gdro
(Corpechotet al. 1981; Baulieu 1998). Prvnim krokem syntézy newmast je
konverze cholesterolu na pregnenolon. Cholesteel ngjprve transportovan
steroidogennim akutnim regatdm proteinem do mitochondrii, kde cytochrom
P450scc $pi bani rettzec cholesterolu¢imz vznika pregnenolon. Tenie byt
dale transportovan do endoplazmatického retikulde HW450 l1d-hydroxylaza
katalyzuje jeho femenu na dehydroepiandrosteron. Hydroxysteroidové
sulfotransferazy katalyzuji vznik dvou forem nedeosidil: pregnenolon sulfatu
a dehydroepiandrosteron sulfatu. Z pregnenolonu omoldale vznikat dalSi
neurosteroidni latky jako progesteron nebo pregloansulfat (pro pehled viz
(Kawatoet al.2003)).

1.6.2 Efekt neurosteroidk v CNS

Neurosteroidy jsou neuroaktivni latky, které v CpiiSobi na celodada cilt.
Mezi tyto cile pat i fada ionotropnich receptorKromeé glutamatovych receptoise
jedna roviz o GABA, nikotinové nebo glycinové receptory (Gateal. 1988; Wuet
al. 1990; Wuet al.1991; Bullocket al. 1997). Vysledky elektrofyziologickych studii
ukazuji, Ze v zavislosti na struk&usteroidu mohou mit tyto latky na ionotropnich
receptorech negativii pozitivni modul&ni (inek, ktery mé dsledky pro regulaci
fady fyziologickych a patofyziologickych prode@lood and Roberts 1988; Nasman
et al. 1991; Grobinet al. 1992; Reddy 2010). Aktivita NMDA recepftorje
vyznamré ovlivnéna d¥ma sulfatovanymi steroidy s podobnou strukturoeréise
piirozere vyskytuji v sa¢im mozku (Corpechott al. 1983). Pregnanolon sulfat
(3u5BS; 20-oxo-B-pregnan-a-yl sulfat) NMDA receptory inhibuje, zatimco
pregnenolon sulfat (20-oxo{bpregnen-3x-yl sulfat) odpo¥di potencuje (Park-
Chunget al.1994; Park-Chungt al. 1999; Horaket al.2004; Petroviet al.2005).

Misto kde 35BS na NMDA receptorechtgobi je odliSné od vazebného
mista pro agonisty glycin a glutamat (Park-Chwigal. 1997). Kinetickd analyza

ukazuje, Ze efektod®BS je zavisly na fedchozi aktivaci receptoru glutamatem a je
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tedy ,use-dependentni“ (Obrazek 1.10). Vzhledenorku, Ze tato inhibice je
nagtove nezavisla, nejedna se o klasicky blokator me@ho kanalu. Ostatn
tomuto zpisobu blokaddy nenas&sicuje ani trvaly zdporny naboj této molekuly

neseny sulfatovou skupinou na uhlikslo i (C3).
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Obrazek 1.10: Struktura a modula‘ni U¢inek pregnanolon sulfatu (35S).

(A) Strukturni vzorec &BS. B) Prostorova strukturaoB3BS. () Inhibi¢ni &inek
300uM 3a5BS na rekombinantnich GluN1-1a/GIuN2B receptoredivakanych 1 mM
glutamatem. D) Preaplikace 30@M 3u58S pred samotnou aplikaci 1 mM glutamétu
nema na pibéh nastupu glutaméatové odgal Zadny vliv. To ukazuje, Ze pro vazbu
3u5BS je nezbytnaiedchozi aktivace receptoru a jehiinék je tedy ,use-dependentni®.

Simulace chovani neurosteroidu, s vyuZitim kingthek schématu jeho
puasobeni na rozdithaktivované NMDA receptory, publikovaném v (Petmet al.
2005) na rozdiler aktivované NMDA receptory ukazala, Ze v jejichitpmnosti
budou fazicky aktivované receptory inhibovany v Sienie nez tonicky aktivované
receptory (viz Obrazek 1.11)
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Obrézek 1.11:Simulace miry inhibice vyvolané neurosteroidy pro @nicky a fazicky
aktivované NMDA receptory.

Vlevo je Kkinetické schéma upobeni neurosteroidul na NMDA receptor
(desenzitizovany stav zde neni uvaZzovan, viz OlirdZs). Mira tonické inhibice je zde
vynesena Vv zavislosti na koncentraci glutantpiisobiciho pi tonické aktivaci a na
koncentraci antagonisty. Fazicka inhibice je zde znazéma jako casova zavislost
proudové odpasdi NMDA receptofi aktivovanych 1 mM glutaméatu po dobu 5 ms
v trvalé gitomnosti fizné koncentrace inhibitord (inhibitor je i preaplikovan).
Vynesena je rowt zavislost miry inhibice fazicky aktivovanych reteti na
koncentraci antagonisty pidané jako inhibice amplitudy proudové odpdv (Peak) i
jako inhibice peneseného néboje (Naboj).Inhibice = Tonick& inhibice - Fazicka
inhibice: udava rozdil v mé tonicky aktivovanych receptorla receptar aktivovanych
fazicky. Mira inhibice fazicky aktivovanych recepige zde brana jako mira inhibice
jejich amplitudy. (Pro detaily a rychlostni kongtawiz (Vyklicky et al.2014)).
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1.6.3 Vazebné misto inhilghich neurosteroisi na NMDA receptoru

Predchozi farmakologické studie poskytuji silnou pmdp pro existenci
specifického vazebného mista pro intibi neurosteroidy na NMDA receptoru,
avSak pesna identifikace tohoto mista se zatim neptadgPark-Chunget al. 1997;
Abdrachmanovat al.2001; Petroviet al. 2005).

V elektrofyziologickych experimentech, kde bylSBS aplikovan bd
intracelularg nebo extracelulaen (vzhledem ke svému trvalému naboju5BS
neprochazi skrze cytoplazmatickou membranouékunbylo zjisS€no, ze 85S
pusobi vyhrada z extracelularni strany cytoplazmatické membramgiz se vazebné
misto niZze nachazet v transmembranové oblasti receptonirgaa vnéjSiho listu
cytoplazmatické membrany, v LBD nebo v ATD. Inkiitdi pisobeni @858S vykazuje
mirnou selektivitu uc¢i raiznym GIluN2 podjednotkdam (hodnol€so pro GIuN2C/D
(26 uM a 30 uM) jsou @iblizné dvakrat nizSi nez pro GIuN2A/B podjednotky
(50 uM a 45uM) (Petrovicet al.2005)).

K vyswétleni efekfi 35S na sumarni proudy z celéiby i na jednotlivé
kanaly, byly navrzeny dvodliSna kineticka schémataigpbeni 85S na NMDA
receptor. Prvni publikovany modelgalpokladal vazbud®bpS do stau (RAA) a (O)
(viz Obrazek 1.1), které nasledhpreved| do inkativovaného stavu (Petroetal.
2005). Poz4si model navrhoval, Ze o33S by mohl psobit jako alostericky
modulator, jehoz vazbou se zvySuje rychlostni lamst pechodu do
desenzitizovaného stawtimz se sniZuje p@t receptal ve vodivém stavu (Kussius
et al. 2009). | kdyz se abschémata nevytwiji, bude paieba dalSich pokusk jejich

upresreni.
1.6.4 Inhibi¢ni neurosteroidy v behavioralnich pokusech

Na zaklad inhibi¢cniho pisobeni 853S na NMDA receptorech byl vyvinut
jeho synteticky analog pregnanolon-glutamat, kierya rozdil od @8BS schopny
piechazet fes hematoencefalickou bariéru. Nafeeich modelech byl prokazan
jeho neuroprotektivni dinek @i ischémii a hipokampalnich NMDA lezich
(Rambouseket al. 2011; Kleteckovaet al. 2014), i ve zwecich modelech
schizofrenie a deprese (Valesal.2012; Holuboveet al.2014). Na rozdil od&Siny
ostatnich  NMDA antagonist navic jeho podani neépobovalo neZadouci

psychomimetické &inky. Tyto vysledky ukazuji na potenciélislibné terapeutické
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vyuziti neurosteroidnich analbgpri lecbé Sirokého rozsahu patofyziologickych

stauii, u kterych se vyskytuje nadmma aktivace NMDA receptar
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2 CILE STUDIE

2.1 Vztah mezi strukturou 3a5pS derivati a jejich schopnosti
modulovat NMDA receptory

Hypotéza:

Diky sulfatové skupi&d na uhliku C3 steroidniho jadra méirpzere se
vyskytujici neurosteroidd®pS trvaly zaporny naboj (viz Obrazek 1.10). Acetgov
skupina na uhlikgislo 17 (C17), je vedle sulfatové skupiny na C3Sidayznamnou
strukturni determinantouoSpS. Rozhodli jsme se testovat hypotézu, Ze &wm
naboje na molekuleo®BS ve smyslu velikosti, polarity nebo jeho vzdalénosl
uhliku C3 nebo zaima acetylové skupiny na C171#e ovliviiovat schopnosgthto

derivati modulovat funkci NMDA receptdr

Cil:

Pomoci techniky téfkového zamku na rekombinantnich NMDA receptorech
experimentald urcit hodnoty ICso pro derivaty 85S, liSici se chemickymi
skupinami vazanymi na C3, které ponesou rozdiln§ep&ladnych a zapornych
ndboj v riznych vzdéalenostech od C3, a déle pro derivatygkse liSi funknimi
skupinami vazanymi na C17. Na zalkladiskanych dat nasledrdefinovat kléove
strukturni determinanty ovliwjici schopnost échto latek modulovat NMDA

receptory.

2.2 Uloha interakce neuroaktivnich steroidh s
cytoplazmatickou membranou burgk p¥i modulaci
NMDA receptori

Hypotéza:

V pripact endogennich steroidnich latek isnpym modul&nim &inkem na
GABA receptory bylo ukazano, Ze je pro jejichispbeni nezbytné, aby se
akumulovaly v cytoplazmatické membeaburek (Akk et al. 2005). Na zaklad
téchto skuténosti Ize usuzovat i na mozny vyznam této interaae pisobeni
305BS a jeho derivéitna NMDA receptory.
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Cil:
Pomoci elektrofyziologickych technik ukazat, zdargerakce a85pS a jeho
derivati s cytoplazmatickou membranou Bknuplatiuje @i jejich inhibicnim

pusobeni na NMDA receptory.

2.3 Molekularni mechanizmus pisobeni neurosteroid na
NMDA receptory

Hypotéza:

Nekteré vysledky nazraji, Ze vazebné misto proa®3S na NMDA
receptoru je fistupné pouze z extracelularni strany cytoplazrké@timembrany
(Park-Chung et al. 1997). Vzhledem ktomu, Ze a83S neprochazi ies
cytoplazmatickou membranu a nagedchozi vysledky ukazaly na vyznamnou roli
cytoplazmatické membrany pro inhihi pisobeni 858S, rozhodli jsme se testovat
hypotézu, Ze vazebné misto pr@bBS na NMDA receptoru se nachazi vesjgim
listu cytoplazmatické membrany nebo v blizkost#jsiho povrchu cytoplazmatické

membrany.

Cil:

Pomoci elektrofyziologickych experim@nt na fiznych podtypech
glutamatovych receptora jejich mutovanych variantach lokalizovat vazebméto
3053S na NMDA receptoru. Po vytipovani mozného vazebnétista vytveéit
pomoci molekularniho modelovani zatim neexistupipbdel NMDA receptoru
v oteweném stavu, coz je konformace receptoru schopnat \@&5pS. Na zur

pomoci dokovacich experiménpotvrdit vysledky pedchozich experimeint
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3 MATERIALA METODY

3.1. Chemikalie a roztoky

K ptipraw vSech roztok byla pouzita deionizovana vodaiegfiStena
piistrojem Simplicity 185 (Millipore, Billerica, USA)VeSkeré pouzité steroidni
latky byly syntetizovany na odbkni Neuroprotektiv Ustavu organické chemie
a biochemie AVCR v.v.i. (PrahaCeské republika) a jejickistota byla kontrolovana
pomoci nuklearni magnetické rezonance, tenkovrétevichromatografie
a elementarni analyzy. Pokud neni uvedeno jinaktrmischemikalie byly zakoupeny
u firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

PBS
137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 1.47 mM KiPO,, 4.3 mM NaHPO; pH

upraveno pomoci NaOH na 7.3

Verseniv roztok
0.2% trypsin a 0.02% ethylendiamin-N,N,N",N’-tetttova kyselina (EDTA)
v PBS;pH=7.3

Transfekéni médium

Kultiva¢niho médium Opti-MEM (Thermo Fischer Scientific, MAam,
USA) navic obsahovalo: 1% fetalni bovinni sérum NPABiotech, Aidenbach,
Némecko), 1 mM D,L-2-amino-5-fosfovalerova kyselin® mM kynurenova
kyselina, 4.2/M ketamin a 20 mM MgGl

LB médium
1% pepton (Serva, HeidelberggiNecko), 0.5% kvastiny extrakt (Serva)
a 1% NacCl; rozpusho ve vod a sterilizovano (20 min, 121 °C).

