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Cilené ovlivnéni disledku mutace N-methyl-D-aspartatového receptoru

Oblast techniky

Steroidni latky mohou potencovat odpovédi NMDA receptoru a kompenzovat tak defekt
vyvolany de NOVO mutacemi gent, kodujicich jeho podjednotky. Takovy defekt vede ke vzniku
zavaznych vétS§inou vyvojov€é vazanych onemocnéni, jakymi jsou mentalni retardace,
neurovyvojové poruchy v riznych oblastech — feci, motoriky, intelektu; porucha pozornosti s
hyperaktivitou; epilepsie, poruchy autistického spektra (PAS) a schizofrenie.

Dosavadni stav techniky

Zvysené pouziti sekvenovani DNA nové generace u neurologickych pacientti vedlo k doplnéni
znalosti o moznych variantich podjednotek imitovaného N—methyl-D—aspartatového receptoru
(NMDAR). Ty hraji dilezitou roli v normalnim vyvoji mozku a jejich poskozeni vyvolava
poruchy, jakymi jsou epilepsie, poruchy fec¢i, motoriky, uceni, poruchy autistického spektra
(PAS), porucha pozornosti s hyperaktivitou (ADHD), vyvojové poruchy a schizofrenie. Funkéni
vysledky naznacuji, ze mutace v této oblasti receptoru maji vazné disledky pro funkci receptoru
a neurontl, coZ maze prispét k vyskytu symptomu u pacientd i k poSkozeni neurond.

N-methyl-D-aspartatovy receptor (NMDAR) je iontovy kanal s heteromerickym ligandem
propoustéjici ionty Ca?*, ktery je exprimovan v neuronech a gliich. Prakticky vSechny okruhy
mozku a michy uzivaji excitaci vyvolanou piechodnou aktivaci NMDAR glutamatem, pii niz
vznikaji NMDAR excita¢ni postsynaptické proudy (EPSC), k regulaci fyziologickych funkci a
navic je tato slozka zapojena do riiznych forem synaptické plasticity (Dingledine et al., 1999;
Lynch, 2004; Traynelis et al., 2010; Huganir and Nicoll, 2013).

NMDAR se skladaji ze dvou povinnych (GIuN1) a dvou variabilnich podjednotek, které sestavaji
bud’ z GIuN2 (A az D), nebo GIuN3 (A, B) (Traynelis et al., 2010). Podjednotka GIuN1 je
exprimovana v celém systému centralnim nervovém systému (CNS), zatimco Ctyfi podtypy
podjednotek GIUN2 (A az D) maji odliSné ¢asové a prostorové expresni vzorce (Akazawa et al.,
1994) (Monyer et al., 1994). Exprese GIluN2B podjednotky (kodovand genem GRIN2B)
dominuje pii rychlé kortikalni synaptogenezi v pozdni embryogenezi a v raném postnatalnim
vyvoji (Hall et al., 2007). Existuje fada dikazi, ze podjednotka GIuN2B hraje dulezitou roli pii
vyvoji mozku, tvorbé nervovych obvodu, diferenciaci a synaptické plasticité (Cohen and
Greenberg, 2008).

Nedavny pokrok ve vysoce vykonném sekvenovani DNA umoznil stanoveni Cetnosti mutaci
gend kodujicich NMDAR u postizenych jedinct. Zatimco podjednotka GluN2B je kddovana v
psychiatrickych a neurovyvojovych poruchich nejéastéji de Nnovo mutovanym genem GRIN2B,
de novo mutace geni GRINI a GRIN2A, kodujicich GluN1 a GluN2A, jsou méné Casté. Je
zajimavé, Ze v pripadé GRIN2C, GRIN3A a GRIN3B byly popsany pouze vzacné zkracené
mutace, které se mohou vyskytovat jak u zdravych jedinct, tak u pacientl s poruchami vyvoje
nervové soustavy (Burnashev and Szepetowski, 2015; Hu et al., 2016).
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Tabulka 1: Podjednotky NMDA receptoru a geny, kter¢ je koduji

Receptor | Podjednotka Gen Chromozom
GluN1 GRIN1 9q34.3
GIluN2A GRIN2A 16p13.2

NMDA | GluN2B GRIN2B 12p12
GluN2C GRIN2C 17q24-q25
GluN2D GRIN2D 19q13.1qter
GIluN3A GRIN3A 9q31.1
GluN3B GRIN3B 19p13.3

Varianty GRIN2B — de novo synonymnich mutaci, missense ¢i nonsense mutaci, mutaci posunu
¢teciho ramce nebo mista sestfihu — byly identifikovany u jedinct s definovanymi poruchami,
jako je defekt intelektu (ID), opozdény vyvoj (DD), porucha autistického spektra (ASD, Cesky
PAS), epilepticka encefalopatie (EE), schizofrenie (SCZ) a v mensi mife porucha pozornosti s
hyperaktivitou (ADHD), centralni porucha zraku (CVI) (Burnashev and Szepetowski, 2015; Hu
etal., 2016).

