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Abstrakt

N-methyl-D-aspartatové (NMDA) receptory patfi mezi ionotropni glutamatové
receptory zapojené v excitatnim synaptickém pienosu, synaptické plasticité a
excitotoxicité. Vytvaieji heterotetramerni komplexy slozené z GluN1, GluN2A-D
a/nebo GIuN3A-B podjednotek, které jsou aktivovany glutamatem a glycinem.
Ptedchozi studie ukézaly, ze jednotlivé podjednotky NMDA receptoril, specidlné
GluN2 podjednotky, vykazuji rizné funkéni a farmakologické vlastnosti. Cilem mé
prace bylo objasnit mechanizmy regulace transportu NMDA receptorii na bunécny
povrch. V naSich pokusech jsme pouzivali metodu imunocytochemického znaceni
receptorll na heterolognich COS-7 bunikach a kulturach granularnich mozeckovych
neuronll (CGC) exprimujicich rekombinantni NMDA receptory. Z vysledkii mé prace
vyplyva, ze transport NMDA receptorii na bunéény povrch je regulovan predev§im
pritomnosti GIluN2 podjednotek. NaSe dalsi vysledky ukazaly, ze transport
GluN1/GIluN2C receptorti je regulovany tfemi specifickymi oblastmi GIuN2C
podjednotky: i.) oblasti A2 segmentu v amino-termindlni doméné¢, ii.) M3 doménou a
iii.) proximalni ¢asti C-konce obsahujici sekvenci péti aminokyselin, SLPSP. Nase
vysledky pomahaji objasnit mechanizmy regulace funkce NMDA receptorti v savéim
centrdlnim nervovém systému a pfispivaji tak k poznani mechanizm vzniku riiznych
neurologickych a psychiatrickych onemocnéni spojovanych s abnormalni regulaci
NMDA receptori jako je napiiklad Alzheimerova a Parkinsonova demence,
Huntingtonova nemoc, epilepsie, deprese, schizofrenie, ischemie ¢i zavislost na

kokainu.

Klicova slova: NMDA receptor; GIluN podjednotka; intracelularni transport;

glutamatovy receptor, iontovy kandl, retencni motiv



Abstract

N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors are a class of ionotropic glutamate
receptors, involved in excitatory synaptic transmission, synaptic plasticity and
excitotoxicity. They form heterotetrameric complexes composed of GluN1, GluN2A-D
and/or GluN3A-B subunits that are activated by glutamate and glycine. Previous reports
showed that different subunits of NMDA receptors, especially the GluN2 subunits,
confer different functional and pharmacological properties on the receptor complexes.
However, the subunit-dependent differences in the regulation of intracellular processing
and transport of NMDA receptor subtypes has not been clearly elucidated. The aim of
this work was to clarify the mechanisms of regulation of the NMDA receptor transport.
In our experiments we performed immunocytochemistry of receptors on heterologous
COS-7 cells and cultured cerebellar granule cells (CGC), both expressing recombinant
NMDA receptors. The results of my work show that the transport of NMDA receptors is
regulated by presence of GluN2A and GluN2B subunits. Our results further showed that
transport of the GluN1/GIuN2C receptors is regulated by three specific areas of the
GluN2C subunit: i) the A2 segment within the amino-terminal domain, ii.) the M3
domain, and 1iii.) the proximal part of the C-terminus containing the sequence of five
amino acids, SLPSP. Our results help clarify the mechanisms regulating the function of
NMDA receptors in the mammalian central nervous system and thus contribute to our
understanding of the mechanisms involved in various neurological and psychiatric
disorders associated with abnormal regulation of NMDA receptors, such as Alzheimer's
and Parkinson's dementia, schizophrenia, Huntington's disease, epilepsy, depression,

schizophrenia, ischemia or cocaine addiction.

Key words: NMDA receptor; GluN subunit; intracellular transport; glutamate receptor,

ion channel, retention motif
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1. Seznam zkratek

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionat
BSA bovinni sérovy albumin (bovine serum albumine)

CGC granuldrni mozeckové neurony (cerebellum granule cells)
CNS centralni nervova soustava (central nervous system)
COS-7 opic¢i ledvinné fibroblasty (monkey kidney fibroblasts)
DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
EMEM z angl. Eagle’s minimum essential medium

ER endoplazmatické retikulum (endoplasmic reticulum)
GA Golgiho aparat (Golgi aparatus)

GFP zeleny fluorescencni protein (green fluorescent protein)
G; inhibi¢ni G-protein

GluN podjenotka glutamatovych NMDA receptort

HBS hepesovy pufr (HEPES buffered saline)

LTD dlouhodoba deprese (long term depression)

LTP dlouhodoba potenciace (long term potentiation)

Ml1-4 mebranové domény 1-4

MAGUK z angl. membrane-associated guanylate kinase

mPINS z angl. mammalian homologue of Drosophila

melanogaster partner of inscuteable

NGS kozi sérum (normal goat serum)

NMDA N-methyl-D-aspartat

PBS fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)
PDZ z angl. protein density zone

PKA proteinkinaza A (proteinkinase A)

PKC proteinkinaza C (proteinkinase C)

SAP z angl. synapse association protein

TGN trans-Golgiho sit’ (trans-Golgi network)



2. Uvod

Jesté predtim nez byl L-glutamét uznan jako hlavni neuroptenase¢ v savéi CNS,
byl v 60. letech minulého stoleti objeven synteticky agonista N-methyl-D-aspartat
(Curtis and Watkins, 1961; Curtis and Watkins, 1963). AZ o deset let pozdé&ji vedl
rozvoj metody vazby radioligandi a objev specifickych antagonisti k poznani, ze
v sav¢im mozku existuji receptory aktivované pravé NMDA (McLennan et al., 1981).
V roce 1991 vedlo klonovani GIuN1 podjednotky NMDA receptoru (Moriyoshi et al.,
1991) k objevu ¢tyf gent koédujicich razné typy GIuN2 podjednotek (Monyer et al.,
1992). Tento objev pomohl rozlisit oddélené, ale piesto piibuzné genové rodiny NMDA
1 ostatnich glutamatovych receptorti. Rozmanitost podjednotek NMDA receptorii se
neprojevuje jen v jejich unikatni vyvojové a prostorové expresi, ale také v odliSnych
mechanizmech regulace transportu na bunéény povrch.

Vmé diplomové praci se zabyvdm intraceluldrnimi mechanizmy regulace
transportu NMDA receptorti na bunécny povrch. Tato prace je dulezitd predevsim
z hlediska objasnéni mechanizmu regulace funkce GluN1/GluN2C receptori v savéi
CNS a ptispivd tak kpoznani mechanizml vzniku riznych neurologickych a
psychiatrickych onemocnéni, které jsou spojeny sabnormalni regulaci NMDA

receptord.



3. Literarni prehled

3.1. NMDA receptory

Glutamat je hlavni excitacni neuropfenase¢ v sav¢i centrdlni nervové soustave
(CNS) (Traynelis et al., 2010). V 80. a 90. letech 20. stoleti byla prokazana existence
dvou typu specifickych glutamatovych receptorti, metabotropnich a ionotropnich
(Curtis et al., 1960; Dingledine et al., 1999; Flores-Soto et al., 2012). V soucasné
dob¢ se ionotropni glutamatové receptory déli podle jejich specifickych agonisti na
kainatové, oa-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionatové (AMPA) a N-
methyl-D-aspartatové (NMDA). Pfedmétem studia této diplomové prace jsou NMDA
receptory, které hraji vyznamnou ulohu v mnoha procesech savéi CNS (Petralia et al.,

2009; Traynelis et al., 2010).

3.2. Vyznam NMDA receptori

NMDA receptory jsou exprimovany téméf ve vSech neuronech a v mnoha
gliovych bunikach v savéim CNS. Vyskytuji se v excita¢nich synapsich presynapticky
1 postsynapticky, v extrasynaptickych oblastech na bunééném povrchu a
v intracelularnich kompartmentech (Petralia et al., 2005; Blanke and VanDongen,
2009).

Synaptické NMDA receptory hraji kritickou roli pfi excitaénim synaptickém
prenosu a pti tzv. dlouhodobé potenciaci (LTP) a dlouhodobé depresi (LTD), které
jsou povazovany za molekularni podstatu uceni a paméti (Lynch, 2004). Naptiklad,
v nedavné dobé€ bylo zjisténo, ze v oblasti hipokampu probihd pfi procesu uceni LTP
(Whitlock et al., 2006). Piedpoklada se, Ze k depolarizaci membrany a nasledné
aktivaci NMDA receptorit dochézi béhem vysokofrekvenéni stimulace neuront, kdy
Ca®" ionty vstupuji do postsynaptického neuronu. Nasledné zmény v intracelularni
signalizaci pak vedou k zesileni synaptického pienosu mezi neurony (Lynch, 2004).
Rovnéz bylo ukazano, Ze nadmérnd aktivace NMDA receptorti, kterd zvySuje
intracelularni koncentraci Ca®" iontl, miZe zpiisobit bun&¢nou smrt neuronil. Tento
predpokladaly, e jakékoli zvySeni intracelularni koncentrace Ca’" iontd muiiZe

zpusobit  excitotoxicitu a stit se pfi¢inou vzniku mnoha zdvaznych
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neurodegenerativnich onemocnéni (Olney, 1990; Lang and Lozano, 1998). Pozd¢jsi
studie ale ukdazaly, Ze pouze aktivace extrasynaptickych NMDA receptori vede
k excitotoxicité, a ze aktivace synaptickych NMDA receptori mé naopak anti-
apoptoticky ucinek (Sattler et al., 2000). Komplexni povaha funkce NMDA receptori
se v riznych stadiich nemoci rozsifila nad ramec tradicniho pohledu na excitotoxickou
bunéénou smrt a zahrnuje i abnormalni regulaci NMDA receptorti (Grossman et al.,
2001; Small et al., 2001; Selkoe, 2002; Fan and Raymond, 2007). Pfedpoklada se, ze
abnormdlni regulace NMDA receptorii je pfi¢inou mnoha neurologickych a
psychiatrickych onemocnéni jako Alzheimerova a Parkinsonova demence,
Huntingtonova choroba, epilepsie, schizofrenie a mnoho dalsich (Olney, 1990;

Rothstein, 1995; Doraiswamy, 2003; Rotaru et al., 2011).

3.3. Struktura NMDA receptori

V soucasné¢ dobé je znamo, Ze funkéni NMDA receptor je heterotetramer
(Meddows et al., 2001; Schorge and Colquhoun, 2003; Papadakis et al., 2004; Qiu et
al., 2005), tvofeny dvéma GIuN1 a dvéma GIuN2 a/nebo GIuN3 podjednotkami
(Monyer et al., 1992; Schorge and Colquhoun, 2003; Atlason et al., 2007; Ulbrich and
Isacoff, 2007; Ulbrich and Isacoff, 2008). Nativni NMDA receptory jsou nejcastéji
sloZzeny ze dvou GluN1 podjednotek (vazajicich glycin) a dvou GIuN2 podjednotek
(vazajicich glutamat) (Furukawa and Gouaux, 2003; Furukawa et al., 2005; Schuler et
al., 2008; Yao et al., 2008). Bylo ukazano, Zze GluN1/GluN2 receptory mohou byt
aktivovany pouze v pfitomnosti agonistd glutamatového a glycinového mista (Johnson
and Ascher, 1987; Kleckner and Dingledine, 1988; Lerma et al., 1990). V nékterych
oblastech mozku jsou rovnéz formovany triheteromerick¢é GluN1/GluN2/GluN3
receptory (Ulbrich and Isacoff, 2008; Traynelis et al., 2010). Tyto specifické typy
NMDA receptorti zde nebudou detailn€ popsany, jelikoz jsme se v této diplomové
praci sousttedili na standardni typy GluN1/GIluN2 receptord.

Dosud bylo identifikovano osm riznych sestfihovych variant GIluN1
podjednotky (Zukin and Bennett, 1995), ¢tyti GluN2 podjednotky (GluN2A, 2B, 2C,
2D) a dvé GluN3 podjednotky (GIuN3A, 3B). Kazda z téchto zminénych podjednotek
je kodovana vlastnim genem (Dingledine et al., 1999; Traynelis et al., 2010).
Nomenklatura pro tyto receptory byla zavedena podle Collingridge et al., 2009.