Agarove plotny
Ve voct bylo rozpu&no 40 g/l Nutrient agar N°2 (Biolife, Milano, It&)
a sterilizovano (15 min, 121 °C). Agar byl ochlazen 50 °C aésre pied rozlitim

do Petriho misek bylo pro selekci transformovangakterii gidano antibiotikum.
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Intracelularni roztok (ICS)

Intracelularni roztok pro elektrofyziologicka snimiaNMDA receptod
obsahoval: 120 mM Cs-glukonat, 15 mM CsCl, 10 mM2-His(2-
aminofenoxy)ethan-N,N,N',N'-tetraoctova kyselina AEBA), 10 mM N-2-
hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfonova kysel{lHEPES), 1 mM CaG) 3 mM
MgCl,, 2 mM ATP (Md" sil). pH bylo upraveno pomoci CsOH na hodnotu 7.2 a

vysledna osmolarita roztoku byla 290 mOsm/I.

Extracelularni promyvaci roztok

Extracelularni promyvaci roztok pouzivany pro perfuourtk mezi
elektrofyziologickymi snimanimi a pro fluores¢emn experimenty: 160 mM NacCl,
2.5 mM KCI, 1 mM MgC}, 2 mM CaC}, 10 mM glukéza, 10 mM HEPES; pH bylo
upraveno na 7.3 pomoci NaOH a vysledna osmolaylta320 mOsm/I.

Extracelularni aplika éni roztok (ECS)

Extracelularni aplikéni roztok pouzivany pro elektrofyziologicka snimani
NMDA receptofi obsahoval: 160 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 10 mM gluké18, mM
HEPES, 0.7 mM Cagl 0.2 mM EDTA,; pH bylo upraveno pomoci NaOH na

hodnotu 7.3 a vysledna osmolarita byla 320 mOsm/I.

ICS GIuRO

Intracelularni roztok pro elektrofyziologicka snimia GlurO receptoru
obsahoval: 120 mM K-glukonat, 15 mM KCI, 10 mM BART10 mM HEPES,
1mM CaCh, 3 mM MgCh, 2 mM ATP (Md* sil); pH bylo upraveno pomoci KOH
na hodnotu 7.2 a vysledna osmolarita roztoku b9@raOsm/!.

ECS GIuRO

Extracelularni aplikéni roztok pouzivany pro elektrofyziologicka snimani
GIuRO receptoru obsahoval: 162.5 mM KCI, 10 mM g@iz&k, 10 mM HEPES, 0.7
mM CaCh, 0.2 mM EDTA; pH bylo upraveno pomoci KOH na hotin@.3 a

vysledna osmolarita byla 320 mOsm/I.

Redukovany extracelularni aplikaéni roztok

Redukovany extracelularni aplid@ roztok byl gipraven 50 % #ednim
ECS vodou, pcemZz osmolarita byla upravena pomoci sacharézy mindio
puvodniho ECS; pH=7.3.
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Roztoky pro elektrofyziologicka snimani bylyrefiltrovany ges filtr
o velikosti pofi 0.22um (Millipore, Billerica, USA) a skladovany po aliktech i -
20 °C. Extracelularni roztoky byly v deréieni olfaté ve vodni 1azni na 50°C, byly
piidany agonisté NMDA receptdrglycin a glutamat (pokud neni uvedeno jinak,
standarda byla pouzita koncentrace LM glycinu a 1 mM glutamatu) a dale
piidany steroidni latky 2erst® namichanych 20 mM zasobnich roztok
v dimethylsulfoxidu (DMSO). Stejné mnozstvi DMSOtei#¢ bylo v roztocich
obsahujicich steroid, bylofidano i do vSech ostatnich aplikach roztoki. Pro
dokonalé rozpushi steroidnich latek bylo wekterych gipadech nutné zasobni
roztoky kratce sonikovatip50 °C (Sonorex Digitec DT 100/H, Badelin electign
Berlin, Némecko).

3.1 cDNA klony

GluN1-1a (GenBank accession no. U08261) v pcDNA1

GIuN1AN bez 354 aminokyselin v ATD (od 32 do 386)
GluN1-4a(F484A) (GenBank accession no. NP_001257%3@DNA3
GIuN2B (GenBank accession no. M91562) v RK7

GIuN2BAN bez 354 aminokyselin v ATD (od 32 do 386)

GIuN3A (GenBank accession no. Q9R1M7) v iGFP-N3

GIuRO (GenBank accession RLC 6803) v IRES-EGFP-pRK5
Zeleny fluorescetni protein (eGFP) v pQBI 25 (Takara Bio Inc.)

3.2 Tkanové kultury a transfekce

Jako expresni systém pro rekombinantni receptoty pguzito lidskych
embryonalnich ledvinovych bgk HEK293T (Human Embryonic Kidney cells;
ATCC, USA). Buiky byly kultivovany v médiu Opti-MEM obohaceném 0%
fetalniho teleciho séra (PAN Biotech, Aidenbackimicko) v inkubatoruip teplog
37 °C a5 % C@ Pro &ely transfekce byly hiky nasazovany na kulti¢ai destéky
S 24 jamkami (TPP, Trasadingen, Svycarsko) (0.5 nal jamiku) pokrytymi
kolagenem (SERVA, Heidelberg,éhecko), tak aby v den transfekce dosahovaly
80-90 % konfluence.

Transfekce probihala pomocéinidla MATra-A Reagent a silného

neodymovéeho magnetu (IBA GmbH, Géttingergnidcko) nasledujicim postupem:
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do 50ul kultivacniho média Opti-MEM bylo fiddano 0.9ul ¢inidla MATra a celko¥
0.9 ug cDNA (po 0.3ug cDNA od kazdé jednotlivé NMDA podjednotky a navic
stejné mnozstvi cDNA kodujici eGFP — k identifikacsgsns transfekovanych
burgk). Tato smés byla ponechana 20 miripokojové teplat a nasledé pridana
k bunkdm v jaméce. Kultivani desttka byla nasledh umiséna na 15 min na
magnet v inkubéatoru. Po transfekci bylyiky oplachnuty PBS a bylo k ninfigano
200 ul Versenova roztoku. Po uvdni byly buiky nasazeny na plastové kultéva
misky o paiméru 35 mm, které gly na svém da piipravena kryci skéka o piiméru
24 mm pokryta kolagenem a poly-L-lysinem pro legd$orbci bugk. Jako médium
bylo pouzito transfedniho média. Bilkky byly pouzity k experimeiitn 24-48 hodin
po transfekci.

Cilena mutageneze

Zameny aminokyselin divokych tyjp podjednotek NMDA receptar byly
piipraveny pomoci navrzenych muatdch primefi syntetizovanych na zakazku
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a PCR reakce v Teraycleru (Eppendorf,
Hamburg, Nmecko). Krond¢ primei a DNA templatu byly vSechny pebné
chemikalie sotésti pouzitého kitu: QuikChange Il XL Site-Directenlitagenesis kit
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Po ulam PCR reakce byla templatova
DNA nastpena enzymem Dpnl. Dle protokolu vySe uvedenéha Kityly
ultrakompetentni bakterie XL10-Gold transformov&yl PCR produktu metodou
teplotniho Soku (42 sip45 °C). Burkéna suspenze byla nanesena na agarove Petriho
misky obohacené ampicilinem (@/ml) nebo kanamycinem (5@/ml) a ponechana
pies noc v inkubatoru (37 °C). Narostlé kolonie bygoikovany do LB média
s pislusnym antibiotikem a za staléhegani (200 rpm)ip 37 °C byly kultivovany
16-20 hodin. Takto fpravené bakterialni kultury byly fipraveny pro izolaci
plazmidové DNA. Kizolaci byl pouzit QIAprep Spin iMprep Kit (Qiagen,
Germantown, USA). DNA byla z kolonky eluovana dtérideionizovanou vodou
ohtatou na 70 °C. Koncentrace ziskané DNA bylaizma na fistroji Nanodrop
1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, USA) &itgmnost mutace byla

potvrzena sekvenaci (Macrogen, Soul, Jizni Korea).
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3.3 Metoda teré¢ikového zadmku (,Patch clamp®)

Pro mefeni proudovych odpadi vyvolanych aktivaci NMDA receptir
exprimovanych v cytoplazmatické memb¥arHEK293T burk, byla vyuZita
technika tetikového zadmku (,patch clamp®) v konfiguraci sniméancelé buiky
(,whole cell*) (Hamill et al. 1981). Snimani probihalo pomoci zesiks/@xopatch
200B (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) v rezimapitoveho zamku, kdy je
membranovy potencial #Zmovazebd udrzovan na konstantni drovni. Z
analogového signalu byly pomoci osmipélového Besselfiltru odfiltrovany
frekvence vyssi nez 2 kHz a tento signal byl dé@m@ci A/D fevodniku Digidata
1440A (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) digitafany vzorkovaci frekvenci
10 kHz a uschovany na pevném disk&ipate za vyuziti programu pClamp 10.2
od téze firmy. Pro snimani byly pouZzity skieg pipety o vjSim piméru 1.5 mm
a vnitnim piiméru 0.86 mm vytazené z borosilikatovych kapilar (Bedical
Instruments, Zo6llnitz, Bmecko) pomoci horizontalniho tatea P-1000 (Sutter
Instrument, Novato, USA). Po naphi pipet ICS se jejich odpor pohyboval
vrozmezi 3-5 M. Presné umighi snimaci pipety &i membrag buinky bylo
zajis€no mikromanipulatorem MP-225 (Sutter Instrument, v&io, USA).
Refererni elektroda a elektroda zajigici elektricky kontakt mezi intracelularnim
roztokem a zesilowem tvdila Ag/AgCI elektroda. Mistika se snimanymi kikkami
byla elektricky propojena s migkiou naplgnou ECS a obsahujici refete
elektrodu pomoci solného agarovéhdisthu. VeSkeré experimenty probihalyi p
pokojové teplat (23-25 °C) a membranovy potencial blnpokud neni uvedeno
jinak, byl udrzovan na -60 mV. Sériovy odpor (< MX2) byl u vSech bugk
kompenzovan z 80-90 %. Zigbdu odstigni elektromagnetického ruSeni a vibraci
byla aparatura obsahujici invertovany mikroskop n@iys CKX41 (Tokyo,
Japonsko) umisha na antivibréni stil TMC (Technical Manufacturing Co.,
Peabody, USA), ktery byl uzgen do Faradayovy klece.

Naméfena data byla analyzovana pomoci programu Claripfi2, ktery je
soudsti pClamp 10.2 a statisticky zpracovana pomoafiami Sigma Plot 10 a
Sigma Stat 3.5 (Systat Software Inc, San Jose, USA)

Pro aplikaci kontrolnich a pokusnych roziokyl pouZzit rychly aplikani
systém vyvinuty v nasi labordtpktery umouje aplikaci az desetiiznych roztok
s ¢asovou konstantou koncentréch zngn aplikovanych latek v okoli snimané
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buiky <5 ms. Pomoci mikroprocesorofidici jednotky Ize timto systémeniegre
fidit sekvenci a délku aplikace jednotlivych roztok okoli snimanych buik.
Pavodni systém (Vyklicky et al., 1990b, Dittert et,a006) byl dale vylepSen
vyuzitim super-rychlého piezo posuvu a borosilikgth trubtek sétvercovym
profilem, které zajiuji Uzké a pesre¢ definované rozhrani mezi roztoky.

Rychlost vyngny roztoku byla ufena pomoci zgny difuzniho potencialu a
pomoci vynény ECS za redukovany ECS, ktery ma za nasledekepoltoudu

protékajiciho NMDA kanaly exprimovanymi na memhréunik (viz Obrazek 3.1).

C D Glu EO% ECS
0.2 nA G
5s
Ztrns
A
0.5ms

Obrézek 3.1: Aplikace roztoki.