Podstata vynalezu

Pfedmétem vynalezu je cilena kompenzace ucinki mutaci lidského N—methyl-D—aspartatového
receptoru latkami steroidni povahy, vyuzitelna pro léceni poruch, souvisejicich s geneticky
podminénymi mutacemi podjednotek tohoto receptoru. Nebo piesnéji kompenzovani dysfunkce
GIluN2B podjednotek tohoto receptoru, zapfi¢inéné jejich kodovanim mutovanym genem
GRIN2B. Pro jednoduchost bude dale pro takové podjednotky pouzivan termin mutované
podjednotky. Takové mutace jsou pri¢inou vzniku zavaznych, vétSinou vyvojov€é vazanych
chorob, jakymi jsou mentalni retardace, neurovyvojové poruchy v riznych oblastech — feci,
motoriky, intelektu; porucha pozornosti s hyperaktivitou (ADHD); epilepsie, poruchy
autistického spektra (PAS) a schizofrenie.

Nedavné vysledky badani ukazaly, ze mutace genti kodujicich podjednotky NMDA receptoru
(Tabulka 1) mohou vést k riznym poruchadm funkce receptoru. Nyni bylo prokazano, ze mutace,
které byly popsany v membranové ¢asti GluN2B podjednotky a majici vazné funkéni disledky,
1ze ptekvapivé kompenzovat ptisobenim nékterych steroidnich latek.

Predmeétem predkladaného vynalezu je sloucenina zvolena ze skupiny, zahrnujici 20—oxo—pregn—
5-en-3B—yl sulfat, androst-5-en—-3p—yl hemisukcinat, 20—oxo-53—pregnan—3-yliden—4'-but-2—
enovou kyselinu a 20—oxo-5B—pregnan—3p—yl butanovou kyselinu, pro pouziti pti 1é¢eni poruchy
intelektu, opozdéného vyvoje, epilepsie, epileptickych spasmtl, onemocnéni autistického spektra
jako dusledku geneticky podminéné mutace nebo de NOVO mutace membranové &asti
podjednotky GIuN2B lidského N—-methyl-D-aspartatového receptoru, zahrnujici mutace P553L,
V5581, W607C, N6151, V618G, S628F, E657G, G820E, G820A, M824R a L825V.

Vyznakem predkladaného vynalezu je sloucenina zvolena ze skupiny, zahrnujici 20—0xo—pregn—
5-en-3B—yl sulfat, androst-5-en—3p—yl hemisukcinat, 20—oxo-53—pregnan—3-yliden—4'-but-2—
enovou kyselinu a 20—oxo—5B—pregnan—3p—yl butanovou kyselinu, pro pouZiti pti 1é¢eni poruchy
intelektu, opozdéného vyvoje, epilepsie, epileptickych spasmii a onemocnéni autistického
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spektra, vzniklych v disledku mutace L825V podjednotky GIuN2B lidského N-methyl-D—
aspartatového receptoru, vykazujici nahradu leucinu v poloze 825 aminokyselinového fetézce
GIuN2B podjednotky valinem.

Cilem predkladaného vynélezu bylo také objasnit diisledky mutaci NMDA receptoru v mistech,
zjisténych u jedincii s diagnézou poruch vyvoje nervové soustavy. Bylo prokdzano, ze lidské
NMDA receptory, tvofené hGIluN1 a hGIuN2B podjednotkami (hGIuN1/hGIuN2B), maji
zménénou funkci v piipadé zavedeni mutaci do GluN2B podjednotky v oblasti transmebranové
domény (TMD). Tyto mutace byly totozné s de NOVO mutacemi, které byly popsany u pacientii
se zavaznymi duSevnim nebo neurologickym onemocnénim, u nichz je velmi pravdépodobné, ze
mezi onemocnénim a mutaci je pfi¢inny vztah. Seznam zkoumanych mutaci je uveden v
tabulce 2 véetné fenotypické charakterizace a lokalizace na chromozomu.

