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ABSTRAKT

Glutamat zprostfedkovava vétSinu excitatni neurotransmise v centrdlni nervové soustavé savcu.
Jeho U¢inek je podminén piitomnosti glitamatovych receptori na postsynaptickych neuronech.
NMDA receptory patii mezi ionotropni glutamatové receptory ajsou nezbytné pro normalni funkce
mozku, jako je synaptickd plasticita, uCeni, pamét’ a spravny vyvoj neuront. NMDA receptory se
vSak také podileji na patofyziologii fady neurodevelopmentalnich aneuropsychiatrickych onemoc-
néni. Cilem prace je zhodnotit dosavadni poznatky o Uloze intraceluldrni casti NMDA receptort
pro jejich fungovani, a to zejména s ohledem na regulaci jejich lokalizace na excitatnich synapsich.
Dale pak podat prehled o genetickych zménach nalezenych v této oblasti receptoru, jejich vlivu na

funk¢éni vlastnosti receptoru a popiipadé spojeni s danym onemocnénim.

Klicova slova: excitani pfenos, glutamatové receptory, NMDAR, intracelulairni doména, mutace,

neurodevelopmentalni onemocnéni

ABSTRACT

Glutamate mediates most of the excitatory neurotransmissions in the central nervous system of
mammals. Its effect depends on the presence of glutamate receptors on postsynaptic neurons.
NMDA receptors are class of the ionotropic glutamate receptors and are necessary for normal brain
function such as synaptic plasticity, learning, memory and correct development of neurons. NMDA
receptors are also involved in the pathophysiology of many neurodevelopmental and neuropsychi-
atric diseases. The aim of this work is to evaluate the current knowledge of the role of the mtracel-
lular part of NMDA receptors for their function, particularly with respect to the regulation of their
localization at excitatory synapses. In addition, it also provides an overview of the genetic changes
found in this part of the receptor, their effect on the functional properties of the receptor and then
also a possible link to specific disease.

Keywords: excitatory transmission, gluitamate receptors, NMDAR, intracellular domain, muta-

tions, neurodevelopmental diseases
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AD Alzheimerova choroba (Alzheimer's disease)
ADHD porucha pozornosti s hyperaktivitou (attention deficit hyperactivity disorder)
AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionova kyselina

AMPAR a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionovy receptor
ASD porucha autistického spektra (autism spectrum disorder)

ATD amino-termindlni doména (amino-terminal domain)

BCECTS benigni détska epilepsie s centrotemporalnimi hroty (benign childhood epilepsy
with centrotemporal spikes)

CaM kalmodulin
Ca/CaM Ca?"/ kalmodulin

CaMKII Ca?*/ kalmodulin dependentni kindza II

CK2 kasein kindza II

CNS centralni nervova soustava

CTD karboxyl-terminalni doména (carboxyl-terminal domain)

D-APS D-2-amino-5-fosfonovalerat

DCKA 5,7-dichlorokynurenovéa kyselina

EC50 sttedni G¢inna koncentrace (half maximal effective concentration)
EPI epilepsie

EPSC excitatni postsynapticky proud (excitatory post-synaptic current)
ER endoplasmatické retikulum

ex-NMDAR extrasynapticky NMDA receptor

GK doména guanylat kindzy
GoF narist funkce (gain of function)
ID mentalni postizeni (intellectual disability)

iGluR ionotropni glutamatovy receptor



KA kainatova kyselina

LBD ligand vazajici doména (ligand-binding domain)
LKS Landau Kleflneriiv syndrom

LoF ztrata funkce (loss of function)

LTD dlouhodoba deprese (long term depression)
LTP dlouhodoba potenciace (long term potentiation)

M1,2,3,4) membranové helixy

MAGUK membranové asociovana guanylat kindza
NF-L neurofilamentalni protein L

NMDA N-methyl-D-aspartatova kyselina

NMDAR N-methyl-D-aspartatovy receptor

NSID nesyndromickd mentalni retardace (non-syndromic intellectual disability)
PKA protein kinaza A

PKC protein kindza C

PSD postsynaptickd denzita

PSD-93 protein postsynaptické denzity 93 kDa

PSD-95 protein postsynaptické denzity 95 kDa

SAP 97 synapse-asociovany protein 97 kDa

SAP 102 synapse-asociovany protein 102 kDa

SCZ schizofrenie

SH3 Src homologni doména 3

syn-NMDAR synapticky NMDA receptor

TMD transmembranova doména (transmembrane domain)

WT divoky typ (wild type)



Uvob

Rozvoj metodiky molekularni biologie a s tim spojené klonovani receptorti vedlo k mimoiad né mu
pokroku v chapani mechanismu fungovani receptoril pro neurotransmitery. Do roku 1987 byly na-
klonovany vsechny rodiny ligandem fizenych iontovych kanali s vyjimkou glutamatovych recep-
tort. Prvni prace popisujici klonovani podjednotky glutamatového receptoru byla publikovana az
v roce 1989 (Hollmann et al, 1989). Nésledny vyzkum pfinesl velky rozvoj naSich znalosti o struk-
ture, expresi a funkci tohoto nejvyznamnéj$iho excitaniho receptoru v centralni nervové soustaveé
(CNS) savct (Hollmann and Hemnemann, 1994).

Podle mechanismu plisobeni miizeme glutamatové receptory rozdélit na ionotropni a metabotropni.
Metabotropni glitamatové receptory jsou receptory spiazené s heterotrimernimi G-proteiny a pro
jejich strukturu je charakteristické, Ze sedmkrat prochdzi pies membranu (Pin and Duvoisin, 1995).
Naopak, ionotropni glutamatové receptory jsou ligandem fizené iontové kandly, které na zikladé
afinity k jednotlivym agonistim délime na tfi hlavni farmakologické podtypy: a-amino-3-hydroxy-
5-methyl-4-isoxazolpropionat (AMPA), kainat (KA) a N-methyl-D-aspartat (NMDA) -ové recep-
tory (Cull-Candy et al., 2001).

Receptory pro glutamat hraji klicovou roli v synaptickém pienosu a plasticité. Reguluji aktivity
dalezité¢ pro vyssi funkce mozku jako je u€eni a pamet’ prostfednictvim procesu oznacovaného jako
dlouhodoba potenciace (long term potentiation - LTP) ¢i dlouhodoba deprese (long term depression
— LTD) (Kessels and Malinow, 2009). Nadmérma aktivace téchto receptorti vSak vede k excitoto-
xicité¢, bunééné smrti neurond, kterd byva casto spojena s neurodegenerativnimi onemocnénimi,
jako je Huntingtonova, Parkinsonova, ¢i Alzheimerova choroba (Traynelis et al, 2010; Waxman

and Lynch, 2005). Naopak jejich nedostatecnd aktivace (hypofunkce) pak souvisi s nemocemi jako
je naptiklad schizofrenie (Olney et al, 1999).

Predlozena bakalarska prace je piehledem souCasného poznani zejména o intracelularni ¢asti
NMDA receptorti a jejtho vlivu na lokalizaci NMDAR v excitacnich synapsich. Dale se zabyva
mutacemi nalezenymi v této Casti receptoru a jejich moznym spojenim se zménou funkce receptoru

vyvolavajici patofyziologicky stav.



EXCITACNI NEUROTRANSMISE

Excitatni aminokyseliny jsou zdsadni pro fungovani centrdlniho nervového systému. Nejen Ze se
ucastni chemického excitacniho pfenosu mezi neurony, ale také riznymi mechanismy ovliviiuji

prezti, rist a diferenciaci neuronii b&hem jejich vyvoje (McDonald and Johnston, 1990).

Hlavni excitaéni aminokyselina v centralni nervové soustavé savcl je glutamat (Hayashi, 1954).
VétSina glutamatu v mozku je souCdsti metabolismu neurond a gli, pouze malé mnozstvi se podili
piimo na signalizaci mez neurony (McDonald and Johnston, 1990). Chemické synapse jsou kom-
plexni molekularni struktury umoziyjici neuronim komunikovat a zpracovavat mformace pro-
stfednictvim chemického pienosu (neurotransmise). Pii procesu neurotransmise je pod vlivem ak¢-
niho potencidlu na presynaptické membrané ze synaptickych vackli exocytoticky uvoliiovan gluta-
mat, ktery rychle difunduje pfes synaptickou Stérbinu k membrané na postsynaptickém neuronu,
kde dochaz k jeho navazani na glutamatové receptory, jejich aktivaci, vtoku iontli a nasledné ke
vaiku excitatniho postsynaptického potencidlu (Fonnum, 1984). Tyto excitatni postsynaptické
proudy (EPSC) mohou byt popsany primarné¢ dvéma c¢asové odlisSnymi slozkami odpovidajicimi
rychlé aktivaci receptorit AMPA nasledované dlouho trvajicim otevienim NMDA receptort. Oba
typy receptort jsou lokalizovany do oblasti postsynaptické denzity (PSD). Jedna se o vysoce orga-
nizovany makromolekularni komplex skladajici se z n€kolika stovek proteind, propojenych pro-
stfednictvim cytoplasmatickych scaffold a adaptorovych proteini. Interakce receptoru s proteiny
PSD ma velky vliv na regulaci synaptického pienosu a také propojuje receptor s intracelularnimi

signdlnimi molekulami v postsynaptickém neuronu (Sheng and Kim, 2011).