(A) Uspagéadani elektrofyziologického experimentu. Piezo possl aplik&nimi
trubickami (vlevo) a ndtici elektroda (vpravo) jsou umdsty naproti sob a sviraji
s rovinou mikroskopického stolku uhel 45B) (Detail aplik&nich trubtek vyrobenych
z borosilikatového skla.Q) Rychlost vyndny roztoki mérena jako zrdna difuzniho
potencialu mezi oteéeenou ngtici elektrodou napbnou ICS a roztoky ECS stanou
iontovou silou. Doba trvani aplikaiho pulzu byla 2 ms, dobu nastupu 380a dobu
poklesu 220us (meteno jako 10-90 %).0[Y) Rychlost aplikace gftenad na HEK293T
buice transfekované GIluN1-1a/GluN2B podjednotkaminkubyla @i experimentu
odctlena od podlozky, aby bylo dosaZzeno maximalni msthlvymeény roztoku v okoli
celé buiky. Aplikace ECS obsahujiciho 1 mM glutamatu a @M@ glycinu byla
preruSena aplikaci ECSetkného na 50 %Casova konstanta nastupu redukovaného
ECS (viz metody) byla = 4.5 ms (vyez). (Vice téz viz ,Vyklicky V.et al, Analysis of
whole-cell NMDA receptor responses. Modern iGluBhtelogies, Springer 2015%)

Kapacitni méreni

Pro ugeni rychlostnich konstant vazby a odvazovani ddaioh latek
do a z cytoplazmatické membrany bknbylo vyuzZito roviz metody tetikového
zamku v konfiguraci nagového zamku, ale stim rozdilem Ze membranovy
potencial netransfekovanych HEK293T Blamebyl udrzovan na konstantni Urovni,
ale dochéazelo v pravidelnych intervalech k jehokopanému skokovému zvysSeni a
naslednému navratu Kiypodni hodnat. Jednalo se o skoky z -60 mV na +30 mV a
zpet na -60 mV na dobu 3 ms kazdych 5 ms. Vlivem vagteyoidnich latek do
cytoplazmatické membrany dochazi kesminjeji kapacity, coz nasledrvede ke
zmeénam v nabijecich a vybijecich proudech vznikajicicisledku skokové zemy

membranového potencialu. Vynesenim integrélthto kapacitnich proudv ¢ase
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lze ukit casové konstanty interakce hydrofobnich latek s méndu bugk
(Mennericket al.2008).

Simulace a statistické zpracovani dat
Molekularni modelovani bylo provédo v programu Hyperchem 8

(Hypercube, Gainesville, FL, USA) s vyuzitim siltnépole MM+ ve vakuu.

Nelinearni regrese byla provmh v programu Clampfit 10.2 nebo Gnuplot 4.0
vyuzitim Levenberg-Marquardtova algoritmu.

Mira desenzitizacB v procentech byla tena jako:

D:(l—(llD wao, (1)

kde Imax Vyjadiuje maximalni proudovou odp&¥ po za&atku aplikace saturujici

koncentrace agonistylg ustaleny stav proudové odgalW po nastupu desenzitizace.

Relativni &inna inhib&ni koncetracéCsg je definovana jako

: (2)

IC,, = [steroid]x,,

kde [steroid zn&i pouZzitou koncentraci steroidy,vyjadtuje ustaleny stav proudové
odpowdi po nastupu inhibice vyvolané koaplikaci agonisty inhibiéniho
neurosteroidu & Hillav koeficient (viz Obrazek 3.2). Ten byfiurcovani hodnoty

ICs0 2 jedné koncentrace fixovan na 1.2 (Petratial. 2005).

Steroid

Glutamat —

Obrazek 3.2: Analyza inhibiéniho pasobeni neurosteroid na NMDA receptorech.

I max Vyjadiuje maximalni proudovou odp&¥ po z&éatku aplikace saturujici koncentrace
agonisty,lp ustéaleny stav proudové odpoW po nastupu desenzitizacel avyjadiuje
ustaleny stav proudové odgalr po nastupu inhibice vyvolané koaplikaci agoniaty
inhibi¢éniho neurosteroidu.
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Proudo¥-naptova zavislost odpadi na aplikaci agonisty viffomnosti
neurosteroitl byla proloZzena Boltzmannovou funkci ve tvaru:
ax gy(V ~Vie,)

I e rev , 3
a+e ™ [steroid] ()
kdea ab jsou parametry s nasledujici interpretaci:
a=K,xe" (4)
20F
b=— 5
RT )

Vyznam ostatnich parametw rovnicich (3) az (5) je nasleduji¢diozna&uje proud,
V membranovy potencialV, reverzni potencial,Ky rovnovaznou disoctai
konstantu,¢ vyjadituje silu pole fisobiciho na nagové zavisly blokator (mze
nabyvat hodnot 0 az 1) a odpovid& relativni hloukbaeebného mista blokéatoru
v iontovém kanaleg vodivost, R univerzalni plynovou konstantd; Faradayovu
konstantu & termodynamickou teplotu.

Pro jednodusSi porovnanfasovych konstant u fibéhi popisovanych

dvouexponencialni funkci, bylo pouzito vazeasdové konstanty, definované jako:

Iy=1, A *T, & g
A+A  “TATA

kde 7; a 7> jsou casové konstanty jednotlivych exponencidlAg A, jsou jejich

(6)

amplitudy,

Prezentované vysledky jsou vyjédé jako aritmeticky @imér + smérodatna
odchylka (SD) z p&u n burek. K porovnani jednotlivych skupin dat byl pouZzit
Studentv t-test s hladinou vyznamnosti p < 0.05.
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4 VYSLEDKY

4.1 Vztah mezi strukturou 3e58S derivata a jejich schopnosti
modulovat NMDA receptor

Kazda biologicky aktivni latka vykazuje specifick&rukturni determinanty,
které jsou zasadni pro jeji farmakologicky efektda@mém typu receptoru. Odhaleni
téchto determinant je nezbytné pro pochopem’ mechanizinku téchto latek a pro
takovych determinant, které jsou ddivé pro inhibéni &inek 35S na NMDA
podtypu glutaméatovych receptoibyla navrzensada 35S derivai, které se lisi od
35BS substituenty na uhlicich C3 a C17.

Vysledky uvedené v této kapitole, které se tykdii7 Cerivad, jsou sodasti
dvou ¢lanka publikovanych asopiseSteroids(Vidrna et al. 2011; Cernyet al.
2012) aclanku ,New Class of Potent Inhibitors of NMDA Retep Sulfated
Neurosteroids with Nonpolar Substituent on the matj ktery je v recenznirfizeni.
Vysledky tykajici se C3 deriviait jsou sodasti publikace uvejréné vcasopise
British Journal of PharmacologyBorovska et al. 2012) aclanku ,Preferential
inhibition of tonically over phasically activated MDA receptors by pregnane
derivatives®, ktery je v recenzniffzeni. Publikovanélanky jsou sodasti filoh.

. Prvni skupinu testovanych latek filp derivaty 35S substituované na
C17 azidem a perfluorobenzoatem. Perfluorovanédsgnbyly navic fipraveny ve
variang, kde na C3 byl sulfat nahrazen kyselinou glutanuowazdy zeit derivafi
byl piipraven v oboucistych izomernich formach substitugnbha C17 ¢ a p).

Struktury €chto latek jsou uvedené na Obrazek 4.1

O ]
L-Gl

OPfb OPib B HO R f
o, / \\//
o o0 L-GIuO™

1a | 7a-isomer: 2a 17f-isomer; 3a 17p-
1b |7| 2b |7¢-isomer 3b |7“ Yme

Obrazek 4.1: Struktura 3e5pS derivati substituovanych na C17 azidovou nebo
perfluorobenzoéatovou funkéni skupinou a na C3 kyselinou glutamovou.
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Analyzou inhibéniho pisobeni C17 derivat na rekombinantnich GIuN1-
1a/GIuN2B receptorech aktivovanych u glycinem a 1 mM glutaméatem byly
uréeny jejich hodnotyCsg a porovnany s hodnotdGso pro 3158S (31.1 + 5.9uM.

Substituce tznych funknich skupin na C17 zvySovala i snizovala hodnoty
ICso. Zatimco v pipadt C17 azido derivét (1a a 1b viz Obrazek 4.1) se hodnoty
ICso pro oba izomery vramci chyby neliSily: (2.4 £+ 0.pM pro o izomer a
(2.7 £ 1.0)uM pro B izomer, tak v fipact C17 perfuorobenzoatse ukézalo, Ze
stereospecificita NMDA receptor je wvici témto latkdm velmi vysoka. Pro
perfluorbenzoaty se sulfatovou skupinou na @& & 2b viz Obrazek 4.1) byly
nanegieny hodnotyCso: (3.7 = 0.8)uM pro a izomer a (37.3 = 3.5)M pro 3 izomer.
Pro perfluorbenzoaty s kyselinou glutamovou na 884 3b viz Obrazek 4.1) byl
rozdil v hodnotachCsy mezi oldma izomery nejvyrazijsi: (44 £ 12)uM pro o
izomer a (1580 + 1109YM pro 3 izomer (viz Obrazek 4.2).

souM  3a 100pM 3b
o — PRt

1 mM Glu 1 mM Glu
\HA |EnA

5s 2s

Obréazek 4.2: Inhibice proudovych odpo¥di rekombinantnich GIuN1-1a/Glun2B
receptoria derivaty 3a5BS substituovanymi na C17 perfluorbenzoatem a kyseiou
glutamovou na C3.

Béhem aktivace NMDA receptdrl0 uM glycinem a 1 mM glutamatem (znazéno
bilou ¢arou nad zaznamy), byl ¥ipact prvniho zdznamu aplikovan 3®1 o izomer a u
druhého zaznamu 100M B izomer (struktura obou izomér3a a 3b je uvedena na
Obrézek 4.1 o izomer na rozdil o@ izomeru vyvolal inhibici proudovych odpé&di
NMDA receptoii. Délka aplikace obou deriviaje znazortinac¢ernoucarou.

Abychom ukazali, zda na snizeni hodnd@s, mize mit vliv zvySeni
hydrofobicity €chto derival, nangfili jsme hodnotylCso pro fadu C17 deriviit
liSicich se hydrofobicitou v Sirokém rozsahu hodigP = 1.5 az 4.5). LogP udava
pon¥r mezi koncentraci latky rozpé&e v oktanolu a ve v@dpo ustanoveni
rovnovahy této nemisitelné $mi. ZavislostiCsy na logP je znazo#éna na Obrazek
4.3. ProloZzenim této zavislosti linearni funkcilayBodnota korekaniho koeficientu
R? = 0.8. Nejvice hydrofobni derivat substituovany@&7 2-butylem byl row¥ i

nejvice potentnim derivatemGso = (84 + 1) nM.
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Obrazek 4.3: ZavislostICsy na logP C17 derivati. Zavislost je prolozena linearni
funkci (R =0.8).

DalSi skupinu testovanych latek fitg derivaty 35BS substituované na C3.
Struktura a ozngeni €chto derivat je znazorsina na Obrazek 4.4. Vysledné
hodnoty ICsy jejich inhibiniho &inku na proudové odpeédi rekombinantnich
GIluN1-1a/GIuN2B receptéraktivovanych 1QuM glycinem a 10QuM glutaméatem
jsou uvedeny v Tabulka 1.

Z uvedenych vysledkje patrné, Ze pro inhitmni pisobeni 85S na NMDA
receptorech je naboj na C3ddiy. U dvou fiznych testovanych latek s celkov
nulovym nabojem na C3 (PA-4 a PA-5, viz Obrazel,4¥la zasadnim Zigobem
naruSena schopnost inhibovat NMDA receptory (vibulka 1).

Pokud byl ovS8em z4porny néboj neseny sulfatovoupisku u 35S
nahrazen kladnym nabojem (derivaty PA-27 a PA-B8)nce dchto latek inhibovat
NMDA receptory vyraza stoupla. ZatimcdCsg pro 358S je (31.1 = 5.9uM, pro
kladre nabité derivaty byla vyraZnnizsi: (6.8 + 1.3)uM (pro PA-27) a
(5.9 £ 0.7)uM (pro PA-35).