Tabulka 2. Vybrané de novo GRIN2B varianty a jejich fenotypické charakteristiky
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GluN2B | Genotyp Fenotyp Vék, kdy it}
mut. se projevi
P553L | c.1658C>T | ID, hypotonie Casné (de Ligt et al., 2012)
postnatalni
V5581 |c.1672G>A | ID - (Hamdan et al., 2014)
(Lelieveld et al., 2016)
W607C | ¢c.1821G>T | ID, OV, dysmorfické - (Yavarna et al., 2015)
rysy
N615I | c.1844A>T | WS, ID 7 tydni (Lemke et al., 2014)
V618G | ¢.1853T>G | ID, WS, 4 mésice (Lemke et al., 2014)
S628F | ¢.1883C>T |ID, OV - (Platzer et al., 2017)
E657G | ¢.1970A>G | ID, OV - (Platzer et al., 2017)
G820E | ¢.2459G>A | ID, microcefalie Casné (Hamdan et al., 2014)
postnatalni
G820A | ¢.2459G>C | ID, OV, DPP, EK, - (Platzer et al., 2017)
GVL, PAS
M824R | ¢.2471T>G | ID, OV, mikrocefalie, 2 mésice (Zhu et al., 2015)
klinicky obraz Rettova
syndromu, Epi activita
na EEG
L825V | ¢.2473T>G | PAS - (Awadalla et al., 2010)
(Swanger et al., 2016)

ID — defekt intelektu; OV — opozdény vyvoj; WS — West syndrom; Epi — epilepsie a/nebo
zachvaty, infantilni kiece; PAS — poruchy autistického spektra; DPP — Dyskinetickd porucha
pohybu; EK — epileptické kiece; GVL — generalizovana ztrata objemu mozku

De novo mutace GRIN2B genu, ktery koduje GluN2B podjednotku NMDA receptoru, jsou tedy
spojeny s defektem intelektu (ID), opozdénym vyvojem, epilepsii, epileptickymi spasmy a
onemocnénim autistického spektra (PAS). I pfesto, ze tato onemocnéni jsou pravdépodobné
kauzalné podminéna mutaci pfislusného GRIN2B genu, informace o funkénich disledcich pro
NMDA receptor dosud nebyla zndma.

Nyni jsme zjistili, ze nejvyznamnéjsi funkéni zmény u receptoru s mutaci v GIUN2B podjednotce
se tykaji pravdépodobnosti otevieni (Po) (tedy relativni schopnosti kanalt NMDA receptoru byt v
piitomnosti saturujici koncentrace glutamatu v otevieném stavu). Podle naSich zjisténi
pravdépodobnost otevieni u riznych mutaci v GluN2B podjednotce klesla nejméné desetkrat.
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Zde testované steroidni slouceniny pak prokazaly schopnost kompenzovat defekt vyvolany
takovou mutaci lidskych GIUN2B podjednotek, ktera snizovala pravdépodobnost otevieni kanalu
receptoru. Analyza ukéazala, ze receptory obsahujici GIuN2B s mutaci L825V (4.
GIuN2B(L825V)) jsou vyrazné vice potencovany testovanymi steroidy, nez byly potencovany
nemutované receptory (Obr. 3 A, tabulka 6), pficemz nartst ¢inil az vice nez 1600 %! Naproti
tomu receptory obsahujici mutace hGluN2B(V558I), hGluN2B(W607C), hGluN2B(V618G) a
hGIuN2B(G820A) byly potencovany podobné jako nemutované receptory (viz obr. 3C a tabulka
6).

Schopnost steroidnich slouc¢enin kompenzovat defekt souvisejici s mutaci GluN2B podjednotky,
kterou vykazuji osoby s duSevnim nebo neurologickym onemocnénim, byl testovan také in vivo
na mysich, které vykazuji zmeénu socialniho chovéni. Po aplikaci steroidu byly pozorovany mirné
zmény v chovani zvifat smérem ke zvySené socializaci.

Zminéné vysledky vSak predstavuji biologicky extrémni stav, v némz by byly de novo mutaci
poskozeny ob¢ alely, coz je v praxi velmi nepravdépodobné. Lze tedy piedpokladat, ze u lidi v
ptipad¢é mutace jednoho genu na jedné alele a v pfitomnosti zdravého genu na druhé alele povede
k vytvoteni receptoru podle mendelovskych pravidel genetiky. Vypocty ukazuji, Ze v ptipade, ze
by byl mutovany receptor dominantni, by byla k plné kompenzaci potfebna potenciace odpoveédi
receptoru o 67 %. V ptipadé recesivni varianty mutovaného receptoru by k uplné¢ kompenzaci
bylo tieba pouze mirné, asi 20 procentni potenciace odpovédi. Uginek testovanych steroidu tyto
pozadavky mnohonasobné¢ piekracuje.

Béhem vyvoje neurony exprimuji rizné podjednotky a jejich kombinace. V piipadé kortexu jsou
to nejprve prevazné GluN2B podjednotky a v malé mife podjednotky GIuN2A, ptficemz v
priabéhu vyvoje se jejich pomér vyrovna, aby v dosp€losti pievladl receptor s GIuN2A
podjednotkami. Lze proto oCekavat, Zze k usp€sné kompenzaci defektu postaci jesté nizs$i mira
potenciace receptoru.