IONOTROPNI GLUTAMATOVE RECEPTORY

[onotropni glutamatové receptory (iGluRs) mez které patii AMPA akanatové receptory, spolecné
oznaované jako non-NMDA a NMDA receptory se liSi svymi strukturnimi, fyziologickymi 1 far-
makologickymi vlastnostmi. Non-NMDAR mohou tvofit funkéni homotetramery aktivujici se
pouze L-glutamatem (Kemanen et al, 1990; Werner et al., 1991), na rozdil od NMDA receptort,
které jsou obligdtnimi heterotetramery a pro svou aktivaci vyzaduji soucasné navazani glycinu

(nebo D-sermu) a L-glitamatu (Johnson and Ascher, 1987; Monyer et al, 1992).



Charakteristickym znakem NMDA receptort je, ze na rozdil od AMPA a KA receptord maji Siroké
spektrum alosterickych modulatort od nanomolarnich koncentraci zinku po malé molekuly
ifenprodilu, polyaminti a protonti (Hansen et al, 2010), na napéti zavisly blok iontového kandlu
ionty Mg”>" a fadu syntetickych blokatorti jako je MK-801, ketamin a memantin (Kashiwagi et al.,
2002; Mayer et al., 1984).

AMPA, kainatové a NMDA receptory maji velmi podobnou aminokyselinovou sekvenci, avsak
jejich funkéni vlastnosti se odliSuji. Non-NMDA receptory vykazuji kinetiku aktivace, deaktivace
adesensitizace v milisekundach a zprosttedkovavaji tak rychlou slozku synaptické odpoveédi (Han-
sen et al., 2007). Oproti tomu jsou NMDA receptory pomalejsi s casovymi konstantami v fadu
desitek az stovek milisekund, umoziiyjici dlouhotrvajici postsynaptickou odpoveéd’ (Ascher and
Nowak, 1988; Traynelis et al, 2010). Kombinace non-NMDA a NMDA receptorti tak ve vysledku

urcuje rozdinou aktivitu neuronii a nervovych okruht.

AMPA, KAINATOVE RECEPTORY — VLASTNOSTI, EXPRESE

Non-NMDA receptory zprosttedkovavaji vétSinu rychlého synaptického ptrenosu v CNS (Ken-
nedy, 1989). Stejné¢ jako NMDAR se i AMPAR podili na synaptické plasticité. Dopravovani
AMPA receptori na postsynaptickou membranu nebo jejich odstranovani je dilezitym mechanis-
mem pro regulaci sily synaptického ptenosu (Barry and Ziff, 2002). Zptlisob transportu v synapsich
a také funk¢ni vlastnosti AMPA receptorti jsou dany jejich podjednotkovym sloZzenim (Hollmann
and Hemnemann, 1994). AMPA receptory se skladaji z podjednotek GluA1-GluA4, které mohou
tvofit jak homomery tak i heteromery (Dingledine et al., 1999). VétsSina AMPA receptorti se v CNS
nachazi ve form¢ heterotetramert obsahujici podjednotku GluA2 ajsou propustné pouze pro sodné
a draseln¢ ionty (Jonas and Burnashev, 1995). Zatimco receptory, kter¢ GluN2A podjednotku po-
stradaji, jsou propustné i pro vapnik (Boulter et al, 1990; Isaac et al, 2007). Tato vlastnost je
podminéna prostfednictvim RNA editace Q/R mista GluA2 mRNA transkripti (Isaac et al., 2007).
Postnatalné naprosta vétSina GluA2 podjednotek obsahuje argininovy zbytek (R) na vrcholu mem-
branové smyCky M2 misto genomicky kdédovaného glitaminu (Q). Argininem neseny pozitivni

naboj pak v oblasti poru iontového kandlu zamezuje prichodu vapenatych ionti (Sommer et al.,



1991). Ackoliv jsou AMPAR postradajici GluA2 podjednotku permeabilni pro Ca®", je tato Ca?"

propustnost mnohem mensi nez u NMDAR.

Kainatové receptory se nachazi na presynaptické i postsynaptické membrané a jsou tvofeny pod-
jednotkami GluK 1-GluKS5. Podjednotky GluK1-GluK3 mohou vytvaret homomery, kdezto pod-

jednotky GluK4 a GluKS5 tvofi funkéni receptory ve formé heteromerti pouze v piipadée jejich ko-
exprese a skladani s GluK1-GluK3 (Fisher and Fisher, 2014).

Aktivace postsynaptickych kamnatovych receptorti ma obvykle pomalejsi nastup EPSC nez aktivace
AMPA receptorti, ale mad rychlejsi Casovy pribéh nez NMDA receptory (Copits and Swanson,
2012). Homomery GluK1-GluK3 maji nizkou citlivost na aktivaci glitamatem a jsou charakteri-
zovany rychlou a hlubokou desensitizaci (B. Sommer et al., 1992; Schiffer, Swanson, & Heine-
mann, 1997). Zaclenénim podjednotky GluK4/5 dochaz ke zvySeni afinity ke glutamatu azpoma-
leni desensitizace (Fisher and Fisher, 2014).

NMDAR - VLASTNOSTI, EXPRESE A FUNKCE V CNS

NMDA receptory jsou ligandem fizené iontové kandly, které zprostfedkovavaji hlavni sloZku ex-
citatni neurotransmise v centralnim nervovém systému. NMDAR jsou Siroce exprimovany v celé
CNS, ve vSech fazich vyvoje. Maji zdsadni vyznam pro normalni mozkové funkce, véetné vyvoje
neurond a synaptické plasticity, a také jsou povazovany za soucdst molekularnich mechanismi
procesu uceni a paméti (Kessels and Malinow, 2009; Traynelis etal, 2010). Vzhledem k vyznamné
roli NMDAR je jejich dysregulace spojena s fadou patofyziologickych stavil, projevyjicich se riiz-

nymi onemocnénimi.

NMDAR se svymi unikétnimi vlastnostmi odliSuji od ostatnich receptorti pro glutamat. Pro svou
aktivaci vyzaduji souCasné navazani dvou ko-agonisti glitamatu a glycinu (nebo D-serinu) a za-
roven odstranéni extraceluldirniho hoi¢ikového bloku, ktery je zavisly na napéti a mize byt odstra-
nén rychlou depolarizaci postsynaptické membrany, zprostfredkovanou AMPA receptory (Johnson
and Ascher, 1987; Mayer et al, 1984). NMDAR jsou tak ¢asto oznacovany za komncidencni detek-
tory, nebot’ jimi zprostfedkovany proud zavisi jak na frekvenci presynaptického uvoliiovani gluta-

matu, tak ina postsynaptické depolarizaci odstraiiyjici hoi¢ikovy blok (Seeburg et al., 1995).



NMDA receptor tvoii transmembranovy kandl, pro n¢jz je charakteristicka vysoka vodivost a pro-
pustnost pro vapenaté, sodné i draselné ionty (Mayer and Westbrook, 1987)). Vapenata propustnost
NMDA receptoru ma zasadni vyznam pro synaptickou plasticitu, nebot se podili na procesech
dlouhodobé synaptické potenciace a deprese. Pii LTP dochaz ke kratkym opakujicim se stimultim,
vedoucich k dlouhotrvajicimu zvySeni synaptické sily prostiednictvim aktivace postsynaptickych
NMDA receptorit (Collingridge and Bliss, 1987). Vstup vapniku spousti rychlou inzerci nascent-
nich AMPA receptort do postsynaptické membrany. Pokud vSak signaly ke vzniku LTP zprostred-
kované NMDA receptory odezni, jsou AMPAR odstranény ze synapse (Pickard et al., 2001). Exis-
tyje fada mechanismli podilejicich se na mdukci LTP v zavislosti na zvySené ntracelularni kon-
centraci vapniku, jako je Ca®*/kalmodulin dependentni protein kindza II (CaMKII), protein kindza
C (PKC) a protein kinaza A (PKA), jenz dale aktivuji nize polozené signdlni drahy. (Traynelis et
al., 2010).

