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Abstrakt

N-methyl-D-aspartditové (NMDA) receptory jsou ligandem otevirané iontové kanaly
aktivované agonistou glutamatem a koagonistou glycinem. Maji kli¢ovou roli
ve zprostfedkovani rychlého excita¢niho synaptického prenosu v centralni nervové soustave
savcl. Pro vytvoreni funk¢niho receptoru je nutna piitomnost dvou GluN1 podjednotek, které
se spolecné¢ s GIuN2 nebo GIuN3 podjednotkami skladaji do formy heterotetramert.
Predchozi studie potvrdily dilezitost M3 transmembranového helixu a extracelularné
lokalizovanych cysteini v regulaci povrchové exprese funkénich NMDA receptorti. Cilem
mé prace je objasnit vliv  klinicky relevantnich mutaci lokalizovanych
v M3 transmembranovém helixu a roli vSech zndmych cysteinl tvoficich disulfidické mistky
na povrchovy transport NMDA receptorti exprimovanych v heterologni bunécné linii opicich
ledvinnych fibroblasti (COS-7). Pomoci molekularné-biologickych, imunocytochemickych
a mikroskopickych metod jsem zjistila, ze klinicky relevantni mutace M6411 a Y647S
v GIuN1 podjednotce a mutace konkrétnich cysteinii tvotici disulfidické mustky v GIluN1,
GluN2A a GIluN2B podjednotkdch zpiisobily vyrazné snizeni poctu povrchové
exprimovanych NMDA receptort. Dale jsem zjistila, ze vliv mutovanych GluN1 podjednotek
na sniZzeni povrchového transportu zavisi na podjednotkovém slozeni receptort. Vysledky
experimentll pfispivaji k objasnéni mechanism regulace povrchové exprese NMDA
receptorli, coz je vyznamné pro pochopeni fyziologickych a patofyziologickych procest

v savéim mozku.

Klicova slova: NMDA receptor, glutamatovy receptor, povrchovy transport, disulfidické

mustky, transmembranova doména, neuropsychiatrické poruchy



Abstract

N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors are ligand-gated ion channels activated by agonist
glutamate and co-agonist glycine. They play a key role in mediating the fast excitatory
synaptic neurotransmission in the mammalian central nervous system. To create a functional
heterotetrameric receptor, the presence of two GIuN1 subunits combined with GIluN2
or GIuN3 subunits is necessary. Previous studies confirmed the importance of M3
transmembrane helix and extracellularly localized cysteines in regulation of surface
expression of functional NMDA receptors. The aim of my thesis is to elucidate an influence
of clinically relevant mutations in M3 transmembrane helix and the role of all known
cysteines that form disulphide bonds on surface delivery of NMDA receptor expressed
in heterologous monkey kidney fibroblasts cell culture (COS-7). Using molecular biology
methods, immunocytochemistry and microscopy I found that the clinically relevant mutations
M6411 and Y647S in GluN1 subunit and also the mutations of particular cysteines forming
disulphide bonds caused substantial decrease of surface expression of NMDA receptors.
Furthermore, I discovered that the effect of mutated GIuN1 subunits on decrease of surface
expression depends on the subunit composition. The contribution of my results lies
in elucidating the mechanisms of regulation of surface expression of NMDA receptors, which
is important for understanding the physiological and pathophysiological processes

in the mammalian brain.

Keywords: NMDA receptor, glutamate receptor, surface delivery, disulphide bonds,

transmembrane domain, neuropsychiatric disorders
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1 Seznam zkratek

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionova kyselina
ATD amino-terminalni doména

BSA hovézi sérovy albumin

cDNA cirkularni deoxyribonukleova kyselina

CNS centralni nervova soustava

COS-7 opici ledvinné fibroblasty

CTD karboxy-terminédlni doména

DNA deoxyribonukleova kyselina

ER endoplasmatické retikulum

ERAD degradace proteint asociovana s endoplasmatickym retikulem
FTS fetalni teleci sérum

GA Golgiho aparat

GFP zeleny fluorescenc¢ni protein

GluN podjednotka NMDA glutamatovych receptorti

HEK 293 lidské embryonalni ledvinné bunky 293

iGluRs ionotropni glutamatové receptory

KIF17 protein rodiny kinezint 17

LB médium lysogenni bujon

LBD doména vazajici ligand

MAGUK rodina membranov¢ asociovanych guanylat kinaz



MEM

mLin-10

NMDA

PBS

PCR

PDZ

PSD

SAP102

TMD

YFP

minimalni esencidlni médium Eagle

sav¢i varianta proteinu abnormalniho bunééného ptivodu 10
N-methyl-D-asparagova kyselina

fosfatovy pufr s chloridem sodnym

polymerazova fetézova reakce

z angl. postsynaptic density 95/disc large/zonula occludens-1
postsynapsicka denzita

protein asociovany se synapsi 102

transmembranova doména

zluty fluorescencni protein



2 Uvod

Ionotropni glutamatové receptory (iGluRs) tvofi membranové iontové kandly, které jsou
aktivovany agonistou glutamatem. Zprostiedkovavaji rychly excitani synapticky pifenos
v centralni nervové soustavé savell (CNS), (Traynelis, 2010). iGluRs se kromé neuronti, kde
byla jejich funkce Siroce zkoumana, vyskytuji i na dalSich typech bun¢k a tkani. Jedna se
napiiklad o centrdlni i periferni gliové buiiky, cévni endotel, jaterni, ledvinnou ¢i kostni tkan

(Hogan-Cann & Anderson, 2016).

Dle selektivnich agonisti jsou iGluRs rozd€élovany na Ctyfi  subtypy:
AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionova kyselina), NMDA
(N-methyl-D-aspartat), kainatové  (2-karboxy-3-karboxymethyl-4-isopropenylpyrrolidin)
a o receptory (Niciu et al., 2012). U 6 receptori nebylo dlouho zndmo, zda tvoii iontové
kanaly nebo receptory sprazené s G-proteiny. Pii elektrofyziologickém méteni po aplikaci
béznych agonistli jako je AMPA, kainat ¢i glutamat nebyly naméfeny zadné zaznamy
proudii. Dalsi studie vSak potvrdily cerebelin-1, glycin, and D-serin jako endogenni agonisty

GluD2 receptorti (Naur et al., 2007; Matsuda et al., 2010).

Ve své praci se zabyvam pouze NMDA receptory, které jsou unikdtni svou
propustnosti nejen pro sodné ¢i draselné, ale 1 pro vapenaté kationty. Praveé diky propustnosti
pro vapenaté kationty maji NMDA receptory dilezitou roli pfi ontogenezi nervové soustavy,
synaptické plasticité, procesu uceni, utvareni pamétovych stop a excitotoxicité (Traynelis,
2010). Synaptickd plasticita je proces zesilovani nebo zeslabovani konkrétni synapse
v zavislosti na aktivité nervového prenosu (Migliore ef al., 2015). Excitotoxicita je na rozdil
od synaptické plasticity patologicky proces. Pfi nadmérné aktivaci NMDA a AMPA
receptortl agonistou glutamatem, dochéazi ke zvyseni vtoku véapenatych kationti do neuront,

coz vyvola jejich nevratné poskozeni (Gupta et al., 2013).

Pro spravnou funkci nervového ptenosu je nezbytna kontrola a regulace formovani,
maturace a transportu receptorii do synapsi a extrasynaptickych oblasti. Jednou z nejlépe
charakterizovanych drah, kterd monitoruje vznikajici sekre¢ni a membranové proteiny
v endoplasmatickém retikulu (ER), je drdha oznacovana jako degradace proteinli asociovana
s endoplasmatickym retikulem — draha ERAD (Ruggiano et al., 2014). Abnormalni regulace
transportu NMDA receptori muiize byt pfi¢inou vzniku mnoha neuropsychiatrickych
onemocnéni zahrnujici vyvojové poruchy, Alzheimerovu chorobu, Huntingtonovu chorobu,

Parkinsonovu chorobu, schizofrenii ¢i epilepsii (Bowie, 2008; Chen ef al., 2017).
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V diplomové praci se vénuji dvéma faktoriim, M3 transmembranovému helixu
aznamym cysteindm tvoficim disulfidické mistky v extracelularni ¢asti podjednotky,
u kterych byla v ptechozich studiich zjisténa spojitost s regulaci povrchového transportu
NMDA receptorti. Predpokladam, Ze prace prispéje k objasnéni mechanismii regulace
povrchové exprese NMDA receptor, coz vede k hlubSimu pochopeni fyziologickych

i patologickych dé&ji v CNS.



3 Literarni prehled

3.1 Struktura NMDA receptori

3.1.1 Podjednotkové sloZeni receptorii

NMDA receptory jsou integralni membranové iontové kandly, které se skladaji do formy
heterotetrameri nejméné ze dvou typu podjednotek. Lisi se tak od ostatnich typli iGluRs,
nebot ty mohou tvofit 1 funkéni homotetramery. Byly identifikovany tfi typy
podjednotek NMDA receptorti: GluN1, GIuN2 a GluN3 (Yamamoto et al., 2015). GluNI
podjednotka je kédovana pouze jednim genem, ale diky alternativnimu sestfihu tii exont
(5, 21, a 22) miiZe tvofit az osm specifickych isoforem GluN1-1a/b — GluN1-4a/b (Hollmann
et al., 1993). Typ sestfihové isoformy GIuN1 podjednotky ovliviiuje farmakologické
vlastnosti (exon 5) ivazbu dalSich intracelularnich proteinii (exon 21 a 22) na NMDA
receptor (Traynelis et al., 1995). GIluN2 podjednotky jsou kédovany ctyfmi odlisSnymi geny
GluN2A, GIuN2B, GluN2C a GIuN2D (Vance et al., 2012). GluN3 podjednotky jsou
kodovany dvéma geny GIuN3A a GluN3B, které rovnéz podléhaji alternativnimu sestiihu

(Sun et al., 1998; Domingues et al., 2011).

Funkéni NMDA receptor se skladd ze dvou GluN1 podjednotek, které jsou
kombinovany s dal§im typem GIuN2 ¢i GluN3 podjednotky (Chazot & Stephenson, 1997).
Dale bylo zjisténo, ze vétSina nativnich receptori ma pravdépodobné triheterotetramerni
uspofadani, kdy jsou dvé GluN1 podjednotky kombinovany s dvéma odlisSnymi GIluN2
podjednotkami. Triheterotetramerni GluN1/GluN2A/GIuN2B receptory vykazovaly odlisné
farmakologické vlastnosti v porovnani s GluN1/GluN2A a GluN1/GluN2B receptory. Byly
pozorovany odliSnosti v deaktivaci receptoru po odvazéani agonisty glutamétu, v modulaci
zineCnatymi kationty ¢i podjednotkové selektivnimi agonisty, napiiklad ifenprodilem

(Hansen et al., 2014).

GluN1/GluN2 receptory jsou aktivovany soucasnym navazanim agonisty glutamatu
do vazebného mista na GluN2 podjednotce a koagonisty glycinu na GIluN1 podjednotku
(Johnson & Ascher, 1987). Aktivace GluN1/GIuN3 receptorti vyzaduje pouze piitomnost
glycinu, jelikoz GluN3 podjednotka neobsahuje glutamatové, ale glycinové vazebné misto
(Chatterton et al., 2002). Pfi klidovém membranovém potencidlu je por GluN1/GluN2
receptoru extraceluldrné blokovan kationtem hotciku. Tato blokada je zavisla na depolarizaci

postsynaptické membrany, pfi niz dojde k uvolnéni kationtu z péru a aktivaci receptoru.



Diky své napétove zavislé blokad¢ kationty hoi¢iku a nutnosti sou¢asného navazani agonisty
glutamatu a koagonisty glycinu byva NMDA receptor nazyvan detektorem koincidence (Zhu
et al.,2016).

Nekteré studie prokazuji, ze funkéni NMDA receptor je slozen do formy
heterotetrameru ze dvou heterodimerti. V piipadé¢ GIuN1/GluN2 receptoru by se jednalo
o 1-2-1-2 uspotadani podjednotek (Karakas & Furukawa, 2014). Jina studie zase ukézala,
ze NMDA receptor mé 1-1-2-2 usporadani podjednotek (Schorge & Colquhoun, 2003).

3.1.2 Domény receptori

Vsechny podjednotky NMDA receptorli zaujimaji stejnou membranovou topologii.
Extracelularni ¢ast receptoru tvofi amino-terminalni doména (ATD) a doména vazajici ligand
(LBD). Déle nasleduje transmembranova doména (TMD) a intracelularni karboxy-terminalni
doména (CTD), (Obr. €. 1). Pro udrzeni stability heterotetramerniho NMDA receptoru jsou
nejdiilezitéjsi interakce mezi vSemi ¢tyimi TMD a také interakce mezi dimery ATD a LBD

(Sobolevsky, 2015).

N-glykan

ifenprodil
ATD
L-glutamat — B> GEPIL- L gl —— giycin
G TR LBD
TMD

Obr. ¢. 1: Struktura heterotetramerniho GluN1-1a/GluN2B NMDA receptoru. GluNI1-1la
podjednotky jsou zobrazeny oranzovou a Zlutou barvou a GIuN2B podjednotky modrou
a fialovou barvou. Amino-termindlni doména (ATD) a doména vazajici ligand (LBD) tvoii
extracelularni ¢ast receptoru. Dale nasleduje transmembranovd doména (TMD)
a intracelularni ¢ast receptoru tvoii karboxy-termindlni doména (CTD), ktera zde neni
zobrazena. Sipkami jsou oznadeny vazebnd mista pro antagonistu ifenprodil na rozhrani
GluN1-1a a GluN2B podjednotek, agonistu L-glutamat a koagonistu glycin. N-glykany jsou
zobrazeny zelenou barvou (pfevzato a upraveno dle Karakas & Furukawa, 2014).



3.1.2.1 Extracelularni amino-terminalni doména

ATD ma strukturu podobnou tvaru musle sloZzenou z R1 a R2 subdomén, které jsou navzajem
spojeny tiemi smyckami. Vrchol R1 laloku tvofi amino-terminalni ¢ast receptoru a na spodni
cast R2 laloku déle navazuje LBD (Karakas et al., 2009), (Obr. ¢. 2). Role ATD je znama
pouze v piipadé¢ NMDA receptori. U dalSich subtypt iGluRs nebyly dosud zjistény zadné
ionty ¢i molekuly, které by se na ATD vézaly (Kumar et al., 2009). ATD NMDA receptorti
prispiva k regulaci pravdépodobnosti otevieni a deaktivaci iontového kanalu. Dale obsahuje
vazebnd mista pro alosterické modulatory, které jsou specifické pro rizné podjednotky. Bylo
identifikovano vazebné misto pro zineCnaté kationty ve Stérbiné GIuN2A i GIluN2B
receptord, kde po navazani iontu dochazi ke stabilizaci uzaviené konformace domény a tim
k inhibici aktivity receptoru (Karakas et al., 2009). Dalsim antagonistou je ifenprodil, ktery
se vaze na rozhrani GluN1 a GluN2B podjednotek (Karakas et al., 2011). V ATD se rovnéz
nachdzi cysteiny, u kterych byla potvrzena tvorba disulfidickych mitstkli, a asparaginy
modifikovatelné N-glykosylaci (Hollmann et al., 1994; Lipton et al., 2002; Karakas et al.,
2009).

GIluNZ2B

Obr. ¢. 2: Struktura dvou konformaci amino-termindlni domény GluNl1-la a GluN2B
podjednotek NMDA receptoru. Sipkou je oznadena zména konformace R1 a R2 lalokd, ktera
nasledné ovliviiuje konformaci domény vazajici ligand (pfevzato a upraveno dle Karakas &
Furukawa, 2014).

3.1.2.2 Extracelularni doména vazajici ligand

LBD zaujima podobné jako ATD strukturu podobnou tvaru musle, kterd je tvofena S1 a S2
polypeptidovymi segmenty. S1 segment se nachdzi mezi ATD a M1 transmembranovym
helixem a tvofi velkou cast D1 laloku. S2 segment je lokalizovan mezi M3 a M4
transmembranovymi helixy a tvoii D2 lalok (Traynelis, 2010), (Obr. €. 3). Ve §térbin¢ mezi

D1 a D2 laloky se nachazi vazebné misto pro agonisty a antagonisty NMDA receptort.



Vazba ligandu zpilisobi konformaéni zménu, kterd se projevi pfiblizenim D1 a D2 lalokd.
Signdl je déle transdukovan smérem k TMD, dochdzi k otevieni iontového kanalu a vtoku
sodnych a vépenatych kationti do bunky (Swanger et al., 2016). Studie prokazala,
ze izolované LBD GluN1 a GIuN2 podjednotek tvoii heterodimery pouze pii soucasném
navazani agonisty glutamatu a koagonisty glycinu do piislusnych vazebnych mist.
Za nepiitomnosti agonistli tvofi domény homomerni interakce, které jsou vSak naruSeny pii
opétovné aplikaci agonisti (Cheriyan et al., 2015). Jednou z posttranslacnich modifikaci

LBD je tvorba disulfidickych mustki mezi S1 a S2 segmenty (Takahashi ez al., 2007).

