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Abstrakt

Glutamatem fizené iontové kandly zprostiedkovavaji excitaéni pienos signalu v
centralni nervové soustavé. Jsou nezbytné pii zpracovani vnéjSich podnétd, v
procesech uceni a béhem vzniku paméti. Molekularni mechanismus cCinnosti
jednotlivych kanalli neni doposud pIné objasnén, avSak ptibyvajici strukturalni a
elektrofyziologicka data piinasi nové detaily o zptsobu, jakym tyto kanaly funguji.
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Abstract

Glutamate gated ion channels mediate the excitatory signal transduction in the central
nervous system. They are essential in the processing of external stimuli, in the process
of learning and during the formation of memory. Molecular mechanism of action
single channels is not still fully understood. However increasing number of structural

and electrophysiological data provides new details describing the mechanism for ion
channel action.
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1. Uvod

Glutamatem fizené iontové kandly jsou podstatné pro pienos excita¢niho signdlu na
synapsich v centralni nervové soustavé a vyznamné se podileji na jejich vyvoji a zpisobu
fungovéani. Tyto receptory také stoji v pozadi riznych neurofyziologickych poruch, at’ uz
akutnich jako v ptipadé cévni mozkové piihody ¢i traumatického poranéni mozku, tak i téch
dlouhodobych neurodegenerativnich (Alzheimerova a Parkinsonova choroba) ¢i

psychiatrickych (deprese, schizofrenie) onemocnéni.

Navzdory jejich zasadni roli v organismu neni dosud velka ¢ast detaild o fungovani
glutamatem fizenych ionotropnych kanali objasnéna. Napiiklad nativni konformace
glutamatovych iontovych kanali dosud neni znama, zejména kvuli pro funkci nezbytné
intramembranové lokalizaci kanalu a z toho vyplyvajici slozité izolaci nativniho receptoru.
Pomoci krystalografickych technik se vSak jiz podafilo zjistit strukturu ligand vazajici
domény u riznych typt podjednotek vSech tfid glutamatem fizenych iontovych kanali
(Armstrong et al., 1998; Armstrong a Gouaux, 2000; Furukawa a Gouaux, 2003; Mayer,
2005). V poslednich letech se podobnych vysledkti povedlo dosahnout i u amino-terminalni
domény (Clayton et al., 2009). Velkym krokem kupiedu pak byla nepochybné prvni a
doposud jedina krystalograficka studie celého receptoru, konkrétné typu AMPA v zavieném
stavu s navazanym antagonistou (Sobolevsky, 2009). Tyto pokroky pak umoznily detailngjsi
studium glutamétem fizenych iontovych kanali na molekularni trovni a pfinesly nové

poznatky pro pochopeni struktury a s ni souvisejici funkce téchto receptort.

Tato prace piinasi piehled soucasnych molekularné biologickych poznatkd spole¢né
s pfedchozimi ptevazné farmakologickymi daty tak, aby byla ptehledné shrnuta soucasna
zakladni predstava o glutamatem Fizenych iontovych kandlech. Prace je pak zaméfena
zejména na strukturni detaily jednotlivych t¥id kanald, jejich mechanismu puisobeni v buiice a
Z toho vyplyvajici funkci glutamatem fizenych iontovych kanald. Zavére¢na kapitola je pak
vénovana kratkému tvodu do patofyziologie spojené s chybnou funkci glutamatovych kanald,

poukazujici na dilezitost vyzkumu glutamatovych receptori pro humanni medicinu.



2. Obecna charakteristika a struktura glutamatem

iizenych iontovych kanali

2.1. Farmakologické clenéni

L-glutamat je nejrozsifenéjSim neurotransmiterem v centralni nervové soustave savcet, v Niz
zprostiedkovava vétSinu excitacniho synaptického pienosu. Pasobi na dva hlavni typy
glutamatovych receptori — receptory metabotropni, které G¢inkuji skrze sprazené G-proteiny
(Pin a Archer, 2002), a receptory ionotropni, jez po své aktivaci pfimo propoustéji ionty skrze

transmembranovy kanal (Dingledine et al., 1999).

Glutamatem fizené iontové kanaly se dé€li do ¢tyf tiid. Tti z nich jsou historicky
pojmenovany dle svych specifickych agonistl. Jde o receptory a-amino-3-hydroxy-5-methyl-
4-propionatové (AMPA), kainatové (KA) a N-methyl-D-aspartatové (NMDA). Ctvrtou,
minoritni tfidu tvofi kanaly delta, u kterych vazba agonisty pravdépodobné viibec nenavozuje
otevieni iontového kanalu (Naur et al., 2007) a proto se jim nebudu dale vénovat. VSechny
tiidy téchto receptort maji shodné zakladni strukturni rysy, ale navzdjem se li§i svou

kinetikou, farmakologickymi vlastnostmi i svou funkci v bunce.
2.2. Typy podjednotek a skladani funkénich kandli

lonotropni glutamatové receptory jsou integralni membranové proteiny, které funguji ve
form¢ tetramerti (Laube et al., 1998; Mano a Teichberg, 1998; Rosenmund et al., 1998).
Vétsina se sdruzuje do heterotetramerti slozenych z alespoit dvou riznych typa podjednotek
stejné tiidy, ale v jistych ptipadech (viz nize) mohou formovat i funkéni homotetramery.
Kazda tfida glutamatovych receptorti je sloZena z nckolika typt podjednotek — u AMPA
receptorl to jsou podjednotky GluA1-GluA4, u KA receptort GluK1-GluK5 a u NMDA
receptor GIUN1, GIuN2A-GIuN2D, GIuN3A a B. Podjednotky AMPA receptort GluAl-
GluA4 mohou tvofit funkéni homo- i heteromery, stejné jako podjednotky GluK1-GluK3 u
kaindtovych receptoru (Traynelis et al., 2010). Rozdilna je situace u podjednotek GluK4 a
GluKS5, které tvoti funkéni receptor jen v koexpresi s GluK1 az GIuK3, a je jim ptisuzovana
pouze modifikacéni role, kdy méni biofyzikdlni a farmakologické charakteristiky receptoru

(Contractor a Swanson, 2008).



Sestaveni funkénich NMDA receptort je slozitéjsi. Tento typ kanald se 1i8i tim, Ze ke své
aktivaci potiebuje krom¢ glutamatu i navdzani glycinu (Johnson a Ascher, 1987; Kleckner a
Dingledine, 1988; Lerma et al., 1990). Ten se vaze na podjednotky GluN1, ptipadné¢ GIUN3
(Kleckner a Dingledine, 1988), zatimco misto pro navazani glutaméatu je utvofeno na
podjednotkach GIuN2 (Furukawa et al., 2005). Krom¢ glycinu coby fyziologického
koagonisty se diskutuje o této funkci i u D-serinu, viz kapitola 3.1.2.

