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Abstrakt 
N-methyl-D-aspartátové (NMDA) receptory řadíme mezi ionotropní glutamátové 

receptory ovlivňující excitační synaptický přenos a synaptickou plasticitu v centrálním 

nervovém systému (CNS) savců. Aktivace NMDA receptorů hraje klíčovou roli ve vývoji 

mozku a při formování paměti. Abnormální regulace NMDA receptorů je jednou z hlavních 

příčin vzniku různých neurologických a psychiatrických onemocnění. NMDA receptory 

vytvářejí heterotetramerní komplexy složené z GluN1, GluN2(A-D) a/nebo GluN3(A a B) 

podjednotek. Povrchová exprese NMDA receptorů je regulovaná na mnoha úrovních, včetně 

zpracování a kontroly v endoplazmatickém retikulu (ER), intracelulárního transportu přes 

Golgiho aparát (GA), internalizace, recyklace a následné degradace. NMDA receptory jsou na 

úrovni  časného transportu regulovány: volnou dostupností GluN podjednotek v ER, 

přítomností ER retenčního a exportního signálu a posttranslačními modifikacemi, včetně 

fosforylace a palmitoylace. Avšak role N-glykosylace v regulaci transportu NMDA receptorů 

nebyla dosud plně objasněna. Cílem této práce tedy bylo objasnit mechanismy regulace 

povrchové exprese a funkčních vlastností NMDA receptorů. V předložené práci jsme použili 

kombinaci nejmodernějších metod z oblasti molekulární biologie, mikroskopie, biochemie a 

elektrofyziologie. Použili jsme také několik heterologních i nativních expresních systémů, 

včetně COS-7 a HEK293 buněk a kultur hipokampálních a granulárních mozečkových (CGC) 

neuronů, což nám umožnilo celistvý pohled na danou problematiku. Z výsledků naší práce 

vyplývá, že transport GluN1-1a/GluN2C receptorů je regulován třemi specifickými oblastmi v 

rámci GluN2C podjednotky: i) oblastí A2 segmentu v N-terminální doméně (NTD), ii) M3 

doménou a iii) proximální částí C-terminální domény (CTD) obsahující sekvenci pěti 

aminokyselin, tvořících SLPSP motiv. Dále jsme zjistili, že: iv) pro regulaci transportu 

NMDA receptorů z ER na buněčný povrch je klíčová přítomnost dvou N-glykosylačních míst, 

N203 a N368; v) po odstranění N-glykanů z nativních NMDA receptorů dojde ke změně 

afinity těchto receptorů ke glutamátu; vi) mozečkové NMDA receptory asociují s 23 různými 

typy lektinů, které mají unikátní specificitu pro glykanové struktury a jsou schopné měnit 

biofyzikální vlastnosti těchto receptorů a vii) většina predikovaných N-glykosylačních míst na 

GluN1 a GluN2B podjednotkách skutečně obsahuje glykanové struktury. Tyto poznatky 

mohou pomoci k případnému porozumění vzniku různých neurologických a psychiatrických 

onemocnění, spojených s abnormální regulací NMDA receptorů, jakými jsou například 

Alzheimerova a Parkinsonova demence, Huntingtonova nemoc či epilepsie.  



2 

1 Úvod 
Mezi hlavní iontropní glutamátové receptory patří N-methyl-D-aspartátové (NMDA) 

a α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionátové (AMPA) receptory. Oba typy 

receptorů jsou exprimovány prakticky ve všech neuronech v savčí CNS. Vyskytují se 

primárně na postsynaptické membráně u většiny excitačních synapsí (Lau and Zukin, 2007; 

Sanz-Clemente et al., 2013; Traynelis et al., 2010). Nedávné studie ukázaly, že abnormální 

regulace NMDA receptorů hraje klíčovou roli ve vývoji mnoha neurologických a 

psychiatrických onemocnění, včetně Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby, epilepsie, nebo 

schizofrenie (Lau and Zukin, 2007; Petralia et al., 2009). Objasnění mechanismů regulace 

povrchové exprese a funkce NMDA receptorů je proto klíčové pro budoucí vývoj nových 

léčebných postupů.  

NMDA receptory se skládají z GluN1, GluN2A-D a GluN3A-B podjednotek. 

Jednotlivé podjednotky mají stejnou membránovou topologii: extracelulární N-terminální 

doménu (NTD), ligand-vázající doménu (LBD), tři transmembránové domény (M1, M3, 

M4) a M2, jež tvoří vratnou smyčku mezi M1 a M3 doménami, a intracelulární C-terminální 

doménu (CTD) (Traynelis et al., 2010). 

V průběhu ontogenetického vývoje je lokalizace i podjednotkové složení NMDA 

receptorů v savčí CNS specificky regulováno. Jednotlivé podjednotky se v CNS exprimují 

v závislosti na vývojovém stádiu jedince a na oblasti mozku, kde k expresi dochází (Paoletti, 

2011). V neonatálním období jsou převážně exprimovány GluN2B a GluN2D podjednotky. 

Během stárnutí CNS dochází k poklesu exprese těchto podjednotek a přednostně se 

exprimují GluN2A podjednotky (Akazawa et al., 1994; Monyer et al., 1994). V hipokampu 

se v detekovatelném množství vyskytuje mRNA kodující GluN2C podjednotku, avšak její 

nejvyšší exprese byla zjištěna v mozečku (Pollard et al., 1993). NMDA receptory obsahující 

GluN2C podjednotku mají odlišné funkční vlastnosti, včetně snížené afinity vůči Mg2+ a 

nižší vodivosti, což je příčinou poklesu synaptických proudů (Lu et al., 2006; Paoletti, 

2011). Je zajímavé, že GRIN2C gen kódující GluN2C podjednotku má několik sestřihových 

variant (Rafiki et al., 2000) a narušení jeho exprese může vést ke vzniku  závažných 

neurologických onemocnění (Kadotani et al., 1998; Marianowski et al., 1995). 

Povrchová exprese NMDA receptorů je regulovaná na mnoha úrovních, včetně 

zpracování a kontroly v endoplazmatickém retikulu (ER), intracelulárního transportu přes 

Golgiho aparát (GA), internalizace, recyklace a následné degradace (Lau and Zukin, 2007; 

Petralia et al., 2009; Sanz-Clemente et al., 2013; Traynelis et al., 2010). 
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Předchozí studie ukázaly, že funkční heterotetramery NMDA receptorů jsou 

formovány v ER, kde z monomerů GluN1 a GluN2 podjednotek vznikají komplexy GluN1-

GluN1 a/nebo GluN1-GluN2 dimerů (Atlason et al., 2007; Schuler et al., 2008). Tyto 

komplexy obsahují různé ER retenční motivy, které regulují uvolnění správně zformovaných 

heterotetramerů na buněčný povrch. Výjimku tvoří různé sestřihové varianty GluN1 

podjednotky, které ER retenční motiv postrádají (Fukaya et al., 2003; McIlhinney et al., 

1998; Okabe et al., 1999). Ačkoli různé oblasti GluN1, GluN2A a GluN2B podjednotek  

regulují uvolnění funkčních NMDA receptorů z ER (Hawkins et al., 2004; Horak and 

Wenthold, 2009; Horak et al., 2008; Kenny et al., 2009; Meddows et al., 2001; Mu et al., 

2003; Qiu et al., 2009; Standley et al., 2000), podjednotkově-vázané rozdíly v časném 

transportu GluN1/GluN2A-D receptorů zatím nebyly zcela objasněny.  

Glykosylace se podílí na regulaci celé řady biologických procesů významných 

pro správnou funkci CNS, včetně vývoje, synaptogeneze a synaptického přenosu (Freeze, 

2006; Freeze et al., 2012). Většina membránových proteinů v savčím mozku je 

N-glykosylovaná. Tyto tzv. glykoproteiny obsahují velký počet N-glykosylačních míst, která 

jsou tkáňově specifická (Zielinska et al., 2010). N-glykosylace u membránově-vázaných 

proteinů začíná v lumen ER a následně jsou N-glykany upravovány v GA (Freeze, 2006; 

Moremen et al., 2012). Je zajímavé, že v savčím CNS existuje několik tisíc různých 

N-glykanových struktur. Tato rozmanitost může být mimo jiné způsobena  přítomností 

různých typů enzymů regulujících N-glykosylaci, jako např. glykosyltransferáz (Vagin et al., 

2009). 

Všechny ionotropní glutamátové receptory, včetně NMDA receptorů, obsahují 

několik konvenčních N-glykosylačních míst (N-X-S/T; X≠P) (Everts et al., 1997; Traynelis 

et al., 2010). Avšak předchozí studie na heterologním expesním systému Xenopus laevis 

ukázala, že N-glykosylace není nezbytná pro správné fungování glutamátových receptorů 

(Everts et al., 1997).  

V předchozích studiích bylo dále ukázáno, že endogenní i rekombinantní GluN 

podjednotky jsou rozsáhle N-glykosylovány (Clark et al., 1998; Huh and Wenthold, 1999; 

Kaniakova et al., 2012a; Kenny et al., 2009; Qiu et al., 2009) a přítomnost N-glykanů 

reguluje v heterologním expresním systému transport i funkci NMDA receptorů (Chazot et 

al., 1995; Everts et al., 1997). Avšak, role specifických N-glykosylačních míst v GluN 

podjednotkách ve zprostředkování intracelulárního transportu a regulaci funkčních vlastností 

NMDA receptorů není stále plně objasněna. Glykosylační aparát je u savců tvořen bezmála 
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700 proteiny, které vytváří více než 7000 různých N-glykanových struktur. N-glykosylace je 

tedy nezbytná pro správné fungování nativních NMDA receptorů (Moremen et al., 2012).  

Několik předchozích studií ukázalo, že na NMDA receptory se váže několik typů 

rostlinných lektinů, včetně konkanavalinu A. Lektiny jsou proteiny rostlinného původu 

schopné vázat se na N-glykany v glykoproteinech (Everts et al., 1997; Mayer and Vyklicky, 

1989; Traynelis et al., 2010). Doposud však žádná ze studií nezkoumala složení N-glykanů 

na nativních NMDA receptorech za použití tak rozsáhlého souboru deglykosylačních enzymů 

a lektinů. 

 

2 Cíle disertační práce 
 

• Objasnit mechanismy regulace transportu GluN1/GluN2C receptorů na buněčný 

povrch. 

• Charakterizovat N-glykosylační motivy v GluN1 a GluN2 podjednotkách, nezbytné 

pro časný transport NMDA receptorů. 

• Identifikovat specifické N-glykanové struktury důležité pro povrchovou expresi 

NMDA receptorů. 

 

3 Materiál a metody 
3.1 Molekulární biologie 

V našich experimentech jsme používali nemutované a mutované potkaní varianty 

podjednotek NMDA receptorů, extracelulárně značené pomocí žlutého fluorescenčního 

proteinu (YFP) v případě GluN1 podjednotky, nebo zeleného fluorescenčního proteinu (GFP) 

v případě GluN2A, GluN2B a GluN2C podjednotek (Chen and Roche, 2009; Horak et al., 

2008; Luo et al., 2002). V našich experimentech jsme rovněž používali neznačené 

podjednotky NMDA receptorů (Horak et al., 2006). Konkrétní aminokyselinové záměny v 

jednotlivých podjednotkách NMDA receptorů jsme připravili pomocí polymerázové řetězové 

reakce (PCR) za použití Quick-Change site-directed mutagenesis kitu (Agilent Technologies, 

CA, USA). PCR jsme prováděli dle postupu doporučeného výrobcem. Aminokyselinové 

zbytky jsme číslovali podle (Ishii et al., 1993). Přítomnost mutací byla kontrolována DNA 

sekvenací. 
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3.2 Příprava a transfekce buněčných kultur 
Savčí buněčné kultury 

Heterologní kultury opičích ledvinných fibroblastů (COS-7) a lidských embryonálních 

ledvinných buněk (HEK293) jsme kultivovali v médiu, složeném z Opti-MEM I (Life 

technologies, CA, USA) a 5% fetálního telecího séra (FTS; v/v). Jednotlivé cDNA kódující 

podjednotky NMDA receptorů jsme vnášeli do buněk pomocí transfekčního činidla 

Lipofectamine 2000 (Life Technologies) dle protokolu výrobce (Kaniakova et al., 2012b). 

Pro elektrofyziologické experimenty jsme HEK293 buňky po transfekci inkubovali 

s trypsinem a resuspendovali v médiu složeném z Opti-MEM I, 1% FTS, 20mM MgCl2, 1mM 

APV a 3mM kyseliny kynurenové (jako prevence proti buněčné smrti způsobené nadměrnou 

aktivací NMDA receptorů). Poté jsme buňky nasadili na krycí sklíčka potažená poly-L-

lysinem. Pokusy jsme prováděli 24-48 h po transfekci. 

 

Primární kultury hipokampálních a granulárních mozečkových 

neuronů. 
Primární kultury hipokampálních neuronů jsme připravovali z 18ti denních embryí 

potkanů kmene Sprague-Dawley. Fetální potkaní hipokampy jsme izolovali 

ve vychlazeném disekčním médiu, složeném z HBSS média a 10mM roztoku HEPES (pH 

7.4), obohaceném o kombinaci antibiotik penicilin-streptomycin (Life Technologies). 

Odebranou tkáň jsme inkubovali v  roztoku složeném z disekčního média, DNAázy I 

(0,1 mg/ml; New England Biolabs) a 0,05% trypsinu (v/v; Sigma Aldrich). Neurony jsme 

opatrně rozdisociovali, zcentrifugovali  a vzniklou peletu následně resuspendovali 

v kultivačním médiu, obsahujícím neurobazální médium bez séra, suplement B-27 a L-

glutamin (Life Technologies). Poté jsme neurony v koncentraci přibližně 2-104 buněk/cm2 

nasadili na misky potažené poly-D-lysinem. Kultivační médium jsme neuronům každé 2-3 

dny vyměnili za čerstvé.  

 Primární kultury granulárních mozečkových neuronů (CGC) jsme připravovali z 6-8 

denních embryí potkanů dle protokolu (Prybylowski et al., 2005). CGC jsme kultivovali 

v neurobazálním médiu (Life Technologies), obsahujícím 10% FTS (v/v), 2mM glutamin a 

25mM KCl. Neurony jsme 5. den transfekovali pomocí kalcium-fosfátové metody 

(Prybylowski et al., 2005). Mikroskopické pokusy jsme prováděli 48-72 h po transfekci, 

elektrofyziologické pokusy 6-8 dní po transfekci.  
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3.3 Imunofluorescenční mikroskopie 
Povrchové NMDA receptory jsme značili dle protokolu (Horak et al., 2008). Buňky jsme 

omyli v PBS a inkubovali ve vychlazeném blokovacím roztoku 10% BSA (w/v) v PBS. Poté 

jsme buňky inkubovali s primární a následně fluorescenčně značenou sekundární protilátkou. 

