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ABSTRACT 

Evidence supports a role for neuronal damage arising from excessive activation of 

glutamate receptors (especially the NMDA subtype) in the pathogenesis of Huntington's 

disease (HD), although clinical trials involving NMDA receptor inhibition have mostly 

failed. Further understanding of the underlying molecular mechanisms is therefore 

needed to refine therapeutic approaches. My work has focused on the elucidation of 

molecular pathways linking huntingtin (htt) to NMDA receptors (NMDARs). 

I found that NMDAR subunits NR1/NR2B are shifted from internal pools to the 

plasma membrane, with faster NMDAR insertion to the surface in striatal neurons from 

YAC72 HD mice. YAC72 striatum shows a relative enrichment of NR1 C2' isoforms in the 

vesicle/microsome-enriched fraction and preferential association of these isoforms with 

NR2B subunits, suggesting alternative splicing of NR1 may favour faster forward 

trafficking of receptors to potentiate NMDAR current and toxicity in this HD mouse model. 

I demonstrated co-localization and interaction of the htt-interacting protein HIP-1 

and actin-crosslinking cc-actinin proteins, together in a complex with NMDARs in mouse 

striatal neurons and forebrain tissue. In fact, HIP-1 can directly interact with a-actinin, 

thus providing a physical link between htt and NMDARs. 

To broaden the search for candidate proteins mediating the effects of mutant htt 

(mhtt) on NMDAR function, I collaborated with Kinexus Bioinformatics Corp. to examine 

expression patterns of a variety of protein kinases, phosphatases, and heat shock/stress 

proteins, in HEK cells over-expressing NR1/NR2B-type NMDARs and wild-type or mutant 

htt. Multiple proteins involved in the heat shock response pathway, including Hsp-70 and 

CK2, show altered subcellular distribution with co-expression of mhtt and NR1/NR2B, an 
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effect potentiated by NMDAR stimulation. CK2 expression is also elevated in striatal 

tissue from YAC HD mice, and its activity plays a protective role against NMDAR toxicity. 

Altered expression of stress response proteins in the presence of mhtt and NR1/NR2B 

may reflect anattempt to mitigate mhtt-induced sensitivity to excitotoxicity. 

Findings from this thesis provide additional insight into the molecular mechanisms 

underlying increased NMDAR-mediated excitotoxicity in the YAC mouse model of HD. 

Target molecules and pathways identified in this work may contribute to the optimization 

of strategies for the treatment of HD. 
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C H A P T E R 1. I N T R O D U C T I O N 

G i v e n a r e l a t i v e p a u c i t y o f k n o w l e d g e c o n c e r n i n g t h e m o l e c u l a r p a t h w a y s l e a d i n g 

t o c e l l d e a t h b y o v e r - e x c i t a t i o n o f g l u t a m a t e r e c e p t o r s i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e ( H D ) a n d i n 

m o d e l s m i m i c k i n g t h e d i s e a s e , m y g o a l w a s t o i n v e s t i g a t e t h e u n d e r l y i n g m e c h a n i s m s 

u s i n g a v a r i e t y o f b i o c h e m i c a l a n d m o l e c u l a r b i o l o g i c a l t e c h n i q u e s . I m m u n o s t a i n i n g a n d 

r e c e p t o r - t a g g i n g a s s a y s w e r e p e r f o r m e d t o a s s e s s r e c e p t o r s u r f a c e e x p r e s s i o n a n d t h e 

k i n e t i c s . o f r e c e p t o r t r a f f i c k i n g , w h i l e c o - l o c a l i z a t i o n o f r e c e p t o r s a n d o t h e r p r o t e i n s o f 

i n t e r e s t w e r e d e m o n s t r a t e d u s i n g i m m u n o p r e c i p i t a t i o n , s u b c e l l u l a r f r a c t i o n a t i o n , a n d g e l 

o v e r l a y a s s a y s . M o r e o v e r , a h i g h - t h r o u g h p u t s c r e e n i s d e s c r i b e d i n t h i s t h e s i s w h e r e 

c a n d i d a t e t a r g e t p r o t e i n s w i t h a l t e r e d e x p r e s s i o n a n d / o r d i s t r i b u t i o n w e r e i n i t i a l l y 

s u r v e y e d i n a c e l l l i n e m o d e l o f t h e d i s e a s e . T h e s p e c i f i c a i m s o f t h i s t h e s i s a r e d i s c u s s e d 

i n f u r t h e r d e t a i l i n s e c t i o n 1 . 6 o f t h i s I n t r o d u c t i o n u n d e r " H y p o t h e s i s a n d R a t i o n a l e " , a n d I 

b e g i n t h i s I n t r o d u c t i o n w i t h a d e s c r i p t i o n o f H D i n t h e f o l l o w i n g s e c t i o n s . 

1.1. Huntington's Disease 

1 . 1 . 1 . C l i n i c a l P r e s e n t a t i o n 

H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e ( H D ) i s o n e o f e i g h t n e u r o d e g e n e r a t i v e d i s e a s e s i d e n t i f i e d 

a s r e s u l t i n g f r o m e x p a n s i o n o f t h e C A G r e p e a t i n t h e c o d i n g r e g i o n o f t h e i r r e s p e c t i v e 

g e n e s l e a d i n g t o p o l y g l u t a m i n e ( p o l y Q ) e x p a n s i o n i n t h e p r o t e i n p r o d u c t s ( r e v i e w e d i n 

Z o g h b i a n d O r r , 2 0 0 0 ) . A s w i t h a l l d i s e a s e s i n t h i s g r o u p , H D i s p r o g r e s s i v e , w i t h 

s y m p t o m o n s e t t y p i c a l l y i n m i d - l i f e b u t v a r y i n g i n v e r s e l y w i t h l e n g t h o f t h e p o l y Q r e p e a t 

1 



s u c h t h a t t h e l a r g e r t h e n u m b e r o f r e p e a t s , t h e e a r l i e r t h e o n s e t o f s y m p t o m s ( B r i n k m a n 

e t a l . , 1 9 9 7 ; G u s e l l a a n d M a c D o n a l d , 2 0 0 0 ) . T h e s e s y m p t o m s w o r s e n o v e r t i m e , a n d 

d e a t h o f t h e i n d i v i d u a l i n v a r i a b l y f o l l o w s , g e n e r a l l y s o m e 1 0 - 2 0 y e a r s a f t e r d i s e a s e 

p r e s e n t a t i o n . 

H D i s d o m i n a n t l y h e r i t a b l e , a n d p a t i e n t s p r e s e n t w i t h d e f i c i t s i n m o t o r f u n c t i o n a n d 

m e m o r y a s w e l l a s a n a f f e c t i v e d i s t u r b a n c e ( H a y d e n e t a l . , 1 9 8 1 ; H a r p e r , 1 9 9 1 ; P a u l s e n 

e t a l . , 2 0 0 1 ) . E v e n t h o u g h s u b t l e c h a n g e s i n p e r s o n a l i t y , m o o d , a n d c o g n i t i o n g e n e r a l l y 

p r e c e d e d e m e n t i a a n d m o t o r s y m p t o m s , d e v e l o p m e n t o f c h o r e i c , d a n c e - l i k e m o v e m e n t s 

i s b y f a r t h e m o s t c o m m o n a n d t e l l - t a l e s y m p t o m i n i n d i v i d u a l s c a r r y i n g t h e H D g e n e a t 

t h e t i m e o f c l i n i c a l p r e s e n t a t i o n . A t l a t e r s t a g e s o f t h e d i s e a s e , c h o r e a i s r e p l a c e d b y 

p a r k i n s o n i s m a n d a k i n e s i a . In t h e c a s e o f p a t i e n t s c a r r y i n g H D a l l e l e ( s ) w i t h e x t r e m e 

e x p a n s i o n s o f t h e C A G r e p e a t ( > 7 0 ) , t h e y d e v e l o p t h e j u v e n i l e v e r s i o n o f t h e d i s e a s e 

p r e s e n t i n g w i t h a m o r e a g g r e s s i v e p h e n o t y p e a n d a d i f f e r e n t s y m p t o m a t i c p r o f i l e 

i n c l u d i n g b r a d y k i n e s i a , r i g i d i t y , e p i l e p s y , a n d s e v e r e d e m e n t i a ( B i t t e n b e n d e r a n d 

Q u a d f a s e l , 1 9 6 2 ; V a n D i j k e t a l . , 1 9 8 6 ) . 

1 . 1 . 2 . N e u r o p a t h o l o g y 

T h e n e u r o p s y c h i a t r i c m a n i f e s t a t i o n s o f H D r e s u l t f r o m t h e d y s f u n c t i o n a n d / o r 

d e m i s e o f s p e c i f i c n e u r o n a l p o p u l a t i o n s a n d r e g i o n s o f t h e b r a i n , w i t h t h e G A B A e r g i c 

p r o j e c t i o n m e d i u m - s i z e d s p i n y n e u r o n s ( M S N s ) o f t h e n e o s t r i a t u m b e i n g m o s t s e v e r e l y 

a f f e c t e d l e a d i n g t o s t r i a t a l a t r o p h y a n d / o r n e u r o n a l l o s s ( V o n s a t t e l e t a l . , 1 9 8 5 ; V o n s a t t e l 

a n d D i F i g l i a , 1 9 9 8 ) . M S N s r e c e i v e g l u t a m a t e r g i c i n p u t f r o m t h e c o r t e x a n d p a r t s o f t h e 

t h a l a m u s , a s w e l l a s d o p a m i n e r g i c t r a n s m i s s i o n f r o m t h e s u b s t a n t i a n i g r a p a r s c o m p a c t a 

( S N c ) . O n e p o p u l a t i o n o f G A B A - c o n t a i n i n g M S N s , t h o s e t h a t a r e e n r i c h e d i n d o p a m i n e 
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D 2 r e c e p t o r a n d e n k e p h a l i n e x p r e s s i o n , p r o j e c t t o t h e i n t e r n a l g l o b u s p a l l i d u s ( G P i ) v i a a n 

i n d i r e c t p a t h w a y i n v o l v i n g t h e e x t e r n a l g l o b u s p a l l i d u s ( G P e ) a n d t h e s u b t h a l a m i c 

n u c l e u s ( S T N ) . T h e o t h e r p o p u l a t i o n o f M S N s , w h i c h e x p r e s s t h e d o p a m i n e D 1 r e c e p t o r , 

d y n o r p h i n , a n d s u b s t a n c e P , p r o j e c t d i r e c t l y t o t h e G P i . In H D , t h o s e M S N s o f t h e i n d i r e c t 

p a t h w a y a r e l o s t b e f o r e t h o s e p r o j e c t i n g i n t h e d i r e c t p a t h w a y ( R e i n e r e t a l . , 1 9 8 8 ; A l b i n e t 

a l . , 1 9 9 2 ; R i c h f i e l d e t a l . , 1 9 9 5 ; S a p p e t a l . , 1 9 9 5 ) , t h u s l e a d i n g t o a n e t r e d u c t i o n o f G P i 

i n h i b i t o r y o u t p u t t o t h e t h a l a m u s , c a u s i n g e n h a n c e d i n i t i a t i o n o f c o r t i c a l m o t o r p r o g r a m s 

t h a t m a n i f e s t a s c h o r e i c m o v e m e n t s . B e c a u s e b o t h p a t h w a y s a r e l a t e r i m p a i r e d , 

n e o s t r i a t a l o u t p u t t o t h e G P i i s l o s t ; a s a r e s u l t , i n h i b i t o r y d r i v e f r o m t h e G P i t o t h e 

t h a l a m u s i s i n c r e a s e d a n d t h e h y p e r k i n e t i c p h e n o t y p e g i v e s w a y t o r i g i d i t y a n d 

b r a d y k i n e s i a . A s d i s e a s e p r o g r e s s e s , o t h e r p a r t s o f t h e b r a i n i n c l u d i n g p a r t s o f t h e 

c o r t e x , g l o b u s p a l l i d u s , a n d t h e h i p p o c a m p u s , m a y b e c o m e a f f e c t e d a s w e l l . 

1 . 1 . 3 . M o l e c u l a r P a t h o l o g y 

M u c h r e s e a r c h i n r e c e n t y e a r s h a s b e e n d i r e c t e d t o w a r d s e l u c i d a t i o n o f t h e 

p a t h o g e n i c m e c h a n i s m s u n d e r l y i n g d e v e l o p m e n t a n d p r o g r e s s i o n o f H D . W i t h t h e 

i d e n t i f i c a t i o n o f t h e HD g e n e a n d i t s p r o t e i n p r o d u c t h u n t i n g t i n (htt) i n t h e e a r l y 1 9 9 0 ' s 

( H u n t i n g t o n ' s D i s e a s e C o l l a b o r a t i v e R e s e a r c h G r o u p , 1 9 9 3 ) , t h e g e n e t i c m u t a t i o n 

l e a d i n g t o t h e d e v e l o p m e n t o f H D h a s b e e n d e t e r m i n e d a s t h e e x p a n s i o n o f a 

p o l y m o r p h i c C A G r e p e a t ( > 3 5 ) i n t h e HD g e n e . M u c h a t t e n t i o n h a s s i n c e f o c u s e d o n t h e 

c e l l u l a r f u n c t i o n s o f htt i n b o t h i t s n o r m a l a n d m u t a n t f o r m s . 
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1 . 1 . 3 . 1 . T o x i c E f f e c t s o f A g g r e g a t e d v e r s u s S o l u b l e m H t t 

H t t i s p r e d o m i n a n t l y a c y t o p l a s m i c p r o t e i n ( D i F i g l i a e t a l . , 1 9 9 5 ; S h a r p e t a l . , 1 9 9 5 ; 

T r o t t i e r e t a l . , 1 9 9 5 ) . It i s a k n o w n s u b s t r a t e f o r a v a r i e t y o f p r o t e a s e s , a n d p r o t e o l y t i c 

c l e a v a g e o f p o l y Q - e x p a n d e d f o r m s o f htt i s a s s o c i a t e d w i t h l o s s o f t h e C - t e r m i n a l n u c l e a r 

e x p o r t s i g n a l ( N E S ) ( X i a e t a l . , 2 0 0 3 ) . C o u p l e d w i t h a n i n h i b i t i o n o f i t s o w n n u c l e a r e x p o r t 

b y p o l y Q e x p a n s i o n w i t h i n t h e m u t a n t htt ( m h t t ) p r o t e i n ( C o r n e t t e t a l . , 2 0 0 5 ) , r e t e n t i o n o f 

t h e N - t e r m i n a l c l e a v a g e p r o d u c t s i n t h e n u c l e u s i s f a v o u r e d ( D a v i e s e t a l . , 1 9 9 7 ; D i F i g l i a 

e t a l . , 1 9 9 7 ; B e c h e r e t a l . , 1 9 9 8 ; W h e e l e r e t a l . , 2 0 0 0 ) . 

In t i s s u e f r o m H D b r a i n s , N - t e r m i n a l f r a g m e n t s o f m h t t w e r e f o u n d a g g r e g a t e d i n 

n e u r o n a l i n t r a n u c l e a r i n c l u s i o n s ( N i l s ) a n d d y s t r o p h i c n e u r i t e s o f t h e c o r t e x o r s t r i a t u m , 

w h i l e s u c h f r a g m e n t s w e r e a b s e n t f r o m n u c l e a r e x t r a c t s i n b r a i n t i s s u e f r o m n o r m a l 

i n d i v i d u a l s ( D i F i g l i a e t a l . , 1 9 9 7 ; S i e r a d z a n e t a l . , 1 9 9 9 ) . F o r m a t i o n o f N i l s w a s 

p r o p o r t i o n a l t o t h e l e n g t h o f t h e htt p o l y Q r e p e a t ( D i F i g l i a e t a l . , 1 9 9 7 ; B e c h e r e t a l . , 1 9 9 8 ) 

a n d g e n e r a l l y c o i n c i d e d w i t h t h e o n s e t o f s y m p t o m s i n m o u s e m o d e l s o f H D , s u g g e s t i n g 

c l e a v a g e p r o d u c t s o f m h t t t h a t u n d e r g o t r a n s l o c a t i o n t o t h e n u c l e u s m a y b e t h e s p e c i e s 

r e s p o n s i b l e f o r e x e r t i n g t h e t o x i c e f f e c t s o f m h t t e x p r e s s i o n ( D i F i g l i a e t a l . , 1 9 9 7 ; B e c h e r 

e t a l . , 1 9 9 8 ; S a p p e t a l . , 1 9 9 9 ) . I n d e e d , t a r g e t i n g o f N - t e r m i n a l l y t r u n c a t e d m h t t t o t h e 

n u c l e u s i n a n e u r o n a l c e l l l i n e w a s f o u n d t o i n c r e a s e t h e e x t e n t o f c e l l l o s s a s w e l l a s t h e 

n u m b e r o f c e l l s w i t h n u c l e a r a g g r e g a t e s , w h i l e c y t o p l a s m i c t a r g e t i n g o f t h e s e m h t t 

f r a g m e n t s h a d t h e o p p o s i t e e f f e c t ( S a u d o u e t a l . , 1 9 9 8 ; P e t e r s e t a l . , 1 9 9 9 ) . 

T h e r e i s e v i d e n c e t h a t t h e c y t o p l a s m i c p o p u l a t i o n o f a g g r e g a t e d N - t e r m i n a l l y 

t r u n c a t e d m h t t a l s o c o n t r i b u t e s t o t o x i c i t y ( C o o p e r e t a l . , 1 9 9 8 ; H a c k a m e t a l . , 1 9 9 9 a , 

1 9 9 9 b ) . A d d i t i o n a l l y , s o l u b l e a n d p r o t o f i b r i l f o r m s o f m h t t ( a s m o n o m e r s o r s m a l l 

o l i g o m e r s ) h a v e b e e n s h o w n t o p l a y a r o l e i n c a u s i n g c e l l u l a r t o x i c i t y . N e u r o n s t h a t l a t e r 
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d e g e n e r a t e d f i r s t e x h i b i t e d d i f f u s e n u c l e a r i m m u n o s t a i n i n g f o r h t t , a t a t i m e w h e n 

s y m p t o m s b e g a n t o d e v e l o p a n d w e l l b e f o r e f o r m a t i o n o f N i l s ( H o d g s o n e t a l . , 1 9 9 9 ; 

W h e e l e r e t a l . , 2 0 0 0 ; S l o w e t a l . , 2 0 0 3 ; V a n R a a m s d o n k e t a l . , 2 0 0 5 ) . T h e s e 

n o n - a g g r e g a t e d f o r m s o f m h t t a r e b e l i e v e d t o m e d i a t e t o x i c i t y i n p a r t b y s e q u e s t e r i n g 

e s s e n t i a l p r o t e i n s s u c h a s n u c l e a r t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s a n d c o m p o n e n t s o f t h e 

u b i q u i t i n / p r o t e a s o m e s y s t e m ( U P S ) a w a y f r o m t h e i r n o r m a l f u n c t i o n s ( S c h a f f a r e t a l . , 

2 0 0 4 ) . 

I n t r i g u i n g l y , a n u m b e r o f m o l e c u l a r c h a p e r o n e s h a v e b e e n s h o w n t o s u c c e s s f u l l y 

p r o t e c t a g a i n s t N - t e r m i n a l m h t t f r a g m e n t - i n d u c e d t o x i c i t y w i t h o u t r e d u c i n g m h t t 

a g g r e g a t i o n , s u g g e s t i n g t h e t w o p h e n o m e n a ( t o x i c i t y a n d a g g r e g a t i o n ) c a n b e 

d i s s o c i a t e d ( Z h o u e t a l . , 2 0 0 1 ) . In f a c t , t h e p r e s e n c e o f a g g r e g a t e s d o e s n o t a l w a y s 

p r e d i c t c e l l d e a t h , n o r d o e s c e l l d e a t h n e c e s s a r i l y o c c u r i n t h o s e n e u r o n s t h a t c o n t a i n 

v i s i b l e a g g r e g a t e s ( K u e m m e r l e e t a l . , 1 9 9 9 ; r e v i e w e d i n S i s o d i a , 1 9 9 8 ) . A s f u r t h e r 

e v i d e n c e a g a i n s t t h e t w o p h e n o m e n a b e i n g n e c e s s a r i l y r e l a t e d b y c a u s e a n d e f f e c t , N i l s 

w e r e f o u n d g e n e r a l l y n o t t o b e a b u n d a n t i n t h e m o s t v u l n e r a b l e p o p u l a t i o n o f n e u r o n s 

( p r o j e c t i o n M S N s ) w i t h i n t h e s t r i a t u m ( K u e m m e r l e e t a l . , 1 9 9 9 ) . T h e r e l a t i v e p a u c i t y o f 

n u c l e a r o r n e u r o p i l a g g r e g a t e s i n t h e s t r i a t u m , r e l a t i v e t o o t h e r p a r t s o f t h e b r a i n , a l s o 

a r g u e s a g a i n s t a d i r e c t r o l e f o r a g g r e g a t e f o r m a t i o n i n p a t h o g e n e s i s ( D i F i g l i a e t a l . , 1 9 9 7 ; 

G u t e k u n s t e t a l . , 1 9 9 9 ; S i e r a d z a n e t a l . , 1 9 9 9 ) . 

E v i d e n c e i n d i c a t i n g a p r o t e c t i v e r o l e f o r a g g r e g a t e f o r m a t i o n c a m e f r o m s t u d i e s 

s h o w i n g e x a c e r b a t i o n o f n e u r o n a l d e a t h b y m a n i p u l a t i o n s o r g e n e t i c m u t a t i o n s t h a t 

i n h i b i t e d a g g r e g a t e f o r m a t i o n , t h r o u g h e i t h e r a d e c r e a s e i n u b i q u i t i n a t i o n o r a n i n c r e a s e 

i n S U M O y l a t i o n o f m h t t ( S a u d o u e t a l . , 1 9 9 8 ; S t e f f a n e t a l . , 2 0 0 4 ) . A l s o , n e u r o n s 

c o n t a i n i n g N i l s w e r e f o u n d t o h a v e l o w e r l e v e l s o f c e l l d e a t h i n c o m p a r i s o n t o t h o s e 

n e u r o n s t h a t l a c k e d N i l s ( A r r a s a t e e t a l . , 2 0 0 4 ) . In m o u s e m o d e l s o f H D w h e r e t r u n c a t e d 
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N - t e r m i n a l f r a g m e n t s o f m h t t w e r e e x p r e s s e d , N i l s w e r e a l w a y s f o r m e d w h i l e 

d e v e l o p m e n t o f H D - l i k e s y m p t o m s a n d n e u r o p a t h o l o g y w a s v a r i a b l e d e p e n d i n g o n t h e 

e x a c t f r a g m e n t t h a t w a s e x p r e s s e d ( S l o w e t a l . , 2 0 0 5 ) , s u g g e s t i n g t h a t n o t a l l N i l s o r 

N - t e r m i n a l f r a g m e n t s o f m h t t a r e n e c e s s a r i l y e q u a l l y t o x i c . H e n c e it r e m a i n s a n i s s u e o f 

d e b a t e a s t o w h e t h e r f o r m a t i o n o f a g g r e g a t e s i n t h e h u m a n b r a i n c o n t r i b u t e s t o 

p a t h o l o g y , p l a y s a p r o t e c t i v e r o l e a g a i n s t m h t t - m e d i a t e d t o x i c i t y , o r i s m e r e l y c o i n c i d e n t a l 

w i t h n e u r o d e g e n e r a t i o n . 

1 . 1 . 3 . 2 . O t h e r T o x i c A c t i o n s o f m H t t 

A m o n g t h e t o x i c e f f e c t s o f m h t t e x p r e s s i o n a r e r o l e s f o r t h e p r o t e i n i n e x a c e r b a t i n g , 

o x i d a t i v e s t r e s s , m e t a b o l i c f a i l u r e a n d m i t o c h o n d r i a l d y s f u n c t i o n , w h i c h w i l l b e d i s c u s s e d 

i n a l a t e r s e c t i o n . F r a g m e n t s o f p o l y Q - e x p a n d e d htt a l s o i n t e r a c t w i t h l i p i d m e m b r a n e s 

t h e r e b y d i s r u p t i n g p h o s p h o l i p i d b i l a y e r s t r u c t u r e ( S u o p a n k i e t a l . , 2 0 0 6 ) . M o r e o v e r , m h t t 

p e r t u r b s u b i q u i t i n / p r o t e a s o m a l f u n c t i o n a n d l e a d s t o a b e r r a n t a x o n a l t r a n s p o r t a n d 

e n d o c y t o s i s , a s w e l l a s p a r t i c i p a t e s i n a b n o r m a l i n t e r a c t i o n s w i t h o t h e r p r o t e i n s , s o m e o f 

w h i c h l e a d t o d y s r e g u l a t i o n o f t h e t r a n s c r i p t i o n a l m a c h i n e r y a n d h e n c e a l t e r e d g e n e 

e x p r e s s i o n ( r e v i e w e d i n C h a , 2 0 0 0 ; T o b i n a n d S i g n e r , 2 0 0 0 ; D a v i e s a n d R a m s d e n , 2 0 0 1 ; 

M e n a l l e d a n d C h e s s e l e t , 2 0 0 2 ; R o s s , 2 0 0 2 ; R u b i n s z t e i n , 2 0 0 2 ; H a r j e s a n d W a n k e r , 

2 0 0 3 ; S u g a r s a n d R u b i n s z t e i n , 2 0 0 3 ; L i a n d L i , 2 0 0 4 ) . 

T h e r e i s e v i d e n c e t o i n d i c a t e i n c r e a s e d a s s o c i a t i o n o f m h t t - c o n t a i n i n g a g g r e g a t e s 

w i t h c o m p o n e n t s o f t h e U P S . H o w e v e r , l o n g e r p o l y Q t r a c t s a p p e a r t o b e a s s o c i a t e d w i t h 

a s l o w e r r a t e o f p r o t e o l y s i s o f t h e m u t a n t p r o t e i n ( D y e r a n d M c M u r r a y , 2 0 0 1 ; J a n a e t a l . , 

2 0 0 1 ) , s u g g e s t i n g a n i m p a i r m e n t o f t h e U P S f u n c t i o n l i k e l y v i a s e q u e s t r a t i o n i n t o 

a g g r e g a t e s . B e c a u s e t h e f u n c t i o n o f a n u m b e r o f t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s d e p e n d s o n 
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p r o t e o s o m a l p r o c e s s i n g ( r e v i e w e d i n C i e c h a n o v e r , 1 9 9 4 ; P a h l a n d B a e u e r l e , 1 9 9 6 ) , m h t t 

m a y i m p a i r t h e f u n c t i o n o f t h e s e f a c t o r s i n p a r t b y s e q u e s t r a t i o n o f U P S c o m p o n e n t s . 

O t h e r t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s c o n t a i n r e g u l a t o r y g l u t a m i n e - r i c h r e g i o n s ( C o u r e y e t a l . , 1 9 8 9 ; 

G e r b e r e t a l . , 1 9 9 4 ) , a n d b e c a u s e p o l y Q t r a c t s c a n i n t e r a c t n o t o n l y w i t h D N A b u t a l s o 

w i t h o n e a n o t h e r v i a t r a n s g l u t a m i n a t i o n ( G r e e n , 1 9 9 3 ) a n d / o r p o l a r - z i p p e r f o r m a t i o n 

( P e r u t z e t a l . , 1 9 9 4 ; P e r u t z , 1 9 9 6 ) , t h e s e g l u t a m i n e - r i c h r e g i o n s c a n a b e r r a n t l y i n t e r a c t 

w i t h t h e m h t t p o l y Q s t r e t c h t h e r e b y t r a p p i n g t h e s e t r a n s c r i p t i o n a l f a c t o r s w i t h i n 

h t t - c o n t a i n i n g a g g r e g a t e s a n d p r e v e n t i n g t h e m f r o m c a r r y i n g o u t t h e i r n o r m a l f u n c t i o n 

( H u a n g e t a l . , 1 9 9 8 ) . A l t e r n a t i v e l y , b y b i n d i n g D N A o r t r a n s c r i p t i o n a l f a c t o r s s u c h a s p 5 3 

a n d c A M P r e s p o n s e e l e m e n t ( C R E ) - b i n d i n g p r o t e i n ( C R E B ) - b i n d i n g p r o t e i n ( C B P ) , t h e 

e x p a n d e d p o l y Q t r a c t o f m h t t m a y d i r e c t l y r e p r e s s t r a n s c r i p t i o n b y f o r m i n g i n a c t i v e 

t r a n s c r i p t i o n a l c o m p l e x e s ( B o u t e l l e t a l . , 1 9 9 9 ; M c C a m p b e l l e t a l . , 2 0 0 0 ; S t e f f a n e t a l . , 

2 0 0 0 ; r e v i e w e d i n C h a , 2 0 0 0 ) . 

A l t e r e d t r a n s c r i p t i o n r e s u l t i n g f r o m e x p r e s s i o n o f N - t e r m i n a l f r a g m e n t s o f m h t t h a s 

b e e n r e p o r t e d i n b o t h c e l l l i n e a n d m o u s e m o d e l s , i n c l u d i n g d o w n - r e g u l a t i o n o f m R N A s 

f o r v a r i o u s n e u r o t r a n s m i t t e r r e c e p t o r s ( C h a e t a l . , 1 9 9 8 , 1 9 9 9 ; L i e t a l . , 1 9 9 9 ) . D N A 

m i c r o a r r a y s t u d i e s i n s t r i a t a l t i s s u e f r o m R 6 / 2 m i c e r e v e a l e d a d d i t i o n a l c l a s s e s o f g e n e s 

t h a t w e r e d o w n - r e g u l a t e d , s u c h a s t h o s e i n v o l v e d i n r e g u l a t i o n o f C a 2 + h o m e o s t a s i s a n d 

i n t r a c e l l u l a r s i g n a l i n g ( L u t h i - C a r t e r e t a l , 2 0 0 0 ) . 