Objasnéni vykresu

Obrazek 1

Lokalizace zkoumanych mutaci v podjednotce hGluN2B. A: NMDA receptor a jeho
podjednotkové slozeni. Proteinova sekvence pre—M1, M1, M2, M3, a M4 oblasti podjednotek
NMDA receptori. Membranové oblasti jsou oznaceny horizontalni ¢arou. B: Stuhové zobrazeni
modelu GIuN1/GIuN2B receptoru (Karakas and Furukawa, 2014) (Lee et al., 2014) Vybrané
aminokyseliny, které byly zménény u lidskych pacientd, jsou zdGraznény. ABD = agonisty vazici
doména, TMD = transmembranova doména. C: M1, M3, a M4 = transmembranové helixy a M2
= klicka vytvafejici iontovy kanal.

Obrazek 2

Mutace TMD podjednotky hGIuN2B ovliviiuji povrchovou expresi NMDA receptoru.
Kvantitativni kolorimetrické stanoveni bylo uzito k uréeni relativni povrchové/celkové exprese
NMDA receptoru hYFP-GIuN1. COS-7 butiky byly transfekovany bud’ pouze hYFP-GIuN1
podjednotkou, nebo hYFP-GIuN1 a WT (hGIuN2B)/genem kodujicim mutovanou hGIuN2B
podjednotku. Data ukazuji primér £ SEM; *P < 0,05 je relativni povrchova exprese hYFP—
GIuN1/hGIuN2B (WT nebo imitovanych), statist. vyhodnoceni: jednosmérna ANOVA (vicecetna
srovnani versus WT (Dunnova metoda).

Obrazek 3
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Mutace hGIuN1/hGIuN2B(L825V) je zvysen¢ citlivd k modula¢nimu vlivu steroidu, zde jsou
znazornény typické odpovédi WT a hGluN2B/hGluN2B(L825V) receptoru na aplikaci steroidu.
PE-S (100 pmol.1?) (A) a AE-hSuc (30 pmol.I'Y) (B) potencovaly odpovédi
hGIuN2B/hGluN2B (WT) receptoru, vyvolané rychlou aplikaci 1 umol.I"* glutamétu a snimané v
piftomnosti 30 umol.I glycinu (potenciace 0 110 % u PE-S a 612 % u AE-hSuc). Oba steroidy
potencovaly odpovédi hGluN2B/hGIluN2B(L825V) receptoru piiblizné tiikrat vice nez u WT
receptoru. C: Graf relativni potenciace vyvolané PE-S (100 pmol.I'?) vii¢i potenciaci vyvolané
AE-hSuc (30 pmol.I'Y) u WT a mutovanych receptoru. Data byla proloZena linearni regresi
(korela¢ni koeficient r = 0,928; P = 0,0764). D, E: Koncentra¢ni zavislost vlivu PES a AE-hSuc
na odpovédi vyvolané u WT a hGluN2B/hGIuN2B(L825V) receptoru rychlou aplikaci 1 umol.I
glutamatu. Na mutovanych receptorech oba steroidy pisobily s vétsi Gcinnosti. F, G: Odpovédi
WT a hGIuN2B/hGIuN2B(L825V) receptoru, vyvolané kratkou aplikaci (5 ms) 1 mmol.I
glutaméatu (kontrola) a glutamatu v pfitomnosti PE-S (100 umol.I"t) nebo AE-hSuc (30 umol.I2).
Vertikalni ¢ara v levé horni ¢asti oznacuje amplitudu odezvy WT ve stejném métitku amplitudy,
jakou byla zaznamenana v mutantnich receptorech.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Seznam pouzitych zkratek

NMDA: N-methyl-D-aspartatovy receptor GluN1: podjednotka NMDA receptoru

GIuN2A: podjednotka NMDA receptoru

hGIluN2B: lidska podjednotka NMDA receptoru

GIuN2B: podjednotka NMDA receptoru

YFP-hGIuN1: lidska podjednotka NMDA receptoru ozna¢ena zlutym fluorescenénim proteinem
GRIN2B: gen kodujici GluN2B podjednotku

GIluN2B(L825V): mutovana podjednotka GIuN2B — leucin (L) v pozici 825 byl nahrazen
valinem (V)

preM1, M2, M3, M4: transmembranové helixy NMDA receptoru

PE-S: 20—oxopregn—-5-en—3p—yl sulfat

AE-hSuc: androst-5-en—3B—yl hemisukcinat

PA-but: 20-oxo-5p—pregnan—3-yliden—-4'—but-2—enova kyselina

BAPTA: (I,2-bis(o—aminofenoxy)ethane—N,N,N’,N'—tetraoctova kyselina

HEPES: kyselina 4—(2—hydroxyethyl)—1—piperazinethansulfonova

EDTA: kyselina ethylendiamintetraoctova

ANOVA: statisticky test

DNA: deoxyribonukleova kyselina

Opti-MEM: kultiva¢ni médium

ABD: agonistu vazici doména

TMD: transmembranova doména

WT: wild type receptor (nemutovany)

ADHD: porucha pozornosti s hyperaktivitou

PAS: poruchy autistického spektra

NMDA EPSC: komponenta excita¢niho postsynaptického proudu vyvolana aktivaci NMDA
receptoru.