Značené buňky jsme omyli v PBS, fixovali v 4% PFA v PBS (w/v) a ponořili do zalévacího 

média ProLong Antifade (Life Technologies).  

Intracelulárně umístěné podjednotky NMDA receptorů jsme značili za pokojové teploty 

(Horak et al., 2008). Buňky jsme fixovali v roztoku 4% PFA a následně permeabilizovali 

membránu pomocí 0,25% TX-100 v PBS. Poté jsme buňky blokovali  v roztoku obsahujícím 

0,1% TX100 a inkubovali s primární a sekundární protilátkou. Mikroskopické snímky jsme 

získávali za použití konfokálního mikroskopu Leica TCS SPE a analyzovali pomocí ImageJ 

software (NIH). V případě hipokampálních neuronů jsme celkový a povrchový YFP signál 

odečítali ze segmentů sekundárních a terciárních dendritů, kde jsme analyzovali počet 

PSD-95 a YFP pozitivních bodů z oblasti o velikosti 10 µm2.  

 

3.4 Biochemie 
Deglykosylační a lektinová analýza 

Pro deglykosylační analýzu NMDA receptorů jsme použili mozečkové lyzáty, 

připravené z mladých (5-8 dní starých) a dospělých potkanů. Při těchto pokusech jsme 

v denaturačním roztoku (New England Biolabs) při 100°C denaturovali celkem 10 µg 

proteinu. Do štěpící reakce s endoglykosidázou H (endo H) jsme přidali 10krát 

koncentrovaný G5 reakční pufr a 1000 jednotek enzymu. Do štěpící reakce s peptid-N-

glykosydázou F (PNGázou F) jsme přidali 10krát koncentrovaný G7 pufr, 10% Nonidet P-

40 (v/v) a 500 jednotek enzymu. Vzorky jsme inkubovali 2 h při 37°C. Jako negativní 

kontrolu jsme použili vzorky inkubované bez přítomnosti konkrétního enzymu. 

Pro experimenty s biotinylovanými lektiny jsme použili mozečkové lyzáty z 5-8 dní 

starých potkanů. Tyto lyzáty jsme solubilizovali v roztoku s  1% deoxycholátem sodným 

(w/v), 50mM Tris-HCl, 1mM EDTA (pH 7.3) a inhibitory proteáz (Roche). Poté jsme 

mozečkový lyzát (celkem 800 µg proteinu)  zcentrifugovali a přes noc za současné rotace 

při 4°C inkubovali s biotinylovanými lektiny (v celkovém objemu 40 µl). Vzorky jsme 

poté inkubovali s 40 µl agarózových kuliček s navázaným streptavidinem. Jako negativní 

kontrolu jsme použili vzorek, který byl inkubován s agarósovými kuličkami bez přidaného 
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lektinu. Vzorky jsme následně opláchli promývacím pufrem (0,1% TX-100 (w/v) v TBS 

(pH 7.4) s inhibitory proteáz) a povařili při 80°C v 2krát koncentrovaném SDS pufru 

(25 µl/vzorek). Proteiny jsme separovali v 7 % rozdělovacím gelu, přenesli 

na polyvinylidendifluoridovou membránu (PVDF) a inkubovali s následujícími primárními 

protilátkami: myší anti-GluN1 (1:1000; klon 54.2; z kolekce Dr. Wentholda, NIDCD/NIH), 

myší anti-GluN2B (1:500; Neuromab) a králičí anti-GFP (1:1000; Merck Millipore). PVDF 

membrány jsme inkubovali s příslušnou myší (1:10 000) a/nebo králičí (1:5000) křenovou 

peroxidázou (Amersham). Signál jsme detekovali z  rentgenových snímků BioMax MR 

(Estman Kodak) pomocí chemiluminiscence. 

4 Výsledky  

4.1 Strukturní determinanty GluN2C podjednotky 
regulující časný transport NMDA receptorů 

V předchozích studiích byly identifikovány některé oblasti v podjednotkách NMDA 

receptorů, včetně NTD, membránových domén a CTD, odpovědné za regulaci povrchové 

exprese NMDA receptorů (Anne Stephenson et al., 2008; Traynelis et al., 2010). Navíc, NTD 

u GluN2A podjednotky, na rozdíl od GluN2B podjednotky, obsahuje také ER retenční signál 

(Horak et al., 2008; Qiu et al., 2009).  

Předchozí studie ukázaly, že delece A2 segmentu v NTD u GluN2A podjednotky, 

snižuje povrchovou expresi GluN1/GluN2A receptorů (Qiu et al., 2009). Proto jsme tuto 

oblast odstranili i v GluN2C podjednotce (GFP-GluN2C-Δ159-292). Imunofluorescenční  

mikroskopická analýza v COS-7 buňkách ukázala signifikantní snížení povrchové exprese v 

případě GluN1-1a/GFP-GluN2C-Δ159-292 receptorů (viz Obr. 1A, B). Následně jsme 

exprimovali nemutované GFP-GluN2C a mutované GFP-GluN2C-Δ159-292 podjednotky 

v CGC kulturách a porovnali jejich povrchovou expresi v nativním systému pomocí 

konfokální mikroskopie. Zjistili jsme, že povrchová exprese mutované GFP-GluN2C-Δ159-

292 podjednotky byla signifikantně snížená v porovnání s nemutovanou GFP-GluN2C 

podjednotkou (viz Obr. 1C, D). Ve všech případech se celková exprese mutované GFP-

GluN2C-Δ159-292 podjednotky signifikantně nelišila od nemutované GFP-GluN2C 

podjednotky. Na základě již publikovaných výsledků pro GluN1/GluN2A receptory (Qiu et 

al., 2009) jsme předpokládali, že ačkoliv strukturní rozdíly v NTD u GluN2 podjednotek 

nejsou schopny dostatečně vysvětlit zjištěné rozdíly v povrchové expresi mezi jednotlivými 
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GluN1/GluN2 receptory, NTD bezpochyby hraje důležitou roli v regulaci povrchové exprese 

u GluN1/GluN2C receptorů.  

V nedávné studii jsme v M3 doméně u GluN2A a GluN2B podjednotek objevili 

specifické aminokyselinové zbytky nezbytné pro transport funkčních NMDA receptorů 

na buněčný povrch (Kaniakova et al., 2012b). V následujících pokusech jsme testovali 

hypotézu, zda se M3 doména u GluN2C podjednotky také podílí na regulaci povrchové 

exprese NMDA receptorů. V oblasti M3 domény GFP-GluN2C podjednotky jsme provedli 

tři aminokyselinové záměny za alanin v pozicích 645, 656 a 657 (GFP-GluN2C-W645A, 

GFP-GluN2C-Y656A a GFP-GluN2C-T657A), které odpovídají identifikovaným 

aminokyselinovým zbytkům v GluN2A a GluN2B podjednotkách (Kaniakova et al., 2012b). 

Mutované varianty GFP-GluN2C podjednotky jsme koexprimovali s GluN1-1a 

podjednotkou v COS-7 buňkách a imunofluorescenčně označili celkovou a povrchovou 

populaci NMDA receptorů. Tyto pokusy ukázaly, že povrchová exprese mutovaných 

GluN1/GFP-GluN2C receptorů je v porovnání s nemutovanými receptory významně snížena 

(viz Obr. 1A, B). Podobný výsledek jako u COS-7 buněk jsme pozorovali i v případě  CGC 

transfekovaných pomocí GFP-GluN2C-W645A, GFP-GluN2C-Y656A, nebo GFP-GluN2C-

T657A podjednotky (viz Obr. 1C, D). Naše výsledky potvrdily, že M3 doména GluN2C 

podjednotky je pro povrchovou expresi NMDA receptorů nezbytná. 

Předchozí studie ukázaly, že CTD u GluN2 podjednotek je důležitá pro transport 

NMDA receptorů na buněčný povrch (Sanz-Clemente et al., 2013; Traynelis et al., 2010). 

V našich pokusech jsme zjistili, že delece celé CTD u GluN2C podjednotky vedla v COS-7 

buňkách k významnému snížení počtu funkčních GluN1/GluN2C receptorů na buněčném 

povrchu (viz Obr. 1A, B). Naproti tomu, delece CTD u GluN2A a GluN2B podjednotek nemá 

na počet povrchových GluN1/GluN2A a GluN1/GluN2B receptorů zásadní vliv (Horak et al., 

2008; Vissel et al., 2001). Pomocí série různých delecí a mutací v CTD u GluN2C 

podjednotky jsme zjišťovali, které strukturní determinanty jsou zodpovědné za regulaci 

povrchové exprese GluN1/GluN2C receptorů. Vytvořili jsme sérii GFP-GluN2C konstruktů 

s různě zkrácenou CTD a provedli imunofluorescenční  značení v COS-7 buňkách. Tyto 

pokusy ukázaly, že oblast CTD v okolí aminokyselinového zbytku v pozici 889 u GluN2C 

podjednotky je důležitá pro regulaci povrchové exprese GluN1/GluN2C receptorů (viz Obr. 

1A, B).  

Pro potvrzení této hypotézy jsme v GFP-GluN2C podjednotce zaměnili 5 

aminokyselinových zbytků (v pozicích 885-889) za alanin (GFP-GluN2C-SLPSP/AAAAA) 

a tento konstrukt jsme koexprimovali s GluN1-1a podjednotkou v COS-7 buňkách. Pomocí 
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immunofluorescenční mikroskopie jsme zjistili, že povrchová exprese GluN1-1a/GFP-

GluN2C-SLPSP/AAAAA receptorů je signifikantně snížená v porovnání s nemutovanými 

receptory. Tyto výsledky jsme ověřili také pomocí konfokální mikroskopie na CGC 

transfekovaných pomocí GFP-GluN2C podjednotek (viz Obr. 1C, D). Naše pokusy ukázaly, 

že proximální část CTD u GluN2C podjednotky, konkrétně motiv SLPSP, reguluje transport 

GluN1/GluN2C receptorů na buněčný povrch. Je pravděpodobné, že CTD u GluN2C 

podjednotky je zodpovědná za nižší povrchovou expresi GluN1/GluN2C receptorů, 

v porovnání s GluN1/GluN2A a GluN1/GluN2B receptory.  

 
Obrázek 1. Různé strukturní determinanty GluN2C podjednotky regulují časný 
transport NMDA receptorů. (A) Reprezentativní snímky celkového (levá část) a 
povrchového (pravá část) signálu NMDA receptorů exprimovaných v COS-7 buňkách. (B) 
Graf zobrazuje normalizované hodnoty intenzity povrchového/celkového signálů z NMDA 
receptorů exprimovaných v COS-7 buňkách a vizualizovaných pomocí imunofluorescence. 
ANOVA; *p<0.05 vůči kontrole (GluN1-1a/GFP-GluN2C). (C) Reprezentativní snímky 
celkového (levá část) a povrchového (pravá část) signálu NMDA receptorů exprimovaných 
v CGC. (D) Shrnutí hodnot povrchové/celkové exprese NMDA receptorů vizualizovaných 
pomocí konfokální mikroskopie. ANOVA; *p < 0.05 vůči kontrole (GluN1-1a/GFP-
GluN2C). 
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4.2 Význam N-glykosylačních míst na pozicích N203 a 
N368 v GluN1-1a podjednotce pro uvolnění NMDA 
receptorů z ER 
 

Jednotlivé podjednotky NMDA receptorů obsahují ve svých  extracelulárních 

doménách různý počet konzervovaných N-glykosylačních míst (N-X-S/T). U potkaní 

varianty GluN1-1a podjednotky je přítomno 12 N-glykosylačních míst, v případě GluN2A a 

GluN2B podjednotek pouze 7 N-glykosylačních míst (viz Obr. 2A). V další fázi dizertační 

práce jsme testovali hypotézu, zda jsou specifická N-glykosylační místa v GluN1-1a a/nebo 

GluN2A-B podjednotkách klíčová pro časný transport NMDA receptorů. Za tímto účelem 

jsme vytvořili sérii bodových mutací v GluN1-1a a GluN2A-B podjednotkách, kde byly 

jednotlivé asparaginové zbytky (N), tvořící N-glykosylační místa, nahrazeny za glutamin 

(Q), který brání vazbě N-glykanů. Tyto mutované receptory jsme exprimovali v COS-7 

buňkách a za použití kolorimetrické metody (Kaniakova et al., 2012b) kvantitativně stanovili 

jejich povrchovou expresi. Tyto pokusy ukázaly, že v GluN1-1a podjednotce se nachází dvě 

významná N-glykosylační místa, jejichž mutace vede k výraznému snížení povrchové 

exprese GluN1-1a/GluN2A receptorů, a sice GluN1-1a-N203 a GluN1-1a-N368 (viz Obr. 

2B). Mutace N-glykosylačních míst v případě GluN2A a GluN2B podjednotek nezpůsobily 

statisticky významné snížení povrchové exprese GluN1/GluN2A-B receptorů (viz Obr. 2C, 

D). 
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Obrázek 2. Specifická N-glykosylační místa na GluN1-1a podjednotce regulují 
povrchovou expresi NMDA receptorů. (A) Schematický nákres GluN1-1a, GluN2A a 
GluN2B podjednotek. Plné šipky vyznačují predikovaná N-glykosylační místa (N-X-S/T), 
lokalizovaná extracelulárně. Celkový počet N-glykosylačních míst je zobrazen vpravo. Svislé 
čáry spojují místa, která jsou mezi uvedenými podjednotkami konzervována. Černé čtverce 
označují transmembránové domény (TMD - M1, M3, M4). M2 je znázorněna jako vratná 
smyčka mezi M3 a M4 doménou. Šrafované obdélníky označují jednotlivé sestřihové 
varianty GluN1 podjednotky (Everts et al., 1997). (B-D) Imunofluorescenční mikroskopie na 
COS-7 buňkách; nemutované nebo mutované formy YFP-GluN1-1a podjednotky (B), 
exprimované samostatně, nebo spolu s GluN2A podjednotkou; nemutované nebo mutované 
formy GFP-GluN2A (C) a GFP-GluN2B (D) podjednotek, exprimované samostatně, či spolu 
s GluN1-1a podjednotkou.  Grafy ukazují přehled normalizovaných hodnot relativní 
povrchové/celkové exprese uvedených variant NMDA receptorů. Kvantifikace ukázala 
statisticky významný rozdíl mezi kontrolními (GluN1-1a/GluN2A nebo GluN1-1a/GluN2B) 
a mutovanými receptory (ANOVA; *p˂0,05). 
 