Analyzou energeticky minimalizovanych trojrogmych struktur 85BS
derivati, bylo zjiS€no, Ze vzdalenost jejich naboje od C3 uhliku nekgees
namerenymi hodnotami jejichiCso (R = 0.6) a neni tedyejme¢ zasadni pro vazbu na
NMDA receptor.
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Obrézek 4.4: Struktura C3 syntetickych 58S derivata a jejich inhibiéni G¢inek na
NMDA receptory.

(A) Struktury modifikaci na C3 uhliku o38S. B) Ukazka inhibéiniho pisobeni
prirozere se vyskytujiciho neurosteroiduipS (PA-6), ktery ma zaporny naboj na C3,
kladre nabitého derivatu PA-27 a derivatu PA-5, jehokaey ndboj na C3 je nulovy a
inhibi¢ni efekt chybi. Receptory byly aktivovany 1M glycinem a 100uM
glutamatem.

Tabulka 1: Vysledné hodnoty inhib&niho piisobeni 58S a jeho syntetickych

derivati, jejichz struktury jsou uvedeny na Obrazek 4.4.

Hodnoty jsou uvedeny jakojonérna znéna resphodnotalCsy £ snerodatna odchylka
(SD). V pipack, Ze latka neinhibovala, je jeji vyslednd hodrn@s ozna&ena jako ND.
DR v tabulce oznalje, Ze hodnot#Csy byla u€ena ze zavislosti inhitniho Einku na

davce (3-30uM nebo 0.3-3@M). n vyjadiuje paet nandrenych busk.

Koncentrace Prumérna

NS [uM] zména + SD
W)
PA-4 200 +1.9 = 62 (4) ND
PA-5 200 +14.1 = 7.5 (5) ND
PA-6 100 -84.4 =34 (5) 246=53
3-300 ©) 31.1 = 5.9 (DR)
PA-11 200 715 £ 13.3 (4) 973 = 483
PA-12 200 -84.7 £ 0.6 (4) 481 =18
PA-13 100 69.2 = 7.0(6)  51.9 = 14.2
PA-14 100 -80.9 = 3.6(4) 301 =59
PA-15 50 -81.6 = 6.1(6) 144 =49
PA-18 200 -83.6 = 2.7 (5) 517 = 86
PA-21 50 -63.7 +29(5) 314233
PA-22 200 -87.3 = 8.9(4) 408 = 278
PA-25 200 771 £52(5) 734 =180
PA-27 10 -69.2 £ 9.6(7) 5321
0.3-30 (7) 6.8 = 1.3 (DR)
PA-33 50 -31.5+25(4) 959 = 8.8
PA-34 200 ~-61.5 + 10.6 (5) 141.1 = 54.3
PA-35 10 654 £34(5)  59=07
PA-36 200 ~54.0 = 10.8 (5) 184.0 = 70.2©®
PA-17 100 -54.1 + 84 (5) 89.7 = 238
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PodrobgjSi analyza vybranych C3 derivaukazala, Zze mira inhibice pro
tonicky aktivované receptory je vysSi nez pro rémgp aktivované fazicky.
V piipact 35BS byla hodnotdCsy pro fazicky aktivované receptory (1.8 + 0.1)
nasobk vysSi nez pro tonicky aktivované receptory. PudBE derivaty liSici se
vzdalenosti karboxylové kyseliny od C3, ktera zdbrazuje zaporny naboj sulfatové
skupiny, byl prokdzan vliv této vzdalenosti na minhibice pro tonicky versus
fazicky aktivované receptory. Pro deriv@t-pregnan-20-on @yl-hemipimelat (PA-
hPim) byla hodnotéCs, pro fazicky aktivované receptoryiplizn¢ stokrat vySSi nez
pro tonicky aktivované receptory. NejdelSiéerto derivah PA-hSub vykazoval
kombinovany dinek, kdy za jeho iitomnosti byly fazicky aktivované receptory
potencovany, zatimco tonicky aktivované receptoty mhibovany.

A 30 M PA-hPim 1 mM Glu o=135ms
T —— 1,=672ms (62 %)
©=562ms
0.5nA
5s
1s
B 30 M PA-hSub

C

(PA-hMal)

1mM Glu 5 =172 ms
) ©,= 693 ms (37 %)

N

t=575ms r

1nA IE

5s

— _ o
D o L% (Pahoxa)

o

[ X4 f i1

o

(PA-hSuc)

o
G
a
o o
3 o “o " (PAhGIU)
o}
2
L o o (PA-hAdI)
o
a [+]
% o

(PA-hPim)

100

IC; (M)

> > © & ~ g 3 ?
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Obrazek 4.5: (A) Vliv 30 uM PA-hPim (struktura viz vpravo) na fazicky a tonick
aktivované GIuN1/GIuN2B receptory. Inset ukazujiekpyv odpo¥di na glutamat
v piitomnosti steroiducerverg) a bez g (¢erng). (B) Vliv 30 uM PA-hSub (struktura
viz vpravo) na fazicky a tonicky aktivované GIuN1U@2B receptory. Inset ukazuje
prekryv odpo¥di na glutamat viitomnosti steroiduderverg) a bez g (¢errg). (C)
Zavislost hodnotCs neurosteroidnich derivapro tonicky (prazdné kokka) a fazicky
(pIn& koletka) aktivované receptory v zavislosti na vzdalenketboxylové kyseliny od
C3. HodnotalCsy PA-hPim pro fazicky aktivované receptory je uvealenotaznikem,
jelikoz pri mite inhibice wadu jednotek procent dosahuji hodniiy, vysokychcisel

s velkym rozptylem. Hodnot&s, PA-hSub pro fazicky aktivované receptory je uveden
jako Sipka, jelikoZz jeho dinek na fazicky aktivované receptory neni inbibi ale
potenci&ni.
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4.2 Uloha interakce neuroaktivnich steroidi s
cytoplazmatickou membranou burék p¥i modulaci
NMDA receptori

Pregnanolon sulfat i jeho neuroaktivni derivaty ujstatky které maji
amfipaticky charakter. @sledkem této povahy je jejichfipzena tendence
interagovat s buftnymi membranami (Schreiezt al. 2000). Cilem nasledujicich
pokusi bylo ukazat, zda se tato interakce uplg @i modulanim efektu 858S na
NMDA receptory. Vysledky uvedené v této kapitoleoys sowtésti publikaci
Borovskaet al.2012 a Vyklickyet al.2015.
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Obrazek 4.6: Analyzadasovych konstant nastupu a odmyvani inhilgniho G¢inku
3u5BS na rekombinantnich GluN1-1a/GluN2B NMDA receptoreh.

(A) Priklady proudovych zéaznaiminhibovanych #iznymi koncentracemi o®fS a
ukazka jejich analyzya( b). (B) Koncentréni zavislosticasovych konstant nastupis a
odmyvani z,,. V grafu jsou vyneseny @mery jednotlivych ¢asovych konstant
dvouexponencialnich funkct,(a ), tak i jejich vaZzené gmeéry z,.

Z vyslediki analyzy ¢asovych konstant nastupu a odmyvani irimthio
acinku 305BS na rekombinantnich GluN1-1a/GluN2B NMDA receptbreryplyva,
Ze koncentréni zavislosti &chto c¢asovych konstant neodpovidaji ab&ghim
typickym pro interakci latek s receptorem ve vodngmostedi. Pro interakci latek
S receptorem ve vodném pr@sti plati, Ze se zvySujici se koncentraci latkynsisi
zvySovat i jeji rychlost vazby na receptor. Naopakcasovou konstantu odmyvani
plati, Ze je na koncentraci nezavisla. Nastup ayvdmi 35S z NMDA receptak
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aktivovanych 10éM glycinem a 100¢M glutamatem bylo pomalé a vykazovalo
dvouexponencialni pbéh. Vyneseni d&chto konstant (jednotliv nebo ve form
vazeného pgimeéru) ukézalo, Ze rychlost nastupu nejenze nevykdmgarni ptibéh,
ale navic neni tento fioch ani monotonni (viz Obrazek 4.6). A naopak, kotr@ni
zavislostcasoveé konstanty odmyvani neni koncefritanezavisla, ale monotoan
roste.

Cyklodextriny (CD) jsou cyklické oligosacharidy vkl spojenim Sestiof
CD), sedmi § CD) nebo az osmi glukozovych zbytky CD) do prstence. Tato
struktura je vzhledem ke své polantysoce rozpustna ve vedale zarove vytvari
uvnitt prstence hydrofobni kavitu, do které se mohou tydrofobni latky, jakymi
jsou nap. neurosteroidy, a zrychlovat jejich odvazovani ytoplazmatické
membrany buék (Akk et al.2005). Obrazek 4.7 ilustruje vliv 10 mdJ  ay CD na
rychlost ukoeni inhibeéniho &inku 10 uM PA-27 na rekombinantnich GIuN1-
1a/GIuN2B NMDA receptorech. Z vysletlkvyplyva, Z2ef a y CD signifikantrg
zrychluji ¢asovou konstantu odmyvantigku PA-27 z receptoru. dinek o CD
oproti kontrole nevykazoval signifikantni rozdil.
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Obrazek 4.7: Vliv cyklodextring na rychlost odmyvani inibiéniho pisobeni
neurosteroidniho analogu PA-27 z GIuN1-1a/GIuN2B NNA receptori
aktivovanych 10uM glycinem a 100uM glutamatem.

(A) Kontrolni zaznam inhidniho pisobeni 10uM PA-27 a vliv 10 mMa, B a vy
cyklodextrini (CD) na ukogteni jeho fisobeni na NMDA receptorech. Insety ukazuji
prekryv odmyvani steroidéistym glutaméatemcerre) a glutamatem s Cxérvere). (B)
Shrnujici graf vlivu @znych tym cyklodextrimi na vaZzenoucasovou konstantu
odmyvanirmw. Hvézdicka ozné&uje signifikantni rozdil &¢i kontrole.
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Analyzou s¥telného rozptylu roztak 3u58S bylo zjiSéno, Ze 85BS se ve
vodnych roztocich nachaziqvazri ve forne agregai nebo ve formd micel (dale
jen micel), picemz jeho kriticka micelarni koncentrace byla stamavna 0.4 uM
(tzn. Ze koncentrace monomerni formyb5BS zistdva nad touto koncentraci
konstantni a navysuje se pouze jeho podil v miogfarme). Vzhledem k tomu, Ze
v elektrofyziologickych  experimentech vidime @str inhibiniho  &inku
s koncentraci az do koncentrace 300, je Z'ejmé, Ze se na inhilnim pisobeni
3053S musi ®jakym zpisobem podilet i @&BS v micelarni form. Velikost
detekovanych micel (~300 nm) nen&fiuje tomu, Ze by byla moZnatima
interakce mezi micelou a NMDA receptorem, jelikodracelularni¢adst samotného
NMDA receptoru je o &kolik fadi mensi nez velikost micel.

Na Obrazek 4.8 je schéma moznych interak&$ s budcnou membranou
(Schreieret al. 2000). Z ngieni parttniho koeficinetu logP bylo experimentéln
zjisténo, ze hodnota logP (zde ¢ten jako pomr koncentrace steroidu
v cytoplazmatickych membranach kkna ve vodném supernatantu) je prab@S
~1.6, dochazi tedy k akumulaaisBS v membranach bgk. Vzhledem k tomu, Ze
3053S v rozsahu nami pouzivanych koncentraci nenarugypeplazmatickou
membranu bukk, k jeho vyskytu ve forg smiSenych micel nedochazi (snimani
metodou tefikového zamku neni fflomnosti steroidu naruSeno, tudiz steroid
nenarusuje integritu membrany).

Pokud tedy budemer@dpokladat, Ze steroid v micelarni farmentize gimo
interagovat s receptorem, potom s receptorerizeminteragovat hil steroid
rozpusény v membras (jeho koncentrace v membrgarroste se zvySujici se
koncentraci @&BS v micelarni formy, coz vyplyva z nagtenych zavislosti inhibice
NMDA odpowdi 3u58S na koncentraci) nebo jeho monomerni forma v kaztdak
jiz ale bylo fe¢eno, tak koncentrace monomerni formy steroidu jen@amélnich
okolnosti rovna kritické micelarni koncentraci alzeetak vys¥tlit zvySujici se
inhibi¢ni &inek 35BS @i koncentracich vyraznvyssich nez je kriticka micelarni
koncentrace. Nicmén toto plati pouze ve vodném pridi bez pitomnosti
membrany. Pokud budeme dale uvaZovat schéma naz€bbrh8, kde budeme
predpokladat, Ze rychlostni konstanta vystupu steraidhembrany iimo ve forng
micel je velmi nizk4, pak musi steroid membranu udgid prakticky jen
v monomerni forld. Pomoci kapacitnich &eni jsme ufili, Ze ¢asova konstanta

odmyvani 858S z membrany HEK293T btik je rychlejsi, nez maximalni rychlost
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vymeény roztoki v okoli studované hiky (< 5 ms). Pomoci matematického modelu,
do kterého byly dosazeny vySe uvedené parametkarrésexperimentath se nam
poddilo urcit, Ze v blizkém okoli cytoplazmatické membrany duse miize 3158S
vyskytovat ve formd monomeru a to v koncentracich vyrazievysujicich kritickou
micelarni koncentraci (viz Obrazek 4.9). &hto vysledk vyplyva, Zze vazebné
misto neurosteroidse pravépodobrt nachézi v transmembranové oblasti receptoru
na arovni vigjSiho listu cytoplazmatické membrany, anebo vtjghé blizkosti.
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Obrazek 4.8: Model interakce 35BS s buréénymi membranami.

