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Cílené ovlivnění důsledku mutace N–methyl–D–aspartátového receptoru 

 

 

Oblast techniky 
 5 

Steroidní látky mohou potencovat odpovědi NMDA receptoru a kompenzovat tak defekt 

vyvolaný de novo mutacemi genů, kódujících jeho podjednotky. Takový defekt vede ke vzniku 

závažných většinou vývojově vázaných onemocnění, jakými jsou mentální retardace, 

neurovývojové poruchy v různých oblastech – řeči, motoriky, intelektu; porucha pozornosti s 

hyperaktivitou; epilepsie, poruchy autistického spektra (PAS) a schizofrenie. 10 

 

 

Dosavadní stav techniky 
 

Zvýšené použití sekvenování DNA nové generace u neurologických pacientů vedlo k doplnění 15 

znalostí o možných variantách podjednotek imitovaného N–methyl–D–aspartátového receptoru 

(NMDAR). Ty hrají důležitou roli v normálním vývoji mozku a jejich poškození vyvolává 

poruchy, jakými jsou epilepsie, poruchy řeči, motoriky, učení, poruchy autistického spektra 

(PAS), porucha pozornosti s hyperaktivitou (ADHD), vývojové poruchy a schizofrenie. Funkční 

výsledky naznačují, že mutace v této oblasti receptoru mají vážné důsledky pro funkci receptoru 20 

a neuronů, což může přispět k výskytu symptomů u pacientů i k poškození neuronů. 

 

N–methyl–D–aspartátový receptor (NMDAR) je iontový kanál s heteromerickým ligandem 

propouštějící ionty Ca2+, který je exprimován v neuronech a gliích. Prakticky všechny okruhy 

mozku a míchy užívají excitaci vyvolanou přechodnou aktivací NMDAR glutamátem, při níž 25 

vznikají NMDAR excitační postsynaptické proudy (EPSC), k regulaci fyziologických funkcí a 

navíc je tato složka zapojena do různých forem synaptické plasticity (Dingledine et al., 1999; 

Lynch, 2004; Traynelis et al., 2010; Huganir and Nicoll, 2013). 

 

NMDAR se skládají ze dvou povinných (GluN1) a dvou variabilních podjednotek, které sestávají 30 

buď z GluN2 (A až D), nebo GluN3 (A, B) (Traynelis et al., 2010). Podjednotka GluN1 je 

exprimována v celém systému centrálním nervovém systému (CNS), zatímco čtyři podtypy 

podjednotek GluN2 (A až D) mají odlišné časové a prostorové expresní vzorce (Akazawa et al., 

1994) (Monyer et al., 1994). Exprese GluN2B podjednotky (kódovaná genem GRIN2B) 

dominuje při rychlé kortikální synaptogenezi v pozdní embryogenezi a v raném postnatálním 35 

vývoji (Hall et al., 2007). Existuje řada důkazů, že podjednotka GluN2B hraje důležitou roli při 

vývoji mozku, tvorbě nervových obvodů, diferenciaci a synaptické plasticitě (Cohen and 

Greenberg, 2008). 

 

Nedávný pokrok ve vysoce výkonném sekvenování DNA umožnil stanovení četnosti mutací 40 

genů kódujících NMDAR u postižených jedinců. Zatímco podjednotka GluN2B je kódována v 

psychiatrických a neurovývojových poruchách nejčastěji de novo mutovaným genem GRIN2B, 

de novo mutace genů GRIN1 a GRIN2A, kódujících GluN1 a GluN2A, jsou méně časté. Je 

zajímavé, že v případě GRIN2C, GRIN3A a GRIN3B byly popsány pouze vzácné zkrácené 

mutace, které se mohou vyskytovat jak u zdravých jedinců, tak u pacientů s poruchami vývoje 45 

nervové soustavy (Burnashev and Szepetowski, 2015; Hu et al., 2016). 
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Tabulka 1: Podjednotky NMDA receptoru a geny, které je kódují 