NMDA receptor tvoii obligtni heterotetramer (Monyer et al, 1992), jehoZ jednotlivé podjednotky
jsou kodovany celkem tfemi genovymi rodinami GRINI ma jediny gen pro GluN1 podjednotku
s osmi sestithovymi variantami. GRIN2 se skladd ze Ctyf genil pro podjednotky GluN2 (A/B/C/D)
a genova rodina GRIN3 ze dvou genti pro podjednotky GluN3 (A/B) (Paoletti et al., 2013; Traynelis
etal, 2010). Rliznd kombinace téchto podjednotek a jejich sestithovych variant dava vznk NMDA
receptortim s rozdilnymi funkénimi vlastnostmi. Receptor je nejcastéji slozen ze dvou GluN1
a dvou GluN2 podjednotek v usporadani 1-2-1-2, nebo misto jedné GlunN2 se v heterotetrameru
nachazi GluN3, ¢imz vznika triheterotetramer. O triheteromernich NMDAR hovoiime také v pii-
padé¢ piitomnosti dvou podtypti podjednotek stejné genové rodiny, jako je napt. GluN1/2A hetero-
dimer v kombinaci s GluN1/2B dimerem. Tato podjednotkova sestava NMDA receptoru je domi-
nantni napiiklad v hipokampélnich synapsich (Tovar et al, 2013; Traynelis et al, 2010; Wenthold
et al., 2003). Napodjednotkach GluN1 a GluN3 se nachazi vazebné misto pro glycin, kdezto GluN2
nese vazebné misto pro glitamat (Johnson and Ascher, 1987).

Pivodné byly navrzeny tfi modely procesu skladani podjednotek NMDAR v endoplasmatickém
retikulu (ER), z nichz vSechny byly podpofeny experimentdlnimi dikazy. Prvni model piedpokla-
dal, ze podjednotky nejprve vytvareji homodimery GlNI1-GluN1 a GuN2-GluN2 a nasledné se
spojuji do tetrameru (Meddows et al,, 2001). Druhy model naznacoval, Ze se nejprve vytvaii sta-
bini komplex homodimeru GIN1-GluN1, ke kterému se postupné pfidavaji dva monomery



GluN2 za vzniku tetrameru (Atlason et al, 2007). A tfeti, nyni obecné pifjimany model, ktery
vychazi z krystalové struktury NMDA receptoru, fika, Ze se nejprve tvoii stabilni heterodimer
GluN1-GluN2(-GluN3), ktery nasledné¢ dimerizuje za vzniku diheterotetrameru (Karakas and Fu-
rukawa, 2014; Schiiler et al., 2008).

STRUKTURA NMDA RECEPTORU

S ohledem na velikost a pozici na membran¢ bylo velmi dlouho nemoZzné ziskat dostatecné piesny
popis struktury NMDA receptoru. I pfes zna¢ny pokrok poslednich let stale fada detaili chybi,
zejména co se tyka urcitych funkénich stavii receptoru, ale také n€kterych jeho €asti, jako napf.
jeho mtracelularni domény. NMDA receptory jsou stejné¢ jako AMPA a KA receptory integréIni
membranové proteiny, skladajici se ze Ctyf podjednotek, kde kazda tato podjednotka obsahuje Ctyti
domény: extracelularni ammo-terminalni doménu (ATD), extracelularni ligand vazajici doménu
(LBD), transmembranova doménu (TMD) a intracelulirni karboxyl-termindlni doménu (CTD)
(Traynelis et al.,, 2010). NMDA receptor ma celkové dvojCetnou osu symetrie, kde jsou extracelu-
larni domény uspotradany do lokalnich heterodimerd, zatimco transmembranova doména iontového
kanalu vykazuje spiSe Ctyicetnou osu symetrie. Mezi extracelularnimi vrstvami ATD a LBD do-
chazi v disledku kiizeni podjednotek k vyméné dimerovych part. Ve vrstvé ATD se pary hetero-
dimerti sestavuji jako GluNla (o) — GluN2B (o) a GluN1a (B) — GuN2B (B), zatimco ve vrstvé
LBD se sestavuji jako GluNla (o) — GluN2B () a GluN1a (B) — GuN2B (a) (Obr. 2, A a B)
(Karakas and Furukawa, 2014). Podobnou architekturu a symetrii zahrnujici i vyménu domén vy-
kazuje také homotetramerni AMPA receptor, avsak celkovy tvar NMDA receptoru je odliSny.
U NMDAR pfipomind ,horkovzduSny balon®, kde ,balon“ odpovida extracelulirnim doméndm
(ATD a LBD) a ,kos* vytvati TMD, naopak u AMPAR piipomind spiSe pismeno ,,Y*. UNMDA
receptoru je toto uspotfddani piisuzovano tésnéjSimu sbaleni ATD a LBD (Obr. 1) (Karakas and
Furukawa, 2014; Lee et al, 2014; Sobolevsky et al., 2009).



GluN1a/GluN2B
NMDA Receptor

GluA2
AMPA Receptor

Obrazek 1: Celkova struktura hete-
rotetramerniho  GluN1a/GluN2B
NMDA receptoru (Vlevo) a porov-
nani s homomernim GluA2 AMPA
(vpravo). GluNla
a GluN2B podjednotky, oznacené
jako  GluNla (a), GluNla (B),

GuN2B (a), GuN2B (B) jsou zné-

receptorem

zornény oranzovou, Zlutou, azurovou
afialovou barvou. Amino (NT) a kar-
boxylové (CT) konce jsou umistény
na vrcholu a spodu struktury. Dale
jsou zde zelené zobrazeny molekuly

ifenprodilu (IF) navazané na ATD

a agonistd, glycinu (Gly) a L-glutamatu (L-Glu) umisténych v LBD heterodimeru GluNla / GluN2B. Prevzato ze

(Karakas & Furukawa, 2014).

Obrdazek 2: Strukturni srovnani jednotlivych domén GluN1a/GluN2B
NMDA receptoru. Struktury ATD (A), LBD (B) a TMD (C) piipohledu
ze shora. VSechny domény jsou sestaveny kolem celkové dvojcetné osy
symetrie (¢erny oval) v GluNla / GluN2B heterotetrameru. Schematické
obrazky vedle struktur pfedstavuji organizaci podjednotek v kazdé do-
méné, kde podjednotky s cernymi teCkami mezi sebou oznaduji dvojice

dimerd. Pfevzato ze (Karakas and Furukawa, 2014).

EXTRACELULARNI{ AMINO-TERMINALNI DOMENA
(ATD)

Kompaktné€jsi sbaleni ATD a LBD u NMDA receptoru sou-
visi také s jednim z hlavnich funk¢énich rozdith mezi NMDA
a non-NMDA receptory, kdy u NMDA receptori je umoz-
néna alosterickd regulace aktivity iontového kanalu prostred-

nictvim amino-termindlni domény (Karakas and Furukawa,

A

GlN2B (p) Magp ClulNia (@)
& 5 %&W' TMD
V. SIS _ GWN2B (a)
7&@ "%"g '%’fm“‘
GluN1a (8)
GluN1a/GluN2B
NMDA Receptor

2014). Amino-termindlni doména NMDA receptoru tak pfispiva k fizeni pravdépodobnosti ote-

vieni a rychlosti deaktivace iontovych kanalli a obsahuje vazebnd mista pro velk¢ mnozstvi malych



ligandii, jako jsou napiiklad polyaminy, fenolethanolaminové slouceniny (ifenprodil) nebo zinec-
nat¢ ionty (Hansen et al., 2010; Karakas et al., 2011, 2009; Mony et al., 2011).

Prestoze byla stejné jako u AMPAR krystalograficky ziSténa Skebli podobna struktura amino-ter-
minalni domény NMDA receptoru, tvofend hornim (R1) a spodnim lalokem (R2), maji mezi sebou
ATD AMPA aNMDA receptorii na rozdil od ostatnich domén velmi nizkou sekvenéni homologii.
Lisi se také svym uspofddanim mezi dimery v oblasti ATD, které je u NMDAR charakterizo vdno
podjednotkovym rozhranim s rozsahlymi kontakty mez hornimi laloky R1, zatimco spodni laloky
R2 jsou oddéleny a propojuji ATD s D1 laloky LBD (Obr. 3) (Hansen et al., 2017; Jin et al, 2009;
Karakas et al., 2011, 2009).