I n t e r e s t i n g l y , i n d u c t i o n a n d m a i n t e n a n c e o f t h e p r o g r e s s i v e H D p h e n o t y p e i s 

e n t i r e l y d e p e n d e n t o n c o n t i n u e d e x p r e s s i o n o f t h e m u t a n t p r o t e i n p r o d u c t , a s s t u d i e s 

f r o m a c o n d i t i o n a l t r a n s g e n i c m o u s e m o d e l i n d i c a t e d t h a t s h u t t i n g o f f t r a n s g e n e 

e x p r e s s i o n a t a t i m e w e l l a f t e r s y m p t o m o n s e t w a s a b l e t o r e v e r s e t h e s y m p t o m s a n d 

n e u r o p a t h o l o g i c a l c h a n g e s a s s o c i a t e d w i t h H D ( Y a m a m o t o e t a l . , 2 0 0 0 ) . 
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1 . 1 . 4 . N o r m a l F u n c t i o n s a n d I n t e r a c t i o n s o f H t t 

1 . 1 . 4 . 1 . R o l e o f H t t i n V e s i c u l a r / M i t o c h o n d r i a l T r a n s p o r t a n d E n e r g y P r o d u c t i o n 

W h i l e n u m e r o u s n e u r o t o x i c p r o c e s s e s h a v e b e e n r e l a t e d t o htt p o l y Q e x p a n s i o n , 

t h e p h y s i o l o g i c a l f u n c t i o n s o f t h e p r o t e i n i n i t s n o r m a l f o r m a r e f a r f r o m c l e a r l y d e f i n e d . 

H t t e x p r e s s i o n i s w i d e s p r e a d t h r o u g h o u t t h e b r a i n , w i t h n o p a r t i c u l a r e n r i c h m e n t i n t h e 

s t r i a t u m ( D i F i g l i a e t a l . , 1 9 9 5 ; T r o t t i e r e t a l . , 1 9 9 5 ) . T h e 3 5 0 k D a p r o t e i n i s p r i m a r i l y 

c y t o p l a s m i c b u t m a y a l s o b e f o u n d a s s o c i a t e d w i t h c l a t h r i n - c o a t e d v e s i c l e s , 

m i c r o t u b u l e s , a n d t h e e n d o p l a s m i c r e t i c u l u m ( E R ) / G o l g i m e m b r a n e s , i n d i c a t i v e o f 

p o s s i b l e r o l e s i n t r a f f i c k i n g a n d f a s t a x o n a l t r a n s p o r t o f m e m b r a n o u s o r g a n e l l e s a n d / o r 

p r o t e i n s t o r e g u l a t e s u c h n e u r o n a l p r o c e s s e s a s n e u r o t r a n s m i t t e r r e l e a s e ( S h a r p e t a l . , 

1 9 9 5 ; S t r e h l o w e t a l . , 2 0 0 6 ; r e v i e w e d i n T r u a n t e t a l . , 2 0 0 6 ) . 

D e m o n s t r a t i o n o f a p h y s i c a l i n t e r a c t i o n b e t w e e n htt a n d t h e o u t e r m i t o c h o n d r i a l 

m e m b r a n e ( G u t e k u n s t e t a l . , 1 9 9 8 ; C h o o e t a l . , 2 0 0 4 ) p r o v i d e s s u p p o r t f o r a n o r m a l r o l e 

o f t h i s p r o t e i n i n m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n s a n d m a y r e p r e s e n t o n e r o u t e t h r o u g h w h i c h 

p o l y Q - e x p a n d e d h t t c o u l d a c t t o i m p a i r m e t a b o l i c e n e r g y p r o d u c t i o n a n d / o r 

C a 2 + - b u f f e r i n g a b i l i t y i n v a r i o u s m o d e l s o f H D . T h e n e u r o n a l c a p a c i t y f o r g e n e r a t i n g 

e n e r g y i n t h e f o r m o f A T P a p p e a r e d t o b e i n v e r s e l y c o r r e l a t e d w i t h p o l y Q r e p e a t l e n g t h , 

f o r r e p e a t l e n g t h s i n b o t h t h e n o r m a l ( < 3 5 ) a n d p a t h o l o g i c a l ( > 3 5 ) r a n g e s ( S e o n g e t a l . , 

2 0 0 5 ) , c o n s i s t e n t w i t h a r o l e f o r htt i n r e g u l a t i n g A T P g e n e r a t i o n i n n o r m a l p h y s i o l o g y a n d 

i n H D . F u r t h e r e v i d e n c e i m p l i c a t i n g htt i n t h e r e g u l a t i o n o f e n e r g y p r o d u c t i o n c a m e f r o m 

e x a m i n a t i o n o f p r o t e i n s t h a t i n t e r a c t w i t h h t t , o n e o f w h i c h w a s f o u n d t o b e t h e m e t a b o l i c 

e n z y m e g l y c e r a l d e h y d e - 3 - p h o s p h a t e d e h y d r o g e n a s e ( G A P D H ) ( B u r k e e t a l . , 1 9 9 6 ) . 

A d d i t i o n a l l y , h t t h a s b e e n s h o w n t o b e e s s e n t i a l f o r f a s t a x o n a l t r a f f i c k i n g , b a s e d 
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o n s t u d i e s i n b o t h i n v e r t e b r a t e s ( G u n a w a r d e n a e t a l . , 2 0 0 3 ; S z e b e n y i e t a l . , 2 0 0 3 ) a n d 

m a m m a l s ( T r u s h i n a e t a l . , 2 0 0 4 ) . R e d u c e d e x p r e s s i o n o r p o I y Q - e x p a n s i o n o f htt l e d t o 

a x o n a l t r a n s p o r t d e f e c t s ( G u n a w a r d e n a e t a l . , 2 0 0 3 ; S z e b e n y i e t a l . , 2 0 0 3 ) , a n d 

m h t t - i n d u c e d i m p a i r m e n t s i n v e s i c u l a r a n d m i t o c h o n d r i a l t r a f f i c k i n g w e r e d e m o n s t r a t e d i n 

m a m m a l i a n n e u r o n s b o t h in vitro a n d in vivo ( T r u s h i n a e t a l . , 2 0 0 4 ) . I m p o r t a n t l y , 

a g g r e g a t e f o r m a t i o n b y m h t t b l o c k e d t h e t r a f f i c k i n g o f m i t o c h o n d r i a a l o n g n e u r o n a l 

p r o c e s s e s , c a u s i n g t h e s e o r g a n e l l e s t o b e c o m e i m m o b i l i z e d a n d t o a c c u m u l a t e a t s i t e s 

c o n t a i n i n g a g g r e g a t e s ( C h a n g e t a l . , 2 0 0 6 ) . M i t o c h o n d r i a l m o t i l i t y i s a l s o d i r e c t l y 

i m p a i r e d b y g l u t a m a t e ( R i n t o u l e t a l . , 2 0 0 3 ) , a n d p r e s u m a b l y m i t o c h o n d r i a w h i c h a r e 

u n a b l e t o t r a f f i c k n o r m a l l y t h e n b e c o m e t r a p p e d a n d d a m a g e d w i t h t i m e , a d d i n g t o t h e 

o t h e r t o x i c e f f e c t s o f g l u t a m a t e r e c e p t o r o v e r - a c t i v a t i o n . A l l o f t h e s e f i n d i n g s p o i n t t o a 

l i k e l y i n v o l v e m e n t o f a b e r r a n t m i t o c h o n d r i a l m o v e m e n t i n H D p a t h o p h y s i o l o g y , w h e r e t h e 

HD m u t a t i o n w o u l d c o u p l e w i t h e x c i t o t o x i c p a t h w a y s t o i n h i b i t n o r m a l m i t o c h o n d r i a l 

t r a f f i c k i n g a n d f u n c t i o n . 

1 . 1 . 4 . 2 . B i n d i n g P a r t n e r s o f H t t P r o v i d e C l u e s t o Its F u n c t i o n s 

I d e n t i f i c a t i o n o f o t h e r i n t e r a c t o r s o f htt p r o v i d e s a d d i t i o n a l c l u e s a s t o i t s n o r m a l 

f u n c t i o n s u n d e r p h y s i o l o g i c a l c o n d i t i o n s , a n d t h e d i v e r s e f u n c t i o n s t h e s e p r o t e i n s 

a s s u m e i m p l i c a t e h t t i n a n u m b e r o f c e l l u l a r p r o c e s s e s r a n g i n g f r o m e n d o c y t o s i s t o 

v e s i c u l a r t r a n s p o r t t o n o n - r e c e p t o r s i g n a l i n g t o m R N A b i o g e n e s i s ( G o e h l e r e t a l . , 2 0 0 4 ; 

r e v i e w e d i n H a r j e s a n d W a n k e r , 2 0 0 3 ; L i a n d L i , 2 0 0 4 ; G i o r g i n i a n d M u c h o w s k i , 2 0 0 5 ) . 

O n e o f t h e s e b i n d i n g p a r t n e r s , h u n t i n g t i n - i n t e r a c t i n g p r o t e i n 1 ( H I P - 1 ) , i s t h e h u m a n 

h o m o l o g u e o f t h e y e a s t p r o t e i n S l a 2 p w h i c h i s i n v o l v e d i n r e g u l a t i o n o f t h e c y t o s k e l e t o n 

( C S K ) ( K a l c h m a n e t a l . , 1 9 9 7 ; W a n k e r e t a l . , 1 9 9 7 ) . A s w i l l b e d i s c u s s e d i n a l a t e r s e c t i o n 

9 



( s e e s e c t i o n 4 . 1 ) , H I P - 1 a p p e a r s t o b e i n v o l v e d i n c l a t h r i n - m e d i a t e d e n d o c y t o s i s ( M e t z l e r 

e t a l . , 2 0 0 1 ) a n d h a s p r o - a p o p t o t i c f u n c t i o n s ( H a c k a m e t a l . , 2 0 0 0 ; G e r v a i s e t a l . , 2 0 0 2 ) . 

I n t e r e s t i n g l y , H I P - 1 - m e d i a t e d t o x i c i t y w a s a b o l i s h e d b y c o n c u r r e n t e x p r e s s i o n o f 

w i l d - t y p e ( W T ) h t t ( H a c k a m e t a l . , 2 0 0 0 ) , a n d s t r i a t a l c e l l s e x p r e s s i n g W T htt w e r e 

p r o t e c t e d f r o m a p o p t o t i c s t i m u l i a n d N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e ( N M D A ) r e c e p t o r 

( N M D A R ) - m e d i a t e d e x c i t o t o x i c i t y ( R i g a m o n t i e t a l . , 2 0 0 0 ; H o e t a l . , 2 0 0 1 ; L e a v i t t e t a l . , 

2 0 0 6 ) , s u g g e s t i n g a n a n t i - a p o p t o t i c r o l e f o r t h e p r o t e i n . 

H t t a l s o b i n d s p o s t - s y n a p t i c d e n s i t y ( P S D ) p r o t e i n 9 5 k D a ( P S D - 9 5 ) , a n d t h e 

i m p l i c a t i o n o f t h i s i n t e r a c t i o n i n t h e m o d u l a t i o n o f N M D A R f u n c t i o n w i l l b e a d d r e s s e d i n a 

s u b s e q u e n t s e c t i o n ( s e e s e c t i o n 1 . 5 . 2 ) , i n t h e c o n t e x t o f d i s c u s s i n g t h e c o n t r i b u t i o n o f 

P S D - 9 5 f u n c t i o n t o e x c i t o t o x i c c e l l d e a t h i n H D . 

1 . 1 . 4 . 3 . D o m a i n S t r u c t u r e o f H t t P r o v i d e s C l u e s t o Its F u n c t i o n s 

A s i s t r u e f o r m a n y l a r g e p r o t e i n s , htt c o n s i s t s o f a n u m b e r o f r e p e a t e d s t r u c t u r e s 

a n d m o d u l a r d o m a i n s , t h e a n a l y s i s o f w h i c h p r o v i d e s a d d i t i o n a l i n s i g h t i n t o t h e f u n c t i o n s 

o f t h e p r o t e i n . T h e N - t e r m i n u s o f t h e htt p r o t e i n i s f o l l o w e d c l o s e l y b y t h e p o l y Q t r a c t a n d 

t h e n a p o l y p r o l i n e ( p o l y P ) r e g i o n . P r o l i n e - r i c h d o m a i n s m e d i a t e b i n d i n g t o o t h e r p r o t e i n s 

c o n t a i n i n g t h e S r c h o m o l o g y r e g i o n 3 ( S H 3 ) o r t r y p t o p h a n ( W W ) d o m a i n , a n d htt b i n d s v i a 

i t s p o l y P r e g i o n t o t h e S H 3 - d o m a i n - c o n t a i n i n g G r b - 2 - l i k e p r o t e i n - 3 ( S H 3 G L 3 ) ( S i t t l e r e t 

a l . , 1 9 9 8 ) , t h e r e b y l i n k i n g h t t w i t h G r b 2 / S o s a n d t h e d o w n s t r e a m R a s - R a f - M E K - M A P K 

s i g n a l i n g c a s c a d e . A s w e l l , h t t a p p e a r s t o b e a k e y p l a y e r i n t h e p h o s p h o i n o s i t i d e 

3 - k i n a s e ( P I 3 K ) - p r o t e i n k i n a s e B ( P K B / A k t ) s i g n a l i n g p a t h w a y , a s a d i r e c t s u b s t r a t e o f t h e 

s e r i n e / t h r e o n i n e k i n a s e A k t ( H u m b e r t e t a l . , 2 0 0 2 ) . E n d o g e n o u s l e v e l s o f A k t - m e d i a t e d 

p h o s p h o r y l a t i o n o n htt S 4 2 1 a p p e a r e d s i g n i f i c a n t l y r e d u c e d i n t h e p r e s e n c e o f a n 
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e x p a n d e d p o l y Q t r a c t ( W a r b y e t a l . , 2 0 0 5 ) , a n d p h o s p h o r y l a t i o n ( o r i n h i b i t i o n o f 

d e p h o s p h o r y l a t i o n ) o f htt a t S 4 2 1 w a s f o u n d t o p r o t e c t t h e c e l l a g a i n s t m h t t - m e d i a t e d 

t o x i c i t y ( H u m b e r t e t a l . , 2 0 0 2 ; R a n g o n e e t a l . , 2 0 0 4 ; P a r d o e t a l . , 2 0 0 6 ) . P a l m i t o y l a t i o n o f 

htt o n C 2 1 4 w a s l i k e w i s e s i g n i f i c a n t l y d e c r e a s e d b y htt p o l y Q e x p a n s i o n , a n d t h e 

p r o p e n s i t y o f m h t t t o f o r m N i l s a p p e a r e d t o b e i n v e r s e l y c o r r e l a t e d w i t h t h e e x t e n t o f htt 

p a l m i t o y l a t i o n ( Y a n a i e t a l . , 2 0 0 6 ) . T o g e t h e r , t h e s e f i n d i n g s a r e s u g g e s t i v e o f a r o l e f o r 

p o s t - t r a n s l a t i o n a l m o d i f i c a t i o n s i n t h e r e g u l a t i o n o f W T h t t u n d e r n o r m a l c i r c u m s t a n c e s , 

a n d o f m h t t i n H D . . ' 

W i t h i n t h e m o d u l a r s t r u c t u r e o f htt , t h e r e a r e a l s o t e n ~ 4 0 a m i n o a c i d - l o n g 

H t t / E l o n g a t i o n f a c t o r 3 / P P 2 A R e g u l a t o r y A s u b u n i t V T O R I ( H E A T ) r e p e a t s ( A n d r a d e a n d 

B o r k , 1 9 9 5 ) , d o m a i n s w h i c h a r e c o m m o n l y f o u n d i n t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s a s w e l l a s 

p r o t e i n s i n v o l v e d i n c h r o m o s o m a l r e g u l a t i o n , c y t o p l a s m i c a n d n u c l e a r t r a n s p o r t p a t h w a y s 

( C i n g o l a n i e t a l . , 1 9 9 9 ; N e u w a l d a n d H i r a n o , 2 0 0 0 ; r e v i e w e d i n A n d r a d e e t a l . , 2 0 0 1 ; 

T r u a n t e t a l . , 2 0 0 7 ) . T h e p r e s e n c e o f t h e s e m o t i f s i m p l i c a t e s htt i n t h e r e g u l a t i o n o f 

p r o t e i n a n d / o r n u c l e i c a c i d t r a n s p o r t t o o r f r o m t h e n u c l e u s . I n t e r e s t i n g l y , htt w a s s h o w n 

t o b i n d a c i d i c p h o s p h o l i p i d s v i a t h e s e H E A T d o m a i n s , p r o v i d i n g f u r t h e r e v i d e n c e i n 

s u p p o r t o f a p h y s i o l o g i c a l r o l e f o r htt i n t h e r e g u l a t i o n o f v e s i c u l a r t r a f f i c k i n g a n d / o r 

s t r u c t u r e o f m e m b r a n o u s o r g a n e l l e s ( K e g e l e t a l . , 2 0 0 5 ) . 

1 . 1 . 5 . G a i n s a n d L o s s e s o f H t t F u n c t i o n i n H D 

T h u s f a r t h e d a t a f r o m h u m a n p a t i e n t s a n d f i n d i n g s b a s e d o n s t u d i e s i n a n i m a l 

m o d e l s o f H D w o u l d s u g g e s t t h a t p o l y Q e x p a n s i o n c o n f e r s a d e l e t e r i o u s g a i n i n p r o t e i n 

f u n c t i o n , w h e r e m u t a t i o n o f t h e g e n e c a u s e s t h e r e s u l t i n g p r o t e i n t o a s s u m e a n a l t e r e d 

c o n f o r m a t i o n a n d / o r n o v e l f u n c t i o n s . P o l y Q i s i n i t s e l f t o x i c , a s e c t o p i c e x p r e s s i o n o f a 
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l o n g p o l y Q t r a c t i n t h e c o n t e x t o f a n o t h e r w i s e i n n o c u o u s p r o t e i n l e a d s t o a p r o g r e s s i v e 

n e u r o l o g i c a l p h e n o t y p e a c c o m p a n i e d b y n e u r o p a t h o l o g i c a l c h a n g e s a n d n e u r o n a l d e a t h 

( O r d w a y e t a l . , 1 9 9 7 ) . H D p a t i e n t s h o m o z y g o u s f o r t h e m u t a n t a l l e l e e x h i b i t s i m i l a r 

d i s e a s e p h e n o t y p e a n d s e v e r i t y a s t h o s e w h o a r e h e t e r o z y g o u s f o r t h e a l l e l e ( W e x l e r e t 

a l . , 1 9 8 7 ) , a n d m o u s e e m b r y o s l a c k i n g b o t h c o p i e s o f t h e g e n e d o n o t d e v e l o p H D 

( D u y a o e t a l . , 1 9 9 5 ; N a s i r e t a l . , 1 9 9 5 ; Z e i t l i n e t a l . , 1 9 9 5 ) . I n s t e a d , t h e s e m i c e d i e i n 

g e s t a t i o n , i n c o m p l e t e c o n t r a s t w i t h H D m i c e w h i c h d e v e l o p n o r m a l l y s u g g e s t i n g t h a t t h e 

d e v e l o p m e n t a l r o l e p l a y e d b y n o r m a l htt i s m a i n t a i n e d i n m u t a n t f o r m s o f t h e p r o t e i n 

c o n t a i n i n g e x p a n d e d p o l y Q t r a c t s . 

S o - c a l l e d " g a i n s " i n b o t h s t r u c t u r e a n d f u n c t i o n d u e t o p o l y Q e x p a n s i o n l e a d n o t 

o n l y t o a n a c q u i r e d r e s i s t a n c e a g a i n s t d e g r a d a t i o n o f t h e m u t a n t p r o t e i n b y n o r m a l 

p r o t e o l y t i c p r o c e s s i n g ( r e v i e w e d i n C u m m i n g s a n d Z o g h b i , 2 0 0 0 ; S i e r a d z a n a n d M a n n , 

2 0 0 1 ) , b u t a l s o n o v e l o r p e r t u r b e d i n t e r a c t i o n s w i t h o t h e r i n t r a c e l l u l a r m o l e c u l e s o r 

o r g a n e l l e s . In r e c e n t y e a r s , h o w e v e r , i n c r e a s i n g e v i d e n c e i n d i c a t e s t h a t l o s s e s i n c e r t a i n 

a s p e c t s o f n o r m a l htt f u n c t i o n m a y b e i m p l i c a t e d i n H D a s w e l l ( r e v i e w e d i n C a t t a n e o e t 

a l . , 2 0 0 1 ; C a t t a n e o , 2 0 0 3 ) . 

S t r i a t a l M S N s r e l y o n b r a i n - d e r i v e d n e u r o t r o p h i c f a c t o r ( B D N F ) f r o m c o r t i c a l 

a f f e r e n t s i n o r d e r t o s u r v i v e , s i n c e t h e y t h e m s e l v e s d o n o t e x p r e s s t h i s g r o w t h f a c t o r . W T 

htt h a s b e e n s h o w n t o p r o m o t e B D N F e x p r e s s i o n v i a s e q u e s t r a t i o n o f a t r a n s c r i p t i o n a l 

r e p r e s s o r ( Z u c c a t o e t a l . , 2 0 0 1 ) , w h i l e B D N F e x p r e s s i o n l e v e l s w e r e f o u n d t o b e r e d u c e d 

i n t h e s t r i a t u m o f H D p a t i e n t s ( F e r r e r e t a l . , 2 0 0 0 ) , s u g g e s t i n g l o s s o f h t t - m e d i a t e d 

t r a n s c r i p t i o n o f B D N F l i k e l y c o n t r i b u t e s t o s t r i a t a l n e u r o n a l d y s f u n c t i o n i n H D . T h e 

r e g u l a t i o n o f t r o p h i c s u p p o r t f o r s t r i a t a l n e u r o n s b y m h t t i s n o t o n l y l i m i t e d t o r e g u l a t i o n a t 

t h e t r a n s c r i p t i o n a l l e v e l , b u t a l s o e n c o m p a s s e s d e l i v e r y o f t h i s t r o p h i c f a c t o r t o t h e 

s t r i a t u m ; s e v e r a l r e c e n t s t u d i e s r e v e a l e d i m p a i r m e n t s i n p o s t - G o l g i t r a f f i c k i n g o f B D N F i n 
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s t r i a t a l k n o c k - i n ( K I ) c e l l s e x p r e s s i n g f u l l - l e n g t h m h t t ( D e l T o r o e t a l . , 2 0 0 6 ) , a s w e l l a s 

d e f i c i e n c i e s i n B D N F t r a n s p o r t a l o n g c o r t i c a l a x o n s d u e t o d e c r e a s e d b i n d i n g o f t h e 

h t t - a s s o c i a t e d p r o t e i n H A P - 1 w i t h m i c r o t u b u l e m o l e c u l a r m o t o r s r e s u l t i n g f r o m e n h a n c e d 

m h t t / H A P - 1 i n t e r a c t i o n s ( G a u t h i e r e t a l . , 2 0 0 4 ) . R e l a t e d t o t h e s e f i n d i n g s , e x p r e s s i o n o f 

t h e e n d o g e n o u s B D N F r e c e p t o r , T r k B , w a s a l s o s h o w n t o b e d o w n - r e g u l a t e d b y m h t t 

b o t h i n m o u s e m o d e l s o f H D a n d i n p o s t - m o r t e m b r a i n t i s s u e f r o m h u m a n p a t i e n t s , 

i n d e p e n d e n t o f c h a n g e s i n B D N F l e v e l s ( G i n e s e t a l . , 2 0 0 6 ) . T o g e t h e r , t h e s e r e s u l t s 

i n d i c a t e a r o l e f o r htt i n t h e r e g u l a t i o n a t m a n y s t e p s o f a p a t h w a y t h a t n o r m a l l y s u p p l i e s 

s t r i a t a l n e u r o n s w i t h a s o u r c e o f t r o p h i c g r o w t h f a c t o r s , s u g g e s t i n g H D p a t h o l o g y m a y 

r e s u l t i n p a r t f r o m l o s s o f s p e c i f i c W T htt f u n c t i o n s , i n t h i s c a s e r e l a t e d t o t h e p r o v i s i o n o f 

t r o p h i c s u p p o r t , d u e t o p o l y Q e x p a n s i o n . 

A d d i n g t o t h e p r o - s u r v i v a l r o l e o f htt i n m e d i a t i n g B D N F t r a n s c r i p t i o n a n d / o r 

t r a n s p o r t i s i t s a n t i - a p o p t o t i c r o l e a s d i s c u s s e d i n p r e v i o u s s e c t i o n s ( s e e s e c t i o n s 1 . 1 . 4 . 2 

a n d 1 . 1 . 4 . 3 ) , w h e r e W T htt p l a y s a p r o t e c t i v e r o l e a g a i n s t t o x i c s t i m u l i ( R i g a m o n t i e t a l . , 

2 0 0 0 ; C a t t a n e o e t a l . , 2 0 0 1 ; H o e t a l . , 2 0 0 1 ; L e a v i t t e t a l . , 2 0 0 6 ) , s e q u e s t e r s t o x i c 

m o l e c u l e s s u c h a s H I P - 1 ( H a c k a m e t a l . , 2 0 0 0 ) , a n d p a r t i c i p a t e s i n t h e P I 3 K / A k t s u r v i v a l 

s i g n a l i n g p a t h w a y ( H u m b e r t e t a l . , 2 0 0 2 ) . G i v e n t h e s e i m p o r t a n t f u n c t i o n s a s c r i b e d t o 

n o r m a l W T h t t , r e p l a c e m e n t o f o n e W T HD a l l e l e w i t h t h e m u t a n t f o r m m a y i n c r e a s e c e l l 

v u l n e r a b i l i t y i n t w o w a y s - f i r s t l y b y g e n e r a t i n g a m o l e c u l e w i t h t o x i c p r o p e r t i e s a n d 

s e c o n d l y b y a r e d u c t i o n o f c e l l u l a r p r o t e c t i o n o t h e r w i s e a f f o r d e d b y t h e p r o d u c t f r o m t h e 

W T a l l e l e . N o t o n l y i s e x p r e s s i o n o f W T htt r e d u c e d i n t h i s c a s e , b u t b e c a u s e 

m h t t - c o n t a i n i n g a g g r e g a t e s a r e c a p a b l e o f r e c r u i t i n g p o l y p e p t i d e s w i t h s h o r t e r p o l y Q 

r e p e a t s ( C h e n e t a l . , 2 0 0 1 ) , t h e l i t t l e t h a t i s e x p r e s s e d f o r W T h t t m a y w e l l b e d e p l e t e d b y 

s e q u e s t r a t i o n i n t o t h e s e p r e - f o r m e d a g g r e g a t e s . 
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1 . 1 . 6 . S e l e c t i v e N e u r o n a l D e g e n e r a t i o n 

B o t h g a i n a n d l o s s o f f u n c t i o n s o f t h e m u t a n t a n d W T f o r m s o f t h e htt p r o t e i n , 

r e s p e c t i v e l y , h a v e b e e n i d e n t i f i e d a s p o t e n t i a l c o n t r i b u t o r s t o n e u r o n a l d y s f u n c t i o n o r 

d e a t h i n H D a s o u t l i n e d a b o v e . T h e r e a s o n s f o r s e l e c t i v e n e u r o n a l d e g e n e r a t i o n r e m a i n 

e l u s i v e h o w e v e r . E x p a n d e d p o l y Q t r a c t s a r e t o x i c t o c e l l s o f b o t h n e u r o n a l a n d 

n o n - n e u r o n a l o r i g i n s , w h i l e t h e htt p r o t e i n i s w i d e l y e x p r e s s e d i n b o t h t h e c e n t r a l n e r v o u s 

s y s t e m ( C N S ) a n d p e r i p h e r a l t i s s u e s ( A r o n i n e t a l . , 1 9 9 5 ; T r o t t i e r e t a l . , 1 9 9 5 ) r e g a r d l e s s 

o f p o l y Q l e n g t h . N o t o n l y i s t h e r e n o e n r i c h m e n t f o r m h t t e x p r e s s i o n i n t h e s t r i a t u m 

( A r o n i n e t a l . , 1 9 9 5 ; S h a r p e t a l . , 1 9 9 5 ) , b u t t h e p r o j e c t i o n M S N s i n f a c t e x p r e s s l o w e r 

l e v e l s o f m h t t t h a n d o i n t e m e u r o n s w h i c h a r e s p a r e d i n H D ( F u s c o e t a l . , 1 9 9 9 ) . 