GluN2B GluN1-1a

Obr. ¢. 3: Struktura domény vazajici ligand GIluN1-la a GluN2B podjednotek NMDA
receptoru (pievzato a upraveno dle Karakas & Furukawa, 2014).

3.1.2.3 Transmembrinova doména

TMD utvaii samotny heterotetramerni iontovy kanal, ktery ma ctyicetnou rotacni symetrii.
Je slozena z M1, M3 a M4 transmembranovych helixti a M2 smycky, ktera intracelularné
asociuje s membranou (Obr. ¢. 4). Mezi S1 segmentem a M1 helixem se extracelularné
nachazi Pre-M1 helix v paralelnim postaveni vi¢i membrané, ktery reguluje vratkovani
kanalu. M1 a M4 helixy tvoii vnéjsi ¢ast iontového pdru. Uvnitt kandlu se nachéazi prekiizené
M3 helixy a intracelularni M2 smycky zabranujici priniku ionth pfi klidovém stavu receptoru
(Sobolevsky et al., 2009; Karakas & Furukawa, 2014). M3 helixy také ptispivaji k regulaci

funkénich vlastnosti a povrchové exprese NMDA receptord (Kaniakova et al., 2012a).



Obr. ¢. 4: Struktura transmembranové domény heterotetramerniho GluN1-1a/GluN2B
NMDA receptoru. Uspotadani M1, M3 a M4 helixi a M2 smycky tvorici iontovy kanal
(A -pohled seshora, B - bo¢ni pohled), (pfevzato a upraveno dle Karakas & Furukawa,
2014).

3.1.2.4 Intracelularni karboxy-terminalni doména

Na zakladé sekven¢ni homologie je CTD nejvice variabilni ¢asti NMDA receptorti. Obsahuje
kratké sekvencni motivy, kterymi interaguje s mnoha intraceluldrnimi proteiny. Jedna se
napiiklad o adaptorové, kotevni, strukturni, cytoskeletalni ¢i signdlni proteiny (Ehlers et al.,
1998). CTD také ovliviiuje funkéni vlastnosti receptori. U GluN1 podjednotky se podili
na zméné¢ vodivosti a rychlosti desensitizace receptorli. V pripadé¢ GIuN2A nebo GluN2B
podjednotky se CTD podili na prodlouzeni doby otevieni kanalu (Maki ez al., 2012). GIuN2A
podjednotky bez CTD exprimované v mysich (Mus musculus) potvrdily dulezitost téchto
domén pro synaptickou plasticitu, funkci hipokampu a koordinaci pohybu (Sprengel et al.,
1998).



3.2 Vyvojova stadia jedince a distribuce podjednotek NMDA receptort
Podjednotkové slozeni NMDA receptort je odlisné regulovano béhem ontogenetického
vyvoje jedince a zdroven se exprese jednotlivych podjednotek 1i§i v ramci riznych oblasti
mozku. Jelikoz je slozeni NMDA receptori podminéno pfitomnosti GluN1 podjednotky
(Chazot & Stephenson, 1997), je Siroce rozsifena v mnoha oblastech CNS. Kazdy typ GluN2
podjednotky ma svou unikétni lokalizaci v rdmci mozku a obdobi vyvoje, ve kterém dochazi
k nartstu ¢i poklesu jeho exprese. Nejvyznamnéjsi odliSnost v expresi GluN2 podjednotek
lze pozorovat béhem vyvoje jedince, kdy na synapsich dochdzi ke snizeni cCetnosti
GluN1/GIuN2B receptort a naopak ke zvyseni poctu GluN1/GIluN2A receptora (Flint et al.,
1997). Tato zména v Cetnosti podjednotek zplsobi zménu farmakologickych vlastnosti
NMDA receptort a je regulovana zkuSenosti jedince a zménami synaptické aktivity (Bellone
& Nicoll, 2007). GluN2A a GluN2B podjednotky jsou dominantné exprimovany v kortexu
a hipokampu. GluN2C podjednotka byla identifikovana v granularnich buiitkach mozecku
a ¢ichovém laloku (Chen et al., 2006).

Za tyziologickych podminek je exprese GluN3A podjednotky omezena na dobu raného
postnatalniho vyvoje. Nejveétsi vzrist je zaznamenan béhem prvnich dvou tydnil po narozeni.
K expresi GIuN3A podjednotky dochazi v oblastech neokortexu, subikula, ¢ichového laloku,
hipokampu, thalamu, mozecku a prodlouZzené michy. Mezi typy neuronli exprimujici
GIluN3A podjednotky patti interneurony, pyramidové neurony hipokampu ¢i Purkyiovy
buitky mozecku. Receptory obsahujici GIuN3A podjednotky jsou kromé extrasynaptické,
perisynaptické a postsynaptické oblasti lokalizovany i na presynaptickém zakonceni neuronu,
kde pravdépodobné moduluji vylev glutamatu (Pachernegg et al., 2012; Pérez-Otafio ef al.,
2016). V porovnani s GluN3A podjednotkou je exprese GluN3B podjednotky udrzovana
nejen v Casnych stadiich vyvoje, ale i v obdobi dospélosti. Exprese GluN3B podjednotky
byla zjisténa v oblastech mozecku, hipokampu, striata, sttedniho mozku a michy (Wong et

al., 2002).
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3.3 Formovani, maturace a transport NMDA receptori z endoplasmatického

retikula do membran synapsi

3.3.1 Formovani a zpracovani NMDA receptorii v endoplasmatickém retikulu

Podjednotky NMDA receptorti jsou syntetizovany v ER, kde nasledné dochdzi k jejich
slozeni do formy heterotetramert (Traynelis, 2010). Plisobenim mechanismu kontroly kvality
proteinit jsou z ER uvolnény pouze spravné zformované a funkcni receptory, které jsou
transportovany do Golgiho aparatu (GA) a nasledn¢ do membran synapsi
¢i extrasynaptickych oblasti. VSechny typy GIuNI-1, GluN2 a GIluN3 podjednotek jsou
zadrzovany v ER a k jejich uvolnéni dochdzi az po vytvoteni funkénich heterotetramerd,
na rozdil od samostatné exprimovanych GIuN1-2, GIuN1-3 a GluN1-4 podjednotek, které
byly detekovany na povrchu bunky (Okabe et al, 1999; Standley et al., 2000).
V podjednotkdich NMDA receptorit byly nalezeny oblasti, které se podili na formovani
¢i retenci nezralych receptorti v ER a také na transportu receptorti na bunéény povrch, avsak

pfesny mechanismus téchto regulaci neni dosud zcela objasnén.

V extracelularni ¢asti receptoru se mezi tyto regulacni oblasti fadi A2 segment ATD
GluN2A a GIluN2C podjednotek obsahujici retencni signal, ktery zplisobi zadrZeni nezralého
receptoru v ER. Interakce s ATD GluN1 podjednotky zplisobi negovani retencniho signalu
v GluN2A podjednotce a dojde k uvolnéni receptoru z ER. U GIluN2B podjednotky nebyl
prokdzan retencni signdl v A2 segmentu, 1 pifes jeho vysokou sekvencni homologii

s A2 segmentem GluN2A podjednotky (Qiu et al., 2009; Lichnerova et al., 2014).

Dalsi oblasti klicové pro uvolnéni receptoru z ER jsou vazebna mista pro agonistu
glutamat a koagonistu glycin v LBD. Mutace na pozici D732A v glycinovém misté¢ GluN1
podjednotky, kterd snizila afinitu vazebného mista pro glycin, zarovenn zpusobila snizeni
povrchové exprese GluN1/GluN2A receptoru témet o 90 % (Kenny et al., 2009). Povrchovy
transport GluN1/GIluN2 receptorii je podminén vazbou agonisty glutamatu na ob¢ vazebna
mista GluN2 podjednotky. I kdyZ koncentrace glutamatu v ER obvykle nelimituje povrchovy
transport, je tento kontrolni mechanismus dilezity pro zajisténi exprese funkénich NMDA

receptorti (She et al., 2012).

Mezi posttranslacni modifikace, které se podili na regulaci sklddani a povrchové
exprese NMDA receptorti patii disulfidické mustky tvofené kovalentni vazbou mezi cysteiny

(Kap. ¢. 3.4.3), (Papadakis et al., 2004; Oka & Bulleid, 2013; Swanger et al., 2016).

11



Podjednotky NMDA receptort také obsahuji mnoho N-glykosylac¢nich mist, na které se v ER
vazi glykany dale modifikované v GA. Glykanové struktury vézici se na asparaginy
na pozicich N203 a N368 v GluN1 podjednotce NMDA receptor jsou kritické pro jejich
povrchovou expresi. GIluN2A a GluN2B podjednotky jsou také modifikovany N-glykosylaci,
avSak absence téchto glykanovych struktur neovlivni povrchovou expresi NMDA receptorti

(Chazot et al., 1995; Lichnerova et al., 2015).

TMD je jedna z klicovych oblasti regulujici povrchovy transport NMDA receptord,
ktera obsahuje specifické retencni signaly (Horak ef al., 2008b; Kaniakova et al., 2012a).
Vyznam TMD v regulaci povrchové exprese bude podobnéji popsan nize (Kap. ¢. 3.4.2).

V CTD GIuNI1 podjednotky se nachéazeji C kazety, které obsahuji retencni motivy
zpusobujici zadrzeni receptoru v ER anebo naopak exportni signaly zajistuji jeho uvolnéni
smérem ke GA. V C1 kazeté GluN1-1 podjednotky byly nalezeny dva specifické ER retenéni
motivy (RRR a KKK), které pusobi jeji zadrzeni v ER. GIuN1-3 podjednotka, kterd také
obsahuje C1 kazetu, je vSak diky pfitomnosti jiné, C2kazety, exportovana na povrch buiky.
Soucasti této C2'kazety je PDZ-vazebna doména STVV anebo doména pro vazbu
koatomerniho proteinového komplexu II, kterd inhibuje retencni motivy C1 kazety. GluN1-2
a GluN1-4 podjednotky C1 kazetu neobsahuji a tudiz jsou exportovany na bunécny povrch
(Standley et al., 2000; Horak et al., 2008b; Horak & Wenthold, 2009).

GluN2A a GluN2B podjednotky obsahuji exportni signal, HLFY motiv, ktery
se nachazi v blizkosti M4 transmembranového helixu. Absence tohoto signalu zplisobi
zadrzeni funkéniho receptoru v ER (Hawkins ef al., 2004; Horak et al., 2008a). Fosforylace
CTD také ovlivituje povrchovy transport NMDA receptori. Fosforylace serinti na pozicich
S896 a S897 v blizkosti retencniho motivu RRR C1 kazety GluNI podjednotky pomoci
protein kindzy C vede k uvolnéni podjednotek z ER (Scott et al., 2003). Procesy retence
a uvolnéni NMDA receptorti z ER jsou pfisné¢ kontrolovany pomoci celé fady exportnich
¢i reten¢nich motivil, nebot’ se jedna o jeden z prvnich dualezitych krokl pro nasledné spravné

fungovani synapsi.
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3.3.2 Transport NMDA receptori do Golgiho aparatu a membran synapsi

Po opusténi ER jsou NMDA receptory zpracovavany v GA, dale transportovany
do trans-Golgiho sité, endosomli a nasledn¢ inkorporovany do membrany synapsi
¢i extrasynaptickych oblasti. Funk¢éni komplexy ER a GA se kromé bunééného téla nachazeji
i v oblastech nékterych dendriti anebo dendritickych trnti, kde mohou zprostfedkovavat

rychlou odpovéd’ v reakci na lokalni zménu podminek (Horak et al., 2014), (Obr. €. 5).

Vezikularni transport NMDA receptori smérem k synaptické membrané
je zprostiedkovan cytoplasmatickymi molekularnimi motory kineziny, které se pohybuji
podél cytoskeletalnich mikrotubuli. Protein rodiny kinezind 17 (KIF17) specificky
pro dopravu vacklu obsahujici NMDA receptory v dendritech neuronti je asociovan s PDZ
doménou savéi varianty proteinu abnormalniho bunééného ptivodu 10 (mLin-10), ktery je
soucasti proteinového komplexu vazici podjednotku GIluN2B heterotetramerniho NMDA
receptoru (Setou et al., 2000). K uvolnéni transportované¢ho vacku v dendritickych trnech
dochazi prostfednictvim fosforylace proteinu KIF17 na pozici S1029 enzymem
kalcium/kalmodulin-dependentni proteinkinazou II (Guillaud et al., 2008). NMDA receptory
jsou nasledné¢ pomoci molekuldrnich motor myosini a cytoskeletalniho proteinu aktinu
dopraveny v ramci dendritického trnu do oblasti postsynaptické denzity (PSD), (Kapitein &
Hoogenraad, 2011).

Proteiny s PDZ doménou patfici do rodiny membranove asociovanych guanylat kinaz
(MAGUK) maji kli¢ovou roli v transportu NMDA receptorit do membran synapsi a rovnéz
slouzi pfi jejich ukotveni k cytoskeletu v PSD. Protein asociovany se synapsi 102 (SAP102)
je jednim ze strukturnich proteinli hojné exprimovanych béhem raného postnatalniho vyvoje
jedince, ktery se podili na transportu NMDA receptori béhem synaptogeneze. SAP102
obsahuje n¢kolik vazebnych domén, kterymi jsou zprostfedkovany interakce mezi proteiny.
Zatimco PDZ doména vaze NMDA receptor, SH3 ¢i guanylat kindzova doména interaguje se
signalnimi a cytoskeletalnimi proteiny (Wei et al., 2015). PSD-95 patii mezi hlavni regulacni
proteiny synaptického zrani a podili se na transportu a stabilizaci NMDA receptort v PSD.
Exprese proteinu PSD-95 vzristd béhem Zivota jedince, na rozdil od proteinu SAP102,
u kterého naopak s vékem klesa. Tento rozdil mezi regula¢nimi proteiny souvisi se zménou
zastoupeni GIuN2B a GluN2A podjednotek b&hem vyvoje, jelikoz SAP102 tvotici komplex
s GluN2B podjednotkou je postupné nahrazovan PSD-95/GluN2A komplexem (Lin et al.,
2006; Coley & Gao, 2018). Po transportu NMDA receptori do membran synapsi
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¢i extrasynaptickych oblasti je jejich mnozstvi a lokalizace dynamicky regulovana rliznymi

dal$imi mechanismy (Horak et al., 2014).
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Obr. ¢. 5: Formovani, maturace a transport NMDA receptorl z endoplasmatického retikula
(ER) do membran synapsi. NMDA receptory jsou syntetizovany a skladany v ER a dale
zpracovavany v Golgiho aparatu (GA). Transport NMDA receptoru smérem k membrané
je zprostiedkovavan mnoha proteiny, mezi které se tadi molekularni motory kineziny
(KIF17) interagujici s PDZ doménou proteinu abnormalniho bunééného ptivodu (mLinl0).
Proteiny membranové asociovanych guanylat kindz (MAGUK) maji dilezitou roli jak
v transportu, tak v kotveni NMDA receptorii v synapsich. Jedn4 se naptiklad o PSD-95
¢i protein asociovany se synapsi 102 (SAP102), (pfevzato a upraveno dle Horak et al., 2014).
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3.4 Faktory regulujici povrchovy transport NMDA receptoru

3.4.1 Patogenni mutace a transport NMDA receptori

Technologicky pokrok a rozvoj metod sekvenovani nové generace umoznuje efektivni
a presnou analyzu individuélnich lidskych genomu. V neddvné dob¢ byly v ramci klinickych
studii zjistény de novo mutace a vzacné se vyskytujici varianty GluN1, GluN2A a GluN2B
podjednotek NMDA receptori u pacientli s neuropsychiatrickymi symptomy (naptiklad
poruchy intelektu, opozdény vyvoj nebo epilepsie). Dosud vSak neni znamo, zdali a jakym
zpusobem se tyto mutace NMDA receptori podileji na naruSeni spravné funkce
glutamatergni transmise a v dusledku také na rozvoji neuropsychiatrickych onemocnéni.
Existuje n€kolik studii, které¢ se kromé charakteristiky funk¢nich vlastnosti mutovanych
NMDA receptori zamétily také na sledovani zmén jejich povrchové exprese s vyuZzitim
riznych expresnich systému (Swanger et al., 2016; Addis ef al., 2017; Chen et al., 2017; Liu
et al., 2017; Vyklicky et al., 2018).

V klinickych studiich byla v M2 transmembranovém helixu GIuN1 podjednotky
nalezena de novo mutace G620R, kterd méni povrchovy transport NMDA receptori. Pacienti
s touto mutaci vykazovali poruchy intelektu, motoriky, avSak netrpéli zachvaty. Pii expresi
mutantni GluN1-G620R podjednotky s GluN2B podjednotkou byla zaznamenana sniZena
povrchova exprese receptori o 60 % oproti pfirozenym GIluN1/GluN2B receptorim
s vyuzitim expresniho systému lidskych embryonalnich ledvinnych bunék 293 (HEK 293).
Povrchova exprese mutovaného GluN1-G620R/GluN2A receptoru byla sniZend pouze mirné
oproti pfirozenému GluN1/GluN2A receptoru. JelikoZ je GluN2B dominantni podjednotkou
v mozku b&hem fetdlniho a postnatalniho vyvoje, miize mit sniZeny transport receptorii

vyrazny dopad pfi vyvoji nervove soustavy (Chen et al., 2017).