 

 
 

Varianty GRIN2B – de novo synonymních mutací, missense či nonsense mutací, mutací posunu 5 

čtecího rámce nebo místa sestřihu – byly identifikovány u jedinců s definovanými poruchami, 

jako je defekt intelektu (ID), opožděný vývoj (DD), porucha autistického spektra (ASD, česky 

PAS), epileptická encefalopatie (EE), schizofrenie (SCZ) a v menší míře porucha pozornosti s 

hyperaktivitou (ADHD), centrální porucha zraku (CVI) (Burnashev and Szepetowski, 2015; Hu 

et al., 2016). 10 

 

 

Podstata vynálezu 
 

Předmětem vynálezu je cílená kompenzace účinků mutací lidského N–methyl–D–aspartátového 15 

receptoru látkami steroidní povahy, využitelná pro léčení poruch, souvisejících s geneticky 

podmíněnými mutacemi podjednotek tohoto receptoru. Nebo přesněji kompenzování dysfunkce 

GluN2B podjednotek tohoto receptoru, zapříčiněné jejich kódováním mutovaným genem 

GRIN2B. Pro jednoduchost bude dále pro takové podjednotky používán termín mutované 

podjednotky. Takové mutace jsou příčinou vzniku závažných, většinou vývojově vázaných 20 

chorob, jakými jsou mentální retardace, neurovývojové poruchy v různých oblastech – řeči, 

motoriky, intelektu; porucha pozornosti s hyperaktivitou (ADHD); epilepsie, poruchy 

autistického spektra (PAS) a schizofrenie. 

 

Nedávné výsledky bádání ukázaly, že mutace genů kódujících podjednotky NMDA receptoru 25 

(Tabulka 1) mohou vést k různým poruchám funkce receptoru. Nyní bylo prokázáno, že mutace, 

které byly popsány v membránové části GluN2B podjednotky a mající vážné funkční důsledky, 

lze překvapivě kompenzovat působením některých steroidních látek. 

 

Předmětem předkládaného vynálezu je sloučenina zvolená ze skupiny, zahrnující 20–oxo–pregn–30 

5–en–3–yl sulfát, androst–5–en–3–yl hemisukcinát, 20–oxo–5–pregnan–3–yliden–4'–but–2–

enovou kyselinu a 20–oxo–5–pregnan–3–yl butanovou kyselinu, pro použití při léčení poruchy 

intelektu, opožděného vývoje, epilepsie, epileptických spasmů, onemocnění autistického spektra 

jako důsledku geneticky podmíněné mutace nebo de novo mutace membránové části 

podjednotky GluN2B lidského N–methyl–D–aspartátového receptoru, zahrnující mutace P553L, 35 

V558I, W607C, N615I, V618G, S628F, E657G, G820E, G820A, M824R a L825V. 

 

Význakem předkládaného vynálezu je sloučenina zvolená ze skupiny, zahrnující 20–oxo–pregn–

5–en–3–yl sulfát, androst–5–en–3–yl hemisukcinát, 20–oxo–5–pregnan–3–yliden–4'–but–2–

enovou kyselinu a 20–oxo–5–pregnan–3–yl butanovou kyselinu, pro použití při léčení poruchy 40 

intelektu, opožděného vývoje, epilepsie, epileptických spasmů a onemocnění autistického 
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spektra, vzniklých v důsledku mutace L825V podjednotky GluN2B lidského N–methyl–D–

aspartátového receptoru, vykazující náhradu leucinu v poloze 825 aminokyselinového řetězce 

GluN2B podjednotky valinem. 