A d d i t i o n a l l y , n o n e o f t h e p r o t e i n s i d e n t i f i e d a s i n t e r a c t o r s o f h t t i s s e l e c t i v e l y e x p r e s s e d o r 

a l t e r e d i n s t r i a t a l M S N s e x p r e s s i n g m h t t , t h e r e f o r e f a i l i n g t o p r o v i d e a n a d e q u a t e 

e x p l a n a t i o n a s t o h o w m h t t s e l e c t i v e l y t a r g e t s s t r i a t a l M S N s f o r c e l l u l a r d e m i s e 

( G r a v e l a n d e t a l . , 1 9 8 5 ; F e r r a n t e e t a l . , 1 9 8 5 , 1 9 8 7 ) . In t h e r e s t o f t h i s I n t r o d u c t i o n , t h e n , 

w e r e v i e w e v i d e n c e a c c u m u l a t e d o v e r t h e p a s t t w o d e c a d e s i n s u p p o r t o f a r o l e f o r 

a l t e r e d N M D A R s i g n a l i n g i n m e d i a t i n g t h e r e g i o n - s e l e c t i v e p a t h o g e n i c e f f e c t s o f m h t t i n 

t h e c o u r s e o f H D p a t h o g e n e s i s . 

1 . 1 . 7 . A n i m a l M o d e l s o f H D 

I d e n t i f i c a t i o n o f m e c h a n i s m s p r o m o t i n g n e u r o n a l d y s f u n c t i o n a n d d e g e n e r a t i o n i n 

H D h a s b e e n g r e a t l y a i d e d b y t h e d e v e l o p m e n t o f n u m e r o u s m o u s e m o d e l s o f t h e 

d i s e a s e . S o m e f e a t u r e s o f t h e s e m o d e l s t h a t a r e r e l e v a n t t o t h e c u r r e n t s t u d y a r e 

s u m m a r i z e d i n T a b l e 1 . M o u s e m o d e l s e x p r e s s i n g s h o r t , t r u n c a t e d f o r m s o f h u m a n m h t t , 
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s u c h a s t h e R 6 / 1 , R 6 / 2 , a n d N 1 7 1 m i c e , p r e s e n t w i t h a n e a r l y p h e n o t y p e w i t h m o t o r 

s y m p t o m s c h a r a c t e r i s t i c o f H D a n d p r o g r e s s t o d e a t h b y 4 t o 5 m o n t h s o f a g e ( M a n g i a r i n i 

e t a l . , 1 9 9 6 ; S c h i l l i n g e t a l . , 1 9 9 9 ) . D i s t r i b u t i o n o f n e u r o n a l a g g r e g a t e s c o n t a i n i n g 

t r u n c a t e d N - t e r m i n a l m h t t f r a g m e n t s i s w i d e s p r e a d i n d e n s e N i l s ( D a v i e s e t a l . , 1 9 9 7 ) , 

d e s p i t e s c a n t e v i d e n c e f o r s e l e c t i v e n e u r o n a l l o s s . T h i s a c c e l e r a t e d p h e n o t y p e m a k e s 

t h e s e a n i m a l s e s p e c i a l l y s u i t a b l e f o r t h e r a p e u t i c t r i a l s t a r g e t i n g t h e p r o x i m a t e c a u s e s o f 

n e u r o n a l d y s f u n c t i o n i n t h e s y m p t o m a t i c s t a g e s o f d i s e a s e . 

T r a n s g e n i c m i c e t h a t e x p r e s s f u l l - l e n g t h h u m a n m h t t , i n c l u d i n g Y A C 4 6 a n d Y A C 7 2 

m i c e , d e v e l o p p r o g r e s s i v e m o t o r d e f i c i t s c o n s i s t e n t w i t h a d u l t - o n s e t H D a t 3 - 6 m o n t h s o r 

l a t e r , d e p e n d i n g o n p o l y Q l e n g t h a n d e x p r e s s i o n l e v e l s ( H o d g s o n e t a l . , 1 9 9 9 ) . D e a t h 

e n s u e s m o r e q u i c k l y o n l y i n a s u b g r o u p o f t h e m o s t e x t r e m e m o d e l , t h e Y A C 1 2 8 m i c e 

( S l o w e t a l . , 2 0 0 3 ; V a n R a a m s d o n k e t a l . , 2 0 0 5 ) . T h e s e m i c e e x h i b i t s e l e c t i v e n e u r o n a l 

d e g e n e r a t i o n a n d t h e r e f o r e r e p r e s e n t a g o o d m o d e l f o r i n v e s t i g a t i n g m e c h a n i s m s t h a t 

t a r g e t s p e c i f i c n e u r o n a l p o p u l a t i o n s i n H D . A n o t h e r f u l l - l e n g t h H D m o u s e m o d e l , w h i c h 

e x p r e s s e s t h e HD c D N A w i t h v a r i o u s p o l y Q l e n g t h s u n d e r t h e c o n t r o l o f t h e C M V 

p r o m o t e r ( R e d d y e t a l . , 1 9 9 8 , 1 9 9 9 ) , a l s o d i s p l a y e d a p r o g r e s s i v e p h e n o t y p e i n c l u d i n g 

e v e n t u a l h y p o k i n e s i a c o i n c i d e n t w i t h s e l e c t i v e n e u r o n a l l o s s a n d g l i o s i s w i t h i n t h e 

s t r i a t u m . T h e r e l a t i v e a b s e n c e o f p r o m i n e n t a g g r e g a t e s i n t h e r e g i o n m o s t s e v e r e l y 

a f f e c t e d b y n e u r o d e g e n e r a t i o n a r g u e s a g a i n s t a r o l e f o r a g g r e g a t e d m h t t i n t h e i n i t i a t i o n 

o f d i s e a s e p a t h o g e n e s i s . A d d i t i o n a l l y , b e c a u s e s t r i a t a l n e u r o n a l l o s s i s o b s e r v e d i n t h e 

f u l l - l e n g t h m o d e l s b u t n o t i n t h o s e t h a t e x p r e s s s h o r t e r f r a g m e n t s o f m h t t , t h e c o n t e x t o f 

t h e f u l l - l e n g t h m h t t p r o t e i n a p p e a r s t o b e i m p l i c a t e d i n m e d i a t i n g t h e s e l e c t i v i t y o f 

n e u r o n a l d e g e n e r a t i o n s e e n i n H D . 

K I m o u s e m o d e l s , s u c h a s t h e C A G 8 0 a n d 9 4 ( S h e l b o u r n e e t a l . , 1 9 9 9 ; L e v i n e e t 

a l . , 1 9 9 9 ) a s w e l l a s t h e HdhQ92 a n d Q 1 1 1 m i c e ( W h e e l e r e t a l . , 2 0 0 0 ) , m a y w e l l b e t h e 
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m o s t a c c u r a t e g e n e t i c m o d e l o f H D s i n c e t h e s e m i c e c a r r y a C A G - e x p a n d e d v e r s i o n o f 

t h e e n d o g e n o u s m u r i n e Huntington's disease homologue (Hdh) g e n e a n d t h e r e f o r e 

e x p r e s s n o r m a l l e v e l s o f h t t . T h e s e a n i m a l s d i s p l a y a v e r y m i l d p h e n o t y p e a n d d o n o t 

d e v e l o p n e u r o d e g e n e r a t i o n , a n d a l l b u t t h e C A G 9 4 m o d e l e x h i b i t e d f o r m a t i o n o f N i l s a n d 

n e u r i t i c a g g r e g a t e s s i m i l a r t o t h o s e f o u n d i n h u m a n H D b r a i n s ( A l b i n e t a l . , 1 9 9 0 , 1 9 9 2 ; L i 

e t a l . , 2 0 0 1 ) . T h e s e f e a t u r e s c o u p l e d w i t h t h e g e n e t i c a l l y a c c u r a t e e x p r e s s i o n o f m h t t i n 

t h e s e m i c e m a k e t h e m e x c e l l e n t m o d e l s w i t h w h i c h t o e x a m i n e t h e m e c h a n i s m s o f 

n e u r o n a l d y s f u n c t i o n i n H D . 

1.2. Excitotoxicity Hypothesis 

1 . 2 . 1 . W h a t i s E x c i t o t o x i c i t y ? 

E x c i t o t o x i c i t y r e f e r s t o a m o d e o f c e l l d e a t h r e s u l t i n g f r o m t h e t o x i c e f f e c t s o f 

e x c i t a t o r y a m i n o a c i d s ( L u c a s a n d N e w h o u s e , 1 9 5 7 ; R o t h m a n a n d O l n e y , 1 9 9 5 ) . 

B e c a u s e g l u t a m a t e i s t h e p r i n c i p a l n e u r o t r a n s m i t t e r r e s p o n s i b l e f o r m e d i a t i n g e x c i t a t o r y 

s y n a p t i c t r a n s m i s s i o n i n t h e m a m m a l i a n C N S ( r e v i e w e d i n H e b b , 1 9 7 0 ; E n g e l s e n , 1 9 8 6 ) , 

n e u r o n a l e x c i t o t o x i c i t y t y p i c a l l y r e f e r s t o t h e c e l l u l a r d e a t h a r i s i n g f r o m e x p o s u r e t o 

g l u t a m a t e a t h i g h c o n c e n t r a t i o n s a n d / o r f o r p r o l o n g e d p e r i o d s o f t i m e , w h i c h l e a d s t o 

m a s s i v e i n f l u x o f i o n s a n d w a t e r t h u s c a u s i n g t h e c e l l t o s w e l l . T h i s i s a c c o m p a n i e d b y a n 

a c c u m u l a t i o n o f e x c e s s i v e a m o u n t s o f C a 2 + , t r i g g e r i n g s e c o n d a r y m e s s e n g e r p a t h w a y s 

t h a t a r e t o x i c t o t h e n e u r o n i n c l u d i n g a c t i v a t i o n o f c a t a b o l i c e n z y m e s t o d e g r a d e p r o t e i n s , 

n u c l e i c a c i d s , a n d o t h e r c e l l u l a r c o m p o n e n t s ( r e v i e w e d i n B e r l i o c c h i e t a l . , 2 0 0 5 ) . 

O n e m a j o r h y p o t h e s i s t o e x p l a i n t h e e x q u i s i t e s e n s i t i v i t y w i t h w h i c h M S N s i n t h e 

s t r i a t u m u n d e r g o s e l e c t i v e d e g e n e r a t i o n i n H D i s t h e " e x c i t o t o x i c i t y h y p o t h e s i s " . 
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Excessive activation of glutamate receptors could result from enhanced glutamate 

release from cortical and thalamic afferents, diminished glial uptake of glutamate, 

increased sensitivity of post-synaptic glutamate receptors on striatal projection neurons, 

or a combination of these. In the context of HD, the excitotoxicity hypothesis proposes 

that over-activation of glutamate receptors by one or more of the aforementioned 

mechanisms, in combination with impaired mitochondrial function, compromised 

intracellular C a 2 + homeostasis, and the associated pathological downstream signaling, 

would activate cytotoxic pathways leading to MSN dysfunction and death (Schwarcz et 

al., 1977; DiFiglia, 1990) (see Figure 1). Here we present evidence from HD mouse 

models (summarized in Table 1) and post-mortem brain tissue that incriminates altered 

glutamate receptor signaling and mitochondrial function in HD pathogenesis. 

1.2.2. Classes of Glutamate Receptors 

Glutamate-binding post-synaptic receptors belong to one of two broad classes: 

the metabotropic glutamate receptors (mGluRs) (reviewed in Conn and Pin, 1997), which 

initiate secondary signaling pathways to activate or inhibit effector systems through 

GTP-binding proteins; and ionotropic glutamate receptors (iGluRs) (reviewed in 

Dingledine et al., 1999), which form ion channel pores upon ligand binding to facilitate 

cationic influx. This latter class of glutamate receptors, the iGluRs, includes the 

a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-propionic acid (AMPA) receptors (AMPARs), 

kainate receptors, and NMDARs. AMPA and kainate receptors mediate fast synaptic 

transmission with relatively low C a 2 + permeability. The NMDARs are of special 

importance to our discussion of excitotoxicity because of their high permeability to C a 2 + 

and slow gating kinetics. NMDARs are also remarkably sensitive to voltage-dependent 
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b l o c k b y M g 2 + i n t h e e x t r a c e l l u l a r m i l i e u ( M a y e r e t a l . , 1 9 8 4 ; N o w a k e t a l . , 1 9 8 4 ; M o n y e r e t 

a l . , 1 9 9 2 ; r e v i e w e d i n C u l l - C a n d y e t a l . , 2 0 0 1 ) . U n d e r n o r m a l p h y s i o l o g i c a l c o n d i t i o n s , 

C a 2 + i n f l u x t h r o u g h N M D A R s i s c r u c i a l n o t o n l y f o r t h e f o r m a t i o n a n d s t a b i l i z a t i o n o f n e w 

s y n a p s e s b u t a l s o f o r t h e i n d u c t i o n a n d m a i n t e n a n c e o f s y n a p t i c p l a s t i c i t y ( B l i s s a n d 

C o l l i n g r i d g e , 1 9 9 3 ; M a r e n a n d B a u d r y , 1 9 9 5 ; A s z t e l y a n d G u s t a f s s o n , 1 9 9 6 ) . In c e r t a i n 

p a t h o l o g i c a l c o n d i t i o n s , a c t i v i t y o f t h e s e s a m e r e c e p t o r s i s a l t e r e d l e a d i n g t o i n c r e a s e d 

o x i d a t i v e s t r e s s a n d e x c i t o t o x i c i t y ( L u c a s a n d N e w h o u s e , 1 9 5 7 ; R o t h m a n a n d O l n e y , 

1 9 9 5 ; M i c h a e l i s , 1 9 9 8 ) . 

1 . 2 . 3 . S t r u c t u r e a n d F u n c t i o n a l C h a r a c t e r i s t i c s o f N M D A R s 

F u n c t i o n a l N M D A R s a r e h e t e r o m e r i c c o m p l e x e s c o m p o s e d o f d i f f e r e n t s u b u n i t s 

f r o m t h e N R 1 , N R 2 , a n d N R 3 s u b t y p e s ( r e v i e w e d i n C u l l - C a n d y a n d L e s z k i e w i c z , 2 0 0 4 ; 

P a o l e t t i a n d N e y t o n , 2 0 0 6 ) . ( A c a r t o o n i l l u s t r a t i n g t h e m e m b r a n e t o p o l o g y a n d C - t e r m i n a l 

s p l i c e c a s s e t t e s o f t h e N R 1 s u b u n i t i s s h o w n i n F i g u r e 2 . ) A l t h o u g h t h e s t o i c h i o m e t r y o f 

N M D A R s h a s n o t b e e n u n e q u i v o c a l l y d e f i n e d , m o s t f u n c t i o n a l r e c e p t o r s i n n e u r o n s a r e 

w i d e l y b e l i e v e d t o b e t e t r a m e r i c s t r u c t u r e s ( L a u b e e t a l . , 1 9 9 8 ) c o m p o s e d o f t w o 

g l y c i n e - b i n d i n g N R 1 s u b u n i t s a n d t w o g l u t a m a t e - b i n d i n g N R 2 s u b u n i t s t h a t a s s e m b l e i n 

t h e E R ( M o n y e r e t a l . , 1 9 9 4 ; M c l l h i n n e y e t a l . , 1 9 9 8 ; r e v i e w e d i n O z a w a e t a l . , 1 9 9 8 ; 

D i n g l e d i n e e t a l . , 1 9 9 9 ) . W h i l e t h e r e l a t i v e l y l a r g e C - t e r m i n a l t a i l s o f t h e s e r e c e p t o r s a r e 

i n t r a c e l l u l a r l y l o c a t e d a n d a r e i n v o l v e d i n b i n d i n g t o c y t o p l a s m i c s i g n a l i n g m o l e c u l e s , 

s y n a p t i c s c a f f o l d s , a n d s t r u c t u r a l p r o t e i n s , s u b u n i t a s s e m b l y i s t h o u g h t t o b e m e d i a t e d b y 

t h e e x t r a c e l l u l a r p o r t i o n o f e a c h s u b u n i t ( M e d d o w s e t a l . , 2 0 0 1 ) . T h e r e - e n t r a n t p o r e 

l o o p s ( M 2 ) f r o m a l l s u b u n i t s d i p i n t o t h e m e m b r a n e f r o m t h e c y t o p l a s m i c s i d e t o f o r m t h e 

c h a n n e l - l i n i n g r e g i o n ( F i g u r e 2 ) a n d a s s u c h d e f i n e p e r m e a t i o n p r o p e r t i e s o f t h e r e c e p t o r . 
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I m p o r t a n t l y , N M D A R s a r e p e r m e a b l e t o c a t i o n s i n c l u d i n g C a , w h i c h a c t s a s a s e c o n d 

m e s s e n g e r t o i n i t i a t e n u m e r o u s i n t r a c e l l u l a r s i g n a l i n g p a t h w a y s a n d t o a c t i v a t e a 

m u l t i t u d e o f p r o t e i n k i n a s e s a n d p h o s p h a t a s e s . T h i s p r o p e r t y o f t h e N M D A R 

u n d e r s c o r e s i t s i m p o r t a n c e i n t h e i n d u c t i o n o f s y n a p t i c p l a s t i c i t y ( r e v i e w e d i n B l i s s a n d 

C o l l i n g r i d g e , 1 9 9 3 ) , a s w e l l a s i n m e d i a t i n g e x c i t o t o x i c d a m a g e r e s u l t i n g f r o m r e c e p t o r 

o v e r - s t i m u l a t i o n ( L u c a s a n d N e w h o u s e , 1 9 5 7 ; R o t h m a n a n d O l n e y , 1 9 9 5 ) . 

R e c e p t o r s c o m p r i s i n g N R 1 a n d N R 2 s u b u n i t s a r e a c t i v a t e d o n l y w h e n t w o 

c o n d i t i o n s a r e m e t s i m u l t a n e o u s l y : (1) c o i n c i d e n t b i n d i n g o f g l y c i n e ( o r s e r i n e ) t o e a c h 

N R 1 s u b u n i t , a n d g l u t a m a t e t o e a c h N R 2 s u b u n i t ; a n d ( 2 ) r e l i e f o f v o l t a g e - d e p e n d e n t 

b l o c k b y e x t r a c e l l u l a r M g 2 + e i t h e r b y a r t i f i c i a l l y r e m o v i n g M g 2 + f r o m t h e e x t r a c e l l u l a r 

s o l u t i o n o r b y p o s t - s y n a p t i c d e p o l a r i z a t i o n o f t h e n e u r o n . B e c a u s e o f t h e s e u n i q u e 

r e q u i r e m e n t s , N M D A R s e s s e n t i a l l y a c t a s c o i n c i d e n c e d e t e c t o r s u n d e r p h y s i o l o g i c a l 

c o n d i t i o n s a n d a r e a c t i v a t e d t o p e r m i t i o n f l u x o n l y w h e n b o t h p r e - a n d p o s t - s y n a p t i c 

n e u r o n s a r e e x c i t e d a t t h e s a m e t i m e . 

T h e t r a n s c r i p t e n c o d i n g N R 1 c a n u n d e r g o a l t e r n a t i v e s p l i c i n g a t t h r e e i n d e p e n d e n t 

s i t e s g i v i n g r i s e t o a t o t a l o f e i g h t p o s s i b l e i s o f o r m s o f t h e N R 1 p r o t e i n ( H o l l m a n n e t a l . , 

1 9 9 3 ) . O n e s u c h s p l i c e s i t e d e t e r m i n e s t h e i n c l u s i o n o r e x c l u s i o n o f e x o n 5 a t t h e 5 ' - e n d 

o f t h e m R N A w h i c h c o r r e s p o n d s t o t h e e x t r a c e l l u l a r N - t e r m i n u s o f t h e t r a n s l a t e d p r o t e i n . 

T h e e x o n 5 p o r t i o n f o r m s a s u r f a c e l o o p s i m i l a r i n s t r u c t u r e t o p o l y a m i n e , w h i c h i s 

b e l i e v e d t o s h i e l d t h e p r o t o n s e n s o r o f t h e r e c e p t o r . H e n c e e x o n 5 - c o n t a i n i n g N R 1 

i s o f o r m s a r e i n s e n s i t i v e t o r e g u l a t i o n b y p r o t o n s , Z n 2 + ( w h i c h a t l o w c o n c e n t r a t i o n s 

s e l e c t i v e l y i n h i b i t s N R 1 / N R 2 A - s u b t y p e o f N M D A R s ) , a n d p o l y a m i n e s . In c o n t r a s t , t h e 

m a j o r s p l i c e v a r i a n t o f N R 1 e x p r e s s e d i n m o s t n e u r o n s l a c k s e x o n 5 a n d a s s u c h , m o s t 

N M D A R s a r e s u b j e c t e d t o i n h i b i t i o n b y Z n 2 + ( f o r N R 1 / N R 2 A ) a n d p r o t o n s , a s w e l l a s 

p o t e n t i a t i o n b y p o l y a m i n e s ( r e v i e w e d i n M c B a i n a n d M a y e r , 1 9 9 4 ; C u l l - C a n d y e t a l . , 
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2 0 0 1 ; C u l l - C a n d y a n d L e s z k i e w i c z , 2 0 0 4 ) . T h e c h a r a c t e r i s t i c s o f o t h e r N R 1 s p l i c e 

v a r i a n t s w i l l b e d i s c u s s e d i n s e c t i o n 1 . 2 . 4 i n t h e c o n t e x t o f r e c e p t o r t r a f f i c k i n g . 

In a d d i t i o n t o t h e r o l e t h a t N R 1 s u b u n i t s p l a y i n i n f l u e n c i n g r e g u l a t i o n o f t h e 

N M D A R c o m p l e x b y a l l o s t e r i c m o d u l a t o r s , N R 2 s u b u n i t s p l a y a c r i t i c a l r o l e i n c o n f e r r i n g 

t h e b i o p h y s i c a l a n d p h a r m a c o l o g i c a l p r o p e r t i e s o f t h e r e c e p t o r . F o u r d i f f e r e n t g e n e s 

e n c o d e f o r t h e N R 2 s u b u n i t ( N R 2 A , B , C a n d D ) , a n d t h e d i f f e r e n t N R 2 s u b u n i t s a n d 

N M D A R s u b t y p e s a r e e x p r e s s e d n o t o n l y i n a d e v e l o p m e n t a l l y a n d r e g i o n a l l y r e g u l a t e d 

m a n n e r ( I s h i i e t a l . , 1 9 9 3 ; A k a z a w a e t a l . , 1 9 9 4 ; M o n y e r e t a l . , 1 9 9 4 ; L a u r i e e t a l . , 1 9 9 7 ) , 

b u t a l s o i n a n a c t i v i t y - d e p e n d e n t f a s h i o n ( P h i l p o t e t a l . , 2 0 0 1 ; B a r r i a a n d M a l i n o w , 2 0 0 2 ) . 

D u r i n g d e v e l o p m e n t , s o m e r e g i o n s o f t h e b r a i n a l s o e x p r e s s N R 3 A o r N R 3 B 

s u b u n i t s . T h e s e g l y c i n e - b i n d i n g s u b u n i t s , w h e n e x p r e s s e d a s a t r i h e t e r o m e r i c r e c e p t o r 

w i t h N R 1 a n d N R 2 s u b u n i t s , g r e a t l y d e c r e a s e b o t h t h e c u r r e n t f l o w a n d C a 2 + p e r m e a b i l i t y 

o f t h e r e c e p t o r . W h e n e x p r e s s e d a s N R 1 / N R 3 d i h e t e r o m e r s , o n t h e o t h e r h a n d , it f o r m s 

a c a t i o n - p e r m e a b l e g l y c i n e r e c e p t o r t h a t i s u n r e s p o n s i v e t o g l u t a m a t e r e c e p t o r a g o n i s t s 

o r a n t a g o n i s t s , a n d i s n e i t h e r s e n s i t i v e t o v o l t a g e - d e p e n d e n t b l o c k a d e b y M g 2 + n o r 

p e r m e a b l e t o C a 2 + ( P e r e z - O t a n o e t a l . , 2 0 0 1 ; C h a t t e r t o n e t a l . , 2 0 0 2 ) . T h e m u l t i t u d e o f 

d i f f e r e n t N R 1 s p l i c e v a r i a n t s a l o n g w i t h t h e m a n y N R 2 a n d N R 3 s u b u n i t c h o i c e s a v a i l a b l e 

t h e r e f o r e a l l o w t h e f o r m a t i o n ( a t l e a s t i n t h e o r y ) o f a n i m p r e s s i v e r e p e r t o i r e o f N M D A R s , 

e a c h o f w h i c h d i f f e r s f r o m o t h e r s i n s u c h f u n c t i o n a l c h a r a c t e r i s t i c s a s a f f i n i t y f o r r e c e p t o r 

a g o n i s t s a n d a n t a g o n i s t s , s e n s i t i v i t y t o M g 2 + , s i n g l e c h a n n e l c o n d u c t a n c e , a n d c h a n n e l 

k i n e t i c s ( I s h i i e t a l . , 1 9 9 3 ; M o n y e r e t a l . , 1 9 9 4 ; C h e n e t a l . , 1 9 9 9 a ; r e v i e w e d i n C u l l - C a n d y 

e t a l . , 2 0 0 1 ; C u l l - C a n d y a n d L e s z k i e w i c z , 2 0 0 4 ; W a x m a n a n d L y n c h , 2 0 0 5 ) . 

M o s t N M D A R s i n t h e a d u l t m a m m a l i a n f o r e b r a i n a r e c o m p o s e d o f N R 1 w i t h N R 2 A 

a n d / o r N R 2 B s u b u n i t s . T h e s e r e c e p t o r s , r e g a r d l e s s o f N R 2 A / N R 2 B c o n t e n t ( i . e . , t w o 

s u b u n i t s o f N R 2 A , t w o s u b u n i t s o f N R 2 B , o r o n e s u b u n i t e a c h o f N R 2 A a n d N R 2 B f o r m i n g 

20 



t r i h e t e r o m e r i c r e c e p t o r s ) , d i s p l a y c o m p a r a b l e p e r m e a b i l i t y t o C a , s e n s i t i v i t y t o 

v o l t a g e - d e p e n d e n t M g 2 + b l o c k , a n d s i m i l a r l y h i g h s i n g l e c h a n n e l c o n d u c t a n c e s i n t h e 

r a n g e o f ~ 4 0 - 5 0 p S . H o w e v e r , N R 2 A - a n d N R 2 B - c o n t a i n i n g N M D A R s e x h i b i t d i f f e r e n c e s 

i n c h a n n e l g a t i n g p r o p e r t i e s i n r e s p o n s e t o k n o w n N M D A R a g o n i s t s a n d a n t a g o n i s t s 

( V i c i n i e t a l . , 1 9 9 8 ; r e v i e w e d i n D i n g l e d i n e e t a l . , 1 9 9 9 ; K e w a n d K e m p , 2 0 0 5 ; W a x m a n 

a n d L y n c h , 2 0 0 5 ) . In t h i s w a y , p h a r m a c o l o g i c a l t o o l s a n d d i f f e r e n c e s i n c h a n n e l g a t i n g 

k i n e t i c s h e l p t o i d e n t i f y t h e s u b u n i t c o m p o s i t i o n w i t h i n a g i v e n p o p u l a t i o n o f f u n c t i o n a l 

N M D A R s . 

1 . 2 . 4 . T r a f f i c k i n g o f N M D A R s 

In a d d i t i o n t o r o l e s f o r d i f f e r e n t N M D A R s u b u n i t s a n d i s o f o r m s i n c o n f e r r i n g u n i q u e 

b i o p h y s i c a l a n d p h a r m a c o l o g i c a l p r o p e r t i e s u p o n t h e r e c e p t o r , N M D A R c o m p l e x e s 

c o n t a i n i n g d i f f e r e n t c o m p l e m e n t s o f r e c e p t o r i s o f o r m s a n d s u b u n i t s a l s o b e h a v e 

d i f f e r e n t l y w i t h r e s p e c t t o h o w t h e y a r e t r a n s p o r t e d , t a r g e t e d , a n d a n c h o r e d a t t h e c e l l 

s u r f a c e ( R u m b a u g h a n d V i c i n i , 1 9 9 9 ; T o v a r a n d W e s t b r o o k , 1 9 9 9 ; B a r r i a a n d M a l i n o w , 

2 0 0 2 ; P r y b y l o w s k i e t a l . , 2 0 0 5 ; M a u c e r i e t a l . , 2 0 0 7 ; r e v i e w e d i n P r y b y l o w s k i a n d 

W e n t h o l d , 2 0 0 4 ) . 

O f t h e t h r e e a l t e r n a t i v e s p l i c e s i t e s i n N R 1 , t w o a r e l o c a t e d i n t r a c e l l u l a r l y c l o s e t o 

t h e C - t e r m i n u s o f t h e p r o t e i n ( F i g u r e 2 ) . T h e m o r e m e m b r a n e - p r o x i m a l o n e o f t h e s e , 

i n v o l v i n g d e l e t i o n o r r e t e n t i o n o f e x o n 2 1 , g i v e s r i s e t o t h e i n c l u s i o n o f a C 1 c a s s e t t e w h e n 

e x o n 2 1 i s n o t s p l i c e d o u t f r o m t h e h n R N A . W i t h i n t h e C 1 c a s s e t t e e x i s t s a n R X R m o t i f 

w h i c h a c t s a s a c o n s e n s u s s e q u e n c e m e d i a t i n g r e t e n t i o n o f t h e n e w l y s y n t h e s i z e d 

p r o t e i n w i t h i n t h e E R . T h e r e f o r e C 1 - c o n t a i n i n g N R 1 i s o f o r m s d o n o t g e t t r a f f i c k e d t o t h e 

G o l g i a p p a r a t u s u n t i l t h e E R r e t e n t i o n s i g n a l i s m a s k e d , g e n e r a l l y v i a a s s e m b l y w i t h N R 2 
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s u b u n i t s a s w e l l a s p h o s p h o r y l a t i o n o f n e a r b y s e r i n e r e s i d u e s a t a m i n o a c i d p o s i t i o n s 8 9 6 

a n d 8 9 7 ( M c l l h i n n e y e t a l . , 1 9 9 6 , 1 9 9 8 ; X i a e t a l . , 2 0 0 1 ; S c o t t e t a l . , 2 0 0 1 , 2 0 0 3 ; r e v i e w e d 

i n C a r r o l l a n d Z u k i n , 2 0 0 2 ; W e n t h o l d e t a l . , 2 0 0 3 ; P r y b y l o w s k i a n d W e n t h o l d , 2 0 0 4 ) . 