Transfekce a udrzovani bunék

Lidské geny kodujici podjednotky NMDA receptoru hGluN1 (GenBank, pfirtstkové
¢. NP _015566) a hGIuN2B (GenBank, pfirGstkové ¢. NP_000825) byly transfekovany do
lidskych embryonalnich ledvinnych bunék (HEK293T). Stejna mnozstvi (0,25 mg) DNA kodujici
GIuN1 a GIuN2B byly smichany s 0,9 ul Matra—A Reagent (IBA, Géttingen, Germany) a pfidany
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ke konfluentnim HEK?293T buiikdm. Po nasledné trypsinizaci byly buiky resuspendovany v
Opti-MEM | (ThermoFisher Scientific, Paisley, UK; katal. 31985062) obsahujici 1 % fetalniho
teleciho séra, do kterého bylo pfidano 15 mmol.lt MgCly; , 1 mmol.? D,L-2-amino-5-
phosphonovalerové kyseliny and 1 umol.I* ketaminu. Mutageneze byla provedena QuikChange
Site—Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) podle instrukce
vyrobce. Po nasledné PCR reakci byly pozitivni klony pfeneseny do XL10-Gold E.coli bungk.
Byly vybrany pozitivni klony a izolovana plazmidovd DNA, kterd byla néasledné sekvenovana.
Vsechny mutace byly verifikovany DNA sekvenovanim. Aminokyseliny jsou ¢islovany v celém
proteinu véetné signalniho peptidu.

Elektrofyziologicka snimani

Experimenty byly provedeny 12 az 36 hodin po transfekci HEK bunék. Technika ter¢ikového
zamku (patch clamp technique) byla uzita pro snimani proudd vyvolanych aktivaci NMDA
receptoru. Snimani byla provedena pfi teploté 21 az 25 stupnii na membranovém potencialu —60
mV za pomoci zesilovate AXOPATCH 200 A po kompenzaci kapacity a serviho odporu. Pipety
byly naplnény nésledujicim roztokem: (v mmol.It): 120 kyselina glukonova, 15 CsCl,
10 BAPTA, 10 HEPES, 3 MgCl,, 1 CaCl,, 2 ATP-Mg stl (pH upraveno na 7,2 za pomoci
CsOH); extracelularni roztok obsahoval: (v mmol.I'Y): 160 NaCl, 2,5 KCI, 10 HEPES, 10
glukoza, 0,2 EDTA, a 0,7 CaCl, (pH upraveno na 7,3 za pomoci NaOH). Extracelularni roztok
obsahoval: glycin (koagonista NMDA receptoru), ktery byl pfitomen ve vSech kontrolnich a
testovacich roztocich. Testované roztoky se steroidy byly piipraveny z 20 mmol.I"t zdsobniho
roztoku 20—oxopregn-5en-3p—yl sulfatu, PE-S), 5 mmol.I"* androst-5-en-3B—yl hemisukcinatu
(AND-hSuc), pifpadné 10 mmol.I"t 20-oxo-5B—pregnan—3-yliden—4'-but-2—enové kyseliny v
DMSO. Vysledné natedéni extracelularniho roztoku bylo provedeno pii 50 °C po nasledné 1
minutové sonikaci. Stejna koncentrace DMSO byla pfitomna ve v§ech extracelularnich roztocich.
Kontrolni a testované roztoky byly aplikovany pomoci multibarelového aplika¢niho systému
kontrolovaného mikroprocesorovym systémem. Vyména roztoku probehla béhem pfiblizné 15
ms. Byly testovany nasledujici mutace lidské GRIN2B: P553L; VV5581; W607C; N615I; V618G;
S628F; E657G; G820E; G820A; M824R; L825V. Jedna se o mutace, které se nachazeji v preM1,
M2, M3, M4 transmembranovych oblastech (Obr. 1).

Bylo zjisténo, Zze proudové odpovédi vyvolané saturujici koncentraci glutamatu vyvolaly u
lidského nemutovaného WT (wild type) hGIUN1/hGIuN2B receptoru odpovédi v hodnoté
66 pA/pF (coz je normalizovand odpovéd’ na velikost buniky). V ptipadé mutovanych receptoru
(hGIuN2B(V558I) a hGluN2B(L825V) byly odpovédi bud stejné velké jako u WT, nebo byly
vyznamn¢ snizeny, poptipadé HEK293 bunky nesouci mutované geny neodpovidaly na aplikaci
glutamatu zadnym proudem (tabulka 3).