Ke slozeni funkéniho NMDA receptoru je tieba dvou podjednotek GluN1, spolu s nimiz se
spojuji bud’ dvé identické podjednotky GIuN2, nebo kombinace podjednotek GIuN2 a GIuN3
(Monyer et al., 1992; Schorge a Colquhoun, 2003). Funkéni NMDA receptory mohou byt
tvofeny 1 ve form¢ heteromerti, kde je zkombinovana podjednotka GluN1 s dvéma riznymi
typy podjednotek GIuN2 — ku piikladu jde o receptory slozené =z podjednotek
GluN1/GIluN2A/GIluN2B ¢i GluN1/GluN2A/GluN2C a nékolik dalSich. Timto zpiisobem
vytvofené NMDA receptory najdeme jen v uréitych oblastech mozku a ve specifickych
neuronalnich subpopulacich (Chazot et al., 1994; Chazot a Stephenson, 1997). Samotné
podjednotky GIuN3 netvoii v kombinaci s GIuN1 funkéni receptor Vv sav¢ich burnkach
(Chatterton et al., 2002). Nicméné pti endogenni expresi lidskych receptord na oocytech
Xenopus laevis bylo zjisténo, Ze v koexpresi s podjednotkou GluN1 tvoii GIUN3 funk¢ni
receptory, které jsou aktivovany samotnym glycinem (Chatterton et al., 2002). Tyto pouze
glycinem aktivované receptory ale dosud nebyly pozorovany v GIuN3-exprimujicich
neuronech (Matsuda et al., 2003) a jejich existence in vivo zdstava spornou. V laboratorné
pouzivané bunééné linii HEK293 je povrchova exprese funk¢nich glycinem aktivovanych
receptorit.  GIuN1/GluN3A nebo GIuN1/GluN3B zalezitosti dosud nevyfeSenou, U
triheteromerdt  GluN1/GluN3A/GluN3B ale byla pozorovana jistd mira funkéni exprese
(Smothers a Woodward, 2007).

2.3. Struktura podjednotek a jejich vzajemné interakce

Funkéni glutamatovy iontovy kanal nabyva z bo¢niho pohledu tvaru velkého pismene Y
(obr. 1.B). Jeho strukturu lze rozdé€lit na ¢tyfi funkéni semiautonomni domény (obr. 1.A),
konkrétné na amino-termindlni (ATD), ligand vazajici (LBD), na niz se vazi molekuly
agonisti a kompetitivnich antagonisti, transmembranovou (TMD) a karboxy-terminalni
(CTD). ATD a LBD jsou lokalizovany extracelularné a v uréitych ptipadech zaujimaji az
85 % objemu receptoru (Mayer, 2011), zatimco C-konec je intracelularni a je v kontaktu



S proteiny uvnité bunky, ¢imZz mize dochazet k regulaci samotného kanalu i k regulaci

intracelularni signalizace.

K nejvétsi interakci Vv celé struktufe receptoru dochdzi mezi transmembranovymi
doménami. K vytvoieni vratek kanalu je nutné spojeni TMD ze vSech &tyf podjednotek
V jeden celek. Interakce mezi TMD je pro slozeni tetramerniho kandlu zcela nezbytna. Tomu
odpovida i fakt, Ze mutace ve vzajemn¢ interagujicich ¢astech TMD narusuji spravnou
oligomerizaci podjednotek (Salussolia et al., 2013) ¢i zapficinuji zdsadni zmény ve funkci
glutamatovych iontovych kanalti (Siegler Retchless et al., 2012). Krom¢ TMD spolu siln¢

interaguji AMT domény za vzniku dvojice dimerd. Totozna je i situace u LBD.

A B
ATP
LBD

| Agonist LBD

™D TMD

CcTD P-loop

Obr. 1. Obecna struktura glutaméatového iontového kandlu. Na obrdzku A je vidét pozice a
struktura jednotlivych domén (NT — N-konec, ATP — amino-terminalni doména, LBD — ligand
vazajici doména, TMD — transmembréanova doména, CTD — karboxy-terminalni doména, CT
— C-konec, P-loop — castecné vnoreny usek M2). Na obrazku B je pak ukazano slozeni
receptoru ze Ctyr podjednotek — kazdd je oznacena jinou barvou (prevzato dle Furukawa,

2012).

Skladani glutamatovych ionotropnich receptord do spravné konformace probiha
v endoplazmatickém retikulu (ER). Spravné sbaleni proteinu je pro jeho funkci zasadni a je
zajisténo mnoha kontrolnimi mechanismy. Zda se, Ze spravna konformace receptoru hraje roli
i v, traffickingu®, tedy v dopravé na cilové misto v membrané (Grunwald a Kaplan, 2003). To
Ize dokladovat takovou mutaci konformaéné vyznamnych center, ktera znemozni Spravné

sbaleni proteinu. Mutantni varianta receptoru, ktera nemtze byt kvuli zméné aktivovana



agonistou, nedokaze efektivné opoustét lumen ER v porovnani s funk¢ni variantou. Tento jev

byl pozorovadn u AMPA (Greger et al., 2006) i kainatovych receptort (Priel et al., 2006).

2.3.1. Amino-terminalni doména

Jak bylo uvedeno vyse, ATD je umisténa extracelularné. Tvofi ji prvnich 400-450
aminokyselin, pfiCemz pied né je jesté translatovan kratky signalni peptid, ktery je tvofen 14-
33 aminokyselinami. Tento peptid slouzi jako signal k nasmérovani receptoru do plazmatické
membrany a poté je odstépen. Ackoliv se ATD, az na jednu vyjimku v podobé bakterialniho
receptoru GIuRO, vyskytuje u vSech podjednotek glutamatovych receptori (u veskerych
organismd, které tyto receptory maji), tak jeji pfitomnost neni nezbytna pro slozeni funkéniho
kanélu. Tyto vysledky byly pozorovany v n¢kolika studiich, kde byly exprimovany mutantni
podjednotky bez ATD. Mutované podjednotky v zasadé fungovaly podobné jako pfirozené
nemutované receptory (Pasternack et al., 2002; Matsuda et al., 2005). Rozdily vSak byly
zaznamenany Vv pravdépodobnosti otevieni kanalu, jeho deaktivaci, desensitizaci a v regulaci
podjednotkoveho slozeni (Leuschner a Hoch, 1999; Ayalon et al., 2005). Z téchto vysledkia se

vyvozuje regulacni funkce této domény pro ¢innost kanalu.

Tomu napovida i sekvenéni homologie se skupinou rozpustnych periplazmatickych
bakterialnich proteint, které vazi ur€ité typy aminokyselin (Masuko et al., 1999). ATD
glutamatovych iontovych kanali se sice od téchto bakteridlnich proteinii 1i§i pozici
disulfidickych mistkti ¢i inzercemi a delecemi nékterych aminokyselin, avSak funkce by
mohla byt podobna — vazat ligandy, indukovat regulacni zmény a regulovat tak aktivitu

kandlu.

2.3.2. Ligand vazajici doména

LBD je umisténa také na extracelularni strané plazmatické membrany. Navazuje z jedné
strany na ATD a z druhé na TMD. Jeji sekvence aminokyselin je mezi vSemi tfidami
glutamatovych iontovych kanali vysoce evolu¢né konzervovana (obr. 2). Strukturné se LBD
déli na dva tseky oznacCované jako S1 a S2, jejich ¢ast tvoii polypeptidickymi segmenty D1
(pro S1) a D2 (pro S2). Segment D1 se nachdzi mezi ATD a prvnim transmembranovym
helixem (M1), segment D2 pak mezi transmembranovymi helixy M3 a M4. Useky S1 a S2
davaji doméné tvar oteviené lastury, kdy ¢ast S1 tvoii jednu polovinu schranky, cast S2

druhou a mezi nimi se vytvaii prohluben pro navazani agonisty. Po navazani agonisty dojde



ke zméné konformace usekt S1 a S2, ktera se jevi jako uzavirani obou polovin lastury. Zména

konformace tisekit S1 a S2 se pak pienasi na dalsi ¢asti receptoru a dochazi k otevieni vratek

kanalu. Podrobnégjsi popis této klicové funkce LBD je uveden nize v kapitole 3.