 

Cílem předkládaného vynálezu bylo také objasnit důsledky mutací NMDA receptoru v místech, 5 

zjištěných u jedinců s diagnózou poruch vývoje nervové soustavy. Bylo prokázáno, že lidské 

NMDA receptory, tvořené hGluN1 a hGluN2B podjednotkami (hGluN1/hGluN2B), mají 

změněnou funkci v případě zavedení mutací do GluN2B podjednotky v oblasti transmebránové 

domény (TMD). Tyto mutace byly totožné s de novo mutacemi, které byly popsány u pacientů 

se závažnými duševním nebo neurologickým onemocněním, u nichž je velmi pravděpodobné, že 10 

mezi onemocněním a mutací je příčinný vztah. Seznam zkoumaných mutací je uveden v 

tabulce 2 včetně fenotypické charakterizace a lokalizace na chromozomu. 

 

 

Tabulka 2. Vybrané de novo GRIN2B varianty a jejich fenotypické charakteristiky 15 
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ID – defekt intelektu; OV – opožděný vývoj; WS – West syndrom; Epi – epilepsie a/nebo 

záchvaty, infantilní křeče; PAS – poruchy autistického spektra; DPP – Dyskinetická porucha 

pohybu; EK – epileptické křeče; GVL – generalizovaná ztráta objemu mozku 5 

 

De novo mutace GRJN2B genu, který kóduje GluN2B podjednotku NMDA receptoru, jsou tedy 

spojeny s defektem intelektu (ID), opožděným vývojem, epilepsií, epileptickými spasmy a 

onemocněním autistického spektra (PAS). I přesto, že tato onemocnění jsou pravděpodobně 

kauzálně podmíněna mutací příslušného GRIN2B genu, informace o funkčních důsledcích pro 10 

NMDA receptor dosud nebyla známa. 

 

Nyní jsme zjistili, že nejvýznamnější funkční změny u receptoru s mutací v GluN2B podjednotce 

se týkají pravděpodobnosti otevření (Po) (tedy relativní schopnosti kanálů NMDA receptoru být v 

přítomnosti saturující koncentrace glutamátu v otevřeném stavu). Podle našich zjištění 15 

pravděpodobnost otevření u různých mutací v GluN2B podjednotce klesla nejméně desetkrát. 
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Zde testované steroidní sloučeniny pak prokázaly schopnost kompenzovat defekt vyvolaný 

takovou mutací lidských GluN2B podjednotek, která snižovala pravděpodobnost otevření kanálu 

receptoru. Analýza ukázala, že receptory obsahující GluN2B s mutací L825V (tj. 

GluN2B(L825V)) jsou výrazně více potencovány testovanými steroidy, než byly potencovány 

nemutované receptory (Obr. 3 A, tabulka 6), přičemž nárůst činil až více než 1600 %! Naproti 5 

tomu receptory obsahující mutace hGluN2B(V558I), hGluN2B(W607C), hGluN2B(V618G) a 

hGluN2B(G820A) byly potencovány podobně jako nemutované receptory (viz obr. 3C a tabulka 

6). 

 

Schopnost steroidních sloučenin kompenzovat defekt související s mutací GluN2B podjednotky, 10 

kterou vykazují osoby s duševním nebo neurologickým onemocněním, byl testován také in vivo 
na myších, které vykazují změnu sociálního chování. Po aplikaci steroidu byly pozorovány mírné 

změny v chování zvířat směrem ke zvýšené socializaci. 

 

Zmíněné výsledky však představují biologicky extrémní stav, v němž by byly de novo mutací 15 

poškozeny obě alely, což je v praxi velmi nepravděpodobné. Lze tedy předpokládat, že u lidí v 

případě mutace jednoho genu na jedné alele a v přítomnosti zdravého genu na druhé alele povede 

k vytvoření receptoru podle mendelovských pravidel genetiky. Výpočty ukazují, že v případě, že 

by byl mutovaný receptor dominantní, by byla k plné kompenzaci potřebná potenciace odpovědi 

receptoru o 67 %. V případě recesivní varianty mutovaného receptoru by k úplně kompenzaci 20 

bylo třeba pouze mírné, asi 20 procentní potenciace odpovědi. Účinek testovaných steroidu tyto 

požadavky mnohonásobně překračuje. 