V další fázi jsme zkoumali, zda jsou N-glykosylační místa na pozicích N203 a N368 

v GluN1-1a podjednotce nezbytná pro povrchovou expresi NMDA receptorů i v neuronech, 

včetně excitačních synapsí. Pro zodpovězení této otázky jsme vytvořili GluN1-1a 

podjednotku s dvojbodovou mutací N203Q/N368Q (GluN1-1a-N203Q-N368Q) a GluN1-1a 

podjednotku se záměnami zbylých 10 asparaginových zbytků na predikovaných N-

glykosylačních místech (GluN1-1a-10N→10Q). Jelikož je známo, že GluN1 podjednotka je 
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v neuronech exprimována v nadbytku (Prybylowski et al., 2002), použili jsme lentivirový 

expresní systém, pomocí nějž dochází ke snížení exprese endogenní GluN1-1a podjednotky 

prostřednictvím specifické shRNA (GluN1-1a-KD) a zároveň k expresi shRNA-rezistentní 

formy GluN1-1a podjednotky (rGluN1-1a). Následně jsme vyrobili lentivirové konstrukty, 

které exprimují GluN1-1a podjednotky se záměnami v pozicích N203Q a N368Q (rGluN1-

1a-N203Q-N368Q) a se záměnami 10 asparaginových zbytků na zbylých N-glykosylačních 

místech (rGluN1-1a-10N→10Q) (Zheng et al., 2015). U infikovaných hipokampálních 

neuronů jsme pomocí konfokální mikroskopie potvrdili, že  rGluN1-1a-N203Q-N368Q 

podjednotka vykazuje sníženou povrchovou expresi, v porovnání s nemutovanou formou 

rGluN1-1a podjednotky, či rGluN1-1a-10N→10Q podjednotkou (viz Obr. 3A, B). Tyto 

výsledky prokázaly, že i u nativního systému hipokampálních neuronů je přítomnost 

asparaginových zbytků na pozicích N203 a N368 nezbytná pro transport NMDA receptorů 

na buněčný povrch. Tato zjištění se nám podařilo potvrdit i v případě CGC kultur (viz Obr. 

3C, D). Následně jsme pomocí konfokální mikroskopie zjišťovali, ve kterém buněčném 

kompartmentu jsou rGluN1-1a-N203Q-N368Q podjednotky lokalizovány. Abychom zjistili, 

zda je rGluN1-1a-N203Q-N368Q podjednotka přítomna i na excitačních synapsích, použili 

jsme anti-PSD-95 protilátku, která na excitačních synapsích značí postsynaptickou densitu 

(viz Obr. 3E, F). Zjistili jsme, že zatímco rGluN1-1a a rGluN1-1a-10N→10Q podjednotky 

výrazně kolokalizovaly s PSD-95 značením, rGluN1-1a -N203Q-N368Q podjednotka 

byla lokalizována do jiných buněčných kompartmentů neuronu, a to jak na těle, tak i 

na dendritech. 
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Obrázek 3. GluN1-1a-N203Q-N368Q podjednotka snižuje povrchovou expresi NMDA 
receptorů v  neuronech. (A, C) Reprezentativní snímky celkového (levá část) a povrchového 
(pravá část) signálu z uvedených  rGluN1-1a podjednotek v kulturách hipokampálních 
neuronů (A) a v CGC kulturách (C). Pod každým snímkem je vybraná reprezentativní oblast 
ukázána zvětšeně. (B, D) graf zobrazuje hodnoty intenzity povrchové/celkové  exprese 
uvedených rGluN1-1a podjednotek exprimovaných v hipokampálních neuronech (B) i CGC 
kulturách (D). Výsledné hodnoty byly získány ze segmentů primárních dendritů, 
z jednotlivých oblastí o velikosti 10 µm2. ANOVA; *p<0.05 vůči kontrole (rGluN1-1a). (E) 
Reprezentativní snímky hipokampálních neuronů: YFP signál (levá část), PSD-95 signál 
(střední část) a kolokalizace signálů (pravá část). Pod každým snímkem je vybraná 
reprezentativní oblast ukázána zvětšeně. (F) Graf znázorňuje kvantifikaci pozitivní PSD-95 
frakce, kolokalizující s vybranými rGluN1-1a podjednotkami. Výsledné hodnoty byly získány 
ze segmentů sekundárních a terciárních dendritů, z jednotlivých oblastí o velikosti 10 µm2. 
ANOVA; *p<0.05 vůči kontrole (rGluN1-1a). 
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Dále jsme pomocí elektrofyziologických měření na HEK293 buňkách zjišťovali, zda 

N-glykosylace ovlivňuje také funkční vlastnosti NMDA receptorů. Zjistili jsme, že 

receptory obsahující mutovanou rGluN1-1a-N203Q-N368Q podjednotku mají významně 

sníženou velikost proudových odpovědí, v porovnání s GluN1-1a/GluN2A a GluN1-1a-

10N→10Q/GluN2A receptory (viz Obr. 4A, B). 

 
Obrázek 4. N-glykosylace reguluje funkční vlastnosti NMDA receptorů. (A) 
Reprezentativní záznamy proudových odpovědí z HEK293 buněk exprimujících  
nemutované a mutované GluN1-1a/GluN2A receptory. Proudy byly vyvolány 5s aplikací 
1mM glutamátu (černý obdélník) za přítomnosti 50µM glycinu. (B) Graf znázorňuje přehled 
hodnot proudových odpovědí pro nemutované a mutované GluN1-1a/GluN2A receptory. 
ANOVA; *p<0.05 vůči kontrole (GluN1-1a/GluN2A). 
 
 

4.3 Charakterizace N-glykanového složení NMDA 
receptorů 

Podle místa jejich vzniku můžeme N-glykany rozdělit do dvou skupin: i) manózový 

typ, zodpovědný za správné zformování a rozdělení proteinů v ER, a ii) komplexní a 

hybridní typy N-glykanů, které vznikají v GA (Moremen et al., 2012; Vagin et al., 2009). Je 

známo, že GluN1 a GluN2 podjednotky jsou citlivé jak vůči  PNGáze F (odštěpuje všechny 

typy N-glykanů), tak endo H (odštěpuje manózový a hybridní, ale ne komplexní typ N-

glykanů) (Clark et al., 1998; Huh and Wenthold, 1999; Kaniakova et al., 2012a). Pro 
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charakterizaci N-glykanových struktur na nativních NMDA receptorech jsme použili 

mozečkový lyzát, připravený z 5-8 denních potkanů.  Stáří potkanů bylo vybráno s ohledem 

na následná elektrofyziologická měření (limitace velikostí proudů). Mozečkové lyzáty jsme 

inkubovali s PNGázou F, nebo endo H, a následně pomocí SDS-elektroforézy a Western 

blotu detekovali pohyblivost GluN1 a GluN2B podjednotek v gelu. Nativní GluN1 

podjednotky, štěpené PNGázou F, měly podobnou pohyblivost v gelu jako GluN1 

podjednotky, štěpené endo H (viz Obr. 5A). Z toho vyplývá, že endo H kompletně odštěpila 

všechny dostupné N-glykany na nativní GluN1 podjednotce. Deglykosylační analýzou jsme 

obdrželi podobné výsledky také v případě GluN1 podjednotek získaných z mozečků 

dospělých jedinců (viz Obr. 5B). U GluN2B podjednotky jsme překvapivě zjistili, že její 

mobilita je po inkubaci s endo H značně snížena, v porovnání s mobilitou po inkubaci 

s PNGázou F (viz Obr. 5A). Na základě těchto výsledků předpokládáme, že GluN1 a 

GluN2B podjednotky v mozečkových neuronech obsahují rozdílné typy N-glykanových 

struktur. 

 
Obrázek 5. Deglykosylační analýza NMDA receptorů. Mozečkové lyzáty, získané z: 5-8 
denních potkanů (A) a z dospělých jedinců (B), byly inkubovány s PNGázou F nebo s endo 
H. Vzorky s GluN1 a GluN2B podjednotkami byly analyzovány pomocí SDS elektroforézy a 
detekovány anti-GluN1 a anti-GluN2B protilátkami. Exprese GluN2B podjednotky 
u dospělých jedinců nebyla na imunoblotech detekována, v důsledku výskytu této 
podjednotky převážně prenatálně a po narození. (A, B) Reprezentativní snímky imunoblotů 
zobrazují relativní pohyblivost vybraných GluN podjednotek štěpených pomocí PNGázy F, 
nebo endo H. Relativní pohyblivost v gelu pro GluN podjednotky štěpené endo H 
(hodnoceno jako poměr mezi vzorky inkubovanými v endo H a v PNGáze) byla následující: 
GluN1 (5-8 denní potkani): 1 ± 0; GluN2B (5-8 denní potkani): 0,6 ± 0,05; GluN1 (dospělí 
jedinci): 1 ± 0; n=3. 
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V další fázi jsme prostřednictvím široké škály lektinů charakterizovali glykanové 

struktury na NMDA receptorech. Pomocí biochemických metod jsme zkoumali, které 

lektiny (konjugované s agarózou) mají schopnost asociovat s konkrétními N-glykanovými 

strukturami na nativních NMDA receptorech. Lektinovou esej jsme prováděli 

na mozečkových lyzátech. Pomocí biochemické analýzy jsme zjistili, že s GluN1 i GluN2B 

podjednotkami asociovalo 23 druhů lektinů z 37 testovaných. Mezi pozitivními lektiny byli 

zástupci, rozpoznávající N-glykanové struktury obsahující α-manózu (ConA, PSA, LCA, 

GNL, HHL, NPL) a N-acetylglukosamin (WGA, sWGA), jenž se nacházejí ve všech typech 

N-glykanů (viz Obr. 6A, B). 

 
Obrázek 6. Biochemická lektinová analýza nativních NMDA receptorů. (A) Mozečkové 
lyzáty, získané z 5-8 denních potkanů, byly inkubovány s jednotlivými biotinylovanými 
lektiny. Vzorky s biotinylovanými GluN1 a GluN2B podjednotkami jsme analyzovali 
prostřednicvím SDS elektroforézy a detekovali pomocí anti-GluN1 a anti-GluN2B protilátek. 
(B) Graf zobrazuje hodnoty relativní intenzity bandů, jež byly kvantifikovány na základě 
vazby uvedených lektinů na GluN1 a GluN2B podjednotky. Hodnoty intenzity bandů jsme 
normalizovali vůči negativnímu kontrolnímu signálu z odpovídajícího imunoblotu. 
Přerušovaná čára vyznačuje hodnotu negativní kontroly. 
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Mezi pozitivní patří také lektiny, které rozpoznávají struktury hybridních a/nebo 

komplexních typů N-glykanů (viz Tabulka 1). Daná zjištění ukázala, že N-glykanové složení 

NMDA receptorů je s největší pravděpodobností modifikováno v GA, kde vzniká většina 

hybridních a/nebo komplexních N-glykanových struktur.  

 

Tabulka 1: Specificita lektinů pro glykany vázané na podjednotky NMDA receptorů. 

POZITIVNÍ LEKTINY 
PREFFEROVANÝ TYP GLYKANU 

 (N/O-GLYCOSYLACE)      

Concanavalin A (Con A), Pisum sativum (PSA), 

Lens culinaris (LCA), Galanthus nivalis (GNL), 

Hippeastrum hybrid (HHL), Narcissus 

pseudonarcissus (NPL) 

αMan – M, H, C (N) 

Wheat Germ (WGA), sukcinylovaný Wheat Germ 

(sWGA) 

GlcNAc – M, H, C (N) 

Ricinus communis I (RCA I) Gal – H, C (N) 

Phaseolus vulgaris Leucoagglutinin (PHA-L) Galβ4GlcNAcβ6(GlcNAcβ2Manα3)Manα3 – H, C (N) 

Phaseolus vulgaris Erythroagglutinin (PHA-E) Galβ4GlcNAcβ2Manα6(GlcNAcβ4)(GlcNAcβ4Manα3)M

anβ4 – H, C (N) 

Datura stramonium (DSL), Lycopersicon 

esculentum (LEL), Solanum tuberosum (STL) 

(GlcNAc)2-4 – H, C (N) 

Erythrina crystagalli (ECL) Galβ4GlcNAc – H, C (N) 

Aleuria aurantia (AAL) Fucα6GlcNAc – H, C (N) 

Sambucus nigra (SNA) Neu5Acα6Gal/GalNAc – H, C (N) a C (O) 

Lotus tetragonolobus (LTL) αFuc – H, C (N) a C (O) 

Jacalin (Jac), Amaranthus caudatus (ACL) Galβ3GalNAc – C (O) 

Dolichos biflorus (DBA) αGalNAc – C (O) 

Euonymus europaeus (EEL) Galα3Gal – H, C (N) 

Griffonia simplicifolia I Isolektin B4 (GSL I-B4) αGal – H, C (N) 

NEGATIVNÍ LEKTINY  

Griffonia simplicifolia II (GSL II) α/βGlcNAc – M, H, C (N) 

Maackia amurensis I (MAL I) Galβ4GlcNAc – H, C (N) 

Griffonia simplicifolia I (GSL I) αGal/αGalNAc – H, C (N) a C (O) 

Psophocarpus tetragonolobus I (PTL I), 

Psophocarpus tetragonolobus II (PTL II) 

Gal, GalNAc – H, C (N) a C (O) 

Maackia amurensis II (MAL II) Neu5Acα3Galβ4GalNAc – C (O) 

Maclura pomifera (MPL), Bauhinia purpurea 

(BPL), Peanut (PNA) 

Galβ3GalNAc – C (O) 

Sophora japonica (SJA) βGalNAc – C (O) 
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Soybean (SBA), Vicia villosa (VVA), Wistera 

floribunda (WFL) 

α/βGalNAc – C (O) 

Ulex europaues I (UEA I) αFuc – H, C (N) a C (O) 

 
V tabulce jsou uvedeny typy glykanů, preferované jednotlivými lektiny (Man, manóza; 
GlcNAc, N-acetylglukosamin; Gal, galaktóza; GalNAc, N-acetylgalaktosamin; Fuc, fukóza; 
Neu5Ac, N-acetylneuraminová kyselina) a formy rozpoznávaných glykanů (M, manózový; H, 
hybridní; C, komplexní; N, N-glykan; O, O-glykan). Převzato z manuálu Vector Laboratories 
a Varki et al., 2009.   

Předchozí studie z naší i ze zahraničních laboratoří ukázaly, že NMDA receptory 

jsou N-glykosylovány (Everts et al., 1997; Huh and Wenthold, 1999; Kenny et al., 2009). 