T h e t h i r d s p l i c e s i t e i n N R 1 i s p o s i t i o n e d c l o s e t o t h e 3 ' - e n d o f t h e h n R N A a n d 

i n v o l v e s d i f f e r i n g s p l i c e a c c e p t o r s i t e s w i t h i n e x o n 2 2 . W i t h t h e u s e o f t h e n o r m a l s p l i c e 

a c c e p t o r s i t e , t h e N R 1 i s o f o r m g e n e r a t e d c o n t a i n s w h a t i s r e f e r r e d t o a s t h e C 2 c a s s e t t e . 

U s e o f t h e a l t e r n a t e s p l i c e a c c e p t o r s i t e g i v e s r i s e t o a t r u n c a t e d v e r s i o n , t h e C 2 ' 

c a s s e t t e , w h i c h c o n t a i n s a P S D - 9 5 / D i s c s l a r g e / Z o n a o c c l u d e n s - 1 ( P D Z ) l i g a n d m o t i f 

l o c a t e d a t t h e C - t e r m i n a l e n d . I n t e r e s t i n g l y , C 2 ' - c o n t a i n i n g N R 1 i s o f o r m s a r e a b l e t o 

e g r e s s f r o m t h e E R a n d r e a c h t h e s u r f a c e i n t h e a b s e n c e o f a s s e m b l y w i t h N R 2 s u b u n i t s , 

a n d r e g a r d l e s s o f w h e t h e r t h e R X R m o t i f - c o n t a i n i n g C 1 c a s s e t t e i s p r e s e n t o r n o t 

( S t a n d l e y e t a l . , 2 0 0 0 ; r e v i e w e d i n C a r r o l l a n d Z u k i n , 2 0 0 2 ; W e n t h o l d e t a l . , 2 0 0 3 ) . t h e 

p r e s e n c e o f t h e P D Z l i g a n d m o t i f a p p e a r s t o h a v e a d o m i n a n t e f f e c t , a n d f o r w a r d 

t r a f f i c k i n g o f t h e s e N R 1 C 2 ' i s o f o r m s i s p o s t u l a t e d t o b e m e d i a t e d i n p a r t b y i n t e r a c t i o n s 

o f t h e C - t e r m i n a l t a i l w i t h P D Z d o m a i n - c o n t a i n i n g p r o t e i n s s u c h a s P S D - 9 5 . A s w i t h N R 2 

s u b u n i t e x p r e s s i o n , a l t e r n a t i v e s p l i c i n g o f N R 1 i s o f o r m s a p p e a r s t o b e m o d u l a t e d b y 

a c t i v i t y ; C 2 s p l i c e i s o f o r m s a r e f a v o u r e d b y h i g h l e v e l s o f n e u r o n a l a c t i v i t y , w h e r e a s C 2 ' 

v a r i a n t s a r e u p - r e g u l a t e d d u r i n g p e r i o d s o f l o w a c t i v i t y , l e a d i n g t o f o r m a t i o n o f N M D A R 

c o m p l e x e s w i t h d i s t i n c t E R e x p o r t a n d s u r f a c e d e l i v e r y k i n e t i c s ( M u e t a l . , 2 0 0 3 ) 

N R 2 s u b u n i t s , u n l i k e N R 1 , d o n o t t r a f f i c k t o t h e c e l l s u r f a c e u n l e s s p r e - a s s e m b l e d 

i n t h e E R w i t h N R 1 s u b u n i t s i n t o t h e t e t r a m e r i c c o m p l e x ( M c l l h i n n e y e t a l . , 1 9 9 8 ; 

r e v i e w e d i n W e n t h o l d e t a l . , 2 0 0 3 ) . L i k e t h e N R 1 C 2 ' i s o f o r m s , h o w e v e r , C - t e r m i n a l t a i l s 

o f N M D A R N R 2 s u b u n i t s c o n t a i n P D Z l i g a n d m o t i f s t h a t p e r m i t i n t e r a c t i o n w i t h 

s c a f f o l d i n g p r o t e i n s o f t h e m e m b r a n e - a s s o c i a t e d g u a n y l a t e k i n a s e ( M A G U K ) f a m i l y , s u c h 

a s P S D - 9 5 a n d t h e 1 0 2 k D a s y n a p s e - a s s o c i a t e d p r o t e i n ( S A P - 1 0 2 ) ( K o r n a u e t a l . , 1 9 9 5 ; 
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S a n s e t a l . , 2 0 0 0 ; L i n e t a l . , 2 0 0 4 ; r e v i e w e d i n W e n t h o l d e t a l . , 2 0 0 3 ) . T h e s e i n t e r a c t i o n s 

s e r v e t o p r o m o t e s u r f a c e d e l i v e r y a n d / o r s t a b i l i z e s u r f a c e e x p r e s s i o n o f t h e N M D A R s , 

a n d a f f i n i t i e s f o r b i n d i n g d i f f e r e n t M A G U K s a r e r e l a t i v e l y N R 2 s u b u n i t - s p e c i f i c . W h i l e 

i n t e r a c t i o n o f N R 2 A w i t h t h e M A G U K f a m i l y m e m b e r s y n a p s e - a s s o c i a t e d p r o t e i n 9 7 k D a 

( S A P - 9 7 ) c o n t r o l s f o r w a r d t r a f f i c k i n g a n d i n s e r t i o n o f N R 2 A - c o n t a i n i n g N M D A R s 

( M a u c e r i e t a l . , 2 0 0 7 ) , N R 2 B s u b u n i t s i n t e r a c t w i t h S A P - 1 0 2 a n d t h e e x o c y s t p r o t e i n S e c 8 

t o f a c i l i t a t e t r a f f i c k i n g o f N R 2 B - c o n t a i n i n g r e c e p t o r s t o t h e c e l l s u r f a c e m e m b r a n e ( S a n s 

e t a l . , 2 0 0 0 , 2 0 0 3 ; r e v i e w e d i n P r y b y l o w s k i a n d W e n t h o l d , 2 0 0 4 ) . T h e p r e s e n c e o f a 

Y E K L m o t i f n e a r t h e C - t e r m i n u s o f N R 2 B , o n t h e o t h e r h a n d , a l l o w s b i n d i n g t o 

c o m p o n e n t s o f t h e c l a t h r i n - d e p e n d e n t e n d o c y t i c m a c h i n e r y ( R o c h e e t a l . , 2 0 0 1 ) t o 

r e g u l a t e i n t e r n a l i z a t i o n o f N R 2 B - c o n t a i n i n g N M D A R s . S i m i l a r l y , a t y r o s i n e - e n r i c h e d 

" r i n g " o f a m i n o a c i d s i n t h e m e m b r a n e - p r o x i m a l r e g i o n o f t h e N R 2 A C - t e r m i n u s r e g u l a t e s 

i n t e r n a l i z a t i o n f o r t h i s s u b t y p e o f r e c e p t o r , w h e r e a g o n i s t b i n d i n g t o N R 2 A - c o n t a i n i n g 

N M D A R s l e a d s t o d e p h o s p h o r y l a t i o n o f t h e s e t y r o s i n e r e s i d u e s a n d s u b s e q u e n t r e c e p t o r 

i n t e r n a l i z a t i o n , i n d e p e n d e n t o f c u r r e n t f l o w t h r o u g h t h e r e c e p t o r ( V i s s e l e t a l . , 2 0 0 1 ) . 

R e g u l a t i o n o f N M D A R a c t i v i t y b y p h o s p h o r y l a t i o n , e s p e c i a l l y i n t h e c o n t e x t o f m h t t 

e x p r e s s i o n , w i l l b e d i s c u s s e d i n a l a t e r s e c t i o n o f t h i s I n t r o d u c t i o n ( s e c t i o n 1 . 5 . 3 ) . 

A s w i t h o t h e r p r o p e r t i e s o f t h e r e c e p t o r s , t a r g e t i n g o f N M D A R s a l s o a p p e a r s t o b e 

d i s t i n c t l y r e g u l a t e d i n a n N R 2 s u b u n i t - d e p e n d e n t m a n n e r , w i t h i n c r e a s i n g e v i d e n c e t o 

s u g g e s t d i f f e r e n t i a l s u b c e l l u l a r l o c a l i z a t i o n o f N R 2 A - v e r s u s N R 2 B - c o n t a i n i n g N M D A R s . 

W h i l e t h e f o r m e r a r e a b u n d a n t l y e x p r e s s e d a t s y n a p t i c m e m b r a n e s , t h e l a t t e r 

p r e f e r e n t i a l l y t a r g e t t o e x t r a - s y n a p t i c r e g i o n s o f t h e p l a s m a m e m b r a n e ( L i e t a l . , 1 9 9 8 ; 

S t o c c a a n d V i c i n i , 1 9 9 8 ; f o v a r a n d W e s t b r o o k , 1 9 9 9 ; B a r r i a a n d M a l i n o w , 2 0 0 2 ) 

a l t h o u g h t h i s d i s t i n c t i o n i s n o t a b s o l u t e ( T h o m a s e t a l . , 2 0 0 6 ) . T h e r e l a t i v e c o n t r i b u t i o n o f 

e a c h s u b u n i t t o t h e t o t a l N M D A R p o o l a n d d i f f e r e n c e s i n s u b c e l l u l a r d i s t r i b u t i o n a r e 



i m p o r t a n t i n t h e c o n t r o l o f n e u r o n a l s u r v i v a l , a s w e l l a s i n t h e d e t e r m i n a t i o n o f c e l l u l a r 

r e s p o n s e s t o p l a s t i c i t y - i n d u c i n g s t i m u l i i n f o r e b r a i n r e g i o n s s u c h a s t h e h i p p o c a m p u s 

( H a r d i n g h a m e t a l . , 2 0 0 2 ; H a r d i n g h a m a n d B a d i n g , 2 0 0 3 ; L i u e t a l . , 2 0 0 4 ; M a s s e y e t a l . , 

2 0 0 4 ; B e r b e r i c h e t a l . , 2 0 0 5 , 2 0 0 6 ; B a r t l e t t e t a l . , 2 0 0 6 ; M o r i s h i t a e t a l . , 2 0 0 6 , S o r i a n o e t 

a l . , 2 0 0 6 ) . 

T h e h u m a n s t r i a t u m i s n o t a b l e f o r i t s r e m a r k a b l y h i g h l e v e l s o f N M D A R s 

c o n t a i n i n g t h e N R 2 B s u b u n i t r e l a t i v e t o o t h e r s u b u n i t s , i n c o m p a r i s o n t o o t h e r p a r t s o f t h e 

f o r e b r a i n . T h i s e n r i c h m e n t a p p e a r s t o b e c o n s e r v e d i n o t h e r m a m m a l i a n s p e c i e s , a s 

s t r i a t a l t i s s u e s f r o m r o d e n t s s u c h a s r a t a n d m o u s e a l s o d i s p l a y i n c r e a s e d N R 2 B 

e x p r e s s i o n ( L a n d w e h r m e y e r e t a l . , 1 9 9 5 ; G h a s e m z a d e h e t a l . , 1 9 9 6 ; R i g b y e t a l . , 1 9 9 6 ; 

S t a n d a e r t e t a l . , 1 9 9 9 ; C h r i s t i e e t a l . , 2 0 0 0 ; K u p p e n b e n d e r e t a l . , 2 0 0 0 ; L i e t a l . , 2 0 0 3 ) . 

A d d i t i o n a l e v i d e n c e s u p p o r t i n g a r o l e f o r t h e N R 1 / N R 2 B s u b t y p e o f N M D A R s i n H D 

p a t h o g e n e s i s w i l l b e p r e s e n t e d i n s e c t i o n 1 . 4 . 4 o f t h i s I n t r o d u c t i o n . 

1 . 2 . 5 . S t r i a t a l E x p r e s s i o n o f N M D A R s i n H D - A f f e c t e d I n d i v i d u a l s a n d M o u s e M o d e l s 

E a r l y s t u d i e s i n v o l v i n g r a d i o l i g a n d - b i n d i n g o f N M D A R s i n p o s t - m o r t e m b r a i n t i s s u e 

f r o m H D p a t i e n t s d e m o n s t r a t e d a d i s p r o p o r t i o n a t e l o s s o f N M D A R s f r o m t h e s t r i a t u m o f 

p a t i e n t s a t p r e - s y m p t o m a t i c s t a g e s o f t h e d i s e a s e , e v e n t h o u g h t h e s e p a t i e n t s e x h i b i t 

o n l y r e l a t i v e l y s m a l l a m o u n t s o f n e u r o n a l l o s s a t t h i s p o i n t ( Y o u n g e t a l . , 1 9 8 8 ; A l b i n e t a l . , 

1 9 9 0 ) . B e c a u s e t h e a m o u n t o f N M D A R s l o s t g r e a t l y e x c e e d s t h e e x p e c t e d a m o u n t 

b a s e d o n t h e e x t e n t o f n e u r o n a l l o s s , t h e s e f i n d i n g s s u g g e s t t h a t s t r i a t a l n e u r o n s w i t h 

h i g h e x p r e s s i o n o f N M D A R s m a y b e p r e f e r e n t i a l l y l o s t e v e n f r o m t h e e a r l i e s t s t a g e s o f 

d i s e a s e , r e v e a l i n g a n e x q u i s i t e v u l n e r a b i l i t y i n t h e s e c e l l s . 

M o r e r e c e n t l y , s c r u t i n y o f e x p r e s s i o n o f t h e d i f f e r e n t N M D A R s u b u n i t s i n 
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t r a n s g e n i c m o u s e m o d e l s o f H D h a v e y i e l d e d s o m e t i m e s c o n f l i c t i n g r e s u l t s , d e p e n d i n g 

o n t h e m o d e l u s e d a n d w h e t h e r m R N A o r p r o t e i n l e v e l s w e r e e x a m i n e d . A s d i s c u s s e d 

e a r l i e r , R 6 / 2 m i c e e x p r e s s a n e x o n 1 f r a g m e n t o f m h t t c o n t a i n i n g ~ 1 5 0 Q ( M a n g i a r i n i e t 

a l . , 1 9 9 6 ) . T h e s e m i c e a t s y m p t o m a t i c a g e s d i s p l a y e d e n h a n c e d s t r i a t a l N R 1 e x p r e s s i o n 

b u t r e d u c e d N R 2 A a n d N R 2 B e x p r e s s i o n , a s r e v e a l e d b y i m m u n o h i s t o c h e m i c a l s t a i n i n g 

o f b r a i n s l i c e s ( C e p e d a e t a l . , 2 0 0 1 a ) . In c o n t r a s t , C h a a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 9 ) r e p o r t e d n o 

c h a n g e s i n N R 1 p r o t e i n l e v e l s f r o m 1 2 - w e e k o l d s y m p t o m a t i c R 6 / 2 m i c e , e i t h e r i n t h e 

s t r i a t u m ( a s r e v e a l e d b y r e c e p t o r b i n d i n g a s s a y s ) o r i n w h o l e b r a i n h o m o g e n a t e s ( b y 

i m m u n o b l o t a n a l y s i s ) . A d i f f e r e n t s t u d y i n v e s t i g a t i n g c h a n g e s a t t h e m R N A l e v e l , u s i n g 

m i c e o f t h e s a m e m o d e l f r o m b o t h e a r l y ( 6 - w e e k ) a n d l a t e ( 1 2 - w e e k ) s y m p t o m a t i c s t a g e s , 

f o u n d n o c h a n g e i n s t r i a t a l N R 1 m R N A e x p r e s s i o n r e l a t i v e t o W T l i t t e r m a t e s r e g a r d l e s s o f 

s t a g e o f d i s e a s e p r o g r e s s i o n ( L u t h i - C a r t e r e t a l . , 2 0 0 0 , 2 0 0 3 ) . T h e s e f i n d i n g s w e r e 

c o r r o b o r a t e d b y A l i a n d L e v i n e i n a r e c e n t s t u d y ( 2 0 0 6 ) e x a m i n i n g s t r i a t a l M S N s f r o m 

p r e - s y m p t o m a t i c a n d e a r l y s y m p t o m a t i c R 6 / 2 m i c e , w h i c h o n c e a g a i n c o n f i r m e d 

u n a l t e r e d N R 1 m R N A l e v e l s . M o r e o v e r , t h e s a m e s t u d y s h o w e d N R 2 B m R N A 

e x p r e s s i o n t o b e u n c h a n g e d w h i l e N R 2 A m R N A l e v e l s w e r e r e d u c e d . 

N M D A R s u b u n i t e x p r e s s i o n h a s b e e n i n v e s t i g a t e d i n o t h e r H D m o u s e m o d e l s a s 

w e l l . In t h e Y A C t r a n s g e n i c m o u s e m o d e l , w h i c h e x p r e s s e s f u l l - l e n g t h h u m a n m h t t u n d e r 

t h e c o n t r o l o f h u m a n p r o m o t e r a n d r e g u l a t o r y s e q u e n c e s ( H o d g s o n e t a l . , 1 9 9 9 ) , a n a l y s i s 

o f N R 1 a n d N R 2 B p r o t e i n e x p r e s s i o n r e v e a l e d n o p o l y Q l e n g t h - d e p e n d e n t d i f f e r e n c e s i n 

s t r i a t a l t i s s u e s o f p r e - s y m p t o m a t i c Y A C 4 6 o r Y A C 7 2 m i c e a t 2 m o n t h s o f a g e , r e l a t i v e t o 

F V B / N W T l i t t e r m a t e s ( L i e t a l . , 2 0 0 3 ; a l s o s e e F i g u r e 7 ) . T h e Y A C 1 2 8 m i c e , w h i c h 

e x p r e s s f u l l - l e n g t h m h t t w i t h a m o r e e x t r e m e e x p a n s i o n o f 1 2 8 Q , s h o w e d r e d u c e d s t r i a t a l 

N R 2 B e x p r e s s i o n a t 1 2 m o n t h s o f a g e ( J . S h e h a d e h a n d L . A . R a y m o n d , u n p u b l i s h e d 

r e s u l t s ) , a t i m e w h e n t h e a n i m a l s a r e s y m p t o m a t i c a n d d i s p l a y s i g n i f i c a n t s t r i a t a l 
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d e g e n e r a t i o n ( S l o w e t a l . , 2 0 0 3 ) . S t u d i e s i n t h e N 1 7 1 - 8 2 Q m o u s e m o d e l ( S c h i l l i n g e t a l . , 

1 9 9 9 ) r e v e a l e d u n a l t e r e d l e v e l s o f s t r i a t a l N R 1 o r N R 2 B p r o t e i n e x p r e s s i o n r e g a r d l e s s o f 

d i s e a s e s t a g e ( p r e - s y m p t o m a t i c v e r s u s s y m p t o m a t i c ) , w i t h t h e e x c e p t i o n o f a t r a n s i e n t 

r e d u c t i o n i n N R 2 A s u b u n i t e x p r e s s i o n i n t h e s t r i a t u m o f p r e - s y m p t o m a t i c a n i m a l s 

( J a r a b e k e t a l . , 2 0 0 4 ) . 

D e s p i t e s o m e n o t a b l e d i f f e r e n c e s i n f i n d i n g s f r o m t h e d i f f e r e n t a n i m a l m o d e l s , 

m o s t o f t h e m s e e m t o i n d i c a t e d i m i n i s h e d N R 2 A a n d / o r N R 2 B s u b u n i t e x p r e s s i o n w h i l e 

N R 1 l e v e l s r e m a i n u n a l t e r e d . B e c a u s e N M D A R c o m p l e x e s r e q u i r e b o t h N R 1 a n d N R 2 

s u b u n i t s t o f o r m f u n c t i o n a l c h a n n e l s , t h e s e d a t a c o l l e c t i v e l y s u g g e s t t h a t a r e d u c t i o n i n 

n u m b e r s o f a c t i v e N M D A R s a n d / o r c h a n g e s i n N M D A R s u b u n i t c o m p o s i t i o n m a y o c c u r 

w i t h d i s e a s e p r o g r e s s i o n i n a n u m b e r o f t h e s e t r a n s g e n i c m o u s e m o d e l s f o r H D . 

I m p o r t a n t l y , f i n d i n g s f r o m s t u d i e s i n t r a n s g e n i c m i c e i n g e n e r a l a p p e a r c o n s i s t e n t w i t h 

r e s u l t s f r o m r e c e p t o r l i g a n d - b i n d i n g s t u d i e s i n p o s t - m o r t e m h u m a n H D b r a i n s a s 

d e s c r i b e d a b o v e , a l t h o u g h d i r e c t c o r r e l a t i o n s b e t w e e n t h e s e s t u d i e s a r e d i f f i c u l t t o d r a w 

d u e t o d i f f e r e n c e s i n t h e e x p e r i m e n t a l a p p r o a c h e s t h a t w e r e u s e d . 

1 . 2 . 6 . C h e m i c a l M o d e l s o f H D 

B e f o r e t h e a d v e n t o f t r a n s g e n i c m o d e l s , s o m e o f t h e e a r l i e s t s y s t e m s u s e d t o 

m o d e l H D i n v o l v e d i n j e c t i o n o f a v a r i e t y o f t o x i n s i n t o t h e s t r i a t u m o f a n i m a l s . S p e c i f i c a l l y , 

i n j e c t i o n o f N M D A R a g o n i s t s s u c h a s q u i n o l i n i c a c i d ( Q A ) i n t o t h e s t r i a t u m o f r o d e n t s o r 

p r i m a t e s c a u s e d l e s i o n i n g o f t h e s t r i a t u m a n d r e p r o d u c e d s e v e r a l b e h a v i o u r a l a n d 

n e u r o p a t h o l o g i c a l c h a r a c t e r i s t i c s o f H D , i n c l u d i n g s e l e c t i v e l o s s o f p r o j e c t i o n M S N s f r o m 

t h e s t r i a t u m w h i l e i n t e r n e u r o n s w e r e n o t a f f e c t e d ( S c h w a r c z e t a l . , 1 9 8 4 ; B e a l e t a l . , 1 9 8 6 , 

1 9 9 1 ; S a n b e r g e t a l . , 1 9 8 9 ; H a n t r a y e e t a l . , 1 9 9 0 ; F e r r a n t e e t a l . , 1 9 9 3 ) . E n d o g e n o u s l y , 
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Q A i s g e n e r a t e d f r o m t h e k y n u r e n i n e p a t h w a y o f t r y p t o p h a n d e g r a d a t i o n , w h i c h w a s 

s h o w n t o b e p e r t u r b e d i n H D p a t i e n t s a s w e l l a s i n R 6 / 2 a n d Y A C 1 2 8 m i c e . A m o n g t h e 

m e t a b o l i t e s p r o d u c e d i n t h i s p a t h w a y , t h o s e t h a t l e d t o a n i n c r e a s e i n o x i d a t i v e s t r e s s 

( s u c h a s 3 - h y d r o x y k y n u r e n i n e ) o r d i r e c t l y a c t i v a t e d N M D A R s ( s u c h a s Q A ) w e r e f o u n d a t 

a b n o r m a l l y h i g h l e v e l s i n c o r t i c a l a n d / o r s t r i a t a l t i s s u e i n t h e e a r l y s y m p t o m a t i c s t a g e s 

( G u i d e t t i e t a l . , 2 0 0 4 , 2 0 0 6 ) . T h e s e f i n d i n g s w o u l d t h e r e f o r e s u g g e s t t h a t e x c i t o t o x i c 

d a m a g e a s a . r e s u l t o f e x p o s u r e t o m e t a b o l i t e s o f t h e k y n u r e n i n e p a t h w a y m a y c o n t r i b u t e 

t o N M D A R - m e d i a t e d t o x i c i t y i n H D . 

A n o t h e r e x c i t o t o x i n u s e d i n t h o s e e a r l y d a y s w a s t h e n o n - N M D A R a g o n i s t k a i n i c 

a c i d , w h i c h a l s o c a u s e d d e a t h o f s t r i a t a l n e u r o n e s b u t d i d n o t s e l e c t i v e l y t a r g e t p r o j e c t i o n 

M S N s ( C o y l e a n d S c h w a r c z , 1 9 7 6 ; M c G e e r a n d M c G e e r , 1 9 7 6 ) . B o t h k a i n a t e - a n d 

Q A - i n d u c e d n e u r o n a l t o x i c i t y i n t h e s t r i a t u m w e r e a b o l i s h e d w h e n s y n a p t i c i n p u t f r o m t h e 

c o r t e x v i a c o r t i c o s t r i a t a l g l u t a m a t e r g i c a f f e r e n t s w a s r e m o v e d b y d e c o r t i c a t i o n , i n d i c a t i n g 

a r o l e f o r c o r t i c a l l y r e l e a s e d g l u t a m a t e i n c o n t r i b u t i n g t o e x c i t o t o x i n - m e d i a t e d s t r i a t a l 

d a m a g e ( M c G e e r a n d M c G e e r , 1 9 7 8 ; B i z i e r e a n d C o y l e , 1 9 7 9 ; O r l a n d o e t a l . , 2 0 0 1 ) . 

I n t e r e s t i n g l y , i n j e c t i o n o f g r o u p I m G l u R a g o n i s t s r e s t o r e d N M D A R - d e p e n d e n t e x c i t o t o x i c 

c e l l d e a t h i n d e c o r t i c a t e d a n i m a l s , w h i l e b l o c k i n g t h e a c t i v a t i o n o f g r o u p I m G l u R s w a s 

p r o t e c t i v e a g a i n s t Q A - a n d N M D A - i n d u c e d n e u r o n a l t o x i c i t y i n a n i m a l s w i t h i n t a c t 

c o r t i c o s t r i a t a l a f f e r e n t a t i o n ( O r l a n d o e t a l . , 2 0 0 1 ) , i m p l i c a t i n g a r o l e f o r s t r i a t a l m G l u R 

a c t i v a t i o n i n c o n t r i b u t i n g t o N M D A R - d e p e n d e n t e x c i t o t o x i c i t y ( s e e F i g u r e 1 ) . 

N M D A R a g o n i s t s a r e n o t o n l y m o r e s e l e c t i v e i n t a r g e t i n g s t r i a t a l p r o j e c t i o n M S N s 

f o r n e u r o n a l d e a t h , b u t t h e y a r e a l s o m o r e n e u r o t o x i c t h a n a g o n i s t s f o r o t h e r i G l u R 

s u b c l a s s e s ( r e v i e w e d i n D i F i g l i a , 1 9 9 0 ) . In t o x i c i t y p a r a d i g m s w h e r e N M D A w a s u s e d a s 

t h e e x c i t o t o x i n , M S N s i n a c u t e s t r i a t a l s l i c e s f r o m b o t h R 6 / 2 a n d Y A C 7 2 m i c e 

d e m o n s t r a t e d a s e l e c t i v e e n h a n c e m e n t o f N M D A R - m e d i a t e d c u r r e n t d e n s i t y a n d 
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NMDA-induced swelling, in comparison to large interneurons which are spared in HD 

(Cepeda et al, 2001 b). In contrast, the current flux and cell swelling evoked by application 

of kainate were not significantly different between interneurons and projection MSNs 

(Cepeda et al., 2001b). These findings unmask NMDAR-specific characteristics which 

confer on these receptors an exquisite selectivity and efficacy in terms of their ability to 

elicit excitotoxic damage in striatal projection MSNs, once again confirming a likely 

involvement of these receptors and their altered activity in the pathogenesis of HD. 