 

Během vývoje neurony exprimují různé podjednotky a jejich kombinace. V případě kortexu jsou 

to nejprve převážně GluN2B podjednotky a v malé míře podjednotky GluN2A, přičemž v 25 

průběhu vývoje se jejich poměr vyrovná, aby v dospělosti převládl receptor s GluN2A 

podjednotkami. Lze proto očekávat, že k úspěšné kompenzaci defektu postačí ještě nižší míra 

potenciace receptoru. 

 

 30 

Objasnění výkresů 

 

Obrázek 1 

 

Lokalizace zkoumaných mutací v podjednotce hGluN2B. A: NMDA receptor a jeho 35 

podjednotkové složení. Proteinová sekvence pre–M1, M1, M2, M3, a M4 oblastí podjednotek 

NMDA receptorů. Membránové oblasti jsou označeny horizontální čarou. B: Stuhové zobrazení 

modelu GluN1/GluN2B receptoru (Karakas and Furukawa, 2014) (Lee et al., 2014) Vybrané 

aminokyseliny, které byly změněny u lidských pacientů, jsou zdůrazněny. ABD = agonisty vážící 

doména, TMD = transmembránová doména. C: M1, M3, a M4 = transmembránové helixy a M2 40 

= klička vytvářející iontový kanál. 

 

Obrázek 2 
 

Mutace TMD podjednotky hGluN2B ovlivňují povrchovou expresi NMDA receptoru. 45 

Kvantitativní kolorimetrické stanovení bylo užito k určení relativní povrchové/celkové exprese 

NMDA receptoru hYFP–GluN1. COS–7 buňky byly transfekovány buď pouze hYFP–GluN1 

podjednotkou, nebo hYFP–GluN1 a WT (hGluN2B)/genem kódujícím mutovanou hGluN2B 

podjednotku. Data ukazují průměr ± SEM; *P < 0,05 je relativní povrchová exprese hYFP–

GluN1/hGluN2B (WT nebo imitovaných), statist. vyhodnocení: jednosměrná ANOVA (vícečetná 50 

srovnání versus WT (Dunnova metoda). 

 

Obrázek 3 
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Mutace hGluN1/hGluN2B(L825V) je zvýšeně citlivá k modulačnímu vlivu steroidu, zde jsou 

znázorněny typické odpovědi WT a hGluN2B/hGluN2B(L825V) receptorů na aplikaci steroidu. 

PE–S (100 mol.1–1) (A) a AE–hSuc (30 mol.l–1) (B) potencovaly odpovědi 

hGluN2B/hGluN2B (WT) receptoru, vyvolané rychlou aplikací 1 mol.l–1 glutamátu a snímané v 

přítomnosti 30 mol.l–1 glycinu (potenciace o 110 % u PE–S a 612 % u AE–hSuc). Oba steroidy 5 

potencovaly odpovědi hGluN2B/hGluN2B(L825V) receptoru přibližně třikrát více než u WT 

receptoru. C: Graf relativní potenciace vyvolané PE–S (100 mol.l–1) vůči potenciaci vyvolané 

AE–hSuc (30 mol.l–1) u WT a mutovaných receptoru. Data byla proložena lineární regresí 

(korelační koeficient r = 0,928; P = 0,0764). D, E: Koncentrační závislost vlivu PES a AE–hSuc 

na odpovědi vyvolané u WT a hGluN2B/hGluN2B(L825V) receptoru rychlou aplikací 1 mol.l–1 10 

glutamátu. Na mutovaných receptorech oba steroidy působily s větší účinností. F, G: Odpovědi 

WT a hGluN2B/hGluN2B(L825V) receptoru, vyvolané krátkou aplikací (5 ms) 1 mmol.l–1 

glutamátu (kontrola) a glutamátu v přítomnosti PE–S (100 mol.l–1) nebo AE–hSuc (30 mol.l-1). 