Předpokládá se, že pouze některá z predikovaných N-glykosylačních míst jsou obsazena 

N-glykany (Freeze, 2006; Moremen et al., 2012), Avšak to, zda jsou predikovaná 

N-glykosylační místa na GluN podjednotkách skutečné obsazena N-glykany, není doposud 

známo. Za tímto účelem jsme použili mutované GluN1-1a a GluN2B podjednotky s N→Q 

záměnou v jednotlivých predikovaných N-glykosylačních motivech (N-X-S/T), které jsme 

exprimovali v heterologních HEK293 buňkách a následně zkoumali jejich pohyblivost 

v polyakrylamidovém gelu. Na základě pohybu mutovaných GluN1-1a podjednotek v gelu 

jsme zjistili, že 11 ze 12 predikovaných N-glykosylačních míst je skutečně obsazeno 

glykany (na pozicích: N61, N203, N239, N276, N300, N350, N368, N440, N471, N491 a 

N771). N-glykosylační místo na pozici N674 obsahuje v rámci motivu prolin, což 

znemožňuje navázání N-glykanu, a zřejmě z toho důvodu není místo obsazeno (viz Obr. 

7A). Přítomnost N-glykanů na asparaginových zbytcích v pozicích N203 a N368 na GluN1 

podjednotce potvrdila naše předchozí výsledky, a sice že tyto zbytky jsou důležité 

pro transport NMDA receptorů na buněčný povrch. Pohyblivost mutovaných GluN2B 

podjednotek v polyakrylamidovém gelu ukázala, že všech 7 predikovaných 

N-glykosylačních míst (N74, N341, N348, N444, N491, N542, N688), je obsazeno 

N-glykany (viz Obr. 7B). Naše výsledky ukázaly, že většina predikovaných N-

glykosylačních míst skutečně obsahuje glykanové struktury, které regulují povrchovou 

expresi i funkční vlastnosti NMDA receptorů. 



19 

 
Obrázek 7. Obsazenost N-glykosylačních míst na GluN1-1a a GluN2B podjednotkách 
prostřednictvím N-glykanů. (A) a (B) HEK293 buňky byly kotransfekovány nemutovanou, 
či mutovanou variantou (A) YFP-GluN1-1a (GluN1) a (B) GFP-GluN2B (GluN2B) 
podjednotky. GluN podjednotky byly 24 h po transfekci analyzovány pomocí SDS 
elektroforézy a detekovány specifickými protilátkami. Mobilita mutovaných GluN 
podjednotek byla v mnoha případech změněna, v porovnání s nemutovanými podjednotkami. 
 
 

5 Diskuze  

5.1 Strukturní determinanty GluN2C podjednotky 
regulují časný transport NMDA receptorů. 

Časný transport NMDA receptorů je regulován specifickými mechanizmy, které 

zajišťují, že pouze správně zformované receptory jsou uvolňovány z ER na buněčný povrch. 

V této dizertační práci jsme zkoumali mechanizmus, jakým GluN2C podjednotka reguluje 

povrchovou expresi NMDA receptorů. Podařilo se nám identifikovat tři specifické oblasti v  

GluN2C podjednotce nezbytné pro transport GluN1/GluN2C receptorů na buněčný povrch. Z 

našich pokusů vyplývá, že zkrácení GluN2C podjednotky za M1 doménou způsobuje její 

zadržení v intracelulárních kompartmentech. Naše výsledky dále ukázaly, že delece A2 

segmentu v NTD umožnuje expresi zkrácené formy GluN2C podjednotky na buněčný 

povrch. Je zajímavé, že delece A2 segmentu v nezkrácené formě GluN2C podjednotky 

naopak povrchovou expresi GluN1/GluN2C receptorů snižuje. Podobný fenomén můžeme 

pozorovat u GluN2A, ale nikoliv u GluN2B podjednotky (Qiu et al., 2009). I přesto, že oblast 

A2 segmentu je mezi jednotlivými GluN2 podjednotkami vysoce konzervovaná, není 

doposud známo, proč tato oblast reguluje transport u GluN1/GluN2A a GluN1/GluN2C 

receptorů odlišným způsobem, než u GluN1/GluN2B receptorů. Příčinu můžeme hledat např. 

v různých proteinových vazebných partnerech, specifických pro A2 segment u jednotlivých 

GluN2 podjednotek, nebo také, že A2 segment je u GluN1/GluN2A a GluN1/GluN2C 
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receptorů nezbytný pro správné zformování heterotetramerů a pro jejich uvolnění z ER.  

Druhou možnost podporuje i skutečnost, že pro správné zformování GluN1/GluN2 

heterotetramerů je zapotřebí rozpojení homodimerů GluN1 podjednotky (Farina et al., 2011). 

Naše experimenty ukázaly, že pro transport GluN1/GluN2C receptorů na buněčný 

povrch jsou nezbytné také tři aminokyselinové zbytky (W645, Y656 a T657) v M3 doméně 

u GluN2C podjednotky. Výsledky naší předchozí studie ukázaly, že odpovídající 

aminokyselinové zbytky v GluN1, GluN2A a GluN2B podjednotkách jsou rovněž nezbytné 

pro transport NMDA receptorů na buněčný povrch (Kaniakova et al., 2012b). Na rozdíl od 

GluN2A a GluN2B podjednotek, měly receptory osahující GluN2C podjednotku s mutacemi 

v M3 doméně výrazně snížené proudové odpovědi, v porovnání s nemutovanými 

GluN1/GluN2C receptory. To může být způsobeno sníženou povrchovou expresí 

mutovaných GluN1/GluN2C receptorů. K tomuto snížení dochází pravděpodobně stejným 

mechanizmem jako v případě GluN1/GluN2A a GluN1/GluN2B receptorů. Rozdíly v míře 

exprese lze vysvětlit také tím, že regulace povrchové exprese v případě GluN1/GluN2C 

receptorů je mnohem těsněji spojena s integritou membránových domén, než je tomu u 

jiných podtypů NMDA receptorů. TMD u GluN podjednotek jsou pro regulaci NMDA 

receptorů nezbytné (Ren et al., 2007; Salous et al., 2009). Nedávno bylo navíc ukázáno, že 

M4 doména u GluN1 a GluN2 podjednotek je nezbytná pro správné zformování funkčních 

receptorů (Schorge and Colquhoun, 2003). Z našich a předchozích pozorování tedy vyplývá, 

že interakce mezi jednotlivými TMD jsou klíčové pro regulaci transportu NMDA receptorů 

na buněčný povrch. Zatím však není zcela jasné, zda k vzájemným interakcím mezi 

podjednotkami dochází ve specifických kompartmentech ER, nebo později v průběhu 

transportu na buněčný povrch (Cao et al., 2011; Greger et al., 2003; Kaniakova et al., 2012a; 

Salussolia et al., 2011).  

V našich pokusech pro určení strukturních determinant jsme dále zjistili, že delece 

celé CTD u GluN2C podjednotky vede k významnému snížení počtu funkčních 

GluN1/GluN2C receptorů na buněčném povrchu. Naproti tomu, delece CTD u GluN2A a 

GluN2B podjednotek nemá na počet povrchových GluN1/GluN2A a GluN1/GluN2B 

receptorů zásadní vliv (Horak et al., 2008; Vissel et al., 2001). Pomocí série různých delecí a 

mutací jsme odhalili kritický strukturní motiv SLPSP v proximální části CTD u GluN2C 

podjednotky, který je zodpovědný za regulaci povrchové exprese GluN1/GluN2C receptorů. 

Zatím není známo, zda s tímto motivem interaguje některý ze specifických vazebných 

partnerů, který ovlivňuje transport GluN1/GluN2C receptorů na buněčný povrch. Nelze také 

vyloučit možnost, že CTD u GluN2C podjednotky obsahuje kromě SLPSP motivu ještě další 
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strukturní determinanty, regulující transport GluN1/GluN2C receptorů na buněčný povrch. 

Tuto variantu podporuje také studie, zaměřená na CTD u GluN2C podjednotky, v níž byl 

identifikován strukturní motiv RHASLP, na nějž se pravděpodobné váže jako vazebný 

partner protein 14-3-3-ɛ (Chen and Roche, 2009). Dále jsme zjistili, že delece PDZ-vazebné 

domény na CTD u GluN2C podjednotky (GluN2C-1241stop) nemá na povrchovou expresi 

GluN1/GluN2C receptorů vliv. Toto pozorování je v souladu s předchozími výsledky, kdy 

fosforylace serinových zbytků v blízkosti PDZ-vazebné domény na GluN2C podjednotce 

nemá na regulaci transportu GluN1/GluN2C receptorů na buněčný povrch vliv (Chen et al., 

2006). Na základě těchto pozorování jsme dospěli k závěru, že CTD, včetně motivu SLPSP, 

hraje specifickou roli v regulaci transportu GluN1/GluN2C receptorů na buněčný povrch. Z 

našich výsledků však nelze určit, zda strukturní motiv SLPSP má význam 

pro regulaci intracelulárního transportu GluN1/GluN2C receptorů a/nebo pro jejich 

zpracování na úrovni ER. Aminokyselinová sekvence CTD u GluN2C podjednotky vykazuje 

nízkou homologii v porovnání s CTD u GluN2A a GluN2B podjednotek (Ishii et al., 1993). 

Vzhledem k tomu, že se strukturní motiv SLPSP nachází pouze v aminokyselinové sekvenci 

CTD u GluN2C podjednotky, předpokládáme, že reguluje transport GluN1/GluN2C 

receptorů unikátním, podjednotkově-specifickým mechanizmem.  

 

5.2 Význam N-glykosylačních míst na pozicích N203 a 
N368 v GluN1 podjednotce pro uvolnění NMDA 
receptorů z ER. 

 

V dané části dizertační práce jsme se pokoušeli objasnit význam predikovaných N-

glykosylačních míst na GluN1, GluN2A a GluN2B podjednotkách pro regulaci transportu a 

funkci NMDA receptorů. Naše výsledky ukázaly, že N-glykosylační místa hrají zásadní 

úlohu nejen v uvolňování NMDA receptorů z ER, ale ovlivňují také funkční vlastnosti 

rekombinantních i nativních NMDA receptorů.  

Otázkou zůstává, zda se tento mechanizmus vyvinul v průběhu evoluce NMDA 

receptorů, anebo se jedná o nově objevený mechanizmus v savčích buňkách. Bioinformační 

analýza ukázala, že obě N-glykosylační místa na pozicích N203 a N368 jsou v GluN1 

podjednotce vysoce konzervovaná, což podporuje jejich funkční význam (viz Obr. 8A).  
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Obrázek 8. N-glykosylační místa na pozicích N203 a N368 v GluN1 podjednotce jsou 
konzervována po celou dobu evoluce. (A) Aminokyselinová sekvence GluN1 podjednotky 
vybraných zvířecích druhů. Set sekvencí vlevo a vpravo obsahuje N-glykosylační místa 
N203 a N368, které v potkaních GluN1 podjednotkách významně ovlivňují transport NMDA 
receptorů na buněčný povrch. Konvenční N-glykosylační místa jsou zvýrazněna podtržením. 

 

Předchozí biochemická analýza ukázala, že NMDA receptory jsou N-glykosylovány 

(Clark et al., 1998; Huh and Wenthold, 1999; Kaniakova et al., 2012a; Kenny et al., 2009). 

Naše výsledky ukazují, že NMDA receptory mají na různých N-glykosylačních místech 

pravděpodobně navázané N-glykany, včetně pozic N203 a N368 v GluN1 podjednotce.  

Dosud však není známo, na které další asparaginové zbytky v nativní GluN1 podjednotce se 

N-glykany váží, neboť ve skutečnosti jsou obsazeny pouze 2/3 z predikovaných N-

glykosylačních míst (Moremen et al., 2012; Vagin et al., 2009). Zajímavostí je, že v mozku u 

schizofrenních pacientů byly objeveny odlišné N-glykanové struktury na AMPA receptorech 

(Tucholski et al., 2013). Funkce ionotropních glutamátových receptorů může být rovněž 

ovlivňována galektiny (Copits et al., 2014) a O-glykosylace u GluA2 podjednotek je 

spojována se synaptickou plasticitou v hipokampálních neuronech (Taylor et al., 2014). 

Předložené výsledky mají tedy význam nejen pro porozumění základním mechanizmům 

regulace NMDA receptorů v savčím CNS, ale také pro objasnění příčin v případě řady 

onemocnění způsobených abnormální regulací glutamátergního systému, včetně poruch 

funkce CNS u tzv. kongenitálních poruch glykosylace (Freeze, 2006; Moremen et al., 2012). 

 

5.3 Charakterizace N-glykanového složení NMDA 
receptorů. 

 

V závěrečné části této dizertační práce jsme charakterizovali N-glykanové struktury 

na NMDA receptorech pomocí široké škály dostupných lektinů. Překvapivě, většina 

z testovaných lektinů (viz Tabulka 1) asociovala s GluN1 i GluN2B podjednotkami, 

získanými z mozečkového lyzátu. Zjistili jsme například, že testované podjednotky NMDA 

receptorů silně interagují s lektiny, jež rozeznávají manózový typ N-glykanů. To může 

souviset se skutečností, že podstatná část NMDA receptorů je lokalizována v ER, kde tento 

typ N-glykanů vzniká (Prybylowski et al., 2002). Dále jsme identifikovali několik lektinů, 
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které rozpoznávají pouze hybridní a/nebo komplexní typy N-glykanů, vznikající v GA. Z toho 

vyplývá, že složení N-glykanů je pravděpodobně upravováno na základě aktuální potřeby 

v průběhu transportu NMDA receptorů z ER, přes GA, až na buněčnou membránu. Dosud 

není zcela objasněné, zda je N-glykanové složení NMDA receptorů upravováno 

ve strukturách GA (Mikhaylova et al., 2016). Dle značně diskutované studie (Jeyifous et al., 

2009) jsou NMDA receptory, na rozdíl od AMPA receptorů, schopny obejít somatický GA. Je 

možné, že pro modifikaci N-glykanového složení NMDA receptorů je zapotřebí pouze GA 

v dendritech, neboť N-glykosylační aparát se nachází také v dendritech hipokampálních 

neuronů (Mikhaylova et al., 2016; Torre and Steward, 1996). Na základě citlivosti AMPA a 

kainátových receptorů vůči enzymu endo H bylo ukázáno, že u těchto receptorů lze snadno 

rozlišit zralé a nezralé formy N-glykanů (Coleman et al., 2006; Greger et al., 2003; Mah et al., 

2005; Standley et al., 1998). Dosud se však nepodařilo rozlišit zralé a nezralé formy 

N-glykanů v případě NMDA receptorů (Huh and Wenthold, 1999; Kaniakova et al., 2012a). 

Z toho vyplývá, že proces zpracování N-glykanů u NMDA receptorů je odlišný od AMPA a 

kainátových receptorů. Z toho důvodu je potřeba pro detekci zralosti N-glykanů  u NMDA 

receptorů využít ještě jiných, pokročilejších metod. 

V předchozích pokusech jsme zjistili, že inkubace CGC s tunikamycinem 

(inhibitorem N-glykosylace v ER) snižuje počet NMDA receptorů na buněčném povrchu. 