Apart from injection of animals with excitotoxins, other chemical models that 

recapitulate neuropathological features of HD include those that involve the use of 

mitochondrial toxins. In particular, striatal or systemic injection in rodents with inhibitors 

of mitochondrial complex II such as 3-nitropropionic acid (3-NP) or malonic acid resulted 

in a selective pattern of striatal neurodegeneration reminiscent of that seen in HD (Beal et 

al., 1993; Greene et al., 1993; Brouillet et al., 1995; Greene and Greenamyre, 1995; 

Bogdanov et al., 1998). Notably, cell death caused by these toxins appeared to depend 

on activation of NMDARs. In the rat striatum, injection of 3-NP led to increased NMDAR 

activation (Wullner et al., 1994), while inhibition of NMDAR function blocked the 

neurotoxicity resulting from injection of malonate or 3-NP (Greene et al., 1993; Bogdanov 

et al., 1998). These findings suggest that NMDAR and mitochondrial functions are 

intimately related and implicate them, in their aberrant functional states resulting from 

mhtt expression, in rendering striatal projection MSNs especially susceptible to 

excitotoxic damage in HD. 
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1.3. Aber rant N M D A R Act iv i t y in HD 

1 . 3 . 1 . S y n a p t i c A b n o r m a l i t i e s i n H D M o d e l s 

T h e g e n e r a t i o n o f a l a r g e a r r a y o f H D m o d e l s e x p r e s s i n g p a r t o r a l l o f t h e HD 

t r a n s g e n e i n c e l l l i n e s o r r o d e n t s ( M a n g i a r i n i e t a l . , 1 9 9 6 ; H o d g s o n e t a l . , 1 9 9 9 ; R e d d y e t 

a l . , 1 9 9 8 ; S c h i l l i n g e t a l . , 1 9 9 9 ; S h e l b o u r n e e t a l . , 1 9 9 9 ; W h e e l e r e t a l . , 2 0 0 0 ; L i n e t a l . , 

2 0 0 1 ; V o n H o r s t e n e t a l . , 2 0 0 3 ) h a s g r e a t l y f a c i l i t a t e d i n - d e p t h a n a l y s e s o f t h e m o l e c u l a r 

p a t h w a y s i n v o l v e d i n H D p a t h o g e n e s i s . A s d e p i c t e d i n F i g u r e 1 , a l t e r a t i o n s i n a v a r i e t y o f 

c e l l u l a r p r o c e s s e s h a v e b e e n i m p l i c a t e d i n t h e r e s u l t i n g a u g m e n t a t i o n o f t h e s e n s i t i v i t y o f 

s t r i a t a l M S N s t o e x c i t o t o x i c i t y a t c o r t i c o s t r i a t a l s y n a p s e s i n H D . A m o n g t h e s e a r e 

e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l c h a n g e s i n t h e c o r t i c o s t r i a t a l p a t h w a y a s w e l l a s a l t e r a t i o n s i n 

g l u t a m a t e r e c e p t o r s e n s i t i v i t y i n M S N s t h a t e x p r e s s m h t t . W h i l e e v i d e n c e f r o m s t u d i e s i n 

s l i c e s o f 1 m o n t h - o l d Y A C 7 2 m i c e ( a t a n a g e b e f o r e s y m p t o m o n s e t ) d e m o n s t r a t e d 

u n a l t e r e d p r o b a b i l i t y o f e v o k e d g l u t a m a t e r e l e a s e f r o m c o r t i c a l a f f e r e n t s o n t o s t r i a t a l 

M S N s r e l a t i v e t o W T c o n t r o l s ( L i e t a l . , 2 0 0 4 ) , e x a m i n a t i o n o f o t h e r m o u s e m o d e l s c l e a r l y 

r e v e a l e d m h t t - d e p e n d e n t d i f f e r e n c e s i n g l u t a m a t e r e l e a s e a t c o r t i c o s t r i a t a l s y n a p s e s 

( F i g u r e 1 , p o i n t 1 ) . In a c u t e c o r t i c o s t r i a t a l s l i c e s f r o m R 6 / 2 m i c e a t t h e t i m e o f s y m p t o m 

o n s e t , l a r g e - a m p l i t u d e , s p o n t a n e o u s e x c i t a t o r y p o s t - s y n a p t i c c u r r e n t s ( E P S C s ) w e r e 

r e c o r d e d a t s i g n i f i c a n t l y h i g h e r f r e q u e n c i e s r e l a t i v e t o c o n t r o l ( C e p e d a e t a l . , 2 0 0 3 ) . T h e 

i m p l i c a t i o n s o f s u c h b u r s t s o f e n h a n c e d c o r t i c a l g l u t a m a t e r e l e a s e r e m a i n u n c l e a r ; 

h o w e v e r t h e i r o c c u r r e n c e e a r l y i n t h e d i s e a s e p r o c e s s c o u l d c o n c e i v a b l y c o u p l e w i t h 

m h t t - i n d u c e d d e c r e a s e s i n g l u t a m a t e u p t a k e b y a s t r o c y t e s a n d i m p a i r m e n t s o f g l u t a m a t e 

c l e a r a n c e f r o m t h e s y n a p t i c c l e f t ( L i e v e n s e t a l . , 2 0 0 1 ; B e h r e n s e t a l . , 2 0 0 2 ; S h i n e t a l . , 

2 0 0 5 ; F i g u r e 1 , p o i n t 2 ) , a l o n g w i t h i n c r e a s e s i n Q A a n d o x i d a t i v e m e t a b o l i t e s f r o m a n 
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i m p a i r e d k y n u r e n i n e p a t h w a y a s d e s c r i b e d a b o v e ( G u i d e t t i e t a l . , 2 0 0 4 , 2 0 0 6 ) t o 

c o n t r i b u t e t o e x c e s s i v e a c t i v a t i o n o f N M D A R s l e a d i n g t o e x c i t o t o x i c d a m a g e i n s t r i a t a l 

M S N s . 

T h e s e l a r g e e v e n t s a p p e a r e d t o b e t r a n s i t o r y , h o w e v e r , a s t h e f r e q u e n c y o f a l l 

s p o n t a n e o u s c u r r e n t s d e c r e a s e d w i t h d i s e a s e p r o g r e s s i o n a n d s y m p t o m a t i c o n s e t i n 

t h e s e m i c e ( C e p e d a e t a l . , 2 0 0 3 ) . T h i s f u n c t i o n a l c h a n g e a p p e a r s t o c o r r e l a t e s t r u c t u r a l l y 

w i t h d i m i n i s h e d e x p r e s s i o n o f s y n a p t i c m a r k e r p r o t e i n s a n d a d e c r e a s e i n t h e n u m b e r o f 

s p i n e s i n s y m p t o m a t i c R 6 / 2 m i c e ( K l a p s t e i n e t a l . , 2 0 0 1 ) , c o n s i s t e n t w i t h a r e d u c t i o n i n 

g l u t a m a t e r g i c t r a n s m i s s i o n . T h e s e o b s e r v a t i o n s i n d i c a t i n g d e c r e a s e d g l u t a m a t e r e l e a s e 

f r o m c o r t i c o s t r i a t a l s y n a p s e s a r e i n a g r e e m e n t w i t h c e l l m o d e l s t u d i e s w h i c h r e v e a l e d 

c o m p r o m i s e d e x o c y t i c f u n c t i o n i n c e l l s e x p r e s s i n g p o l y Q - e x p a n d e d htt e x o n 1 l e a d i n g t o 

a b n o r m a l i t i e s i n n e u r o t r a n s m i t t e r r e l e a s e ( E d w a r d s o n e t a l . , 2 0 0 3 ) . A p a r t f r o m a d e f e c t i n 

e x o c y t o s i s , t h e p r o p e r t i e s o f t h e v e s i c l e r e l e a s e a n d r e c o v e r y c y c l e t h a t d e t e r m i n e t h e 

a m p l i t u d e a n d t i m i n g o f n e u r o t r a n s m i t t e r r e l e a s e a l s o a p p e a r e d t o b e i m p a i r e d b y htt 

p o l y Q e x p a n s i o n ( r e v i e w e d i n M i l n e r w o o d a n d R a y m o n d , 2 0 0 6 ) . T h e s e r e s u l t s s e e m t o 

s u g g e s t t h a t , a t l a t e r s t a g e s o f d i s e a s e , t h e i n i t i a l h y p e r s e n s i t i v i t y o f c o r t i c o s t r i a t a l 

s i g n a l i n g g i v e s w a y t o a r e d u c t i o n i n g l u t a m a t e r g i c s y n a p t i c t r a n s m i s s i o n , w h i c h m a y 

e f f e c t i v e l y c o n f e r s o m e m e a s u r e o f r e s i s t a n c e a g a i n s t g l u t a m a t e r e c e p t o r - d e p e n d e n t 

i n s u l t s i n n e u r o n s t h a t h a v e a l r e a d y f a c e d t r e m e n d o u s e x c i t o t o x i c i n j u r y . 

1 . 3 . 1 . 1 . A l t e r a t i o n s i n N M D A - L T P a n d N M D A - L T D i n H D M o d e l s 

A l t e r e d c o g n i t i v e f u n c t i o n ( i n c l u d i n g m e m o r y f o r m a t i o n a n d i n f o r m a t i o n 

p r o c e s s i n g ) a s w e l l a s c h a n g e s i n e m o t i o n s a n d a f f e c t i v e b e h a v i o u r a r e s y m p t o m s t h a t 

g e n e r a l l y p r e c e d e m o t o r d y s f u n c t i o n i n p a t i e n t s i n H D , a l t h o u g h t h e s e c h a n g e s c o u l d 
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s o m e t i m e s b e s u b t l e a n d m a y n o t b e n o t e d u n t i l t h e t i m e o f c l i n i c a l p r e s e n t a t i o n 

( L a w r e n c e e t a l . , 1 9 9 6 , 1 9 9 8 ; J a s o n e t a l . , 1 9 9 7 ; P a u l s e n e t a l . , 2 0 0 1 ) . T h e m o l e c u l a r 

s u b s t r a t e s w h i c h u n d e r l i e m e m o r y f o r m a t i o n a s w e l l a s i n f o r m a t i o n a c q u i s i t i o n a n d 

l o n g - t e r m s t o r a g e a r e w i d e l y b e l i e v e d t o i n v o l v e l o n g - t e r m , a c t i v i t y - d e p e n d e n t c h a n g e s i n 

s y n a p t i c e f f i c a c y , m a n y f o r m s o f w h i c h r e l y o n N M D A R a c t i v a t i o n . H e n c e s t u d i e s h a v e 

b e e n c a r r i e d o u t i n v a r i o u s t r a n s g e n i c a n d K I m o u s e m o d e l s o f H D t o i n v e s t i g a t e t h e 

e f f e c t s o f htt p o l y Q e x p a n s i o n o n N M D A R - d e p e n d e n t l o n g - t e r m p o t e n t i a t i o n ( L T P ) a n d 

d e p r e s s i o n ( L T D ) . 

S t u d i e s i n a n u m b e r o f H D m o u s e m o d e l s h a v e r e v e a l e d a l t e r a t i o n s i n 

h i p p o c a m p a l L T P r e l a t e d t o i m p a i r m e n t s o f p r e - a n d / o r p o s t - s y n a p t i c f u n c t i o n ( H o d g s o n 

e t a l . , 1 9 9 9 ; U s d i n e t a l . , 1 9 9 9 ; M u r p h y e t a l . , 2 0 0 0 ; M i l n e r w o o d e t a l . , 2 0 0 6 ) w h i c h i n 

s o m e c a s e s a p p e a r e d t r a n s i t o r y a n d c h a n g e d o v e r t i m e ( H o d g s o n e t a l . , 1 9 9 9 ) . In 

Y A C 7 2 m i c e , h i g h f r e q u e n c y s t i m u l a t i o n ( H F S ) o f C A 1 s y n a p s e s l e d t o p o t e n t i a t i o n o f 

N M D A R - d e p e n d e n t r e s p o n s e s i n 6 m o n t h - o l d a n i m a l s , w h e r e a s t h e s a m e t r e a t m e n t 

i n d u c e d d e p r e s s i o n i n 1 0 m o n t h - o l d a n i m a l s ( H o d g s o n e t a l . , 1 9 9 9 ) . T h e C A G 8 0 KI 

m o u s e e x h i b i t e d d i m i n i s h e d h i p p o c a m p a l L T P r e s p o n s e s , l i k e l y a s a r e s u l t o f 

p e r t u r b a t i o n s i n t h e p r e - s y n a p t i c r e l e a s e o f n e u r o t r a n s m i t t e r ( U s d i n e t a l . , 1 9 9 9 ) . 

E v i d e n c e f o r a c o n t r i b u t i o n f r o m p o s t - s y n a p t i c c h a n g e s i n N M D A R s i g n a l i n g c a m e f r o m 

s t u d i e s i n R 6 m i c e w h i c h e x p r e s s e d r e d u c e d L T P c o m p a r e d t o c o n t r o l s ; i n t e r e s t i n g l y 

t h e s e m i c e a l s o e x p r e s s e d a f o r m o f L T D t h a t w a s a b s e n t i n c o n t r o l a n i m a l s ( M u r p h y e t 

a l . , 2 0 0 0 ; M i l n e r w o o d e t a l . , 2 0 0 6 ) . S u c h c h a n g e s i n h i p p o c a m p a l s y n a p t i c p l a s t i c i t y 

o c c u r e d p r i o r t o t h e a p p e a r a n c e o f m o t o r s y m p t o m s a n d c o i n c i d e d w i t h t h e d e v e l o p m e n t 

o f c o g n i t i v e d e f e c t s i n t h e R 6 / 2 m o d e l ( M u r p h y e t a l . , 2 0 0 0 ; C y b u l s k a - K l o s o w i c z e t a l . , 

2 0 0 4 ; M a z a r a k i s e t a l . , 2 0 0 5 ; M i l n e r w o o d e t a l . , 2 0 0 6 ) . A l t e r e d p l a s t i c i t y , i n t h e f o r m s o f 

s u p p r e s s i o n o f L T D e x p r e s s i o n a n d i m p a i r m e n t o f p o s t - L T P s y n a p t i c d e p o t e n t i a t i o n , h a s 
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a l s o b e e n r e p o r t e d a t t h e c o r t i c o s t r i a t a l s y n a p s e , b o t h f r o m 3 - N P - t r e a t e d r a t s ( D a l b e m e t 

a l . , 2 0 0 5 ; P i c c o n i e t a l . , 2 0 0 6 ) a n d R 6 / 2 m i c e ( P i c c o n i e t a l . , 2 0 0 6 ) . A l t o g e t h e r , t h e s e 

s t u d i e s t o d a t e h a v e y i e l d e d m a n y i m p o r t a n t f i n d i n g s p r o v i d i n g i n v a l u a b l e i n s i g h t i n t o t h e 

p o s s i b l e m e c h a n i s m s u n d e r l y i n g m h t t - m e d i a t e d c h a n g e s i n c o g n i t i v e f u n c t i o n e a r l y i n H D 

p a t h o g e n e s i s . 

1 . 3 . 2 . E n h a n c e d S e n s i t i v i t y t o N M D A i n H D M o u s e M o d e l s 

O n e m e c h a n i s m l e a d i n g t o i n c r e a s e d e x c i t o t o x i c i t y i n v o l v e s e n h a n c e d s e n s i t i v i t y 

o f p o s t - s y n a p t i c g l u t a m a t e r e c e p t o r s , a n d s t u d i e s i n m o u s e m o d e l s o f H D h a v e p r o v i d e d 

s t r o n g e v i d e n c e i n s u p p o r t o f o v e r - a c t i v a t i o n o f N M D A R s a s c o n t r i b u t i n g t o e x c i t o t o x i c 

d a m a g e i n H D ( F i g u r e 1 , p o i n t 3 ) . 

M e a s u r i n g s w e l l i n g o f c e l l s a s a p a r a m e t e r t o i n d i c a t e t h e l e v e l o f c e l l u l a r s t r e s s , 

L e v i n e a n d c o l l e a g u e s d e m o n s t r a t e d t h a t e x p o s u r e t o N M D A l e d t o f a s t e r a n d m o r e 

s u b s t a n t i a l s w e l l i n g r e s p o n s e s f r o m s t r i a t a l M S N s o f b o t h t h e C A G K I m o u s e e x p r e s s i n g 

h t t - 9 4 Q ( C A G 9 4 ) a n d t h e R 6 / 2 m o u s e m o d e l s ( L e v i n e e t a l . , 1 9 9 9 ) . In R 6 / 2 m i c e , t h e s e 

m o r p h o l o g i c a l c h a n g e s w e r e c o r r e l a t e d w i t h a u g m e n t e d p e a k N M D A - e v o k e d c u r r e n t 

d e n s i t i e s i n s t r i a t a l s l i c e s t h a t a p p e a r e d t o b e s e l e c t i v e f o r N M D A R s b u t n o t o t h e r i G l u R s 

( C e p e d a e t a l . , 2 0 0 1 a ) . S i m i l a r r e s u l t s w e r e o b t a i n e d f r o m s t r i a t a l n e u r o n s i n 

s y m p t o m a t i c a n d p r e - s y m p t o m a t i c a n i m a l s ( C e p e d a e t a l . , 2 0 0 1 a ) w h i l e c o r t i c a l n e u r o n s , 

i n c o n t r a s t , d i d n o t d i s p l a y e n h a n c e d N M D A R - m e d i a t e d c u r r e n t s ( A n d r e e t a l . , 2 0 0 6 ) i n 

a g r e e m e n t w i t h t h e o b s e r v a t i o n t h a t t h e s e n e u r o n s d o n o t d e g e n e r a t e u n t i l m u c h l a t e r i n 

t h e c o u r s e o f d i s e a s e p r o g r e s s i o n ( V o n s a t t e l a n d D i F i g l i a , 1 9 9 8 ) . 

In a d d i t i o n t o d a t a f r o m s t r i a t a l s l i c e s , m o r e i n - d e p t h e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l a n a l y s e s 

o f N M D A R a c t i v i t y c h a n g e s h a v e b e e n c a r r i e d o u t i n a c u t e l y d i s s o c i a t e d s t r i a t a l M S N s 
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f r o m R 6 / 2 m i c e , e x a m i n i n g h o w N M D A - e v o k e d c u r r e n t s a n d s e n s i t i v i t y t o M g b l o c k a r e 

i n f l u e n c e d b y m h t t o v e r a r a n g e o f h o l d i n g p o t e n t i a l s ( S t a r l i n g e t a l . , 2 0 0 5 ) . T h i s s t u d y 

i n d i c a t e d t h a t , w h i l e o n e p o p u l a t i o n o f n e u r o n s b e h a v e d s i m i l a r l y t o W T c o n t r o l s , t h e 

o t h e r p o p u l a t i o n e x h i b i t e d s i g n i f i c a n t l y l a r g e r c u r r e n t f l o w t h r o u g h N M D A R s w i t h 

d i m i n i s h e d s e n s i t i v i t y t o b l o c k b y e x t r a c e l l u l a r M g 2 + . A m o r e r e c e n t s t u d y u s i n g a c u t e l y 

d i s s o c i a t e d M S N s f r o m p r e - s y m p t o m a t i c R 6 / 2 m i c e a l s o c o n f i r m e d s i g n i f i c a n t l y l a r g e r 

N M D A R - m e d i a t e d c u r r e n t s , e v e n t h o u g h t h e s e m i c e e x p r e s s e d l o w e r l e v e l s o f N R 2 A 

m R N A a n d s i m i l a r a m o u n t s o f N R 1 a n d N R 2 B m R N A i n c o m p a r i s o n t o W T l i t t e r m a t e s ( A l i 

a n d L e v i n e , 2 0 0 6 ) . B e c a u s e a n o m a l o u s N M D A R f u n c t i o n i s o b s e r v e d f r o m s t r i a t a l 

n e u r o n s a n d s l i c e s o f b o t h p r e - s y m p t o m a t i c a n d s y m p t o m a t i c m i c e , a b e r r a n t N M D A R 

a c t i v i t y w o u l d t h e r e f o r e a p p e a r t o b e a n e a r l y e f f e c t o f m h t t e x p r e s s i o n t h a t p r e c e d e s t h e 

d e v e l o p m e n t o f a n y m o t o r d e f i c i t s . 

A p a r t f r o m t h e R 6 / 2 m o d e l , s e v e r a l o t h e r K I a n d t r a n s g e n i c m o u s e m o d e l s o f H D 

h a v e p r o v i d e d a d d i t i o n a l e v i d e n c e i n s u p p o r t f o r s e n s i t i z e d N M D A R f u n c t i o n i n c e l l s 

e x p r e s s i n g m h t t . I n c r e a s e d r e s p o n s e o f N M D A R s f o l l o w i n g e x p o s u r e t o N M D A w a s 

n o t e d i n i m m o r t a l i z e d s t r i a t a l c e l l s f r o m H c f r ? 0 1 1 1 K I m i c e ( S T H o T ? 0 1 1 1 c e l l s ; T r e t t e l e t a l . , 

2 0 0 0 ) . W h o l e - c e l l v o l t a g e - c l a m p r e c o r d i n g s i n a d i f f e r e n t m o u s e m o d e l t h a t e x p r e s s e s 

a n N - t e r m i n a l f r a g m e n t o f h u m a n htt w i t h 1 0 0 Q ( t g H D 1 0 0 ) r e v e a l e d a u g m e n t e d p e a k 

N M D A R c u r r e n t i n M S N s f r o m s t r i a t a l s l i c e s o f t h e s e m i c e ( L a f o r e t e t a l . , 2 0 0 1 ) . 

In t h e Y A C t r a n s g e n i c H D m o u s e m o d e l e x p r e s s i n g f u l l - l e n g t h h u m a n h t t - 7 2 Q , 

a c u t e l y d i s s o c i a t e d M S N s f r o m p r e - s y m p t o m a t i c m i c e a n d s t r i a t a l M S N s c u l t u r e d f r o m 

n e o n a t a l m i c e b o t h r e s p o n d e d t o N M D A t r e a t m e n t w i t h s i g n i f i c a n t l y l a r g e r c u r r e n t 

d e n s i t i e s t h a n d i d W T l i t t e r m a t e s ( Z e r o n e t a l . , 2 0 0 2 , 2 0 0 4 ) , s u g g e s t i n g o n c e a g a i n t h a t 

t h e e f f e c t o f m h t t o n N M D A R f u n c t i o n i s a n e a r l y e v e n t i n H D p a t h o g e n e s i s , p o s s i b l y 

o c c u r r i n g a s e a r l y a s a t t h e t i m e o f b i r t h . S u c h e a r l y a l t e r a t i o n s m a y l e a d t o p r o f o u n d 
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c h a n g e s i n i n t r a c e l l u l a r s i g n a l i n g , e s p e c i a l l y t h o s e p a t h w a y s t h a t i n v o l v e c y t o s o l i c C a , 

t h u s s e t t i n g t h e s t a g e f o r i n c r e a s e d o x i d a t i v e s t r e s s a n d n e u r o n a l d y s f u n c t i o n a s d i s e a s e 

p r o g r e s s e s . 

T o d e t e r m i n e w h e t h e r s y n a p t i c N M D A R - m e d i a t e d c u r r e n t s a r e m o d u l a t e d b y m h t t 

i n a m a n n e r s i m i l a r t o w h o l e - c e l l N M D A R c u r r e n t s , e v o k e d N M D A R c u r r e n t w a s 

m e a s u r e d f r o m s t r i a t a l M S N s i n a c u t e l y d i s s o c i a t e d c o r t i c o s t r i a t a l s l i c e s f r o m ~1 

m o n t h - o l d F V B / N W T o r Y A C 7 2 m i c e . T h e s e s t u d i e s s u g g e s t e d t h a t s t i m u l a t i o n o f 

c o r t i c a l a f f e r e n t s i n d u c e d s i g n i f i c a n t l y l a r g e r s y n a p t i c N M D A R - m e d i a t e d c u r r e n t s i n 

Y A C 7 2 m i c e , i n c o m p a r i s o n t o W T ( L i e t a l . , 2 0 0 3 , 2 0 0 4 ) . T h i s e f f e c t w a s 

N M D A R - s p e c i f i c , a s i l l u s t r a t e d b y a c o n s i s t e n t l y l a r g e r r a t i o o f N M D A R - t o 

A M P A R - m e d i a t e d E P S C a m p l i t u d e s i n Y A C 7 2 c o r t i c o s t r i a t a l s y n a p s e s ( L i e t a l . , 2 0 Q 3 , 

2 0 0 4 ) . A l s o , p r e - s y n a p t i c g l u t a m a t e r e l e a s e w a s n o t f o u n d t o d i f f e r b e t w e e n W T a n d 

Y A C 7 2 s l i c e p r e p a r a t i o n s ( L i e t a l . , 2 0 0 4 ) , s u g g e s t i n g t h a t a m p l i t u d e o f s y n a p t i c N M D A R 

c u r r e n t s i n Y A C 7 2 s t r i a t a l n e u r o n s i s a u g m e n t e d p r i m a r i l y a s a r e s u l t o f a s p e c i f i c 

m h t t - i n d u c e d i n c r e a s e i n p o s t - s y n a p t i c N M D A R a c t i v i t y . 

1.4. Signaling Downstream of Altered NMDAR Activity 
• 

1 . 4 . 1 . L o s s o f C a l c i u m H o m e o s t a s i s 

T h e h i g h p e r m e a b i l i t y o f t h e N M D A R t o C a 2 + m a k e s t h i s c h a n n e l a k e y r e g u l a t o r o f 

i n t r a c e l l u l a r C a 2 + l e v e l s . In t u r n , C a 2 + p l a y s a n i m p o r t a n t r o l e a s a s e c o n d m e s s e n g e r i n 

m a n y d o w n t r e a m s i g n a l i n g p a t h w a y s . T h u s c h a n g e s i n l e v e l s o f i n t r a c e l l u l a r C a 2 + a r e 

n o r m a l l y t i g h t l y r e g u l a t e d t o e n s u r e s t r i n g e n t c o n t r o l o v e r C a 2 + - d e p e n d e n t s i g n a l i n g 

p a t h w a y s . U n d e r p a t h o l o g i c a l c o n d i t i o n s w h e r e l e v e l s o f i n t r a c e l l u l a r C a 2 + e x c e e d a 
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c e r t a i n t h r e s h o l d c a u s i n g s a t u r a t i o n o f t h e C a - b u f f e r i n g m a c h i n e r i e s , d e g r a d a t i v e 

p a t h w a y s a r e a c t i v a t e d , l e a d i n g t o c a t a b o l i c b r e a k d o w n o f p h o s p h o l i p i d s , n u c l e i c a c i d s , 

a n d p r o t e i n s . M o r e o v e r , c o m p r o m i s e d m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n a s a r e s u l t o f C a 2 + o v e r l o a d 

p r o m o t e s f r e e r a d i c a l f o r m a t i o n a n d i n d u c t i o n o f t h e m i t o c h o n d r i a l p e r m e a b i l i t y t r a n s i t i o n 

( m P T ) ( D u g a n e t a l . , 1 9 9 5 ; R e y n o l d s a n d H a s t i n g s , 1 9 9 5 ; P e n g a n d G r e e n a m y r e , 1 9 9 8 ; 

r e v i e w e d i n B e r l i o c c h i e t a l . , 2 0 0 5 ) l e a d i n g t o a d d i t i o n a l c e l l u l a r d y s f u n c t i o n e v e n t u a l l y 

f o l l o w e d b y d e a t h . 

T h u s , C a 2 + h o m e o s t a s i s i s c r i t i c a l t o t h e w e l l - b e i n g o f a n y c e l l a n d h a s b e e n s h o w n 

t o b e c o m p r o m i s e d i n c e l l s e x p r e s s i n g p o l y Q - e x p a n d e d m h t t ( F i g u r e 1 , p o i n t 4 ) . S t u d i e s 

i n t r a n s g e n i c m i c e r e v e a l e d e l e v a t e d l e v e l s o f b a s a l i n t r a c e l l u l a r C a 2 + i n h i p p o c a m p a l 

n e u r o n s f r o m Y A C H D m i c e ( H o d g s o n e t a l . , 1 9 9 9 ) a s w e l l a s s t r i a t a l n e u r o n s f r o m R 6 / 2 

m i c e ( H a n s s o n e t a l . , 2 0 0 1 ) . S i m i l a r f i n d i n g s w e r e m a d e i n a K I m o d e l , i n i m m o r t a l i z e d 

s t r i a t a l c e l l s f r o m m i c e e x p r e s s i n g t h e m u r i n e htt p r o t e i n w i t h 1 1 1 Q ( S T W c f / 7 Q 1 1 1 ; S e o n g e t 

a l . , 2 0 0 5 ) . 

A p a r t f r o m b a s a l l e v e l s , N M D A R - d e p e n d e n t i n c r e a s e s i n i n t r a c e l l u l a r C a 2 + l e v e l s 

w e r e a l s o a f f e c t e d b y e x p r e s s i o n o f m h t t . F o r e x a m p l e , n e u r o n s f r o m t g H D 1 0 0 m i c e 

d i s p l a y e d s i g n i f i c a n t l y h i g h e r l e v e l s o f i n t r a c e l l u l a r C a 2 + c o n c e n t r a t i o n s f o l l o w i n g N M D A 

t r e a t m e n t ( L a f o r e t e t a l . , 2 0 0 1 ) . S i m i l a r l y , b a t h a p p l i c a t i o n o f N M D A l e d t o m u c h l a r g e r 

i n c r e a s e s o f i n t r a c e l l u l a r C a 2 + i n s t r i a t a l s l i c e s f r o m R 6 / 2 m i c e i n c o m p a r i s o n t o W T 

c o n t r o l s ( C e p e d a e t a l . , 2 0 0 1 a ) . S t r i a t a l M S N s f r o m Y A C 4 6 a n d Y A C 7 2 m i c e r e s p o n d e d 

t o N M D A t r e a t m e n t w i t h a u g m e n t e d c y t o s o l i c C a 2 + r e s p o n s e s ( Z e r o n e t a l . , 2 0 0 4 ) , w h i l e 

c u l t u r e d M S N s f r o m a s i m i l a r m o u s e m o d e l w i t h a n e x t r e m e p o l y Q r e p e a t l e n g t h o f 1 2 8 Q 

d e m o n s t r a t e d e n h a n c e d i n t r a c e l l u l a r C a 2 + l e v e l s f o l l o w i n g r e p e a t e d a p p l i c a t i o n o f 

g l u t a m a t e ( T a n g e t a l . , 2 0 0 5 ) . In t h e s a m e Y A C 1 2 8 m o d e l , N M D A t r e a t m e n t f o l l o w i n g 

b l o c k o f g l y c o l y t i c A T P s y n t h e s i s c a u s e d e i t h e r d e l a y e d r e c o v e r y o f C a 2 + l e v e l s b a c k t o 
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b a s e l i n e o r c o m p l e t e d e - r e g u l a t i o n o f C a 2 + i m m e d i a t e l y u p o n e x p o s u r e t o N M D A ( O l i v e i r a 

e t a l . , 2 0 0 6 ) . T h e n u m b e r o f c u l t u r e d s t r i a t a l M S N s u n d e r g o i n g t h e s e N M D A - i n d u c e d 

c h a n g e s w a s s i g n i f i c a n t l y h i g h e r f o r Y A C 1 2 8 m i c e i n c o m p a r i s o n t o W T ( O l i v e i r a e t a l . , 

2 0 0 6 ) . 