Sestfithové varianty GIuN1 podjednotky se liSi pfitomnosti nebo nepiitomnosti exonu
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5 v N-terminalni doméné ¢i exony 21 a 22 v C-terminalni doméné (Hollmann et al.,
1993; Zukin and Bennett, 1995). Napiiklad, na zakladé pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
exonu 5 v N-terminalni doméné rozliSujeme dva podtypy sestfihovych variant, 1a a 1b
(Moriyoshi et al., 1991). Jednotlivé sestiithové varianty GluN1 podjednotky i podtypy
GIuN2 podjednotek maji ruzné funkéni i farmakologické vlastnosti (Vicini et al.,
1998). Pro spravnou funkci a regulaci NMDA receptord jsou dulezité také
posttransla¢ni modifikace jednotlivych podjednotek vcetné jejich fosforylace (Crump
et al., 2001; Lan et al., 2001; Wenthold et al., 2003), glykosylace (Dingledine et al.,
1999; Storey et al., 2011) a palmitoylace (Hayashi et al., 2009).

Vsechny podjednotky ionotropnich glutamétovych receptord vcéetné NMDA
receptort jsou integralni membranové proteiny obsahujici ¢tyfi semiautonomni domény:
extraceluldarni N-termindlni doménu tvofenou amino-termindlni a ligand-vézajici
doménou, transmembranovou doménu a intracelularni C-terminalni doménu. Kazda
podjednotka je sloZena ze tfi transmembranovych domén, M1, M3 a M4. Mezi M1 a M3
doménou je umisténa vratna smycka M2, tvofici pér iontového kanalu (Chen and
Lipton, 2006; Sobolevsky et al., 2009). Vazebné misto pro glutamat je lokalizovano na
GIluN2 podjednotce a je tvoieno segmentem S1, lezicim pfed doménou M1 a segmentem
S2, ktery se nachazi mezi M3 a M4 doménou. Glycinové vazebné misto, které se
nachazi na GluN1 podjednotce, je rovnézZ lokalizovano na S1 a S2 segmentech (viz Obr.
1).

Iontovy kanidl NMDA receptor je zGzenim rozdéleny na extracelularni a
intracelularni vestibul (Kuner et al., 1996). Extracelularni vestibul je tvofen
povrchovymi ¢astmi aminokyselinovych zbytki N-terminalni ¢asti M1 domény, C-
termindlni ¢asti M3 domény a N-terminalni ¢asti M4 domény. Jadro vestibulu tvoii M3

domény (Beck et al., 1999; Sobolevsky et al., 2002).
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Obr. 1: Struktura a doménova organizace NMDA receptoru podle AMPA
receptori. (A) Linearni reprezentace podjednotek v polypeptidovém fetézci a
schematicka ilustrace podjednotkové topologie. M1, M3, M4 domény a smycka M2
jsou lokalizovany v membran¢ a vytvareji por iontového kanalu. Segmenty S1 a S2
tvofi vazebné misto pro agonisty. (B) Krystalova struktura membranového uspofadani
tetrameru. (C) Amino-termindlni doména (ATD) se podili na formovani funkcnich
receptord, jejich farmakologické modulaci a transportu na povrch. Pro vazbu agonisti,
kompetitivnich antagonisti a aktivaci receptoru je dilezitd ligand vazajici doména
(LBD). Na tvorb¢ iontového kanalu se podili TMD. (D) Symetricka nesourodost mezi
TMD, ATD a LBD vede ke dvéma odlisnym typtim podjednotek s dvéma odliSnymi
konformacemi. Podjednotky jsou oznacené A/C a B/D (Traynelis et al., 2010).
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3.4. Podjednotkové sloZeni a lokalizace NMDA receptort

Podjednotkové slozeni NMDA receptori v savéim mozku je v prubéhu
ontogenetického vyvoje specificky regulovano. Exprese jednotlivych podjednotek
NMDA receptort se lisi v zavislosti na stadiu vyvoje jedince a oblasti mozku, kde
k expresi dochdzi. Naptiklad, GluN2B a GIluN2D podjednotky jsou piednostné
exprimovany v neonatalnim obdobi vyvoje mozku. Béhem starnuti CNS exprese
téchto podjednotek postupné klesa a dochazi k prednostni expresi GluN2A
podjednotek. GIuN2C podjednotka se vyskytuje pouze v nékterych specifickych
oblastech mozku, napf. v mozecku (Watanabe et al., 1992; Wenzel et al., 1997; Sans
et al., 2000; Cull-Candy et al., 2001; Paoletti, 2011).

NMDA receptory jsou na synapsich lokalizované spolu s dalSimi
metabotropnimi a ionotropnimi glutamatovymi receptory. Pfesné regulovany pocet a
lokalizace NMDA receptorti v synapsich jsou kritické pro normalni glutamatergni
neurotransmisi a synaptickou plasticitu (Traynelis et al., 2010). Rozmanitost odpovédi
NMDA receptori vyplyva z komplexnosti sloZzeni jednotlivych receptort a z variaci v
jejich lokalizaci. U dospélych jedinch jsou receptory obsahujici GluN2A podjednotky
lokalizované piedev§im na synapsich, zatimco receptory obsahujici GluN2B
podjednotku jsou lokalizované spiSe extrasynapticky (Stocca and Vicini, 1998; Tovar
and Westbrook, 1999; Li et al., 2002; Kohr, 2006). V kazdém triheteromernim
komplexu GIuN1/GluN2X/GluN2Y se zacletiuje vice nez jeden druh GIluN2
podjednotky. Na excitacnich synapsich v hipokampu se pravdépodobné nachézi
GluN1/GluN2A/GluN2B receptory, na synapsich granularnich mozeckovych neuronii
GluN1/GluN2A/GIluN2C receptory a na dopaminergnich neuronech v substantia nigra
se nachazeji GIluN1/GluN2B/GIuN2D receptory (Cull-Candy et al., 2001).
Ptedpokladd se, Ze mechanizmy transportu jednotlivych typit NMDA receptort jsou
specificky regulovany, aby vyhovovaly aktudlnim potiebam jednotlivych neuroni

v CNS.
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3.5. Biogeneze, formovani a maturace NMDA receptori
v endoplazmatickém retikulu

Membranové receptory jsou syntetizovany v endoplazmatickém retikulu (ER),
kde nésledn¢ dochdzi i k riznym druhiim kontroly kvality téchto proteini. Dochézi
zde k odstranéni nespravné zformovanych proteinti nebo jinak nedokonalych molekul.

Mechanizmy regulace transportu NMDA receptort z ER zatim nejsou plné
objasnény. Delece GluN1 podjednotky v mySich CAl pyramidélnich neuronech
zpusobuje agregaci GluN2 podjednotek v intracisternalnich granulich ER (Fukaya et
al., 2003). To podporuje dalsi studii, ktera ukazuje, Ze GluN2 podjednotky jsou
lokalizovany v ER v nepfitomnosti GluN1 podjednotky (Mcllhinney et al., 1998).
V heterolognich buiikdch jsou homomerické GIuN3A komplexy a komplexy
GluN2A/GIluN3A lokalizovany v ER. Pouze heteromerické komplexy, které obsahuji
GluN1 podjednotku, byly nalezeny na bunééném povrchu (Perez-Otano et al., 2001).
Interakce mezi GIuN3B podjednotkou a jinymi podjednotkami NMDA receptord jsou
podobné (Matsuda et al., 2003). Lze piedpokladat, Ze jednotlivé ER retenéni motivy
jsou maskovany v kvartérni struktufe funkéniho NMDA receptoru a za pomoci
regulac¢nich mechanizmt je kontrolovano uvolnéni spravné sloZzenych receptorti z ER.

Pomoci imunologického znaceni, biochemickych a funkénich analyz bylo
zjiSténo, Ze amino-terminalni doména v GluN2A podjednotce obsahuje ER retencni
signdl v jejim A2 segmentu. Tento signdl je specificky maskovany pfitomnosti amino-
termindlni domény GIuN1 podjednotky. Je zajimavé, Ze amino-termindlni doména
GluN2B podjednotky pravdépodobné neobsahuje ER reten¢ni signal. NMDA
receptory obsahujici GluN2A podjednotku maji pravdépodobné jiny zpiisob kontroly
kvality v ER oproti receptoriim obsahujicim GluN2B podjednotku (Qiu et al., 2009).

Podobn¢ jako v amino-terminalni doméné¢ GluN2A podjednotky, i v oblasti M3
domén byly identifikovany kritické strukturni determinanty dtlezité pro formovani a
transport NMDA receptorit na bunéény povrch (Horak et al., 2008). Piedpoklada se,
ze specifickd konformace M3 domén GIuNl i GluN2 podjednotek zadrzuje
samostatn¢ exprimované podjednotky v ER, dokud nevytvofi funkéni heterotetramer.
Maskovani ER reten¢nich motivil je pravdépodobné zpisobeno interakci M3 domén
spolu s M4 doménou GIluN1 podjednotky. NasSe studie ukazala, Ze ptitomnost
klicovych zbytki aminokyselin v M3 doménach GluN1 i GIluN2 podjednotek je

kritickd pro povrchovou expresi NMDA receptorti. Tyto klicové aminokyselinové
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zbytky v ramci M3 domény nejsou nezbytné pro formovani funkénich receptord, ale
spise reguluji uvoliovani NMDA receptorti z ER (Kaniakova et al., 2012a). Dalsi nase
studie ukazala, Ze 1 M4 doména v GluN1 podjednotce je kritickd pro uvolnéni NMDA
receptort z ER (Kaniakova et al., 2012b). Pouzitim cetnych mutovanych GluNI
podjednotek exprimovanych v heterolognich builkdch jsme identifikovali jeden
aminokyselinovy zbytek (L830) v druhé poloviné¢ M4 domény GluN1 podjednotky,
ktery reguluje transport NMDA receptord na bunéény povrch. Pfitomnost L830 neni
pravdépodobné rozhodujici pro fyzickou interakci GluN1/GluN2 podjednotek nebo
pro formovani funkénich receptord, ale podili se na maskovani ER reten¢nich signali
v ER a/nebo na nasledném transportu funkénich NMDA receptori (Kaniakova et al.,
2012b).

Na intracelularnim C-konci GluN1 podjednotky v C1 kazeté byly objeveny dva
kratké motivy (KKK a RRR) zadrzujici podjednotky v ER (tzv. ER reten¢ni motivy)
(Standley et al., 2000; Scott et al., 2001; Xia et al., 2001; Horak and Wenthold, 2009).
Kdyz jednotlivé podjednotky vytvoii komplex, tyto ER retenéni motivy jsou
pravdépodobné specifickym mechanizmem negovany. Je zajimavé, Ze kdyZ se GluN1-
1 podjednotka obsahujici C1 kazetu exprimuje v heterolognich buiikach (COS-7), je
zadrzena v ER a neni transportovana na bunéény povrch (Standley et al., 2000). Dvé
dalsi GIuN podjednotky, GluN1-2 a GluNI1-4, které¢ postradaji C1 kazety s ER
retenénimi motivy, jsou transportovany na povrch buiiky i v nepfitomnosti GluN2
podjednotek. GluN1-3 podjednotka je rovnéz transportovana na bunécény povrch,
ptestoze obsahuje C1 kazetu. To je zpiisobeno ptitomnosti C2' kazety, ktera obsahuje
specificky exportni signal, PDZ-vazebnou doménu. Toto pozorovani naznacuje, ze
protein obsahujici PDZ doménu interaguje s C2' kazetou GluN1 podjednotek jiz pii
uvolnéni z ER (viz Obr. 2) (Holmes et al., 2002). Bylo ukazano, ze existuji i dalsi
faktory, které mohou ovlivnit uvoliiovani GIuN1 podjednotek z ER. Napfiklad,
fosforylace proteinkinazou C (PKC) i proteinkindzou A (PKA) serinovych zbytkl
v okoli ER reten¢niho motivu RRR na C1 kazet¢ inhibuje retenci GIuN1 podjednotek
v ER (Scott et al., 2003). Nicménég, inhibice retence v ER vyvolana C2' kazetou
nemusi byt zplUsobena pouze vazbou PDZ-vazebnych domén, ale také interakci
s COPII proteiny, které jsou k dispozici na vystupnich mistech ER (viz Obr. 2) (Mu et
al., 2003).