V dalsi studii byla sledovana povrchovd exprese NMDA receptorii s GIluN2A
podjednotkou, kterd obsahovala mutace spojené s epilepsii a kognitivnimi poruchami.
Pomoci expresniho systému HEK 293 bunék a konfokélni mikroskopie bylo zjisténo,
ze NMDA receptory s mutacemi P79R, C231Y, C436R, G483R a D73IN v GIuN2A
podjednotce koexprimované s GluN1 podjednotkou vykazovaly snizenou povrchovou expresi
a v n&kterych ptipadech také dochdzelo k naruSeni funkénich vlastnosti iontového kanalu.
Ptedpoklada se, ze mutace P79R, C231Y, D731IN nachazejici se v ATD mohou ovlivnit
strukturu receptoru. Mutace v C436R a G483R jsou lokalizovany v LBD, ptficemz diivodem

snizené povrchové exprese receptori mtize byt rozruseni disulfidického mustku v piipadé
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zdmeény cysteinu a ovlivnéni vazebného mista pro glutamat v ptipadé mutovaného glycinu.
Dale byly testovany mutace M705V, E714K, I814T, D933N a N976S GluN2A podjednotky,
u kterych nebyla pozorovana zadna nebo pouze mirnd zména povrchové exprese receptoru

(Addis et al., 2017).

Pti testovani klinicky relevantnich mutaci v LBD GluN2A a GIuN2B podjednotky
bylo zjisténo, ze pritomnost nékterych aminokyselin v této doméné je kritickd pro spravnou
funkci a transport receptorti. GluN2A a GluN2B podjednotky byly extracelularné znaceny
reportérovym genem [B-laktamazou a jako expresni systém slouzily HEK 293 buiiky. Snizena
povrchovéd exprese byla pozorovana v piipadé mutaci G483R, R518H, T531M, V685G,
1694T, M705V, A716T, A727T, D731IN a K772E v GluN2A podjednotce a mutaci E413G
a C461F GIuN2B podjednotky koexprimované s GluN1 podjednotkou. Vysledky jsou
v souladu s pfedchozi studii (Addis et al., 2017), kdy mutace G483R, M705V a D731N
GIluN2A podjednotky snizily povrchovy transport receptori, avSak v ptipadé mutace M705V
pouze mirng. Bylo zjiSténo, Ze vétSina vzacné se vyskytujicich variant v GIuN2A
podjednotce je asociovana s epilepsii a v pfipadé GluN2B podjednotky s poruchou intelektu
s ptitomnosti nebo bez pfitomnosti zachvati. U mutaci C436R, R504W GIluN2A a C436R,
C456Y, R540H, R696H GluN2B podjednotky vyskytujicich se na rozhrani podjednotek bylo

také potvrzeno sniZeni povrchového transportu NMDA receptorii (Swanger et al., 2016).

V nasi laboratofi jsme zkoumali vliv de novo mutaci TMD GIuN2B podjednotky
na povrchovou expresi NMDA receptord. Analyzovali jsme 11 klinicky relevantnich mutaci
P553L, V5581, W607C, N6151, V618G, S628F, E657G, G820A, G820E, M824R a L8825V
GluN2B podjednotky koexprimované s GluN1 podjednotkou. Tyto mutace byly
identifikovany u pacientl s poruchou intelektu, opozdénym vyvojem, zachvaty a s poruchami
autistického spektra. K transfekci jsme vyuzili heterologni bunéénou linii opicich ledvinnych
fibroblastti (COS-7) a HEK 293 bunky a imunocytochemicky znacili povrchové exprimované
NMDA receptory. Nejvétsi pokles povrchové exprese jsme zaznamenali u mutovanych
GluN1/GIluN2B-S682F receptorit a dale také mirné snizeni u GIluN1/GluN2B-W607C
receptorti. Daéle jsme zjistili, ze mutace G820E naopak zvySila pocet povrchové

exprimovanych NMDA receptora (Vyklicky ef al., 2018).

Mutace S1415L v CTD GIuN2B podjednotky nalezend v klinickych studiich
u pacientl s autismem zpusobila sniZzeni povrchové exprese GIuN1/GluN2B-S1415L

receptori s vyuzitim expresniho systému savcich hipokampalnich neuronii. Tento mutovany
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receptor také mén¢ interagoval se strukturnim a regulacnim proteinem PSD-95 (Liu et al.,

2017).

3.4.2 Transmembranova doména a transport NMDA receptori
TMD je jednim z klicovych faktort podilejicich se na regulaci transportu NMDA receptorti
na bunéény povrch (Cao et al, 2011). Mezi vyznamné oblasti TMD, které maji vliv

na zadrzeni ¢i uvolnéni receptort z ER, patii M3 a M4 transmembranové helixy (Horak et

al., 2008b).

V M3 helixu GIuN1, GluN2B a GluN2C podjednotek se nachazi ER reten¢ni signaly,
které musi byt maskovany pro uvolnéni receptoru z ER. S vyuzitim expresniho systému
COS-7 a HEK 293 bungk, byly objeveny konkrétni aminokyseliny v M3 helixu GIluN1-1a,
GIluN2B a GluN2C podjednotek, zodpoveédné za regulaci povrchového transportu NMDA
receptori. Konkrétné se jedna o aminokyseliny W636, Y647, T648 GluN1-1a podjednotky,
W635, S645, Y646, T647 GluN2B podjednotky a W645, Y656 a T657 v GluN2C
podjednotce. Jednotlivé kli¢ové aminokyseliny byly nahrazeny alaninem, pficemz GluN1-1a
podjednotka byla koexprimovana s GIluN2A, GIuN2B i GluN2C podjednotkami a GIluN2B ¢i
GluN2C podjednotky koexprimovany s GluN1 podjednotkou. Diky elektrofyziologickému
meéteni bylo zjiSténo, Ze nahrazeni kliCcovych aminokyselin v GluN1-la a GIluN2B
podjednotkach nezabranilo vytvofeni funkéniho receptoru, byla vSak ovlivnéna rychlost
desensitizace iontového kanalu. U mutovanych GIluN1/GluN2C receptori byly oproti
ostatnim variantdm nameéfeny velmi malé proudové odpovédi. Divodem muze byt celkove
snizena exprese GluN1/GIuN2C receptorti v porovnani s GIuN1/GluN2A a GluN1/GluN2B
receptory. Z vysledkil experimentl také vyplyva, ze retencni signal M3 helixu je nadfazen

retencnim motivim v CTD (Kaniakova et al., 2012a; Lichnerova ef al., 2014).

Dale byla studovana role M4 transmembranového helixu v regulaci transportu NMDA
receptord. Bylo zjiSténo, Ze k zamaskovani M3 helixu GluN2B podjednotky dochazi
prostiednictvim interakce s M3 a M4 helixy GluN1 podjednotky (Horak et al., 2008a).
V M4 helixu GIluN1 podjednotky byla identifikovana i konkrétni aminokyselina L830, ktera
se podili na maskovani helixi v TMD a uvolnéni receptoru z ER. Mutovand GluNI
podjednotka byla koexprimovana s GIluN2A i1 GluN2B podjednotkami v COS-7 bunécné
linii, pfi¢emZz povrchova exprese obou GIluN1-L830/GIuN2A 1 GIluN1-L830/GluN2B
receptori  byla regulovdna podobnym zplsobem. Z vysledkti také vyplynulo,

ze aminokyselina L830 neni kli¢ova pro interakci GluN1 a GluN2 podjednotek, pro slozeni
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funkéniho receptoru, ani pro transport samostatné¢ exprimovanych GIluN1 podjednotek

na bunéény povrch (Kaniakova et al., 2012b).

Ve svych experimentech jsem vychdzela z klinické studie, kterd identifikovala
de novo mutace (M6411, A645S, Y647S, N650K) v genu kdédujici M3 transmembranovy
helix GIuN1 podjednotky u pacienti s poruchami intelektu, hybnosti nebo s projevy
zachvatl. V tomto ptipad¢ nebyl dosud studovan vliv lidskych mutaci na transport NMDA
receptor (Lemke ef al, 2016). Nekteré dalsi studie jiz pfimo sledovaly vliv klinicky
relevantnich mutaci v TMD na povrchovy transport receptorti. Jednalo se o mutaci G620R
v M2 transmembranovém helixu, ktera snizila pocet povrchové exprimovanych
GluN1-G620R/GIuN2B receptorti, zatimco mnozstvi GluN1-G620R/GIuN2A receptori
v membrané buiiky bylo snizeno pouze mirné (Chen et al., 2017). V nasi laboratofi jsme
zkoumali lidské mutace v TMD GIuN2B podjednotky a zjistili jsme, Ze tfi mutace S682F,
W607C, G820E ovlivnily transport receptortt na povrch buniky. Mutovany serin (S682F),
ktery vyrazné sniZil povrchovou expresi GIuN1/GluN2B-S682F receptori je soucasti
M3 helixu klicového pro regulaci povrchového transportu. Divodem snizeni miize byt
naruseni kvartérni struktury proteinu. U mutovaného GluN1/GluN2B-W607C receptoru jsme
zjistili pouze mirné sniZzeni povrchové exprese. Aminokyselina W607, kterd se nachazi
v M2 helixu, pfispiva k jeho spravnému uspofadani. U mutace G820E nachézejici se
v M4 helixu jsme pozorovali zvySenou povrchovou expresi, pficemz tento glycin podléha
strukturdlnim zméndm pfi reorientaci LBD po navazani ligandu (Vyklicky et al., 2018).
Z klinickych studii a experimentd vyplyva, ze TMD je dulezitym faktorem pro regulaci
povrchového transportu  NMDA receptorti. CoZz dokazuji 1 zamény jednotlivych
aminokyselin, které poSkozenim spravné regulace receptori mohou vést ke vzniku nebo

rozvoji neuropsychiatrickych onemocnéni.

3.4.3 Modifikace cysteini a transport NMDA receptori

Cystein je polarni aminokyselina obsahujici reaktivni thiolovou skupinu, kterd se nachézi
v redukované ¢i oxidované formé v zdvislosti na redoxnim potencidlu prostfedi. Thiolové
skupiny cysteini lokalizovanych v oxidativnim prostfedi na extracelularni ¢asti NMDA
receptorti mohou vzajemné tvofit disulfidické mistky, podilet se na koordinaci zine¢natych
kationtli nebo jsou S-nitrosylovany (Choi et al., 2000, 2001; Karakas & Furukawa, 2014).
Cysteiny NMDA receptori vyskytujici se v redukujicim prostiedi cytosolu vytvari
disulfidické mustky velmi ojedinéle a jsou naptiklad modifikovany palmitoylaci (Hayashi et

al., 2010; Mattison et al., 2012). Ruzné typy modifikaci thiolovych skupin cysteini maji vliv
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na skladéni, stabilitu, signalizaci, modulovani aktivity, zprostfedkovani interakce s agonistou
i na povrchovou expresi NMDA receptort (Laube et al., 1993; Lipton et al., 1998, 2002;
Papadakis et al., 2004; Huggins & Grant, 2005).

Palmitoylace je jednou z reverzibilnich posttranslacnich modifikaci proteinti, u které
byl zjistén vliv na regulaci povrchové exprese NMDA receptorid. Modifikace spociva
ve vazb¢ kyseliny palmitové na thiolovou skupinu cysteinti lokalizovanych intracelularné.
Soucasti CTD GIuN2A a GIuN2B podjednotek NMDA receptort jsou dva odlisné cysteinové
klastry, které jsou modifikovany palmitoylaci. Modifikace prvniho cysteinového klastru,
ktery se nachazi v blizkosti TMD, zajiStuje stabilni expresi a konstitutivni internalizaci
receptort. Palmitoylace druhého klastru lokalizovaného v prostiedni ¢asti CTD pomoci
odlisnych palmitoyl transferaz vede ke zvySené¢ akumulaci NMDA receptord v GA
a k naslednému snizeni jejich povrchové exprese (Hayashi et al., 2010; Mattison et al.,

2012).

Ve své praci se zabyvam cysteiny tvofici disulfidické mustky, které jsou dalSim
faktorem regulujicim povrchovy transport NMDA receptort. Jedna se o kovalentni vazbu
mezi thiolovymi skupinami aminokyselin cysteini ATD a LBD, ktera je tvofena
v oxidativnim prostfedni ER za Gc€asti mnoha enzymu naptiklad protein disulfid izomerazy.
Maji klicovou roli jak pfi formovani receptoru a stabilizaci tercidlni ¢i kvartérni struktury
proteinu, tak pii regulaci jeho funkénich vlastnosti a povrchové exprese. Pfitomnost
disulfidickych mistka byla studovana v GluN1, GluN2A a GluN2B podjednotkach NMDA
receptori pomoci krystalografickych studii ¢i biochemickych experimentl. V ptipadé
samostatné GluN1 podjednotky byly disulfidické miistky potvrzeny nebo predikovany mezi
pary cysteinll na pozicich C79-C308, C420-C454, C436-C455, C744-C798 (Lipton et al.,
2002; Furukawa & Gouaux, 2003; Kaye et al., 2007, Karakas & Furukawa, 2014).
U GIuN2A podjednotky se jedna o pozice C87-C320, C429-C455, C436-C456 a C745-C800
(Zhang et al., 2013; Swanger et al., 2016; Volgraf et al., 2016). A v ptipadé GluN2B
podjednotky byly krystalografickymi studiemi potvrzeny disulfidické mulstky mezi pary
cysteinll na pozicich C86-C321, C429-C456, C436-C457 a C746-C801 (Karakas et al., 2009;
Karakas & Furukawa, 2014).

V GluN1-2a podjednotce byl studovan vliv cysteini na povrchovou expresi NMDA
receptorti pomoci expresniho syst¢ému HEK 293 bunc¢k a biochemickych metod. Cysteiny

na pozicich C22, C79, C308 byly jednotlivé nahrazeny aminokyselinou alaninem

19



a koexprimovany s GluN2B podjednotkou, ptfi¢emz cysteiny C79 a C308 tvoti disulfidicky
mustek. Z vysledki vyplyva, ze mutace C22A téméf neovlivnila povrchovou expresi
GluN1-2a-C22A/GIluN2B receptortt (88 %), zatimco mnozstvi GluN1-2a-C79A/GluN2B
a GluN1-2a-C308A/GIuN2B receptort bylo snizeno na 45 % v porovnani s povrchovou
expresi ptirozené¢ho GluN1-2a/GluN2B receptoru (Papadakis et al., 2004).

Déle byla studovdna role cysteini na pozicich C87 a C320 ATD GIuN2A
podjednotky NMDA receptort pti dimerizaci ATD GluN2A podjednotek. Cysteiny GIuN2A
podjednotky byly nahrazeny alaninem a koexprimovany s GluN1 podjednotkou v COS-7
bunééné linii. Pomoci metod biochemie, imunocytochemie a Forsterova rezonanc¢niho
prenosu energie bylo zjisténo, ze cysteiny C87 a C320 v ATD GIluN2A podjednotky jsou
potiebné pro formovani disulfidického mustku a pro tvorbu GluN2A ATD homodimert.
Pokud se v§ak mutaci cysteinti (C87, C320) zabranilo homodimerizaci GluN2A podjednotek,
nebylo ovlivnéno formovani receptoru, ani jeho povrchovéa exprese (Zhang et al., 2013).
V GIluN2A podjednotce byly také zjiStény klinicky relevantni mutace cysteini C231Y
a C436R, které¢ pii koexpresi s GIuNl podjednotkou snizovaly mnozstvi povrchové
exprimovanych receptorit v HEK 293 bunkach. Mutace C231Y se nachazi v ATD a muze
ovlivnit strukturu receptoru. Mutace C436R narusi tvorbu disulfidického mistku, coz mize

byt diivodem zmény povrchového transportu (Swanger ef al., 2016; Addis et al., 2017).

U pacientll s poruchou intelektu byly v klinickych studiich nalezeny mutované
cysteiny v GluN2B podjednotce (C436R, C456Y, C461F), které snizovaly povrchovou
expresi NMDA receptori. Mutovand GIuN2B podjednotka byla koexprimovana s GluN1
podjednotkou v HEK 293 buiikach (Swanger et al., 2016). Mutace cysteinit C436R, C456Y
pravdépodobné naruSily disulfidické mustky (C436-C457, C429-C456) a mutace C461F
mohla narusit strukturu proteinu (Karakas & Furukawa, 2014). Z vysledkli riznych
experimentl, kde byly bodovou mutagenezi cysteini naruSeny disulfidické vazby, vyplyva,
ze kovalentni spojeni dvou cysteinll je velmi dualezit¢é pro proces formovani, maturace

a pro povrchovou expresi NMDA receptori.
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4 Cile diplomové prace

1.