10

15

20

Cz 307648 B6

Tabulka 3. Relativni odpovédi bunek HEK293, exprimujicich nemutované WT hGluN1 a WT ¢i
mutované hGluN2B receptory

Receptory Relativni max. proudova
(hGluN1/) odpovéd

(pA/pF)
hGIuN2B 66 + 15 (23)
hGIuN2B(P553L) NR (5)
hGluN2B(V558]) 30+ 11 (12)"; P = 0,068*
hGIuN2B(W607C) 6,1 1,6 (11)T; P =<0,001*
hGluN2B(N615T) 17+5 9" P=0,021*
hGIuN2B(V618G) 2,7+ 1,0 (1D)T; P =<0,001*
hGluN2B(S628F) NR (8)
hGIuN2B(E657G) 0.7+0,2 (11); P =<0,001*
hGIluN2B(G820E) NR (5)
hGluN2B(G820A) 1,8+ 0,6 (7)7; P = 0,002
hGluN2B(M824R) NR (6)
hGluN2B(L825V) 67+8 (17)"; P =0,198*

Shrnuti sou¢asnych amplitud vyvolanych 1 mmol.I"! glutamatem, normalizovano s ohledem na
kapacitu bun¢k HEK293.

Udaje jsou vyjadieny jako pramér + SEM (stf. odchylka priméru)

(n) je pocet mé&fenych bunék, NR = neodpovidajici

fKruskal-Wallisova jednosmérna analyza odchylek na urovni P = 0,001
*Mann-Whitney Rank Sum Test, P oznaCuje Urovefi vyznamnosti ve srovnani s WT

Detailni vysetieni téch receptoru, které mély na glutamat nizkou citlivost, bylo zaméfeno na Ctyti
mozné problémy, které se mohou vzijemné kombinovat, a to je: snizend povrchova exprese
receptoru, zména jeho desenzitizace, snizena pravdépodobnost jeho otevieni a rovnéz zménéna
citlivost na glutamat nebo glycin — viz tabulka 4. Nejvyznamnéj$i zmény byly nalezeny v
pravdépodobnosti otevieni (P,) (tedy v relativni schopnosti kanali NMDA receptoru byt v
pfitomnosti saturujici koncentrace glutamatu v otevieném stavu). Pravdépodobnost otevieni
nemutovanych hGIUN1/hGIuN2B receptoru je pfiiblizné 10 %. V piipadé rizné mutovanych
receptoru pravdépodobnost otevieni klesla pfiblizné desetkrat (viz tabulka 5).
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Tabulka 4. Shrnuti u¢innosti glutamatu a glycinu pro mutace v TMD

Receptor Glutamat Glycin
hGluN1/ ECso pmol.I” (n) ECso pmol.I'" (n)
h h
hGluN2B 1,6 £ 0,1 (25)" 0,23 + 0,02 (19)"

hGluN2B(V558I) 1,6 £ 0,3 (6)° 0,22 + 0,05 (5)*
hGIuN2B(W607C) 5,1 £ 0,4 (5) ** 0,43 £ 0,05 (12)" **
hGIuN2B(N6151) 27 40,2 (5) ** 0,31 + 0,02 (5)*
hGIuN2B(V618G) 1,8+ 0,2 (8)° 0,27 + 0,02 (7)*
hGluN2B(E657G) 0,5+ 0,1 (5)" ** 0,39 + 0,08 (5)*
hGIuN2B(G820A) 1,5+0,3 (4)° 0,20 + 0,09 (3)*
hGluN2B(L825V) 1,6 0,2 (12)° 0,16 + 0,01 (5

YPomér reakci na 1 mmol.I™" a 3 umol.I"? glutamatu byl pouzit k vypoctu ECs, (viz rovnice 1, h

byl stanoven na 1,4).

*Pro vypocet ECso byl pouzit pomér reakci na 30 pmol.It a 0,3 pmol.I glycin (viz rovnice 1, h

byl stanoven na 1,4).

*Hodnota ECso byla stanovena z logické rovnice (viz rovnice 1) proudd indukovanych 0,3 nebo 1
az 1000 umol.I"! glutamatu v kontinualni p¥itomnosti 30 umol.I* glycinu nebo 0,1, 0,3, 1, 3, 10,

30 umol.I"t glycinu spoleéné s 1 mmol.I"! glutamatu.

Statistické testy G€innosti byly provedeny na log ECso. ** p <0,001 ve srovnani s kontrolnim WT

(neparovy t-test).