Dalsi z kontrolnich mechanizmt pro uvolnéni GluN1/GluN2 komplexti z ER

zahrnuje i HLFY motiv v proximalni oblasti C-terminalni domény GluN2 podjednotky
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(viz Obr. 2). Tento motiv pravdépodobné zprostiedkovava transport spravné
slozenych funkénich NMDA receptortt z ER (Hawkins et al., 2004). Je zajimavé, ze
mutovany HLFY motiv nebrani sestaveni funkéniho heterotetrameru, ale brani jeho
transportu z ER na povrch buniky. Rovnéz je ale mozné, ze HLFY motiv plni pouze
strukturni Glohu pfi zajisténi spravné orientace C-terminalni domény a nikoli ulohu
motivu potiebného pro uvolnéni z ER (Yang et al., 2007).

Mezi dilezita mista ucastnici se regulace povrchové exprese NMDA receptorti
patii jejich glycinova a glutamatova vazebnd mista. Bylo napiiklad ukazano, ze
bodova mutace v glycinovém misté GluN1-1a podjednotky (D732A), ktera zplsobuje
vyrazné sniZeni afinity receptoru ke glycinu, vyrazné inhibuje povrchovou expresi
GluN1/GluN2A  receptord.  Jelikoz  jsou  mutované  receptory  GIluNI-
1a(D732A)/GluN2A zadrzované v ER, ptfedpoklada se, ze glycin vazajici misto je
dulezitym kontrolnim bodem v ¢asném procesu téidéni receptori v ER (Kenny et al.,
2009).

Koexprimovanim GIluN1 podjednotky s GluN2B podjednotkou s mutacemi
v glutamatovém vazebném misté bylo zjiSténo, Ze povrchova exprese NMDA
receptorti koreluje s afinitou ke glutamatu. Koexprese s nemutovanou GIuN2B
podjednotkou nezvysuje povrchovou expresi mutovanych receptorti, coz naznacuje, ze
povrchova exprese je zavisla na obou funkénich glutamatovych vazebnych mistech.
To vede k myslence, Ze NMDA receptory mohou byt funkéni jiz intracelularné (She et
al., 2012).
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Sestfihové varianty GIuN1-2, motiv na C-terminaini doméné
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opustit ER Spojeni s PDZ proteinem

Obr. 2: Interakce podjednotek NMDA receptorii v ER. VSechny typy GIuN2
podjednotek a GluN1-1 sestifihovych variant jsou zadrzovany v ER, dokud nedojde
k spravnému zformovani NMDA receptord. GluN1 podjednotek je syntetizovano veétsi
mnozstvi neZ GluN2 podjednotek a vétSina z nich je pak zadrZovana v ER a rychle
degradovana. N¢které sestiihové varianty GluN1 podjednotek neobsahuji ER reten¢ni
motiv v Cl kazeté, ale obsahuji C2° kazetu, kterd jim umoziuje vystup z ER i
v pritomnosti C1 kazety. Interakce podjednotek miize vést k vytvoreni komplexu s
dvéma identickymi nebo riznymi GluN2 podjednotkami. NMDA receptory se mohou
spojovat a byt funkéni jiz v ER. Transport receptorti z ER je pravdépodobné zavisly na
motivu HLFY (GluN2A a GluN2B), umisténém za M4 doménou (Malenka, 2009).

3.6. Zpracovani NMDA receptorii v Golgiho aparatu a jejich
transport na bunéény povrch

NMDA receptory jsou po opusténi ER pravdépodobné transportovany do GA
(Golgiho aparat), kde jsou seskupeny v TGN (trans-Golgiho sit’) a baleny do riznych
druht vezikuldrnich nebo tubulovezikuladrnich vackd. Odtud jsou receptory
pfepravovany piimo do plazmatické membrany nebo vstupuji do endozomui. Nové
vzniklé NMDA receptory se v endozomech mohou misit s recyklovanymi NMDA
receptory, prichazejicimi z bunécného povrchu. Predpoklada se, ze k tfidéni NMDA
receptort dochdzi v TGN. NMDA receptory jsou transportovany na neuronalni

bunéény povrch v zavérecné fazi, kdy se jejich transportu tcastni myosiny pohybujici
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se podél aktinovych vlaken. Nové vznikajici NMDA receptory mohou nejdiive
vstoupit do extrasynaptické membrany a dale pokracovat do excitacnich synapsi, nebo
mohou vstoupit pfimo do postsynaptické membrany (Petralia et al., 2009).

Ptedchozi studie na mladych kulturach kortikalnich neuronti objasnily mnohé
z dil¢ich krokt v transportu NMDA receptorti na bunéény povrch (Washbourne et al.,
2002; Washbourne et al., 2004; Bressloff, 2006). NMDA i AMPA receptory jsou
v neuronech piepravovany pomoci riznych vezikularnich nebo tubulovezikularnich
struktur pfed 1 béhem synaptogeneze. Existuji nejméné dva druhy transportnich
vezikuli nebo tubulovezikularnich organel. Transportni vezikuly pro NMDA
receptory neobsahuji AMPA receptory a pohybuji se mnohem rychleji ve srovnani
s témi, které slouzi pro transport AMPA receptort (Washbourne et al., 2004).
Transport v dendritech je uskute¢fiovan pomoci velkych tubulovezikuldrnich organel,
které se pohybuji podél mikrotubulll a obsahuji ¢asny endozomalni antigen (EEAT). Je
tedy pravdépodobné, ze k tfidéni NMDA a AMPA receptorti dochézi nejen v TGN, ale
mozna i na urovni specifickych endozomi. Je zajimavé, Zze nckteré recyklacni
endozomy obsahuji AMPA receptory spolu se svymi pfidruzenymi proteiny, ale
neobsahuji NMDA receptory. Tato zjisténi jsou rovnéZ podporovana
imunoelektronovymi studiemi na sav¢ich hipokampech (Lee et al., 2001).

Transport NMDA receptorli na povrch bunck a poté do synapse zaméstnava
velké mnozstvi proteinu (Sans et al., 2003; Sans et al., 2005). Jednim z téchto proteinti
je 1 SAP102 (z ang. synapse associated protein 102) pattici do rodiny MAGUK (z ang.
membrane-associated guanylate kinase) proteini. SAP102 asociuje s GluN1/GluN2B
receptory, které jsou piitomny piedevSim v Casném postnatadlnim savéim mozku.
NMDA receptory jsou piepravovany v dendritech ve velkych tubulovezikularnich
organelach, pravdépodobné casnych endozomech, obsahujicich protein SAP102
(Washbourne et al., 2004). Protein SAP102 vaze i protein Sec8 a osm dalSich
proteinti. Vytvareji tak komplex, Sec6/8, ktery byl nalezen v kvasinkach i savcich
bunkach a zprostfedkovava fuzi intracelularnich membranovych vacki a plazmatické
membrany. Sec8 i GIuN2 podjednotky NMDA receptorti se vazi na SAP102 protein
do stejného mista, PDZ domény (Sans et al., 2003). Protein Sec8, ktery postrada PDZ
vazebnou doménu, inhibuje transport NMDA receptori na bunéény povrch. Transport
NMDA receptort tedy vyzaduje jak SAP102, tak i Sec8 protein. Nicmén¢, kdyz je
GluN2B podjednotce odstranéna PDZ-vazebnd doména, NMDA receptory jsou

transportovany na bunéény povrch mechanizmem nezavislym na Sec6/8 komplexu a
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MAGUK proteinech (Prybylowski et al., 2002; Sans et al., 2003).

Protein SAP102 také interaguje s proteinem mPins (z angl. Mammalian
homologue of Drosophila melanogaster partner of inscuteable). mPins je sav¢i forma
proteinu identifikovaného u octomilky, ktery se spolupodili na regulaci bunécného
déleni a polarity buiiky a interaguje s SH3 (z angl. Src-homology-3) a GK (z angl.
guanylate kinase) doménami SAP102 proteinu. mPins protein se vdze i1 na a-
podjednotku Gj; proteinu a spolu skomplexem proteinu SAP102 a GIluN2B
podjednotky reguluje transport NMDA receptort (Sans et al., 2003; Sans et al., 2005).
Je pravdépodobné, Ze komplex proteint slozeny z GluN1 a GluN2B podjednotek,
proteini SAP102, Sec8, mPins, a moznd i o-podjednotky G; proteinu se tvofi
v ¢asnych stadiich transportni drahy v ER, GA nebo TGN.

Proteinovy komplex obsahujici GluN1, GluN2B, SAP102, Sec8 a mPins je
asociovan 1 s kinesinovymi motory a pravdépodobné zprostiedkovava transport
NMDA receptorti vazanych v membraniach vacki nebo tubulovezikularnich
organelach podél dendritu (Yuen et al., 2005). Transport nové zformovanych NMDA
receptort obvykle zafina v bunéénych télech neuronti, odkud pokracuje podél
dendriti do excitacnich synapsi (viz Obr. 3). Nékteré NMDA receptory jsou
pravdépodobné uvolnény z exportnich mist ER pfimo do dendrit (Aridor et al., 2004;
Horton and Ehlers, 2004). NMDA receptory mohou byt také syntetizovany lokalné v
blizkosti synapse z mRNA umisténé v dendritech (Steward and Schuman, 2001).
Nékteré cytoplazmatické bilkoviny jako CaMKII (z angl. Ca**/calmodulin-dependent
protein kinases II) nebo Arc (z angl. activity-regulated cytoskeleton-associated
protein), které reguluji NMDA receptory, mohou byt také syntetizovany lokalné
v dendritech a dosdhnout tak presnéjsi kontroly transportu glutamatovych receptort do

jednotlivych synapsi (Steward and Schuman, 2001).
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Obr. 3: Schéma transportu NMDA receptorii. V ER (Cervena barva) jsou NMDA
receptory syntetizovany a sestaveny do funkénich GluN1/GIluN2 tetrameri. Po kontrole
kvality v ER jsou receptory transportovany do GA (modré barva), odkud jsou nasledné
funkéni receptory ve vacécich transportovany do excitacnich synapsi nebo
extrasynaptickych oblasti neuronti. Spravny pocet i typy NMDA receptorii na bunééném
povrchu neuronti jsou regulované v uvedenych krocich (Kaniakova et al., 2012b).

3.7. Mechanizmy regulace transportu GluN1/GluN2C receptori

Jak jiz bylo zminéno, GluN2C podjednotky NMDA receptorii se exprimuji
prevazné v granularnich mozeckovych neuronech (CGC) a objevuji se az v pozdé&jSich
vyvojovych stadiich CNS. GIuN2B podjednotka, kterda se v ¢asném stadiu vyvoje
nachdzi na excitatnich synapsich CGC, je postupné nahrazovana GIuN2C
podjednotkou (Lu et al., 2006; Paoletti, 2011). Mysi exprimujici GIuN2C a GluN2A
podjednotku s deletovanou C-termindlni doménou maji poskozenou mozeckovou
synaptickou plasticitu (Rossi et al., 2002). Mysi s nedostatkem GIuN2A a/nebo
GluN2C podjednotek maji poskozenou motorickou koordinaci (Kadotani et al., 1996)
a mysi s chybéjici GIuN2C podjednotkou vykazuji nedostatky v nabyvani strachu a
pracovni paméti (Hillman et al., 2011). To naznacuje, ze pfitomnost GluN2C

podjednotky je pro jednotlivé funkce mozecku kriticka.
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Fosforylace GIuN2C podjednotky ma vyznamny vliv na regulaci transportu a na
vlastnosti GIluN1/GIluN2C receptori. GluN2C podjednotka je na serinu 1096 (S1096)
pifimo fosforylovina PKB/Akt (aktivovand proteinkinaza B). Aktivita NMDA
receptort a stimulace IGF-I (z angl. insulin like growth factor) vede k robustnimu
zvySovani fosforylace GluN2C podjednotky na S1096 coz vede ke zvySeni povrchové
exprese mozeckovych NMDA receptori obsahujicich GluN2C podjednotky, které v
misté této fosforylace vazou i 14-3-3¢ protein (Chen and Roche, 2009).