Zjistit, které klinicky znamé lidské mutace v M3 transmembranovém helixu GluN1
podjednotky méni povrchovou expresi NMDA receptord v COS-7 buné¢né linii. Déle
identifikovat odliSnosti exprese téchto mutovanych NMDA receptorti v zavislosti
na jejich podjednotkovém slozeni, pomoci molekularné-biologickych,

imunocytochemickych a mikroskopickych metod.

Objasnit vliv vSech zndmych cystein tvoficich disulfidické mustky v GluN1-1a,
GluN2A a GluN2B podjednotkach na povrchovou expresi NMDA receptorti v COS-7
bunééné linii, s vyuzitim molekularné-biologickych, imunocytochemickych

a mikroskopickych metod.
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5 Material a metody

Hlavnim zdmérem provadénych experimentii bylo zjistit vliv konkrétnich bodovych mutaci
ve dvou riznych oblastech GluN podjednotek na povrchovou expresi NMDA receptort.
Nejdiive byly cilenou DNA mutagenezi vytvoieny mutované cirkularni DNA (cDNA)
konstrukty kodujici rekombinantni i pfirozené podjednotky NMDA receptorti. Nasledné byly
tyto mutované cDNA konstrukty v kombinaci s pfirozenymi transfekovany do COS-7
bunécné linie. Receptory exprimované na povrchu bunék byly imunocytochemicky znaceny
specifickymi protilatkami. Pro detekci intenzity fluorescencniho signalu byl uzivan systém
Cell"R, zahrnujici invertovany fluorescencni mikroskop. Na z&vér byla provedena obrazova

a statistickd analyza dat programy ImageJ, SigmaPlot a SigmaStat.

5.1 Chemikalie a roztoky

LB médium

Ve 300 ml destilované a deionizované vody jsem rozpustila 3 g peptonu z kaseinu (Serva,
Némecko), 1,5 g kvasni¢ného extraktu (Serva, Némecko) a 3 g NaCl (Sigma-Aldrich, USA).

Sterilizace lysogenniho bujénu (LB média) v autoklavu probihala 20 minut pii 121 °C.

Agarové plotny

Ve 300 ml destilované a deionizované vody jsem rozpustila 12 g Nutrient agaru N°2 (Biolife,
Italie) a autoklavovala 20 minut pii 121 °C. Po vychladnuti agaru na 50 °C jsem ptidala
antibiotikum ampicilin v koncentraci 2 pg/ml (Sigma-Aldrich, USA) a rozlila do 15 — 17

pfipravenych plastovych Petriho misek.

PBS

Do objemu 800 ml destilované a deionizované vody jsem piidala 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g
Na,HPOs a 0,24 g KH,PO4 (Sigma-Aldrich, USA). Hodnotu pH jsem upravila na 7,4
a doplnila roztok do objemu 1 litru. Roztok fosfatového pufru s chloridem sodnym (PBS)

jsem sterilizovala v autoklavu 20 min pii 121°C.

Trypsin
Ptipravila jsem si 0,05% roztok trypsinu (Invitrogen, USA) v PBS a upravila pH na hodnotu
7,3.
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Kultivaéni médium s inhibitory NMDA receptori

K 1 ml minimélniho esencidlniho média Eagle (MEM; Sigma-Aldrich, USA) obohaceném
0 10 % fetalniho teleciho séra (FTS; Invitrogen, USA) jsem pfidala 1 pg ketaminu, 197 pg
2-amino-5-fosfonopentanové kyseliny, 20 pul 1M MgCl, (Sigma-Aldrich, USA) a 10 ul

100x koncentrovaného antibiotika Penicilin-Streptomycin (Invitrogen, USA).

BSA roztok
V 10 ml PBS jsem rozpustila 0,02 g hovéziho sérového albuminu (BSA; MP Biomedicals,

USA). Roztok jsem pripravila vzdy Cerstvy té€sn¢ pied jeho pouzitim v imunocytochemii.

5.2 Priprava mutovanych podjednotek NMDA receptori

Pro ucely experimentli jsem pouzivala cDNA konstrukty kodujici potkani i lidské varianty
pfirozenych a rekombinantnich podjednotek NMDA receptori: GluN1-la podjednotku
znacenou zlutym fluorescencnim proteinem na extraceluldrni ¢asti  receptoru
(YFP-GIluN1-1a), GIuN2A, GIuN2B a GIuN3A podjednotky znacené¢ zelenym
fluorescenénim proteinem na extracelularni casti receptoru (GFP-GIuN2A, GFP-GIuN2B,
GFP-GIuN3A). Déle jsem ve svych experimentech uzivala neznacené GluN1-4a, GIuN2A,
GluN2B a GluN3A podjednotky NMDA receptori (Luo et al., 2002; Horak et al., 2008b;
Kaniakova et al., 2012a).

Pro realizaci prvniho stanoveného cile jsem vyrobila dvé sestiihové varianty lidskych
GluN1 podjednotek  obsahujici jednotlivé klinicky relevantni lidské mutace

v M3 transmembranovém helixu (Lemke et al., 2016), (Tab. ¢. 1).

Templatova cDNA YFP-GluN1-1a GluN1-4a
M6411 M6411
A645S A645S
Vyrobené mutace
Y647S Y647S
N650K N650K

Tab. ¢. 1: Vyrobené sestithové varianty lidskych GluN1 podjednotek obsahujici jednotlivé
klinicky relevantni lidské mutace v M3 transmembranovém helixu (Lemke et al., 2016).
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Mutované YFP-GluNl1-la i GluN1-4a podjednotky jsem nasledn€¢ exprimovala
v kombinaci s pfirozenymi a rekombinantnimi GIuN2A, GIuN2B a GluN3A podjednotkami.

V ramci druhého stanoveného cile jsem jednotlivé zndmé cysteiny v GluNI-1a,
GluN2A a GIuN2B podjednotkach tvofici disulfidické mustky nahradila aminokyselinou
serinem. Serin je poldrni aminokyselina chemicky podobna cysteinu, avSak s neschopnosti
tvotit disulfidické mistky (Ronzoni et al., 2016). V ptipadé YFP-GluN1-1a (Choi et al.,
2001; Papadakis et al., 2004; Kaye et al., 2007), GFP-GIuN2A (Choi et al., 2001; Furukawa
et al., 2005; Huggins & Grant, 2005; Salussolia et al., 2013; Schauder et al., 2013; Zhang et
al., 2013; Swanger et al., 2016) a GFP-GIuN2B (Karakas et al., 2009; Karakas & Furukawa,
2014; Swanger et al., 2016) podjednotek jsem nahradila cysteiny na nasledujicich pozicich
(Tab. ¢. 2).

Templatova cDNA YFP-GluN1-1a GFP-GIluN2A GFP-GIluN2B
C79S C87S C86S
3208 C3218
C308S C429S8 C429S
Vyrobené mutace C436S C436S
C744S C4558 C456S
C456S C457S
C798S C7458 C746S
C800S C801S

Tab. ¢. 2: Fluorescentné znacené¢ GluNI1-la, GluN2A a GluN2B podjednotky obsahujici
jednotlivé mutace znamych cysteinli tvoficich disulfidické mistky nahrazenych
aminokyselinou serinem (Choi et al., 2001; Papadakis et al., 2004; Furukawa et al., 2005;
Kaye et al., 2007; Karakas et al., 2009; Salussolia et al., 2013; Schauder et al., 2013; Zhang
et al., 2013; Karakas & Furukawa, 2014; Swanger et al., 2016).

Uvedené mutované YFP-GluNl1-la podjednotky jsem kombinovala s pfirozenymi
GluN2A, GIuN2B a GIuN3A podjednotkami. Dalsi mutované GFP-GIuN2A a GFP-GluN2B

podjednotky jsem exprimovala v kombinaci s ptirozenou GluN1-4a podjednotkou.

Podjednotky NMDA receptorti obsahujici bodovou mutaci v definované oblasti jsem
ptfipravila polymerazovou fetézovou reakci (PCR) pomoci piistroje PCR termocykleru
(Eppendorf, Némecko) a syntetizovanych oligonukleotidovych primerti (Eurofins Genomics,

Némecko). Komplementarni primery o ptiblizné¢ délce 30 nukleotidii obsahovaly zménény
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kodon v prostfedni Casti sekvence. Konce primerti tvofily nukleotidy cytosin a guanin
pro stabilnéjsi interakci s templdtovou DNA v pribéhu amplifikace. Pfi provadéni PCR
reakce jsem postupovala dle navodu vyrobce (QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit,
USA). Vyslednou reakéni smés jsem po probehlé amplifikaci inkubovala 1 hodinu

s enyzmem Dpnl (New England Biolabs, USA) pro rozstépeni nemutované templatové DNA.

Pro navyseni poctu mutovanych cDNA konstruktd jsem transformovala XL10-Gold
ultrakompetentni bakterie kmene Escherichia coli metodou teplotniho Soku. Do objemu
100 pl suspenze bakterialnich bunék jsem piidala 5 ul PCR reakéni smeési a inkubovala
1 hodinu na ledu. Poté jsem provedla teplotni Sok po dobu 45 s pii 42 °C a mikrozkumavku
prenesla na 2 minuty zpét na led. Ke smési jsem pridala 500 ul predehiatého LB média
(37 °C) a vlozila na 1 hodinu do rota¢niho inkubatoru (37 °C, 200 rpm). Bakteridlni sm¢s
jsem nanaSela na agar v Petriho miskdch obsahujici selekéni antibiotikum ampicilin
(2 pg/ml), (Sigma-Aldrich, USA). Petriho misky s agarem jsem vloZila do inkubatoru (37 °C)
na 16 hodin. Vybrané bakterialni kolonie jsem sterilni Spickou naockovala do 5 ml LB média
obsahujici antibiotikum ampicilin a nechala tfepat pfiblizné 16 hodin (37 °C, 200 rpm).
Bakterialni kulturu jsem centrifugovala (Centrifuga Rotanta 460R, 6000 x g), odstranila
supernatant a z bakteridlni pelety podle navodu z High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid,
Taiwan) izolovala mutovany cDNA konstrukt. Pro zjisténi koncentrace izolované cDNA
jsem pouzila spektrofotometr NanoDrop 1000 (NanoDrop Technologies, USA). Spravnost

mutageneze jsem ovétila sekvenaci vzorku (GATC Biotech, Némecko).

5.3 Pasazovani a transfekce COS-7 bunécné linie

Pro pozorovani vlivu riznych faktorti na zménu povrchové exprese NMDA receptort jsem
pouzila heterologni bunécnou COS-7 linii, kterd pfirozené neexprimuje podjednotky NMDA
receptord. Bunécnou linii jsem kultivovala vroztoku 10% FTS v MEM v inkubatoru
pii 37 °C, 5% CO, a témét 100% vlhkosti a pravidelné ji pasaZovala. Pfi pasaZi jsem nejprve
nechala ve vodni lazni vytemperovat roztoky PBS, MEM a trypsinu na teplotu 37 °C. Poté
jsem z kultivaéni lahve s bunikami o vysoké konfluenci (70 — 80 %) odstranila médium
a opléachla je 1 ml PBS. Pomoci 0,5 ml trypsinu jsem uvolnila adherované buiiky do roztoku
a pfidanim 1 ml 10% FTS v MEM pisobeni trypsinu opét inaktivovala. Vzniklou suspenzi

jsem rozde¢lila do novych kultivaénich lahvi a doplnila ¢erstvym médiem.

Prostfednictvim transfekéniho ¢inidla Lipofectamine™ 2000 (Life Technologies,

USA) jsem vkladala cDNA konstrukty podjednotek NMDA receptori do bunék COS-7 linie.
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Den pted transfekci jsem nasadila buiiky do 12-jamkovych kultivacnich desticek s vlozenymi
sklicky o rozmérech 15 mm pokrytych poly-L-lysinem (Sigma-Aldrich, USA) pro lepsi
adherenci bun¢k k podkladu. V den transfekce jsem zkontrolovala konfluenci (80 — 90 %)
a stav bun¢k pod invertovanym mikroskopem CKX41 (Olympus, Japonsko). Z kazdé jamky
v kultivacni desticce jsem odebrala kultivaéni médium a nahradila 1,5 ml média Opti-MEM
(Invitrogen, USA) pfedem vytemperovanym na teplotu 37 °C. Do jedné mikrozkumavky
jsem piidala 50 pl Opti-MEM a celkem 450 nebo 900 ng cDNA pro expresi jednoho nebo
dvou typt GluN podjednotek. Do dalsi mikrozkumavky jsem smichala 50 pul Opti-MEM
s 2 ul Lipofectamine™ 2000, promichala a inkubovala 5 minut pfi pokojové teploté. Obsahy
obou mikrozkumavek jsem spojila dohromady, promichala pipetou, nechala inkubovat
20 minut pfi pokojové teploté, roztok pak ptidala k buitkkdm a 12-jamkovou kultivacni
desticku jsem vlozila zpét do inkubatoru. Po 5 hodindch inkubace jsem Opti-MEM
s transfekéni smési v jamkach nahradila 2 ml kultivaéniho média s inhibitory NMDA
receptori obsahujici 2 pug ketaminu, 394 pg 2-amino-5-fosfonopentanové kyseliny, 40 ul
1M MgCl, a také 20 pl 100x koncentrovaného antibiotika Penicilin-Streptomycin. Kultivaéni
desticku jsem poté vlozila do inkubatoru na dobu 22 — 24 hodin (37 °C, 5% CO; a téme¢f
100% vlhkost).

5.4 TImunocytochemické znaceni povrchové exprimovanych NMDA receptoru

Pro zjisténi celkové exprese NMDA receptori v bunkdch COS-7 linie byla vzdy jedna
z koexprimovanych GluN podjednotek znacena YFP nebo GFP na extracelularni ATD.
NMDA receptory exprimované na povrchu bun€k jsem znacila pomoci primarni a sekundarni

protilatky.

Po 22 — 24 hodinach od ukonceni transfekce jsem skli¢ka s transfekovanymi bunkami
COS-7 linie pfemistila na podlozku s parafilmem umisténou na ledu a kazdé sklicko pokryla
kapkou vychlazeného PBS o teploté 0 °C. Po odsati PSB jsem na 10 minut pfidala Cerstvé
ptipraveny 0,2% roztok BSA v PBS (0 © C) pro zablokovani nespecifickych vazebnych mist
protilatek. Dale jsem na kazdé sklicko ptidala 100 pl primarni kralic¢i protilatky Anti-Green
Fluorescent Protein (Merck Millipore, USA), nafedéné 0,2% roztokem BSA v poméru
1:1000 a nechala inkubovat 30 minut. Sklicka s bunikami jsem dvakrat po dobu 2 minut
omyla pomoci 0,2% roztoku BSA v PBS (0°C) a na 30 minut ptfidala 100 pl sekundarni kozi
protilatky Alexa Fluor 555 goat anti-rabbit IgG (Invitrogen, USA), natedéné 0,2% roztokem
BSA v poméru 1:1000. Poté jsem bunky tiikrat po dobu 2 minut omyla PBS vychlazenym
na teplotu 0 °C a 20 minut fixovala 4% roztokem paraformaldehydu v PBS (Sigma-Aldrich,
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USA). Nakonec jsem sklicka s bunikami tiikrat omyla PBS o pokojové teploté, odsdla
prebyte¢nou kapalinu a umistila do kapky montovaciho média ProLong™ Gold Antifade

(Life Technologies, USA) na podlozni sklicko a ulozila do lednice.

5.5 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pro detekci intenzity celkové a povrchové exprese fluorescencné znacCenych podjednotek
NMDA receptorit v COS-7 bunééné linii jsem pouzila systém Cell*R (Olympus, Japonsko),
ktery zahrnuje fluorescenéni invertovany mikroskop IX81 (Olympus, Japonsko),
monochromator Polychrome V (Till Photonics, Germany), adaptér DualView (Optical
Insigths, USA) a rovnéz digitalni kameru (Hamamatsu Orca ER, Japonsko). Pozorovala jsem
celkovou expresi NMDA receptord, pficemz jsem excitovala GFP nebo YFP znacené
podjednotky svétlem o vinové délce 480 nm a nasledné byl emitovan signal o vinové délce
vys§i nez 510 nm. Pfi sledovani povrchové exprese receptorii jsem excitovala svétlem
o vlnové délce 555 nm a nésledné€ jsem pozorovala emitovany signal o vinové délce vyssi nez
570 nm. V ramci jednoho nezavislého experimentu jsem u kazdého vzorku fotila snimky
minimalné 15 bunék z optickych rovin s rozestupy 0,3 um. Snimky z jednotlivych optickych
rovin (Z-stackl) s projekci maximalnich intenzit signalu jsem postupné sloZila dohromady

a vysledny snimek dale analyzovala.