Tabulka 5. Souhrn desensitizace a pravdépodobnosti otevieni kandlu pro mutace v TMD

Receptor Desensitization (%), n P, (%), n
(hGluN1/)
hGluN2B 16,1 +2,2 (10) 10,48 £1,30 (10)
hGIluN2B(V558I) 72,9 + 3,4 (5); P =<0,001 0,66 + 0,11 (5); P =0,003
hGluN2B(W607C) | 23,5+ 003 (4); P = 0,088 0,89 + 0,25 (4); P = 0,006
hGIluN2B(V618G) 4,1 £2,2 (4); P=0,008 0,49 £ 0,16 (4); P = 0,006
hGIluN2B(L825V) 19,8 + 3,8 (6); P = 0,357 1,47 + 1,8 (10); P = 0,001

Data jsou vyjadiena jako primér = SEM, (n) je pocet méfenych bunék.

Statistické vyhodnoceni: Kruskal-Wallisova jednosmérnd analyza odchylek na urovni P =
<0,001; nasledujici Mann—Whitney Rank Sum Test nebo neparovy t-test, P signalizuje vyznam

ve srovnani s WT.
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K ovlivnéni testovanych receptoru jsme pouzili tfi vybrané steroidy 20—oxopregn-5-en—3p—yl
sulfat (PES), androst-5-en—-3p—yl hemisukcinat (AE) 20—oxo-53—pregnan—3-yliden—4'-but-2—
enovou kyselinu, o nichZ je znamo, ze potencuji odpovédi, vyvolané aktivaci potkanich NMDA
receptort. Cilem bylo zjistit, zda a v jaké mife budou schopny kompenzovat defekt vyvolany
mutaci lidskych GluN2B. Analyza ukazala, Ze receptory obsahujici GluN2B s mutaci L825V (t;.
GluN2B(L825V)) jsou vyrazné vice potencovany PE-S (100 pumol.1?), nez byly potencovany
nemutované receptory (Obr. 3 A, tabulka 6). Podobny, jest¢ vyraznéjsi ti¢inek na mutované
receptory mél i AE-hSuc (30 pmol.I'Y). GluN2B(L825V) byly potencovany AE-hSuc o 1647 %.
Receptory  obsahujici  hGIuN2B(V5581), hGIuN2B(W607C), hGIuN2B(V618G) a
hGluN2B(G820A) byly potencovany podobné jako nemutované receptory (viz Obr. 3C a
tabulka 6). Analyza zavislosti davky steroidu na mife potenciace ukazala, ze pti¢inou vétsiho
potenciacniho uc¢inku steroidu na receptorech, tvofenych GluN1/GIuN2B(L825V), je jejich
zvétsena ucinnost, nikoliv zména afinity s jakou na receptoru ptisobi (viz obr. 3D)

Tabulka 6. Souhrn potenciacnich G¢inkti steroidu na mutované receptory, tonicky aktivované
nizkou koncentraci glutamatu.

Receptor PE-S (100 pmol.I™) AE-hSuc (30 pmol.I") | PA-But (15 pmol.I")
(hGIuN1/) %) (%) (%)
hGIluN2B 85+4(31) 628+ 71 (19) 212£19 (22)
hGIuN2B(V558I) 59+ 8(5)"; 685+ 67 (6)'; 9+5@)T™,
P=0,117* P = 0,448 P =<0,001*
hGluN2B(W607C) 73+16(8)"; 406 +49 (8)™; 160 +24 3)™;
P=0,412} P =0,489} P = 0,885}
hGIuN2B(V618G) 96+ 10 (8)"; 509+ 61 (5); 67+12(3)";
P = 0,542} P = 0,966} P = 0,002}
hGluN2B(G820A) 74+ 21 (5); 411+ 138 3)'™; 7£3(5™;
P=0,271*% P = 0,498 P =<0,001*
hGluN2B(L825V) 197 £ 36 (9)"; 1647 + 425 ()"; 577+ 78 (10)™;
P = <0,001* P =<0,001* P =<0,001}

Data jsou vyjadiena jako primér + SEM, (n) je pocet méenych bunék.
11 Kruskal-Wallisova jednosmérna analyza odchylek na trovni P = <0,001; Mann-Whitney
* Rank Sum Test nebo neparovy t-test, P signalizuje vyznam ve srovnani s WT

Zkoumani vlivu steroidu na kratkodobou, piiblizné 5ms aplikaci 1 mmol.I" glutamétu (tento
zpusob aplikace napodobuje aktivaci NMDA receptoru béhem excita¢niho synaptického pienosu)
ukazalo, Ze amplituda t€chto odpovédi je zvySena (viz Obr. 3F, G a tabulky 7 a 8) a dale, Ze
dochazi ke zpomaleni deaktivace (Obr. 3 F, G a tabulky 7 a 8).