Dalsi fosforylacni misto, serin 1244 (S1244) identifikované na C-termindlni
doméné GluN2C podjednotky, je fosforylovano PKA i PKC. Toto misto se nachazi
blizko PDZ-vazebné domény, kterd reguluje proteinovou interakci a transport
receptori obsahujicich GIuN2A a GluN2B podjednotku na buné¢ny povrch (Bard et
al., 2010; Standley et al., 2012). Bylo ukazano, ze fosforylace S1244 nereguluje
transport GluN1/GluN2C receptori, ale kinetiku funk¢nich iontovych kanali. (Chen et
al., 2000).
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4. Cile diplomové prace

e Pomoci molekularné biologickych a
imunocytochemickych metod  porovnat  rozdily
v povrchové expresi GluN1/GluN2A, GluN1/GluN2B i
GluN1/GluN2C receptorti.

e Pomoci molekularné biologickych a
imunocytochemickych metod objasnit mechanizmy
regulace transportu GIluN1/GluN2C receptori na

bunécny povrch.
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S.

Material a metody

Jednotlivé mutace v GIuN2A, GluN2B a GIluN2C podjednotkich NMDA
receptoru jsme pripravili metodou PCR (polymerazova fetézova reakce). Nemutované i
mutované formy podjednotek NMDA receptori jsme transfekovali do savéich
heterolognich COS-7 bunék a kultivovanych potkanich granuldrnich mozeckovych
neuronti. Jako metodu detekce povrchové exprese jsme zvolili metodu
imunocytochemického znaceni protilatkami. Pro ziskani mikroskopickych dat jsme pro
COS-7 buiiky pouzili fluorescenéni mikroskop, Cell*R (Olympus, Tokyo, Japan).
Granularni mozeckové neurony jsme snimali pomoci piimého fluorescencniho
konfokalniho mikroskopu Leica DM 2500 CSQ V-VIS (Leica, Wetzlar, Germany). Pro
analyzu mikroskopickych dat jsme pouzivali program ImageJ (NIH, MD, USA). Ke
statistickému vyhodnocovani jsme vyuZivali programy Sigma Plot a Sigma Stat (Jandel

Scientific, CA, USA).

5.1. Priprava mutantnich receptori

V naSich pokusech jsme pouzivali nemutované potkani podjednotky NMDA
receptort GluN2A, GIuN2B, GIuN2C a GluNl1-la. GluNI-la a GIuN2 podjednotky
byly zna¢eny na N-koncové ¢asti zelenym fluorescenénim proteinem (GFP) (Marshall
et al., 1995; Luo et al., 2002; Chen and Roche, 2009).

Hlavni naplni této diplomové prace bylo identifikovat kli¢ové oblasti v GluN2C
podjednotce, které reguluji transport GluN1/GluN2C receptorii na bunéény povrch.
Proto jsme vytvorili sérii mutovanych konstruktl GFP-GIuN2C podjednotky. Na N-
terminalni doméné, v oblasti membranovych domén i na C-termindlni doméné. Pomoci
inzerce stop kodonli jsme vyrobili GFP-GluN2A a GFP-GIuN2B podjednotky
deletované za M1 doménou (Horak et al., 2008; Qiu et al., 2009). Na N-koncové ¢asti
GluN2C podjednotky jsme pak vytvofili specifické delece a to jak ve zkracené forme
GFP-GIuN2C podjednotky (GFP-GluN2C-MIstop), tak i v GFP-GIuN2C konstruktu:
GFP-GIuN2C-M1stop-A159-292, GFP-GluN2C-M1stop-A293-556 a GFP-GIuN2C-
A159-292. Na N-koncové ¢asti GluN1-1a podjednotky jsme vytvofili deleci oblasti
aminokyselin ~ 32-386  (GFP-GluN1-1a-A32-386). Voblasti M3  domény
konzervovaného VWAFFAVIFLASYTANLAAF motivu jsme vytvofili konstrukty s
ttemi bodovymi zaménami aminokyselin za alanin, GFP-GluN2C-W645A, GFP-
GluN2C-Y656A a GFP-GIuN2C-T657A. V oblasti C-termindlni domény jsme
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vytvoftili sérii mutaci zacinajici stop kodonem za M4 doménou, GFP-GluN2C-855stop
a deleci poslednich deseti aminokyselin, GFP-GluN2C-1241stop. Dale jsme vytvofili
konstrukty se stop kodony GFP-GIuN2C-872stop, GFP-GluN2C-884stop, GFP-
GluN2C-885stop, GFP-GIuN2C-886stop, GFP-GluN2C-887stop, GFP-GluN2C-
888stop, GFP-GluN2C-889stop, GFP-GluN2C-890stop, GFP-GluN2C-948stop, GFP-
GIluN2C-1048stop a GFP-GluN2C-1148stop.

Komplementarni primery o délce minimalné 30 oligonukleotidii jsme navrhovali
tak, aby konkrétni mutace byla umisténa ptiblizn€ uprostied oligonukleotida.

Pomoci PCR reakce v Termo-cycleru (Eppendorf, Hamburg, Germany) a DNA
oligonukleotidi (Sigma Aldrich, MO, USA) byly pfipraveny jednotlivé zdmény
aminokyselin podjednotek NMDA receptort. Pro PCR reakci byl pouZzit QuickChange
site-directed mutagenesis kit (Stratagene, CA, USA) a postup doporuceny vyrobcem.
Templatovd DNA byla po skonceni PCR reakce Stépena enzymem Dpnl po dobu
1 hodiny. Pro transformaci jsme zvolili kmen kompetitivnich bakterii XL10-Gold.
Smichali jsme 100 ul bakterii s5 ul PCR smési, inkubovali 1 hodinu na ledu a
transformovali metodou teplotniho Soku (45s pii 42°C), poté 2 minuty na ledu.
Bezprostiedné po teplotnim Soku jsme k bunécéné suspenzi ptidali 0,5 ml LB média bez
antibiotika a nechali smés tfepat 1 hodinu na ttepacce (200 rpm a 37°C). Nasledné byla
tato bunécnd suspenze nanesena na Petriho misky s agarem obsahujicim ampicilin
(100 pg/ml) a pfes noc ponechana v termostatu (37°C). Dostatecné narostlé
monokolonie jsme naockovali do LB média obsahujiciho ampicilin (100 pg/ml) a za
stalého tfepani kultivovali 14-16 hodin. Takto pfipravené bakteridlni kultury jsme
pouzili k izolaci plazmidové DNA. K izolaci byl pouzivan High-Speed Plasmid Mini
Kit (Geneaid, New Taipei City, Taiwan), postup dle protokolu vyrobce, a centrifuga
(Hettich Instruments, Tuttlingen, Germany). Pfitomnost mutace byla zkontrolovana
DNA sekvenaci ve spolecnosti Macrogen, (Seoul, Korea). Nasledné jsme koncentrace

ziskané DNA méfili na pristroji Nanodrop 1000 (NanoDrop Technologies, DE, USA).

5.2.  Pouzité chemikalie a roztoky

Roztoky pro molekularni biologii

Agarové plotny — 6 g agaru (Serva) na 300 ml destilované vody; autoklavovali
jsme 15 minut pii teploté¢ 105°C; po zchladnuti na 50°C ve vodni lazni jsme pridali

ampicilin (100 pg/1 ml agaru) a nalili na Petriho misky
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LB médium — 3 g NaCl; 3 g peptonu (Serva, Heidelberg, Germany); 1,5 g
kvasni¢ného extraktu (Serva) doplnéné do 300 ml destilované vody; autoklavovali
jsme 15 minut pfi teploté 105°C; pfed pouzitim jsme piidali ampicilin (100 pg na 1 ml

média)

Roztoky pro praci s bunéénymi kulturami
DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium; Life Technologies, CA, USA)
10% FTS (fetalni teleci sérum; Kysilka Michal, Brno)
Optimem I (Life Technologies)
PBS (fosfatovy pufr) — 5,4 mM KCI; 138 mM NaCl; 7,8 mM Na,HPO,4.12H,0;
1,4 mM KH,PO, (pH 7,3)
Trypsin — 0,05% trypsin v PBS (pH 7,3)
Disekéni roztok — 89 ml sterilni vody, 10 ml 10x HBSS, 1 ml IM HEPESu
Kultivacni roztok — EMEM (Eagle’s minimal essential medium; Life
Technologies) 500 ml; 825 mg KCl jsme rozpustili a zfiltrovali, sterilné ptidali
10 mg gentamycinu (Life Technologies), S ml 200 mM L-glutaminu (Life
Technologies), FTS (10 ml séra/100 ml média) a neuronalni suplement B27

(Life Technologies, 2 ml/100 ml média)

Latky pouzivané pii imunocytochemickém barveni
Protilatka anti-green fluorescent protein (Millipore, MA, USA), 1:1000
Protilatka Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (Life Technologies), 1:1000
Protilatka Alexa Fluor 555 goat anti-rabbit IgG (Life Technologies), 1:1000
Protilatka Alexa Fluor 647 goat anti-rabbit IgG (Life Technologies), 1:1000
Paraformaldehyd — 4% paraformaldehyd rozpustény v PBS
BSA (bovine serum albumin, MP medicals, CA, USA) - 0,02 g na 10 ml PBS
NGS (normal goat serum, Life Technologies) — 10% a 3% roztok v PBS
Sachardza — 2% roztok v 4% roztoku paraformaldehydu (2 g/100 ml)
Triton X-100 (Serva) — 0,25% a 0,1% roztok v PBS

Neni-li uvedeno jinak, pouzité chemické latky a roztoky byly ziskany od firmy Sigma

Aldrich.
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5.3. Kultivace a transfekce COS-7 bunék

Kultivace

V naSich pokusech jsme pouzivali heterologni bunécnou linii COS-7, ktera
pochazi z opic¢ich ledvinnych fibroblasti. Tyto buiiky jsou obecné pouzivany v mnoha
laboratofich studujicich transport glutamatovych receptort, jelikoz pfirozené
neexprimuji glutamatové receptory (na rozdil od neuront).

COS-7 bunky jsme pravidelné¢ pasazovali (odsati média, oplachnuti roztokem
PBS, 2 minuty inkubace s trypsinem, disociace v novém médiu a nasazeni na nové
misky). Bunky jsme péstovali na Petriho miskach o priméru 35 mm a 1-2 dny pied
transfekci jsme je nasazovali na 12-jamkové kultivacni desticky. COS-7 buniky jsme
kultivovali v inkubatoru SANYO MCO-18AIC (SANYO E&E Europe BV) pfi
absolutni vlhkosti, teploté 37°C a 5% koncentraci CO,.

Transfekce
Pomoci transfekéniho &nidla Lipofectamin' V2000 (Life Technologies) jsme do

COS-7 bunék narostlych na kultivacnich 12-jamkovych destickach se sklickem
vnaseli plazmidy jednotlivych GluN podjednotek.

Na zacatku transfekce jsme buitkdm vyménili pivodni médium za 1 ml
Optimem média (37°C). Do jedné mikrozkumavky jsme si pfipravili transfekéni
smes obsahujici 0,45 ng DNA a 25 pl Optimemu. Do druhé jsme piipravili 25 pl
Optimemu, 1 pl Lipofectaminu a inkubovali pfi pokojové teploté 5 minut. Poté jsme
obsah mikrozkumavek smichali a inkubovali jest¢ 20 minut pii pokojové teploté. Po
20 minutach jsme transfekéni smés za mirného tfepani nanesli na bunky a nechali
inkubovat 5 hodin v inkubatoru (5% CO, a 37°C). Mezitim jsme si pfipravili
kultivaéni médium podle poctu transfekovanych jamicek (2 ml/jamic¢ku). Na 1 ml
média jsme pouzili 1 pg ketaminu, 197 ng APV, 567 pg kyseliny kynurenové, 20 pul
IM MgCl, a antibiotikum (100 U penicilinu a 100 pg streptomycinu). Po 5-ti
hodinéch inkubace jsme transfekéni smés odsali a vymeénili za pfedem namichané
kultivaéni médium. Poté jsme COS-7 bunky nechali 24 hodin inkubovat

v inkubatoru (5% CO, a 37°C).
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5.4. Kultivace a transfekce CGC kultur

Kultivace
Nejdiive jsme si pfipravili malé Petriho misky s primérem 4 mm se 4 ml

disekéniho roztoku (na ledu). V Petriho misce jsme ze 7 dni starych potkani kmene
WISTAR vypreparovali mozecky a ocistili je od mozkovych plen a cév.
V lamindrnim boxu jsme lihem ocistili ziletku, mozecky jsme premistili na Petriho
misku s primérem 35 mm bez roztoku a v riznych uhlech je nasekali. Na ledu jsme
k mozecklim pfidali disekéni roztok (10 ml), vSe jsme odebrali do 50 ml plastové
zkumavky a néasledné centrifugovali 1 minutu pii 4°C a otackach 200 RCF. K peleté
jsme piidali 5 ml roztoku obsahujiciho 4,5 ml disekéniho roztoku a 0,5 ml trypsinu
(Sigma). Za obcasného michani jsme buiky resuspendovali a inkubovali 15 minut
pii 37°C. Piidali jsme 15ml vychlazeného kultivacniho média a 7 minut
centrifugovali pti 4°C a otackach 1500 RCF. Opatrné jsme odsali supernatant a opét
pridali 2 ml vychlazeného kultivaéniho média. Postupné jsme bunky resuspendovali
sadou pipet se zmenSujicim se otvorem. Poté jsme suspenzi 5 minut centrifugovali
pii 4°C a otackach 300 RCF. Supernatant jsme odsali, k buiikdm ptfidali 4 ml
ohtatého (37°C) kultivacniho média a resuspendovali. Do pocitaci komirky jsme
odebrali 15 pl média s bunikami a pocitali kolik bun¢k je v kazdém z péti ¢tvereckt
(obvykle kolem 50-100). Spocitali jsme primér bunék na ctverecek, toto Cislo
vynésobili 1 000 000 krat, ¢imZ jsme ziskali celkovy pocet bun€k ve 4 ml média. Na
sklicko o velikosti 12 mm s 1 ml kultivaéniho média jsme nasadili 2 miliony bun¢k a
nechali v inkubétoru (5% CO; a 37°C) 24 hodin. Dalsi den jsme buniky omyli 1 ml

kultivaéniho média a ptidali 1 ml nového kultivacniho média.