Obrdzek 3: Schéma NMDA receptoru. a) Zob-
razeni jednoho heterodimeru ATD, dvou $keblo-
vitych struktur zriznych heterodimerd LBD
a TMD GluN2B podjednotek. Dvojité Sipky na-
znacuji mozné pohyby ATD v rdmci heterodi-

meru ATD. b) Rotace schématu receptoru zné-

: ; zornéného na obrazku a) o~ 120 °, ukazujici dva
Inter-dimer  Intra-dimer

interface interface

heterodimery ATD, jeden heterodimer LBD
a TMD podjednotek GluN1. Dvojité Sipky zna-
zoriiuji konforma¢ni pohyby mezi dvéma hete-
rodimery ATD. V obouschématech je diraz na umisténi R2 lalokd ATD, umoznujici modulaci inter- a intradimero -

vého rozhrani LBD a naslednéi brany iontového kanalu. Prevzato ze (Lee et al., 2014).



EXTRACELULARN{ LIGAND VAZEBNA DOMENA (LBD)

Ligand vazebnd doména md mez iGluRs vysoce konzervovanou sekvenéni homologii, LBD
AMPA a NMDA receptort tak sdili podobnou strukturu. LBD NMDA receptoru je tvofena dvéma
polypeptidovymi segmenty (S1 a S2), které se skladaji do struktury ptipominajici Skebli slozené
z horntho laloku (D1) a dolntho laloku (D2). Ve $térbiné mez laloky se pak nachdzi vazebné misto
pro agonisty (Furukawa et al., 2005; Lee et al., 2014). Po navazani obou agonistdi, glycinu a gluta-
matu na LBD podjednotek GluN1 a GluN2 dochdzi k pteskupeni LBD vedouci k pifiblizeni D1
a D2 laloku k sobé a uzavieni Skeblovit¢ struktury (Paganelli et al, 2013). Uzavieni Skeblovité
struktury LBD spousti preskupeni kratkych segmenti (linkerd) spojujicich TMD s LBD, pficemz
nejvyznamnéj$i pohyb zahrnuje M3-S2 linker, jenZ zméni tvar a postaveni transmembranového

M3 helixu, coz vede k otevieni iontového kandlu tvofeného Ctyfmi témito helixy. Je to zdkladni

ABD v 7 v , s o1 ’ r
konforma¢ni zména v ramci ligand vazebnych domén,
ATD S1 MIM2M3  S2 M4 CTD ey . .
I T B A ¢ kterd preménuje energii ziskanou vazbou agonisty

a uzavienim Skeblovité struktury LBD na konformac¢ni
N

_ _ zmény vedouci k otevieni pdru iontového kanalu. Na-
amino-terminal

dormain At opak vazba kompetitivnich antagonistt, jako je DCKA

: o obsazujici vazebné misto glycinu a antagonista gluta-
agonist binding = 4_%3

domain (ABD) matového mista D-APS stabilizuje otevienou konfor-

maci LBD, kterd neni schopna zprostiedkovat otevieni
kanalu (Hansen et al., 2018, 2017; Lee etal., 2014).

...........

----------------------

carboxyl-terminal domain (CTD)

Obrdzek 4: Linearni reprezentace a Kreslena ilustrace polypeptidového fetézce v podjednotkach iGluRs. Kazda
podjednotka sestava z ATD, LBD, TMD a CTD. TMD je tvofen tiemi transmembranovymi helixy (M1, M3 a M4)
a zpétnou membranovou smyckou (M2). LBD je tvofen dvéma segmenty polypeptidového fetézce (S1 a S2), které se
skladaji do tvaru Skeblovité struktury slozené z horniho laloku (D1) adolniho laloku (D2). Vazebné misto pro agonisty

je umisténo ve Stérbiné mezi dvéma laloky. Pievzato ze (Hansen et al., 2017).



TRANSMEMBRANOVA DOMENA (TMD)

Transmembranové domény Ctyi podjednotek jsou uspofaddany okolo Ctyfcetné osy symetrie a vy-
tvareji iontovy kanidl NMDA receptoru prochdzejici pfes membranu. Kazdé podjednotka obsahuje
tfi transmembranové helixy (M1, M3 a M4) a jednu zpétnou membranovou smycku (M2), jejichz
uspofaddni je podobné tomu jako u AMPA receptori (Hollmann et al, 1994; Lee et al, 2014;
Sobolevsky etal., 2009). Na vnéjsi stran¢ iontového kanalu jsou umistény M1 a M4 helixy, pficemz
segmenty M4 spolu navzijem interaguji a propojuji tak jednotlivé podjednotky. M3 helix obsahuje
vysoce konzervovany motiv deviti ammnokyselinovych zbytki (SYTANLAAF), ktery byl na zi-
kladé strukturnich a funkénich studii oznacen za aktivacni branu NMDA receptoru (Chang and
Kuo, 2008). Tetramerni kiizeni M3 helixi uzavira poér iontového kandlu a pro jeho otevieni musi
dojit k preskupeni M3 helixi (Karakas and Furukawa, 2014). M2 vytvaii smyCku, kterd zaCina
1 kon¢i v ntracelularni ¢asti receptoru. Aminokyselinové zbytky v M2 smycce lemuji por ionto-
vého kandlu a podileji se tak na jeho selektivite. Na vrcholu smycky M2 se pak nachdzi misto
oznaCované jako Q/R/N na zidkladé¢ aminokyselinovych zbytki nalezenych v této oblasti (Q/R
u AMPAR, N u NMDAR), které urCuji propustnost pro Ca" ionty, a také se podileji na vazbé
blokator véetné Mg? * (Burnashev et al., 1992; Hansen et al., 2017; Kuner et al., 1996).

GluN1
T646

GIuN2B Obrdazek 5: Architektura transmembranovych domén. Uspofadani M3 he-

AB45 lixi jednotlivych podjednotek tvofici branu iontového kanalu. Pievzato ze
Y ¢ (Lee et al,, 2014).

INTRACELULARNI C-TERMINALNI DOMENA A JEJI INTERAKCE

Karboxy-termindlni doména je nejméné¢ homologni oblasti NMDA receptoru. Doposud nebylo
mozno zskat jeji krystalovou strukturu. Jsou vSak znamy jeji rozméry. C-konce NMDAR jsou 17—
20 nm x 13—14 nm Siroké a dlouhé¢ 13—16 nm, jedna se o nejvetsi CTD mez iGluRs (Chen et al.,
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2015, 2008). Svou délkou se lisi mezi jednotlivymi podjednotkami NMDAR, napiiklad podjed-
notka GuUN2A obsahuje 627 aminokyselin, zatimco podjednotka GluN1-1 ma jen pouhych 105
aminokyselin (Wenthold et al, 2003). CTD ma vliv na transport receptoru na synapse, na jeho
lokalizaci, stabilizaci, regulaci funkce prostfednictvim posttranslaénich modifikaci ina jeho degra-
daci. Obsahuje také riznd vazebnd mista pro dalsi mtraceluldrni proteiny, ¢imz receptor spojuje

s intracelularnimi signdlnimi kaskadami (Traynelis et al., 2010).

C-konce maji zasadni vyznam pro lokalizaci a ukotveni NMDA receptorti v excitanich synapsich.
Receptory jsou umistovany do oblasti postsynaptické denzity v ramci nanoklastri spole¢né s mem-
branové asociovanymi guanylat kindzami (MAGUK), pfiCemz jejich vzijemnd interakce umoziiuje
stabilizaci receptoru. Tiida scaffold proteini PSD-MAGUK, mez kter¢ patii PSD-95, PSD-93,
SAP102, SAP97 a dalsi sdili konzervovanou strukturu tvorenou tiemi PDZ doménami nasledované
SH3 a neaktivni doménou guanylat kindzy (GK) (Chen et al, 2015; Wenthold et al., 2003). Prvni
dvé PDZ domény piimo mteraguji s NMDA receptorem prostrednictvim vazebného motivu (PDZ

ligand), ktery je tvofen poslednimi

Ca?t Ctyfmi  aminokyselinami  (ESDV;

Na” 1479 — 1482) na C- konci GN2A
NMDAR < a 2B podjednotek. Zatimco domény
g:ﬂﬁim SH3 a GK mteraguji s cytoskeletal-
GluN2B

nimi proteiny a intracelularnimi sig-
Palmitoylation —,

e nalnimi  komplexy (Kornau et al,
N

1995; Lim et al., 2002). Postsynap-

.1 osp.05 e B G e tické kotveni pomoci proteini PSD-

“Psp-93 \/,ﬂ 95 a PSD-93, ale nikoliv SAP102

SAPiz | %\f Elfgﬁfi‘iilﬁ vyzaduje také palmitoylaci jejich N-

\——-/ o konce, diky které zskavaji konfor-

w12 _ 3)=SH3kx GK)= ﬁzf maci nezbytnou pro vazbu na
" domans AMPA a NMDA receptory (Obr. 6)

(Jeyifous et al., 2016).