5.6 Obrazova a statisticka analyza dat

Pro obrazové zpracovani nafocenych snimkd jsem uzivala program ImageJ (National
Institutes of Health, USA). Na snimcich jsem ruéné oznacovala oblasti jednotlivych bunék
COS-7 linie, méfila intenzitu fluorescenéniho signalu celkové (GFP a YFP) a povrchové
(Alexa Fluor 555 goat anti-rabbit IgG) exprese receptorti, pfiCemZ jsem od naméfenych
hodnot vzdy odecetla intenzitu signalu pozadi. Rozdily v povrchové expresi
mezi jednotlivymi vzorky jsem urcovala z podilu hodnot intenzit povrchové k celkové
expresi NMDA receptorl. Analyzovala jsem vzdy minimalné€ 15 bunék v 1 — 2 nezéavislych
experimentech. Pro tvorbu grafii jsem vyuZzivala program SigmaPlot a pro statistickou

analyzu dat metodou ANOVA, program SigmaStat (Jandel Scientific Software, USA).
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6 Vysledky

6.1 Charakteristika povrchového transportu NMDA receptori obsahujicich
klinicky relevantni mutace v GluN1-1a podjednotce
Pfedchozi studie prokazaly dilezitost role M3 helixu TMD v regulaci povrchového
transportu funkénich NMDA receptorti. Bylo zjisténo, ze M3 helix reguluje funkcni
vlastnosti a podili se na zadrzeni nezralych nebo nespravné slozenych NMDA receptori
v ER, ale konkrétni mechanismus regulace neni dosud znam (Kaniakova et al., 2012a).
Zaroven byly v klinickych studiich u pacient s neuropsychiatrickymi symptomy nalezeny
noveé vzniklé mutace v M3 transmembranovém helixu GluN1 podjednotky NMDA receptord,
které se projevovaly naptiklad zachvaty, poruchami intelektu ¢i hybnosti (Lemke et al.,

2016).

V provedeném experimentu jsem zjiStovala zmény povrchové exprese NMDA
receptoril obsahujicich de novo klinicky relevantni mutace (M6411, A645S, Y647S, N650K)
v M3 helixu fluorescenéné znacené GluNl-la podjednotky. Mutovanou YFP-GluN1-1a
podjednotku jsem koexprimovala s GluN2A, GluN2B nebo GIuN3A podjednotkou v COS-7
bunééné linii a pomoci fluorescencni mikroskopie studovala celkovou a povrchovou expresi
NMDA receptorti. Provedenim dvou nezavislych experimentl jsem zjistila, Ze mutace M6411
a Y647S v YFP-GluNl1-la podjednotce vykazovaly statisticky vyznamné€ sniZenou
povrchovou expresi, pficemz toto snizeni bylo ovlivnéno podjednotkovym sloZzenim NMDA
receptori (ANOVA, metoda Dunn's, p<0,05, n>30), (Obr. ¢. 6). V piipadé koexprese
mutovanych podjednotek YFP-GluN1-1a-M6411 a YFP-GluNI1-1a-Y647S s GIluN2A
podjednotkou jsem pozorovala signifikantn€ snizenou povrchovou expresi obou mutovanych
NMDA receptorti. Déle jsem zjistila signifikantn€ sniZzenou povrchovou expresi v piipadé
YFP-GluN1-1a-Y647S/GIuN2B receptori, na rozdil od YFP-GluNI-1a-M6411/GluN2B
receptorti. Statisticky vyznamné snizend povrchova exprese NMDA receptorti obsahujicich
mutované YFP-GluN1-la podjednotky (M6411, Y647S) koexprimované s GIuN3A
podjednotkou zaznamenana nebyla. Jako negativni kontrola slouZila exprese samostatné
YFP-GluN1-1a podjednotky, kterd je zadrZzena v ER, dokud nevytvoii spole¢né s GIuN2
¢1 GluN3 podjednotkou funkéni NMDA receptor (Fukaya et al., 2003), (Kap. ¢. 7). Celkova
exprese znacenych YFP-GluNI-la podjednotek se mezi jednotlivymi vzorky v ramci
experimentll statisticky vyznamné neliSila (ANOVA, p>0,05). Z uvedenych vysledki

vyplyva, Ze regulace povrchové exprese NMDA receptori je zavisla, jak na piitomnosti
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mutovanych GluN1-1a podjednotek, tak na pouziti konkrétniho typu druhé koexprimované

podjednotky, ze které je NMDA receptor slozen.

A

1-1a-M6411/2A  1-1a-AB45S/2A  1-1a-YB47S/2A  1-1a-NG650K/2A

1-1a/2B 1-1a-M6411/2B  1-1a-A645S/2B  1-1a-Y647S/2B  1-1a-N650K/2B 1-1a

1-1a-M6411/3A  1-1a-A645S/3A  1-1a-Y647S/3A  1-1a-N650K/3A

1,4
1,2
1,0
208
20,6 1

Intenzita povrchového/celkového
n
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Obr. ¢. 6: Zmény povrchového transportu lidskych NMDA receptori obsahujicich klinicky
relevantni mutace v GluN1-la podjednotce A) Fotografie z fluorescenéni mikroskopie
celkové (C) a povrchové (P) exprese NMDA receptorti slozenych z YFP-GIuN1-1la
podjednotky (1-1a) obsahujici jednotlivé bodové mutace (M6411, A645S, Y647S, N650K)
koexprimované s GIluN2A (2A), GIluN2B (2B) a GIuN3A (3A) podjednotkami v COS-7
bunééné linii. Zmény exprese byly detekovany na zakladé rekombinantni fluorescencné
znacen¢ YFP GluNl1-la podjednotky, povrchového znaceni protilatkami a fluorescenc¢ni
mikroskopie. B) Kvantifikace podilu intenzit povrchového a celkového fluorescencniho
signalu  mutovanych  receptori v  porovnani s  kontrolnimi  nemutovanymi
YFP-GluN1-1a/GluN2A (1-1a/2A), YFP-GluNI1-1a/GluN2B (1-1a/2B), YFP-GluN1-
la/GluN3A (1-1a/3A) NMDA receptory. V piipadé YFP-GluN1-1a-M6411/GIuN2A,
YFP-GluN1-1a-Y647S/GluN2A a YFP-GluN1-1a-Y647S/GluN2B receptori jsem zjistila
statisticky signifikantni snizeni povrchové exprese (*, ANOVA, metoda Dunn's, p<0,05).
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6.2 Charakteristika povrchového transportu NMDA receptori obsahujicich

klinicky relevantni mutace v GluN1-4a podjednotce
Existuje osm typa sestfihovych variant GIuNl podjednotky NMDA receptort
GluN1-1a/b — GluN1-4a/b, které se lisi v regulaci jejich transportu na bunéény povrch.
Samostatna GluN1-la podjednotka, kterd je nejCastéjsi isoformou, obsahuje C1 kazetu
s retencnimi motivy, diky kterym je zadrzena v ER. Zatimco GluN1-4a podjednotka, ktera

misto C1 kazety obsahuje C2° kazetu, vykazuje vysokou povrchovou expresi

1 bez kombinace s dal$im typem GIluN2 ¢i GIuN3A podjednotek (Okabe et al., 1999).

Na zaklad¢ poznatkii o odlisnosti retence GluN1-la a GluN1-4a podjednotek v ER
jsemse v dalSim experimentu zaméfila na sledovani zmén povrchové exprese NMDA
receptorit  obsahujicich klinicky relevantni mutace (M6411, A645S, Y647S, N650K)
v M3 helixu GluN1-4a podjednotky. Mutovanou GluN1-4a podjednotku jsem koexprimovala
s fluorescencné znacenymi GFP-GIuN2A, GFP-GIuN2B a GFP-GIuN3A podjednotkami
v COS-7 bunééné linii. Metodou fluorescenéni mikroskopie jsem sledovala celkovou expresi
podjednotek znacenych GFP a zmény v povrchové expresi NMDA receptort. Po provedeni
experimentu jsem pozorovala, obdobné¢ jako u pfedchoziho pokusu (Kap. ¢. 6.1),
signifikantni  vliv.  mutaci (M641I, Y647S) na snizeni povrchové exprese
GluN1-4a-M6411/GFP-GIuN2A, GluN1-4a-Y647S/GFP-GIuN2A a GluN1-4a-Y647S/GFP-
GIuN2B receptori (ANOVA, metoda Dunn's, p<0,05, n>16), (Obr. ¢. 7). Jako negativni
kontroly jsem exprimovala samostatné GFP-GIuN2A, GFP-GIluN2B a GFP-GIuN3A
podjednotky, které bez ptritomnosti GluNI1-4a podjednotky nevytvotily funkéni receptor,
ktery by byl exprimovan na bunééném povrchu. Celkova exprese znacenych GFP-GIuN2A,
GFP-GIuN2B a GFP-GIuN3A podjednotek se mezi jednotlivymi vzorky v experimentu
statisticky vyznamné neliSila (ANOVA, p>0,05). Z uvedenych vysledkl vyplyva, Ze zmény
povrchové exprese NMDA receptorti souvisi jak s ptitomnosti mutovanych GluN1-4a
podjednotek, tak s pfitomnosti konkrétniho typu druhé koexprimované podjednotky.
Na zéklad€¢ srovnani vysledkd obou provedenych experimenti s GluNI-la a GluN1-4a
podjednotkami obsahujici lidské mutace (Kap. ¢. 6.1) jsem vyvodila, Ze role
M3 transmembranového helixu je zdsadni pro povrchovou expresi YFP-GluNl1-la

1 GluN1-4a podjednotky, i ptes rozdilnou regulaci jejich transportu.
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Obr. €. 7: Zmény povrchového transportu lidskych NMDA receptorti obsahujicich klinicky
relevantni mutace v GluN1-4a podjednotce A) Fotografie z fluorescenéni mikroskopie
znazoriuji celkovou (C) a povrchovou (P) expresi kontrolnich GluN1-4a/ GFP-GluN2A
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(1-4a/2A), GluN1-4a/ GFP-GIuN2B (1-4a/2B), GluN1-4a/ GFP-GIuN3A (1-4a/3A) receptori
a vybranych mutaci (M6411, Y647S) GluN1-4a podjednotky, které alespoil v jednom
z ptipadu signifikantné snizily povrchovou expresi receptori. Zmeény exprese receptori
v COS-7 bunécné linii byly detekovany na zéklad¢ fluorescenéné znacenych GFP-GIuN2A,
GFP-GIuN2B a GFP-GIuN3A podjednotek, povrchového znaceni protilatkami
a fluorescencni mikroskopie. B) Kvantifikace podilu intenzit povrchového a celkového
fluorescencniho signalu mutovanych receptorti v porovnani s kontrolnimi nemutovanymi
GluN1-4a/GFP-GIuN2A  (1-4a/2A), GluNI1-4a/GFP-GIuN2B (1-4a/2B), GluN1-4a/
GFP-GIuN3A (1-4a/3A) NMDA receptory. Signifikantni snizeni povrchové exprese jsem
pozorovala v ptipadech GIluN1-4a-M6411/GFP-GIuN2A, GluN1-4a-Y647S/GFP-GluN2A
a GluN1-1a-Y647S/GFP-GIuN2B receptori (*, ANOVA, metoda Dunn's, p<0,05).
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6.3 Vliv znamych cysteini tvoricich disulfidické mistky v GluN1-1a
podjednotce na povrchovy transport NMDA receptori

Dalsi faktor, ktery se podili na regulaci NMDA receptor, predstavuji disulfidické mistky.

Je zndmo, Ze kovalentni vazba mezi thiolovymi skupinami aminokyselin cysteinii ovliviiuji

formovani, stabilitu, funk¢ni vlastnosti 1 povrchovou expresi receptortt (Papadakis et al.,

2004). Zaroven byly v ramci klinickych studii u pacientii se symptomy epilepsie a poruchou

intelektu zjiStény mutace cysteinti v extracelularni ¢asti GluN podjednotek, které snizovaly

povrchovou expresi receptori (Swanger et al., 2016; Addis et al., 2017).

Pro rozsifeni poznatkd o roli cysteinii v povrchovém transportu NMDA receptort
jsem ve fluorescencné znacené YFP-GluNl1-la podjednotce jednotlivé nahradila cysteiny
za serin (C79S, C308S, C744S, C798S) a tyto mutované podjednotky koexprimovala
s GluN2A, GIuN2B a GIluN3A podjednotkami v COS-7 bunééné linii. Ve dvou nezavislych
experimentech jsem pomoci fluorescenéni mikroskopie pozorovala celkovou a povrchovou
expresi NMDA receptort. Zjistila jsem, ze vSechny Ctyfi mutace cysteinti v YFP-GluN1-1a
podjednotce vykazovaly signifikantné sniZenou povrchovou expresi v zavislosti
na podjednotkovém slozeni receptori (ANOVA, metoda Dunn's, p<0,05, n>30), (Obr. &. 8).
V ptipadé mutovanych cysteinti (C79S, C308S) tvoticich jeden disulfidicky mustek (Choi et
al., 2001; Papadakis et al., 2004) v YFP-GluNl-la podjednotce jsem pozorovala
signifikantni snizeni povrchové exprese receptor v kombinaci s GluN2A a GIluN3A
podjednotkami. Mutace dal§iho disulfidického mustku (C744S, C798S), (Choi et al., 2001)
vykazovaly statisticky vyznamné snizeni povrchové exprese u YFP-GluNl-la-
C744S/GIluN2B a YFP-GluN1-1a-C798S/GIuN2B receptort. Jako negativni kontrola slouzila
exprese samostatné YFP-GluN1-1a podjednotky. Celkova exprese zna¢enych YFP-GluN1-1a
podjednotek se mezi jednotlivymi vzorky v ramci experimenti statisticky vyznamné neliSila
(ANOVA, p>0,05). Z vysledka vyplyva, ze cysteiny na pozicich C79, C308, C744 a C798,
které vzajemné tvoii disulfidické mistky (C79-C308 a C744-C798), (Furukawa & Gouaux,
2003; Karakas & Furukawa, 2014) v YFP-GluN1-1a podjednotce, maji vliv na povrchovy
transport NMDA receptorti, pficemZz tento vliv zavisi na typu druhé koexprimované

podjednotky.
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Obr. €. 8: Vliv mutaci cysteinli v YFP-GluN1-1a podjednotce na povrchovy transport NMDA
receptori. A) Fotografie z fluorescencni mikroskopie znazornuji celkovou (C) a povrchovou
(P) expresi NMDA receptort sloZzenych z YFP-GIuN1-1a (1-1a) podjednotky obsahujici
jednotlivé mutace cysteini za serin (C79S, C308S, C744S, C798S), koexprimované
s GluN2A (2A), GIuN2B (2B) a GIuN3A (3A) podjednotkami v COS-7 bunécné linii.
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Celkova exprese podjednotek byla zjisSténa na zaklad¢é rekombinantni fluorescencné znacené
YFP GluNl1-1a podjednotky. Povrchova exprese receptorti byla detekovana povrchovym
znacenim primarni a sekundarni protildtkou. B) Kvantifikace podilu intenzit povrchového
a celkového fluorescenéniho signdlu mutovanych receptori v porovnani s kontrolnimi
nemutovanymi YFP-GIuN1-1a/GluN2A (1-1a/2A), YFP-GluN1-1a/GluN2B (1-1a/2B),
YFP-GluN1-1a/GluN3A (1-1a/3A) NMDA receptory. Pozorovala jsem signifikantni snizeni
povrchové exprese receptorti v pripadech mutaci (C79S a C308S) YFP-GluNl-1la
podjednotky koexprimované s GluN2A i GIuN3A podjednotkami. Povrchova exprese byla
snizena také v pripadé YFP-GIuN1-1a-C744S/GIuN2B a YFP-GIluN1-1a-C798S/GluN2B
receptort (*, ANOVA, metoda Dunn's, p<0,05).
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6.4 Vliv znamych cysteini tvoricich disulfidické mistky v GluN2A podjednotce
na povrchovy transport NMDA receptori
Sledovala jsem roli vybranych cysteintt GFP-GIuN2A podjednotky v povrchovém transportu
NMDA receptorti. Cysteiny v GFP-GIuN2A podjednotce jsem nahradila za aminokyselinu
serin (C87S, C320S, C429S, C436S, C455S, C456S, C745S, C800S) a koexprimovala
s GluN1-4a podjednotkou v COS-7 bunécné linii. Provedla jsem dva nezavislé experimenty
a sledovala celkovou a povrchovou expresi NMDA receptort. Vysledky ukazaly, ze Ctyfi
mutace cysteinlt (C429S, C436S, C455S, (C456S), které mezi sebou navzajem tvori
disulfidické miustky (C429S-C455S, C436S-C456S), (Swanger et al., 2016; Volgraf et al.,
2016) vykazovaly statisticky vyznamné snizeni povrchové exprese receptori (ANOVA,
metoda Dunn's, p<0,05, n>35), (Obr. ¢. 9). Jako negativni kontrola slouzila exprese
samostatné GFP-GIuN2A podjednotky. Celkova exprese znacenych GFP-GIuN2A
podjednotek se mezi jednotlivymi vzorky v ramci experimentd statisticky vyznamné neliSila