Transfekce
V naSich pokusech jsme transfekovali 5-6 dni staré kultivované mozeckové

granularni neurony. Na zacatku transfekce jsme si pripravili sterilni vodu, 2M roztok
CalPhosu, HBS, DNA a nechali 1 hodinu temperovat pti pokojové teploté. Poté jsme
nechali pfedehitdt EMEM médium (piiblizné 2 ml na sklicko) do inkubatoru s 5%
koncentraci CO, (37°C) a 0,5 ml na sklicko do inkubatoru s 10% koncentraci CO,
(37°C). Pftipravili jsme transfekéni smés obsahujici 3 pg DNA, 1,8 ul 2M roztoku
CalPhosu a doplnili do 15 pl vodou. Pro kazdé sklicko jsme si ptipravili 15 pl HBS.
V dal$im kroku jsme smés CalPhos/DNA pomalu a za stdlého vortexovani (1400

otacek) prikapavali k roztoku HBS. Poté jsme smés nechali 25 minut inkubovat
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potm¢ v boxu. Mezitim jsme z neuronti odsali kultivatni médium a odlozili do
inkubatoru (5% CO,;). Neurony jsme oplachli 0,5 ml inkubovaného EMEM média
(5% CO;) a nasledn¢ jsme ho nahradili 0,5 ml nového média. B&hem tieseni
destickou s neurony jsme transfekéni smés pomalu ptikapavali a nechali inkubovat
1 hodinu v inkubatoru (5% CO,). Poté jsme zkontrolovali, jestli na bunikdch vznikla
srazenina v podob¢ pisku. Nasledné jsme médium odsali, pridali 0,5 ml média (10%
CO,) a nechali inkubovat 20 minut v inkubatoru (5% CO,) aby se vznikla sraZzenina
rozpustila. Nakonec jsme neurony dvakrat oplachli EMEM médiem (5% CO;) a

vratili jim ptvodni kultivaéni médium.

5.5. Imunocytochemické znaceni protilatkami

Pro studium exprese NMDA receptorii na bunéény povrch jsme pouzili metodu
imunocytochemického znaceni protildtkami. Pro COS-7 bunky jsme zvolili metodu
povrchového znaceni, pro mozeckové neurony metodu kombinovaného (povrchového
1 celkového) znaceni, protoze nativni GFP signal je v neuronech na rozdil od COS-7

bunék slaby.

5.5.1. Povrchové znaceni GluN podjednotek v COS-7 buiikach

V naSich pokusech jsme znacili povrchové NMDA receptory 22-24 hodin po
skonceni transfekce. Ptipravili jsme roztok BSA (0,02 g BSA v 10 ml PBS). Dale
jsme ptipravili roztok BSA s primarni protilatkou anti-GFP (1:1000) a roztok BSA se
sekundarni protilatkou Alexa Fluor 555 goat anti-rabbit (1:1000). Nejdiive jsme
sklicka s transfekovanymi COS-7 bunikami pfemistili do kapi¢ek vychlazeného PBS
roztoku na plochu potaZzenou parafilmem. Nésledné¢ jsme PBS odsali, ptidali
vychlazeny roztok BSA a nechali buitky 10 minut inkubovat. Po odsati roztoku jsme
pridali vychlazeny roztok primarni protilatky (200 pl/sklicko) a nechali inkubovat
30 minut. Buiiky jsme poté dvakrat po dobu 2 minut omyli vychlazenym roztokem
BSA, pfidali roztok sekundarni protilatky (200 pl/sklicko) a nechali 30 minut
inkubovat. Po této inkubaci jsme buiky 3-krat po dobu 2 minut omyli vychlazenym
roztokem PBS. Buiky jsme fixovali 4% roztokem paraformaldehydu v PBS po dobu
20 minut. Poté jsme bunky jesté 3-krat omyli PBS roztokem a vloZili na podloZni
sklicka s nakapanym zalévacim médiem ProLong Antifade (Life Technologies).

Bunky jsme po celou dobu imunocytochemického znaceni udrzovali na ledu,
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abychom zabranili internalizaci znacenych receptorti. Desky s podloznimi sklicky
jsme skladovali v lednici.

K ziskani pokusnych dat (obrazka a Z-stacki) jsme vyuzivali systém Cell*R
(Olympus), ktery obsahuje invertovany mikroskop IX81 (Olympus), adaptér pro
pomérové zobrazovani ve dvou riznych vinovych délkach DualView (Optical Insights,
NM, USA), monochromator Polychrome V (Till Photonics, Gréfelfing, Germany) a
digitdlni kameru Hamamatsu Orca ER (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu City,
Japan). Vzdalenost optickych fezli jsme stanovili na 0,1 pm. Receptory byly
vizualizovany excitaci zeleného signalu pii vlnové délce 475+ 10 nm (emise pfi
vinovych délkach >510 nm) a excitaci Cervené¢ho signédlu pii vlnové délce 555 +

10 nm (emise pii vinové délce >570 nm).

5.5.2. Povrchové a celkové znaceni GluN podjednotek v granularnich

mozeckovych neuronech

Sklicka s neurony jsme z desticky ptenesli na plochu potazenou parafilmem a 2-
krat omyli roztokem PBS. Ptidali jsme 10% roztok NGS a inkubovali 10 minut. Poté
jsme roztok odsali a ptfidali na 20 minut 3% roztok NGS s primérni protildtkou anti-
GFP (100 pl/sklicko). Roztok jsme odebrali zpatky do zkumavky a sklicka 2-krat po
dobu 2 minut omyli roztokem PBS. Pfidali jsme na 20 minut roztok 3% NGS se
sekundarni protilatkou Alexa Fluor 647 goat anti-rabbit IgG. Sklicka jsme 3-krat po
dobu 2 minut omyli roztokem PBS a buiky 20 minut fixovali v roztoku 4%
paraformaldehydu a 2% sacharézy v PBS. Poté jsme sklicka omyli jeSté 3-krat
roztokem PBS a 5 minut nechali inkubovat s 0,25% roztokem tritonu (TX-100).
Nasledné jsme roztok odsali, ptidali roztok 10% NGS a 0,1% TX-100 a inkubovali
30 minut. Po odsati roztoku jsme na 1 hodinu pfidali roztok 3% NGS, 0,1% TX-100 a
primarni protilatky. Poté jsme skli¢ka omyli 3-krat po dobu 5 minut roztokem PBS a
nechali 30 minut inkubovat v 3% roztoku NGS, 0,1% TX-100 a sekundarni protilatky
Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG. Nakonec jsme bunky omyli 3-krat po dobu
5 minut roztokem PBS a skli¢ko jsme vlozili do pfedem nakapanych kapek zalévaciho
média ProLong Antifade (Life Technologies). VSechny pokusy jsme provadéli za
stejnych experimentalnich podminek, pii pokojové teplote.

K ziskani pokusnych dat (obrazki a Z-stackil) jsme pouzivali konfokalni

mikroskop Leica DM 2500 CSQ V-VIS. Vzdalenost optickych fezli jsme stanovili na
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0,38 um. Vyuzivali jsme dva pevnolatkové lasery, s excitaci 488 nm (emise 500-

600 nm) a 635 nm (emise 650-700 nm).

5.6. Zpracovani dat a statistika

Ziskana data jsme analyzovali pomoci programu Image]J (NIH, MD, USA).
Hodnoty intenzity fluorescen¢nich signalli povrchové a celkové exprese jsme ziskali
z vybranych oblasti znacenych bun¢k. Od téchto hodnot jsme odecitali hodnoty pozadi.
Timto zptisobem jsme ziskali primérnou hodnotu celkového i povrchového signalu
porovnatelnou s ostatnimi namétenymi butikami. Analyzovali jsme 2x15 COS-7 bun¢k
ve dvou nezavislych pokusech a 2x8 neuront ve dvou nezavislych pokusech. Obdrzena
data jsme statisticky zpracovali a vyhodnotili pomoci programti Sigma Plot 10 a

Sigma Stat 3.5 (t-test, ANOVA) (Jandel Scientific, CA, USA).
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6. Vysledky

6.1. Vliv GluN2 podjednotek na povrchovou expresi NMDA
receptoru

Abychom identifikovali specifické rozdily v regulaci jednotlivych typt NMDA
receptord, vzajemn¢ jsme porovnali povrchovou expresi GFP-GIuN2A, GFP-GIuN2B a
GFP-GIuN2C  podjednotek, koexprimovanych s  GluNI-la podjednotkou,
v heterolognich savéich bunikach pomoci fluorescenéni mikroskopie. Zjistili jsme, Ze
povrchové exprese GluN1-1a/GluN2C receptort je vyrazné niz$i nez u dalSich dvou
typti receptorti (viz Obr. 4B, C). Celkova exprese samostatnych GluN2 podjednotek (viz
Obr. 4D, E) definovana jako fluorescence GFP proteinu, nebyla mezi jednotlivymi
GluN2 podjednotkami statisticky vyznamna (ANOVA, p>0,05). V souladu
s predchozimi pokusy byly samostatné exprimované GluN2A a GluN2B podjednotky
lokalizovany pouze intracelularné a ne na bunééném povrchu (Mcllhinney et al., 1998;
Horak et al., 2008). Podobny vysledek jsme obdrzeli i se samostatné exprimovanou
GluN2C podjednotkou (viz Obr. 4D, E). Tyto pokusy ukazuji, ze ptestoze GluN2C
podjednotka potiebuje k transportu na bunéény povrch ptitomnost GluN1 podjednotky
podobné jako GIuN2A a GIluN2B podjednotky, jeji specifické sekvencni motivy
pravdépodobné reguluji transport GluN1/GluN2C receptori odliSnym zplisobem od
GluN1/GIluN2A a GluN1/GluN2B receptorti.
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Obr. 4: Vliv GluN2 podjednotek na povrchovou expresi NMDA receptorii.

(A) Schematicky nakres membranové topologie podjednotek NMDA receptoru. (B)
Heterologni COS-7 buiiky; GluNl1-la podjednotka koexprimovanid s GFP-GIuN2A,
GFP-GIuN2B a GFP-GIuN2C podjednotkou. Receptory byly detekovany metodou
imunocytochemického znaceni protildtkami. Na mikroskopu byly na fixovanych
bunkach pofizeny jednotlivé snimky. Leva ¢ast snimku reprezentuje celkovy GFP signal
a prava cast povrchovy signal. (C) Kvantifikace intenzity povrchového/celkového
signalu; GluN1-1a/GFP-GIuN2A, GluN1-1a/GFP-GIuN2B, GluN1-1a/GFP-GIuN2C,
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mezi jednotlivymi podjednotkami je statisticky vyznamny rozdil (*; p<0,05; ANOVA)
(D) COS-7 buiky transfekované samostatnymi podjednotkami (GluN2A, GIluN2B,
GluN2C) NMDA receptorti. Leva ¢ast snimkt reprezentuje celkovy GFP signél, prava
¢ast povrchovy signal. (E) Kvantifikace intenzity povrchového/celkového signalu téchto
podjednotek v porovnani s kontrolou (GluN1-1a/GFP-GluN2A). Statistickd analyza
neukdzala vyznamny rozdil v povrchové expresi mezi jednotlivymi samostatné
exprimovanymi GluN2 podjednotkami, na rozdil od funkénich GluN1-1a/GFP-GluN2A
receptord (*; p<0,05, ANOVA).