A l t h o u g h t h e d i s c u s s i o n s o f a r h a s p e r t a i n e d m o s t l y t o N M D A R s a n d i n c r e a s e d 

C a 2 + l e v e l s l i k e l y d u e i n p a r t t o a l t e r e d N M D A R a c t i v i t y , i n t r a c e l l u l a r C a 2 + f r o m s o u r c e s 

o t h e r t h a n N M D A R s w a s a l s o f o u n d t o b e d i f f e r e n t i a l l y r e g u l a t e d b y W T v e r s u s m u t a n t 

htt . In p a r t i c u l a r , t h e a c t i v a t i o n o f i n o s i t o l 1 , 4 , 5 - t r i s p h o s p h a t e ( I P 3 ) r e c e p t o r s ( I P 3 R s ) o n 

E R m e m b r a n e s g a t i n g E R C a 2 + s t o r e s w a s h i g h l y s e n s i t i z e d b y m h t t b u t n o t W T htt ( T a n g 

e t a l . , 2 0 0 3 ) . M u t a n t htt a l s o s i g n i f i c a n t l y p o t e n t i a t e d I P 3 R - m e d i a t e d C a 2 + r e l e a s e f r o m 

E R s t o r e s i n m o u s e a n d r a t M S N s ( T a n g e t a l . , 2 0 0 3 , 2 0 0 4 ) . 

A s t h e f i n d i n g s i n c u l t u r e d n e u r o n s d e s c r i b e d a b o v e c l e a r l y i l l u s t r a t e , e f f e c t s o f 

m h t t o n i n t r a c e l l u l a r C a 2 + h o m e o s t a s i s o c c u r a s e a r l y a s t h e t i m e o f b i r t h ( Z e r o n e t a l . , 

2 0 0 4 ; O l i v e i r a e t a l . , 2 0 0 6 ) , a s w i t h m h t t - i n d u c e d c h a n g e s o f N M D A R a c t i v i t y d i s c u s s e d i n 

p r e v i o u s s e c t i o n s . T o g e t h e r t h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t m h t t - m e d i a t e d d y s r e g u l a t i o n o f 

C a 2 + s i g n a l i n g c o n t r i b u t e s t o e a r l y c e l l u l a r c h a n g e s t h a t r e n d e r s t r i a t a l M S N s e x q u i s i t e l y 

v u l n e r a b l e i n H D . 

1 . 4 . 2 . M i t o c h o n d r i a l D y s f u n c t i o n i n H D a n d M o d e l s o f H D 

I n t a c t m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n i s a b s o l u t e l y e s s e n t i a l t o t h e c e l l , n o t o n l y b e c a u s e 

m i t o c h o n d r i a a r e t h e m a i n s o u r c e o f m e t a b o l i c e n e r g y , b u t a l s o b e c a u s e t h e y p l a y a 

c r i t i c a l r o l e i n t h e r e g u l a t i o n o f i n t r a c e l l u l a r C a 2 + h o m e o s t a s i s . A s m e n t i o n e d p r e v i o u s l y i n 

s e c t i o n s 1 . 2 . 6 a n d 1 . 1 . 4 . 1 , i n h i b i t i o n o f m i t o c h o n d r i a l e l e c t r o n t r a n s p o r t c h a i n f u n c t i o n 

l e a d s t o N M D A R - d e p e n d e n t s t r i a t a l l e s i o n i n g s i m i l a r t o t h a t o b s e r v e d i n H D ( B e a l e t a l . , 
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1 9 9 3 ; G r e e n e e t a l . , 1 9 9 3 ; B r o u i l l e t e t a l . , 1 9 9 5 ; G r e e n e a n d G r e e n a m y r e , 1 9 9 5 ; 

B o g d a n o v e t a l . , 1 9 9 8 ) , a n d p o l y Q e x p a n s i o n i n htt h a s b e e n r e p o r t e d t o c o n t r i b u t e t o 

m i t o c h o n d r i a l d y s f u n c t i o n b y b l o c k i n g m o v e m e n t o f m i t o c h o n d r i a a l o n g n e u r o n a l 

p r o c e s s e s ( T r u s h i n a e t a l . , 2 0 0 4 ; C h a n g e t a l . , 2 0 0 6 ) . 

A n u m b e r o f c h a n g e s i n m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n , m o s t l y i n t h e d i r e c t i o n o f 

d e c r e a s e d f u n c t i o n , h a v e b e e n r e p o r t e d i n b r a i n s o f H D p a t i e n t s . T h e s e i n c l u d e a 

r e d u c t i o n i n m i t o c h o n d r i a l o x y g e n c o n s u m p t i o n a n d d i m i n i s h e d g l u c o s e m e t a b o l i s m 

( S t a h l a n d S w a n s o n , 1 9 7 4 ; L e e n d e r s e t a l . , 1 9 8 6 ) , a s w e l l a s d e c r e a s e d c A M P l e v e l s i n 

t h e c e r e b r o s p i n a l f l u i d ( C S F ) ( C r a m e r e t a l . , 1 9 8 4 ) a n d p o s t - m o r t e m b r a i n s ( G i n e s e t a l . , 

2 0 0 3 ) o f H D p a t i e n t s . E n z y m e s t h a t f u n c t i o n i n o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n i n c l u d i n g 

a c o n i t a s e a n d m i t o c h o n d r i a l c o m p l e x e s II, III, a n d I V , a l s o d i s p l a y e d d e c r e a s e d a c t i v i t y i n 

s t r i a t a l t i s s u e f r o m H D p a t i e n t s ( B r e n n a n e t a l . , 1 9 8 5 ; B e a l , 1 9 9 5 ; G u e t a l . , 1 9 9 6 ; B r o w n e 

e t a l . , 1 9 9 7 ; T a b r i z i e t a l . , 1 9 9 9 ) . 

In a d d i t i o n t o c h a n g e s i n t h e C N S , a b e r r a n t m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n a n d a n o m a l o u s 

e n e r g y p r o d u c t i o n h a v e a l s o b e e n n o t e d i n p e r i p h e r a l t i s s u e s o f p a t i e n t s s u f f e r i n g f r o m 

H D , i n c l u d i n g m u s c l e ( K o r o s h e t z e t a l . , 1 9 9 7 ; A r e n a s e t a l . , 1 9 9 8 ; S a f t e t a l . , 2 0 0 5 ) a n d 

l y m p h o b l a s t s ( P a n o v e t a l . , 2 0 0 2 ; G i n e s e t a l . , 2 0 0 3 ) . L y m p h o b l a s t s f r o m h u m a n H D 

p a t i e n t s , i n p a r t i c u l a r , a p p e a r e d t o b e e x t r e m e l y s u s c e p t i b l e t o t r e a t m e n t w i t h 

m i t o c h o n d r i a l t o x i n s , d i s p l a y i n g a r e m a r k a b l e i n c r e a s e i n t h e e x t e n t o f m i t o c h o n d r i a l 

m e m b r a n e d e p o l a r i z a t i o n a n d a p o p t o t i c c e l l d e a t h i n r e s p o n s e t o c y a n i d e o r 

s t a u r o s p o r i n e t r e a t m e n t ( S a w a e t a l . , 1 9 9 9 ) . 

C h a n g e s i n m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n s i n e v i t a b l y a f f e c t c e l l u l a r f u n c t i o n , w i t h o f t e n 

s e r i o u s c o n s e q u e n c e s i n t h e d e t e r m i n a t i o n o f c e l l s u r v i v a l v e r s u s c e l l d e a t h . U n d e r 

p h y s i o l o g i c a l c o n d i t i o n s o f n e u r o n a l a c t i v a t i o n , w h e r e m o d e r a t e a m o u n t s o f C a 2 + a r e 

t a k e n u p b y m i t o c h o n d r i a , t h e i n n e r m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e ( I M M ) u n d e r g o e s t r a n s i e n t 
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a n d m o d e r a t e d e p o l a r i z a t i o n t h a t s u b s e q u e n t l y r e t u r n s t o b a s e l i n e l e v e l s f o l l o w i n g 

r e m o v a l o f t h e C a 2 + - i n d u c i n g s t i m u l u s . T h e e l e c t r o c h e m i c a l g r a d i e n t a c r o s s t h e I M M 

d r i v e s u p t a k e o f C a 2 + f r o m t h e c y t o s o l i n t o t h e m i t o c h o n d r i a a n d a s s u c h s u p p o r t s t h e 

m a j o r C a 2 + - b u f f e r i n g s y s t e m w i t h i n t h e c e l l ( r e v i e w e d i n N i c h o l l s a n d W a r d , 2 0 0 0 ) . 

H o w e v e r , a p p l i c a t i o n o f t o x i c l e v e l s o f s t i m u l i s u c h a s l a r g e a m o u n t s o f g l u t a m a t e o r 

N M D A g e n e r a l l y l e a d s t o p a t h o l o g i c a l l y h i g h l e v e l s o f i n t r a c e l l u l a r C a 2 + . W h e n t h e 

c o n c e n t r a t i o n o f i n t r a c e l l u l a r C a 2 + e x c e e d s 1 u M , s u c h a s o c c u r s f o l l o w i n g N M D A R 

o v e r - s t i m u l a t i o n o r r e l e a s e f r o m E R s t o r e s , e x c e s s i v e a m o u n t s o f c y t o s o l i c C a 2 + a r e 

l o a d e d i n t o m i t o c h o n d r i a t h e r e b y c a u s i n g t h e b u f f e r i n g a b i l i t y o f t h e s e o r g a n e l l e s t o b e 

o v e r - b u r d e n e d . T h i s i s f o l l o w e d b y a p e r m a n e n t a n d m a s s i v e d e p o l a r i z a t i o n o f t h e I M M , 

l e a d i n g t o f o r m a t i o n a n d a c t i v a t i o n o f t h e l a r g e c o n d u c t a n c e p o r e , m P T . O n c e t h e m P T i s 

a c t i v a t e d , t h e e l e c t r o c h e m i c a l g r a d i e n t a c r o s s t h e I M M t h a t n o r m a l l y m a i n t a i n s a c t i v i t y o f 

t h e e l e c t r o n t r a n s p o r t c h a i n t o d r i v e A T P p r o d u c t i o n b e c o m e s d i s s i p a t e d . T h i s r e n d e r s 

m i t o c h o n d r i a u n a b l e t o m a i n t a i n n o r m a l o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n a c t i v i t y o r t o b u f f e r 

C a 2 + , s o t h a t o x i d a t i v e g e n e r a t i o n o f A T P i s a b o l i s h e d , a n d A T P - d e p e n d e n t p r o c e s s e s 

s u c h a s m a i n t e n a n c e o f a h y p e r p o l a r i z e d p o t e n t i a l a c r o s s t h e p l a s m a m e m b r a n e b y 

a c t i v i t y o f t h e N a + / C a 2 + e x c h a n g e r i s c u r t a i l e d . P r o d u c t i o n o f r e a c t i v e o x y g e n s p e c i e s 

( R O S ) i s i n c r e a s e d , a n d C a 2 + i s d u m p e d b a c k i n t o t h e c y t o s o l a l o n g w i t h o t h e r 

p r o - a p o p t o t i c f a c t o r s l e a d i n g t o a c t i v a t i o n o f C a 2 + - d e p e n d e n t a p o p t o t i c a n d e x c i t o t o x i c 

p a t h w a y s ( r e v i e w e d i n W h i t e a n d R e y n o l d s , 1 9 9 6 ; D u c h e n , 2 0 0 4 ; O r r e n i u s , 2 0 0 4 ; B e a l , 

2 0 0 5 ) . 

B e c a u s e m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n i s i n t i m a t e l y l i n k e d t o c h a n g e s i n l e v e l s o f 

i n t r a c e l l u l a r C a 2 + , r e a s o n i n g s u g g e s t s t h a t m h t t - i n d u c e d c h a n g e s i n C a 2 + h o m e o s t a s i s 

m a y a f f e c t m i t o c h o n d r i a f u n c t i o n a n d w e e versa. M i t o c h o n d r i a i s o l a t e d f r o m s t r i a t a l 

n e u r o n s i n b o t h r a t ( B r u s t o v e t s k y e t a l . , 2 0 0 3 ) a n d m o u s e ( B r u s t o v e t s k y e t a l . , 2 0 0 5 ) 
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a p p e a r e d t o b e m o r e s e n s i t i v e t o c h a n g e s i n i n t r a c e l l u l a r C a l e v e l s , a s t h e y w e r e m o r e 

p r o n e t o m P T f o r m a t i o n t h a n m i t o c h o n d r i a i s o l a t e d f r o m c o r t i c a l n e u r o n s . T h e s e r e s u l t s 

a r e o n c e a g a i n i n a g r e e m e n t w i t h t h e o b s e r v a t i o n i n H D p a t i e n t s o f c o r t i c a l p r e s e r v a t i o n 

u n t i l f a i r l y l a t e s t a g e s o f d i s e a s e ( V o n s a t t e l a n d D i F i g l i a , 1 9 9 8 ) . 

A p a r t f r o m t h e i n t r i n s i c s u s c e p t i b i l i t y o f s t r i a t a l m i t o c h o n d r i a t o c h a n g e s i n 

i n t r a c e l l u l a r C a 2 + l e v e l s , m h t t c a n d i r e c t l y m o d u l a t e m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n . L i k e W T h t t , 

N - t e r m i n a l m h t t f r a g m e n t s a r e c a p a b l e o f d i r e c t l y b i n d i n g m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e s , a n 

i n t e r a c t i o n w h i c h i s b e l i e v e d t o c o n t r i b u t e t o C a 2 + r e t e n t i o n d e f i c i t s a n d / o r f o r m a t i o n o f t h e 

m P T ( P a n o v e t a l . , 2 0 0 2 ; C h o o e t a l . , 2 0 0 4 ) . I n c r e a s e d t e n d e n c y f o r C a 2 + - i n d u c e d I M M 

d e p o l a r i z a t i o n a n d m P T f o r m a t i o n w a s d e m o n s t r a t e d i n l i v e r m i t o c h o n d r i a f r o m H a Y ? 0 1 1 1 

m i c e ( C h o o e t a l . , 2 0 0 4 ) , a n d s i m i l a r f i n d i n g s w e r e m a d e i n l y m p h o b l a s t m i t o c h o n d r i a 

f r o m H D p a t i e n t s ( P a n o v e t a l . , 2 0 0 2 ) . M i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l s i n b r a i n s o f 

Y A C 7 2 m i c e w e r e a l s o m o r e d e p o l a r i z e d a t b a s e l i n e , a n d u n d e r w e n t a d d i t i o n a l 

d e p o l a r i z a t i o n f o l l o w i n g e x p o s u r e t o s m a l l e r l o a d s o f C a 2 + a s c o m p a r e d w i t h W T c o n t r o l s 

( P a n o v e t a l . , 2 0 0 2 ) . O t h e r m e a s u r e s o f m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n s u c h a s A T P a n d c A M P 

l e v e l s a l s o i n d i c a t e d c o m p r o m i s e d e n e r g y p r o d u c t i o n c a p a c i t y , i n t h e s t r i a t u m o f HdhQ/[ 11 

KI m i c e ( G i n e s e t a l . , 2 0 0 3 ) , a n d i n i m m o r t a l i z e d s t r i a t a l c e l l s f r o m t h i s s a m e m o u s e 

m o d e l ( S T H d r ? 0 1 1 1 ) ( G i n e s e t a l . , 2 0 0 3 ; S e o n g e t a l . , 2 0 0 5 ) . N o t s u r p r i s i n g l y , 

m h t t - e x p r e s s i n g c e l l s w h i c h e x h i b i t e d i m p a i r e d m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n a l s o d i s p l a y e d 

i n c r e a s e d s e n s i t i v i t y t o t r e a t m e n t w i t h m i t o c h o n d r i a l t o x i n s ( S a w a e t a l . , 1 9 9 9 ; G i n e s e t 

a l . , 2 0 0 3 ; O l i v e i r a e t a l . , 2 0 0 6 ; S h e h a d e h e t a l . , 2 0 0 6 ) . A n o v e r a l l c o m p r o m i s e i n t h e 

a b i l i t y o f m i t o c h o n d r i a t o m a i n t a i n C a 2 + h o m e o s t a s i s o r t o m e e t t h e m e t a b o l i c d e m a n d s o f 

t h e c e l l , t h e n , w o u l d l i k e l y a c t s y n e r g i s t i c a l l y w i t h o t h e r m h t t - i n d u c e d , N M D A R - d e p e n d e n t 

p a t h w a y s t o p r o d u c e a d d i t i o n a l o x i d a t i v e d a m a g e . 

W i t h a c c u m u l a t i n g e v i d e n c e i n d i c a t i n g i m p a i r m e n t o f m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n f r o m 
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s t u d i e s i n b o t h H D p a t i e n t s a n d r o d e n t m o d e l s , w e d e v e l o p a n i n c r e a s i n g a w a r e n e s s o f 

t h e n o t i o n t h a t m i t o c h o n d r i a l d y s f u n c t i o n g r e a t l y e n h a n c e s s e n s i t i v i t y o f s t r i a t a l n e u r o n s 

t o e x c i t o t o x i c d a m a g e i n H D . T o g e t h e r w i t h e v i d e n c e i n s u p p o r t o f a r o l e f o r a b e r r a n t 

N M D A R a c t i v i t y , t h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t s i g n a l i n g e v e n t s d o w n s t r e a m o f N M D A R 

a c t i v a t i o n a r e c r i t i c a l l y i m p o r t a n t i n s e l e c t i v e l y t a r g e t i n g s t r i a t a l n e u r o n s f o r d e g e n e r a t i o n 

i n H D . 

1 . 4 . 3 . C a s p a s e A c t i v a t i o n 

B o t h n o r m a l a n d m u t a n t f o r m s o f htt c o n t a i n c o n s e n s u s c a s p a s e c l e a v a g e 

s e q u e n c e s ( W e l l i n g t o n e t a l . , 1 9 9 8 , 2 0 0 0 ) , a n d t h e y a r e i n d e e d s u b s t r a t e s f o r c l e a v a g e 

b y t h e s e e n z y m e s i n t h e h u m a n b r a i n ( W e l l i n g t o n e t a l . , 2 0 0 2 ) ; c e l l s w i t h i n t h e s t r i a t u m o f 

H D p a t i e n t s c o r r e s p o n d i n g l y s h o w e d s i g n s o f a p o p t o t i c d e a t h ( D r a g u n o w e t a l . , 1 9 9 5 ; 

S a n c h e z e t a l . , 1 9 9 9 ) . M o u s e m o d e l s o f H D r e v e a l e d s i g n i f i c a n t l y h i g h e r l e v e l s o f a c t i v e 

c a s p a s e - 3 i n d u c e d b y s t r e s s s t i m u l i ( S a w a e t a l . , 1 9 9 9 ; Z e r o n e t a l . , 2 0 0 2 ) , a n d i n h i b i t i o n 

o f c a s p a s e - m e d i a t e d c l e a v a g e o f htt e i t h e r b y p h a r m a c o l o g i c a l b l o c k a d e o f t h e e n z y m e 

o r b y g e n e t i c a b l a t i o n o f a c a s p a s e c l e a v a g e s i t e i n m h t t s u c c e s s f u l l y p r o t e c t e d a g a i n s t 

m h t t - i n d u c e d a p o p t o t i c d e a t h ( Z e r o n e t a l . , 2 0 0 2 ; G r a h a m e t a l . , 2 0 0 6 ) . T h e a p o p t o t i c 

c a s c a d e t h a t i s i n t u r n a c t i v a t e d b y m h t t a n d i t s c l e a v a g e p r o d u c t s i s b e l i e v e d t o b e 

m e d i a t e d a t l e a s t i n p a r t v i a m i t o c h o n d r i a l d y s f u n c t i o n a n d / o r a c t i v a t i o n o f t h e i n t r i n s i c 

m i t o c h o n d r i a - d e p e n d e n t c a s p a s e c a s c a d e ( i n v o l v i n g c a s p a s e - 9 ) , s i n c e 

N M D A R - d e p e n d e n t a p o p t o s i s w a s r e d u c e d u p o n t r e a t m e n t b y i n h i b i t o r s o f t h e m P T o r o f 

c a s p a s e - 9 ( Z e r o n e t a l . , 2 0 0 4 ; T a n g e t a l . , 2 0 0 5 ) . 
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1 . 4 . 4 . C e l l u l a r T o x i c i t y a n d I n v o l v e m e n t o f N R 1 / N R 2 B - T y p e N M D A R s 

W h i l e it r e m a i n s a n i s s u e o f d e b a t e a s t o w h e t h e r t h e e x c i t o t o x i c c e l l d e a t h 

o b s e r v e d i n H D p a t i e n t s a n d a n i m a l / c e l l l i n e m o d e l s o f H D p r o c e e d s v i a a p o p t o t i c a n d / o r 

n e c r o t i c p a t h w a y s , a p l e t h o r a o f s t u d i e s h a v e i n v e s t i g a t e d t h e r o l e o f htt p o l y Q e x p a n s i o n 

i n m e d i a t i n g a n d m o d u l a t i n g N M D A R - d e p e n d e n t e x c i t o t o x i c i t y . 

A s m e n t i o n e d p r e v i o u s l y , d a t a f r o m m o u s e m o d e l s o f H D s t r o n g l y s u g g e s t e d 

s e n s i t i z a t i o n o f N M D A R s b y m h t t . O n e o f t h e f i r s t d e m o n s t r a t i o n s o f a f u n c t i o n a l 

i n t e r a c t i o n b e t w e e n htt p o l y Q e x p a n s i o n a n d c h a n g e s i n N M D A R a c t i v i t y , h o w e v e r , c a m e 

f r o m s t u d i e s u s i n g a r e l a t i v e l y s i m p l e a n d w e l l - c h a r a c t e r i z e d c e l l l i n e m o d e l , t h e 

h e t e r o l o g o u s h u m a n e m b r y o n i c k i d n e y ( H E K ) 2 9 3 c e l l s . C e l l s w e r e t r a n s f e c t e d t o 

c o - e x p r e s s t h e N R 1 / N R 2 B - t y p e N M D A R s w i t h f u l l - l e n g t h h u m a n h t t c o n t a i n i n g e i t h e r a 

n o r m a l ( 1 5 Q ) o r e x p a n d e d ( 1 3 8 Q ) p o l y Q t r a c t ( C h e n e t a l . , 1 9 9 9 b ) . In t h i s m o d e l , l a r g e r 

N M D A R - m e d i a t e d c u r r e n t s w e r e o b s e r v e d i n c e l l s t h a t c o - e x p r e s s e d h t t - 1 3 8 Q , r e l a t i v e t o 

h t t - 1 5 Q . A s p e c i f i c i n v o l v e m e n t o f t h e N R 2 B s u b u n i t w a s s u g g e s t e d d u e t o a l a c k o f 

e f f e c t o f m h t t e x p r e s s i o n o n c u r r e n t m e d i a t e d b y t h e N R 1 / N R 2 A - s u b t y p e o f N M D A R s i n 

t h i s s a m e s t u d y ( C h e n e t a l . , 1 9 9 9 b ) . S i m i l a r l y , u s e o f t h e s a m e t r a n s f e c t e d c e l l s y s t e m i n 

a s u b s e q u e n t s t u d y e x a m i n i n g N M D A R - d e p e n d e n t c e l l d e a t h s u g g e s t e d a n 

N R 2 B - s e l e c t i v e p a t h w a y ; t h e n u m b e r o f c e l l s s h o w i n g s i g n s o f a p o p t o t i c d e a t h w a s o n l y 

i n c r e a s e d f o r m h t t - e x p r e s s i n g c e l l s t h a t c o - e x p r e s s e d N R 1 / N R 2 B b u t n o t N R 1 / N R 2 A 

( Z e r o n e t a l . , 2 0 0 1 ) . 

In a d i f f e r e n t s t u d y u s i n g i m m o r t a l i z e d h i p p o c a m p a l H N 3 3 c e l l s , t r a n s i e n t 

t r a n s f e c t i o n o f t h e c e l l s w i t h h t t - 4 8 Q , b u t n o t h t t - 1 6 Q , l e d t o s i g n i f i c a n t l y h i g h e r l e v e l s o f 

g l u t a m a t e - i n d u c e d a p o p t o s i s ( S u n e t a l . , 2 0 0 1 ) . T h e s e f i n d i n g s a n d r e s u l t s f r o m t h e 

H E K 2 9 3 c e l l l i n e w e r e c o r r o b o r a t e d b y f i n d i n g s i n t h e Y A C t r a n s g e n i c m o u s e m o d e l , 
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w h e r e N M D A - e v o k e d c u r r e n t a m p l i t u d e w a s g r e a t l y a u g m e n t e d i n c u l t u r e d s t r i a t a l M S N s 

f r o m Y A C 7 2 r e l a t i v e t o W T c o n t r o l s a s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y i n s e c t i o n 1 . 3 . 2 ( Z e r o n e t a l . , 

2 0 0 2 ) . E f f e c t s o f m h t t e x p r e s s i o n o n N M D A - i n d u c e d c e l l d e a t h w e r e a l s o e x a m i n e d i n 

c u l t u r e d s t r i a t a l M S N s , a n d M S N s f r o m Y A C t r a n s g e n i c m i c e d i s p l a y e d s i g n i f i c a n t l y 

a u g m e n t e d l e v e l s o f N M D A R - m e d i a t e d c e l l d e a t h i n c o m p a r i s o n t o W T , i n a p o l y Q 

l e n g t h - d e p e n d e n t m a n n e r ( Z e r o n e t a l . , 2 0 0 2 ; S h e h a d e h e t a l . , 2 0 0 6 ) . I n t e r e s t i n g l y , t h e 

e x t e n t o f m h t t - p o t e n t i a t e d a p o p t o t i c d e a t h i n Y A C 7 2 M S N s a p p e a r e d t o b e t i g h t l y 

c o r r e l a t e d w i t h c u r r e n t f l o w t h r o u g h N M D A R s , a s p h a r m a c o l o g i c a l r e d u c t i o n o f 

N M D A - i n d u c e d C a 2 + i n f l u x i n Y A C 7 2 M S N s t o W T l e v e l s l e d t o a c o r r e s p o n d i n g d e c r e a s e 

i n N M D A R - d e p e n d e n t a p o p t o s i s , a l s o t o W T l e v e l s ( S h e h a d e h e t a l . , 2 0 0 6 ) . 

A p o p t o t i c d e a t h w a s f o u n d t o b e e n h a n c e d i n c u l t u r e d M S N s f r o m Y A C 1 2 8 m i c e i n 

c o m p a r i s o n t o W T c o n t r o l s f o l l o w i n g g l u t a m a t e t r e a t m e n t , i n a N M D A R - a n d 

m G l u R - d e p e n d e n t m a n n e r ( T a n g e t a l . , 2 0 0 5 ; a l s o s e e F i g u r e 1 , p o i n t 3 ) . In c o n t r a s t , 

m o d u l a t i o n o f e x c i t o t o x i c c e l l d e a t h b y m h t t a p p e a r e d n o t t o i n v o l v e t h e A M P A R s u b c l a s s 

o f i G l u R s , s i n c e A M P A t r e a t m e n t o f c u l t u r e d M S N s l e d t o s i m i l a r a m o u n t s o f c e l l d e a t h 

r e g a r d l e s s o f htt p o l y Q l e n g t h ( Z e r o n e t a l . , 2 0 0 2 ) . 

A s p e c i f i c i n v o l v e m e n t o f t h e N R 2 B - c o n t a i n i n g N M D A R s w a s f u r t h e r c o n f i r m e d , a s 

p h a r m a c o l o g i c a l i n h i b i t i o n o f t h e N R 1 / N R 2 B - t y p e o f N M D A R s n o t o n l y r e d u c e d 

g l u t a m a t e - i n d u c e d d e a t h i n Y A C 1 2 8 M S N s ( T a n g e t a l . , 2 0 0 5 ) , b u t a l s o b l o c k e d m o r e 

t h a n h a l f o f t h e c u r r e n t a n d i n h i b i t e d t h e m a j o r i t y ( > 8 0 % ) o f N M D A - i n d u c e d c e l l d e a t h i n 

M S N s f r o m b o t h W T a n d Y A C 7 2 m i c e ( Z e r o n e t a l . , 2 0 0 2 ) . C u l t u r e d c e r e b e l l a r g r a n u l e 

n e u r o n s , w h i c h d o n o t e x p r e s s t h e N R 2 B s u b u n i t , w e r e e x a m i n e d i n p a r a l l e l a s a c o n t r o l ; 

s i m i l a r l e v e l s o f N M D A R - d e p e n d e n t c e l l d e a t h w e r e o b s e r v e d i n W T a n d Y A C 7 2 n e u r o n s 

( Z e r o n e t a l . , 2 0 0 2 ) , c o n s i s t e n t w i t h a N R 2 B - s e l e c t i v e m e c h a n i s m o f m h t t - e l i c i t e d t o x i c i t y . 