Obrazek 6: Postsynaptické NMDA receptory a PSD-95. Podjednotky GluN2A /2B (modfe) se pfimo vazi pfes svij
C-terminalni motiv (ESDV) na PSD-93 /PSD-95 /SAP102, které obsahujitti PDZ domény, SH3 a GK doménu (zZlut¢).
Palmitoylace N-konct PSD-93 a PSD-95 je zndzornéna klikatym tvarem. Prevzato ze (Patriarchi et al., 2018).
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Proteiny rodiny PSD-95 se krom¢ ukotveni receptoru mohou nepiimo podilet na postsynaptickém
poctu a dostupnosti funkénich NMDAR. Uvnitt PDZ-vazebného motivu na C-konci GiN2B pod-
jednotky se nachazi serinovy zbytek (S1480), ktery miize byt fosforylovan kasein kindzou II
(CK2). Tato fosforylace narusuje mnterakce GluN2B s PSD-95a SAP102 a snizuje tak povrchovou
expresi GiN2B NMDAR (Chung et al, 2004). Dochazi k tomu naptiklad pfi vyméné receptorti
béhem vyvoje, kdy tato fosforylace umoZiiyje laterdlni pohyb GluN2B NMDAR z PSD do extrasy-
naptickych mist, kde podléhd endocytéze (Chen et al, 2012). Odstranéni NMDAR obsahyjicich
GluN2B umoziuyje vilozeni NMDAR s GluN2A podjednotkami (Bar-Shira et al., 2015).

Na postsynaptickém kotveni NMDAR se podili také aktin vazebny protein a-aktinin-2, ktery umoz-
fiyje propojeni NMDAR s aktinovym cytoskeletem postsynaptické denzity (Rosenmund and West-
brook, 1993). a-aktinin-2 se piimo vaZe svou centrdlni doménou na cytoplazmaticky konec GluN 1
a GluN2B podjednotek NMDA receptoru, konkrétné na CO segment GluN1 a na PDZ ligand
(ESDV) GluN2B podjednotky (Wyszynski etal., 1997). Je zajimavé, ze vazba GluN1 podjednotky
a o-aktininu je pfimo antagonizovana Ca?"/ kalmodulinem (Ca/CaM), ktery svym navazinim na
GluN1 podjednotku mnhibuje aktivitu receptoru (Ehlers et al, 1996). a-aktinin se tak podili na lo-
kalizaci NMDA receptorii v zavislosti na intracelularni koncentraci vapniku (Wyszynski et al.,
1997). Oproti GluN1 se Ca/CaM nevaze na C-konec GluN2B podjednotky, a proto nema piimy
vliv na jeho iterakci s a-aktininem. Piesto mohou byt GluN2B podjednotky regulovany Ca/CaM
a to prostfednictvim Ca/kalmodulin-dependentni protein kindzy II. CaMKII se svou katalytickou
doménou vaze na C-konec podjednotky GluN2B, ktera ma na rozdil od podjednotky GluN2A pro
CaMKII vysokou afinitu. Vazba mezi aktivnimi CaMKII a GluN2B spole¢né se vstupem vapniku
pfes NMDAR a néslednd aktivace CaMKII jsou naprosto kritické pro LTP (Barria and Malinow,
2005).

Alternativni sestfih mRNA méni strukturni, fyziologické 1 farmakologické vlastnosti receptort,
které obsahuji GluN1 podjednotky. Je znamo osm sestithovych variant GuN1 podjednotky, sesta-
vajici ze dvou variant na N-konci, liSici se pfitomnosti nebo nepfitomnosti exonu 5 v amino-ter mi-
nalni doméné¢ (oznacené¢ "a" nebo '"b") a Ctyr variant C-konce GluN1, oznacené jako GluN1-(1-4),
které se liSi pfitomnosti exonu 21 a 22 v C-termindlni doméné€. Jedna se o dva nezavislé po sobé&
jdouci exony, které tvofi posledni Gsek CTD. Tyto exony koduji sekvence 37 a 38 aminokyselin

oznacen¢ jako C1 a C2. Sesttthové varianty C-konce jsou vytvafeny deleci exonu C1nebo vyuzitim
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ATE =1 wmimema =2 e ern  alternativniho sestfihového mista uvnitt exonu C2, ¢i

GluN1-1 RN — o . ..
g = vyuzitim obou variant (Hollmann et al.,, 1993). Vystii-
GluM1-16 I =i HOHHH H-C1
GluN1-2a = HHHH _—H--#@ zcnim exonového segmentu kodujictho C2 kazetu do-
Sl -2 = HHHH -1 jde k odstranéni prvniho stop kodonu, coz vede k ote-
Glul1-3aH HHHHHE—— HH T
SNt 3T H k- Vieni dalsiho noveho Ctectho ramce, ktery koduje sek-
GluN1-2a[_H = W F-----# venci 22 ammokyselin (C2') (Zukin and Bennett,
Gl 1-4b T 1= SHENC R H-----
: 1995).
H Exon 5 B Exon 22
O Exen 21 B Exon 22

Obrazek 7: Linearni reprezentace polypeptidového ietézce GluN1 podjednotky s 8 sestfihovymi variantami.
Exon 5 (Cervené) koduje sekvenci 21 aminokyselin uvnitt ATD. Exon 21 (svétle §edd) kdduje 37-aminokyselinovy
segment a exon 22 (tmavé $edd) koduje 38-aminokyselin dlouhy segment nachazejici se v CTD. Odstranéni exonu 22

vede ke vzniku exonu 22' (¢erné), ktery koduje oblast 22 aminokyselin. Pfevzato ze (Vance et al., 2012).

Sestfthové varianty GluN1 podjednotky se li§i svou Casovou i prostorovou expresi (Laurie and
Seeburg, 1994), a také regulyji mnozstvi funkénich NMDA receptori piftomnych v synapsich.
Bylo zjisténo, Ze sestfihové varianty s nejdelSim cytoplasmatickym C-koncem (NR1-1a aNR1-1b)
vykazuji nejnizSi expresi a naopak ty s nejkratSim C-koncem (NR1-4a a NR1-4b) nejvyssi expresi
na bunécném povrchu (Okabe et al., 1999). To je dano piitomnosti C1 exonové kazety, ktera ob-
sahuje retencni signal pro ER, takZe sestithové varianty stouto doménou vykazuji nizSi expresi nez
ty, jenz ji postradaji. Naopak piitomnost C2” kazety zvySuje povrchovou expresi GuN1 podjed-
notky, nebot’ zahrnuje termmnalni 4 aminokyselinovou sekvenci interagujici s PDZ doménou. In-
terakce s proteinem s PDZ doménou uvoliuje receptor z ER a umoziuje jeho transport na plazma-

tickou membranu. Tyto dva signaly tak reguluji odliSnou povrchovou expresi GluN1 sestiihovych
variant (Standley et al., 2000).

Dale bylo identifikovano n€kolik regulatnich a cytoskeletdlnich proteni interagujicich se speci-
fickymi sekvencemi na alternativné sestfizeném C-konci GluN1 podjednotky. Napiiklad neurofi-
lamentalni proten L (NF-L) interaguje s oblasti exonové kazety C1, coz umoziuje propojeni
NMDA receptoru s neurondlnim cytoskeletem (Ehlers et al, 1998). Dalsim proteinem interagujici
s CTD GluN1 podjednotky je jiz zminovany kalmodulin. Kalmodulin (CaM) je soucasti procesu
na Ca?* zavislé inaktivaci NMDA receptorit (Legendre et al., 1993). Poskytuje tak zpétnovazebny
mechanismus schopny regulovat néasledny vstup Ca’" do postsynaptické buriky prostfednictvim
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NMDAR kanalii. Jedno z vazebnych mist pro CaM se nachdzi v alternativné sestfihované C1 exo-
nové kazeté, zatimco druhé vazebné misto bylo nalezeno v oblasti spolecné pro vSechny sestithové
varianty GluN1. Jedna se o prvnich 30 aminokyselinovych zbytkd v C-konci GluN1, oznacenych
jako CO (Ehlers et al., 1996; Hollmann et al,, 1993; Wyszynski et al., 1997). Po nfluxu véapniku
vyvolava CaM mnaktivaci NMDAR tésnym navazanim na C0a C1 domény NRI podjednotky. CaM
maktivace uvoliuje NMDAR z neurondlniho cytoskeletu naruSenim interakci mezi GluN1
a o-aktinmem 2 (Krupp et al, 1999; Zhang et al., 1998). Vysledkem navazini CaM na GluN 1

podjednotku je jak snizeni frekvence otevirani, tak i stfedni doby otevieni jednotlivych kandla
NMDAR (Ehlers et al., 1996).