Vertikální čára v levé horní části označuje amplitudu odezvy WT ve stejném měřítku amplitudy, 

jakou byla zaznamenána v mutantních receptorech. 15 

 

 

Příklady uskutečnění vynálezu 

 

Seznam použitých zkratek 20 

 

NMDA: N–methyl–D–aspartátový receptor GluN1: podjednotka NMDA receptoru 

GluN2A: podjednotka NMDA receptoru 

hGluN2B: lidská podjednotka NMDA receptoru 

GluN2B: podjednotka NMDA receptoru 25 

YFP–hGluN1: lidská podjednotka NMDA receptoru označená žlutým fluorescenčním proteinem 

GRIN2B: gen kódující GluN2B podjednotku 

GluN2B(L825V): mutovaná podjednotka GluN2B – leucin (L) v pozici 825 byl nahrazen 

valinem (V) 

preM1, M2, M3, M4: transmembránové helixy NMDA receptoru 30 

PE–S: 20–oxopregn–5–en–3–yl sulfát 

AE–hSuc: androst–5–en–3–yl hemisukcinát 

PA–but: 20–oxo–5–pregnan–3–yliden–4'–but–2–enová kyselina 

BAPTA: (l,2–bis(o–aminofenoxy)ethane–N,N,N',N'–tetraoctová kyselina 

HEPES: kyselina 4–(2–hydroxyethyl)–1–piperazinethansulfonová 35 

EDTA: kyselina ethylendiamintetraoctová 

ANOVA: statistický test 

DNA: deoxyribonukleová kyselina 

Opti–MEM: kultivační médium 

ABD: agonistu vážící doména 40 

TMD: transmembránová doména 

WT: wild type receptor (nemutovaný) 

ADHD: porucha pozornosti s hyperaktivitou 

PAS: poruchy autistického spektra 

NMDA EPSC: komponenta excitačního postsynaptického proudu vyvolaná aktivací NMDA 45 

receptoru. 

 

Transfekce a udržování buněk 
 

Lidské geny kódující podjednotky NMDA receptoru hGluN1 (GenBank, přírůstkové 50 

č. NP_015566) a hGluN2B (GenBank, přírůstkové č. NP_000825) byly transfekovány do 

lidských embryonálních ledvinných buněk (HEK293T). Stejná množství (0,25 mg) DNA kódující 

GluN1 a GluN2B byly smíchány s 0,9 l Matra–A Reagent (IBA, Göttingen, Germany) a přidány 
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ke konfluentním HEK293T buňkám. Po následné trypsinizaci byly buňky resuspendovány v 

Opti–MEM I (ThermoFisher Scientific, Paisley, UK; katal. 31985062) obsahující 1 % fetálního 

telecího séra, do kterého bylo přidáno 15 mmol.l–1 MgCl2; , 1 mmol.–1 D,L–2–amino–5–

phosphonovalerové kyseliny and 1 mol.l–1 ketaminu. Mutageneze byla provedena QuikChange 

Site–Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) podle instrukce 5 

výrobce. Po následné PCR reakci byly pozitivní klony přeneseny do XL10–Gold E.coli buněk. 

Byly vybrány pozitivní klony a izolována plazmidová DNA, která byla následně sekvenována. 

Všechny mutace byly verifikovány DNA sekvenováním. Aminokyseliny jsou číslovány v celém 

proteinu včetně signálního peptidu. 