T h e t o x i c i t y - p o t e n t i a t i n g e f f e c t o f m h t t e x p r e s s i o n , i n a d d i t i o n t o a c t i n g v i a 
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e n h a n c e m e n t o f N M D A R a c t i v i t y , l i k e l y a l s o i n v o l v e s i m p a i r i n g m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n a s 

d e s c r i b e d p r e v i o u s l y , a n d t h e t w o e v e n t s a r e l i k e l y r e l a t e d . In f a c t , m o u n t i n g e v i d e n c e 

i m p l i c a t e s d y s f u n c t i o n a l N M D A R s i g n a l i n g t h r o u g h m i t o c h o n d r i a i n r e n d e r i n g M S N s m o r e 

s u s c e p t i b l e t o e x c i t o t o x i c d a m a g e i n t h e p r e s e n c e o f m h t t e x p r e s s i o n ( F i g u r e 1 , p o i n t 5 ) . 

A s t u d y b y S t o u t a n d c o - w o r k e r s ( 1 9 9 8 ) f o u n d m i t o c h o n d r i a l u p t a k e o f C a 2 + t o b e c r i t i c a l 

f o r N M D A R - d e p e n d e n t e x c i t o t o x i c i t y . T r e a t m e n t w i t h N M D A i n d u c e d s i g n i f i c a n t l y l a r g e r 

d e p o l a r i z a t i o n o f t h e I M M i n s t r i a t a l n e u r o n s f r o m Y A C 4 6 a n d Y A C 7 2 m i c e , i n c o m p a r i s o n 

t o W T ( Z e r o n e t a l . , 2 0 0 4 ) . S i m i l a r l y , f o r m a t i o n o f t h e m P T f o l l o w i n g g l u t a m a t e t r e a t m e n t , 

a s d e t e r m i n e d b y r e l e a s e o f c y t o c h r o m e c f r o m t h e i n t r a - m i t o c h o n d r i a l s p a c e i n t o t h e 

c y t o s o l , w a s m o r e r e a d i l y a p p a r e n t i n Y A C 1 2 8 M S N s r e l a t i v e t o c o n t r o l s ( T a n g e t a l . , 

2 0 0 5 ) . C o n v e r s e l y , t r e a t m e n t o f M S N s f r o m Y A C t r a n s g e n i c m i c e w i t h m i t o c h o n d r i a l 

f u n c t i o n - p r o m o t i n g a g e n t s d r a m a t i c a l l y d e c r e a s e d b o t h t h e a c t i v a t i o n o f c a s p a s e s a n d 

t h e e x t e n t o f N M D A - e l i c i t e d a p o p t o t i c d e a t h ( Z e r o n e t a l . , 2 0 0 4 ) . 

T h e s e f i n d i n g s o n c e a g a i n c l e a r l y i m p l i c a t e a b e r r a n t N M D A R a c t i v i t y a n d r e l a t e d 

m i t o c h o n d r i a l d y s f u n c t i o n i n t h e e n h a n c e m e n t o f e x c i t o t o x i c c e l l d e a t h b y m h t t , e v e n f r o m 

t h e b i r t h o f t h e a n i m a l . M o r e o v e r , s t u d i e s o n t h e r o l e o f m h t t m o d u l a t i o n o f 

N M D A R - m e d i a t e d t o x i c i t y i n m o u s e a n d c e l l l i n e m o d e l s o f H D , c o u p l e d w i t h t h e 

o b s e r v a t i o n o f t h e d i s p r o p o r t i o n a t e l o s s o f s t r i a t a l M S N s e x p r e s s i n g h i g h l e v e l s o f 

N M D A R s i n H D p a t i e n t s ( Y o u n g e t a l . , 1 9 8 8 ; A l b i n e t a l . , 1 9 9 0 ) a s w e l l a s a n e n r i c h m e n t 

o f N R 2 B - c o n t a i n i n g N M D A R s i n t h e s t r i a t u m v e r s u s o t h e r p a r t s o f t h e f o r e b r a i n 

( L a n d w e h r m e y e r e t a l . , 1 9 9 5 ; G h a s e m z a d e h e t a l . , 1 9 9 6 ; R i g b y e t a l . , 1 9 9 6 ; S t a n d a e r t e t 

a l . , 1 9 9 9 ; C h r i s t i e e t a l . , 2 0 0 0 ; K u p p e n b e n d e r e t a l . , 2 0 0 0 ; L i e t a l . , 2 0 0 3 ) , s t r o n g l y 

s u g g e s t t h a t t h e N R 2 B s u b u n i t p l a y s a c e n t r a l r o l e i n p r o m o t i n g N M D A R - d e p e n d e n t 

t o x i c i t y i n H D p a t h o g e n e s i s . 
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1.5. Mechanisms Underlying mHtt-lnduced Alterations in NMDAR Signaling 

W h i l e m a n y s t u d i e s h a v e f o c u s e d o n c h a r a c t e r i z i n g t h e f u n c t i o n a l l i n k b e t w e e n 

N M D A R s a n d p o l y Q - e x p a n d e d h t t , t h e u n d e r l y i n g p h y s i c a l m e a n s o f a s s o c i a t i o n a n d t h e 

a c t u a l m e d i a t o r ( s ) o f m h t t a c t i o n o n N M D A R s r e m a i n l a r g e l y u n k n o w n . A n u m b e r o f 

t h e s e p o s s i b i l i t i e s a r e i l l u s t r a t e d i n F i g u r e 3 a n d s u m m a r i z e d i n t h e f o l l o w i n g p a r a g r a p h s . 

1 . 5 . 1 . I n t e r a c t i o n s o f N M D A R s w i t h t h e A c t i n C S K a n d P S D - A s s o c i a t e d P r o t e i n s 

A v a s t n u m b e r o f p a t h w a y s c o n v e r g e o n N M D A R s t o r e g u l a t e t h e i r f u n c t i o n . O n e 

o f t h e s e p a t h w a y s i n v o l v e s i n t e r a c t i o n s w i t h c o m p o n e n t s o f t h e C S K , w h i c h i s k n o w n t o 

p l a y a n e s s e n t i a l r o l e i n m a i n t a i n i n g n o r m a l n e u r o n a l f u n c t i o n , a s w e l l a s p r o v i d i n g 

s t r u c t u r a l a n d f u n c t i o n a l r e g u l a t i o n t o r e c e p t o r s o n t h e p l a s m a m e m b r a n e ( D i n g l e d i n e e t 

a l . , 1 9 9 9 ) . P h y s i c a l l y a n d s t r u c t u r a l l y , t h i s r e g u l a t i o n t a k e s t h e f o r m o f m o d u l a t i o n o f 

r e c e p t o r t a r g e t i n g , a n c h o r i n g / c l u s t e r i n g , a n d r e m o v a l , w h i l e f u n c t i o n a l l y t h e c o m p o n e n t s 

o f t h e C S K s u c h a s m i c r o t u b u l e s , a c t i n f i l a m e n t s , a n d a s s o c i a t e d p r o t e i n s p a r t i c i p a t e i n 

t h e m o d u l a t i o n o f r e c e p t o r a c t i v i t y a n d t h e s i g n a l i n g p a t h w a y s d o w n s t r e a m o f r e c e p t o r 

a c t i v a t i o n ( A l l i s o n e t a l . , 1 9 9 8 , 2 0 0 0 ; r e v i e w e d i n D i n g l e d i n e e t a l . , 1 9 9 9 ) . 

S p e c i f i c a l l y , r e g u l a t i o n o f N M D A R s b y m i c r o t u b u l e s ( Y u e n e t a l . , 2 0 0 5 ) a n d b y t h e 

a c t i n C S K ( R o s e n m u n d a n d W e s t b r o o k , 1 9 9 3 ; A l l i s o n e t a l . , 1 9 9 8 ; L e i e t a l . , 2 0 0 1 ) h a s 

b e e n r e p o r t e d . T h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n N M D A R s a n d t h e a c t i n C S K i s n o t a d i r e c t o n e 

b u t r a t h e r i s t h o u g h t t o b e m e d i a t e d b y a c t i n - c r o s s l i n k i n g p r o t e i n s s u c h a s a - a c t i n i n s , 

w h i c h h a v e b e e n s h o w n t o d i r e c t l y b i n d N M D A R s u b u n i t s N R 1 a n d N R 2 B ( W y s z y n s k i e t 

a l . , 1 9 9 7 , 1 9 9 8 ; A l l i s o n e t a l . , 1 9 9 8 ; D u n a h e t a l . , 2 0 0 0 ; r e v i e w e d i n S h i r a o a n d S e k i n o , 

2 0 0 1 ) . P r o p e r p o s t - s y n a p t i c l o c a l i z a t i o n a n d a n c h o r i n g o f t h e s y n a p t i c p o o l o f N M D A R s 
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a r e c r i t i c a l l y d e p e n d e n t o n a n i n t a c t a c t i n C S K , a s d e p o l y m e r i z a t i o n o f F - a c t i n r e s u l t e d i n 

a l o s s o f N M D A R s f r o m t h e P S D ( A l l i s o n e t a l . , 1 9 9 8 ) . C o n v e r s e l y , N M D A R a c t i v i t y h a s 

a l s o b e e n s h o w n t o r e g u l a t e t h e a c t i n C S K b y p r o m o t i n g a c t i n d e p o l y m e r i z a t i o n ( S h o r t e , 

1 9 9 7 ) ; t h i s t h e n a f f e c t s t h e b i n d i n g o f C S K - a s s o c i a t e d p r o t e i n s t o N M D A R S w h i c h i n t u r n 

a l t e r s N M D A R f u n c t i o n ( E h l e r s e t a l . , 1 9 9 6 b ; W y s z y n s k i e t a l . , 1 9 9 7 ) . S i n c e a - a c t i n i n s 

a r e c r u c i a l f o r l i n k i n g N M D A R s t o a c t i n , m o d u l a t o r s o f t h e a - a c t i n i n / N M D A R i n t e r a c t i o n 

m a y a l s o r e g u l a t e N M D A R f u n c t i o n a n d / o r s u b c e l l u l a r l o c a l i z a t i o n . It i s t h e r e f o r e 

i n t e r e s t i n g t h a t o n e o f t h e a - a c t i n i n i s o f o r m s , a - a c t i n i n 4 , h a s b e e n s h o w n t o 

c o - i m m u n o p r e c i p i t a t e w i t h H I P - 1 i n H E K 2 9 3 c e l l s o v e r - e x p r e s s i n g t h e s e t w o p r o t e i n s 

( C D . I c t o n , 2 0 0 1 M . S c . t h e s i s ) 

In a d d i t i o n t o r e g u l a t i o n b y t h e a c t i n C S K , m e m b e r s o f t h e M A G U K f a m i l y o f 

P S D - a s s o c i a t e d s c a f f o l d i n g p r o t e i n s h a v e a l s o b e e n i m p l i c a t e d i n t h e r e g u l a t i o n o f 

N M D A R d i s t r i b u t i o n a s e a r l y a s a d e c a d e a g o ( E h l e r s e t a l . , 1 9 9 6 a ) . S u c h s c a f f o l d i n g 

p r o t e i n s i n c l u d e P S D - 9 5 a n d S A P - 1 0 2 , a n d t h e s e P D Z - c o n t a i n i n g , C S K - a s s o c i a t e d 

p r o t e i n s h a v e b e e n r e p o r t e d t o n o t o n l y r e g u l a t e t r a f f i c k i n g , s u r f a c e e x p r e s s i o n a n d 

s y n a p t i c t a r g e t i n g o f N M D A R s b u t a l s o m o d u l a t e N M D A R f u n c t i o n a n d a c t i v i t y ( S a n s e t 

a l . , 2 0 0 0 , 2 0 0 3 ; R o c h e e t a l . , 2 0 0 1 ; L i n e t a l . , 2 0 0 4 ; r e v i e w e d i n C a r r o l l a n d Z u k i n , 2 0 0 2 ; 

W e n t h o l d e t a l . , 2 0 0 3 ) . M o r e o v e r , M A G U K f a m i l y m e m b e r s a r e k n o w n t o s c a f f o l d a w i d e 

a r r a y o f k i n a s e s / p h o s p h a t a s e s a n d o t h e r s i g n a l i n g m o l e c u l e s i n c l o s e p r o x i m i t y t o t h e 

N M D A R , a n d a s s u c h p l a y a p i v o t a l r o l e i n t h e r e g u l a t i o n o f c e l l u l a r s i g n a l i n g p a t h w a y s 

a r i s i n g f r o m N M D A R a c t i v a t i o n ( r e v i e w e d i n K i m a n d S h e n g , 2 0 0 4 ) . 

1 . 5 . 2 . I n t e r a c t i o n o f N M D A R s a n d m H t t v i a P S D - 9 5 

W h i l e n u m e r o u s p r o t e i n p a r t n e r s o f htt i n i t s n o r m a l a n d m u t a n t f o r m s h a v e b e e n 
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i d e n t i f i e d ( G o e h l e r e t a l . , 2 0 0 4 ; r e v i e w e d i n H a r j e s a n d W a n k e r , 2 0 0 3 ; L i a n d L i , 2 0 0 4 ; 

G i o r g i n i a n d M u c h o w s k i , 2 0 0 5 ) , t h e s e h t t - c o n t a i n i n g p r o t e i n c o m p l e x e s h a v e n o t b e e n 

r e p o r t e d t o c o n t a i n N M D A R s . H o w e v e r , o n e o f t h e s e h t t - b i n d i n g p a r t n e r s i s t h e 

P S D - l o c a l i z e d p r o t e i n P S D - 9 5 , w h i c h a s d e s c r i b e d a b o v e p l a y s a n i m p o r t a n t r o l e i n 

r e g u l a t i n g t h e d i s t r i b u t i o n a n d f u n c t i o n o f N M D A R s . It w a s t h e r e f o r e p r o p o s e d t h a t htt 

a n d N M D A R s m a y b e p h y s i c a l l y l i n k e d v i a m u t u a l i n t e r a c t i o n s w i t h P S D - 9 5 ( S u n e t a l . , 

2 0 0 1 ; S o n g e t a l . , 2 0 0 3 ; F i g u r e 3 , p o i n t 1) . 

K o r n a u a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 5 ) f i r s t d e m o n s t r a t e d a d i r e c t i n t e r a c t i o n b e t w e e n 

P S D - 9 5 a n d t h e C - t e r m i n a l t a i l s o f N R 2 s u b u n i t s . S u b s e q u e n t l y P S D - 9 5 h a s b e e n s h o w n 

t o m o d u l a t e s u r f a c e N M D A R e x p r e s s i o n b y s t a b i l i z i n g t h e l a t t e r i n c e l l s u r f a c e c l u s t e r s 

( R o c h e e t a l . , 2 0 0 1 ) a n d a l s o b y i n c r e a s i n g t h e r a t e o f N M D A R i n s e r t i o n t o t h e s u r f a c e 

( L i n e t a l . , 2 0 0 4 ) . S t u d i e s f r o m b o t h t r a n s f e c t e d 2 9 3 T c e l l s a n d h u m a n c o r t i c a l t i s s u e 

i n d i c a t e d a n i n t e r a c t i o n o f htt w i t h P S D - 9 5 a n d t h e i r a s s o c i a t i o n w i t h N M D A R s u b u n i t s 

N R 1 , N R 2 A , a n d N R 2 B ( S u n e t a l . , 2 0 0 1 ) , s u g g e s t i n g a p h y s i c a l l i n k b e t w e e n htt a n d 

N M D A R s v i a i n t e r a c t i o n s w i t h P S D - 9 5 . T h e h t t / P S D - 9 5 i n t e r a c t i o n i s n o t i d e n t i c a l f o r W T 

a n d m u t a n t f o r m s o f h t t b u t i n s t e a d i s w e a k e n e d b y e x p a n s i o n o f t h e htt p o l y Q t r a c t ( S u n 

e t a l . , 2 0 0 1 ) . E c t o p i c e x p r e s s i o n o f m h t t l e d t o N M D A R - d e p e n d e n t a p o p t o s i s w h i c h w a s 

r e d u c e d b y c o - e x p r e s s i o n w i t h W T h t t , a n d f u n c t i o n a l l y , P S D - 9 5 m o d u l a t e s 

m h t t - t r i g g e r e d N M D A R - m e d i a t e d c e l l d e a t h b y a b o l i s h i n g t h e r e s c u e o f m h t t t o x i c i t y b y 

W T htt c o - e x p r e s s i o n ( S u n e t a l . , 2 0 0 1 ) . H e n c e e x p a n s i o n o f t h e htt p o l y Q t r a c t , b y 

r e d u c i n g t h e a s s o c i a t i o n b e t w e e n m h t t a n d P S D - 9 5 , m a y e f f e c t i v e l y i n c r e a s e t h e a m o u n t 

o f P S D - 9 5 t h a t i s a v a i l a b l e f o r b i n d i n g N M D A R s ( S u n e t a l . , 2 0 0 1 ) . N o t o n l y w o u l d s u c h 

a n i n c r e a s e r e s u l t i n s t a b i l i z e d e x p r e s s i o n a n d e n h a n c e d f u n c t i o n o f N M D A R s , b u t it 

c o u l d a l s o s e n s i t i z e m h t t - e x p r e s s i n g c e l l s t o N M D A R - m e d i a t e d t o x i c i t y b y p r o m o t i n g 

N M D A R a c t i v i t y - d e p e n d e n t n i t r i c o x i d e s y n t h a s e a c t i v a t i o n a n d t h e i n i t i a t i o n o f t o x i c 
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d o w n s t r e a m s i g n a l i n g e v e n t s ( S a t t l e r e t a l . , 1 9 9 9 ) . 

D e s p i t e t h e s e f i n d i n g s , h o w e v e r , it r e m a i n s u n c l e a r a s t o w h e t h e r s e n s i t i z a t i o n o f 

P S D - 9 5 - o v e r - e x p r e s s i n g c e l l s t o m h t t - i n d u c e d , N M D A R - d e p e n d e n t a p o p t o s i s i n d e e d 

r e f l e c t s a n a l t e r e d i n t e r a c t i o n b e t w e e n m h t t a n d P S D - 9 5 . D a t a f r o m o u r o w n l a b o r a t o r y 

f a i l e d t o r e v e a l d i f f e r e n c e s i n t h e a m o u n t o f P S D - 9 5 a s s o c i a t e d w i t h N M D A R s i n c o r t i c a l 

o r s t r i a t a l t i s s u e f r o m Y A C t r a n s g e n i c H D m i c e v e r s u s F V B / N W T m i c e ( C o w a n e t a l . , 

2 0 0 5 ) . M o r e o v e r , l o c a l i z a t i o n o f P S D - 9 5 a t s y n a p s e s p r e c l u d e s t h e i n v o l v e m e n t o f t h i s 

p r o t e i n i n m e d i a t i n g e f f e c t s o f m h t t o n n o n - s y n a p t i c a l l y l o c a l i z e d N M D A R s . I n s t e a d , a 

p u t a t i v e r o l e f o r a c t i n - b i n d i n g p r o t e i n s i n r e g u l a t i n g N M D A R s a n d i n m e d i a t i n g t h e e f f e c t s 

o f m h t t o n N M D A R f u n c t i o n h a s b e e n i n v e s t i g a t e d a s p a r t o f m y r e s e a r c h a n d w i l l b e 

d i s c u s s e d i n g r e a t e r d e t a i l i n C h a p t e r 4 o f t h i s t h e s i s . 

1 . 5 . 3 . P h o s p h o r y l a t i o n o f N M D A R s 

A p a r t f r o m i n t e r a c t i o n s w i t h b i n d i n g p r o t e i n s a n d t h e C S K , N M D A R a c t i v i t y i s a l s o 

r e g u l a t e d i n p a r t b y p o s t - t r a n s c r i p t i o n a l a n d p o s t - t r a n s l a t i o n a l e v e n t s . O n e o f t h e m o s t 

p r o m i n e n t p o s t - t r a n s l a t i o n a l m o d i f i c a t i o n s i n v o l v e s p h o s p h o r y l a t i o n , a n d N M D A R 

s u b u n i t s h a v e b e e n r e p o r t e d t o u n d e r g o p h o s p h o r y l a t i o n o n b o t h t y r o s i n e a n d 

s e r i n e / t h r e o n i n e r e s i d u e s . G e n e r a l l y s p e a k i n g , p h o s p h o r y l a t i o n o f N M D A R s o n t y r o s i n e 

s u b u n i t s b y t h e S r c f a m i l y o f n o n - r e c e p t o r p r o t e i n t y r o s i n e k i n a s e s ( S F K s ; s u c h a s S r c 

a n d F y n ) l e a d s t o i n c r e a s e d N M D A R c u r r e n t a n d s u r f a c e e x p r e s s i o n ( F i g u r e 3 , p o i n t 2 ) , 

w h i l e s e r i n e / t h r e o n i n e p h o s p h o r y l a t i o n o f N M D A R s p r o m o t e s f o r w a r d t r a f f i c k i n g o f t h e s e 

r e c e p t o r s ( F i g u r e 3 , p o i n t 3 ) ( r e v i e w e d i n W a n g a n d S a l t e r , 1 9 9 4 ; S a l t e r a n d K a l i a , 2 0 0 4 ; 

W e n t h o l d e t a l . , 2 0 0 3 ; P r y b y l o w s k i a n d W e n t h o l d , 2 0 0 4 ) . C o n v e r s e l y , r e m o v a l o f 

p h o s p h o r y l g r o u p s f r o m N M D A R s u b u n i t s b y p r o t e i n t y r o s i n e p h o s p h a t a s e s c a u s e s a n 
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activity-dependent reduction of surface NMDAR expression as well as decreased 

NMDAR current (Wang et al., 1996; Li et al., 2002; reviewed in Wang and Salter, 1994; 

Salter and Kalia, 2004; Prybylowski and Wenthold, 2004). 

As mentioned earlier in this Introduction (see section 1.2.4), tyrosine-enriched 

motifs within the C-terminal tails of NR2 subunits play an important role in regulating 

receptor internalization and therefore the balance of NMDARs that are localized at the 

surface versus internally. Specifically, phosphorylation of Y837 in NR1 and the 

homologous residue Y842 in NR2A, as well as Y1472 in NR2B, decreases the binding of 

NMDARs to the clathrin adapter protein AP-2 (Roche et al., 2001; Vissel et al., 2001; 

reviewed in Prybylowski and Wenthold, 2004). Because AP-2 binding is necessary for 

clathrin-dependent endocytosis, reduced AP-2 binding results in stabilized NMDAR 

expression at the surface. 

Interestingly, polyQ expansion in htt was shown to alter tyrosine phosphorylation 

on NR2B in at least one study; levels of tyrosine-phosphorylated NR2B (pY-NR2B) were 

significantly increased in transfected 293T or HN33 cells expressing htt-48Q, in 

comparison to htt-16Q-expressing cells (Song et al., 2003). Triply mutating the tyrosine 

residues on NR2B or treatment with a Src inhibitor had similar effects on htt-48Q-induced 

apoptotic death as did blocking NMDAR activity by the competitive inhibitor AP-5, 

suggesting NR2B phosphorylation by Src may play a role in mediating mhtt toxicity by 

sensitizing cells to excitotoxic stimuli (Song et al., 2003). Whether expression of mhtt in 

more physiologically relevant systems in fact modulates tyrosine phosphorylation status 

of NMDARs remains an issue of debate, however, since similar levels of 

tyrosine-phosphorylated NR2A and NR2B have been found in WT and R6/2 HD mice 

(Luthi-Carteretal., 2003). 

Regulation by protein serine/threonine kinases has also been implicated in the 
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m o d u l a t i o n o f N M D A R t r a f f i c k i n g a n d a c t i v i t y . P h o s p h o r y l a t i o n s i t e s f o r t h e p r o t e i n 

s e r i n e / t h r e o n i n e k i n a s e , p r o t e i n k i n a s e C ( P K C ) , h a v e b e e n i d e n t i f i e d o n N M D A R 

s u b u n i t s N R 1 , N R 2 A , a n d N R 2 B ( T i n g l e y e t a l . , 1 9 9 7 ; L e o n a r d a n d H e l l , 1 9 9 7 ) . P K C 

a c t i v a t i o n n o t o n l y i n c r e a s e d t h e a m p l i t u d e o f N M D A R c u r r e n t s , b u t a l s o e n h a n c e d 

N M D A R c h a n n e l o p e n p r o b a b i l i t y , i n b o t h Xenopus o o c y t e s a n d n e u r o n s ( G e r b e r e t a l . , 

1 9 8 9 ; C h e n a n d H u a n g , 1 9 9 2 ; X i o n g e t a l . , 1 9 9 8 ; Z h e n g e t a l . , 1 9 9 9 ; L a n e t a l . , 2 0 0 1 ) . In 

a d d i t i o n , a c t i v a t i o n o f P K C p r o m o t e d d e l i v e r y o f n e w N M D A R s t o t h e c e l l s u r f a c e v i a a 

s o l u b l e N - e t h y l m a l e i m i d e - s e n s i t i v e f u s i o n p r o t e i n ( N S F ) a t t a c h m e n t p r o t e i n r e c e p t o r 

( S N A R E ) - d e p e n d e n t e x o c y t i c p a t h w a y , a l t h o u g h it w a s u n c l e a r w h e t h e r d i r e c t 

p h o s p h o r y l a t i o n o f N M D A R s b y P K C w a s i n v o l v e d i n t h i s p r o c e s s ( L a n e t a l . , 2 0 0 1 ) . 

A p a r t f r o m t h e P K C p h o s p h o r y l a t i o n s i t e s a t S 8 9 0 a n d S 8 9 6 , t h e N R 1 s u b u n i t i s 

a l s o p h o s p h o r y l a t e d o n S 8 9 7 b y t h e c A M P - d e p e n d e n t p r o t e i n s e r i n e / t h r e o n i n e k i n a s e 

p r o t e i n k i n a s e A ( P K A ) ( T i n g l e y e t a l . , 1 9 9 7 ) . I n d e e d , P K A a c t i v i t y h a s a l s o b e e n 

i m p l i c a t e d i n t h e r e g u l a t i o n o f N M D A R f u n c t i o n ( R a m a n e t a l . , 1 9 9 6 ; W e s t p h a l e t a l . , 

1 9 9 9 ) . P h o s p h o r y l a t i o n o f N R 1 a t S 8 9 6 b y P K C a n d a t S 8 9 7 b y P K A t o g e t h e r 

s u p p r e s s e s t h e R X R E R r e t e n t i o n s i g n a l w i t h i n t h e C 1 c a s s e t t e a n d , i n s o d o i n g , 

f a c i l i t a t e s f o r w a r d t r a f f i c k i n g o f N M D A R s a n d t h e i r e x i t f r o m t h e E R ( S c o t t e t a l . , 2 0 0 1 , 

2 0 0 3 ) . 

S t u d i e s a t t e m p t i n g t o f i n d c o r r e l a t i o n s b e t w e e n P K A a c t i v i t y a n d m h t t p o l y Q l e n g t h 

h a v e s o f a r y i e l d e d c o n f l i c t i n g r e s u l t s . W h i l e s t r i a t a l M S N s f r o m R 6 / 2 m i c e d i s p l a y e d 

i n c r e a s e d s t a i n i n g i n t e n s i t y f o r N R 1 - p S 8 9 7 ( A r i a n o e t a l . , 2 0 0 5 ) , s t r i a t a l t i s s u e f r o m 

N 1 7 1 - 8 2 Q H D m i c e e x p r e s s e d r e d u c e d l e v e l s o f N R 1 - p S 8 9 7 r e l a t i v e t o W T l i t t e r m a t e s 

( J a r a b e k e t a l . , 2 0 0 4 ) . I n c r e a s e d p h o s p h o r y l a t i o n a t e i t h e r S 8 9 6 o r b o t h S 8 9 6 a n d S 8 9 7 

( t h r o u g h t h e u s e o f a n a n t i b o d y t h a t d i d n o t d i s t i n g u i s h b e t w e e n t h e s i n g l y o r d u a l l y 

p h o s p h o r y l a t e d f o r m s ) w a s n o t e d i n s t r i a t a l t i s s u e f r o m Y A C 7 2 a n d Y A C 1 2 8 m i c e ( C . 
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C o w a n a n d L . A . R a y m o n d , u n p u b l i s h e d r e s u l t s ) , a s w e l l a s i n t r a n s i e n t l y t r a n s f e c t e d 

H E K 2 9 3 c e l l s o v e r - e x p r e s s i n g N M D A R s a l o n g w i t h h t t - 1 3 8 Q ( C . S u t t o n a n d L . A . 

R a y m o n d , u n p u b l i s h e d r e s u l t s ) . H e n c e t h e e f f e c t s o f h t t p o l y Q e x p a n s i o n o n N M D A R 

p h o s p h o r y l a t i o n b y P K A / P K C r e m a i n i n c o m p l e t e l y u n d e r s t o o d , w i t h f u r t h e r w o r k 

w a r r a n t e d t o c l a r i f y t h e r o l e t h a t P K A / P K C m a y p l a y i n m e d i a t i n g m h t t - i n d u c e d 

N M D A R - d e p e n d e n t t o x i c i t y , if a n y . 