¢ D1 » ¢ D2 P

signal
peptide
GluAl 461 DEKYGAR «o. 489 AWAPLTITLVREE ... 664 BEAGSTKEFF ... 715 § (18)
GluA2 468 DGKYGAR . 496 ARAPLTITLVREE ... 671 BDSGSFKEFE ... 722 (21)
GluA3 471 DGKYGARDPE ... 499 AVAPLTITLVREE ... 676 EDSGSTKEFF ... 727 (22)
GluAd 469 DGKYGAR . 497 ARAPLTITLVREE ... 672 BDSGSTKERF ... 723 (21)
Glukl 501 DGEYGAQNOK ... 528 AWAPLTITYVREK ... 700 VRDGSIMTEF ... 749 (30)
Gluk2 485 DGK voo 513 AVAPLAITYVREK ... 685 VEDGAIMTEF ... 734 (31)
Gluk3 433 DGKY K ... 515 AVAPLTITHVREK ... 687 WK MTEE ... 735 (31)
GluKa 470 DEVYGVPEAN ... 497 AVAGLTITAEREK ... 670 lnoas]mn ves 719 (28)
GlukS 469 DGLYGAP ve. 496 AVANFTITAEREK ... 669 EHAGSTMTEF ... 718 (14)
GLuN2A 4382 N KKVNN ... 588 N TINEBRSE ... 685 WPNGSTERNI ... 727 (19)
GLluN28 483 NGKBGKKING ... 589 AVGSLTINEERSE ... 686 WPNGSTERNI ... 728 (26)
GluN2C 493 KRVRG ... 519 LTINEERSE ... 696 WPNGSTERNI ... 738 (32)
GluN2D 587 GKKIDG ... 533 TINEERSE ... 710 WPNGSTEKNI ... 752 (23)
GluNl 481 DGKEGTOERV ... 513 IVAPLTINNERAQ ... 684 WKQSSVDINE ... 728 (18)
GLuN3A 682 DERYGAWKNG ... 628 A\n'r INTARSQ ... 797 WRESSAE ... B4l (26)
GluN3B 502 DGKYGALRDG ... 528 AWTSFSINSARSQ ... 697 WWESSAEANI ... 741 (22)
GluDl 489 DERYGHOLHN ... 516 ITPERES ... 682 VRmvek iue 738 (15)
GluD2 493 DHEYGEPQED ... 520 LTITPRREN ... 682 WL YOHV ... 738 (16)

Obr. 2. Sekvencni homologie usekit D1 a D2 ligand vazajici domény mezi jednotlivymi typy
podjednotek glutamarovych iontovych kandlii. Zluté jsou oznaceny pozice tipiné
konzervovanych aminokyselin, modre cdastecné zakonzervovanych a zelené sobé podobné nebo

pribuzné aminokyseliny (upraveno dle Traynelis et al., 2010).

2.3.3. Transmembranova doména

TMD prochézi skrze membranu a je spojena s LBD tfemi kratkymi spojovacimi Useky
Llinkery“, které jsou detailné popsany v kapitole 3.2.3. TMD se sklada ze &ty
transmembranovych segmenti, ackoliv v pravém slova smyslu jsou to pouze tii
transmembréanové helixy. Usek oznadovany jako M2 se totiz do membrany vnofuje pouze
Castetné na intracelularni strané¢ a neprochdzi ji skrz (Sobolevsky et al., 2009). Pied
transmembranovym Usekem M1 se navic nachazi maly helix ozna¢ovany jako pre-M1, ktery

je orientovan soubé&zné s membranou.

Pravé helixy M1, M3 a M4 vsech ¢étyf podjednotek spoleéné vytvareji vratka kanalu,
kterymi po vazbé ligandu pii otevieném stavu mohou prochazet specifické ionty mezi vnéj$im
a vnitinim prostiedim. Pfesnd konformace vratek stale neni objasnéna, protoze
krystalografickymi technikami byl zatim zisk&n receptor pouze v zavieném stavu. Bylo ale

zjisténo, Ze uritd mista vratek kanalu vykazuji vysokou strukturni homologii s K* kanaly



(Sobolevsky, 2013), které sice maji jiny pocet transmembranovych helixt a jsou v membrané
opacné orientovany, ale byly pro né ziskany krystaly v otevieném i zavieném stavu. Proto

muzeme hledat analogii pro funkci ¢i strukturu i u glutamétem tizenych iontovych kanalti.

2.3.4. Karboxy-terminalni doména

v

CTD je lokalizovana intracelularné a je svou strukturou nejrozmanitéjsi ze vSech domén.
Mezi jednotlivymi typy podjenotek se mize vyrazné lisit jak ve své délce, tak v sekvenci
aminokyselin. CTD nevykazuje zadnou sekven¢ni homologii s dosud znamymi proteiny. O
jeji struktufe toho dosud neni pfili§ znamo, vice je zndmo o mistech, kam se vazou rtzné
regulacni proteiny. Naptiklad na podjednotce GIuN1 je specificky vazebny motiv, na ktery se
vaze kalmodulin. Skrze néj se uplatiiuje negativni zpétna vazba vuci zvysené koncentraci ca?t
iontl v bunce. Aktivované NMDA receptory propoustéji vapnikové ionty dovniti bunky, kde
se mimo jiné vazi na kalmodulin, ¢imz ho aktivuji. Aktivovany kalmodulin pak
zpétnovazebné interaguje piimo s CTD GIuN1 podjednotky, coz ma za nasledek sniZzenou

pravdépodobnost a dobu otevieni iontového kanalu (Ehlers et al., 1996).

Podobné jako v ptfipadé ATD byly provadény mutacni pokusy, kdy byla CTD odstranéna
celd, nebo jen jeji Casti reprezentujici rizné regulacni motivy. lontovy kanal sice zistal
funk¢ni, ale doslo ke zménam v jeho regulaci. Ptikladem muze byt vliv kalcineurinu na
desensitizaci NMDA receptorti skrze CTD podjednotky GluN2A, kdy kalcineurin snizuje
odpovédi NMDA receptori na synapsich potencovanim na glycinu nezavislé desensitizace
(Krupp et al., 2002). Vzhledem k dalsim experimentalnim datim je CTD povaZovana za
dilezitého ucastnika stabilizace receptoru v membrané, je dulezita pro procesy post-
translaénich modifikaci receptoru, zacileni proteinu na membranu, ale také pro

zprostiedkovani signalti vedoucich k degradaci receptoru (Hawkins et al., 2004).