 10 

Elektrofyziologická snímání  
 

Experimenty byly provedeny 12 až 36 hodin po transfekci HEK buněk. Technika terčíkového 

zámku (patch clamp technique) byla užita pro snímání proudů vyvolaných aktivací NMDA 

receptoru. Snímání byla provedena při teplotě 21 až 25 stupňů na membránovém potenciálu –60 15 

mV za pomoci zesilovače AXOPATCH 200 A po kompenzaci kapacity a serviho odporu. Pipety 

byly naplněny následujícím roztokem: (v mmol.l–1): 120 kyselina glukonová, 15 CsCl, 

10 BAPTA, 10 HEPES, 3 MgCl2, 1 CaCl2, 2 ATP–Mg sůl (pH upraveno na 7,2 za pomoci 

CsOH); extracelulární roztok obsahoval: (v mmol.l–1): 160 NaCl, 2,5 KCl, 10 HEPES, 10 

glukóza, 0,2 EDTA, a 0,7 CaCl2 (pH upraveno na 7,3 za pomoci NaOH). Extracelulární roztok 20 

obsahoval: glycin (koagonista NMDA receptoru), který byl přítomen ve všech kontrolních a 

testovacích roztocích. Testované roztoky se steroidy byly připraveny z 20 mmol.l–1 zásobního 

roztoku 20–oxopregn–5en–3–yl sulfátu, PE–S), 5 mmol.l–1 androst–5–en–3–yl hemisukcinátu 

(AND–hSuc), případně 10 mmol.l–1 20–oxo–5–pregnan–3–yliden–4'–but–2–enové kyseliny v 

DMSO. Výsledné naředění extracelulárního roztoku bylo provedeno při 50 °C po následné 1 25 

minutové sonikaci. Stejná koncentrace DMSO byla přítomna ve všech extracelulárních roztocích. 

Kontrolní a testované roztoky byly aplikovány pomocí multibarelového aplikačního systému 

kontrolovaného mikroprocesorovým systémem. Výměna roztoku proběhla během přibližně 15 

ms. Byly testovány následující mutace lidské GRIN2B: P553L; V558I; W607C; N615I; V618G; 

S628F; E657G; G820E; G820A; M824R; L825V. Jedná se o mutace, které se nacházejí v preM1, 30 

M2, M3, M4 transmembránových oblastech (Obr. 1). 

 

Bylo zjištěno, že proudové odpovědi vyvolané saturující koncentrací glutamátu vyvolaly u 

lidského nemutovaného WT (wild type) hGluN1/hGluN2B receptoru odpovědi v hodnotě 

66 pA/pF (což je normalizovaná odpověď na velikost buňky). V případě mutovaných receptoru 35 

(hGluN2B(V558I) a hGluN2B(L825V) byly odpovědi buď stejně velké jako u WT, nebo byly 

významně sníženy, popřípadě HEK293 buňky nesoucí mutované geny neodpovídaly na aplikaci 

glutamátu žádným proudem (tabulka 3). 
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Tabulka 3. Relativní odpovědi buněk HEK293, exprimujících nemutované WT hGluN1 a WT či 

mutované hGluN2B receptory 

 

 
 5 

Shrnutí současných amplitud vyvolaných 1 mmol.l–1 glutamátem, normalizováno s ohledem na 

kapacitu buněk HEK293. 

 

Údaje jsou vyjádřeny jako průměr ± SEM (stř. odchylka průměru) 

(n) je počet měřených buněk, NR = neodpovídající 10 
†Kruskal–Wallisova jednosměrná analýza odchylek na úrovni P = 0,001 
‡Mann–Whitney Rank Sum Test, P označuje úroveň významnosti ve srovnání s WT 

 

Detailní vyšetření těch receptoru, které měly na glutamát nízkou citlivost, bylo zaměřeno na čtyři 

možné problémy, které se mohou vzájemně kombinovat, a to je: snížená povrchová exprese 15 

receptoru, změna jeho desenzitizace, snížená pravděpodobnost jeho otevření a rovněž změněná 

citlivost na glutamát nebo glycin – viz tabulka 4. Nejvýznamnější změny byly nalezeny v 

pravděpodobnosti otevření (Po) (tedy v relativní schopnosti kanálů NMDA receptoru být v 

přítomnosti saturující koncentrace glutamátu v otevřeném stavu). Pravděpodobnost otevření 

nemutovaných hGluN1/hGluN2B receptoru je přibližně 10 %. V případě různě mutovaných 20 

receptoru pravděpodobnost otevření klesla přibližně desetkrát (viz tabulka 5). 
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Tabulka 4. Shrnutí účinnosti glutamátu a glycinu pro mutace v TMD 