(ANOVA, p>0,05).
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Obr. ¢. 9: Vliv mutaci cysteinti v GFP-GIuN2A podjednotce na povrchovy transport NMDA
receptorti. A) Fotografie z fluorescen¢ni mikroskopie znazornuji celkovou (C) a povrchovou
(P) expresi NMDA receptorti sloZzenych z GFP-GIuN2A (2A) podjednotky obsahujici
jednotlivé mutace cysteinti za serin (C87S, C3208S, C429S, C436S, C455S, C456S, C745S,
C800S) koexprimované s GluN1-4a (1-4a) podjednotkou v COS-7 bunécné linii. Zmény
povrchové exprese receptorti byly detekovany na zakladé rekombinantni fluorescencné
znatené GFP GIuN2A podjednotky, povrchového znaceni protilaitkami a fluorescenéni
mikroskopie. B) Kvantifikace podilu intenzit povrchového a celkového fluorescen¢niho
signdlu  mutovanych  receptori v  porovnani s  kontrolnim = nemutovanym
GFP-GIuN2A/GluN1-4a (2A/1-4a) receptorem. U ¢tyf mutovanych cysteinti (C429S, C436S,
C4558S, C456S) v GFP-GIuN2A (2A) podjednotce jsem zaznamenala statisticky vyznamny
rozdil v povrchové expresi receptort (*, ANOVA, metoda Dunn's, p<0,05).
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6.5 Vliv znamych cysteint tvoricich disulfidické miistky v GluN2B podjednotce

na povrchovy transport NMDA receptori
Podobné jako v ptfedchozim experimentu (Kap. ¢. 6.4) jsem urCovala vliv aminokyselin
cysteini. GFP-GIuN2B podjednotky na povrchovou expresi NMDA receptorii. Cysteiny,
u kterych byla studovéna tvorba disulfidickych mustkl, jsem nahradila aminokyselinou
serinem na pozicich C86S, C321S, C429S, C436S, C456S, C457S, C745S, C801S
GFP-GIuN2B podjednotky (Karakas et al., 2009; Karakas & Furukawa, 2014). Mutovanou
GFP-GIuN2B podjednotku jsem ve dvou nezavislych experimentech exprimovala
s GluN1-4a podjednotkou v COS-7 bunécné linii. S vyuzitim fluorescencni mikroskopie jsem
zaznamenavala celkovou a povrchovou expresi NMDA receptori. Ve ¢tyfech piipadech
mutaci cysteint (C429S, C436S, C456S, C457S), které mezi sebou tvoii disulfidické mistky
(C429S8-C4568S, C436S-C457S) jsem zaznamenala statisticky vyznamné snizeni povrchové
exprese receptori (ANOVA, metoda Dunn's, p<0,05, n>32), (Obr. ¢. 10). Jako negativni
kontrolu jsem exprimovala samostatnou GFP-GIuN2B podjednotku. Celkova exprese
GFP-GIuN2B podjednotek nebyla mezi jednotlivymi vzorky statisticky odliSnd (ANOVA,
p>0,05).
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Obr. €. 10: Vliv mutaci cysteini v GFP-GluN2B podjednotce na povrchovy transport NMDA
receptortl. A) Ukazky fotografii z fluorescen¢niho mikroskopu, které znazorniuji celkovou (C)
a povrchovou (P) expresi NMDA receptorii slozenych z GFP-GIuN2B (2B) podjednotky
obsahujici jednotlivé mutace cysteinii za serin (C86S, C321S, C429S, C436S, C456S,
C4578S, C7458S, C801S) koexprimované s GluN1-4a (1-4a) podjednotkou v COS-7 bunécné
linii. Pro detekci zmén povrchové exprese jsem pouZila rekombinantni fluorescencné
znatenou GFP-GIuN2B podjednotku, povrchové znaCeni receptorti protilatkami
a fluorescencni mikroskopii. B) Kvantifikace podilu intenzit povrchového a celkového
fluorescen¢niho signadlu mutovanych receptorii v porovnani s kontrolnimi nemutovanym
GFP-GIluN2B/GluN1-4a (2B/1-4a) receptorem. Signifikantn¢ sniZenou povrchovou expresi
receptorll jsem pozorovala v pfipadé ¢ty mutovanych cysteinid (C429S, C436S, C456S,
C457S) GFP-GIuN2B podjednotky (*, ANOVA, metoda Dunn's, p<0,05).
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7 Diskuze

NMDA receptory maji dulezitou roli ve zprostiedkovani rychlého excitacniho nervového
prenosu v CNS savct. Abnormalni regulace glutamatergni transmise muize ptispivat k rozvoji
neurologickych a psychiatrickych onemocnéni. Mnozstvi, lokalizace NMDA receptora
na synapsich a rovnéz jejich podjednotkové slozeni je regulovano rGznymi mechanismy,
které dynamicky reaguji na zménu okolnich podminek. Tyto mechanismy zptisobi zadrzeni
nespravné slozenych ¢i poskozenych receptortt uvnitf bunky a naopak zajistuji expresi
funk¢nich a spravné slozenych receptorti na bunéény povrch. Ve své praci jsem studovala
vliv dvou faktorG ovlivitujici povrchovou expresi NMDA receptorii. Prvnim faktorem je
M3 helix, ktery je soucasti TMD a druhym cysteiny, které tvoifi disulfidické mistky

na extracelularni ¢asti NMDA receptoru.

7.1 Vliv M3 transmembranového helixu obsahujici klinicky relevantni mutace
v GluN1-1a a GluN1-4a podjednotkach na povrchovy transport NMDA
receptori

Ve své praci jsem studovala zmény povrchové exprese NMDA receptori obsahujici de novo

mutace M6411, A645S, Y647S, N650K v GluN1 podjednotce nalezené v klinickych studiich

u pacientli vykazujicich symptomy neuropsychiatrickych poruch (Obr. ¢. 11), (Lemke ef al.,

2016). Vyuzila jsem molekuldrné-biologickych metod, pro vyrobeni mutovanych cDNA

konstrukti, které jsem koexprimovala s cDNA konstrukty pro pfirozené podjednotky NMDA

receptori s vyuzitim expresniho systému heterologni COS-7 bunécné linie. Déle jsem pouzila
metody imunocytochemie pro znaceni povrchoveé exprimovanych receptor a fluorescencni
mikroskopii pro vizualizaci celkové a povrchové exprese NMDA receptorti. Zjistila jsem, Ze
nékteré klinicky relevantni mutace lokalizované v M3 transmembranovém helixu GluN1-1a
1 GluN1-4a podjednotek maji vliv na snizeni povrchové exprese NMDA receptort, pfi¢emz

toto sniZeni je zavislé na podjednotkovém sloZeni receptori.
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M3 helix

Obr. ¢. 11: Lokalizace klinicky relevantnich mutaci M6411, A645S, Y647S, N650K v M3
transmembranovém helixu GIuN1 podjednotky NMDA receptorii. Konkrétni aminokyseliny
jsou vyznaceny Sipkami (pfevzato a upraveno dle Vyklicky et al., 2014).

Vyznam TMD v regulaci povrchové exprese NMDA receptor byl potvrzen jiz
v pfedchozich studiich (Cao et al., 2011). Bylo zjisté€no, Ze M3 1 M4 transmembranové helixy
ovliviiuji uvolnéni receptoru z ER (Horak et al, 2008b). Divodem je maskovani ER
retencnich signdll, ke kterému dochazi pfi interakci M3 a M4 helixti (Horak et al., 2008a).
Pti studiu lidskych mutaci (M6411, A645S, Y647S, N650K) v M3 helixu GluNI-1a
podjednotky jsem zjistila, Ze mutace M6411 a Y647S vykazovaly statisticky vyznamné
snizenou  povrchovou expresi v pfipad¢  GluNI-1a-M641I/GluN2A (15 %),
GluN1-1a-Y647S/GIuN2A (5 %) a GluN1-1a-Y647S/GluN2B (13 %) receptora (Obr. €. 6).
Povrchovd  exprese téchto  mutovanych  receptord  (GIluN1-1a-M641I/GIuN2A,
GluN1-1a-Y647S/GIuN2A a GIluN1-1a-Y647S/GIuN2B) byla sniZzena téméf na uroven
negativni kontroly (3-8 %). Jako negativni kontrola slouzila samostatné exprimovana
fluorescencné znaCend GluNl1-la podjednotka, ktera je zadrzena v ER, dokud nevytvoii

funkéni NMDA receptor spolecné s GIuN2 nebo GluN3 podjednotkou (Fukaya et al., 2003).

M¢ vysledky jsou v souladu s predchozi studii, ve které bylo pozorovano statisticky
vyznamné sniZeni povrchové exprese NMDA receptorti obsahujici mutaci tyrosinu (Y647A)
v GluN1-1a podjednotce koexprimované s GluN2A a GIuN2B podjednotkou. Vyznam
tyrosinu na pozici Y647 v regulaci povrchového transportu NMDA receptorii se potvrdil
ivptipadé GluN2B a GIluN2C podjednotek koexprimovanych s pfirozenou GluN1-1a
podjednotkou (Kaniakova et al., 2012a; Lichnerova et al., 2014). Déle jsem pozorovala
mirné  snizeni povrchové exprese mutovanych NMDA receptori v piipadé
GluN1-1a-M6411/GluN2B, GluN1-1a-M6411/GluN3A, GluN1-1a-A645S/GluN2A
a GluN1-1a-N650K/GIluN2A receptorti (65 — 69 %).
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Krom¢ TMD existuji i dalsi oblasti NMDA receptort, které reguluji jejich
povrchovou expresi. Mezi tyto oblasti se fadi i C kazety v CTD, které obsahuji retencni
signaly zptusobujici zadrzeni receptoru v ER nebo exportni motivy umoziujici jejich uvolnéni
smérem k membrané. Rizné typy GIluNI podjednotek maji odlisné usporadani C kazet
atudiz odliSnou regulaci jejich povrchové exprese. Samostatné exprimované GluN-1
a GluN1-3 podjednotky jsou zadrzeny v ER, na rozdil od GluN1-2 a GluN1-4 podjednotek,
které jsou exprimovany na povrchu buiky (Standley et al., 2000; Horak et al., 2008b; Horak
& Wenthold, 2009). Chtéla jsem zjistit, jak bude regulovana povrchova exprese NMDA
receptori  obsahujicich klinicky relevantni mutace (M6411, A645S, Y647S, N650K)
v M3 helixu GluN1-4a podjednotky koexprimované s fluorescencné znacenymi GIuN2A,
GluN2B a GIluN3A podjednotkami. Z experimentli vyplyva, Ze lidské mutace v GluN1-4a
podjednotce mély obdobny, avSak o néco mensi vliv na sniZzeni povrchové exprese
GluN1-4a-M641I/GIluN2A (32 %), GluN1-4a-Y647S/GluN2A (27 %) a GluN1-4a-
Y647S/GluN2B (35 %) receptorti (Obr. €. 7), nez v piipadé GluN1-1a podjednotky. Stejné
jako v ptedchozi studii (Kaniakova et al., 2012a), jsem potvrdila, ze retencni signal

v M3 transmembranovém helixu je nadfazen vlivu C kazet v CTD NMDA receptori.

Z vysledkiit  experimentll vyplyva, Ze regulace povrchové exprese zavisi
na podjednotkovém slozeni NMDA receptorti. GluN1/GIuN2A receptory jsou nejvice citlivé
na ptitomnost klinicky relevantnich mutaci v GluN1 podjednotce, na rozdil od mutovanych
GIluN1/GIuN3A receptort (Obr. €. 6 a 7). Existuje mnoho rozdili mezi receptory s riznym
podjednotkovym sloZenim. Jedna se naptiklad o odliSnost vazebnych mist pro agonisty
glutamat na GluN2 podjednotce (Johnson & Ascher, 1987) a glycin v GluN3 podjednotce
(Chatterton et al., 2002). Podjednotky jsou také odlisn¢ distribuovany v rdmci CNS a béhem
vyvoje jedince. V raném neonatalnim a postnatadlnim obdobi dochazi k dominantni expresi
GIluN2B a GIluN3A podjednotek, zatimco zastoupeni GIuN2A podjednotek se zvySuje béhem
dospelosti jedince (Flint ef al., 1997; Pérez-Otano et al., 2016). Podjednotky se mezi sebou
vyrazné li§i v aminokyselinové sekvenci a struktufe heterotetrameru (Sobolevsky et al.,
2009). Proto je otazkou dalSich experimentl prohloubit znalosti o mechanismu, jakym
M3 helix prispiva k regulaci povrchového transportu NMDA receptorit s odliSnym

podjednotkovym slozenim.
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7.2 Vliv znamych cysteint tvoricich disulfidické mustky v GluN1-1a, GluN2A
a GluN2B podjednotkach na povrchovy transport NMDA receptort
Dalsi faktor, ktery se podili na regulaci povrchové exprese funkénich NMDA receptorti jsou
disulfidické miistky tvofené thiolovymi skupinami cysteini v GluN1-1a, GluN2A a GluN2B
podjednotkéch. Pomoci molekularné-biologickych, imunocytochemickych
a mikroskopickych metod jsem zjistila, ze nahrazeni konkrétnich cysteini v ATD a LBD
GluN1-1a, GIuN2A a GluN2B podjednotek ma vliv na snizeni povrchové exprese NMDA
receptori (Obr. €. 8, 9 a 10). V ptipadé¢ mutovanych cysteini GluN1-1a podjednotky byla
povrchova exprese NMDA receptori rovnéz zavisla na jejich podjednotkovém slozeni

(Obr. &. 8).

Thiolové skupiny cysteinh mohou v oxidativnim prostfedi vzdjemné tvofit
disulfidické mustky. Bylo zjisténo, Ze se tyto kovalentni interakce podili na formovani
heterotetramerd, stabilizaci struktury proteinti, funkénich vlastnostech i na povrchové expresi
NMDA receptort (Lipton et al., 2002; Papadakis et al., 2004), coz jsem potvrdila i ve svych
experimentech. Krom¢ tvorby disulfidickych miistki mohou byt cysteiny modifikovany
S-nitrosylaci (Choi et al., 2000). Dale se podili na koordinaci zine€natych kationtl, které

inhibuji aktivitu GIuN1/GluN2A receptort nezavisle na napéti (Choi et al., 2001).

V ptipadé GluN1 podjednotky bylo zjisténo, Ze se disulfidické mistky tvoii mezi pary
cysteinll na pozicich C79-C308, C420-C454, C436-C455, C744-C798 (Furukawa & Gouaux,
2003; Karakas & Furukawa, 2014). Pro sviij experiment jsem vybrala dva pary C79-C308,
C744-C798 cysteint, jejichz funkce byla na rozdil od C420-C454, C436-C455 studovana
v piedchozich experimentech (Choi et al., 2001; Lipton et al., 2002; Papadakis et al., 2004;
Takahashi et al., 2007). Pti provadéni experimentil jsem cysteiny nahrazovala serinem, nebot’
se jedna o polarni aminokyseliny s obdobnou strukturou, avSak v pfipad¢ serinu nevznikd

disulfidické vazba diky absenci thiolovych skupin.

Z vysledki experimentl vyplyva, Ze mutované cysteiny (C79S a C308S) tvofici jeden
disulfidicky mustek ve fluorescencné znacené GluN1-la podjednotce snizuji povrchovou
expresi  GluN1-1a-C79S/GIuN2A (45 %), GluNI1-1a-C308S/GIluN2A (52 %),
GluN1-1a-C79S/GIuN3A (10 %) a GluN1-1a-C308S/GIluN3A (33 %) receptor. Mutace
cysteint dal§iho disulfidického miistku (C744S a C798S) vykazovaly statisticky signifikantni
snizeni poctu  povrchové exprimovanych  GluNI1-1a-C744S/GluN2B (50 %)
a GluN1-1a-C798S/GluN2B (54 %) receptorti (Obr. ¢. 8). Podobné snizeni povrchové
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exprese v piipadé¢ obou mutovanych cysteinii vzijemné tvotici disulfidicky mistek muze
potvrdit jeho pfitomnost ve struktufe proteinu. OdliSnost povrchové exprese o 23 % jsem
pozorovala pouze v ptipadé GluN1-1a-C79S/GIuN3A (10 %) a GluN1-1a-C308S/GIluN3A
(33 %) receptort. To mlze naznacovat, ze C79 v GluN1-1a podjednotce mé pravdépodobné
dalsi funkci vramci GluN1-1a/GluN3A receptoru a jeho absence miize snizit mnozstvi

povrchové exprimovanych receptort mnohem vice, nezZ mutace cysteinu na pozici C308.