(A) Schéma moZnych interakci steroidu sddagmi membranami (upraveno dle
(Schreieret al. 2000)). B) Casova konstanta vystupwS z membrany (¥fené
zmeénou kapacity biiky vlivem navazanéhooBBS v membra#) je kratSi neZ rychlost
vymeény roztoku v okoli biiky odtrzené od podloZzky (< 5 ms).
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Obrazek 4.9: Koncentrace monomerni formy steroidu \blizkosti membrany
v zavislosti na rychlostnich konstantach vystupu mmomerni formy z membrany
Kout (v Obrazek 4.8 oznéena jako k.;) a rychlostni konstanty agregace monomerni
formy do formy micel k, (v Obrazek 4.8 ozn&ena jakok.s).

(A) Zavislost koncentrace monomerni formy na saméitiranembrany a vodného
prostedi cy na rychlostnich konstantack,, a k.. (B) Zavislost vzdalenosti od
membrany, kde koncentraag klesne na ¥ svéugodni hodnotyx, na rychlostnich
konstantacty: aka.
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4.3 Molekularni mechanizmus pisobeni neurosteroid na
NMDA receptorech

Pro pochopeni mechanizmu inkibiho pisobeni neurosteraidna NMDA
receptorech je zasadni identifikovat jejich vazelbmiéto. Identifikace vazebného
mista spolén¢ s jeho strukturou finasi vyjim&nou moznost navrhovat nové latky,
Vysledky uvedené v této kapitole jsou &asti publikaci Kaniakovat al. 2012 a
Vyklicky et al.2015.
nachazi ve wSim listu cytoplazmatické membrany nebo na extrd@mi casti
receptoru, ficemz se neshoduje s vazebnymi misty pro glutamaglgmin (Park-
Chung et al. 1997) a je fistupné az po plné aktivaci receptoru glutaméatem a
glycinem zarove (Petrovicet al.2005).

Abychom vylowili moznost, Ze se dbpS vaze na NMDA receptor v ATD,
rozhodli jsme se otestovat inhibi (€inek 35BS na rekombinantnich receptorech,
kterym chybi na obou podjednotkach ATD (GIuNN/GIuN2BAN). Vysledek &chto
experimeni ukazal, Ze mira inhibicefigkoaplikaci 50uM 3a58S s 10uM glycinem
a 1 mM glutamatem se mezi divokym typem GIuN1/GIBN2zkracenou variantou
GIuNI1AN/GIuN2BAN signifikantré nelisi.

Abychom déale omezili p@mt aminokyselinovych zbytk na NMDA
receptoru, které se mohotastnit vazby @858S, rozhodli jsme se otestovat inlibi
acinek 35BS na glutamatovém receptoru GIURO. Glutamatem akadiny receptor
tvoreny pouze podjednotkami GIURO ma velmi nizkou se&vie homologii
s podjednotkami NMDA recepthr ale i gesto je tercidlni strukturou a
mechanizmem vratkovani NMDA recepior podobny (Arinaminpathgt al. 2003).
Elektrofyziologickd ndfeni ukazala, Zze 3Q@M 3a5BS je schopny glutamatovy
receptor GIURO zcela inhibovat.

Vzhledem k naSim iigdchozim odhadn, Ze se 8BS miZe (Eastnit vazby
pouze v membranov&sti receptoru nebo ¥dné blizkosti membrany, rozhodli jsme
se ipravit mutantni formy GIuN1-la a GIuN2B podjedrigteu kterych byly
postup zameénény vSechny aminokyselinové zbytky v extraceluéasmerované

oblasti prvni ateti (M1 a M3) membranové domény. Vzhledem k toneuGIuRO
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postradactvrtou transmembranovou doménu M4, #egio je inhibovan &S,
nebyla tato doména do mtitd analyzy zahrnuta.

Z vysledka ziskanych z 59 mutantnich forem (alaninové @& obou
podjednotek vyplyva, ZzeétSina mutaci v transmembranogésti receptoru nema na
inhibici 3a5B8S vyrazny vliv nebo ji naopak zvySuje. Vyjimku tilg mutace
v oblasti Kizeni M3 helixi, nachazejici se vramci SYTANLAAF motivu, jenz je
mezi glutamatovymi receptory vysoce konzervovanytoTmutace vykazovaly
signifikantre zvySené hodnotyCso pro 35pS. Jednalo se zejména 0: Y647A,
T648A, A649T, V656A na GIuN1 podjednotce a S64584TA, A652T na GluN2B
podjednotce, které oproti divokému typu GIuN1-lalE2B vykazovaly alespp
dvojnasobnou hodnot€sy (> 84uM; viz Obrazek 4.10).
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Obrazek 4.10: Vliv mutaci v M1 a M3 doménach GluN1ta a GluN2B podjednotek
na inhibiéni plisobeni JA5pS.

(A) Ukazky proudovych odpaédi divokého typu a mutantnich forem podjednotek
NMDA receptofi. NMDA receptory byly aktivovany 1 mM glutamétu @ dM glycinu.
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Inhibi¢ni inek 35BS byl studovan i koncentraci 5QuM. Kontrolni roztok (roztok
bez glutamatu) obsahoval ¥ipad meteni na receptoru obsahujiciho mutovanou
GIuN1(T648A) podjednotku thM Mg®* a 30uM Zn®* pro potl@eni spontannich
proudi. (B) Sloupcové grafy shrnujici hodnol§so pro mutované formy podjednotek
NMDA receptofi. Vertikalni osa vyjatlije nasobkylCso divokého typu receptoru
GluN1-1a/GIluN2B. Kizky ozn&uji mutace, které nevyvolavaly proudové odgmv
(C) Znazorrni aminokyselinovych zbytk (zeler) majici signifikantni vliv na miru
inhibice A5BS. Ve struktie transmembranovéasti receptoru vlevo jsou znazeény
aminokyselinové zbytky, jejichz z&ma vyvolala sniZzeni miry inhibicea3pS. Ve
struktire transmembranovéasti receptoru vpravo jsou znazémg aminokyselinové
zbytky, jejichZz zamina vyvolala zvySeni miry inhibicex33S.

Tyto vysledky podporuji hypotézu, Ze vazebné msto 58S by se mohlo
nachazet pravv oblasti konzervovaneého SYTANLAAF motivu. Pokug tomu tak
opravdu bylo, mdlo by platit, Ze @858S kompetuje s blokatory ot&aného kanalu o
vazebné misto (v tomtdiipadct o pistup k vazebnému mistu). V takovenpac by
meéla byt mira inhibice NMDA receptar3a58S ovliviéna gFitomnosti blokatar
oteweného kanalu. Vysledky naSich experinienkazuji, Ze mira inhibiced3pS za
piitomnosti 30uM 9-aminoakridinu, ktery je blokatorem otewmého kanalu NMDA
receptoti, dochéazi fi membranovém potencialu -60 mV k signifikantniméristu
hodnotylCsp pro 3158S na hodnotu (95 £ 170M (n = 5) oproti (52 + 3uM (n = 6)
pii membranovému potencialu +40 m\#j kterém se inhild@ini vliv 9-aminoakridinu
neuplatiuje.

Vzhledem ktomu, Ze mutace které vykazovaly nejnidsiru inhibice
(GIuN1(T648A) a GIUN1(A649T)) byly spontaarektivni (k jejich aktivaci neni
potteba agonis), mohlo zavedenim mutaci dojit k naruseni stgbkibnformace
zakeného stavu tweného M3 helixy. Pokud by ovSem tento stav byl fidég
s ote¥enym stavem divokého typu, néim by to mit vliv na inhibici 85BS.
Rozhodli jsme se proto testovat hypotézu, Ze zaniedanutaci dojde ke ztréat
stability M3 helixi, které se od sebe oddali vice, nez je tomu u divoktypu
receptoru, coz ma za nasledek vyerd tak velkého vstupniho otvoru, Ze velikost
3058S nestdi k jeho blokadd. Abychom mohli tuto hypotézu potvrdif vyvratit,
pouzili jsme 358S a kladg nabity steroid PA-A (B-pregnan-20-on @yl-[(2-
trimethylammonio)-ethanoat] chlorid) a préfii jejich proudow nagtovou
zavislost na divokém typu a mutantnich formach GI{IN648A), GIUN1(A649T),
GIuN1(V656A) a GIuN2(T647A) receptir Vysledky experimerit ukazaly, ze
inhibice 35BS na divokém typu i mutantnich formach receptorungtove

nezavisla, coz je v souladu #ggdpokladem, Ze zaparmabité latky (jako 35BS)
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nemohou fungovat jako blokatory otemého kanalu NMDA receptir V pripad
PA-A se vSak ukazalo, Ze inhibice divokého typuemoru ma svoji nagové
nezavislou sloZzku a velmi slabou &épvé zavislou slozku, kterd se projevuje & p
velmi zapornych hodnotach membranového potencidtud@brazek 4.11). Na druhé
straré inhibice mutantnich forem receptoru vykazuje poumgEtove zavislou
slozku.

ProloZzenim ziskanych zavislosti Boltzmanovou rovjgsme dostali hodnoty
parametit (viz rovnice 3, 4 a 5)6 = 0.15, ky = 335 uM, g = 0.62, 1 = 11)pro

divoky typ receptoru.6 = 0.29, kK = 340 uM, g = 0.83; 6 = 7) pro
GIUN1(T648A)/GIuN2B. 6 = 0.23, K=745uM a = 093 (n = 8) pro
GIuUN1(A649T)/GIuN2B adé = 0.19, ky = 193 uM, g=1.0, o = 8) pro

GIuN1(V656A)/GIUN2B.
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Obrazek 4.11: Nagtova zavislost inhib&niho piasobeni 20uM PA-A (58-pregnan-
20-on  J3r-yl-[(2-trimethylammonio)-ethanoat] chlorid) na GluN1-1a/GIluN2B
NMDA receptorech.