Posttranslacni modifikace C-koncti jednotlivych podjednotek, jako je palmitoylace ¢i fosforylace,
se také podileji na funkci glitamatovych receptorl a regulaci synaptické plasticity. Palmitoylace
podjednotek GluN2 ma velky vyznam v pfenosu NMDA receptorit do synapsi. Podjednotky
GluUN2A a GIuN2B maji ve své C-termmnalni doméné¢ dva odlisné klastry palmitoyla¢nich mist,
které se svou modifikaci podileji na synaptické plasticit¢. Palmitoylace na prvnim misté, jenz se
nachdzi proximdlné¢ od membrany, zvySuje prostiednictvim tyrosinovych kindz rodiny Src fosfo-
rylaci tyrosnli, coz vede ke zvySeni povrchové exprese NMDAR, a navic reguluje mternalizaci
NMDA receptorti do vyvijejicich se neurontl. Palmitoylace druhého klastru nachazejiciho se upro-

stted C-konce naopak vede ke snizeni exprese receptoru (Hayashi et al., 2009).

NEURODEVELOPMENTALNI A NEUROPSYCHIATRICKA ONEMOCNENI
POSKOZENI EXCITACNI NEUROTRANSMISE

Ptestoze fyziologicky regulovana aktivace NMDA receptorti dava neuroniim signaly pro pireZiti a je tak
nezbytnd pro normalni funkci CNS, jejich nadmérnd aktivace je pri¢inou bunécné smrti (Lynch and
Guttmann, 2002). Diky své vSudypiitomné distribuci v CNS a vysoké propustnosti pro vapnik jsou
NMDAR povazovany za hlavni mediatory excitotoxicity. Pfi hyperaktivitt NMDAR dochazi ke zvy-
Seni hladiny intracelularniho véapniku aktivujici fadu intracelularnich signalnich drah podilejicich
se na excitotoxicit¢. Mez dusledky aktivace téchto drah patii mitochondridlni dysfunkce spojend
s produkci kyslikovych radikali, dale mize dochazet k aktivaci syntézy oxidu dusnaté¢ho, ¢i nad-
mémé aktivaci enzymi zavislych na vapniku, jako je CaMKII, PKC, PKA a dalsich kinaz
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fosforylujici C-konce podjednotek NMDA receptoru, coz mize vést ke zméné¢ fyziologickych
vlastnosti receptoru (Dong et al., 2009; Waxman and Lynch, 2005).

NMDA receptory se nachazi na synaptickych (syn-NMDAR) 1 extrasynaptickych mistech (ex-
NMDAR). Syn-NMDAR jsou umistény do oblasti PSD, naproti aktivni zo6ng, kde za fyziologic-
kych podminek dochaz k jejich aktivaci kratkymi pulsy vysoké koncentrace gluitamatu. Oproti
tomu ex-NMDAR se nachdzi mimo PSD, na periferii dendritického trnu nebo na dendritu, piicemz
se predpoklada existence alespoit dvou populaci ex-NMDAR. Jedny jsou citlivé na nizké hladiny
glitamatu a jsou dlouhodobé aktivovany jiz pti jeho malych koncentracich, ¢imz prispivaji k to-
nickym proudim. Druhé jsou aktivovany pouze vysokou hladinou glutamatu, kterd nastava bud’

pfechodné za fyziologickych podminek, anebo chronicky pfi riznych neurodegenerativnich one-
mocnéni (Meur et al., 2007; Zhou et al., 2015, 2013).

Ex- a syn- NMDAR maji rozdilné role v preziti a smrti neuroni za fyziologickych 1 patologickych
stavil. Funk¢ni rozdily mezi témito dvéma populacemi NMDAR jsou z velké ¢asti dany jejich pod-
jednotkovym sloZenim. V dospélém mozku se na synaptickych mistech nachdzi pfevazné receptory
obsahujici GuUN2A podjednotky, zatimco receptory obsahyjici GluUN2B jsou vétSinou extrasynap-
tické. Ex-receptory s GuN2B vykazuji vyraznéji pomalejsi kinetiku a také vyssi afinitu pro gluta-
mat neZ synaptick¢é GIUN2A (Cull-Candy and Leszkiewicz, 2004). Ex- a syn- NMDAR se li§i také
svou preferenci k agonistim, kterd odpovida jejich lokalni dostupnosti, kdy se v synaptickych ob-
lastech vyskytuje prevazné D-serin, zatimco v extrasynaptickych mistech glycin (Papoun et al.,
2012).

Extracelularni koncentrace glutamatu se pohybuje okolo 0,5 az 5 uM, pficemz EC50 (stfedni t¢inna
koncentrace) glutamatu pro aktivaci NMDAR je piiblizn¢ 2 az 4 uM. Za klidovych podminek tak
mize vlivem okolni hladiny glutamatu dochézet k aktivaci nizkého poctu syn-NMDAR, stejné jako
ex-NMDAR. Hladiny glutamatu (<15 uM) zprostiedkované jeho uvolnénim z presynaptického ter-
minalu jsou dostatecné pro aktivaci vétSiny syn-NMDAR, které plsobi spiSe neuroprotektivng. Pro
aktivaci patogenné ptisobicich ex-NMDAR je zapotiebi vySSich hladin agonisty (> 20 uM), které
nastavaji po efluxu glutamatu jak z presynaptického neuronu, tak z astrocytii (Zhou et al., 2015).

Ackoli vétSina diivéjSich studii predpokladala, Ze bunénd smrt je zplsobena predevSim aktivaci
ex-NMDAR (Hardingham and Bading, 2010), je tato teorie vzhledem k jejich fyziologickym funk-

cim ve zdravém mozku nepravdépodobnd. Ex-NMDAR jsou zapojeny v procesu dlouhodobé
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deprese a u vyvijejicich se neuroni jsou hlavnimi zprostiedkovateli synaptického pienosu, kde ani
pii vysokych koncentraci glutamatu nezpiisobuji bunéénou smrt (Papoun et al., 2012; Zhou et al.,
2013). Nov¢jsi studie prokazala, ze samotnd aktivace synaptickych nebo jen extrasynaptick ych
NMDAR nemiize vést ke znacné excitotoxicite. Ani kratkodoba ko-aktivace, ktera mize nastat
béhem intenzivni mozkové aktivity, nemusi nutné vést k vyznamné smrti bunék. Pouze masivni
adlouhotrvajici ko-aktivace syn- a ex- NMDAR vyvolava excitotoxicitu, pfiemz jeji stupen zavisi
na sile a délce trvani jejich spolecné aktivace. Pro zmirnéni excitotoxicity se tak pouzivaji antago-
nist¢t NMDAR, jako je napiiklad memantin, ktery blokuje intracelularni signalizaci zprostfedkova-
nou bud’ ex- nebo syn-NMDAR (Zhou et al., 2015, 2013).

Excitotoxicita nastava pii akutnich poskozeni mozku, jako je hypoxie, ischemie, traumatické po-
ranéni mozku, epilepsie, ale také v pribehu chronickych neurodegenerativnich poruch, jako je Al-
zheimerova, Parkinsonova, ¢i Huntingtonova choroba, u kterych se ptedpokladéd dlouhodobéjsi ex-
citotoxické¢ plisobeni NMDAR s mirnéj§im u¢inkem (Paoletti et al., 2013; Traynelis et al., 2010;
Waxman and Lynch, 2005).