V ptedchozich studiich bylo zjisténo, ze redoxni stav cysteind (C79, C308, C744,
C798) v ATD GluN1 podjednotky moduluje senzitivitu NMDA receptorii vii€i zineCnatym
kationtim (Choi ef al., 2001). Thiolové skupiny cysteint na pozicich C744, C798 jsou navic
modifikovany 1 S-nitrosylaci (Choi et al., 2000). M¢é vysledky jsou v rozporu se studii, ktera
prokazala vliv mutovanych cysteini C79A a C308A v GluNI-2a podjednotce na snizeni
povrchové exprese GluN1-2a-C79A/GluN2B a GluN1-2a-C308A/GluN2B receptort na 45 %
v expresnim systému HEK 293 bun¢k (Papadakis ef al., 2004). V ramci svych experimentl
jsem pozorovala sniZzeni povrchové exprese GluN1-1a-C79S/GluN2B
a GluN1-1a-C308S/GIluN2B pouze na 89 — 96 % oproti prirozenému GluN1-1a/GluN2B
receptoru. Diivodem miize byt exprese odlisného typu GluN1 podjednotky (GluNI1-la
a GluN1-2a), uvzitim odlisSného expresniho syst¢ému (HEK 293 a COS-7 bunéfnd linie)
¢iodlisny zplsob detekce povrchové exprimovanych receptori (biochemické metody
a fluorescenc¢ni mikroskopie). DalSim rozdilem bylo nahrazeni cysteinli za alanin, zatimco
ve svych experimentech, jsem mutovala aminokyselinu cystein za serin, ktery je strukturou

1 vlastnostmi mnohem podobnéjsi cysteinu.

Z vysledkii experimentli obdobné jako v pfipad¢ klinicky relevantnich mutaci
v GluN1-1a podjednotce (Obr. ¢. 6 a 7) vyplyva, Ze regulace povrchové exprese zavisi
na podjednotkovém slozeni NMDA receptorti. Receptory slozené zraznych typa
podjednotek se mezi sebou lisi v celé Skale vlastnosti napiiklad ptfitomnost odliSnych
vazebnych mist pro ligandy, struktura, funkce, exprese ve specifické vyvojové periodé
jedince, lokalizace v CNS (Johnson & Ascher, 1987; Chatterton et al., 2002; Sobolevsky et
al., 2009; Pérez-Otafio et al., 2016). Pro hlubsi pochopeni je tudiz potfeba déale zkoumat

konkrétni mechanismy, které se podileji na této regulaci.

U GIuN2A podjednotky byly disulfidické mustky zjiStény mezi pary cysteinl
na pozicich C87-C320, C429-C455, C436-C456 a C745-C800 (Zhang et al., 2013; Swanger

et al., 2016; Volgraf et al., 2016). Pozorovala jsem vliv na snizeni povrchové exprese
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receptorit v pfipadé mutovanych cysteinli na pozicich C429S, C455S, C436S, C456S
GIluN2A podjednotky koexprimované s GluN1-4a podjednotkou (12 — 17 %), (Obr. ¢&. 12).
Mirn¢ snizenou povrchovou expresi zptisobily mutace cysteini C745S a C800S v GIuN2A
podjednotce (63 — 66 %), (Obr. €. 9). Mutované GluN2A podjednotky jsem koexprimovala
s GluN1-4a podjednotkou, kvili lepsi ucinnosti transfekce a lep$i vizualizaci povrchovée
exprimovanych NMDA receptord, v porovnani s GluNl1-la podjednotkou. Vysledky
experimentu jsou v souladu s pfedchozimi studiemi (Zhang et al., 2013; Volgraf et al., 2016),
které prokazaly ptitomnost disulfidickych mustkii v GluN2A podjednotce, jelikoz doslo
k velmi obdobnému sniZzeni povrchové exprese vzdy u obou cysteinii tvoficich jednu

disulfidickou vazbu.

Z mych vysledkd vyplyva, podobn¢ jako zptedchozi studie, Ze naruSeni
disulfidického mistku C79-C320 neovlivni formovéani receptoru, ani jeho povrchovy
transport. Tyto cysteiny (C87 a C320) v ATD GluN2A podjednotky se naopak ucastni tvorby
GluN2A ATD homodimert (Zhang et al., 2013). Mezi dalsi funkce cysteini C79 a C320
patii modulace senzitivity receptoru k zine¢natym kationtim a jejich modifikace S-nitrosylaci
usnadiuje tvorbu disulfidického mistku (Choi ef al., 2001; Lipton et al., 2002). M¢é vysledky
jsou v souladu 1 s dalsi studii, ve které byla detekovana sniZzena povrchova exprese NMDA
receptorii obsahujici klinicky relevantni mutaci C436R v GluN2A podjednotce (Swanger et
al., 2016).

Obr. €. 12: Strukturni model disulfidickych mustki tvofenych mezi cysteiny C429-C456,
C436-C457 v GluN2 podjednotce NMDA receptoru (pfevzato dle Swanger ef al., 2016).
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Studovala jsem cysteiny tvofici disulfidické mustky i u GluN2B podjednotky NMDA
receptoril. Kovalentni vazby se tvoii mezi pary cysteind na pozicich C86-C321, C429-C456,
C436-C457 a C746-C801 (Karakas et al., 2009; Karakas & Furukawa, 2014). Obdobn¢ jako
v predchozim experimentu s GluN2A podjednotkou (Obr. ¢. 9) jsem pozorovala statisticky
vyznamné sniZzeni povrchové exprese u mutovanych cysteintit C429S, C456S, C436S, C457S
GluN2B podjednotky koexprimované s GluN1-4a podjednotkou (12 — 14 %), (Obr. ¢. 10).
Mutované GIuN2A podjednotky jsem také koexprimovala s GluN1-4a podjednotkou, kviili
lepsi GcCinnosti transfekce a lepsSi vizualizaci povrchové exprimovanych NMDA receptora,

ve srovnani s GluN1-1a podjednotkou.

Vysledky mych pokusti se shoduji s piedchozimi studiemi, které potvrdily pfitomnost
disulfidickych mustkd v GluN2B podjednotce (Karakas et al., 2009; Karakas & Furukawa,
2014). Vétsinou dochazelo ke snizeni mnozstvi povrchové exprimovanych receptor
u dvojice cysteinl tvofici jeden par podobnym zpisobem. Pouze u mutace C801S jsem
pozorovala zvySeni povrchové exprese v porovnani s pfirozenym GluN1-4a/GluN2B
receptorem. M¢ vysledky se shoduji 1 s dal$i studii, kterd se vénovala vlivu klinicky
relevantnich mutaci cysteini C436R, C456Y na povrchovou expresi GluN1/GluN2B
receptorii. Bylo zjisténo, Ze mutace cysteinii na pozicich C436 a C456 sniZuji povrchovy
transport NMDA receptorti (Swanger ef al., 2016). Na zéklad¢ experimentd jsem zjistila,
Ze cysteiny jsou velmi dualezité pro formovani a strukturni stabilitu NDMA receptorti, nebot’
jejich absence naruSila transport NMDA receptori na bunécny povrch. ZjiSténi vice
podrobnosti o regulaci NMDA receptorti pomoci cysteintll a jejich modifikaci bude vyzadovat

dalsi zkoumani.
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8 Zavér
Ve své diplomové praci jsem se zabyvala vlivem M3 transmembranového helixu a znamych
cysteinti tvoricich disulfidické mistky na povrchovou expresi NMDA receptorii v savéich

bunkach.

o Zjistila jsem, ze klinicky zndm¢é mutace M6411 a Y647S v M3 transmembranovém
helixu GluN1-1a podjednotky snizuji povrchovou expresi NMDA receptorti v sav¢ich
bunkach. Déle, Ze toto snizeni povrchové exprese zavisi na podjednotkovém slozeni
NMDA receptorti, pficemz ptitomnost klinicky relevantnich mutaci nejvice ovlivnila

povrchovy transport GluN1-1a/GluN2A receptort.

o Ov¢tila jsem, Ze zkoumané klinicky relevantni mutace v M3 transmembranovém
helixu GluN1-4a podjednotky maji v porovnani s mutovanou GluN1-1a podjednotkou

podobny vliv na snizeni povrchové exprese NMDA receptort v sav¢ich bunikéch.

o Prokézala jsem, ze mutace cysteinii C79S, C308S, C744S, C798S tvoftici disulfidické
mustky v GluNI-la podjednotce maji vliv na sniZeni povrchové exprese NMDA
receptoril v sav€ich bunikach. SniZzeni mnozstvi povrchoveé exprimovanych receptorii

bylo zavislé na podjednotkovém slozeni receptord.

o Nakonec jsem charakterizovala vliv mutaci cysteinti C429S, C436S, C455S, C456S
tvoticich disulfidické mustky v GIuN2A a zaroven vliv mutovanych cysteinti C429S,
C436S, C456S, C457S v GluN2B podjednotce na snizeni povrchového transportu
NMDA receptorti.

Vysledky provedenych experimentt pfispély k hlubSimu pochopeni regulace
povrchové exprese NMDA receptoril v savCich bunkach. Znalost mechanismli regulace
povrchového transportu je dilezitd pro zjisténi piicin, které se podili na vzniku a rozvoji
neurologickych a psychiatrickych onemocnéni a nasledné pro vyvoj novych lé€ebnych

postupt pro tyto pacienty.

48



9 Seznam pouzité literatury

Addis, L., Virdee, J. K., Vidler, L. R., Collier, D. A., Pal, D. K. and Ursu, D. (2017)
Epilepsy-associated GRIN2A mutations reduce NMDA receptor trafficking and agonist
potency-molecular profiling and functional rescue. Scientific Reports, 7(1), pp. 1-14.

Bellone, C. and Nicoll, R. A. (2007) Rapid bidirectional switching of synaptic NMDA
receptors. Neuron, 55(5), pp. 779-785.

Bowie, D. (2008) Ionotropic glutamate receptors & CNS disorders. CNS & neurological
disorders drug targets, 7(2), pp. 129-143.

Cao, J. Y., Qiu, S., Zhang, J., Wang, J. J., Zhang, X. M. and Luo, J. H. (2011)
Transmembrane region of N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) subunit is required for
receptor subunit assembly. 286(31), pp. 27698-27705.

Coley, A. A. and Gao, W. J. (2018) PSD95: A synaptic protein implicated in schizophrenia

or autism? Progress in Neuropsychopharmacology & Biological Psychiatry, 82,
pp. 187-194.

Domingues, A. M. de J., Neugebauer, K. M. and Fern, R. (2011) Identification of four
functional NR3B isoforms in developing white matter reveals unexpected diversity among
glutamate receptors. Journal of Neurochemistry, 117(3), pp. 449-460.

Ehlers, M. D., Fung, E. T., O’Brien, R. J. and Huganir, R. L. (1998) Splice variant-specific
interaction of the NMDA receptor subunit NR1 with neuronal intermediate filaments.
The Journal of Neuroscience, 18(2), pp. 720-730.

Flint, A. C., Maisch, U. S., Weishaupt, J. H., Kriegstein, A. R. and Monyer, H. (1997) NR2A
subunit expression shortens NMDA receptor synaptic currents in developing neocortex.
Journal of Neuroscience, 17(7), pp. 2469-2476.

Fukaya, M., Kato, A., Lovett, C., Tonegawa, S. and Watanabe, M. (2003) Retention of
NMDA receptor NR2 subunits in the lumen of endoplasmic reticulum in targeted NR1

knockout mice. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 100(8), pp. 4855-4560.

Furukawa, H. and Gouaux, E. (2003) Mechanisms of activation, inhibition and specificity:
Crystal structures of the NMDA receptor NR1 ligand-binding core. The EMBO journal,
22(12), pp. 2873-2885.

Furukawa, H., Singh, S. K., Mancusso, R. and Gouaux, E. (2005) Subunit arrangement and
function in NMDA receptors. Nature, 438(7065), pp. 185-192.

Guillaud, L., Wong, R. and Hirokawa, N. (2008) Disruption of KIF17-Mintl interaction by
CaMKII-dependent phosphorylation: A molecular model of kinesin—cargo release. Nature
Cell Biology, 10(1), pp. 19-29.

49



Gupta, K., Hardingham, G. E. and Chandran, S. (2013) NMDA receptor-dependent glutamate
excitotoxicity in human embryonic stem cell-derived neurons. Neuroscience Letters, 543, pp.
95-100.

Hansen, K. B., Ogden, K. K., Yuan, H. and Traynelis, S. F. (2014) Distinct functional and
pharmacological properties of triheteromeric GluN1/GluN2A/GluN2B NMDA receptors.
Neuron, 81(5), pp. 1084—1096.

Hawkins, L. M., Prybylowski, K., Chang, K., Moussan, C., Stephenson, F. A. and Wenthold,
R. J. (2004) Export from the endoplasmic reticulum of assembled N-methyl-D-aspartic acid
receptors is controlled by a motif in the C terminus of the NR2 subunit. The Journal of
Biological Chemistry, 279(28), pp. 28903-28910.

Hayashi, T., Thomas, G. M. and Huganir, R. L. (2010) Dual palmitoylation of NR2 subunits
regulates NMDA receptor trafficking. Neuron, 64(2), pp. 213-226.

Hogan-Cann, A. D. and Anderson, C. M. (2016) Physiological roles of non-neuronal NMDA
receptors. Trends in Pharmacological Sciences, 37(9), pp. 750-767.

Hollmann, M., Boulter, J., Maron, C., Beasley, L., Sullivan, J., Pecht, G. and Heinemann, S.
(1993) Zinc potentiates agonist-induced currents at certain splice variants of the NMDA
receptor. Neuron, 10(5), pp. 943-954.

Hollmann, M., Maron, C. and Heinemann, S. (1994) N-glycosylation site tagging suggests
a three transmembrane domain topology for the glutamate receptor GluR1. Neuron, 13(6),
pp. 1331-1343.

Horak, M., Al-Hallaq, R. A., Chang, K. and Wenthold, R. J. (2008a) Role of the fourth
membrane domain of the NR2B subunit in the assembly of the NMDA receptor. Channels,
360(9346), pp. 1640-1645.

Horak, M., Chang, K. and Wenthold, R. J. (2008b) Masking of the endoplasmic reticulum
retention signals during assembly of the NMDA receptor. The Journal of Neuroscience,
28(13), pp. 3500-3509.

Horak, M., Petralia, R. S., Kaniakova, M. and Sans, N. (2014) ER to synapse trafficking
of NMDA receptors. Frontiers in Cellular Neuroscience, 8, p. 394.

Horak, M. and Wenthold, R. J. (2009) Different roles of C-terminal cassettes
in the trafficking of full-length NR1 subunits to the cell surface. Journal of Biological
Chemistry, 284(15), pp. 9683-9691.

Huggins, D. J. and Grant, G. H. (2005) The function of the amino terminal domain in NMDA
receptor modulation. Journal of Molecular Graphics and Modelling, 23(4), pp. 381-388.

50



Chatterton, J. E., Awobuluyi, M., Premkumar, L. S., Takahashi, H., Talantova, M., Shin, Y.,
Cui, J., Tu, S., Sevarino, K. A., Nakanishi, N., Tong, G., Lipton, S. and Zhang, D. (2002)
Excitatory glycine receptors containing the NR3 family of NMDA receptor subunits. Nature,
415(6873), pp. 793-798.

Chazot, P. L., Cik, M. and Stephenson, F. A. (1995) An investigation into the role of
N-glycosylation in the functional expression of a recombinant heteromeric NMDA receptor.
Molecular Membrane Biology, pp. 331-337.

Chazot, P. L. and Stephenson, F. A. (1997) Biochemical evidence for the existence of a pool
of unassembled C2 exon-containing NR1 subunits of the mammalian forebrain NMDA
receptor. Journal of Neurochemistry, 68(2), pp. 507-516.

Chen, B. S., Braud, S., Badger, J. D., Isaac, J. T. R. and Roche, K. W. (2006) Regulation of
NRI/NR2C N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors by phosphorylation. Journal of
Biological Chemistry, 281(24), pp. 16583—-16590.

Chen, W., Shieh, C., Swanger, S. A., Tankovic, A., Au, M., McGuire, M., Tagliati, M.,
Graham, J. M., Madan-Khetarpal, S., Traynelis, S. F., Yuan, H. and Pierson, T. M. (2017)
GRIN1 mutation associated with intellectual disability alters NMDA receptor trafficking and
function. Journal of Human Genetics, pp. 1-9.

Cheriyan, J., Mezes, C., Zhou, N., Balsara, R. D. and Castellino, F. J. (2015)
Heteromerization of ligand binding domains of N-methyl-D-aspartate receptor requires both
coagonists, L-glutamate and glycine. Biochemistry, 54(3), pp. 787-794.

Choi, Y. B., Tenneti, L., Le, D. A., Ortiz, J., Bai, G., Chen, H. S. and Lipton, S. A. (2000)
Molecular basis of NMDA receptor-coupled ion channel modulation by S-nitrosylation.
Nature Neuroscience, 3(1), pp. 15-21.

Choi, Y., Chen, H. V and Lipton, S. a (2001) Three pairs of cysteine residues mediate both
redox and Zn2+ modulation of the nmda receptor. The Journal of Neuroscience, 21(2), pp.
392-400.

Johnson, J. W. and Ascher, P. (1987) Glycine potentiates the NMDA response in cultured
mouse brain neurons. Nature, 325(6104), pp. 529-531.

Kaniakova, M., Krausova, B., Vyklicky, V., Korinek, M., Lichnerova, K., Vyklicky, L.
and Horak, M. (2012a) Key amino acid residues within the third membrane domains of NR1
and NR2 subunits contribute to the regulation of the surface delivery of N-methyl-D-
aspartate receptors. Journal of Biological Chemistry, 287(31), pp. 26423-26434.