(A) Naptowe proudova zavislost viftomnosti 20uM PA-A (pln&a kole&ka) a bez &
(prdzdna kol&ka) na divokém typu receptoru. Struktura PA-B) Napitove proudova
zavislost v pitomnosti 20uM PA-A (plné symboly) a bezép (prazdné symboly) na
mutovanych receptorech GIuN1(T648A) (kika) a GIUN1(A649T) (trojuheldky).
Horni zaznamy iedstavuji charakteristické proudové odgdivs inhibnim efektem
PA-A steroidu na divoky(A) a mutantni typ receptorB) na kladnych a zapornych
potencidlech. Kontrolni roztok (roztok bez glutam)absahoval kroth1mM Mg?* i
30uM Zn** pro potl@&eni spontannich proud

Abychom mohli potvrdit existenci vazebného mistgiamo odhalit jeho

strukturu v oteiené konformaci receptipr vytvorili jsme pomoci metody
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molekularniho modelovani model NMDA receptoru wié@em stavu. V navaznosti
na to se ndm potib pomoci dokovani @&BS do struktury oteeného receptoru
uréit misto a nejpravipbodobrjSi orientaci 858S, v které se vaze na NMDA
receptor (viz Obrazek 4.12). Pro odhaleni strukiteieného stavu receptoru bylo
vyuzZito experimentalnich dat, z kterych vime, Zetowany receptor musi mit
v kiizeni M3 helixa pramér odpovidajici minimal& velikosti PA-A. Dale musi platit,
Ze struktura takto otégného receptoru po zé&n€ mutovanych rezidui zp
odpovidajici divokému typu receptoru, musi mitdgstaténé maly pamér pro jeho
prichod. Otevirani receptoru probihalo postupnym andalim extracelularnich
konal M3 helixi, ¢imZ se napodobovalkipozeny stav, kdy se tyto domény od sebe
oddaluji vlivem tahu linkér spojujicich konce M3 helix a LBD po navazani
agonist. Toto postupné krokové oddalovani v transverzalsrimru bylo provedeno
v rozsahu 1.0 az 17.2 AjimZ bylo dosazeno otgsni kanalu v nejuzsim mést
kiizeni M3 helix v Grovni GIuN1(T648) a GIuUN2(T647) na ro#ml1.5 x 10.2 A

(meéfeno jako vzdalenost meziC
A
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& »
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Obrazek 4.12: Vazba neurosteroidu @58S do oteweného stavu NMDA receptoru.
(A) Transmembranova oblast *aného NMDA receptoruippohledu z extracelularni
strany. B) M3 domény receptoru v z&ané konformaci. ) M3 domény receptoru
vinicialni fazi otevirani. @) M3 domény receptoru v otgané konformaci. K)
Povrchova reprezentace divokého typeveného receptor@luN1/GluN2B v nejuzsSim
mis€ kiizeni M3 helixi. (F) Povrchova reprezentace mutované formy i@e&ho
receptoru GluN1(T648A)/GIuN2B v nejuzSim mist kiizeni M3 helixi. (G)

e

GluN1/GIuN2B receptoru.
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5 DISKUZE

5.1 Vztah mezi strukturou 3a5pS derivati a jejich schopnosti
modulovat NMDA receptor

PrestoZze mechanizmu inhdniiho pisobeni sulfatovanych neurosteroidnich
latek na NMDA receptor byla jiz v minulostérovana pozornost (Park-Chuegal.
1994; Yaghoubiet al. 1998; Kussiuset al. 2009; Petrovicet al. 2009), tak vliv
struktury €chto latek na jejich jsobeni na NMDA receptory nebyl doposud
podroben systematickému zkoumani. NaSe vysledkyzujka Zze modifikaci
steroidniho jadra na uhliku C17 Ize vyznanavysit potenci &chto latek jakozto
NMDA antagonist oproti girozere se vyskytujicimu &S ICso = (31.1 £ 5.9uM.
Nejvyrazreji se snizila hodnotéCso u C17 2-butyl derivatu na hodnotu (84 £ 1) nM.
V piipact perfluorobenzoatového derivatuavpozici klesla oproti 8BS hodnota
ICso na (3.7 0.8)uM (viz Obrazek 4.1). kvapi¥ se hodnotalCsy pro
perflurobenzoatovy izomer pozici (37.3 =+ 3.5uM oproti hodnot ICso pro 3u58S
v ramci chyby nezinila. Z €chto vysledk vyplyvaji dva dilezité zavry. Zaprve,
Ze s velkou prawgpodobnosti je interakce mezi neuroaktivnimi stercddNMDA
receptorem ima (ve smyslu vazby receptor-ligand) a nejednfud& o nepimou
interakci zprogtdkovanou nap zménou fyzikalnich vlastnosti cytoplazmatické
membrany vlivem vazby steroidu do membranya( izomery maji tér& shodny
vliv na fyzikalni vlastnosti membrany; Casado arstier 1998). Za druhé, vysledky
ukazuji na pimou interakci C17 substitugnttéchto neuroaktivnich derivéat
s NMDA receptorem. #emz v gipadd malych substitueff typu azidu, neni
NMDA receptor wici této vazlke prakticky stereospecificky, avSak u prostarov
vyrazrejSich substituerit typu perfluorobenzoatu, se jiz tato stereospetafic
vyznamm uplatiuje. Ze zavislostlCsg na logP pro C17 derivaty (viz Obrazek 4.3)
vyplyva vyrazné korelace (R= 0.8) mezilCso a logP. To vedle specifické interakce
C17 substituerit s NMDA receptorem ukazuje i na nespecificky vlikumulace
steroidu v membran burék na potenci &hto latek inhibovat NMDA receptor
(Tarcsayet al.2012).

DalSi experimenty byly za#heny na odhaleni Ulohy zapeérnabité sulfatove
skupiny na uhliku C3 steroidniho jadra ptisobeni na NMDA receptoru. Vysledky

ukazaly, Ze nahrazeni sulfatu skupinou s celkovymouym nabojem vede k
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apiné eliminaci inhikiniho pisobeni &chto derivak na NMDA receptory.
K podobnému zavru dosgl (Weaver et al. 2000), ktery testoval vliv nenabité
molekuly pregnanolonu na NMDA receptor kepo pomoci fluoresceni techniky
mékeni intracelularni koncentrace Ca

Zameéna negativniho naboje za pozitivni naopak sniza@nbtulCsg téchto
derivati ((6.8 = 1.3) uM pro PA-27 a (5.9 += 0.7)uM pro PA-35 oproti
(31.1 £5.9uM pro 25BS). Krome velikosti naboje byla dalSim sledovanym
parametrem vzdalenost tohoto naboje od uhliku GBovanim hodnotCsy se
vzdalenosti naboje od C3 &chto derival jsme neprokazali mezi danymi parametry
Zadnou zavislosti korelaci, coz je v souladu s jiZide publikovanymi vysledky
vlivu vzdalenosti nabité skupiny na C3 na hodnt®y, (Weaveret al. 2000).
Nicmére nasSe vysledky byly provedeny nétipasobr vysSim pétu C3 derivai a
navic pomoci techniky te&ikového zamku, ktera umtidje na rozdil od
fluorescerini techniky sledovani intracelularniho Carysoce pesné kvantitativni
vyhodnoceni nagtenych dat.

Vysledky strukturalé funkéni analyzy jisobeni C3 derivét potvrdily nasi
hypotézu, Ze sulfatova skupina na C3 jdeditd pro fisobeni 853S na NMDA
receptoru, nicmé&moznost zakny tohoto zdporného naboje za kladny i moznost
jeho oddaleni od uhliku C3 nazige, Ze se nabojipmo neiastni vazby na
receptor, ale spiSe ukazuje naleditost tohoto naboje profigtup neurosteroidu
k vazebnému mistu na NMDA receptoru. Kklad v gipac, Ze by se steroid
dostaval k vazebnému mistiep cytoplazmatickou membranu Blnjako to bylo
ukadzano u GABA receptor(Akk et al. 2005; Akk et al. 2007; Hosieet al. 2007),
muze tento naboj hratatezitou roli v interakci neurosteraids membranou. Coz je
v souladu s pozorovanim, Ze klgdmabité derivaty vykazuji vyragmizsi hodnoty
ICs0 NeZ je tomu u z4pokmabitych analofy Bylo totiz ukdzano, Ze kladmabité
latky se akumuluji v cytoplazmatické memhbramurétk ve vyrazg vysSich
koncentracich nez ste&rhydrofobni latky nesouci negativni naboj. Tento je
piipisovan tomu, Ze na akumulaci latek v membBrama vliv nejen jejich
hydrofobicita, ale i elektrostatické interakce &ibani hlavickami fosfolipid,
v tomto gipact zejména s jejich zaparmabitou fosfatovou skupinou (Austet al.
1995; Austinet al.2005).

Predchazejici pokusy ukazaly, jaky vliv ma struktstaroidu na hodnotu

ICsp u tonicky aktivovanych NMDA receptir Pro gipadné farmakologické vyuZziti
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téchto latek je podstatné, aby vykazovaly vyraznydibxz hodnotachlCsy pro
tonicky a fazicky aktivované receptory. Rozhodlmgs se studovat sérii sedmi
steroidnich latek s karboxy skupinou na C3 vazapmmoci esterové vazby
(viz Obrazek 4.5). Vysledky naSich elektrofyziologych pokué v souladu
s vysledky ziskanymi kinetickym modelovanim (Vyklcet al. 2014) ukéazaly, ze
neurosteroidy inhibuji fazicky aktivované receptaongré nez tonicky aktivované
receptory. Relativni rozdil této inhibice je zayisla struktile nabitého rezidua na
C3. S prodluzujici se vzdalenosti mezi C3 a karlmwou skupinou vzrostl rozdil
ICso mezi fazicky a tonicky aktivovanymi receptory aa stonasobek. iBstoze
nékteré z testovanych derivatbyly iz diive studovany z hlediska tonického
pusobeni na NMDA receptory, jejich vliv na fazickytiakvané receptory nebyl
dosud publikovan (Park-Chunet al. 1994; Yaghoubiet al. 1998) (pro pehled
(Korinek et al. 2011)). Jednim zitvodia muze byt, Ze tyto studie byly provédy
pievazk na NMDA receptorech exprimovanych v oocytech digpa
Elektrofyziologické techniky # vyuZiti oocyti neumo#uji studium msobeni
steroidi na fazicky aktivované receptory (oocyty jsoilip velké pro rychlou
aplikaci roztok: v jejich okoli). Ze stejnéhoidodu roviéz nemohl byt odhalen ani
potenci&ni vliv na fazicky aktivované receptory, ktery jsmoehalili v pipact
nejdelSiho z testovanych deritd{PA-hSub). NaSe vysledky byly &meny na
piechodi transfekovanych HEK293T Bkach, které vzhledem ke svym malym
rozmeram umozuji meieni vlivu steroid na fazicky aktivované receptory. Tyto
vysledky jsme navic posléze potvrdili i na syndpticaktivovanych NMDA
receptorech v kulturach autaptickych hipokampalnieurori. Davodem zvySeni
poneru fazicky \aci tonicky aktivovanym receptém, v porovnani s ébpS, se zda
byt poznénéna kinetika vazby na receptor. Jelikoz hodnéa, pro tonicky
aktivované receptory se neznila nebo se mighsnizila, je pravépodobné, ze doslo
ke sniZzeni rychlostni konstanty vazby na receptar spdasného zpomaleni
rychlostni konstanty odvazovani z receptoru. Nictngoro detailni rozkryti
skute&éného mechanizmu by bylo geba dalSich experiment

PrestoZze rozdillCsp mezi tonicky a fazicky aktivovanymi receptory se d
urcité miry predpoklada pro vSechny ,use-dependentni® inhibitdbDA receptoii
(Vyklicky et al.2014), zatim byl publikovan nejvysSe dvojnasob@k mezi fazicky
versus tonicky aktivovanymi receptory kigaE memantinu (Xiaet al. 2010).

Nicmére nasledna studie ukazala, Ze tato hodnota s rastopaitem fazickych
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aktivaci klesa v fitomnosti memantinu ténk jednée (Emnetéet al. 2013). K tomuto
saturgnimu efektu v fipact neurosteroil nedochazi, protoZze na rozdil od
memantinu, neurosteroidy vykazuji ,use-independetdivazovani (Petroviet al.
2005).

5.2 Uloha interakce neuroaktivnich steroidi s
cytoplazmatickou membranou burék p¥i modulaci
NMDA receptori

Amfipatické latky, mezi které p#tneuroaktivni steroidy, majifjpozenou
tendenci interagovat s b&mymi membranami (Schreiegt al. 2000). Vazba do
membran jim umaiuje gimo interagovat s transmembranovymi oblastmi ioptav
kanah. Vzhledem k tomu, Ze tyto latky majasto znan¢ hydrofobni charakter,
akumuluji se zde ve vysokych koncentracich, ktevéwkolik radi presahuiji jejich
koncentrace ve vodném primdi a tudiz jejich fipadna vazebnad mista
v transmembranovych oblastech iontovych kamabhou byt relativé nizkoafinitni
(Chisari et al. 2009; Chisariet al. 2010). Pray takové msobeni neuroaktivnich
steroidi bylo prokazano vifpad GABA receptod (Akk et al.2005).