3. Mechanismus piisobeni glutamatovych iontovych

kanalu

lontové kanaly obecné se mohou vyskytovat ve tiech stavech. Ve stavu zavieném
aktivovatelném, otevieném a zavieném inaktivovaném (desensitizovany stav) (obr. 3). U
glutamatem fizeného iontového kandlu v zavieném aktivovatelném stavu se dramaticky
zvySuje Sance na jeho otevieni V pfitomnosti specifického ligandu/agonisty. V otevieném
stavu jsou vratka kanalu oteviena a ionty mohou postupovat dovnité ¢i vné bunky dle
charakteristiky kanalu. Po zavieni kanalu doch&zi k refrakterni fazi, béhem niz ani
nadprahova stimulace signalem nevede K otevieni kanalu. V této fazi docha&zi k uvolnéni

navazaného ligandu a naslednému ptechodu zpét do faze zaviené aktivovatelné.

inactive, resting active, non-desensitized inactive, desensitized

13.1A
e

glutamate

closed open closed

Obr. 3. TFi konformacni stavy a zmeny mezi nimi U AMPA receptoru. Zleva doprava. zavieny
aktivovatelny (inactive, resting), otevieny (active, non-desensitized) a zavieny inaktivovany

(inactive, desensitized) (prevzato dle Traynelis et al., 2010).
3.1. Farmakologie

Glutamatové iontové kanaly patii do skupiny chemicky fizenych iontovych kanald, jez jsou
aktivovany po navazani agonisty. Jde o latku, ktera se vaze na LBD, kde zpusobuje
konformaéni zmény. Ty se dale pfenaseji receptorem a vyustuji v otevieni kanalu. Na LBD se

mohou také vazat i latky antagonistické, ty ale nespoustéji biologickou odpovéd’ receptoru,



ktery nadale ziistava v zavieném stavu. Agonisté a antagonisté mohou byt plni ¢i parcidlni.
PInymi agonisty a antagonisty jsou latky, které u receptoru vyvolaji plnou stimulaci ¢i

inhibici, oproti latkdm parcidlnim, které ho stimuluji/inhibuji pouze ¢aste¢né.

3.1.1. Agonisté AMPA, kaindtovych a delta receptorii

K aktivaci AMPA, kainatovych a deltra receptorti sta¢i na rozdil od NMDA receptrort
pouze navazani ptirozeného agonisty glutamatu. Rozdily ve farmakologii AMPA a
kainatovych receptorti nejsou piili§ vyrazné. AMPA receptory aktivuje a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-propionét, ktery ale funguje i jako parcialni agonista uré¢itych podjednotek receptort
kainatovych (Swanson et al., 1996). Stejné tak kainat pasobi jako silny agonista kainatovych
receptoril, ale zaroven miiZze vyvolavat velmi rychlou desensitizaci neuronalnich AMPA
receptorti (Patneau et al., 1993). Ze strukturalniho hlediska se kainatové receptory lisi od
AMPA typu vétsim prostorem v oblasti pro navazani ligandu. Oproti podjednotce GIUA2 je
tento prostor vétsi o 40 % u podjednotky GluK1 a o 16 % u podjednotky GluK2 (Mayer,
2005). Ve vysledku tak mohou kainatové receptory vazat jako ligandy vétsi molekuly. Oba
typy kanalti pak mohou byt aktivovany napfiklad v pfirodé¢ se vyskytujicimi molekulami, jako
jsou kyselina ibotenova (kyselina 3-hydroxyisoxazolyl-5- o -aminooctova), willardiin a jejich
analogy (Stein et al., 1992; Coquelle et al., 2000).

3.1.2. Agonisté NMDA receptorii

Jak bylo popséano v piedchozich kapitolach, tetramer NMDA receptoru obsahuje dvé
vazebna mista pro glutamat na podjednotce GluN2 a dvé pro koagonistu glycin na
podjednotce GIuNL1 a je aktivovana simultannim navazanim obou latek. Na rozdil od AMPA,
kainatovych a delta receptort se lisi tim, Ze NMDA receptory jsou aktivovatelné i pomoci N-
methyl-D-aspartatu a L-aspartatu, které se vazi do glutamatového vazebného mista. Dal§imi
latkami, které mohou aktivovat NMDA receptory, jsou pro podjednotku GluN1 naptiklad L-
serin-O-sulfat ¢i D-alanin a pro podjednotku GIuN2 L- a D-cysteinat nebo L-homocysteinat
(Mayer et al., 1992). Podobnych pftirozenych i uméle vytvorenych agonisti je cela fada a

navzéjem se li$i mirou vazby v LBD.

Za fyziologicky ligand NMDA receptord se povazuje glycin (Johnson a Ascher, 1987),
nicméné na jeho koagonistické misto se mohou vazat a aktivovat ho i neutralni aminokyseliny

malé velikosti — D- a L- izomery serinu a alaninu (Furukawa a Gouaux, 2003). Zajimava je



situace pro D-serin, u néhoz byla objevena relativné vysoka koncentrace v mozku (Hashimoto
et al., 1992). Existuji tak hypotézy, které povazuji D-serin za dalsiho fyziologického agonistu
NMDA receptoru (Mothet et al., 2000; Wolosker et al., 2008) s vyznamnou roli ve fungovani
mozku. Tyto teorie podporuji i studie sledujici vliv nedostatku D-serinu na funkci NMDA
receptort v sitnici (Stevens et al., 2003) a hipokampu (Mothet et al., 2000). Protiargumentem
byly vsak studie, podle jejichz vysledka je D-serin syntetizovan pouze v gliovych burikach,
konkrétné astrocytech (Schell et al., 1995). Nové byl ale D-serin detekovan i v neuronech
(Miya et al.,, 2008), coz je dalsim podplrnym argumentem pro jeho zafazeni mezi

neurotransmitery.

Mezi parcialni agonisty glycinového vazebného mista NMDA receptoru se fadi i D-
cykloserin, u n¢hoZz je zajimavé, ze vyvolava podstatné vétsi odpovéd’ u receptorli
s podjednotkou GIuN2C nez u receptori s dal§imi GluN2 podjednotkami (Sheinin et al.,
2001). D-cykloserin se vyuziva pii 1é€bé psychiatrickych onemocnéni (Norberg et al., 2008),
konkrétné¢ naptiklad pomahd k lep§imu zvladani strachu pti tzkostech (anxiety). Proto se
nabizi moznost ovlivnéni exprese receptort u neuront tak, aby se podpoiil vznik NMDA
receptori s GIUN2C podjednotkou a bylo tak dosazeno vétsiho 1é¢ebného uc¢inku D-

cykloserinu.

3.1.3. Antagonisté glutamdtovych receptorii a allosterickd modulace

Antagonistické latky se déli podle mista ptsobeni na kompetitivni, akompetitivni a
nekompetitivni. Kompetitivni antagonisté se vazi na stejné misto jako agonisté, s kterymi tak
o vazebné misto soupeti. Mezi nejvyznamnégj$i kompetitivni antagonisty glutamatovych
iontovych kanalti patéi quinoxalinediony (konkrétné napiiklad 6-cyano-7-nitrogquinoxaline-
2,3-dione ¢i 6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione) u AMPA a kainatovych receptorta (Wilding a
Huettner, 1996) a kyselina kynurenova u NMDA receptort (Perkins a Stone, 1982).