Naopak hypofunkce NMDA receptord je napiiklad jednou z hlavnich hypotéz vysvétlujici schi-
zofrenii. Tato teorie byla mimo jiné navrZzena na zdkladé podobnosti symptomii navozenych
u zdravych hdi podanim nekompetitivnich antagonistit NMDAR se symptomy projevujicimi se
u pacientll se schizofrenii (Oley et al., 1999). U schizofrennich pacientii byly nalezeny spiSe ab-
normality proteini PSD mteragujicich s NMDAR nez zmény v samotnych receptorovych podjed-
notkach. Snizend 1zvySend exprese proteintt PSD-95, PSD-93, SAP102 a NF-L byla ziSténa v za-
vislosti na v€ku daného jedince. U pacientli se schizofrenii, ale také s poruchami autistického spek-
tra a mentalnim postizenim pak byly v genech kodujici scaffold proteiny objeveny jednonukleoti-
dové polymorfismy spojené s témito nemocemi. Jak jiz bylo zminéno, mterakce mez synaptickymi
scaffold proteiny a C-konci NR2 podjednotek je kritickd pro povrchovou expresi, subcelularni lo-
kalizaci a stabilizaci receptori na membrané. Snizend exprese téchto proteinii tak mize piispet
k hypofunkci receptoru (Clinton & Meador-Woodruff, 2004; Kristiansen, Beneyto, Haroutunian,
& Meador-Woodruff, 2006; Soler et al., 2018).
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Dysfunkce NMDAR miize ovlivnit rizné bunééné procesy, véetné synaptické signalizace, mnoz-
stvi AMPAR na synapsich, dale mize naruSit rovnovahu mezi excitatni a inhibi¢ni synapsi, ¢i
genovou expresi. Existuje tedy velice jemnd rovnovaha mezi mechanismy zprostfedkovanymi
NMDA receptory ve zdravém mozku a v nemocnych stavech, kde je naruSena homeostaza recep-

toru.

MUTACE NMDAR

Prvni mutace v genové rodiné GRIN, spojené s onemocnénim, byly popsany u podjednotek
GluN2A a GluN2B (Endele et al., 2010). Od t¢ doby bylo identifikovano velké mnozstvi mutaci
souvisejicich s fadou neurodevelopmentalnich a neuropsychiatrickych poruch, jako je epilepsie
(EPI), mentdlni postizeni (ID), porucha pozornosti s hyperaktivitou (ADHD), porucha autistické ho
spektra (ASD), Ci schizofrenie (SCZ) (Burnashev and Szepetowski, 2015; Hu et al, 2016;
XiangWei et al, 2018; Yuan et al., 2015). Mutace byly zistény ve vSech podjednotkach, i v jed-
notlivych doménach NMDA receptoru (Yuan et al, 2015), pfiCemZz nejvice jich bylo nalezeno
v podjednotkach GluN2B a GluN2A, ato pfedevsim v jejich ligand vazebnych a transmémbrano-
vych doménach, ataké v oblasti linkert spojujici tyto dvé domény (XiangWei et al., 2018). Z téchto
dat vyplyva, Ze neurologické poruchy jsou spjaty s poSkozenim selektivity a vodivosti kanilu
NMDAR a mutace v LBD a TMD jsou tedy pod vétSim negativnim selek¢nim tlakem, nez mutace
nachazejici se v amino-termindlni a intracelulirni doméné, které maji ztejmé méné zavaznou tlohu
pii vaniku a pribéhu onemocnéni (Soto et al, 2014; Swanger et al., 2016).

Jednotlivé podjednotky NMDA receptorit se lisi svymi farmakologickymi a biofyzikalnimi vlast-
nostmi, vyvojovymi profily, a také povrchovou expresi (Cul-Candy and Leszkiewicz, 2004). Mu-
tace v riznych podjednotkach tedy plsobi odlisné poruchy ve funkci receptorti a maji tak razny
dopad na neurondlni vyvoj a aktivitu mozku. Napiiklad GuN2B podjednotka je vysoce exprimo-
vana prenatalné a jeji troven exprese zaCinad klesat jesté pfed narozenim ve vétSin¢ oblasti mozku
(Bar-Shira et al., 2015). Mutace v genu GRIN2B tak byly nalezeny u pacientii s vyvojovymi poru-
chami, jako je mentalni postizeni, ASD, ¢i Westiiv syndrom (Endele et al., 2010; Hu et al, 2016;
Lemke etal., 2014; Soto et al,, 2014). Zatimco mutace v GiN2A podjednotce, jejiz vysoké hladiny
jsou nalézany ptedevSim v postnatdilnim obdobi (Bar-Shira et al., 2015) jsou nejcastéji spojovany

s epilepsii (Lemke et al., 2013; XiangWei et al., 2018). V porovnani s GluN2 podjednotkami, které

17



se lisi svou Casovou i prostorovou expresi, je GluN1 podjednotka distribuovana ve vSech oblastech
mozku (Akazawa et al., 1994). Mutace v genu GRINI jsou méné Casté, nebot” GuN1 podjednotka
je esencidlni soucasti NMDA receptoru a jeji poskozeni ma fatdlni nasledky na funkci receptoru.
U mutaci GRINI bylo zisténo, ze zplsobuji napiiklad nesyndromickou mentdlni retardaci (NSID)
(Hamdan et al., 2011), ¢i polymikrogrii (Fry et al., 2018).

Ptestoze obsah dat popisyjici mutace NMDA receptori spojenych s onemocnénimi neustile na-
ristd, existuyje pouze malé mnozstvi funk¢nich analyz a minimum znalosti o U¢incich téchto mutaci
na komplexni procesy, jako je naptiklad regulace mnoZzstvi a transportu receptorl na synapse (Yuan
et al,, 2015). Mutace mohou vést k zZaméné kodujici aminokyseliny za jinou (missense), predcas-
nému ukonceni translace vznikem stopkodonu (nonsense), inserce ¢i delece mohou zptisobit posun
ctectho rdmce (frameshift), nebo mize dojit k naruSeni sestithu gend. VSechny tyto zmény mohou
mit za nasledek rizné fenotypové projevy, jako je naruSeni protemnové struktury, konformace,
funkce, lokalizace, €ipovrchové exprese NMDA receptorti. Funk¢ni data jsou nezbytna piedevSim
pro porozuméni mechanismu jakym dand mutace méni vlastnosti a funkci receptoru, coz umoznuje

cilené¢ hledani vhodné IEcby pro tyto nemoci (XiangWei et al., 2018).

Funkéni disledky mutaci se liSi mezi jednotlivymi doménami. Zmény funkce receptoru byly nale-
zeny predev§sim u LBD a TMD, kdy vétSina mutacich v LBD vykazovala ztratu funkce receptoru
(loss of action), naopak v TMD mutace vykazovaly spie narGst aktivity receptoru (gain of action)
(Obr. 8). Mutaci v ATD a CTD, u kterych byla provedena funk¢ni analyza, existuyje velmi omezené
mnozstvi, nebot’ vétSina mutaci nachdzejicich se v téchto doménach nema jasné patrny vliv na
funkci NMDAR (XiangWei et al., 2018). Z dostupnych zdroji se zd4, Ze funk¢ni studie zabyvajici
se mutacemi v C-termindlni doméné byla dosud publikovana pouze jedna. Jednalo se o tii missense
varianty v genu GRIN2B nalezené u pacienti s autismem (S1415L) a schizofrenii (L1424F
a S1452F) (Obr. 9). VSechny tyto varianty C-konce vykazovaly zhorSenou vazebnou afinitu k pro-
temim membranové asociované guanylat kindzy (PSD-95a SAP102). Mutace S1415L, nalezena
u pacienta s autismem, navic vykazovala snizenou povrchovou expresi (0 30 %) v hipokampalnic h
neuronech, ataké GluN2B S1415L-exprimujici neurony mely redukovany pocet dendritickych trnt
(0 20 %) ve srovnani s neurony exprimujicimi GUN2B WT. To souvisi se zisténim, Ze zmény
v dendritickych trnech jsou ¢asto pozorovany pii poruchdch autistického spektra, coz naznacuje,

ze mutace v CTD mohou mit vliv na tuto patofyziologii. U zadné z mutaci vSak nebyly detekované
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zimény v amplitudé odezvy, ani v dobé jejtho nastupu. Hlavni farmakologické vlastnosti NMDAR

obsahujici n€kterou z téchto tii variant C-konce tak nejsou zménény (L et al, 2017).