6.2. Vliv delece oblasti za M1 doménou GluN2 podjednotky na
povrchovou expresi NMDA receptori

Abychom zjistili, kterd cast GluN2C podjednotky reguluje transport NMDA
receptordi na bunéfny povrch, vzijemné jsme porovnali jednotlivé mutované
podjednotky (GIuN2A, GIuN2B, GIuN2C) NMDA receptori s delecemi za M1
doménami (viz Obr. 5A). V souladu s predchozimi pokusy jsme zjistili, Ze deletované
GIluN2A podjednotky nejsou lokalizovany na bunécném povrchu na rozdil od GluN2B
podjednotek (Horak et al., 2008; Qiu et al., 2009). Piekvapivé, deletovana GluN2C
podjednotka nebyla exprimovana na bunééném povrchu podobné jako GIuN2A
podjednotka (Obr. 5B, C), piestoze GluNI1-1a/GluN2A receptory vykazuji vyrazné
vys$si povrchovou expresi v porovnani s GluN1-1a/GluN2C receptory (viz Obr. 4B, C).
Celkova exprese deletovanych GIuN2 podjednotek nebyla statisticky rozdilna
(ANOVA, p>0,05).
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Obr. 5: Vliv delece oblasti za M1 doménou GluN2 podjednotek na povrchovou
expresi NMDA receptorii. (A) Schematicky ndkres membranové topologie
podjednotky NMDA receptoru deletované za M1 doménou. (B) Heterologni COS-7
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buiikky exprimujici GFP-GluN2A-MIlstop, GFP-GluN2B-Mlstop a GFP-GIuN2C-
MIlstop konstrukty. Buiky byly detekovany metodou imunocytochemického znaceni
protilatkami. Na mikroskopu byly na fixovanych buiikéch potfizeny jednotlivé snimky.
Levéa cast snimkt reprezentuje celkovy GFP signal a prava ¢ast povrchovy signal. (C)
Kvantifikace intenzity povrchového/celkového signdlu nam ukazuje vyznamny
statisticky rozdil v povrchové expresi mutované GIuN2B podjednotky (*; p<0,05;
ANOVA).

6.3. Vliv vybranych deletovanych oblasti v N-termindlni doméné na
transport GluN2C podjednotek na bunécny povrch

V nasich pokusech jsme zjistili, Ze N-termindlni doména a/nebo M1 doména
GluN2C podjednotky obsahuje regulacni (pravdépodobné retencni) motiv, ktery by
mohl regulovat transport funkénich NMDA receptorti. Pfedchozi studie na GluN2A a
GluN2B podjednotkach ukazaly, ze A2 segment na N-koncové casti GluN2A
podjednotky obsahuje ER reten¢ni motiv, na rozdil od GluN2B podjednotky (Qiu et al.,
2009). V dalsich pokusech jsme se zaméfili na delece v extracelularni N-koncové ¢asti
GluN2C podjednotky (viz Obr. 6A, B). V porovnani s kontrolou (GluN2C-M1stop)
jsme zjistili, Ze delece aminokyselin 159-292 (A2 segment) na GluN2C podjednotce je
kritickd pro regulaci transportu deletovanych podjednotek. Naopak delece jiné ¢asti N-
konce (aminokyseliny 293-556) neovlivnila transport deletovanych GIuN2C
podjednotek (viz Obr. 6B). Celkova exprese deletovanych GluN2 podjednotek nebyla
statisticky rozdilnd (ANOVA, p>0,05).
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Obr. 6: Vliv deleci N-terminalni domény na transport GluN2C podjednotek. (A)
Schematické zndzornéni mutovanych podjednotek NMDA receptorii a snimky
fixovanych COS-7 bun¢k vytvofenych na mikroskopu. Prvni dvojice snimki
reprezentuje kontrolu (GFP-GIuN2C-Mlstop). Druha dvojice demonstruje deleci
aminokyselin 159-292 (GFP-GIuN2C-M1stop-A159-292) a tieti dvojice zobrazuje
deleci vétsi casti N-konce, 293-556 (GFP-GIuN2C-Mlstop-A293-556). Leva cast
snimkidl reprezentuje celkovy GFP signdl a prava cast povrchovy signal. (B)
Kvantifikace intenzity povrchového/celkového signalu, kde jsme identifikovali
statisticky vyznamny rozdil v povrchové expresi GFP-GluN2C-M1stop-A159-292
v porovnani s GFP-GIluN2C-M1stop (*; p<0,05; ANOVA).

6.4. Vliv vybranych deletovanych oblasti v N-terminalni doméné na
transport GluN1-1a/GluN2C receptorii na bunéény povrch

Predchozi studie ukézaly, Ze A2 segment na N-koncové casti GIuN2A
podjednotky obsahuje ER retenéni motiv, na rozdil od GluN2B podjednotky (Qiu et al.,
2009). V piedchozim pokusu jsme si ovéfili, Ze N-konec GIuN2C podjednotky,
konkrétné¢ delece aminokyselin 159-292 podobné jako u GIuN2A podjednotky,
obsahuje ER reten¢ni motiv, ktery je dulezity pro transport deletovanych GluN2C
podjednotek na bunéény povrch. Dale jsme se zaméfili na studium role N-terminalni
domény na transport GluN1-1a/GluN2C receptori na bunéény povrch. Vytvofili jsme
sérii deleci na GluNI-la a GluN2C podjednotkach. Delece aminokyselin 159-292
v GluN2C podjednotce (GFP-GIuN2C-A159-292) a delece aminokyselin 32-386 v
GluN1 podjednotce (GFP-GluN1-1a-A32-386) vyznamné snizila povrchovou expresi
GluN1/GIluN2C receptorit (ANOVA, p<0,05). K podobnému sniZeni povrchové exprese
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doslo 1 v ptipadé koexprese obou deletovanych podjednotek (GFP-GluN1-1a-A32-
386/GFP-GluN2C-A159-292, viz Obr. 7). Celkova exprese kontroly a vSech
mutovanych konstruktli nevykazovala statisticky vyznamny rozdil (ANOVA, p>0,05).
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Obr. 7: Vliv vybranych deletovanych oblasti v N-terminalni doméné na transport
GluN1-1a/GluN2C receptorii na bunéény povrch. A) Snimky fixovanych bunck
potizenych mikroskopem. Na prvni dvojici snimkt je zobrazena kontrola (GFP-GIluN1-
1a/GFP-GIluN2C), druhé dvojice snimkl ukazuje kombinaci nemutované podjednotky a
konstruktu s deleci aminokyselin 159-292 v GFP-GluN2C podjednotce (GFP-GluN1-
1a/GFP-GIuN2C-A159-292), tfeti dvojice snimkti ukazuje kombinaci konstruktu
s deleci aminokyselin 32-386 v GFP-GluNI-la podjednotce a nemutované GIuN2C
podjednotky (GFP-GIuN1-1a-A32-386/GFP-GIuN2C) a ¢vrtda dvojice snimki
demonstruje kombinaci obou konstruktd sdeleci (GFP-GIuN1-1a-A32-386/GFP-
GluN2C-A159-292). Leva c¢ast snimkti reprezentuje celkovy GFP signal a prava ¢ast
povrchovy signal. (B) Kvantifikace intenzity povrchového/celkového signalu se
statisticky vyznamnym rozdilem v pfipadé vsSech kombinaci konstruktd s deleci
v porovnani s kontrolou (*; p<0,05; ANOVA).

6.5. Vliv mutaci v transmembranové doméné na transport GluN2C
podjednotky na bunéény povrch

Transmembranové domény hraji v transportu NMDA receptorti dalezitou roli.
Napftiklad bylo ukazano, Ze M3 domény GluN1 a GIuN2A-B podjednotek se ti¢astni
formovani funk¢nich receptorii a reguluji uvolnovani NMDA receptori z ER
(Kaniakova et al., 2012a). Pro uvolnéni NMDA receptorti z ER je kriticka i M4 doména
na GluN1 podjednotce. V této doméné byl identifikovan aminokyselinovy zbytek,
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1830, odpovédny za transport NMDA receptord na bunécny povrch (Kaniakova et al.,
2012b). V GluN2C podjednotce jsme v oblasti konzervovaného
VWAFFAVIFLASYTANLAAF motivu vyrobili tfi bodové zamény a koexprimovali je
s GluN1-la podjednotkou. V konstruktu GIuN2C-W645A jsme aminokyselinu
tryptofan v pozici 645 nahradili alaninem, v konstruktu GIuN2C-Y656A jsme tyrosin
v pozici 656 nahradili alaninem a v konstruktu GIuN2C-T657A jsme threonin 657
nahradili také alaninem (viz Obr. 8A). V naSem pokusu jsme zjistili, Ze vSechny tfi
bodové zamény v M3 doméné zpusobily statisticky vyznamny rozdil povrchové exprese
GluN1/GIluN2C receptorti (ANOVA, p<0,05) (viz Obr. 8B, C).  Nasledné jsme
mutované GIuN2C konstrukty exprimovali v heterolognich bunkach samostatné, bez
pritomnosti GluN1-1a podjednotky. Zjistili jsme, ze GluN2C konstrukty s bodovymi
zaménami nevykazuji v porovnéani s kontrolou (GFP-GIuN2C) statisticky vyznamny
rozdil v povrchové expresi (ANOVA, p>0,05) (viz Obr. 8D, E). Celkova exprese vSech
mutovanych konstruktl i kontrol nebyla statisticky rozdilna (ANOVA, p>0,05).
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Obr. 8: Vliv mutaci v transmembrinové doméné na transport GluN2C
podjednotky na  bunéény  povrch. (A) Sekvence  konzervativniho
VWAFFAVIFLASYTANLAAF motivu GluN2A, GIuN2B a GIuN2C podjednotky

s podtrZzenymi misty bodovych mutacich (B) Snimky fixovanych heterolognich COS-7
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bunck snimanych mikroskopem. Kontrola GIluN1-1a/GFP-GIuN2C, prvni zadména
v pozici GluN2C-W645A, druha zédména v pozici GIuN2C-Y656A a treti zaména
v pozici GluN2C-T657A. VSechny konstrukty byly koexprimované s nemutovanou
GluN1-1a podjednotkou. Leva ¢ast snimki reprezentuje celkovy GFP signal, prava ¢ast
povrchovy signdl. (C) Kvantifikace intenzity povrchového/celkového signalu se
statisticky vyznamnym rozdilem ve vSech bodovych zaménach oproti kontrole (*;
p<0,05; ANOVA). (D) Snimky fixovanych heterolognich COS-7 bun¢k snimanych
mikroskopem. Kontrola, GFP-GIuN2C a tii konstrukty s aminokyselinovymi zdménami
(GFP-GIuN2C-W645A,  GFP-GIuN2C-Y656A a  GFP-GIuN2C-T657A). (E)
Kvantifikace intenzity povrchového/celkového signalu neukdzala statisticky vyznamny
rozdil (*; p>0,05; ANOVA).

6.6. Vliv mutaci v intracelularni C-terminalni doméné na transport
GluN1/GluN2C receptorii na bunécny povrch

Intracelularni C-termindlni doména obsahuje v pfipadé¢ GIuN1 podjednotky dva
kratké (KKK a RRR) retenéni motivy odpovédné za regulaci transportu NMDA
receptort na bun&ny povrch (Horak and Wenthold, 2009). GluN2A i GIuN2B
podjednotky pravdépodobné také obsahuji ER retenéni motiv na C-terminalni doméné
(Hawkins et al., 2004; Yang et al., 2007). Tato zjisténi nas vedla k pokusiim objasnit
funkci C-terminalni domény v transportu GluN2C podjednotek.