NaSe vysledky ukazaly, Ze kinetika nastupu a odmiyiwdibicniho pisobeni
35BS na NMDA receptoru je pomalé a netypicka pro adter ligandu s receptorem
ve vodném progedi. Pro takové iysobeni musi platit, Ze rychlost nastupu inhibice
roste lineart se zvysujici se koncentraci antagonistasova konstanta odmyvani je
na koncentraci nezavisla. Zaravenusi platit, Zzek,[antagonisty] >kq NaSe
vysledky vSak u @5BS takové chovani inhitmi kinetiky neprokézaly (viz Obrazek
4.6). Tato nesrovnalost mezi teorii a skaten chovanim, zji§nhym z experimerit
muze byt zfisobena &kolika faktory (Popescu 2005). Nidklad tim, Ze kinetika
inhibice neni imo dana rychlostnimi konstantarj, a ko, nebo tim, Ze realna
koncentrace latky ve fortnschopné interagovat s receptorem neni v éjigtho
pusobeni stejna jako ta, aplikovana z vodného pedst NaSe vysledky s pouzitim
cyklodextrini, které ukazaly zrychleni odmyvaniiiku neurosteroidl v pritomnosti
cyklodextrinu (tak jako vilpadt GABA receptod (Akk et al. 2005)), silrg
naznuji, Ze alespb rychlost navratu z inhibice neni striktdana pouze rychlostni
konstantowks (viz Obrazek 4.7)

NaSe dalSi experimenty zamné na interakci ¢bBS s bugcénymi

membranami ukazaly, Ze tato interakcéze byt velmi komplexni a neda se popsat

55



Cist¢ jako distribuce monomerni latky mezi vodnym predim a bu&tnou
membranou v postu daném jeji hydrofobicitou, resp. logP. Pomocakéag-
difuzniho modelovani, doptného o experimentainzjiSttné parametry (s vyuzitim
elektrofyziologickych metod, metod hmotnostni spekietrie a s#telneho
rozptylu), popisujici chovanio3pS ve vodném prostdi a membrahburgk jsme
ukazali, Ze g koncentraci 50uM 3a5BS, @iblizn¢ odpovidajici hodnétICsy na
NMDA receptorech, se 99.5 % molekul vyskytuje venf® micel ¢i v jinych
formach agregéta jen zbyvajicich 0.5 % se vyskytuje v monomewriné. To
ovSem plati pouze &ist¢ vodnych prosedich. V gipadt, Ze je ve vodném prdsdi
navic gitomna buséna membrana, koncentrace této monomerni formyresm
k membrag roste a v jeji &sné blizkosti miZze za &chto okolnosti dosahovat
v rovnovaze jednotek az desitek puM.

NasSe vysledky tedy podporuji hypotézu, Zé pisobeni neuroaktivnich
steroidi na NMDA receptory hraje membrana zasadni roliplhikSak nutg jen ve
smyslu pimého misobeni steroidu na receptor z transmembranoveé tpbkle
potencionald i ve smyslu penmeny agregovaného steroidu v monomerni formu v jeji
tésné blizkosti (viz Obrazek 4.9). Moznost vlivu natece cytoplazmatické
membrany bugk s farmaky z hlediska jejich kinetiky apobeni na iontovych
kanalech byla diskutovana jizqu dvaceti lety v souvislosti s blokatorem @&mého
kanalu NMDA receptar MK-801 (Huettner and Bean 1988; Morirg al. 1994).
Tyto vysledky tudiz mohou otevirat novy pohled malgizu a interpretaci vysledk

pro hydrofobni modulatory iontovych kababecH.

5.3 Molekularni mechanizmus pisobeni neurosteroid na
NMDA receptorech

Jak jiz bylo blize popsano v Gvodu této prace, 6enkIMDA receptai je
pomeérné Siroce farmakologicky ovlivnitelna (Traynelgt al. 2010; Monagharet al.
2012). Restoze doposud byla popsana delda latek fisobicich jako antagonisté
NMDA receptofi a stale jsou nalézany noveé (Costal.2010; Ogden and Traynelis
2011; Costeet al.2012; Monaghart al. 2012), tak zatim se v klinické praxi Zadna
z téchto latek jakoZto neuroprotektivum nevyuZziva. dedivyjimku tvagi memantin,

ktery je schvéleny pro &u Alzheimerovy choroby. Veédeckych kruzich vSak
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panuji jisté pochybnosti o jeho vyhradnikinku pires NMDA receptory (Aracavet
al. 2005; Johnson and Kotermanski 2006; KotermangkiJamnson 2009).

Vzhledem k tomu, Ze v od klinicky pouzitelnych ngpmotektivnich NMDA
antagonidl pozadujeme, aby vykazovaly zdaslimeslgitelné &inky: blokovaly
dlouhodolé nadnérné aktivované NMDA receptory (terapeutickycigek), ale
zarover neovliviovaly normalni synapticky ipnos (zamezeni vedlejSiclEinku)
zprostedkovany shodnymi NMDA receptory, neni tento Ulemlrjoduchy. Nicmén
jak jsme ukazali vySe, neurosteroidy maji mechaogm&inku, ktery tyto
pozadavky umatuje splnit. Dané &nky jsou podlozeny jak kinetickym
modelovanim (Vyklickyet al. 2014), tak vysledky ziskanymi na sgich modelech
deprese, mrtvice a NMDA léze (Weawdral. 1997; Valeset al. 2012; Holuboveet
al. 2014; Kleteckoveet al.2014). Mezi kléové vlastnosti inhildnich neurosteroid
pati ,use-dependentni“ dinek, tudiz nerdize tedy dojit k zablokovani receptoru
jese pred jeho aktivaci (Petroviet al. 2005). Na druhou stranu je jejich odvazovani
z receptoru na aktivaci nezavislé, tudiZziippct zablokovani receptoru ite dojit
k jeho odblokovani bez nutnosti aktivace agonistda i v getrvavajici pitomnosti
neurosteroidu (Petroviet al. 2005). Tyto d¥ zasadni vlastnosti tudiz umngi, aby
v pifitomnosti neurosteroidnebyl synapticky fenos vibec ovlivrén, nebo v fipadc
jeho ovlivreni (nag. v disledku zvySené synaptické aktivityti pepileptickém
zachvatugi v jinych pfipadech extracelulagnzvySené koncentrace glutamatu) aby
se receptor po odeami nadngrné aktivace samovaindostal do svého normalniho
(nezablokovaného) klidového stavu, a byl ted§tqpipraven plnit svoji synaptickou
tlohu. DalSi vlastnosti, kterd navic podporuje optotektivni @inek neurosteroii
je nezavislost jejich inhibhiho pisobeni na membranovém potencialu. Tato
vlastnost pomaha v neuroprotekci i jiz depolarizoidn neurofi, kdy klasické
naptove zavislé blokatory otaeného kanalu ztraceji svojtinost (Sobolevsket
al. 1998; Sobolevskii and Khodorov 2002; Johnson aotéinanski 2006; Xiat al.
2010).

Dosavadni slabou strankou neurosteigiel jejich pongrné nizka @innost
(ICso v fadu desitekiM) a z ni vyplyvajici nutnost podavat je ve vysokytavkach.
PrestoZe synapticky aktivované AMPA receptory jsopiii vysokych dévkach
Gzce souvisi i fakt, Zefppodavani vysokych davek se zvySuje pkgpatiobnost

vedlejSich dinku zprostedkovanych jinymi typy receptbr(Geeet al. 1988; Wuet
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al. 1990; Wuet al.1991; Bullocket al. 1997; Park-Chungt al. 1999; Korineket al.
2011). Dulezitym krokem pi vyvoji novych neurosteroidnich latek je tedy haji
jejich derivaty, které budou vykazovat vySSi selekt (a to potencialé i v ramci
raiznych podtyd NMDA receptofi) a &innost. K nalezeni takové latky by
vyznamré prispéla lokalizace vazebného mista pro neurosteroidy NMDA
receptoru a znalost jeho detailni struktury ve stao kterého se neurosteroidy vazi.

Predchazejici vysledky ukazaly, Ze vazebné misto 3u®3S na NMDA
receptoru se neshoduje s vazebnymi misty pro ghttami pro glycin (Park-Chung
et al. 1999). Vzhledem k tomu, Zeu3BS je trvale nabity, f@skok z jednoho listu
cytoplazmatické membrany do druhého by vyZzadotelkgnani energetické bariéry,
kterd je tepelnym pohybem jen obtZpiekonatelna. Lze tedyi@dpokladat, Ze
vazebné misto se nenachazi ani veimfit listu cytoplazmatické membrany ani
intracelularg. NaSe vysledky tato zj&ti potvrzuji a dale ukazuji na vyznam
cytoplazmatické membrany prdigtup 35S k jeho vazebnému mistu na NMDA
receptoru (Borovskat al. 2012). Teoretické vypty chovani 858S ve vodném
prostedi dale nazralji, Ze by se vazebné misto mohlo nachazet wsSin listu
cytoplazmatické membrany nebo v jégné blizkosti.

Abychom s jistotou vylotili moZnost, Ze se vazebné misto pro neurosteroidy
nachazi v oblasti ATD, na kterou ukazovaly vazebtnglie na izolovanych ATD
jako na mozné misto jejichupobeni (Cameronet al. 2012), vyuZili jsme
podjednotky GIuN1 a GIuN2B bez ATD (GIuMN/GIuN2BAN). Vzhledem k tomu,
Ze mira inhibice &S na divokém typu receptoru a receptoru sloZzeném
z podjednotek, kterym chyly ATD, se signifikantg neliSila, sice moznost vazby do
oblasti ATD @imo nevylduje, ale vyvraci, Ze tato vazba zpreskovava jeho
inhibi¢ni paisobeni na NMDA receptory.

Déle jsme se za#ili na jiz drive vytipovanou transmembranovou oblast.
Vzhledem ktomu, Ze i pouh& polovina transmembrénaomény na obou
podjednotkach znamena velké mnoZzstvi potentialiilezitych aminokyselin,
rozhodli jsme se jejich et snizit testovanim glutamatového receptoru GIuRO,
kteremu chybi M4 transmembranova doména (Arinantimpaet al. 2003).
Vzhledem k tomu, Ze i tento receptor je citlivynkibicnimu pisobeni 858S, neni
ziejmé¢ M4 pro vazbu @85BS nezbytnd, a proto jsme M4 oblasti na obou

podjednotkach vylatili z mutaini analyzy.
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Po zangné vSech aminokyselinovych zbyitkve vytipované oblasti a éeni
ICsp jednotlivych mutant se ukazalo, Ze ze vSech testovanych mutaci megzrsy
snizenou citlivost pouze mutace v konzervovaném ANTAAF motivu a ostatni
mutace bd’ nemaji ndCsg signifikantni vliv nebdCsg naopak snizuji. Mutace, které
snizovaly ICso, nebyly lokalizovany do zadné konkrétni oblaste aaopak byly
rozptyleny v ramci celé studované TMD (viz Obrazek0). Navic udchto mutaci
byla prokdzana pozitivni korelace mezi mirou desgeaze acasovou konstantou
odmyvani 35BS z mutovanych receptol(R? = 0.79). Snizené hodnotgs, vyse
zmirgnych mutaci tedy spiSe nez se¢mou vazebného mista pra5BS souvisi s
pozmenénou kinetikou receptoru.

Mutace se sniZenou citlivosti kiSBS vykazovaly fizny stupé& sponténni
aktivity, coz poukazovalo na naruSeniageni konforménich znén ve LBD a M3
helixech (Chang and Kuo 2008). kchto jiz dive popsanych tzv. Lurcher mutaci
bylo ukdzano, Ze jejich aktivai kinetika je vyrazé posunuta sgrem k otevenému
stavu (Murthyet al. 2012). Takové chovani ukazuje na moznost, Ze miveutace
se od sebe M3 domény vice oddaluji, a umg@ztak pfichod ¥tSich molekul skrz
vngjSi vratka receptoru, nez je tomu u divokého typoeptoru. V této pozici pak
zastavaji, nehletina obsazenost vazebnych mist v LBD.

NaSe pedpoklady se potvrdily nattenim naptovych zavislosti blokady
kladre nabitym PA-A na divokém typu receptoru a na jehotantnich formach
GIuN1(T648A), GIuN1(A649T), GIuN1(V656A) a GIuN2(4BA), ktere
vykazovaly sniZzenou citlivost koS8pS. VSechny tyto mutantni formy receptoru
vykazovaly naptové zavislou blokadu PA-A, ale nevykazovaly jiz aépve
nezavislou inhibici na kladnych potencialech typigkpro divoky typ receptoru (viz
Obrazek 4.11). Coz ukazuje na to, Ze tyto mutageiasebily jen novy typ nagrove
zavislé blokady (ke stavajici najpvé nezavislé), ale také, ze doslo kesmnhformy
inhibice z napt'ové nezavislé na na&pgove zavislou. To je v souladu $quistavou, Ze
praw v mist kiizeni M3 helixi se nachazi vazebné misto pudbf@S, které se timto
zadsahem roz8lo natolik, Ze 35BS jiz nemiize vstup do poéru iontového kanalu
blokovat.