Za akompetitivni antagonisty jsou oznaCovany latky, jez se vazi ptfimo do vratek iontového
kanalu, ¢imz znemoznuji pruchodu iontt do buiiky. Pro to, aby se tak stalo, musi byt receptor
nejprve aktivovan. Akompetitivnimi antagonisty u glutamatovych iontovych kanall jsou napf.
pro NMDA receptory Mg2+ ¢i memantin, ktery je v souCasné dobé vyuzivan pro lécbu

Alzheimerovy demence.
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Nekompetitivni antagonisté se vazi na misto jiné, ¢imz napiiklad méni konformaci
receptoru tak, Ze znemoznuji navazani agonisty. Nekompetitivnimi antagonisty u AMPA
receptortl jsou tieba 2,3-benzodiazepiny (Gito et al., 2003). U NMDA receptort jsou jimi
kupiikladu dvojmocné ionty zinku, kadmia a médi, polyaminy a ifenprodil
(fenylethanolamin), prvni objeveny na podjednotku (konkrétné ATD) specificky se vazajici

antagonista (Legendre a Westbrook, 1991).

Podobnym zptisobem jako nekompetitivni antagonisté ovliviiuje funkci receptoru velka
skupina latek — allosterické modulatory. Tyto latky Géinkuji skrze allostericky efekt, coz je
konformacni zména proteinu, kter4 je vyvolana navdzanim allosterického modulatoru.
Allostericky modulator tak ovliviluje pozitivné nebo negativné ¢innost a funkci receptoru,
aniz by se vazal do vazebného mista agonisty v LBD. Z tohoto divodu maji allosterické
modulatory terapeutické vyhody oproti agonistim a kompetitivnim antagonistim. Jsou lépe
snaSeny, protoze funkci receptoru pouze upravuji, zatimco 1é¢ebné vyuzivani agonisté ho
mohou aktivovat presptilis§ a naopak kompetitivni antagonisté ho nadmérné blokuji ¢i
inhibuji. Allosterické modulatory 1ze proto rozd¢lit na pozitivni a negativni. Pozitivni zvysuji
aktivitu receptori naptiklad tim, Zze modifikuji dobu deaktivace a desensitizace (Staubli et al.,
1994). Negativni allosterické modulatory, mezi néz patii napiiklad neurosteroidy nebo

protony, naopak aktivitu receptorti snizuji.

3.2. Mechanismus otevirani iontového kanalu

Glutamatové receptory jsou, co se ty¢e kinetiky otevirani iontového kanalu, velice
riznorodou skupinou, u které se odpovéd’ na podnét a priibéh samotné odpovédi vyrazné 1isi
Vv zavislosti na typu kanalu, jeho podjednotkovém sloZeni ¢i post-translacnich modifikacich.
Pro piiklad, rekombinantni typy AMPA receptort se vyznacuji rychlym prubéhem aktivaci i
deaktivace a rychlou a silnou desensitizaci, zatimco tyto procesy jsou u NMDA receptort
radoveé pomalejsi a vyvolavaji jen slabou ¢i zadnou desensitizaci (Edmonds et al., 1995).
Nasledujici popisy procesu aktivace a desensitizace plati zejména pro AMPA a kainatové
receptory. Podobné fungovani se navzdory odlisné kinetice piredpoklada i u NMDA receptorti,
nicméné pro tento typ kanali mame zatim na rozdil od kanali AMPA a kainatovych méné

experimentalnich dat.
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3.2.1. Aktivace

Aktivace glutamatem fizeného iontového kandlu zacina navazanim agonisty, zpravidla
glutamatu, na ligand vazajici doménu. Mira uzavieni LBD po navazani agonisty je zavisla na
typu navazaného ligandu. Naptiklad navdzanim agonisty glutamatu dochazi na prototypické
podjednotce GIuA2 k posunu spodni ¢asti LBD smérem k horni o 20 stupnu, zatimco U
Caste¢ného agonisty kaindtu to je jen o stupnid 12 a u kompetitivniho antagonisty 6,7-
dinitroquinoxaline-2,3-dionu (DNQX) pouze o 2,5 stupné (Armstrong et al., 2000). Tato
konformac¢ni zména se pienasi na a-helixy v TMD a posléze vede k otevieni kanalu. Piesny
mechanismus pfenosu konforma¢ni zmény z LBD na TMD ale zatim zGstava neznamy,
ackoliv experimentalni data ukazuji na klicovou roli linkerti (viz kapitola 3.2.3) a evolu¢né
konzervované transmembranove sekvence SYTANLAAF v M3 Useku. Konkrétné
aminokyselina Alanin-621 v tomto motivu ma klicovou funkci pti ohybani M3 tseku, které
nastava pfi aktivaci kanalu. Zaména Alaninu-621 za mens$i glycin zpusobila snadnéjsi
ohybatelnost M3 Useku, v dusledku ¢ehoz bylo zabranéno desensitizovanému stavu (Moore et
al., 2013). Dulezitou funkci pfi otevirani vratek kanalu zastava i Methionin-629, ktery je
situovan nad vratky a mél by pienaset ¢i se podilet na pfenosu konformaéni zmény z LBD na
TMD (Moore et al., 2013). Vyznam sekvence SYTANLAAF podporuji i vysledky ziskané
pomoci mutageneze, kdy zaména alanini za threoniny Vv této sekvenci vede ke zménam
v aktivité kanalu (Kohda et al., 2000; Klein et al., 2004). Podobné vysledky byly pozorovany i
pfi substituci za cysteiny (Chang a Kuo, 2008).

3.2.2. Desensitizace

Desensitizace je proces zavieni kanalu, ktery nasleduje po jeho kratkém otevieni, a zavieny
stav, ve kterém kanal posléze zistane i pti nadprahové koncentraci agonisty — jednd se o tzv.
refrakterni fazi. Pfi¢inou je zména konformace transmembranovych domén. Ty uzaviou
vratka kandlu i pies to, ze jsou ve vazebnych mistech navazani agonisté. Poté nésleduje

prodleva, béhem které se vyvazi agonisté a kanal mize byt nésledné znovu aktivovan.

Desensitizace, trvajici typicky déle nez aktivace kandlu, je ochrannym procesem, ktery
neuronalni buniky chréni pfed nadmérnou aktivitou kandldi, pfi niz by doslo k pfilisSnému
vniku iontd Ca?* do buiiky. Vysoka intracelularni koncentrace Ca®* iontii je nebezpecna
vzhledem ke své schopnosti vyvolat excitotoxicky stav v bunice (podrobnéji popsano
v kapitole 5.1).
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Podobné jako u aktivace hraje i u desensitizace zasadni roli LBD, konkrétné cast tvaru
lastury, kam se vaze ligand (viz kapitola 2.3.2). Pfi pokusech s AMPA receptory se podafilo
zjistit, ze LBD tvofi dimery a ze stabilizace téchto sty¢nych ploch v receptoru at’ uz pomoci
mutaci, ¢i allosterické modulace, snizuje miru desensitizace. Naopak destabilizace sty¢nych
ploch LBD vede ke zvySeni miry desensitizace (Sun et al., 2002). Desensitizaci se da u
AMPA receptoru i uplné zabranit skrze pouhou vhodnou bodovou mutaci centra LBD, pfi niz
je toto centrum stabilizovano v aktivni konformaci. Podobnd bodovd mutace, kterd zamezi
desensitizaci, byla nedavno objevena i u kainatovych receptori. Konkrétné jde o vyménu
aspartatu 776 za lysin (Nayeem et al., 2009). Kli¢ova role sty¢né plochy mezi dvémi ligand
vazajicimi doménami byla potvrzena i pti allosterické modulaci pomoci aniracetamu nebo
CX614 (Jin et al., 2005).