Dosud však není jasné, zda následné zpracování N-glykanů v GA rovněž reguluje 

povrchovou expresi  GluN1/GluN2 receptorů. V této dizertační práci se nám podařilo objevit 

silnou interakci mezi podjednotkami NMDA receptorů a AAL lektinem, který rozeznává 

fukózu, přítomnou v hybridních a komplexních typech N-glykanových struktur. Bylo 

ukázáno, že N-glykany obsahující fukózu jsou součástí řady jiných glykoproteinů v mozku, 

jež plní různé specifické funkce, včetně regulace formování axonů (Gu et al., 2013). Není 

však známo, zda změny ve složení N-glykanů mohou hrát roli v regulaci funkce NMDA 

receptorů na buněčném povrchu. Stabilita NMDA receptorů na buněčném povrchu a/nebo v 

synapsi může být ovlivněna přítomností specifických N-glykanových struktur, či vazbou 

endogenních lektinů, např. galektinu-1, který specificky ovlivňuje funkční vlastnosti 

některých typů glutamátových receptorů (Copits et al., 2014). Je známo, že mnoho 

regulačních proteinů interaguje s NMDA receptory, včetně SALM proteinů, které jsou 

rovněž silně N-glykosylovány (Horak et al., 2014; Lussier et al., 2015; Seabold et al., 2008). 

V tuto chvíli proto nelze vyloučit, že některé objevené účinky lektinů mohou být 

zprostředkovány nepřímou interakcí mezi lektinem a proteiny, asociovanými s NMDA 

receptory.  
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6 Souhrn  
✓ Podařilo se nám ukázat, že GluN1/GluN2A, GluN1/GluN2B a GluN1/GluN2C 

receptory vykazují rozdílnou míru povrchové exprese v heterologních buněčných liniích i 

v neuronech. Předpokládáme, že GluN2 podjednotky mají klíčový význam pro regulaci 

transportu NMDA receptorů na buněčný povrch. 

✓ Objasnili jsme význam delece aminokyselin na pozicích 159-292 v NTD 

u GluN2C podjednotky, které jsou klíčové pro regulaci povrchové exprese GluN1/GluN2C 

receptorů. Nepřítomnost těchto aminokyselin v GluN2C podjednotce nebo nepřítomnost 

komplementární oblasti v GluN1 podjednotce má za následek nedostatečné maskování ER 

retenčního motivu v GluN2C podjednotce, což má přímý vliv na regulaci transportu 

GluN1/GluN2C receptorů na buněčný povrch. 

✓ Pomocí bodových mutací tří aminokyselin (W645A, Y656A a T657A) v M3 

doméně u GluN2C podjednotky jsme prokázali, že narušení integrity M3 domény v GluN2C 

podjednotce má pro regulaci transportu GluN1/GluN2C receptorů zásadní význam, neboť 

mutované receptory nejsou na buněčném povrchu přítomny. 

✓ Delece téměř celé CTD u GluN2C podjednotky prokázala, že CTD obsahuje 

motivy důležité pro regulaci transportu GluN1/GluN2C receptorů na buněčný povrch. 

Podařilo se nám identifikovat specifické místo (SLPSP motiv), důležité pro regulaci 

transportu GluN1/GluN2C receptorů na buněčný povrch. Tento motiv se v aminokyselinové 

sekvenci CTD u GluN2A a GluN2B podjednotek nevyskytuje, což může vysvětlit 

podjednotkově-vázaný rozdíl v povrchové expresi u jednotlivých typů NMDA receptorů. 

✓ Pomocí pokročilých molekulárních, mikroskopických, biochemických a 

elektrofyziologických technik se nám podařilo identifikovat dva N-glykosylované 

asparaginové zbytky (N203 a N368) v GluN1 podjednotce, zodpovědné za uvolnění NMDA 

receptorů z ER na buněčný povrch. 

✓ Ukázali jsme, že GluN2A a GluN2B podjednotky jsou rovněž N-glykosylovány, 

jejich N-glykosylační místa však nejsou nezbytná pro transport NMDA receptorů na buněčný 

povrch. 

✓ Odstranění N-glykanových struktur z nativních NMDA receptorů vedlo ke 

změně afinity receptorů vůči glutamátu. 

✓ Pomocí lektinové analýzy se nám podařilo určit, že na nativní GluN1 
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podjednotce se nachází manózový typ N-glykanů, zatímco GluN2B podjednotky obsahují také 

komplexní a hybridní typy N-glykanů.  

✓ Elektrofyziologické experimenty ukázaly, že po inkubaci CGC s AAL lektinem 

(rozpoznávající fukózu v komplexních a hybridních typech N-glykanů) dochází ke změně 

funkčních vlastností nativních NMDA receptorů. To ukazuje na přítomnost komplexních a 

hybridních typů N-glykanových struktur u nativních NMDA receptorů. 

✓ Ukázali jsme, že zatímco GluN2B podjednotka má všech 7 predikovaných N-

glykosylačních míst obsazených pomocí N-glykanových struktur (N74, N341, N348, N444, 

N491, N542, N688), GluN1 podjednotka má obsazených pouze 11 z 12 predikovaných  N-

glykosylačních míst (N61, N203, N239, N276, N300, N350, N368, N440, N471, N491, 

N771). N-glykosylační místo na pozici N674 v GluN1 podjednotce obsahuje ve svém motivu 

prolin (N-X-S/T; X≠P), který navázání N-glykanové struktury pravděpodobně brání. 
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Abstract 
 N-methyl-d-aspartate (NMDA) receptors are a subclass of glutamate receptors that 

play an essential role in mediating excitatory neurotransmission and synaptic plasticity in the 

mammalian central nervous system (CNS). NMDA receptors form a heterotetrameric 

complex composed of GluN1, GluN2(A-D) and GluN3(A, B) subunits. The activation of 

NMDA receptors plays a key role in brain development and memory formation. Abnormal 

regulation of NMDA receptors plays a critical role in the etiology of many neuropsychiatric 

disorders. The NMDA receptors surface expression is regulated at multiple levels including 

early processing (synthesis, subunit assembly, endoplasmic reticulum (ER) processing, 

intracellular trafficking to the cell surface), internalization, recycling and degradation. NMDA 

receptors are regulated by the availability of GluN subunits within the ER, the presence of ER 

retention and export signals, and posttranslational modifications including phosphorylation 

and palmitoylation. However, the role of N-glycosylation in regulating NMDA receptor 

processing has not been studied in detail. The aim of this study was to clarify the mechanisms 

of regulation of surface expression and functional properties of NMDA receptors. We used a 

combination of molecular biology, microscopy, biochemical methods and electrophysiology 

in heterologous (COS-7 and HEK293 cells) and native (cerebellar granule cells (CGC) and 

hippocampal cultures) expression systems, which allow us the holistic view of the issue. Our 

results show that surface delivery of GluN1/GluN2C receptors is regulated by three distinct 

regions within the i) A2 segment of amino-terminal domain, ii) M3 transmembrane domain 

and iii) proximal part of C-terminal domain, including SLPSP motif. iv) We also found that 

NMDA receptors are released from the ER only when two asparagine residues in the GluN1 

subunit (Asn-203 and Asn-368) are N-glycosylated. v) Furthemore, we found that removing 

N-glycans from native NMDA receptors altered the receptor affinity for glutamate. vi) Our 

experiments also identified 23 lectins that pulled down both GluN1 and GluN2B NMDA 

receptor subunits and altered their biophysical properties. vii) Finally we found, that 11 out of 

12 predicted N-glycosylation sites in GluN1 and 7 out of 7 N-glycosylation sites in GluN2B 

are occupied by N-glycans. These findings are important also for understanding the various 

neurological and psychiatric disorders associated with abnormal regulation of NMDA 

receptors, such as Alzheimer's and Parkinson's dementia, Huntington's disease, or epilepsy. 

 



2 

 

1 Introduction 
The main ionotropic glutamate receptors are the α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropionic acid (AMPA) receptors  and the NMDA receptors, both of which are 

present usually together at the postsynaptic membrane of most excitatory synapses in the 

mammalian brain (Lau and Zukin, 2007; Sanz-Clemente et al., 2013; Traynelis et al., 2010). 

Recent studies suggest that abnormal regulation of NMDA receptors play a fundamental role 

in the development of many neurological and psychiatric disorders, including Alzheimer's 

disease, Parkinson’s disease, epilepsy, and schizophrenia (Lau and Zukin, 2007; Petralia et 

al., 2009). Thus, understanding the mechanisms that regulate both the trafficking and 

function of NMDA receptors is essential for developing novel treatments for these disorders. 

NMDA receptors contain a combination of seven principal subunits (GluN1, GluN2A 

through GluN2D, and GluN3A through GluN3B), all of which share a common membrane 

topology that includes four membrane domains (called M1 through M4), an extracellular N-

terminus, an extracellular loop connecting the M1 and M3 domains, and an intracellular C-

terminus (Traynelis et al., 2010).  

The GluN2A through GluN2D subunits have expression patterns that vary widely 

both in time (i.e., during development) and in space (i.e., among various brain regions) 

(Paoletti, 2011). For example, in cerebellar granule cells (CGCs), GluN2B subunits are 

expressed early in development but disappear almost entirely by postnatal day 21; in contrast, 

GluN2A and GluN2C subunits are expressed later in development (Akazawa et al., 1994; 

Monyer et al., 1994). In addition to its expression in the cerebellum, low levels of GluN2C 

mRNA have also been found in the hippocampus (Pollard et al., 1993). GluN2C-containing 

NMDA receptors have distinct functional properties, including reduced magnesium affinity 

and reduced conductance, and these properties are conferred upon the receptor’s synaptic 

currents (Lu et al., 2006; Paoletti, 2011). Interestingly, the GRIN2C gene, which encodes the 

GluN2C subunit, has several splice variants (Rafiki et al., 2000), and its expression is 

perturbed in some neurological disorders (Kadotani et al., 1998; Marianowski et al., 1995). 

Both the number and type of NMDA receptors at the cell surface are regulated at 

multiple levels, including protein synthesis, subunit assembly, processing in the endoplasmic 

reticulum (ER), intracellular trafficking via the Golgi apparatus (GA), internalization, 

recycling, and degradation (Lau and Zukin, 2007; Petralia et al., 2009; Sanz-Clemente et al., 

2013; Traynelis et al., 2010). Studies have shown that before a functional NMDA receptor 
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heterotetramer is formed in the ER, GluN1 and GluN2 monomers form an intermediate 

complex, for example GluN1-GluN1 and/or GluN1-GluN2 dimers (Atlason et al., 2007; 

Schuler et al., 2008). These intermediate complexes likely employ specific ER retention 

mechanisms, as they are not trafficked from the ER (with the exception of certain GluN1 

splice variants) (Fukaya et al., 2003; McIlhinney et al., 1998; Okabe et al., 1999). Although 

distinct regions within the GluN1, GluN2A, and GluN2B subunits regulate ER processing 

and the trafficking of functional NMDA receptors (Hawkins et al., 2004; Horak and 

Wenthold, 2009; Horak et al., 2008; Kenny et al., 2009; Meddows et al., 2001; Mu et al., 

2003; Qiu et al., 2009; Standley et al., 2000), subunit-dependent differences in early NMDA 

receptor processing (e.g., between GluN1/GluN2A-B and GluN1/GluN2C-D receptors) have 

not yet been studied in detail. 

Glycosylation of proteins regulates a wide range of biological processes in the 

mammalian central nervous system (CNS), including development, synaptogenesis, and 

synaptic transmission (Freeze, 2006; Freeze et al., 2012). The majority of glycoproteins in 

the brain are N-glycosylated, and it has been estimated that proteins expressed in the brain 

contain the highest number of tissue-specific N-glycosylated sites, reflecting the importance 

of N-glycosylation in CNS function (Zielinska et al., 2010). In general, N-glycosylation of 

membrane-bound proteins is initiated in the lumen of the endoplasmic reticulum (ER); the 

glycans are then trimmed and replaced by more complex and variable glycan structures in the 

Golgi apparatus (GA) (Freeze, 2006; Moremen et al., 2012). Interestingly, an estimated 

several thousand distinct glycan structures are present in the mammalian CNS; this diversity 

arises from several factors, including the availability of glycosyltransferases (Vagin et al., 

2009). 

All ionotropic glutamate receptors including NMDA receptors contain several 

conventional N-glycosylation sites (N-X-S/T; X≠P) (Everts et al., 1997; Traynelis et al., 

2010). However, previous studies using Xenopus oocytes found that N-glycosylation may not 

be a prerequisite for the proper function of glutamate receptors (Everts et al., 1997).  

Other previous studies also showed that both endogenous and recombinant GluN 

subunits are extensively N-glycosylated (Clark et al., 1998; Huh and Wenthold, 1999; 

Kaniakova et al., 2012a; Kenny et al., 2009; Qiu et al., 2009), and the presence of N-glycans 

regulates the trafficking and function of NMDA receptors in heterologous expression 

systems (Chazot et al., 1995; Everts et al., 1997). However, the precise role of specific N-

glycosylation sites on GluN subunits is not clearly understood with respect to regulating ER 
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processing, intracellular trafficking, and/or gating of functional NMDA receptors. Given the 

wide diversity of glycan structures present in mammalian cells (>7,000 structures have been 

identified to date), N-glycosylation likely provides an additional level of regulation with 

respect to the molecular mechanisms that regulate NMDA receptors (Moremen et al., 2012).  

Although several studies found that glutamate receptors are the target of several plant-

derived lectins, including concanavalin A (Everts et al., 1997; Mayer and Vyklicky, 1989; 

Traynelis et al., 2010), to the best of our knowledge, no study has examined the glycan 

composition of native NMDA receptors using a comprehensive panel of deglycosylating 

enzymes and lectins. 

 

2 Aims of the study 
 

• Elucidate the mechanism of regulation of GluN1/GluN2C receptors transport to the 

cell surface. 

 

• Characterize N-glycosylation motifs essential for early trafficking of NMDA 

receptors. 

 

• Determine the specific N-glycans structures important for NMDA receptors surface 

expression. 

 

3 Materials and methods 
3.1 Molecular biology 

The following cDNAs encoding full-length or truncated NMDA receptor subunits were 

used: extracellular-tagged yellow fluorescent protein (YFP)-GluN1 and extracellular-tagged 

green fluorescent protein (GFP)-GluN2A, GFP-GluN2B, and GFP-GluN2C (Chen and Roche, 

2009; Horak et al., 2008; Luo et al., 2002). Untagged versions of the GluN1, GluN2A, 

GluN2B and GluN2C subunits were also used (Horak et al., 2006). Point mutations were 

generated using the Quick-Change site-directed mutagenesis kit (Agilent Technologies, Santa 
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Clara, CA) in accordance with the manufacturer’s instructions. The amino acid residues are 

numbered as published (Ishii et al., 1993). All constructs were verified by DNA sequencing. 