NaSe laboratiojiz diive ukazala, Zed®BS navazany ve svém vazebném tist
uzamyké agonisty NMDA receptoru, glycin a glutamajejich vazebnych mistech
na LBD, a zabnauje tak jejich disociaci z receptoru (Petrowt al. 2005). Toto

chovani je typické pro tzv. ,foot in the door “ klttory oteweného kanalu, které
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svoji vazbou v iontovém kanale brani gavi kanalu, coz je doprovazeno naslednou
disociaci agonist Typickym pedstavitelem takovych latek je 9-aminoakridin.
Abychom déle experiment&mpodpdili naS pedpoklad o vazebném mishansiili
jsme pro 85BS zavislosti dinku na davce vifitomnosti 9-aminoakridinu ip
membranovych potencialech -60 mV a +40 mVivka metena i -60 mV, tedy i
napsti, kdy je 9-aminoakridin schopen se vazat do péntového kanalu, doslo

k vyznamnému posunutikky k vy3Sim koncentracim oprotitikce nangiené i
+40 mV, kdy 9-aminoakridin nema schopnost odiivat funkci NMDA receptat.

To vypovida o kompetici mezi vazebnym mistem pren@noakridin a @85pS, nebo

0 shodném fistupu k gmu.

Vzhledem ktomu, Ze iKeni M3 helixi predstavuje v§Si vratka
glutamatovych receptdy jedna se o strukturu, kterdi @mktivaci €chto receptar
prochazi vyraznymi konforndaimi zmeénami, navic se nachazi té&mna samém
okraji cytoplazmatické membrany, a tedy i transmeinbvého pole. iestoze
sekverini homologie mezi receptory GIuN1/GIuN2B a GIuRO jelmi nizka,
SYTANLAAF motiv je i v ramci tchto receptar vysoce konzervovany. To vSe je
v souladu s ndmi navrhovanym vazebnym mistem @58S3.

V nedavné dob byly publikovany krystalografické studie, které ppeé
ukazuji strukturu NMDA receptoruwcetné transmembranovych oblasti (Karakas and
Furukawa 2014; Leeet al. 2014). DalSi studie pak pomoci kryo-elektronové
mikroskopie ukazuje na vyrazné konforna zmeny v ligand-vazajici a amino-
terminalni domé# po aktivaci a desenzitizaci AMPA receptofMeyersonet al.
2014). Ol tyto prace finesly velky pokrok v poznani struktury a dynamiky
glutamatovych receptdr Nicméré neodpo¥dély na otazku, jak vypada struktura
NMDA receptoru v otekeném stavu. Vifjpads krystalografickych studii se jedna o
struktury v nefirozeném stavu, kdy je NMDA receptor vlivem cébdy NMDA
parcialnich agonifta antagonist zafixovan ve stavu, ktery neodpovidd Zadnému
prirozere se vyskytujicimu stavu. Na druhé stFdmyo-elektronova mikroskopie sice
ponerné presrt zachycuje jednotlivé stavy AMPA receptoru, alei jepzliSeni
neumo#uje blizSi analyzu konforngaich znén v transmembranové oblastiideémz
naSe prace ukazuje, Ze pravtéto oblasti se nejspiSe nachazi vazebné mfisto p
neurosteroidy.

Predchozi pokusy zabyvaijici se nalezenim struktugyrehého stavu NMDA

receptoru s vyuzitim molekularni dynamiky (na zdklahomologniho modelu
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vychéazejiciho ze struktury AMPA receptoru (Sobokgvst al. 2009)) narazely na
problém nedostateého oteveni poru iontového kanalu. Vysledné struktury totiz
nevykazovaly dostateé rozeveni M3 helixai pro pfichod latek, u kterych bylo
experimentalé prokazano, Zze otéenym receptorem prochazeji (Vyklickst al.
1988; Zarei and Dani 1995; Kagi al.2014). Nami navrhovana struktura aveho
kanalu NMDA receptoru je naproti tomu v souladuxgegimentélnimi vysledky,
které udavaji limity pro rozéeni M3 helixd u aktivovaného receptoru. Dokovaci
pokusy odhalily konkrétni vazebné misto a nejpépedobrEjSi orientaci 85BS,

¢imz potvrdily naSe zavy zaloZzené na experimentalnich datech (viz ObrdzeR).
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6 SOUHRN

6.1 Vztah mezi strukturou 3a5pS derivati a jejich schopnosti
modulovat NMDA receptor

Postranitettzec na C17 zasadrovliviuje hodnotulCsy derivati 3053S na

NMDA receptorech. Zamou tohotorettzce z acetylu na 2-butyl bylo
dosazeno snizeni hodnotfsy z 31.1 uM pro 58S na 84 nM pro
5p-androstan-1F-(2"-butyl) 3u-yl-sulfat.

Analogy 35BS se stereospecifickymi modifikacemi na C17 majngu
hodnotyICs pro inhibici NMDA receptak. i zamené postrannihdetézce
na C17 z acetylu na perfluorobenzoat dosldipget a izomeru ke snizeni
hodnoty IC5p z 31.1uM pro 35S na 3.7uM. V piipad B izomeru se
hodnotalCso = 37.3uM v rdmci chyby nezgnila. Pro perfluorobenzoatové
derivaty s kyselinou glutamovou na C3, byla stgpeosicita jes¢
vyrazrejSi: 1Cso = 44uM pro a izomer alCso = 1580uM pro 3 izomer.

Zaporré nabita sulfatova skupina na Ca&5BS ma kléovou roli pro jeho
inhibi¢ni pasobeni na NMDA receptorech. Nahrazeni sulfatu, iskup
s celkovym nulovym nabojem vede k uUplné eliminaiibicniho pisobeni
takovych derivat na NMDA receptory. Zagma negativniho naboje za
pozitivni naopak sniZuje hodnotCs, téchto derival (6.8 uM pro PA-27 a
5.9 uM pro PA-35, oproti 31.1uM pro 35BS). Vzdalenost naboje od C3

nekoreluje s hodnotanCsg téchto derivai.

3058S inhibuje tonicky aktivované receptory ~2-ndsblice nez fazicky
aktivované receptory NMDA receptory. Byl prokazdiv vzdalenosti nabité
skupiny na C3 na miru inhibice pro tonicky versazidky aktivované
receptory a tedy i vliv C3 substituentu na vazebkmetiku steroidu na
NMDA receptor. Pro derivat Bpregnan-20-on @&yl-hemipimelat byla
hodnotalCs pro fazicky aktivované receptory asi stonasobySSi nez pro

tonicky aktivované receptory.
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6.2 Uloha interakce neuroaktivnich steroidi s
cytoplazmatickou membranou burék p¥i modulaci
NMDA receptori

Kinetika nastupu a odmyvani inhdbiho pisobeni 853S na NMDA
receptoru je pomala a netypickd pro interakci ldyans receptorem ve
vodném progedi. Navic rychlost odmyvani inhdsiiho pisobeni

neurosteroid je urychlovang ay cyklodextriny.

3u5BS se ve vodném prdeti vyskytuje pevazre ve forme micel s kritickou
micelarni koncentraci ~0M. Pomoci matematického modelu dagiého o
experimentals zjisttné parametry bylo ukdzano, Ze58S v monomerni
formé se v blizkosti membrany i#e vyskytovat v koncentracich vyrazn

pievysujicich kritickou micelarni koncentraci.
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6.3 Molekularni mechanizmus pisobeni neurosteroi@ na
NMDA receptorech

Na zaklad analyzy inhibiniho pisobeni 853S na prokaryotickém
glutamatovém receptoru GIURO a na zkracené va&rfdMDA receptoru bez
ATD domény (GIuUNAN/GIUN2BAN) byly vytipovany oblasti na M1 a M3
helixech, které by se mohly podilet na inbibim pisobeni 853S. Mutani
analyza M1 a M3 oblasti na GIuN1 a GIuN2B podjelach ukazala, Ze
vétSina aminokyselinovych z&m nema na inhildni pasobeni 85BS
signifikantni vliv nebo jeho inhibni pisobeni zvySuje. Vyjimku tudy
mutace v konzervovaném SYTANLAAF motivu, nachazege na obou

podjednotkach na arovni ¥$iho Usti receptorového poru.

Vysledky mut&ni analyzy, které nazutaji Ze 35BS pisobi jako blokator
oteweného kanalu v Usti receptorového poru, byly dakppeny kompetici
mezi 35S a blokatorem otégného kanalu 9-aminoakridinem o vazebné
misto nebo fistup k kmu. Vysledky ukazujici n&govou zavislosti inhibice
NMDA receptofi za gFitomnosti 35BS nebo kladé nabitého steroidu PA-A,
meétenych na divokém typu a mutovanych formach receps® snizenou

citlivosti k 3u5BS rovrez podpdily tuto hypotézu.

S vyuzitim vysledik proudo¥ nagtovych zavislosti byl pomoci
molekuldrniho modelovani vyti'en model NMDA receptoru v konformaci
odpovidajici otekenému stavu. Pomoci dokovani byla nasiedalezena

nejpravépodobrEjSi orientace @85BS ve vazebném mist
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7 ZAVER

Spravna funkce NMDA podtypu glutamatovych recept@ klicova pro
normalni funkci CNS, zvla8tdalezita je pak pro ¢eni a pardt. Na druhou stranu
jejich nadnérna aktivace viadk patofyziologickych stav vede k excitotoxicit a
nasledné smrti nervovych btln Pres veSkeré Usili mnohadeckych laboratid a
farmaceutickych firem, které v poslednich 25 leteghaloZili miliardy dolaé na
vyvoj antagonist NMDA receptofi (Monagharet al. 2012), se doposud nepdilia
vyvinout takovy l€k, u kterého by se v Kklinickyctugdiich prokazal l&ebny efekt a
piitom nebyl pozédji vyiazen pro své nezadouci vedlej@inigy.

Derivaty neurosteroid jsou vzhledem k jejich ifznivym vlastnostem
nadtjnou skupinou NMDA antagonist Nicméré k nalezeni konmé struktury
piipadneho l&va vede je&t dlouhda cesta. Zder@dkladana prace odhaluje zatim
neznamé strukturni determinantyjirpzere se vyskytujiciho neurosteroidwsBS,
které jsou dlezité pro jeho inhiliini (Cinek a to ¥etrne mechanizmu tohotocinku i
s konkrétni strukturou vazebného mista. Doufejreetyfo no¥ nabité poznatky v
budoucnu fispgji k nalezeni novych dinnych latek vyuZzitelnych v klinické praxi

pro I&bu chorob spojenych s poruchami funkce NMDA recepto
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7.1 Vztah mezi strukturou 3a5pS derivati a jejich schopnosti
modulovat NMDA receptor

Testovanim cel&ady nog syntetizovanych C3 a C17 deriwaBo53S na
GIuN1/GIuN2B receptorech jsme ukazali, Ze sulfatskapina na C3 a acetylova
skupina na C17 na molekulea5BS hraji vyznamnou roli ip jeho inhib&nim
pusobeni na NMDA receptorech. Vhodnou substitéchtio funkénich skupin lze
vyznamm zvysit (Einnost gchto novych latek, a zaroweovlivnit pomér mezilCsg

pro jejich &inek na fazicky versus tonicky aktivované receptory

7.2 Uloha interakce neuroaktivnich steroidh s
cytoplazmatickou membranou burék p¥i modulaci
NMDA receptori

Potvrdili jsme hypotézu, Ze cytoplazmaticka membréargék hraje dileZitou
roli pro pisobeni 85S na NMDA receptorech. Byl navrZzen novy mechanizmus
diky kterému niZze vlivem cytoplazmatické membrany dochazet v jBjizkosti
k lokalnimu zvy3eni koncentrace monomerni formy ipatickych latek nad
kritickou micelarni koncentraci. Tyto poznatky mahgiispét k vyswtleni interakce

lipofilnich latek i s jinymi typy receptdr

7.3 Molekularni mechanizmus pisobeni neurosteroid na
NMDA receptorech

Poddilo se nam identifikovat vazebné misto pub@S na NMDA receptoru
nachazejici se ve vysoce konzervovaném SYTANLAAFRvove vrEjSim Usti péru
NMDA receptoru. Navic jsme ukazali (dosud nepubliéoou) strukturu TMD
NMDA receptoru v otekeném stavu, &etné navazané molekuly o3S v jeji
pravdEpodobné orientaci. Struktura otemého stavuinasi dalsi $tpek do mozaiky
pro pochopeni konforndaich zngn, ke kterym dochazichem vratkovani NMDA

receptot.
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