-10 -
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Tabulka 7. Souhrn farmakologickych
hGIuNI/hGIuN2B receptoru

vlastnosti "synaptic-like" odpoveédi nemutovaného

Kontrola PE-S Kontrola AE-hSuc

(100 pmol.1™) (30 pmol.1™)
Potentiace (%) - 98,7+ 11,5 (5) - 924,5 + 172,7 (5)
30714 (5)T | 499+20(5)F [370+35(5)T | 5961+ 542 (5)"

el *P = <0,001 *P = <0,001
Zpomaleni kinetiky 2 1,63 + 0,06 (5) . 16,36 + 1,44 (5)'*

deaktivace
= z 161,36 + 20,28
Relat. preneseny - 3,26 0,30 (5) -
niboj ©))
Tabulka 8. Souhrn farmakologickych vlastnosti "synaptic-like" odpovédi imitovaného
hGIuNIhGIuN2B(L825V) receptoru
Kontrola PE-S Kontrola AE-hSuc
(100 pmol.I™) (30 pmol.I™)
2323,1 £ 120,7
Potentiace (%) k 140,8 & 10,8 (5) B ©)

323+ 9 (5)T 507 + 28 (5)* A 2467 + 168 (5)7

* *P = <0,001 *P = <0,001
Zpomaleni kinetiky . 1,57 £ 0,05 (5) - 7,19+ 0,59 (5)'

deaktivace
Relat. pfeneseny - 3,79 + 0,25 (5) - 179,65 £ 9,11 (5)
naboj

V obou tabulkéach 7 a 8 jsou data vyjadiena jako primér £ SEM; (n) je poCet méienych bunek
* Parovany t—test, P signalizuje vyznam ve srovnani s kontrolou
T t ur€eno z jediného exponencidlniho stanoveni
I Tw urceno z dvojitého exponencidlniho stanoveni
Zpomaleni je definovano jako t Steroid/t ontrola
pfenos naboje je definovan jako t x (potenciace + 1)
100

In vivo stanoveni

V pokusech in vivo byl srovnam uéinek steroidu, kterym byla 20—0xo-5p—pregnan—3-yliden—-4'—
but-2—enova kyselina, na mysi C57BL/6 (kontrola) a na mysi BALB/c. Mysi kmene BALB/c
vykazuji vy$s§i miru Gizkostného chovani a nizsi socializaci, coZ je povazovano za urcitou obdobu

autistickych projevt u lidi.

Po intraperitonedlni aplikaci davek 1 a 10 mg/kg vySe uveden¢ho steroidu, rozpusténého v
cyklodextrinu, zvitata vykazovala v tfikomorovém testu socialniho chovani vétsi zajem o druhou

-11 -
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mys v kleci nez o prazdnou klec, coz je mozné povazovat za znamku snizeni defektu socialniho
chovani.

Prumyslova vyuzitelnost

Ovlivnéni mutace na podjednotce N—methyl-D—aspartatového receptoru by mohlo poskytnout
ucinnou lécbu vyvojoveé vazanych onemocnéni, jakymi jsou mentalni retardace, neurovyvojové
poruchy v riznych oblastech — feci, motoriky, intelektu; porucha pozornosti s hyperaktivitou;
epilepsie, poruchy autistického spektra (PAS) a schizofrenie.
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PATENTOVE NAROKY

1. Sloucenina zvolena ze skupiny, zahrnujici 20—oxo—pregn—-5-en—3p—yl sulfat, androst-5-en—
3B—yl hemisukcinat, 20—oxo-5p—pregnan—-3-yliden—4—but—2—enovou kyselinu a 20—-oxo-5p—
pregnan—3p-yl butanovou kyselinu, pro pouZiti pii 1é¢eni poruchy intelektu, opozdéného vyvoje,
epilepsie, epileptickych spasmli a onemocnéni autistického spektra jako diisledku geneticky
podminéné mutace nebo de NOVO mutace membranové ¢asti podjednotky GluN2B lidského N—
methyl-D-aspartatového receptoru, zahrnujici mutace P553L, V5581, W607C, N6151, V618G,
S628F, E657G, G820E, G820A, M824R a L825V.

2. Sloucenina podle naroku 1, pro pouziti pti léCeni poruchy intelektu, opozdéného vyvoje,
epilepsie, epileptickych spasmi a onemocnéni autistického spektra, vzniklych v disledku mutace
L825V podjednotky GIuN2B lidského N—methyl-D—aspartatového receptoru, vykazujici nahradu
leucinu v poloze 825 aminokyselinového fetézce GluN2B podjednotky valinem.

3 vykresy

-13-
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