3.2 Preparation and transfection of cell cultures 
Mammalian cell cultures 

Heterologous African green monkey kidney fibroblast (COS-7) and human embryonic 

kidney 293 (HEK293) cells were maintained in Opti-MEM I media containing 5% fetal 

bovine serum (FBS; v/v) and transfected with the cDNA constructs using Lipofectamine 2000 

(Life Technologies) as described previously (Kaniakova et al., 2012b). To obtain individual 

HEK293 cells suitable for electrophysiology, cells were trypsinized after transfection and 

resuspended in Opti-MEM I containing 1% FBS, 20 mM MgCl2, 1 mM D,L-2-amino-5-

phosphonopentanoic acid, and 3 mM kynurenic acid (to prevent cell death caused by 

activation of NMDA receptors); the cells were then plated on poly-L-lysine-coated glass 

coverslips. The experiments were performed within 24–48 h of transfection.  

 

Primary hippocampal neurons and cerebellar granule cells 
All animal experiments were performed in accordance with relevant institutional ethical 

guidelines and regulations protecting animal welfare.  

 Primary cultures of hippocampal neurons were prepared from embryonic day 18 (E18) 

Sprague-Dawley rats. In brief, fetal rat hippocampi were isolated in cold dissection solution 

consisting of Hank's Balanced Salt Solution supplemented with 10 mM HEPES (pH 7.4) and 

penicillin-streptomycin (Life Technologies). The tissue was then incubated for 12 min at 

37 °C in chopping solution, which consisted of dissection solution supplemented with 0.1 

mg/ml deoxyribonuclease I and 0.05% trypsin (Sigma). Neurons were washed three times 

with chopping solution and dissociated by triturating 10–15 times through a fire-polished 

glass pipette. The dissociated neurons were pelleted by centrifugation at 900×g for 3 min at 

4 °C and resuspended in plating medium, which consisted of serum-free Neurobasal media 

with B-27 supplement and L-glutamine (Life Technologies). Neurons were plated on poly-D-

lysine (Sigma)-coated dishes at a density of approximately 2x104 cells per cm2. Neurons 

were fed every 2-3 days with plating media. The neurons were infected at DIV5-7 and used 

for experiments 10 days after infection. 
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 Primary cultures of rat cerebellar granule cells (CGCs) were prepared from P6-8 rat 

cerebella as described previously (Prybylowski et al., 2005). In brief, cells were cultured the 

entire period in Basal Eagle’s Medium (Life Technologies) supplemented with 10% FBS 

(v/v), 2 mM glutamine, and 25 mM KCl; where appropriate, the neurons were transfected on 

DIV5 using a modified calcium phosphate method  (Prybylowski et al., 2005). Microscopy 

experiments were performed within 48–72 h of transfection; electrophysiology experiments 

were performed on cultures at DIV6-8.  

 

3.3 Immunofluorescence microscopy 
Surface NMDA receptors were labeled as described previously (Horak et al., 2008). In 

brief, the cells were washed in PBS, then incubated on ice for 10 min in blocking solution 

containing PBS and 10% NGS (v/v). Next, the cells were incubated in the primary antibody 

(in blocking solution) for 30 min. After the cells were washed in PBS, they were incubated in 

the secondary antibody (conjugated with fluorescent dye and diluted in blocking solution) for 

30 min. The cells were washed twice in PBS, fixed in 4% PFA in PBS (w/v) for 20 min, and 

mounted using ProLong Antifade reagent (Life Technologies). Intracellular NMDA receptor 

subunits and the various cellular compartments were labeled at room temperature (Horak et 

al., 2008). First, cells were fixed with 4% PFA for 30 min, and then permeabilized in 0.1% 

TX-100 in PBS for 5 min. The cells were then blocked with blocking solution containing 

0.1% TX-100 for 1 h, incubated in primary antibody for 1 h, then incubated in secondary 

antibody for 1 h. Images were acquired at room temperature using a confocal scanning 

microscope (Leica TCS SPE) fitted with solid-state lasers and a 63x/1.30 oil immersion 

apochromat objective. The images were analyzed using ImageJ software (NIH). For 

hippocampal neurons, the intensity of the surface and total YFP signals was analyzed in an 

area of 10 μm2 in segments of secondary and tertiary dendrites; the numbers of PSD-95 and 

YFP puncta were counted in 10-μm long segments of secondary and tertiary dendrites, as 

indicated in the figures.  
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3.4 Biochemistry 

Deglycosylation assay and lectin-binding assay 

Deglycosylation of NMDA receptors was performed on cerebellar lysates prepared from 

young (i.e., P5-P8) or adult rats. For these experiments, 10 μg of total protein was denatured 

in Denaturing Buffer (New England Biolabs) at 100°C for 10 min in accordance with the 

manufacturer's protocol. For endoglycosidase H (Endo H) digestion, 10× G5 reaction buffer 

and 1000 units of enzyme were added. For Peptide-N-Glycosidase F (PNGase F) digestion, 

10× G7 reaction buffer, 10% Nonidet P-40 (v/v), and 500 units of enzyme were added. The 

samples were incubated for 2 h at 37°C. As a negative control, separate protein samples were 

incubated for 2 h at 37°C in the absence of the respective enzyme.  

 For the lectin-binding experiments, the cerebella of P5-P8 rats were solubilized in 1% 

sodium deoxycholate (w/v) in 50 mM Tris-HCl containing 1 mM EDTA (pH 7.3) and 

protease inhibitors (Roche) for 30 min at 37°C, followed by centrifugation at 30,000×g for 30 

min at 4°C. The cerebellar lysate (800 µg of total protein) was incubated with biotinylated 

lectins (in a total volume of 40 µl) with rotation at 4°C overnight. The samples were then 

incubated with 40 µl of streptavidin-coated agarose beads for 2 h at room temperature. As a 

negative control, separate samples were incubated with agarose beads only. The samples were 

washed three times with wash buffer containing 0.1% Triton X-100 (w/v) in Tris-buffered 

saline (pH 7.4) with protease inhibitors; after washing, the samples were heated in 2× SDS 

loading buffer (25 μl) for 3 min at 80°C. The proteins were separated in a 7% SDS-PAGE gel, 

transferred to a polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane, then incubated with the 

following primary antibodies: mouse anti-GluN1 (clone 54.2; 1:1000; from Dr. Wenthold's 

collection, NIDCD/NIH), mouse anti-GluN2B (1:500; Neuromab), and rabbit anti-GFP 

(1:1000; Merck Millipore). The membranes were then incubated with the respective 

horseradish peroxidase–conjugated donkey anti-mouse and/or anti-rabbit antibodies (1:1000; 

Amersham). The signal was detected using enhanced chemiluminescence with BioMax MR 

X-ray film (Eastman Kodak). The intensity of the protein bands was quantified using ImageJ 

software (NIH, Bethesda, MD) and normalized to the values obtained from the respective 

negative controls. 
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4 Results  

4.1 Distinct regions within the GluN2C subunit regulate 
the surface delivery of NMDA receptors 

Previous studies identified several regions within NMDA receptor subunits including 

the N-terminus, membrane domains, and C-terminus as key elements for controling the 

delivery of NMDA receptors to the cell surface (Anne Stephenson et al., 2008; Traynelis et 

al., 2010). Moreover, the N-terminal domain of the GluN2A subunit but not the GluN2B 

subunit contains an ER retention signal (Horak et al., 2008; Qiu et al., 2009).  

A previous study also found that deleting the A2 segment reduces the surface 

expression of GluN1/GluN2A receptors (Qiu et al., 2009). Therefore, we deleted the A2 

segment from the GluN2C subunit (GFP-GluN2C-Δ159-292). Expressing this construct 

together with the GluN1-1a subunit in COS-7 cells significantly reduced the surface 

expression of the receptors (Fig. 1A, B). Finally, we overexpressed the GFP-GluN2C and 

GFP-GluN2C-Δ159-292 subunits in cultured CGCs and compared their surface delivery 

using confocal microscopy. We found that the GFP-GluN2C-Δ159-292 subunit was 

significantly reduced at the cell surface (Fig. 1C, D). In all cases, the total expression of the 

mutant GluN2C subunit did not differ significantly from the corresponding control (i.e., full-

length) GluN2C subunit. Based on previously published results obtained from 

GluN1/GluN2A receptors (Qiu et al., 2009), we hypothesized that although the structural 

differences within the N-terminal regions do not likely account for the observed differences 

in surface expression between the various GluN2-containing receptors, the N-terminus 

clearly plays an important role in delivering GluN1/GluN2C receptors to the cell surface.  

We recently reported that specific residues within the M3 domains of both the 

GluN2A and GluN2B subunits are essential for delivering functional NMDA receptors to the 

cell surface (Kaniakova et al., 2012b). Based on this finding, we asked whether the M3 

domain in GluN2C plays a similar role in the delivery of NMDA receptors to the cell surface. 

We therefore generated three constructs in which the amino acid residue at position 645, 656, 

or 657 (within the M3 domain) was replaced with an alanine residue (yielding constructs 

GFP-GluN2C-W645A, GFP-GluN2C-Y656A, and GFP-GluN2C-T657A, respectively); 

these residues are homologous to previously identified key residues in the GluN2A and 

GluN2B receptors (Kaniakova et al., 2012b). When co-expressed with the GluN1-1a subunit 
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in COS-7 cells, each mutant GluN2C subunit had reduced surface expression compared to 

wild-type GluN2C (Fig. 1A, B). Similar results were obtained using cultured CGCs 

transfected with GFP-GluN2C-W645A, GFP-GluN2C-Y656A or GFP-GluN2C-T657A 

subunits (Fig. 1C, D). Together, these results support our conclusion that the M3 domain in 

GluN2C is essential for delivering the receptor to the cell surface. Lastly, co-localization 

experiments revealed that GluN1-1a/GFP-GluN2C-W645A and GluN1-1a/GFP-GluN2C-

T657A receptors are present mostly in the ER. 

The C-terminal region of GluN subunits was previously implicated in regulating the 

delivery of NMDA receptors to the cell surface (Sanz-Clemente et al., 2013; Traynelis et al., 

2010). To determine whether the C-terminus of the GluN2C subunit regulates the surface 

delivery of GluN2C-containing NMDA receptors, we first generated a GluN2C subunit that 

lacks the C-terminal domain (GFP-GluN2C-855stop); the protein was truncated at a similar 

position as the truncated versions of GluN2A and GluN2B in previous studies (Horak et al., 

2008; Vissel et al., 2001). Interestingly, when co-expressed in COS-7 cells with the GluN1-

1a subunit, receptors containing the truncated GluN2C failed to traffic to the cell surface 

(Fig. 1A, B). Therefore, we generated a series of C-terminal truncated GluN2C subunits in 

order to determine whether a specific structural element is essential for the forward 

trafficking of GluN2C-containing NMDA receptors. We found that the region adjacent to 

residue 889 is critically involved in regulating the surface expression of GluN2C-containing 

receptors. To test this idea, we generated a full-length pentamutant GFP-GluN2C subunit in 

which the SLPSP sequence (amino acid residues 885-889) was replaced with alanines, 

yielding GFP-GluN2C-SLPSP/AAAAA (Fig. 1A, B). We then co-expressed this construct 

together with GluN1-1a in CGCs and used confocal microscopy to measure surface NMDA 

receptors. The GluN1-1a/GFP-GluN2C-SLPSP/AAAAA receptors were delivered to the cell 

surface at significantly lower levels than control receptors (Fig. 1C, D). Finally, we propose 

that the proximal C-terminus of the GluN2C subunit and the SLPSP motif in particular is a 

critical structural element that regulates the surface delivery of GluN1/GluN2C receptors. We 

also suggest that the C-terminus of GluN2C is the most likely structural element underlying 

the decreased surface expression of GluN1/GluN2C receptors compared to GluN1/GluN2A 

and GluN1/GluN2B receptors.  
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Figure 1: A specific regions within the GluN2C is essential for the surface delivery of NMDA 
receptors. (A) Representative images of total (left panel) and surface (right panel) NMDA receptor 
pools in transfected COS-7 cells. (B) Summary of the normalized ratios of surface and total expression 
of the indicated NMDA receptor subunits measured using fluorescence microscopy. *, p < 0.05 
(relative to GluN1-1a/GFP-GluN2C); ANOVA. (C) Representative images of total (left panel) and 
surface (right panel) GluN2 pools in CGCs. (D) Summary of the normalized ratios of surface and total 
expression of NMDA receptor subunits measured using confocal microscopy. *, p < 0.05 (relative to 
GFP-GluN2C); ANOVA. 
 

4.2 Two N-glycosylation sites in the GluN1 subunit are 
essential for releasing NMDA receptors from the 
endoplasmic reticulum 
 
The GluN1, GluN2A, and GluN2B subunits contain 12, 7, and 7 N-glycosylation 

consensus sites (N-X-S/T; see Fig. 2A), respectively. We hypothesized the specific N-

glycosylation sites in GluN1 and/or GluN2 subunits are essential for early trafficking of 

NMDA receptors. We first tested this hypothesis in COS-7 cells expressing GluN1/GluN2 
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receptors in which single N-glycosylation consensus sites were mutated (by replacing the N 

residue with a Q residue, which is not glycosylated) using a quantitative colorimetric surface 

expression assay (Kaniakova et al., 2012b). We found that there are two essential N-

glycosylation sites in GluN1 (N203Q and N368Q; Fig. 2B); however, mutating any one N-

glycosylation site in GluN2A or GluN2B did not reduce surface delivery of the 

GluN1/GluN2 receptors (Fig. 2C-D).  