Nejdiive jsme vyrobili GluN2C konstrukt s deleci za M4 doménou (GFP-
GluN2C-855stop) a konstrukt s deleci poslednich deseti aminokyselin (GFP-GIuN2C-
1241stop) na C-termindlni doméné. Tyto konstrukty jsme koexprimovali
v heterolognich COS-7 bunikach s GluN1-1a podjednotkou. Zjistili jsme, Ze konstrukt
GFP-GIuN2C-855stop vykazoval statisticky vyznamné sniZzeni povrchové exprese
v porovnani s kontrolou GluN1-1a/GFP-GIuN2C, zatimco konstrukt GFP-GluN2C-
1241stop statisticky vyznamny rozdil povrchové exprese proti kontrole nevykazoval.
Nésledné jsme na zdklad¢ predeslych vysledki vytvofili sérii konstruktli s delecemi na
riznych mistech C-terminalni domény (GFP-GluN2C-872stop, GFP-GluN2C-884stop,
GFP-GIuN2C-885stop, GFP-GluN2C-886stop, GFP-GIuN2C-887stop, GFP-GluN2C-
888stop, GFP-GluN2C-889stop, GFP-GluN2C-890stop, GFP-GluN2C-948stop, GFP-
GluN2C-1048stop a GFP-GluN2C-1148stop) a koexprimovali je s GluNl1-la
podjednotkou (viz Obr. 9). Analyza vysledkii povrchové exprese takto deletovanych
podjednotek NMDA receptori ukazala, Ze konstrukty GFP-GluN2C-884stop az GFP-
GluN2C-889stop vykazovaly statisticky vyznamny rozdil povrchové exprese NMDA
receptord, na rozdil od konstruktd GFP-GluN2C-890stop az GFP-GluN2C-1148stop,

které statisticky rozdil povrchové exprese nevykazovaly. Celkova exprese kontroly
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(GluN1-1a/GFP-GIuN2C) a ostatnich konstrukti s deleci nevykazovala statisticky
vyznamny rozdil (ANOVA, p>0,05).
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Obr. 9: Vliv mutaci vintracelulirni C-termindlni doméné na transport
GluN1/GluN2C receptori na bunéény povrch. (A) Snimky byly pofizeny na

fixovanych heterolognich COS-7 bunikach kotransfekovanych GluN1-1a podjednotkou
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a sérii konstrukti sdelecemi na rlznych mistech C-termindlni domény GIuN2C
podjednotky. Leva cast snimkd reprezentuje celkovy GFP signdl, prava cast
reprezentuje povrchovy signal. (B) Kvantifikace intenzity povrchového/celkového
signalu v porovnani s kontrolou (GluN1-1a/GFP-GIuN2C) ukézala sniZzeni povrchové
exprese (*; p<0,05; ANOVA) u konstrukti GIluN2C-855stop az GluN2C-889stop.

Predchézejici pokusy ndm pomohly zuzit pravdépodobnou lokalizaci regulacniho
signalu na C-termindlni doméné GluN2C podjednotky. V dalSich pokusech jsme v této
kritické oblasti nahradili pét aminokyselin, SLPSP, za alaniny (GFP-GluN2C-
SLPSP/AAAAA). Tento konstrukt jsme koexprimovali v heterolognich COS-7 bunikach
s GluN1-1a podjednotkou (viz Obr. 10) a stanovili jsme miru jeho povrchové exprese,
kterd byla vyznamné niz$i v porovnani s kontrolou. Celkova exprese kontroly i

mutovaného konstruktu nevykazovala statisticky vyznamny rozdil (t-test, p>0,05).
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Obr. 10: Vliv vybrané sekvence SLPSP na transport GluN2C podjednotky na
bunéény povrch. (A) Cast sekvence GluN2C podjednotky. Aminokyseliny SLPSP
zaménéné za alaniny jsou podtrzené. (B) Snimky byly pofizené na fixovanych
heterolognich COS-7 buiikach kotransfekovanych nemutovanou GluNl1-la a GFP-
GluN2C podjednotkou a mutovanym konstruktem GFP-GluN2C-SLPSP/AAAAA.
Leva cast snimkt reprezentuje celkovy GFP signal a prava ¢ast povrchovy signal. (C)
Kvantifikace intenzity povrchového/celkového signdlu ukazuje statisticky vyznamny
rozdil v povrchové expresi kontroly a mutovaného konstruktu (*; p<0,05; t-test).
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6.7. Vliv jednotlivych oblasti GluN2C podjednotky na transport
NMDA receptorii v neuronech

Nakonec jsme chtéli zjistit, zda-l1i tfi specifické oblasti GluN2C podjednotky, které
jsme identifikovali pouzitim heterolognich COS-7 bunék v ptedchozich pokusech,
rovnéz reguluji transport GluN2C podjednotek v neuronech. Jako modelovy neuron
jsme zvolili granuldrni mozeckové neurony, nebot’ tyto bunky jsou relativn¢ lehce
identifikovatelné diky své typické morfologii (viz Obr. 11A, C).

Abychom identifikovali rozdily v regulaci jednotlivych typi NMDA receptorti,
vzajemné jsme nejdiive porovnali povrchovou expresi jednotlivych GIuN2A, GIuN2B a
GluN2C podjednotek exprimovanych v CGC kulturach (viz Obr. 11A, B). Zjistili jsme,
ze GIuN2C podjednotka vykazuje statisticky niz$i povrchovou expresi v porovnani
s GluN2A-B podjednotkami, coz ukazuje, Ze GIuN2C podjednotka ma (na rozdil od
GIluN2A a GluN2B podjednotek) odlisné regulaéni mechanizmy transportu na bunéény
povrch v obou typech bun¢k (COS-7 1 CGC).

V dal$im pokusu jsme CGC kultury transfekovali konstrukty GFP-GIuN2C-A159-
292, GFP-GIluN2C-W645A, GFP-GIuN2C-Y656A a GFP-GIuN2C-T657A (viz Obr.
11C, D). Nase analyza transfekovanych neuronti ukazala statisticky vyznamné snizeni
povrchové exprese vSech téchto GIuN2C mutovanych konstrukti v porovnani
s kontrolou (GFP-GIuN2C). Celkova exprese kontroly i mutovanych konstrukt
nevykazovala statisticky vyznamny rozdil (p>0,05; ANOVA).
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Obr. 11: Vliv vybranych mutaci na transport NMDA receptori na neuronalni
povrch. (A) Snimky pofizeny na fixovanych mozeckovych granuldrnich neuronech
transfekovanych GIuN2A, GIuN2B, GIuN2C podjednotkami. Leva ¢ast snimki
reprezentuje celkovy GFP signdl a pravd €ast povrchovy signal. (B) Kvantifikace
intenzity povrchového/celkového signalu ukézala statisticky vyznamny rozdil mezi
povrchovou expresi GFP-GIuN2A, GluN2B a GFP-GIuN2C podjednotkou (*; p<0,05;
ANOVA). (C) Snimky fixovanych granularnich mozeckovych neuront exprimovanych
kontrolou (GFP-GIuN2C), konstruktem s deleci aminokyselin 159-292 (GFP-GluN2C-
A159-292) a konstrukty s bodovou zaménou GFP-GIluN2C-W645A, GFP-GIluN2C-
Y656A a GFP-GIuN2C-T657A. Leva ¢ast snimkl reprezentuje celkovy GFP signal a
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prava cast povrchovy signal. (D) Kvantifikace intenzity povrchového/celkového signdlu
ukazuje statisticky vyznamny rozdil povrchové exprese mezi kontrolou a ostatnimi
konstrukty (*; p<0,05; ANOVA).

V poslednim pokusu jsme exprimovali v CGC kulturach konstrukty GFP-GluN2C
a GFP-GIuN2C-855stop (viz Obr. 12). Zjistili jsme statisticky vyznamné snizeni
povrchové exprese konstruktu GFP-GIuN2C-855stop. Celkova exprese kontroly a

mutovaného konstruktu nebyla statisticky vyznamna (t-test, p>0,05).
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Obr. 12: Vliv delece za M4 doménou na transport GluN2C podjednotky na
neuronalni povrch. (A) Snimky pofizeny na fixovanych granularnich mozeckovych
neuronech transfekovanych nemutovanou GFP-GluN2C podjednotkou (kontrola) a
mutovanym konstruktem GFP-GIuN2C-855stop. Leva c¢ast snimkil reprezentuje
celkovy GFP signal a prava cast povrchovy signal. (B) Kvantifikace intenzity
povrchového/celkového signalu ukazuje statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolou,
GFP-GIuN2C a konstruktem GFP-GIuN2C-855stop (*; p<0,05; t-test).
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7. Diskuze

7.1. Vliv GluN2 podjednotek na povrchovou expresi NMDA
receptoru

Ptedchozi studie ukazaly, ze GluN2A a GluN2B podjednotky jsou v nepfitomnosti
GluN1 podjednotky lokalizovany v ER (Mcllhinney et al., 1998; Horak et al., 2008) a
Ze na bunééném povrchu jsou exprimovany pouze spravné zformované heteromerické
GluN1/GluN2 receptory (Okabe et al., 1999; Perez-Otano et al., 2001; Fukaya et al.,
2003). Podobny zavér vyplyva i z nasich pokusu, kdy jsme samostatné exprimovali
GluN2C podjednotku ¢i funkéni GluN1/GluN2C receptory (Obr. 4). Lze ptedpokléadat,
ze ER retenéni motivy kritické pro povrchovou expresi, umisténé jak na GluN1, tak i na
GluN2A, GluN2B a GIluN2C podjednotkéach, jsou v kvartérni struktuie receptoru
maskovany a zamezuji tak exportu z ER nespravné zformovanym receptortim.

V naSich pokusech jsme nejdfive studovali podjednotkové véazané rozdily
v povrchové expresi jednotlivych typit NMDA receptori (GluN1/GluN2A-C)
exprimovanych v heterolognich bunkach a neuronech (viz Obr. 4B, C a Obr. 11A, B).
V predchozich studiich bylo ukézéno, Ze pfitomnost GIuN2A podjednotky zvySuje
povrchovou expresi NMDA receptorti v heterolognich bunikdch v porovnani s receptory
obsahujicimi GluN2B podjednotku (Chen et al., 1999). Toto pozorovani je v souladu
snaSimi vysledky, které ukazuji rozdil v povrchové expresi GIuN1/GluN2A a
GluN1/GIluN2B receptort exprimovanych v COS-7 buiikach (Obr. 4A, B). Pro¢ jsme
podobny rozdil v povrchové expresi GluN2A a GIuN2B podjednotek nepozorovali i
v neuronech (Obr. 11)? NejpravdépodobnéjSim vysvétlenim je pritomnost nativnich
GluN2A a GIuN2B podjednotek, které mohou ovlivnit transport rekombinantnich
podjednotek (Xia et al., 2001). Rovné¢Z nemuzeme vyloucit vliv riznych nativnich
sestithovych variant GluN1 podjednotky (Mcllhinney et al., 1998) ¢i nékterého typu
GluN3 podjednotky (Ulbrich and Isacoff, 2008) na biogenezi a transport
rekombinantnich podjednotek NMDA receptoru. Dale jsme zjistili, ze NMDA receptory
obsahujici GIluN2C podjednotky jsou v obou typech bunck (heterolognich i neuronech)
lokalizovany na bunécném povrchu ve vyrazné niz$im mnozstvi neZ receptory
obsahujici GluN2A a GIuN2B podjednotky. Tento vysledek ukazuje, Ze GIuN2C
podjednotka specifickym zplsobem reguluje povrchové mnozstvi funkénich NMDA

receptord v savéim CNS.
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7.2. Vliv N-terminalni domény GluN2 podjednotek na povrchovou
expresi NMDA receptori

Dale jsme studovali, kterd oblast GIuN2C podjednotky je dileZitd pro regulaci
transportu GluN1/GluN2C receptorii na bunéény povrch. Pfedchozi studie ukézala, ze
A2 segment na N-koncové ¢asti GluN2A podjednotky obsahuje ER reten¢ni motiv, na
rozdil od GluN2B podjednotky (Qiu et al., 2009). Nejdiive jsme vzajemné porovnali
jednotlivé GluN2A, GluN2B a GluN2C podjednotky s deletovanymi oblastmi za M1
doménami (viz Obr. 5). V souladu s pfedchozimi studiemi jsme zjistili, Zze deletované
GIluN2A podjednotky nejsou lokalizovany na bunééném povrchu na rozdil od GluN2B
podjednotek (Horak et al., 2008; Qiu et al., 2009). V naSich pokusech jsme dale
piekvapive zjistili, ze podobné¢ jako GIuN2A podjednotka nebyla ani deletovana
GluN2C podjednotka exprimovand na bunéném povrchu, pifestoze nemutované
GluN1/GIuN2A receptory vykazuji vyrazné vyssi povrchovou expresi v porovnani
s GluN1/GIuN2C receptory. Ztoho vyplyvd, Ze GIuN2A i1 GluN2C podjednotka
pravdépodobné obsahuje v N-termindlni a/nebo M1 doméné specificky signal dilezity
pro regulaci povrchové exprese NMDA receptort.