 

 
 

§Poměr reakcí na 1 mmol.l–1 a 3 mol.l–1 glutamátu byl použit k výpočtu EC50 (viz rovnice 1, h 5 

byl stanoven na 1,4). 
‡Pro výpočet EC50 byl použit poměr reakcí na 30 mol.l–1 a 0,3 mol.l–1 glycin (viz rovnice 1, h 

byl stanoven na 1,4). 
#Hodnota EC50 byla stanovena z logické rovnice (viz rovnice 1) proudů indukovaných 0,3 nebo 1 

až 1000 mol.l–1 glutamátu v kontinuální přítomnosti 30 mol.l–1 glycinu nebo 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 10 

30 mol.l–1 glycinu společně s 1 mmol.l–1 glutamátu. 

Statistické testy účinnosti byly provedeny na log EC50. ** p <0,001 ve srovnání s kontrolním WT 

(nepárový t–test). 

 

 15 

Tabulka 5. Souhrn desensitizace a pravděpodobnosti otevření kanálu pro mutace v TMD 

 

 
 

Data jsou vyjádřena jako průměr ± SEM, (n) je počet měřených buněk. 20 

 

Statistické vyhodnocení: Kruskal–Wallisova jednosměrná analýza odchylek na úrovni P = 

<0,001; následující Mann–Whitney Rank Sum Test nebo nepárový t–test, P signalizuje význam 

ve srovnání s WT. 
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K ovlivnění testovaných receptoru jsme použili tři vybrané steroidy 20–oxopregn–5–en–3–yl 

sulfát (PES), androst–5–en–3–yl hemisukcinát (AE) 20–oxo–5–pregnan–3–yliden–4'–but–2–

enovou kyselinu, o nichž je známo, že potencují odpovědi, vyvolané aktivací potkaních NMDA 

receptorů. Cílem bylo zjistit, zda a v jaké míře budou schopny kompenzovat defekt vyvolaný 5 

mutací lidských GluN2B. Analýza ukázala, že receptory obsahující GluN2B s mutací L825V (tj. 

GluN2B(L825V)) jsou výrazně více potencovány PE–S (100 mol.1–1), než byly potencovány 

nemutované receptory (Obr. 3 A, tabulka 6). Podobný, ještě výraznější účinek na mutované 

receptory měl i AE–hSuc (30 mol.l–1). GluN2B(L825V) byly potencovány AE–hSuc o 1647 %. 

Receptory obsahující hGluN2B(V558I), hGluN2B(W607C), hGluN2B(V618G) a 10 

hGluN2B(G820A) byly potencovány podobně jako nemutované receptory (viz Obr. 3C a 

tabulka 6). Analýza závislosti dávky steroidu na míře potenciace ukázala, že příčinou většího 

potenciačního účinku steroidu na receptorech, tvořených GluN1/GluN2B(L825V), je jejich 

zvětšená účinnost, nikoliv změna afinity s jakou na receptoru působí (viz obr. 3D) 

 15 

 

Tabulka 6. Souhrn potenciačních účinků steroidu na mutované receptory, tonicky aktivované 

nízkou koncentrací glutamátu. 