3.2.3. Linkery

Linkery jsou kratka polypeptidova spojeni mezi jednotlivymi doménami. Je uvazovano, Ze
pravé skrze né ¢i s jejich pomoci se pii otevirani kanalu prenasi konformaéni zmény z ligand
vazajici domény na domeénu transmembranovou. Mezi témito doménami se u glutamatovych
iontovych kanali nachazeji tii linkery. Jde o linkery spojujici useky S1-M1, M3-S2 a S2-M4
(popis Useka viz kapitoly 2.3.2 a 2.3.3).

Kromé role pifi otevirani iontového kanalu, za kterou jsou zodpovédné linkery spojujici
LBD s TMD, mohou linkery zastavat i dalsi regula¢ni funkci. V receptoru jsou i linkery mezi
ATD a LBD. Piedpoklada se, Ze pravé skrze né se uplatiiuji zmény pii allosterické modulaci
na amino-terminalni doméné. Vzhledem Kkrozdilné velikosti ATD u rOznych typu

podjednotek by i funkce linkert v této oblasti mohla byt dosti variabilni (Furukawa, 2012).
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4. Funkce glutamatem Fizenych kanalu v centralni

nervove soustaveé

4.1. Synapticky pienos a role v plasticité synapsi

Synapse je mistem spojeni dvou neuront (ptipadné i neuronu a smyslove ¢i svalové burky),
kde dochazi k pienosu vzruchd. Neurony v synapsi nejsou v pfimém kontaktu, oddéluje je
synapticka $térbina o obvyklé Sifce 20-30 nm. Pii pfenosu nervového signalu dojde k vyliti
neurotransmiteru z vackt na presynaptické strané. Neurotransmiter prochdzi stérbinou a vaze

se na receptory na postsynaptické membrané. Synapse se d¢li na inhibi¢ni a excitacni.

Jak bylo popsano vyse, ligandem glutamatovych receptort je kyselina L-glutamova. Ta plni
v savéi nervové soustavé funkci zakladniho excitatniho neuropfenasece a receptory
glutamatového typu tak mizeme najit na vétSin€ rychlych excita¢nich synapsi. Glutaméatem

fizené iontové kandly jsou tudiz zodpovédny za vétSinu excitaéniho nervového pienosu

(Traynelis et al., 2010).

Krom¢ zakladni dlohy v pienosu nervového signalu je popsan i souvisejici vliv
glutamatovych ionotropnich receptorti na plasticitu synapsi, coZ je schopnost upravit funkéni
vlastnosti synapse v zavislosti na aktivité, které jsou vystaveny. Zména synapsi v Case je
zavisld i na ontogenetickém stadiu vyvoje jedince. Jiné receptorové slozeni muzeme
pozorovat u novorozenct a jiné u dospé€lych jedinci. Pravé plasticita synapsi je dilezitou a

nedilnou soucasti procesti uceni a vzniku paméti.
4.2. Funkce AMPA receptorii

Pfevazna vétSina rychlého excitacniho synaptického ptenosu se odehrava prostfednictvim
heteromernich AMPA receptorid slozenych z riznych kombinaci podjednotek GIuAl —
GluA4. AMPA receptory jsou na vétsing excitaénich synapsich CNS, na kterych se vyskytuji,
spole¢né¢ s NMDA receptory, které snimi funkéné souvisi. Pfi vyliti glutamatu dochazi
nejprve ke kratkodobé aktivaci AMPA receptorti, které cCastecné depolarizuji membranu.
Depolarizaci membrany je odstranéna blokace NMDA receptorti ionty Mg®*. Dochazi
k aktivaci NMDA receptoru, Vtoku vapniku do buiky a pfenosu signalu (Petralia a Wenthold,
2008).
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V zé&kladnich typech neuroni piedniho mozku, véetné hipokampu a mozkové kury,
dospélého ¢lovéka se prevladajici podtyp AMPA receptori skladd z podjednotek GIuAl a
GIuA2. Minoritni roli pak jesté maji GluA2/GluA3 receptory (Lu et al., 2009). Stézejni je pro
funkci podjednotka GluA2, ktera determinuje vodivost kanalu a jeho propustnost pro ionty
Ca®*. V pripad® jeji absence je navic receptor senzitivni kextra- i intracelularnimu

polyaminovému bloku (Isaac et al., 2007).

Exprese typu podjednotek je vyvojové regulovéna, je mistné specificka a zavisld na
bunééném typu i samotné aktivité synapse. Nizkad postnatalni hladina exprese podjednotky
receptortl pro Ca?* v pfednim mozku novorozence (Pickard et al., 2000; Zhu et al., 2000). To
muze hrat roli v maturaci synapsi a v tvorbé nervovych okruhit (Aizenman et al., 2002;
Kumar et al., 2002). Brzy po narozeni pak dochazi k potlaceni exprese podjednotky GluA4 a

naopak ke zvyseni exprese podjednotky GluA2, ktera pietrvava i v dospélosti (viz vyse).
4.3. Funkce kaindtovych receptorii

Kainatové receptory jsou rozsifené v celé centralni nervové soustavé a mohou se v misté
synaptické $térbiny vyskytovat pre- i postsynapticky, pti¢emz jejich podjednotkové slozeni je
odlisné na pre- a postsynaptické membrané. Napiiklad u synapsi axont granularnich bunék
dentate gyrus s dendrity pyramidalnich bunék v CA3, které jsou nejlépe prozkoumanym
mistem pfenosu vzruchu pomoci kainatovych receptort, se presynapticky nachazeji
heterotetramery kombinaci GluK1, GluK2 a GluK3, zatimco postsynaptické kainatové
receptory jsou tvofeny kombinacemi GluK2 a GIluKS5. Pravé presynaptické kainatové
receptory tu funguji v roli tzv. autoreceptort, které ovliviiuji, a v tomto konkrétnim p¥ipadé

podporuji, vyliti neurotransmiterdl na synapsich (Kwon a Castillo, 2008).

Dulezitou roli hraji kainatové receptory i ve vyvoji jedince, pti kterém prochazeji silnymi
regulaénimi zmé&nami. Napiiklad thalamokortikalni synapticky pienos je v prvnim tydnu po
narozeni ¢lovéka uskute¢iiovan prostfednictvim kainatovych receptort. Ty jsou ale poté

nahrazeny AMPA receptory, které signal prenaseji rychleji (Kidd a Isaac, 1999).

Mimo vyse uvedené piiklady mohou kainatové receptory skrze G-proteiny a néasledné

kaskady druhych posli snizovat mnozstvi vylité GABA (kyselina y-aminomaselna)
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Vv inhibi¢nich synapsich v hipokampu a tim tak tyto synapse regulovat (Rodriguez-Moreno a

Lerma, 1998). Pfesny mechanismus ale dosud zndm neni.
4.4. Funkce NMDA receptorii

Jak bylo uvedeno vyse, NMDA receptory se podileji na excitatnim nervovém pienosu
Vv souc¢innosti S AMPA receptory. Pomér AMPA a NMDA receptort na excitacnich synapsich
se mize vyznamng lisit v zavislosti na jejich pozici v centralni nervové soustavé (Petralia a
Wenthold, 2008). V soucasné dobé se uvadi, ze synaptické NMDA receptory se vyskytuji
Vv podjednotkovém slozeni dvou GIuN1 podjednotek a dvou podjednotek GIuN2, nebo GIuNS3,
ackoliv je, naptiklad v exogennich expresnich systémech, potvrzena nativni existence i

NMDA receptort jiného podjednotkového slozeni.