 
Figure 2: Specific N-glycosylation sites within the GluN1 subunit regulate the surface 
expression of NMDA receptors in mammalian cell lines. (A), Schematic of the GluN1, GluN2A, 
and GluN2B subunits. Arrowheads indicate the location of extracellular N-glycosylation consensus 
sites (N-X-S/T), and the total number of sites is shown at the right. The vertical lines indicate the sites 
that are conserved at homologous positions among the subunits. The black squares indicate the 
transmembrane domains (M1, M3, and M4), and the hairpin loop that forms the channel pore is 
indicated between M1 and M3. The hatched rectangles indicate alternatively spliced domains in the 
GluN1 subunit. Adapted from (Everts et al., 1997). (B, C, D) COS-7 cells expressing the indicated 
wild-type or mutant YFP-GluN1-1a subunits (GluN1; B)) with or without the GluN2A subunit or 
wild-type or mutant GFP-GluN2A (GluN2A; C) and GFP-GluN2B subunits (GluN2B; D) with or 
without the GluN1-1a subunit were stained using anti-GFP antibodies under non-permeabilizing 
(surface labeling) or permeabilizing (to measure total receptor levels) conditions and measured using 
a quantitative colorimetric assay. The bar graphs show the relative surface expression (surface/total 
expression signals) of the indicated NMDA receptor subunit combinations measured in triplicate from 
three independent experiments (n = 9). *p<0.05 versus control (wild-type GluN1/GluN2A or 
GluN1/GluN2B), analyzed by one-way ANOVA. 
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Next, we generated a GluN1-1a subunit lacking both critical N-glycosylation sites 

(GluN1-N203Q-N368Q) and to complement this mutant a GluN1-1a subunit lacking the 

other ten N-glycosylation sites (but retaining the N203 and N368 residues; GluN1-

10N→10Q) or lacking all twelve N-glycosylation sites (GluN1-12N→12Q) to examined 

whether N203 and N368 in GluN1 are essential for the delivery of NMDA receptors in 

neurons, including the cell surface and excitatory synapses. Because the GluN1 subunit is 

expressed in excess levels in neurons (Prybylowski et al., 2002), we used a lentivirus-based 

molecular replacement system in which the endogenous GluN1 subunit was reduced by 

specific shRNA knockdown (GluN1-KD) and replaced with an shRNA-resistant YFP-tagged 

wild-type or mutant recombinant GluN1-1a subunit (rGluN1, rGluN1-N203Q-N368Q, 

rGluN1-10N→10Q) (Zheng et al., 2015). Next, we used confocal microscopy to determine in 

which subcellular compartment the mutant GluN1 subunits are retained. First, we labeled the 

surface pool of recombinant GluN1 subunits expressed in hippocampal neurons (Fig. 3A, B). 

These experiments yielded similar results as our biotinylation assays; specifically, wild-type 

rGluN1 and rGluN1-10N→10Q subunits were present at the cell surface, whereas rGluN1-

N203Q-N368Q subunits were not. We found similar results using cultured CGCs transfected 

with GluN1 subunits (Fig. 3C, D). Interestingly, when expressed in hippocampal neurons, the 

rGluN1-N203Q-N368Q subunit showed a different pattern in terms of total expression 

compared to wild-type rGluN1 and rGluN1-10N→10Q subunits; specifically, no clusters 

were observed (Fig. 5A). This finding suggests that the rGluN1-N203Q-N368Q subunit may 

not reach excitatory synapses. To test this possibility, we stained infected hippocampal 

neurons using anti-PSD-95 antibody to label the postsynaptic compartment (Fig. 3E, F). We 

found that wild-type rGluN1 and rGluN1-10N→10Q subunits were present in PSD-95‒

positive clusters, whereas the rGluN1-N203Q-N368Q subunit was clearly retained in other 

somatic compartments and dendritic structures.  
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Figure 3: Confocal analysis of fixed neurons expressing recombinant GluN1 subunits. (A) Dense 
cultures of hippocampal neurons were immunostained for surface and total YFP under non-
permeabilizing and permeabilizing conditions, respectively. Representative images of total (left 
column) and surface (right column) immunoreactivity are shown. Below each image is a higher 
magnification image of the region indicated. (B) Summary of the fluorescence intensity per unit area 
of surface and total YFP expression for the indicated rGluN1 subunits expressed in hippocampal 
neurons obtained from a 10µm2 region of interest in segments of secondary and tertiary dendrites (n ≥ 
25 segments from ≥ 5 different cells); *p<0.05, analyzed by one-way ANOVA. (C) Dense cultures of 
CGCs were immunostained for surface and total YFP under non-permeabilizing and permeabilizing 
conditions, respectively. Representative images of total (left column) and surface (right column) 
immunoreactivity are shown. Below each image is a higher magnification image of the region 
indicated. (D) Summary of the fluorescence intensity per unit area of surface and total YFP 
expression for the indicated rGluN1 subunits expressed in CGCs obtained from a 10 µm2 region of 
interest in segments of primary dendrites (n ≥ 10 different cells); *p<0.05, analyzed by one-way 
ANOVA. (20). (E) Hippocampal neurons were immunostained for YFP (GluN1) and PSD-95 under 
permeabilizing conditions. Representative images of the YFP channel (left column), the PSD-95 
channel (middle column), and merged channels (right column) are shown. Below each image is a 
higher magnification image of the region indicated. (F) Summary of the fraction of PSD-95 puncta 
that co-localized with the indicated rGluN1 subunits measured in 10 µm segments of secondary and 
tertiary dendrites (n ≥ 30 segments from ≥ 20 different hippocampal neurons); *p<0.05, analyzed by 
one-way ANOVA. 
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Next, we performed electrophysiology experiments in HEK293 cells. In the agreement 

with our previous data, receptors containing the GluN1-N203Q-N368Q mutant subunits had 

markedly reduced peak current amplitudes compared to both wild-type GluN1/GluN2A and 

GluN1-10N→10Q/GluN2A receptors (Fig. 4A, B). 

 
Figure 4: N-glycosylation regulates the functional properties of NMDA receptors. (A) and (B), 
Whole-cell patch-clamp recordings were performed in HEK293 cells expressing the indicated wild-
type or mutant YFP-GluN1-1a subunits (GluN1) together with the GluN2A subunit. Currents were 
elicited in the continuous presence of 50 µM glycine with a 5-s pulse of 1 mM glutamate (indicated 
by the horizontal bar; the cells were held at a membrane potential of -60 mV. The graph in (B) 
summarizes the peak current amplitude measured for each combination of NMDA receptors (n ≥ 12 
cells). *p<0.05 versus wild-type GluN1/GluN2A, analyzed by one-way ANOVA. 
 

4.3 Characterization of N-glycans on NMDA receptor 
subunits 

Two main categories of N-glycans have been identified based on processing and 

maturation: i) high-mannose N-glycans, which affect the folding and sorting of proteins in 

the ER, and ii) hybrid and complex N-glycans, which are generated by glycan remodeling in 

the GA (Moremen et al., 2012; Vagin et al., 2009). Several groups reported that GluN1 and 

GluN2 subunits are sensitive to PNGase F, which cleaves the high-mannose, hybrid, and 

complex forms of N-glycans, and Endo H, which cleaves the high-mannose and hybrid but 

not the complex forms of N-glycans (Clark et al., 1998; Huh and Wenthold, 1999; Kaniakova 
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et al., 2012a). To identify the categories of N-glycans present in the rat cerebellum, we first 

treated cerebellar lysates obtained from P5-P8 rats with PNGase F or Endo H, then measured 

GluN1 and GluN2B subunits using a gel mobility shift assay (Fig. 5A). Interestingly, we 

found that the mobility of native GluN1 subunit treated with Endo H was similar to the 

mobility of native GluN1 subunit treated with PNGase F, indicating that Endo H removes all 

accessible N-glycans that are present on the native GluN1 subunit. In addition, we observed 

similar results with respect to deglycosylation of cerebellar GluN1 subunits obtained from 

adult animals (Fig. 5B). In contrast, the shift in mobility of the GluN2B subunit treated with 

Endo H was markedly reduced compared with the mobility of the GluN2B subunit treated 

with PNGase F (Fig. 5A). Together with previously published data, these results show that 

cerebellar NMDA receptor subunits are extensively N-glycosylated. 

 
Figure 5: Deglycosylation analysis of NMDA receptors. Cerebellar lysates were obtained from P5-
P8 (A) or adult (B) rats and incubated in Peptide-N-Glycosidase F (PNGase F) or endoglycosidase H 
(Endo H). The samples were then separated by SDS-PAGE, transferred to a PVDF membrane, and 
probed with the indicated antibodies against GluN1 and GluN2B. Representative immunoblots are 
shown. Expression of the GluN2B subunit in the adult cerebellum was negligible (data not shown); 
therefore, deglycosylation was not measured in these samples. The relative mobility of the Endo H‒
treated GluN bands (calculated as the ratio between the Endo H‒treated and PNGase F‒treated 
samples) was as follows: GluN1 (P5-8): 1±0; GluN2B (P5-8): 0.6±0.05; and GluN1 (adult): 1±0; n = 
3. 

Next, we determined which glycans are attached to native NMDA receptors in the 

cerebellum of P5-P8 rats using a complete panel of biotin-conjugated lectins. After pulling 

down specific lectin-bound proteins from the cerebellar lysates, we measured the major 

NMDA receptor subunits present in the lysate (i.e., GluN1 and GluN2B) using western blot 

analysis (Fig. 6A, B). Interestingly, 23 of the 37 lectins in our panel pulled down both GluN1 

and GluN2B subunits. Specifically, the NMDA receptor subunits were associated with 

lectins recognizing N-glycans containing α-mannose (ConA, PSA, LCA, GNL, HHL, and 

NPL) and N-acetylglucosamine (WGA and sWGA), which are present in high-mannose, 

hybrid, and complex forms of N-glycans.  
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Figure 6: Lectins associated with native NMDA receptors. (A) Cerebellar lysates were obtained 
from P5-P8 rats and precipitated using a panel of biotinylated lectins. The samples were then separated 
by SDS-PAGE, transferred to a PVDF membrane, and probed with the indicated antibodies against 
GluN1 and GluN2B. Representative immunoblots are shown. (B) Relative band intensity was 
measured for the indicated GluN subunits precipitated using the indicated lectins. The bands were first 
quantified, then normalized to the negative control from each corresponding immunoblot. The vertical 
dotted line indicates the 2-fold threshold (relative to the negative control). The summary data in b are 
presented as the mean ± SEM; n = 3 for each lectin. 
 

Interestingly, we also found that NMDA receptor subunits were associated with 

lectins that recognize structures found only in hybrid and/or complex forms of N-glycans 

(Table 1). These findings show that the N-glycans that are attached to NMDA receptor 

subunits are likely modified in the GA, thereby giving rise to a wide variety of N-glycan 

structures. 
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POSITIVE LECTINS 

 

PREFFERED GLYCAN SPECIFICITY – TYPE of 
GLYCAN (N/O-GLYCOSYLATION)      

Concanavalin A (ConA), Pisum 
sativum (PSA), Lens culinaris (LCA), 
Galanthus nivalis (GNL), Hippeastrum 
hybrid (HHL), Narcissus 
pseudonarcissus (NPL) 

αMan – M, H, C (N) 

Wheat Germ (WGA), succinylated 
Wheat Germ (sWGA) 

GlcNAc – M, H, C (N) 

Ricinus communis I (RCA I) Gal – H, C (N) 

Phaseolus vulgaris Leucoagglutinin 
(PHA-L) 

Galβ4GlcNAcβ6(GlcNAcβ2Manα3)Manα3 – H, C (N) 

Phaseolus vulgaris Erythroagglutinin 
(PHA-E) 

Galβ4GlcNAcβ2Manα6(GlcNAcβ4)(GlcNAcβ4Manα3) 

Manβ4 – H, C (N) 

Datura stramonium (DSL), 
Lycopersicon esculentum (LEL), 
Solanum tuberosum (STL) 

(GlcNAc)2-4 – H, C (N) 

Erythrina crystagalli (ECL) Galβ4GlcNAc – H, C (N) 

Aleuria aurantia (AAL) Fucα6GlcNAc – H, C (N) 

Sambucus nigra (SNA) Neu5Acα6Gal/GalNAc – H, C (N) and C (O) 

Lotus tetragonolobus (LTL) αFuc – H, C (N) and C (O) 

Jacalin (Jac), Amaranthus caudatus 
(ACL) 

Galβ3GalNAc – C (O) 

Dolichos biflorus (DBA) αGalNAc – C (O) 

Euonymus europaeus (EEL) Galα3Gal – H, C (N) 

Griffonia simplicifolia I Isolectin B4 
(GSL I-B4) 

αGal – H, C (N) 

NEGATIVE LECTINS  

Griffonia simplicifolia II (GSL II) α/βGlcNAc – M, H, C (N) 

Maackia amurensis I (MAL I) Galβ4GlcNAc – H, C (N) 

Griffonia simplicifolia I (GSL I) αGal/αGalNAc – H, C (N) and C (O) 
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Psophocarpus tetragonolobus I (PTL 
I), Psophocarpus tetragonolobus II 
(PTL II) 

Gal, GalNAc – H, C (N) and C (O) 

Maackia amurensis II (MAL II) Neu5Acα3Galβ4GalNAc – C (O) 

Maclura pomifera (MPL), Bauhinia 
purpurea (BPL), Peanut (PNA) 

Galβ3GalNAc – C (O) 

Sophora japonica (SJA) βGalNAc – C (O) 

Soybean (SBA), Vicia villosa (VVA), 
Wistera floribunda (WFL) 

α/βGalNAc – C (O) 

Ulex europaues I (UEA I) αFuc – H, C (N) and C (O) 

 
Table 1: Glycan specificity of the used lectins (see Fig. 2). The preferred glycan specificity of the 
lectins (Man, mannose; GlcNAc, N-acetylglucosamine; Gal, galactose; GalNAc, N-
acetylgalactosamine; Fuc, fucose; Neu5Ac, N-acetylneuraminic acid) and the type of recognized 
glycans (M, mannose; H, hybrid; C, complex; N, N-glycan; O, O-glycan) are shown. Adapted from the 
Vector Laboratories manual and from Varki et al., 2009.  

 

Studies by our group and others found that NMDA receptor subunits are N-

glycosylated (Everts et al., 1997; Huh and Wenthold, 1999; Kenny et al., 2009). However, 

although only some of the consensus N-glycosylation sites in the receptors are believed to be 

actually occupied by glycans (Freeze, 2006; Moremen et al., 2012), only limited information 

is available regarding the occupancy of GluN subunits by N-glycans at specific N-

glycosylation sites. Therefore, to address this issue, we employed GluN1 and GluN2B 

subunits in which individual consensus sites (N-X-S/T) have been mutated (N→Q) to 

prevent N-glycosylation; we then expressed the mutant receptor subunits in HEK293 cells 

and performed a gel mobility shift assay. Our results show that eleven N-glycosylation sites 

within GluN1 (N61, N203, N239, N276, N300, N350, N368, N440, N471, N491, and N771) 

are modified by glycans, whereas the site at N674 is not glycosylated (Fig. 7A). Our results 

with respect to N-glycosylation at N203 and N368 in the GluN1 subunit are consistent with 

our recent results. In addition, we found that all seven putative N-glycosylation sites in the 

GluN2B subunit (N74, N341, N348, N444, N491, N542, and N688) are occupied by glycans 

(Fig. 7B). Taken together, these results confirm that NMDA receptors are occupied by a wide 

range of N-glycans, which regulate their function at the neuronal cell surface. 
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Figure 7: The occupation of putative N-glycosylation sites in GluN1 and GluN2B NMDA 
receptor subunits by N-glycans. (A) HEK293 cells were co-transfected with GluN2B and either 
wild-type or mutant YFP-tagged GluN1-1a. (B) HEK293 cells were co-transfected with GluN1-1a and 
either wild-type or mutant GFP-tagged GluN2B. Twenty-four hours after transfection, the cells were 
lysed, and the indicated YFP/GFP-tagged GluN subunits were analyzed by western blot. Note that in 
most cases the mutant GluN subunits ran at a different size than the corresponding wild-type subunits. 
The GluN2B-7N→7Q subunit lacks all seven predicted extracellular N-glycosylation sites. 
 