 

 20 

 

Data jsou vyjádřena jako průměr ± SEM, (n) je počet měřených buněk. 
†/†† Kruskal–Wallisova jednosměrná analýza odchylek na úrovni P = <0,001; Mann–Whitney 
‡ Rank Sum Test nebo nepárový t–test, P signalizuje význam ve srovnání s WT 

 25 

Zkoumání vlivu steroidu na krátkodobou, přibližně 5ms aplikací 1 mmol.l–1 glutamátu (tento 

způsob aplikace napodobuje aktivaci NMDA receptoru během excitačního synaptického přenosu) 

ukázalo, že amplituda těchto odpovědí je zvýšená (viz Obr. 3F, G a tabulky 7 a 8) a dále, že 

dochází ke zpomalení deaktivace (Obr. 3 F, G a tabulky 7 a 8). 

30 
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Tabulka 7. Souhrn farmakologických vlastností "synaptic–like" odpovědí nemutovaného 

hGluNl/hGluN2B receptoru 

 

 
 5 

 

Tabulka 8. Souhrn farmakologických vlastností "synaptic–like" odpovědí imitovaného 

hGluNlhGluN2B(L825V) receptoru 

 

 10 

 

V obou tabulkách 7 a 8 jsou data vyjádřena jako průměr ± SEM; (n) je počet měřených buněk 

* Párovaný t–test, P signalizuje význam ve srovnání s kontrolou 

†  určeno z jediného exponenciálního stanovení 

‡ w určeno z dvojitého exponenciálního stanovení 15 

Zpomalení je definováno jako  steroid/ kontrola 

přenos náboje je definován jako  x (potenciace + 1) 

     100   

 

In vivo stanovení 20 

 

V pokusech in vivo byl srovnám účinek steroidu, kterým byla 20–oxo–5–pregnan–3–yliden–4'–

but–2–enová kyselina, na myši C57BL/6 (kontrola) a na myši BALB/c. Myši kmene BALB/c 

vykazují vyšší míru úzkostného chování a nižší socializaci, což je považováno za určitou obdobu 

autistických projevů u lidí. 25 

 

Po intraperitoneální aplikaci dávek 1 a 10 mg/kg výše uvedeného steroidu, rozpuštěného v 

cyklodextrinu, zvířata vykazovala v tříkomorovém testu sociálního chování větší zájem o druhou 
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myš v kleci než o prázdnou klec, což je možné považovat za známku snížení defektu sociálního 

chování. 

 

 

Průmyslová využitelnost 5 

 

Ovlivnění mutace na podjednotce N–methyl–D–aspartátového receptoru by mohlo poskytnout 

účinnou léčbu vývojově vázaných onemocnění, jakými jsou mentální retardace, neurovývojové 

poruchy v různých oblastech – řeči, motoriky, intelektu; porucha pozornosti s hyperaktivitou; 

epilepsie, poruchy autistického spektra (PAS) a schizofrenie. 10 
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PATENTOVÉ NÁROKY 

 

 20 

1. Sloučenina zvolená ze skupiny, zahrnující 20–oxo–pregn–5–en–3–yl sulfát, androst–5–en–

3–yl hemisukcinát, 20–oxo–5–pregnan–3–yliden–4'–but–2–enovou kyselinu a 20–oxo–5–

pregnan–3–yl butanovou kyselinu, pro použití při léčení poruchy intelektu, opožděného vývoje, 

epilepsie, epileptických spasmů a onemocnění autistického spektra jako důsledku geneticky 

podmíněné mutace nebo de novo mutace membránové části podjednotky GluN2B lidského N–25 

methyl–D–aspartátového receptoru, zahrnující mutace P553L, V558I, W607C, N615I, V618G, 

S628F, E657G, G820E, G820A, M824R a L825V. 

 

2. Sloučenina podle nároku 1, pro použití při léčení poruchy intelektu, opožděného vývoje, 

epilepsie, epileptických spasmů a onemocnění autistického spektra, vzniklých v důsledku mutace 30 

L825V podjednotky GluN2B lidského N–methyl–D–aspartátového receptoru, vykazující náhradu 

leucinu v poloze 825 aminokyselinového řetězce GluN2B podjednotky valinem. 

 

3 výkresy 
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Obr. 1 
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Obr. 2 
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Obr. 3 
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