Podobné¢ jako u AMPA a kainatovych receptorti se méni exprese jednotlivych NMDA
podjednotek béhem vyvoje. Zména v expresi je patrné piedevsim na podjednotkach GluN2 a
GluN3, protoze podjednotka GluN1 je obligatorni. Dobie popsana byla zména v mozkové
kife, hipokampu a mozecku, kde se receptory slozené z podjednotek GIUN1/GIuN2B, které se
u ¢lovéka vyskytuji po narozeni, méni na receptory s podjednotkovym slozenim
GluN1/GIuN2A, jezZ se vyskytuji v dospélosti (van Zundert et al., 2004). Tato vyména
zapricinuje zménu vodivosti kanalu a je podminéna aktivitou synapsi (Barria a Malinow,
2002).

Zv1asté vyznamna ve vyvoji centralni nervové soustavy se zda byt zména z podjednotky
GIuN3A na podjednotku GIuN3B. Podjednotku GIUN3A nachazime v CNS ¢lovéka brzy po
narozeni a jeji vymeéna za podjednotku GIuN3B hraje vyznamnou roli v tvorbé a maturaci
synapsi a s tim souvisejici schopnosti utvaret dlouhodobou pamét’ (Roberts et al., 2009). O
procesu vymény podjednotek béhem vyvoje toho zatim neni pfili§ znamo. U vyse uvedeného
ptikladu byla zjisténa sloZité regulovana endocyticka aktivita vlastnich nervovych bunék,
zahajena skrze CTD GIuN3A podjednotky (Pérez-Otano et al., 2006). Podobné vyvojové
zmény byly pozorovany i na dalSich podjednotkach (napt. Cathala et al., 2000). Obecné se da
fici, ze receptory s podjednotkami GIuN2B, GIuUN2D a GluN3A jsou ¢ast&jsi v brzké
postnatalni fazi zivota, zatimco v dospélosti jsou ¢astéjsi NMDA receptory s podjednotkami
GIuN2A a GIuN2C (Watanabe et al., 1992, 1993, 19944, b, c).
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NMDA receptory maji oproti ostatnim glutamatovym iontovym kanaltim specifické funkéni
vlastnosti, které vyplyvaji z jejich koaktivace glutamatem a glycinem (ptipadné i D-serinem)
zaroven a zejména z jejich zavislosti nejen na navazani ligandu ale i na zméné napéti na
membrané. Pro otevieni NMDA receptoru musi byt splnény oba pozadavky — navazani
ligandu i zména napé&ti na membrang, ktera vyvaze blok Mg?* iontd. Pravé témito vlastnostmi
NMDA receptori je vysvétlovan princip dlouhodobé potenciace v nervové soustave.
Dlouhodoba potenciace je dlouhodobé zesileni synaptického pienosu mezi dvéma neurony Vv
dasledku jejich soucasné stimulace a je povazovana za zédkladni mechanismus uceni a paméti.
Stejnymi funk¢nimi vlastnostmi NMDA receptort je vysvétlovana i jejich predpokladana role

Vv plasticité synapsi.
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5. Nékteré patofyziologicke stavy spojené

s glutamatovymi iontovymi kanaly

Glutamatem fizené iontové kanaly jsou esencialni slozkou excitaéniho nervového pfenosu
sav¢i centrélni nervové soustavy. Poruchy v jejich funkci jsou vzhledem K jejich dulezitosti
Casto spojeny Svaznymi neurologickymi onemocnénimi. Naprava jejich funkce
k fyziologickym hodnotam je cilem 1ééby mnoha neurologickych a neuropsychiatrickych

onemocnéni.

Tato kapitola je zaméfena na popis pouze nékolika modelovych piikladti onemocnéni, kterd
jsou také zapfic¢inéna $patnou funkci glutamatergniho systému. Zdaleka tedy nejde o Uplny
vycet onemocnéni, u nichZ se predpoklada spojitost s timto systémem. Vedle nize uvedenych
onemocnéni se predpoklada spojeni chybné funkce glutamatovych receptord s autismem,
diabetem, roztrousenou skler6zou, Huntingtonovou ¢i Parkinsonovou chorobou, schizofrenii a

s mnoha dal§imi poruchami (Bowie, 2008).
5.1. Cévni mozkova pithoda a traumatické poranéni mozku

Cévni mozkova piithoda (CMP, téz ictus apoplecticus cerebri) je poskozeni nervové tkané
mozku zapti¢inéné poruchou jejiho prokrveni. Traumatickym poranénim mozku (TPM) je
mySleno poranéni mozkové tkané fyzikdlnim traumatem. Jde o stavy, které mohou
postizeného bezprostiedné ohrozit na zivoté a které mohou Vést k mnoha zavaznym
zdravotnim nésledkiim. Se starnouci populaci se navic incidence ictu apoplecticu cerebri

zvysuje o 1 — 1,5 % rocné.

Lécba se dosud zaméfovala az na feSeni nasledkd, tedy vysledného stavu poskozené
nervové tkané, a byla provadéna bud’ pomoci trombolytik (v ptipadé ischemického typu
CMP), ktera rozpustila krevni srazeninu, nebo opera¢né. Posledni roky se vyzkum v této
oblasti ubird i cestou neuroprotekce, pomoci které je snaha omezit ztratam nervovych bunék
v disledku poranéni a kterd by méla vyrazné snizit nasledky zptsobené timto akutnim
stavem. Pravé mezi moderni neuroprotektivni metody se fadi ovlivnéni glutamatovych

iontovych kanali pomoci jejich antagonisti (Kalia et al., 2008).
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Glutaméatové iontové kandly jsou cilem 1é¢by vzhledem k neurotoxickym t¢inkum, které
vyvolavaji pii stavech spojenych s poranénim mozku. Tyto negativni u¢inky jsou zpisobeny
tzv. excitotoxicitou, kdy jsou kanaly stimulovany vysokymi koncentracemi glutaméatu
uvolnovaného z poSkozené tkané, coz vede k nekontrolovanému otevieni kanali a z toho
vyplyvajicimu nadmérnému vtoku Ca®* iontdi do buiiky. Ca®" ionty jsou obecnymi aktivatory
dalsich signalnich drah v bufice, coz vede k nadmérné a nekontrolovatelné intracelularni

aktivité, kterd nasledné poskodi nervovou buriku.

Snahou vyzkumu je nalézt takové antagonisticky pusobici latky, které by této nadmérné
aktivité receptort zabranily a které by vedle toho mély i minimalni vedlejsi ucinky.
V preklinickych studiich vykazovaly neuroprotektivni vlastnosti antagonist¢ NMDA
receptori mifici na glutamét i glycin vazajici mista, na hrdlo kanalu i na alostericky
modulovatelna mista GIuN2B podjednotky. Doposud vsechny klinické testy ale bohuzel
selhaly (Green, 2002; Hoyte et al., 2004).