5 Discussion  
5.1 Distinct regions within the GluN2C subunit regulate 

the surface delivery of NMDA receptors 

The early processing and intracellular transport of NMDA receptors to the cell 

surface is regulated by specific mechanisms that ensure that only properly assembled 

receptors containing the appropriate subunits are released from the ER and delivered to the 

cell surface. Here, we investigated the mechanism by which the GluN2C subunit regulates 

the surface delivery of NMDA receptors. We identified three distinct regions within the 

GluN2C subunit that are essential for driving the surface delivery of GluN1/GluN2C 

receptors. First, truncating the GluN2C subunit immediately downstream of the M1 domain 

caused the protein to be retained in the intracellular compartment, and this retention was 

released by deleting the N-terminal A2 segment. However, deleting the N-terminal A2 

segment from the full-length (i.e., non-truncated) GluN2C subunit reduced the surface 

expression of GluN1/GluN2C receptors. Interestingly, a similar phenomenon was reported 

previously for GluN2A, but not GluN2B (Qiu et al., 2009). Given that the A2 segment is 

relatively well conserved among GluN2 subunits, it is currently unclear why the A2 segment 

regulates GluN2A and GluN2C differently than GluN2B. It is possible that the A2 segment 

of some GluN2 subunits can interact with specific binding partner(s); alternatively, the 
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presence of a specific A2 segment is required to enable the GluN1/GluN2 heterotetramer to 

pass the intracellular quality control checkpoints (with the ER serving as the most likely 

checkpoint). The latter possibility may be supported by the finding that the GluN1 

homodimer dimer must dissociated in order to form the GluN1/GluN2 heterotetramer (Farina 

et al., 2011). 

Second, our experiments revealed the identity of three amino acid residues within the 

M3 domain of GluN2C specifically, W645, Y656, and T657 that are important for delivering 

GluN2C-containing NMDA receptors to the cell surface. We previously reported that the 

presence of identical residues within the GluN1, GluN2A, and GluN2B subunits is essential 

for surface delivery of the NMDA receptors; therefore, a shared mechanism likely underlies 

the M3 domain’s ability to regulate the surface expression of NMDA receptors (Kaniakova et 

al., 2012b). In contrast to previous data with GluN1, GluN2A, and GluN2B subunits with 

mutations in the M3 domain, we observed extremely small currents in GluN1/GluN2C 

receptors with a mutation in the GluN2C subunit’s M3 domain. One explanation may be that 

the reduced surface expression of wild-type GluN2C-containing receptors compared to 

GluN1/GluN2A and GluN1/GluN2B receptors is further reduced by the same mechanisms, 

as in the case of GluN1/GluN2A and GluN1/GluN2B receptors. Alternatively, the 

GluN1/GluN2C receptors may be regulated via their membrane domains more tightly than 

other receptor types, and this may be reflected in their reduced surface localization. The 

membrane domains of GluN subunits were found to be essential for regulating NMDA 

receptors (Ren et al., 2007; Salous et al., 2009). Moreover, the presence of the M4 domain in 

GluN1 and GluN2 was found to be essential for forming functional receptors (Schorge and 

Colquhoun, 2003). Thus, based on these previous data and our observations, specific inter-

membrane domain interactions are clearly essential for mediating the delivery of NMDA 

receptors to the cell surface; however, it is currently not clear whether their effect is mediated 

during ER processing and/or downstream intracellular transport (Cao et al., 2011; Greger et 

al., 2003; Kaniakova et al., 2012a; Salussolia et al., 2011).  

Finally, we found that deleting the entire C-terminus of GluN2C significantly reduces 

the number of functional NMDA receptors at the cell surface. Interestingly, deleting the C-

terminus of GluN2A or GluN2B does not have such a profound effect (Horak et al., 2008; 

Vissel et al., 2001). Our series of deletions and mutations revealed a critical structural 

element within the proximal C-terminal region of the GluN2C subunit; this 5-residue motif 

(SLPSP) regulates the surface expression of GluN1/GluN2C receptors. Whether the SLPSP 
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motif interacts with a specific binding partner remains unclear. Indeed, we cannot exclude 

the possibility that additional structural elements within the C-terminus of GluN2C aside 

from the SLPSP motif also regulate the transport of GluN1/GluN2C receptors. This view is 

supported by a compelling study that identified the RHASLP motif in the C-terminus of 

GluN2C as a 14-3-3 binding motif (Chen and Roche, 2009). Moreover, we found that 

deleting the PDZ-binding motif in the GluN2C subunit (i.e., our GluN2C-1241stop 

construct) did not affect the surface expression of NMDA receptors, which is consistent with 

a previous study that found that phosphorylation of the serine residues adjacent to the PDZ-

binding motif does not regulate the trafficking of GluN1/GluN2C receptors (Chen et al., 

2006). Based on this large body of data, we propose that the C-terminus of GluN2C subunits 

including the SLPSP motif plays a unique and specific role in regulating the delivery of 

GluN1/GluN2C receptors to the cell surface. At this time, our data cannot be used to 

determine whether the GluN2C C-terminus including the SLPSP motif plays a role in ER 

processing and/or intracellular transport of NMDA receptors. Nevertheless, the C-terminus of 

GluN2C has relatively low homology with the C-termini of GluN2A and GluN2B (Ishii et 

al., 1993); therefore, the SLPSP motif within the C-terminus of GluN2C does not have a 

corresponding motif (i.e., located the same distance from the M4 domain) in the GluN2A and 

GluN2B subunits.  

5.2 Two N-glycosylation sites in the GluN1 subunit are 
essential for releasing NMDA receptors from the 
endoplasmic reticulum 

Here, we examined the role of conventional N-glycosylation sites in the GluN1, 

GluN2A, and GluN2B NMDA receptor subunits with respect to receptor trafficking and 

function using a combination of biochemistry, microscopy, and electrophysiology in 

heterologous expression systems and neurons. Our findings show that N-glycosylation plays 

an essential role in the release of NMDA receptors from the ER.  

Did this mechanism develop early in the evolution of NMDA receptors, or is it a 

newly emerged mechanism in mammalian cells? A bioinformatics analysis revealed that the 

N-glycosylation sites at N203 and N368 have been conserved within GluN1 subunits 

throughout evolution (Fig. 8A), thus underscoring the high importance of these two sites.  
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Figure 8: The N-glycosylation sites at N203 and N368 have been conserved within GluN1 
subunits throughout evolution. (A) Sequences of GluN1 homologs from the indicated species. The 
upper and lower sets of sequences contain the N203 and N368 residues, respectively, which were 
identified in rat GluN1 as essential for trafficking of NMDA receptors; the conventional N-
glycosylation consensus sites are underlined. 
 

Previous biochemical data showed that NMDA receptors are heavily N-glycosylated 

(Clark et al., 1998; Huh and Wenthold, 1999; Kaniakova et al., 2012a; Kenny et al., 2009). 

However, we currently do not know which asparagine residues aside from N203 and N368 in 

the GluN1 subunit are N-glycosylated in native subunits, as only two-thirds of the 

conventional N-glycosylation consensus sites are occupied by glycans (Moremen et al., 2012; 

Vagin et al., 2009). Interestingly, recent studies reported that the N-glycosylation pattern of 

AMPA receptors in the cortex is altered in schizophrenia (Tucholski et al., 2013), the 

ionotropic glutamate receptor function is modulated by vertebrate galectins (Copits et al., 

2014), and O-GlcNAcylation of the GluA2 subunit is associated with long-term depression in 

hippocampal synapses (Taylor et al., 2014); thus, it is likely that future studies will reveal 

more information regarding the precise roles that specific glycosylation of NMDA receptors 

play in regulating neuronal function. Finally, because patients with congenital disorders of 

glycosylation (CDG) often exhibit neuropsychiatric symptoms, including mental retardation, 

seizures, and epilepsy (Freeze, 2006; Moremen et al., 2012), understanding the role that N-

glycosylation plays in the mammalian brain is highly relevant from a clinical perspective.     

5.3 Characterization of N-glycans on NMDA receptor 
subunits 

Here, we report that a large range of lectins pull down both GluN1 and GluN2B 

NMDA receptor subunits in cerebellar lysates. Specifically, we observed a relatively strong 

association between these NMDA receptor subunits and lectins that recognize high-mannose 

N-glycans; this is likely because the ER contains a substantial pool of NMDA receptors 

(Prybylowski et al., 2002). Given that we also identified many lectins that recognize only the 

hybrid or complex forms of N-glycans (which are produced in the GA), we suggest that the 
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N-glycans are modified extensively as the NMDA receptor travels from the ER toward the 

cell surface. It is currently not clear whether the glycan composition of NMDA receptors is 

modified in the somatic GA, at dendritic Golgi outposts, and/or at Golgi satellite structures 

(Mikhaylova et al., 2016). Nevertheless, it has been suggested that unlike AMPA receptors, 

NMDA receptors may bypass the somatic GA during their journey to the synapse (Jeyifous et 

al., 2009). Consistent with this notion, the necessary glycosylation machinery is also present 

in dendrites of hippocampal neurons (Mikhaylova et al., 2016; Torre and Steward, 1996); 

thus, it is conceivable that all Golgi systems can be used for processing N-glycans on NMDA 

receptors. Based on their sensitivity to Endo H, AMPA receptors and kainate receptors have 

clearly distinguishable pools of immature and mature forms (Coleman et al., 2006; Greger et 

al., 2003; Mah et al., 2005; Standley et al., 1998). Data from our group and others were 

largely unable to identify clearly distinguishable pools of immature and mature NMDA 

receptors based on Endo H treatment (Huh and Wenthold, 1999; Kaniakova et al., 2012a); 

but see (Kenny et al. 2009). Therefore, we suggest that N-glycan processing differs between 

NMDA receptors and AMPA receptors/kainate receptors; moreover, we suggest that using 

Endo H deglycosylation is not sufficient to detect immature versus mature NMDA receptors. 

We reported that tunicamycin (an inhibitor of N-linked glycosylation) significantly 

reduces the number of NMDA receptors at the cell surface. However, it is currently unclear 

whether additional processing of N-glycans in the GA is required for delivering 

GluN1/GluN2 receptors to the cell surface. Interestingly, we found a robust association 

between NMDA receptors and fucose-interacting lectins such as AAL. Fucose-containing N-

glycans are common in brain glycoproteins, where they regulate several functions, including 

neurite formation (Gu et al., 2013). Thus, we suggest that changes in N-glycan composition 

may play subtle yet currently unidentified roles in the function of NMDA receptors at the cell 

surface. For example, receptor stability at the surface and/or synaptic membrane may be 

altered by the presence of specific glycan structures; alternatively, endogenous vertebrate 

lectins (e.g., brain-specific galectin-1) may modulate specific functional properties of NMDA 

receptors (Copits et al., 2014). Indeed, many regulatory proteins that interact with NMDA 

receptors (for example, synaptic adhesion-like molecules) are also N-glycosylated (Horak et 

al., 2014; Lussier et al., 2015; Seabold et al., 2008). Therefore, we cannot exclude the 

possibility that at least some of the effects of lectins observed here may be mediated by these 

indirect interactions, rather than by direct lectin-GluN subunit interactions.  
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6 Conclusions  
✓ GluN1/GluN2A, GluN1/GluN2B and GluN1/GluN2C receptors are differentially 

expressed at the cell surface. This difference indicates that the GluN2C subunit contains 

critical structural elements that control the trafficking of GluN1/GluN2C receptors.  

✓ Truncating the GluN2C subunit immediately downstream of the M1 domain 

caused the protein to be retained in the intracellular compartement, and this retention was 

released by deleting the N-terminal A2 segment (159-292). 

✓ Three amino acid residues within the M3 domain of GluN2C, specifically W645, 

Y656 and T657, are important for delivering GluN1/GluN2C receptors to the cell surface. The 

integrity of the M3 domain of GluN2C subunit plays a key role in the regulation of transport 

of GluN1/GluN2C receptors, because mutated GluN2C-containing receptors are not present at 

the cell surface. 

✓ Deleting the entire C-terminus of GluN2C subunit significantly reduces the 

number of functional GluN1/GluN2C receptors at the cell surface. Series of deletions and 

mutations revealed a critical structural element within the proximal C-terminal region of the 

GluN2C subunit. This 5-residue motif (SLPSP) regulates the surface expression of 

GluN1/GluN2C receptors. The C-terminus of GluN2C subunit has relatively low homology 

with the C-termini of GluN2A and GluN2B subunits, which can explain the subunit-

dependent differences between GluN1/GluN2 receptors. 

✓ Using a combination of biochemistry, microscopy and electrophysiology in 

heterologous expression systems and neurons, we identified two conventional N-glycosylation 

sites within the GluN1 subunit (N203 and N368) which regulate functional properties and 

trafficking of native NMDA receptors.  

✓ However, mutating N-glycosylation site in GluN2A or GluN2B did not reduce 

surface delivery of the GluN1/GluN2 receptors. 

✓ Native NMDA receptors were associated with lectins recognizing N-glycans 

containing α-mannose (ConA, PSA, LCA, GNL, HHL and NPL) and N-acetylglucosamine 

(WGA and sWGA), which are present in high-mannose, hybrid and complex forms of N-

glycans. NMDA receptors were also associated with lectins that recognize structures found 

only in hybrid and/or complex forms of N-glycans. 
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✓ Using lectin-based analysis we determined that the GluN1 subunit contains only 

the high-manose type of N-glycans, whereas the GluN2B contains also complex and/or hybrid 

types of N-glycans.  

✓ AAL lectin recognizing fucose containing glycans, altered functional properties 

of native NMDA receptors. Fucose-containing glycans are common in brain glycoproteins, 

where they regulate several functions, including neurite formation. 

✓ Both GluN1 and GluN2B subunits in the cerebellum are occupied by a wide 

diversity of N-glycans which alter the biophysical properties of NMDA receptors. 

✓ Gel mobility shift assay showed that 7 N-glycosylation sites within the GluN2B 

subunit (N74, N341, N348, N444, N491, N542 and N688) are occupied by N-glycans and 11 

out of 12 N-glycosylation sites within the GluN1 subunit (N61, N203, N239, N276, N300, 

N350, N368, N440, N471, N491 and N771) whereas the site at N674 is not glycosylated. This 

N-glycosylation site contains prolin, which likely inhibit the glycosylation of this site. 
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