Kaniakova, M., Lichnerova, K., Vyklicky, L. and Horak, M. (2012b) Single amino acid
residue in the M4 domain of GluNI1 subunit regulates the surface delivery of NMDA
receptors. Journal of Neurochemistry, 123(3), pp. 385-395.

Kapitein, L. C. and Hoogenraad, C. C. (2011) Which way to go? Cytoskeletal organization
and polarized transport in neurons. Molecular and Cellular Neuroscience, 46(1), pp. 9-20.

51



Karakas, E. and Furukawa, H. (2014) Crystal structure of a heterotetrameric NMDA receptor
ion channel. Science, 344(6187), pp. 992-997.

Karakas, E., Simorowski, N. and Furukawa, H. (2009) Structure of the zinc-bound
amino-terminal domain of the NMDA receptor NR2B subunit. The EMBO Journal, 28(24),
pp. 3910-3920.

Karakas, E., Simorowski, N. and Furukawa, H. (2011) Subunit arrangement
and phenylethanolamine binding in GluN1/GluN2B NMDA receptors. Nature, 475(7355),
pp. 249-253.

Kaye, S. L., Sansom, M. S. P. and Biggin, P. C. (2007) In Silico mutation of cysteine
residues in the ligand-binding domain of an N-methyl-D-aspartate receptor. Biochemistry,
46(8), pp. 2136-2145.

Kenny, A. V., Cousins, S. L., Pinho, L. and Stephenson, F. A. (2009) The integrity of the
glycine co-agonist binding site of N-methyl-D-aspartate receptors is a functional quality
control checkpoint for cell surface delivery. Journal of Biological Chemistry, 284(1), pp.
324-333.

Kumar, J., Schuck, P., Jin, R. and Mayer, M. L. (2009) The N-terminal domain of GluR6-
subtype glutamate receptor ion channels. Nature Structural & Molecular Biology, 16(6), pp.
631-638.

Laube, B., Kuryatov, A., Kuhse, J. and Betz, H. (1993) Glycine-glutamate interactions at the
NMDA receptor: Role of cysteine residues. FEBS Letters, 335(3), pp. 331-334.

Lemke, J. R., Geider, K., Helbig, K. L., Heyne, H. O., Schiitz, H., Hentschel, J., Courage, C.,
Depienne, C., Nava, C., Heron, D., Mgller, R. S., Hjalgrim, H., Lal, D., Neubauer B. A.,
Niirnberg, P., Thiele, H., Kurlemann, G., Arnold, G. L., Bhambhani, V., Bartholdi, D.,
Pedurupillay, C. R., Misceo, D., Frengen, E., Streamme, P., Dlugos, D. J., Doherty, E. S.,
Bijlsma, E. K., Ruivenkamp, C. A., Hoffer, M. J., Goldstein, A., Rajan, D. S., Narayanan, V.,
Ramsey, K., Belnap, N., Schrauwen, 1., Richholt, R., Koeleman, B. P., S4, J., Mendonga, C.,
de Kovel, C. G., Weckhuysen, S., Hardies, K., De Jonghe, P., De Meirleir, L., Milh, M.,
Badens, C., Lebrun, M., Busa, T., Francannet, C., Piton, A., Riesch, E., Biskup, S., Vogt, H.,
Dorn, T., Helbig, 1., Michaud, J.L., Laube, B. and Syrbe, S. (2016) Delineating the GRIN1
phenotypic spectrum: A distinct genetic NMDA receptor encephalopathy. Neurology, 86(23),
pp. 2171-2178.

Lichnerova, K., Kaniakova, M., Park, S. P., Skrenkova, K., Wang, Y. X., Petralia, R. S., Suh,
Y. H. and Horak, M. (2015) Two N-glycosylation sites in the GluN1 subunit are essential for
releasing N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors from the endoplasmic reticulum. Journal
of Biological Chemistry, 290(30), pp. 18379-18390.

Lichnerova, K., Kaniakova, M., Skrenkova, K., Vyklicky, L. and Horak, M. (2014) Distinct
regions within the GIuN2C subunit regulate the surface delivery of NMDA receptors.
Frontiers in Cellular Neuroscience, 8, p. 375.

52



Lin, Y., Jover-Mengual, T., Wong, J., Bennett, M. V. L. and Zukin, R. S. (2006) PSD-95 and
PKC converge in regulating NMDA receptor trafficking and gating. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 103(52), pp. 19902—-19907.

Lipton, S. A., Choi, Y. B., Takahashi, H., Zhang, D., Li, W., Godzik, A. and Bankston, L. A.
(2002) Cysteine regulation of protein function - As exemplified by NMDA-receptor
modulation. Trends in Neurosciences, 25(9), pp. 474—480.

Lipton, S. A., Rayudu, P. V, Choi, Y. B., Sucher, N. J. and Chen, H. S. (1998) Redox
modulation of the NMDA receptor by NO-related species. Cellular and Molecular Life
Sciences, 118, pp. 73-82.

Liu, S., Zhou, L., Yuan, H., Vieira, M., Sanz-Clemente, A., Badger, J. D., Lu, W., Traynelis,
S. F. and Roche, K. W. (2017) A rare variant identified within the GluN2B C-terminus in a
patient with autism affects NMDA receptor surface expression and spine density. The
Journal of Neuroscience, 37(15), pp. 4093—4102.

Luo, J. H,, Fu, Z. Y., Losi, G., Kim, B. G., Prybylowski, K., Vissel, B. and Vicini, S. (2002)
Functional expression of distinct NMDA channel subunits tagged with green fluorescent
protein in hippocampal neurons in culture. Neuropharmacology, 42(3), pp. 306-318.

Maki, B. A., Aman, T. K., Amico-Ruvio, S. A., Kussius, C. L. and Popescu, G. K. (2012)
C-terminal domains of N-methyl-D-aspartic acid receptor modulate unitary channel
conductance and gating. Journal of Biological Chemistry, 287(43), pp. 36071-36080.

Matsuda, K., Miura, E., Miyazaki, T., Kakegawa, W., Emi, K., Narumi, S., Fukazawa, Y.,
Ito-Ishida, A., Kondo, T., Shigemoto, R., Watanabe, M. and Yuzaki, M. (2010) CbInl is a
ligand for an orphan glutamate receptor 2, a bidirectional synapse organizer. Science,
328(5976), pp. 363-368.

Mattison, H. A., Hayashi, T. and Barria, A. (2012) Palmitoylation at two cysteine clusters
on the C-terminus of GluN2A and GIluN2B differentially control synaptic targeting of
NMDA receptors. PLoS ONE, 7(11).

Migliore, M., De Simone, G. and Migliore, R. (2015) Effect of the initial synaptic state
on the probability to induce long-term potentiation and depression. Biophysical Journal,
108(5), pp. 1038—1046.

Naur, P., Hansen, K. B., Kristensen, A. S., Dravid, S. M., Pickering, D. S., Olsen, L.,
Vestergaard, B., Egebjerg, J., Gajhede, M., Traynelis, S. F. and Kastrup, J. S. (2007)
Ionotropic glutamate-like receptor 2 binds D-serine and glycine. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 104(35), pp. 14116-14121.

Niciu, M. J., Kelmendi, B. and Sanacora, G. (2012) Overview of glutamatergic
neurotransmission in the nervous systém. Pharmacology, Biochemistry and Behavior, 100(4),
pp. 656—664.

53



Oka, O. B. V and Bulleid, N. J. (2013) Forming disulfides in the endoplasmic reticulum.
Biochimica et Biophysica Acta, 1833(11), pp. 2425-2429.

Okabe, S., Miwa, A. and Okado, H. (1999) Alternative splicing of the C-terminal domain
regulates cell surface expression of the NMDA receptor NRI1 subunit. Journal of
Neuroscience, 19(18), pp. 7781-7792.

Pachernegg, S., Strutz-Seebohm, N. and Hollmann, M. (2012) GIluN3 subunit-containing
NMDA receptors: Not just one-trick ponies. Trends in Neurosciences, 35(4), pp. 240-249.

Papadakis, M., Hawkins, L. M. and Stephenson, F. A. (2004) Appropriate NRI1-NR1
disulfide-linked homodimer formation is requisite for efficient expression of functional, cell
surface N-methyl-D-aspartate NR1/NR2 receptors. Journal of Biological Chemistry, 279(15),
pp. 14703-14712.

Pérez-Otafio, 1., Larsen, R. S. and Wesseling, J. F. (2016) Emerging roles of
GluN3-containing NMDA receptors in the CNS. Nature Reviews Neuroscience, 17(10), pp.
623-635.

Qiu, S., Zhang, X. M., Cao, J. Y., Yang, W., Yan, Y. G., Shan, L., Zheng, J. and Luo, J. H.
(2009) An endoplasmic reticulum retention signal located in the extracellular amino-terminal
domain of the NR2A subunit of N-methyl-D-aspartate receptors. Journal of Biological
Chemistry, 284(30), pp. 20285-20298.

Ronzoni, R., Berardelli, R., Medicina, D., Sitia, R., Gooptu, B. and Fra, A. M. (2016)
Aberrant disulphide bonding contributes to the ER retention of alphal-antitrypsin deficiency
variants. Human Molecular Genetics, 25(4), pp. 642—-650.

Ruggiano, A., Foresti, O. and Carvalho, P. (2014) Quality control: ER-associated
degradation: Protein quality control and beyond. The Journal of Cell Biology, 204(6), pp.
869-879.

Salussolia, C. L., Gan, Q., Kazi, R., Singh, P., Allopenna, J., Furukawa, H. and Wollmuth, L.
P. (2013) A eukaryotic specific transmembrane segment is required for tetramerization in
AMPA receptors. The Journal of Neuroscience, 33(23), pp. 9840-9845.

Scott, D. B., Blanpied, T. A. and Ehlers, M. D. (2003) Coordinated PKA and PKC
phosphorylation suppresses RXR-mediated ER retention and regulates the surface delivery of
NMDA receptors. Neuropharmacology, 45(6), pp. 755-767.

Setou, M., Nakagawa, T., Seog, D. H. and Hirokawa, N. (2000) Kinesin superfamiy motor
protein KIF17 and mLin-10 in NMDA receptor-containing vesicle transport. Science, 288,
pp. 1796-1802.

She, K., Ferreira, J. S., Carvalhos, A. and Craig, A. M. (2012) Glutamate binding to the
GluN2B subunit controls surface trafficking of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors.
Journal of Biological Chemistry, 287(33), pp. 27432-27445.

54



Schauder, D. M., Kuybeda, O., Zhang, J., Klymko, K., Bartesaghi, A., Borgnia, M. J., Mayer,
M. L. and Subramaniam, S. (2013) Glutamate receptor desensitization is mediated by

changes in quaternary structure of the ligand binding domain. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 110(15), pp. 5921-5926.

Schorge, S. and Colquhoun, D. (2003) Studies of NMDA receptor function and stoichiometry
with truncated and tandem subunits. Journal of Neuroscience, 23(4), pp. 1151-1158.

Sobolevsky, A. 1. (2015) Structure and gating of tetrameric glutamate receptors. The Journal
of Physiology, 593(1), pp. 29-38.

Sobolevsky, A. 1., Rosconi, M. P. and Gouaux, E. (2009) X-ray structure, symmetry and
mechanism of an AMPA-subtype glutamate receptor. Nature, 462(7274), pp. 745-756.

Sprengel, R., Suchanek, B., Amico, C., Brusa, R., Burnashev, N., Rozov, A., Hvalby, O.,
Jensen, V., Paulsen, O., Andersen, P., Kim, J. J., Thompson, R. F., Sun, W., Webster, L. C.,
Grant, S. G. ., Eilers, J., Konnerth, A., Li, J., McNamara, J. O. and Seeburg, P. H. (1998)
Importance of the intracellular domain of NR2 subunits for NMDA receptor function in vivo.
Cell, 92(2), pp. 279-289.

Standley, S., Roche, K. W., McCallum, J., Sans, N. and Wenthold, R. J. (2000) PDZ domain
suppression of an ER retention signal in NMDA receptor NR1 splice variants. Neuron, 28(3),
pp. 887—-898.

Sun, L., Margolis, F. L., Shipley, M. T. and Lidow, M. S. (1998) Identification of a long
variant of mRNA encoding the NR3 subunit of the NMDA receptor: Its regional distribution

and developmental expression in the rat brain. The Federation of European Biochemical
Societies Letters, 441(3), pp. 392-396.

Swanger, S. A., Chen, W., Wells, G., Burger, P. B., Tankovic, A., Bhattacharya, S., Strong,
K. L., Hu, C., Kusumoto, H., Zhang, J., Adams, D. R., Millichap, J. J., Petrovski, S.,
Traynelis, S. F. and Yuan, H. (2016) Mechanistic insight into NMDA receptor dysregulation
by rare variants in the GIuN2A and GIuN2B agonist binding domains. American Journal of
Human Genetics, 99(6), pp. 1261-1280.

Takahashi, H., Shin, Y., Cho, S., Zago, W. M., Gu, Z., Ma, Y., Furukawa, H., Liddington, R.,
Tong, G., Chen, H. V. and Lipton, S. A. (2007) A novel thiol oxygen sensor: hypoxia
enhances S-nitrosylation-mediated inhibition of NMDA receptor activity. Neuron, 53(1), pp.
53-64.

Traynelis, S. F. (2010) Glutamate receptor ion channels: Structure, regulation, and function.
Pharmacological Reviews, 14(1), pp. 405-496.

Traynelis, S. F., Hartley, M. and Heinemann, S. F. (1995) Control of proton sensitivity of the
NMDA receptor by RNA splicing and polyamines. Science, 268(5212), pp. 873—-876.

Vance, K. M., Hansen, K. B. and Traynelis, S. F. (2012) GluN1 splice variant control of
GIluN1/GluN2D NMDA receptors. The Journal of Physiology, 590(16), pp. 3857-3875.

55



Volgraf, M., Sellers, B. D., Jiang, Y., Wu, G., Ly, C. Q., Villemure, E., Pastor, R. M., Yuen,
P. wai, Lu, A., Luo, X., Liu, M., Zhang, S., Sun, L., Fu, Y., Lupardus, P. J., Wallweber, H. J.
A., Liederer, B. M., Deshmukh, G., Plise, E., Tay, S., Reynen, P., Herrington, J., Gustafson,
A., Liu, Y., Dirksen, A., Dietz, M. G. A., Liu, Y., Wang, T. M., Hanson, J. E., Hackos, D.,
Scearce-Levie, K. and Schwarz, J. B. (2016) Discovery of GluN2A-selective NMDA
receptor positive allosteric modulators (PAMs): Tuning deactivation kinetics via structure-
based design. Journal of Medicinal Chemistry, 59(6), pp. 2760-2779.

Vyklicky, V., Korinek, M., Smejkalova, T., Balik, A., Krausova, B., Kaniakova, M.,
Lichnerova, K., Cerny, J., Krusek, J., Dittert, I., Horak, M. and Vyklicky, L. (2014)
Structure, function, and pharmacology of NMDA receptor channels. Physiological Research,
63, pp. S191-203.

Vyklicky, V., Krausova, B., Cerny, J., Ladislav, M., Smejkalova, T., Kysilov, B., Korinek,
M., Danacikova, S., Horak, M., Chodounska, H., Kudova, E. and Vyklicky, L. (2018)
Surface expression, function, and pharmacology of disease-associated mutations in the
membrane domain of the human GIuN2B subunit. Frontiers in Molecular Neuroscience, 11,

pp. 1-20.

Wei, Z., Behrman, B., Wu, W. H. and Chen, B. S. (2015) Subunit-specific regulation of
N-Methyl-D-aspartate (NMDA) receptor trafficking by SAP102 protein splice variants.
Journal of Biological Chemistry, 290(8), pp. 5105-5116.

Wong, H.-K., Liu, X.-B., Matos, M. F., Chan, S. F., Pérez-Otaio, 1., Boysen, M., Cui, J.,
Nakanishi, N., Trimmer, J. S., Jones, E. G., Lipton, S. A. and Sucher, N. J. (2002) Temporal
and regional expression of NMDA receptor subunit NR3A in the mammalian brain. Journal
of Comparative Neurology, 450(4), pp. 303-317.

Yamamoto, H., Hagino, Y., Kasai, S. and Ikeda, K. (2015) Specific roles of NMDA receptor
subunits in mental disorders. Current Molecular Medicine, 15(3), pp. 193-205.

Zhang, X. M., Lv, X. Y., Tang, Y., Zhu, L. J. and Luo, J. H. (2013) Cysteine residues 87 and
320 in the amino terminal domain of NMDA receptor GIluN2A govern its homodimerization
but do not influence GIuN2A/GluN1 heteromeric assembly. Neuroscience Bulletin, 29(6), pp.
671-684.

Zhu, S., Stein, R. A., Yoshioka, C., Lee, C., Goehring, A. and Mchaourab, H. S. (2016)
Mechanism of NMDA receptor inhibition and activation. Cell, 165(3), pp. 704—714.

56