Nakonec jsme se zaméfili na objasnéni role N-termindlni a M1 domény GluN2C
podjednotky v regulaci transportu funkénich NMDA receptori na bunéény povrch.
Zjistili jsme, Ze oblast s deleci 159-292 aminokyselin v GIluN2C podjednotce ¢i oblast s
deleci 32-386 aminokyselin v GluN1 podjednotce, se kterou GluN2C podjednotka
interaguje (Sobolevsky et al., 2009), jsou v obou piipadech nezbytné pro normalni
transport NMDA receptori na bunéény povrch v heterolognich buitkach i neuronech
(viz Obr. 6, 7 a Obr. 11C, D). Toto pozorovani je v souladu s pokusy na GluN2A
podjednotce (Qiu et al., 2009). Na zaklad¢ téchto zjisténi se domnivame, Ze specifické
interakce mezi GluN1 a GIuN2A a GIuN1 a GIluN2C podjednotkami kritickym

zpusobem reguluji transport téchto typit NMDA receptorli na bunéény povrch.

7.3. Vliv transmembranovych domén na povrchovou expresi
NMDA receptoru
Nedavné studie prokazaly, ze membranové domény hraji dalezitou roli v regulaci
transportu NMDA receptord na povrch buiky. Naptiklad, M3 domény jsou kritické
struktury dilezité pro transport NMDA receptori na bunécny povrch (Horak et al.,
2008). Tato studie dale prokazala, ze specifické uspoifadani M3 domén v GIuNI1 a
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GIluN2B podjednotkach je nezbytné k zadrzeni samostatné exprimovanych podjednotek
v ER a maskovani ER reten¢nich signalti je pravdépodobné zplisobeno interakci mezi
M3 doménou GIuN2A nebo GluN2B podjednotky a M4 doménou GIuN1 podjednotky.
Daéle bylo zjisténo, ze M3 doména GIluN1 (W636, Y647 a T648) i GluN2B (W635,
S645 a Y646) podjednotek obsahuje klicové aminokyselinové zbytky, dilezité pro
regulaci transportu NMDA receptorti na bunéény povrch (Kaniakova et al., 2012a).
Kromé téchto klicovych mist, existuji i jiné oblasti dilezité pro transport NMDA
receptord na bunéény povrch, a to Cl kazeta na C-terminalni doméné nékterych
sestithovych variant GluN1 podjednotky (Standley et al., 2000; Horak and Wenthold,
2009) a signal na C-terminalni doméné GluN2B podjednotky (Hawkins et al., 2004). Je
pravdépodobné, Ze transportni signdly v M3 doméné GluN1 i GIuN2B podjednotek jsou
nadfazen¢ ER retencnim signalim v C-terminalnich doménach. Tato teorie je
podporovana skutecnosti, ze podjednotky NMDA receptori s deletovanou C-termindlni
doménou mohou formovat funkéni receptory, zatimco jiné oblasti C-terminalni domény
reguluji interakci podjednotek a transport funkénich NMDA receptort (Vissel et al.,
2001; Horak et al., 2008).

Dale bylo zjisténo, Zze M4 doména GIluN1 podjednotky obsahuje tfi
aminokyselinové zbytky, které¢ jsou dulezité pro povrchovou expresi NMDA receptort s
deletovanou C-terminalni doménou. Pro povrchovou expresi nedeletovanych
GluN1/GIluN2A i GluN1/GluN2B receptort se ukazala jako kritickd pfitomnost pouze
jednoho z téchto aminokyselinovych zbytkt, L830, ktery se podili na maskovani ER
retenénich motivli a/nebo regulaci transportu NMDA receptori na bunécny povrch. Je
zajimavé, Ze pritomnost nebo nepfitomnost C-termindlni domény GluNI-la
podjednotky  neovliviluje  snizeni povrchové exprese NMDA  receptoril
s aminokyselinovou zaménou L830A. To naznacuje, ze C-terminalni doména a M4
doména GluN1 podjednotky reguluji transport NMDA receptori na bunécny povrch
odlisnym mechanismem (Kaniakova et al., 2012b).

Abychom ovéfili, zda M3 doména reguluje 1 transport GIuN1/GluN2C receptorii
na bunéény povrch, vytvorili jsme tfi bodové zdmény aminokyselin v konzervovaném
VWAFFAVIFLASYTANLAAF motivu M3 domény v GIluN2C podjednotce (viz Obr.
8A). Zjistili jsme, Ze tyto aminokyseliny jsou kritické pro regulaci transportu
GluN1/GIuN2C receptori na bunéény povrch, podobné jako u GIuN1/GIluN2A a
GluN1/GIluN2B receptort. Tyto vysledky ukazuji, ze naruseni integrity M3 domény, je
pro regulaci transportu NMDA receptorti na bunéény povrch kritické (viz Obr. 8 a Obr.
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11C, D).

7.4. Vliv C-terminalni domény na povrchovou expresi NMDA
receptori

C-termindlni doména GluN1 1 GluN2 podjednotek obsahuje né€kolik reten¢nich i1
exportnich signalti. V ptredchozich studiich bylo zjisténo, ze GluN1 podjednotka
obsahuje na intracelularni C-terminalni doméné dva kratké retencni motivy, RRR a
KKK (Standley et al., 2000; Scott et al., 2001; Xia et al., 2001; Ryan et al., 2008;
Horak and Wenthold, 2009). GluN2A a GluN2B podjednotky také ve své C-terminalni
doméné pravdépodobné obsahuji ER retenéni motivy (Hawkins et al., 2004; Yang et al.,
2007). Studie na transgennich mySich prokazaly, ze C-terminalni doména GIluN2
podjednotek je kriticka pro transport NMDA receptori na bunéény povrch (Mori et al.,
1998; Sprengel et al., 1998; Steigerwald et al., 2000). Tato zjiSténi nas proto vedla
k pokustim objasnit funkci C-termindlni domény v transportu i u GluN2C podjednotky.
Podatfilo se nam zjistit, ze delece za M4 doménou (GFP-GluN2C-855stop) je pro
transport GIluN1/GluN2C receptori na bunéfny povrch kritickd a tato oblast
pravdépodobné obsahuje ER retenéni motiv a/nebo exportni signal. Sekvence
poslednich deseti aminokyselin C-terminalni domény obsahuje PDZ vazebnou doménu,
kterd je nesmirng diileZita pro interakci s ostatnimi proteiny vcéetné PSD-93, PSD-95 a
SAP102 (Garner et al., 2000; Sheng, 2001; Tomita et al., 2001) a pro transport
GluN1/GluN2A nebo GIuN1/GluN2B receptorti na povrch buiiky (Bard et al., 2010;
Standley et al., 2012). Zjistili jsme, Ze delece PDZ vazebné domény v GIuN2C
podjednotce (GFP-GluN2C-1241stop) na rozdil od GluNI1-1a/GluN2A a GluNI1-
1a/GluN2B receptorti neovliviiuje transport GIuN1/GluN2C receptorii na bunécny
povrch (viz Obr. 9).

Sérii dalsich deleci se nam podafilo identifikovat sekvenci péti aminokyselin
(SLPSP), které¢ vregulaci povrchové exprese GIuN1/GluN2C receptori hraji
vyznamnou roli (viz Obr. 9, 10). Jak jiz bylo zminéno diive, GluN1 podjednotka
obsahuje na C-termindlni doméné dva kratké ER retenéni motivy (RRR a KKK),
GIluN2A i GIluN2B podjednotky také obsahuji ER retenéni motivy. Tyto motivy se
mohou vzajemné maskovat a regulovat tak zadrzovani receptord v ER. GIuN2A i
GluN2B podjednotka ma v oblasti vyskytu sekvence SLPSP u GluN2C podjednotky
odli$né sekvence aminokyselin (viz Obr. 13). To nasvédcuje tomu, Ze tato sekvence

aminokyselin u GluN2C podjednotky specificky reguluje transport GuN1-1a/GluN2C
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receptord na bunéény povrch, coz by mohlo vysvétlit odliSnou regulaci povrchové

exprese GluN1/GluN2A, GluN1/GIuN2B i GluN1/GluN2C receptort.

GluN2A 872-HGVHIEEKKK----884
GluN2B 873-HGVAIEERQSVMN-885
GluN2C 881-NGVQSLPSPARPP-893

Obr. 13: Sekvence vybranych oblasti GluN2A, GluN2B a GluN2C podjednotky.
Oblast vyskytu sekvence SLPSP u GluN2C podjednotky a stejné oblasti u GIuN2A a
GIluN2B podjednotky jsou oramované (Ishii et al., 1993).
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8. Zavér

v' Podafilo se nam ukazat, Ze GIluNI1/GluN2A, GIluNI/GluN2B a
GluN1/GIluN2C receptory vykazuji rozdilnou povrchovou expresi v heterolognich
buiikach i neuronech. Pfedpokladame, ze GluN2 podjednotky maji kli¢ovy vyznam

v regulaci transportu NMDA receptorti na bunéény povrch.

vV dalsich pokusech jsme objasnili vyznam delece aminokyselin 159-292
v N-koncové €asti GluN2C podjednotky, kterd je klicova pro regulaci povrchové
exprese NMDA receptorii. Nepfitomnost téchto aminokyselin nebo nepfitomnost
komplementarni oblasti v GluN1 podjednotce ma pravdépodobné za nasledek
nedostate¢né maskovani ER reten¢niho motivu na GIuN2C podjednotce, coZ ma

ptimy vliv na regulaci transportu NMDA receptoril na bunéény povrch.

v" Pomoci bodovych zamén tfi aminokyselin v M3 doméné¢ GIuN2C
podjednotky jsme prokazali, Ze naruSeni integrity M3 domény v GluN2C
podjednotkéch je pro regulaci transportu NMDA receptort kritické, jelikoz témet

nedochdzi k povrchové expresi takto mutovanych receptorti.

v Delece téméf celé C-terminalni domény GIuN2C podjednotky ukazala, Ze
tato doména obsahuje motivy dilezité pro regulaci transportu NMDA receptorii na
bunéény povrch. Delece poslednich deseti aminokyselin (tzv. PDZ vazebna
doména) C-terminalni domény neovlivnila transport GluN1/GluN2C receptori na
bunécny povrch. Zkoumanim ulohy C-terminalni domény v GluN2C podjednotce se
nam podafilo identifikovat specifické misto (SLPSP) dilezité pro regulaci
transportu GIuN1/GluN2C receptort. Tento motiv je vyrazn€ odlisny od sekvence
v GIuN2A a GluN2B podjednotce, coz mize vysvétlit podjednotkoveé vazany rozdil
v povrchové expresi jednotlivych typid NMDA receptorti.

Vysledky nasi prace objasnily piedevSim mechanizmy regulace povrchové
exprese GluN1-1a/GluN2C receptorti v sav¢ich neuronech a piispéli tak k moznému
porozuméni vzniku riznych psychiatrickych a neurologickych onemocnéni spojenych
s abnormdlni regulaci NMDA receptorti, jako je Alzheimerova a Parkinsonova
demence, Huntingtonova nemoc, epilepsie, deprese, schizofrenie, ischemie ¢i zavislost

na kokainu.
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Nase dal$i pokusy budou zaméfeny na identifikovani vazebnych partnerti na
jednotlivych regulacnich motivech (ER retenc¢nich i exportnich) NMDA receptort a na
objasnéni dalSich dilezitych mechanizmii regulace transportu NMDA receptori na
bunéény povrch, jako je napiiklad N-glykosylace. NaSe pilotni pokusy ukdzaly, Ze
existuji vyznamna N-glykosylaéni mista na GIuNl a GIluN2 podjednotkach, ktera
reguluji povrchovou expresi NMDA receptord. Znalost téchto mechanizmii bude
nepochybn¢é velice wuzitenda pifi objastiovani mechanizmli vzniku zminénych

neurologickych a psychiatrickych onemocnéni.
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