Diskrepance mezi vysledky na animéalnich modelech a v klinickych testech na lidech je
pfedmétem studia. Vysvétluje se naptiklad nemoznosti dosahnout dostate¢né koncentrace
testované latky (v citovaném piikladé lek Aptiganel blokujici hrdlo kanélu) v krevni plazmé
pro to, aby bylo dosazeno neuroprotektivniho efektu, z divodu vaznych vedlejsich G¢inkt
(Dyker et al., 1999). Tato hypotéza ale neni ploSnym divodem selhani antagonisti
glutamatovych kanalt pii klinickych testech neuroprotekce. Ttreba antagonista glycinového
mista Gavestinel byl dobie tolerovan a v plazmé se vyskytoval v koncentracich, u kterych
byla ptedpokladana neuroprotektivni u¢innost, piesto také nemohl byt uveden do klinické
praxe (Lees et al., 2000). Nabizeji se tak dalsi vysvétleni. Moznosti je, Ze CMP ¢i TPM
spoustéji i dalsi neurotoxické kaskady (Doyle et al., 2008), pti kterych blokace jenom NMDA
receptord nemusi stacit ke zlepSeni klinickych vysledkti. Uvazuje se i o tom, Ze testované
latky nebyly podévané v dostate¢né kratké dobé po vzniku poskozeni — za kterou jsou
povazovany zhruba 2 hodiny, ale mozna i méné (Dirnagl et al., 1999; Hoyte et al., 2004) - po
CMP ¢i TPM.

Jist¢ neuroprotektivni UCinky vykazovaly 1 preklinické testy antagonisti AMPA a
kainatovych receptort. Dal§imu rozvoji 1écby timto smérem ale prozatim zabranila Spatna
rozpustnost téchto latek (Akins a Atkinson, 2002) nebo vazné vedlejsi ic¢inky v kombinaci se

zhorSovanim projev onemocnéni v Klinickych testech (Walters et al., 2005).

19



V soucasné dobé se zda, Ze neuroprotektivni ucinky blokace NMDA receptori nabizeji
nové a zajimavé vyhlidky pro 1é¢bu zavaznych stavii po cévni mozkové piihod¢ a
traumatickém poranéni mozku. Vyzkumné tymy se ale nadale potykaji se zasadnimi problémy
ohledné klinické ucinnosti, které bude tfeba vyfesit, pokud ma tento nadéjny smér 1écby

naplnit sviyj piedpokladany potencial.

5.2. Deprese

Deprese je nejrozsitenejsi neuropsychiatrickou poruchou se zdvaznymi dusledky. Prestoze
se k 1é¢b¢ vyuziva Siroké spektrum farmak, tak se stale nedafi nalézt G¢innou lécbu pro
zhruba polovinu postizenych (Insel, 2006). Pozitivni u¢inek 1é¢by je navic mozné pozorovat
az po n¢kolika tydnech podavani modernich antidepresiv. Snaha zbavit se téchto negativnich
aspektti 1écby deprese vedla mimo jiné k testovani kratkodobé inhibice NMDA receptorti

coby nového 1é¢ebného postupu (Paul a Skolnick, 2003).

Prvni pozitivni vysledky byly ziskdny v roce 2000 v malé studii vyuzivajici latku ketamin,
coz je blokator NMDA receptori. Po jeho 40-minutové infuzi doSlo do dvou hodin
ke zlepseni depresivniho stavu pacient, které vydrzelo po dobu 3 dni (Berman et al., 2000).
Podobné¢ pozitivni vysledky bylo mozné sledovat i u pacientt, u kterych nebyla zaznamenana
pozitivni odpovéd’ na béznou 1é€bu antidepresivy (Zarate et al., 2006). Vyraznym negativem
1écby deprese pomoci ketaminu je vSak ptitomnost halucinogennich projevi. Ty se ale
vyskytovaly jen kratkodob¢ pii infuzich ketaminu, na rozdil od n€kolik dni pietrvavajicich

vedlejsich u¢inkd jinych antidepresiv.

Dalsi studie se zaméfuji na antagonisty podjednotky GluN2B, u kterych se predpoklada
absence ¢i mirngjsi prubéh halucinogennich stavi pfi jeji blokaci. Provedena byla studie
s aplikaci traxoprodilu pacientim, na které neucinkovala 1é¢ba antidepresivy. Vysledky byly
ptiznivé - u nékterych pacientti doSlo ke zlepSeni stavu az na dobu 30 dni (Preskorn et al.,
2008). Pti vysokych davkach traxoprodilu se v8ak opét objevovaly obtize s halucinacemi. Ty
ustupovaly s klesajici davkou, navic je nutné dodat, Ze zhruba polovina pacientli, na které
méla 1é¢ba traxoprodilem pozitivni vliv, problémy s halucinacemi netrpéla (Preskorn et al.,
2008). Dalsi testy probihaji, protoze je zfejmé, ze kratkodoba inhibice NMDA receptort je
novd a nadéna cesta v 1écbé deprese, kterd by mohla pfinést feSeni pozdniho nastupu
pozitivniho G¢inku soucasnych antidepresiv a ktera by mohla pomoci i pacientim, kterym

soucasné lécebné postupy dosud nepomahaly.
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6. Zaveér

Posledni roky pfinesly fadu objevil, které¢ uptesnily pohled na problematiku glutamatem
fizenych iontovych kanalt. Detailni znalosti struktury, nativni konformace i funkce receptort
lze vyuzit ve farmakologii pro ptipravu ucinnych léki s méné nezadoucimi vlastnostmi.
Kromé toho studium glutamatergniho systému piinasi presnéjsi vhled do procesu lidského

mysleni, vnimani i mechanismu paméti.

Piesto dosud zustava neobjasnéno mnozstvi dilezitych podrobnosti 0 glutamatem fizenych
iontovych kanalech. V soucasné dob¢ se s postupujicim rozvojem molekularni biologie
védecké tymy intenzivné vénuji patrani po vytvofeni a zanalyzovani co nejpiesnéjsi a
nejdetailné;si struktury glutamatovych ionotropnich receptord. Pro jeji zjisténi bude kli¢ova
uplna ¢i alespon ¢astecna izolace nékterého z téchto receptorti v otevieném stavu a nativni
konformaci. S postupujicim poznanim strukturnich podrobnosti se bude jisté upfesiiovat a

zdokonalovat i naSe piedstava o molekularnich mechanismech, skrze které glutaméatové

iontové kanaly funguji.

Simultanné s biologickym vyzkumem probiha i 1ékafsky vyzkum patofyziologickych stavii
spojenych se $patné fungujicim glutaméatergnim systémem. Tyto stavy jsou spojeny
S mnohymi vyznamnymi onemocnénimi souCasné civilizace a nalezeni jejich feSeni je
vyznamnym cilem vefejného zdravotnictvi. Na druhou stranu Ize diskutovat o pfic¢ing $patné
funkce glutamatovych iontovych kanali a téchto nemoci. Je stdle mozné, ze pozorované
abnormality v glutamatergnim systému jsou dusledkem nékterych onemocnéni a nikoliv jejich
pfi¢inou. A pokud pfeci ano, tak je mozné, Ze nikoliv jedinou. Klinicky projev onemocnéni
tak mize byt zpisoben komplexné&jsi siti zmén v systémech nervové soustavy, ktere na sebe
vzajemné pusobi. I tak stale plati, ze glutamatergni systém je Vv poptedi zajmu studia

patofyziologickych stavii nervové soustavy.
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