(a) GIUNTGIUNZ2AG N AGIUNZ tetramer

33% (1/3) show
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[ 0% (0v3) GoF

33% (1/3) LoF

ATD -

B7% (19/23) show
functional changes:
™ 17% (4/23) GoF
70% (16/23) LoF

ABD -

9% (24/25) show
functional changes:
| 56% (14/25) GoF
40% (10425) LoF

™ -~

| 0% (V1) show
functional changes

Current Opinion in Physiology

Obrazek 8: Funkéni disledky mutaci liSicise mezi doménami. CTD neni pfitomna v krystalové struktufe, a proto
zde neni zobrazena. Zbytky nesouci missense mutace s riznymi funkénimi dusledky jsou zvyraznény riznymi bar-
vami: ¢ervend = narust funkce (GoF), zelena = ztrata funkce (LoF) a Sedéd = funkéni stav nejasny. Mutace s funkéni

studii jediného parametru jsou z tohoto souhmmu vylouceny. Pfevzato ze (XiangWei et al., 2018).

Rodent variants S1413L L1422F S1450F
Human variants S1415L L1424F S1452F

Amino acid S L S

Obrdzek 9: Tti vzacné varianty C-konce identifikované v GluN2B podjednotce NMDA receptoru. Lidsky S1415
je analogicky ke S1413 u krys; L1424 je analogicky krysimu L1422; a S1452 odpovida krysimu S1450. Pievzato
z (Liu et al., 2017).
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ZAVER
NMDA receptory maji zcela zisadni tlohu v normalnich mozkovych funkcich, jako je synapticka

plasticita, kognitivni procesy a spravny vyvoj neurond, stejné¢ jako v patologickych stavech pfi

riznych neurologickych a psychiatrickych onemocnéni.

Analyza celo-genomovych dat u zdravé populace ukézala, ze2 GRIN geny kodujici podjednotky
NMDA receptoru jsou jedny z nejvice intolerantnich gend vici variacim u Clov€ka, nebot’ u nich
bylo nalezeno mnohem mén€ nesynonymnich variaci, nez by se ocekavalo (Petrovski et al., 2013;
Swanger et al., 2016). Intolerance genetické variace se vyznamné Li§i mezi doménami NMDA re-
ceptoru. Oblast transmembranovych helixti a linkerti, spojujici LBD s TMD, nevykazuje prakticky
7zadné variace ve zdravé populaci, ale u pacientll s projevy riznych neurologickych poruch byl
v téchto oblastech identifikovan velky pocet vzicnych variant a mutaci. C-termindlni doména je na
rozdil od ostatnich domén NMDA receptoru velice variabilni ve své aminokyselinové sekvenci

a do zna¢né miry se zda byt tolerantni k rliznym genetickym zménadm (Swanger et al., 2016).

V C-termmnalni domén¢ se nachdzi mnoho mist, které jsou cilem posttranslacnich modifikaci regu-
lyjici funkci receptoru. Nachazi se zde také kratké vazebné motivy pro intraceluldrni proteiny, jako
jsou rizné adaptorové, scaffold, kotvici a cytoskeletdlni proteiny, jenz hraji dilezitou roli v trans-
portu receptoru na synapse, jeho lokalizaci a stabilizaci (Traynelis et al., 2010). To naznacuje, Ze
nckteré genetické variace v C-termindlni doméné¢ mohou ovlivnit celkovou funkci excitacni signa-
lizace skrze zménéné mnoZstvi receptorti na synapsi, a podnitit tak dany patofyziologicky stav.
Navzdory zna¢nému poctu mutaci identifikovanych v CTD NMDAR u nemocnych pacientt (Ta-
buka 1.) (Hu et al, 2016; XiangWei et al, 2018; Yuan et al, 2015), existuyje pouze minimum
funk¢nich analyz zabyvajicich se t¢inkem téchto variant. U nékolika mutaci v CTD vsak byly pro-
kazany zmény v povrchové expresi a subcelulirni lokalizaci NMDA receptoru, které by mohly

pfispivat k rozvoji onemocnéni (L et al, 2017).
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PRILOHY

Tabulka 1. — Pfehled mutaci a vzicnych variant nalezenych v CTD NMDA receptoru.
Ptevzato z (Hu et al, 2016) a (XiangWei et al., 2018).

Gen Genotyp Protein Typ Fenotyp Refe-
rence
GRIN1 ¢.2530C>T p-R844C missense EPIL, ID 1,2
GRIN24 | ¢.2512G>A p-G858R missense ASD, ID 3
GRIN2A4 | c.2710A>T p.I904F missense EPI, ID, BCECTS 4,5
GRIN24 | ¢.2736 _2738delCTC p.S913del frame-shift | EPI, ID 5
GRIN24 | ¢.2797G>A p.D933N missense EPI, LKS 6,7
GRIN24 | ¢.2829C>G p-Y943* nonsense EPL, ID 4
GRIN24 | ¢.2848C>T p.Q950%* nonsense Abnormality nervo- 8
vého systém

GRIN24 | ¢.2902G>A p.A968T missense SCZ 9
GRIN24 | ¢.3073T>A p.S1025T missense EPL, ID 5
GRIN24 | ¢3751G>A p.DI25IN missense EPI 6
GRIN24 | ¢.3842C>T p.RI1281Q missense ID 9
GRIN24 | c4126C>A p.R1376S missense EPL, ID 5
GRIN24 | c4161C>A p.Y1387* nonsense EPL, ID 6
GRIN24 | ¢.4189 4193delAATGA frame-shift | EPL ID, ASD 10
GRIN2B | c.3041A>G p.Q1014R missense SCZ 13, 14
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GRIN2B | c.3076G>A p.G1026S missense ASD, SCZ 13, 22
GRIN2B | ¢.3295delC p-R1099A fs X51 frame-shift | ID, ASD 16, 19
GRIN2B | ¢.3683C>T p.T1228M missense ASD 20
GRIN2B | ¢.3799G>T p-A1267S missense ID, SCZ 21, 22
GRIN2B | c.3818C>A p.T1273K missense ASD 20
GRIN2B | ¢.3878A>G p-K1293R missense AD 23
GRIN2B | c.3993G>A p-M13311 missense ID 21
GRIN2B | cA4015A>G p-M1339V missense ASD 20
GRIN2B | ¢.4056 4058delCAA p-N1352del frame-shift | SCZ 13
GRIN2B | c.4244C>T p.S1415L missense ASD 13
GRIN2B | ¢.4270C>T p-L1424F missense SCZ 13
GRIN2B | c4355C>T p-S1452F missense SCZ 13
GRIN2B | ¢.2539C>T p.R847* nonsense ASD, ID 11, 12
GRIN2B | ¢.2589delC p-1864Sfs*20 frame-shift | Abnormality nervo- 8
vého systému

GRIN2B | ¢.2926 2928delAAG p-K976del frame-shift | ID 11
GRIN2B | ¢.3012C>G p-Y1004* nonsense ID, ASD 11
GRIN2B | ¢.3033G>T p.F1011L missense D 9
GRIN2B | ¢.3041A>G p-Q1014R missense SCZ 13, 14
GRIN2B | ¢.3296G>A p.R1099H missense ASD 15
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GRIN2B | ¢.3295delC p-R1099A fsX51 frame-shift | ASD 16
GRIN2B | ¢.3332G>A p-R1111H missense ID 11
GRIN2B | ¢.3457_3460delGA CAT- | p.Y1155* frame-shift | ASD, ID 3
CTAinsGACATCTAA-
CATCTA
GRIN2B | ¢.3722G>A p-R1241Q missense ASD, ID 3
GRIN2B | ¢.3875A>G p-K1292R missense SCz 15
GRIN2B | ¢.4307G>C p.Gl436A missense ID, poruchy feci 17
GRIN2B | ¢4337A>G p.11446T missense ID 9
GRIN2C | ¢.2588T>C p.I863T missense ASD 13
GRIN2C | ¢.2976C>T p.S992F missense ID 18
GRIN2C | ¢.2984C>T p.S995L missense ASD, SCZ 13
GRIN2C | ¢.3560 3580delA- p.H1187 G1193del | frame-shift | ID 18
CAGGGGCA GGACT-
CTGGGGC
GRIN2C | ¢.3145 _3146in- p-E1048 u1049ins frame-shift | ID 18
sCCCCGGA GC F
GRIN2C | ¢.3560 3580del p.-H1187 Gl1194del | frame-shift | SCZ 13
GRIN2D | ¢2701G>A+c.2702C>T | p.A9011 missense Scz 13
GRIN2D | ¢2776G>A p.A926T missense ASD 13
GRIN2D | ¢.2944G>C p.A982P missense Scz 13

AD - Alzheimerova choroba, ASD - porucha autistického spektra, BCECTS - benigni détska epilepsie s cen-
trotemporalnimi  hroty, EPI - epilepsie, ID - mentdlni postizeni, LKS - Landau Kleffnerv syndrom, SCZ -

schizofrenie
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