1 . 5 . 4 : O t h e r P o s s i b l e M e c h a n i s m s o f M o d u l a t i o n o f N M D A R A c t i v i t y b y m H t t 

W h i l e c h a n g e s i n s i n g l e c h a n n e l p r o p e r t i e s m a y c o n t r i b u t e t o a l t e r e d N M D A R 

f u n c t i o n , e v i d e n c e f r o m o u r l a b o r a t o r y s u g g e s t e d u n a l t e r e d s i n g l e c h a n n e l c o n d u c t a n c e 

a n d o p e n p r o b a b i l i t y o f r e c e p t o r s r e g a r d l e s s o f h t t p o l y Q l e n g t h ( C h e n e t a l . , 1 9 9 9 b ) . O u r 

i n v e s t i g a t i o n h a s t h e r e f o r e f o c u s e d o n o t h e r a s p e c t s o f N M D A R r e g u l a t i o n , s u c h a s 

c h a n g e s i n n u m b e r s o f f u n c t i o n a l r e c e p t o r s . 

N M D A R s o n l y b e c o m e p h y s i o l o g i c a l l y a c t i v e o n c e t h e y a r e o n t h e c e l l s u r f a c e , 

e i t h e r s y n a p t i c a l l y o r e x t r a - s y n a p t i c a l l y . C h a n g e s i n r e c e p t o r a c t i v i t y c a n t h e r e f o r e r e s u l t 

n o t o n l y f r o m a l t e r e d t o t a l e x p r e s s i o n o f t h e p r o t e i n , b u t a l s o f r o m p e r t u r b e d s u r f a c e 

e x p r e s s i o n a n d / o r a l t e r e d s u r f a c e - t o - i n t e r n a l r a t i o o f d i s t r i b u t i o n . T o d a t e h o w e v e r m o s t 

s t u d i e s h a v e r e p o r t e d u n c h a n g e d o r d e c r e a s e d e x p r e s s i o n o f N M D A R s u b u n i t p r o t e i n s 

a n d m R N A s i n a v a r i e t y o f c e l l l i n e a n d m o u s e m o d e l s o f H D ( C h a e t a l . , 1 9 9 9 ; 

L u t h i - C a r t e r e t a l . , 2 0 0 0 ; 2 0 0 3 ; L i e t a l . , 2 0 0 3 ; J a r a b e k e t a l . , 2 0 0 4 ; A N a n d L e v i n e , 2 0 0 6 ; 

t h e p r e s e n t s t u d y , s e e s e c t i o n 3 . 1 ) . T h e r e f o r e , a r o l e f o r a l t e r e d N M D A R s u r f a c e 

e x p r e s s i o n i n m e d i a t i n g t h e e n h a n c e d N M D A - i n d u c e d c u r r e n t a n d t o x i c i t y r e m a i n s t o b e 

e x p l o r e d . 
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1.6. Hypothesis and Rationale 

T h e b u l k o f e v i d e n c e a m a s s e d t o d a t e a n d d i s c u s s e d i n t h e p r e c e d i n g s e c t i o n s 

s u g g e s t s t h a t , n o t o n l y d o e s e x p r e s s i o n o f f u l l - l e n g t h m h t t r e n d e r s t r i a t a l n e u r o n s m o r e 

i n t r i n s i c a l l y v u l n e r a b l e t o s t r e s s , it a l s o a u g m e n t s N M D A R a c t i v i t y ( e s p e c i a l l y t h a t o f t h e 

N R 1 / N R 2 B s u b t y p e ) i n t h e s e c e l l s s u c h t h a t i n t r a c e l l u l a r C a 2 + h o m e o s t a s i s i s a l t e r e d , 

d e g r a d a t i v e p a t h w a y s i n v o l v i n g c a t a b o l i c e n z y m e s a r e a c t i v a t e d , a n d R O S a r e g e n e r a t e d 

f r o m d y s f u n c t i o n a l m i t o c h o n d r i a w h i c h u n d e r g o t h e m P T . T o a d d f u r t h e r t o n e u r o n a l 

d a m a g e a n d d y s f u n c t i o n , p r o t e o l y t i c c l e a v a g e o f m h t t c o m b i n e s w i t h a b e r r a n t n u c l e a r 

t a r g e t i n g t o d i s r u p t c e l l u l a r t r a n s c r i p t i o n a s w e l l a s a l t e r i n t e r a c t i o n s o f htt w i t h o t h e r 

p r o t e i n s , m e m b r a n o u s o r g a n e l l e s , a n d c o m p o n e n t s o f t h e U P S . 

G i v e n t h e a m o u n t o f d a m a g e t h a t p o l y Q - e x p a n d e d htt c a n d o e v e n f r o m t h e t i m e o f 

b i r t h , it s e e m s s u r p r i s i n g t h a t p a t i e n t s a n d a n i m a l s c a r r y i n g t h e HD g e n e d o n o t s u c c u m b 

t o d i s e a s e a n y e a r l i e r t h a n t h e y d o . In f a c t , n e u r o n a l l o s s i s m a n i f e s t e d c l o s e t o t h e t i m e 

o f c l i n i c a l o n s e t , w h i c h u s u a l l y o c c u r s i n m i d d l e a g e . O n t h e b a s i s o f t h e s e a n d o t h e r 

f i n d i n g s , t h e n , w e p o s t u l a t e t h a t e x p r e s s i o n o f m h t t f r o m t h e d i s e a s e a l l e l e ( s ) l e a d s t o 

a l t e r e d N M D A R f u n c t i o n a n d c h a n g e s i n o t h e r c e l l u l a r f u n c t i o n s t h a t d e l i v e r a n e x c i t o t o x i c 

y e t s u b - l e t h a l i n s u l t t o t h e n e u r o n s , e v e n a t b i r t h . T h e s e c h a n g e s , a l t h o u g h i n s u f f i c i e n t o n 

t h e i r o w n t o c a u s e c e l l u l a r d e m i s e i n y o u n g n e u r o n s , n e v e r t h e l e s s r e n d e r 

m h t t - e x p r e s s i n g n e u r o n s s e n s i t i z e d t o g l u t a m a t e r g i c i n p u t a n d a s s u c h s u b j e c t t h e m t o 

c h r o n i c e x c i t o t o x i c d a m a g e . 

A l t h o u g h c e l l s t h a t e x p r e s s m h t t w i l l a d a p t t o i t s t o x i c a c t i o n s b y t r i g g e r i n g a 

p r o g r a m o f c o m p e n s a t o r y s e l f - d e f e n s e p a t h w a y s , t h e s e m e c h a n i s m s w i l l b e c o m e l e s s 

e f f e c t i v e w i t h i n c r e a s i n g a g e . L i k e w i s e t h e U P S s y s t e m , w h i c h n o r m a l l y p e r f o r m s t h e 

f u n c t i o n o f r e m o v i n g m i s f o l d e d o r o t h e r w i s e t o x i c m o l e c u l e s f r o m t h e c e l l , b e c o m e s 
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i n c r e a s i n g l y p r o n e t o f a i l u r e a s t h e n e u r o n a g e s . E v e n t u a l l y t h e a m o u n t o f d a m a g e d o n e 

t o t h e c e l l e x c e e d s i t s c a p a c i t y f o r r e p a i r a n d / o r d e f e n s e , a n d t h e c e l l b e c o m e s 

d y s f u n c t i o n a l a n d d i e s . 

In t h e f a c e o f t h e m a n y t h e r a p i e s b e i n g t e s t e d i n c l i n i c a l t r i a l s w h i c h g e n e r a l l y d o 

n o t p r o d u c e t h e s a m e b e n e f i c i a l e f f e c t s i n h u m a n p a t i e n t s a s t h e y d o i n H D m i c e , a m o r e 

t h o r o u g h u n d e r s t a n d i n g o f t h e p a t h w a y s a c t i v a t e d b y m h t t u n d e r l y i n g a b e r r a n t N M D A R 

s i g n a l i n g i s a b s o l u t e l y r e q u i r e d . T h e w o r k i n t h i s t h e s i s t e s t s t h e f o l l o w i n g h y p o t h e s e s : 

(1) p o t e n t i a t i o n o f N M D A - i n d u c e d c u r r e n t a n d t o x i c i t y a s o b s e r v e d i n t h e Y A C H D m o u s e 

m o d e l ( Z e r o n e t a l . , 2 0 0 2 ; S h e h a d e h e t a l . , 2 0 0 6 ) m a y b e c o r r e l a t e d w i t h c h a n g e s i n 

s u r f a c e N M D A R e x p r e s s i o n a n d / o r a l t e r e d r e c e p t o r t r a f f i c k i n g t o / f r o m t h e c e l l s u r f a c e ; ( 2 ) 

t h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n t h e C S K - a s s o c i a t e d p r o t e i n a - a c t i n i n 4 a n d H I P - 1 a s 

d e m o n s t r a t e d i n t r a n s f e c t e d H E K 2 9 3 c e l l s ( C D . I c t o n , 2 0 0 1 M . S c . t h e s i s ) m a y a l s o b e 

p r e s e n t i n t h e s t r i a t u m in vivo t o f a c i l i t a t e a p h y s i c a l i n t e r a c t i o n b e t w e e n htt a n d N M D A R s ; 

a n d ( 3 ) c o - e x p r e s s i o n o f m h t t w i t h N R 1 / N R 2 B - t y p e N M D A R s m a y l e a d t o c h a n g e s i n t h e 

e x p r e s s i o n a n d / o r d i s t r i b u t i o n o f s e v e r a l c l a s s e s o f p r o t e i n s i n c l u d i n g p r o t e i n k i n a s e s , 

p r o t e i n p h o s p h a t a s e s , a n d h e a t s h o c k / s t r e s s - r e l a t e d p r o t e i n s t h a t i m p a c t c e l l f u n c t i o n 

a n d v u l n e r a b i l i t y t o a p o p t o s i s . . 
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Transgenic for N-terminal 
fragment of human mhtt 

Transgenic for full-
length human mhtt 

Endogenous mouse htt with 
KI of polyQ sequence 

R671, R6/2 N171 tgHDIOO YAC4S. 
YAC72, 
YAC128 

11HD48, 
flHD89 

CAG80 CAG94 HdIiQ?l, 
HdhQlW 

References 1 2 3 4,5 6 7 8 9 
Promoter Human Prion RatNSE Hiunan CMV Murine Murine Murine 
Transcript Exon 1 cDNA for N-

terminal 171aa 
cDNA for N-
terrninal 3kb 

All 67 
exons 

All 67 
exons 

CAG 
knock-in 

CAG 
knock-in 

CAG 
knock-in 

» CAG repeats 120.150 82 100 46, 72, 128 48.89 80 94 92, 111 
Striatal NMDAR protein 
expression 

NR1 unchanged 
or increased, 
NR2A'NR2B 
decreased 

NR2A 
transiently 
decreased 

N.R. NR1/NR2B 
unchanged 
mYAC46 
or YAC72 

NR. N.R. N.R. N.R. 

Electrophysiological 
properties 

Altered N.R. Altered Altered N.R. N.R. Altered Altered 

Hippocampal and'or 
striatal LTP/LTD 

Altered NR. N.R. Altered NR. Altered N.R. N.R. 

Striatal NMDAR-current Increased NR. Increased Increased N.R. N.R. NR. N.R. 
Striatal NMDAR-Ca"* 
or cell swelling response 

Increased N.R. Increased Increased N.R. N.R. Increased N.R. 

Striatal NMDAR-
mitochondrial membrane 
depolarization 

NR. NR. N.R. Increased NR. N.R. N.R. N.R. 

Cellular energy 
metabolism 

NR. N.R. N.R. NR. Normal N.R. N.R. Impaired 

Striatal NMDAR 
toxicity 

No change early, 
resistant late 

Resistant late Not different 
fromWT 

Increased; 
remains 
susceptible 

NR. N.R. N.R. N.R. 

Neuronal loss No No Relatively 
small loss 

Yes Yes No N.R. No 

Aggregate formation Widespread Nils Nils and diffuse, 
nuclear mhtt 
accumulation 

Nns Nils Few 
Nils 

Nils 
form 
late 

No Nils ' 

Table 1. Summary of referenced HD mouse models (adapted from Fan and 
Raymond, 2006). 1 , M a n g i a r i n i e t a l . , 1 9 9 6 ; 2 , S c h i l l i n g e t a l . , 1 9 9 9 ; 3 , L a f o r e t e t a l . , 

2 0 0 1 ; 4 , H o d g s o n e t a l . , 1 9 9 9 ; 5 , S l o w e t a l . , 2 0 0 3 ; 6 , R e d d y e t a l . , 1 9 9 8 ; 7 , S h e l b o u r n e e t 

a l . , 1 9 9 9 ; 8 , L e v i n e e t a l . , 1 9 9 9 ; 9 , W h e e l e r e t a l . , 2 0 0 0 . C M V , c y t o m e g a l o v i r u s ; N i l , 

n e u r o n a l i n t r a n u c l e a r i n c l u s i o n ; N . R . , n o t r e p o r t e d ; N S E , n e u r o n - s p e c i f i c e n o l a s e ; W T , 

w i l d - t y p e . F o r o t h e r m o d e l s , s e e w w w . h d f o u n d a t i o n . o r g / P D F / h d m i c e t a b l e . p d f 
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Figure 1. Car toon of p o s s i b l e points a long the cort icost r iata l pathway where 
dys funct ion may contr ibute to exc i totox ic i ty (Fan and R a y m o n d , 2006). Excitotoxic 
neuronal death may result from a combination of: (1) increased glutamate release from 
cortical afferents; (2) reduced uptake of glutamate by glia; (3) hypersensitivity of 
post-synaptic NMDARs and/or augmentation of mGluR signaling; (4) altered intracellular 
calcium homeostasis; (5) mitochondrial dysfunction. 
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Subunit Assembly 

Agonist 

Binding 

extracellular 

intracellular 

Pore*** 

CO C1 
co • • 
CO C1 C2' I 
CO 

NR1-1a/b 
NR1-2a/b 
NR1-3a/b 
NR1-4a/b 

Figure 2. Cartoon of NR1 membrane topology and C-terminal splice variants. The 
pore-forming M2 re-entrant loop region and extracellular regions mediating subunit 
assembly and binding of agonist are shown for the NR1 subunit. The different 
combinations of alternatively spliced cassettes within the NR1 C-terminal tail are also 
illustrated. 
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Cortical presynaptic terminal 

Striatal MSN post-synaptic spine 

F i g u r e 3. C a r t o o n o f p o s s i b l e m e c h a n i s m s u n d e r l y i n g p o t e n t i a t i o n o f N M D A R 
a c t i v i t y b y m h t t ( F a n a n d R a y m o n d , 2 0 0 6 ) . M u t a n t htt m a y e n h a n c e N M D A R f u n c t i o n 
b y : ( 1 ) a c t i n g t h r o u g h P S D - 9 5 t o m o d u l a t e N M D A R f u n c t i o n ; ( 2 ) i n c r e a s i n g t y r o s i n e 
p h o s p h o r y l a t i o n o f N M D A R s b y n o n - r e c e p t o r t y r o s i n e k i n a s e s , s u c h a s S r c f a m i l y 
k i n a s e s ( S F K s ) , t o s t a b i l i z e s u r f a c e r e c e p t o r e x p r e s s i o n ; ( 3 ) a l t e r i n g s e r i n e / t h r e o n i n e 
p h o s p h o r y l a t i o n o n N M D A R s t o m o d u l a t e r e c e p t o r f u n c t i o n a n d / o r p r o m o t e f o r w a r d 
t r a f f i c k i n g f r o m E R / G o l g i . 
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CHAPTER 2. MATERIALS AND METHODS 

2 . 1 . Transgenic Mice 

2 . 1 . 1 . B r e e d i n g a n d M a i n t e n a n c e o f M i c e 

M i c e w e r e b r e d f r o m p a i r s o f F V B / N W T m i c e o r h o m o z y g o u s y e a s t a r t i f i c i a l 

c h r o m o s o m e ( Y A C ) t r a n s g e n i c m i c e o n a p u r e F V B / N s t r a i n b a c k g r o u n d ( H o d g s o n e t a l . , 

1 9 9 9 ; S l o w e t a l . , 2 0 0 3 ; L e a v i t t e t a l . , 2 0 0 6 ) . Y A C 4 6 ( 6 6 8 l i n e ) , Y A C 7 2 ( 2 5 1 1 l i n e ) , a n d 

Y A C 1 2 8 ( l i n e 5 5 ) m i c e w e r e u s e d a s m o d e l s e x p r e s s i n g f u l l - l e n g t h h u m a n m h t t 

c o n t a i n i n g 4 6 , 7 2 , o r 1 2 8 p o l y Q r e p e a t s ( 4 6 Q , 7 2 Q , o r 1 2 8 Q ) . T h e s e w e r e c o m p a r e d t o 

F V B / N W T m i c e , o r t o Y A C 1 8 ( 2 1 2 l i n e ) t h a t e x p r e s s f u l l - l e n g t h h u m a n htt w i t h a 

n o n - p a t h o g e n i c n u m b e r ( 1 8 Q ) o f p o l y Q r e p e a t s . A l l m i c e w e r e b r e d a n d m a i n t a i n e d i n a n 

e n r i c h e d e n v i r o n m e n t a n d a c c o r d i n g t o C a n a d i a n C o u n c i l o n A n i m a l C a r e ( C C A C ) 

g u i d e l i n e s . 

2 . 1 . 2 . P r i m a r y C u l t u r e o f M o u s e S t r i a t a l M S N s 

P r i m a r y c u l t u r e s o f s t r i a t a l M S N s w e r e p r e p a r e d a s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d ( Z e r o n e t 

a l . , 2 0 0 2 ) . B r i e f l y , s t r i a t a l t i s s u e w a s d i s s e c t e d f r o m p o s t n a t a l d a y 0 - 1 ( P 0 - P 1 ) F V B / N 

W T , Y A C 1 8 , Y A C 7 2 , o r Y A C 1 2 8 m i c e i n i c e - c o l d d i v a l e n t - f r e e H a n k s ' B a l a n c e d S a l t 

S o l u t i o n ( H B S S ; I n v i t r o g e n C a n a d a I n c . , B u r l i n g t o n , O N ) . S t r i a t a w e r e m a n u a l l y c u t i n t o 

s m a l l p i e c e s a n d i n c u b a t e d f o r ~ 1 0 m i n u t e s a t 3 7 ° C i n H B S S c o n t a i n i n g ~ 4 0 u n i t s / m l 

p a p a i n b e f o r e b e i n g t r a n s f e r r e d t o n e u r o b a s a l m e d i u m ( N B M ; I n v i t r o g e n C a n a d a I n c . , 
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B u r l i n g t o n , O N ) s u p p l e m e n t e d w i t h 0 . 2 5 % ( w / v ) b o v i n e s e r u m a l b u m i n ( B S A ) , 0 . 2 5 % 

( w / v ) t r y p s i n i n h i b i t o r , a n d 2 0 p g / m l D N A s e . C e l l s w e r e t h e n d i s s o c i a t e d b y r e p e a t e d 

p a s s a g e t h r o u g h a g r a d e d s e r i e s o f P a s t e u r p i p e t t e s w i t h s u c c e s s i v e l y s m a l l e r b o r e 

s i z e s , a n d w e r e s u b s e q u e n t l y s e e d e d o n t o 6 0 - m m d i s h e s o r 2 4 - w e l l p l a t e s c o n t a i n i n g 

f l a m e - s t e r i l i z e d 1 2 - m m r o u n d g l a s s c o v e r s l i p s ( P a u l M a r i e n f e l d G m b H & C o . K G , 

L a u d a - K o n i g s h o f e n , G e r m a n y ) t h a t w e r e p r e - c o a t e d w i t h 5 0 p g / m l l o w e r m o l e c u l a r 

w e i g h t ( M W 3 0 , 0 0 0 - 7 0 , 0 0 0 ) p o l y - D - l y s i n e ( P D L ) . C e l l s w e r e s e e d e d a t a d e n s i t y o f - 0 . 6 

t o 1 x 1 0 6 c e l l s / m l a n d m a i n t a i n e d i n p l a t i n g m e d i u m c o n s i s t i n g o f N B M s u p p l e m e n t e d 

w i t h 2 % (v/v) B 2 7 ( I n v i t r o g e n C a n a d a I n c . , B u r l i n g t o n , O N ) , 2 m M g l u t a m i n e , a n d 1 0 0 

u n i t s / m l p e n i c i l l i n - s t r e p t o m y c i n ( I n v i t r o g e n C a n a d a I n c . , B u r l i n g t o n , O N ) i n a h u m i d i f i e d 

w a t e r - j a c k e t e d i n c u b a t o r a t 3 7 ° C 5 % CO2. H a l f o f t h e e x i s t i n g m e d i u m w a s r e p l a c e d w i t h 

f r e s h m e d i u m a t ~ 4 t o 5 d a y s in vitro ( d . i . v . ) , a n d c e l l s w e r e u s e d f o r e x p e r i m e n t s a t 9 - 1 0 

d . i . v . U n d e r o u r s t r i a t a l c u l t u r e c o n d i t i o n s , ~ 8 5 % o f c e l l s s h o w e d f e a t u r e s c h a r a c t e r i s t i c 

o f M S N s w h i l e - 9 % w e r e a s t r o c y t e s ( S h e h a d e h e t a l . , 2 0 0 6 ) . 

2 . 1 . 2 . 1 . T r a n s f e c t i o n o f C u l t u r e d S t r i a t a l M S N s w i t h P l a s m i d D N A 

T o i n t r o d u c e p l a s m i d D N A i n t o n e u r o n s , p r i m a r y s t r i a t a l M S N s c u l t u r e d o n 

P D L - c o a t e d g l a s s c o v e r s l i p s w e r e t r a n s f e c t e d u s i n g t h e c a l c i u m p h o s p h a t e ( C a P ) 

m e t h o d . T o p r e p a r e f o r t r a n s f e c t i o n , m i n i m u m e s s e n t i a l m e d i u m ( M E M ) s u p p l e m e n t e d 

w i t h L - g l u t a m i n e ( t o 2 m M ) , s o d i u m p y r u v a t e (to 1 m M ) , p e n i c i l l i n - s t r e p t o m y c i n ( t o 1 0 0 

u n i t s / m l ) , f e t a l b o v i n e s e r u m ( F B S ; t o 1 0 % ) a n d B 2 7 ( t o 2 % ) ( B 2 7 / M E M + s o l u t i o n ) w a s 

e q u i l i b r a t e d a t 3 7 ° C 0 - 0 . 3 % C 0 2 f o r 1 0 m i n u t e s . C o v e r s l i p s o f c u l t u r e d M S N s a t 7 d . i . v . 

w e r e t h e n t r a n s f e r r e d t o 6 0 - m m d i s h e s c o n t a i n i n g p r e - e q u i l i b r a t e d B 2 7 / M E M + s o l u t i o n 

a n d i n c u b a t e d a t 3 7 ° C 0 - 0 . 3 % CO2 f o r 3 0 m i n u t e s p r i o r t o t r a n s f e c t i o n . F o r a n a l y s i s o f 
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t h e e f f e c t s o f H I P - 1 o v e r - e x p r e s s i o n o n N R 1 s u r f a c e e x p r e s s i o n , c e l l s w e r e 

c o - t r a n s f e c t e d w i t h p l a s m i d D N A c o n s t r u c t s e n c o d i n g g r e e n f l u o r e s c e n t p r o t e i n ( G F P ) 

a n d H I P - 1 , a t 1 0 pg t o t a l D N A ( c o m p r i s i n g 5 pg e a c h o f G F P a n d H I P - 1 , o r 1 0 pg o f G F P 

a l o n e a s c o n t r o l ) p e r 6 0 - m m d i s h . A l i q u o t s o f p l a s m i d D N A w e r e p r e p a r e d b y m i x i n g w i t h 

1 / 1 0 t h v o l u m e o f 3 M s o d i u m a c e t a t e a n d t h r e e v o l u m e s o f 1 0 0 % E t O H . A f t e r b r i e f 

c e n t r i f u g a t i o n , p l a s m i d D N A s a m p l e s w e r e t o p p e d u p t o 1 4 0 0 u l f i n a l v o l u m e w i t h 1 0 0 % 

E t O H i n a 1 . 5 - m l m i c r o f u g e t u b e a n d c e n t r i f u g e d f o r 2 0 m i n u t e s a t 1 4 , 0 0 0 r p m a t 4 ° C t o 

p r e c i p i t a t e t h e D N A . T h e n u c l e i c a c i d p e l l e t w a s t h e n r e s u s p e n d e d i n 2 2 5 pl o f 0 . 1 x 

T r i s - E D T A b u f f e r ( 0 . 1 x T E : 2 . 5 m M T r i s , 0 . 3 2 m M E D T A p H 7 . 4 ) , m i x e d w i t h 2 5 pl o f 2 . 5 M 

C a C I 2 a n d 2 5 0 pl o f 2 x B E S s o l u t i o n ( c o n t a i n i n g , i n m M : 2 8 0 N a C l , 1 . 5 N a 2 H P 0 4 , 5 0 B E S 

p H 6 . 9 6 ) . T h e t r a n s f e c t i o n m i x w a s a d d e d t o c o v e r s l i p s o f M S N s i n a 6 0 - m m d i s h i n 5 m l 

o f B 2 7 / M E M + , a t 5 0 0 pl p e r 6 0 - m m d i s h o f c e l l s . T r a n s f e c t e d c e l l s w e r e i n c u b a t e d f o r 2 t o 

3 h o u r s a t 3 7 ° C 0 - 0 . 3 % C 0 2 u n t i l f o r m a t i o n o f c a l c i u m p h o s p h a t e c r y s t a l s b e c a m e 

e v i d e n t . A t t h e e n d o f t r a n s f e c t i o n , n e u r o n s w e r e w a s h e d t h r e e t i m e s w i t h p r e - w a r m e d 

H B S S a n d r e p l e n i s h e d w i t h c o n d i t i o n e d m e d i u m b e f o r e b e i n g t r a n s f e r r e d b a c k t o t h e 3 7 

° C 5 % C 0 2 i n c u b a t o r . T r a n s f e c t i o n e f f i c i e n c y w a s a s s e s s e d b y f l u o r e s c e n c e m i c r o s c o p y 

t o i d e n t i f y G F P - e x p r e s s i n g n e u r o n s a t 2 4 h o u r s f o l l o w i n g t h e s t a r t o f t r a n s f e c t i o n . 

2 . 1 . 2 . 2 . I m m u n o f l u o r e s c e n t S t a i n i n g a n d Q u a n t i f i c a t i o n 

C o v e r s l i p s o f s t r i a t a l M S N s i s o l a t e d f r o m P 0 o r P 1 m o u s e p u p s a n d c u l t u r e d f o r 

9 - 1 0 d . i . v . ( w i t h o r w i t h o u t t r a n s f e c t i o n o f p l a s m i d D N A a t 7 d . i . v . ) w e r e r i n s e d i n 

p h o s p h a t e - b u f f e r e d s a l i n e ( P B S ) a n d f i x e d f o r 1 5 m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e i n P B S 

c o n t a i n i n g 4 % p a r a f o r m a l d e h y d e N(PFA) . F o r s u r f a c e N R 1 e x p r e s s i o n a n a l y s i s , c e l l s 

w e r e t h e n w a s h e d i n P B S w i t h g e n t l e s h a k i n g p r i o r t o b l o c k i n g i n P B S c o n t a i n i n g 1 0 % 
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n o r m a l g o a t s e r u m ( N G S ) f o r 3 0 m i n u t e s , a g a i n a t r o o m t e m p e r a t u r e . In u n t r a n s f e c t e d 

M S N s ( t o e x a m i n e e f f e c t s o f htt p o l y Q e x p a n s i o n ) , s u r f a c e N R 1 w a s t h e n l a b e l e d g r e e n 

b y i n c u b a t i o n w i t h a m o u s e a n t i - N R 1 e x t r a c e l l u l a r M 3 - M 4 l o o p d o m a i n p r i m a r y a n t i b o d y 

i n P B S s u p p l e m e n t e d w i t h 1 % B S A f o r 1 . 5 h o u r s f o l l o w e d b y P B S w a s h e s a n d i n c u b a t i o n 

w i t h A l e x a F l u o r 4 8 8 s e c o n d a r y a n t i b o d y f o r 3 0 m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e . In G F P -

a n d G F P / H I P - 1 - t r a n s f e c t e d M S _ N s ( t o e x a m i n e e f f e c t s o f H I P - 1 o v e r - e x p r e s s i o n ) , s u r f a c e 

N R 1 w a s l a b e l e d r e d i n s t e a d b y i n c u b a t i o n w i t h t h e s a m e a n t i - N R 1 a n t i b o d y f o l l o w e d b y a 

C y 3 s e c o n d a r y a n t i b o d y . F o r t h i s a n d a l l s u b s e q u e n t s t e p s , c e l l s w e r e k e p t a w a y f r o m 

l i g h t . F o l l o w i n g s e c o n d a r y a n t i b o d y i n c u b a t i o n , n e u r o n s w e r e w a s h e d , p e r m e a b i l i z e d 

w i t h P B S 0 . 5 % T r i t o n X - 1 0 0 f o r 5 m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e , a n d b l o c k e d a g a i n i n P B S 

1 0 % N G S f o r a n o t h e r 3 0 m i n u t e s . I n t e r n a l N R 1 w a s t h e n l a b e l e d w i t h t h e s a m e p r i m a r y 

a n t i b o d y a s b e f o r e , b u t f o l l o w e d b y i n c u b a t i o n w i t h C y 3 s e c o n d a r y a n t i b o d y i n 

u n t r a n s f e c t e d M S N s , o r A l e x a F l u o r 3 5 0 s e c o n d a r y a n t i b o d y i n G F P - a n d 

G F P / H I P - 1 - e x p r e s s i n g M S N s , t o l a b e l i n t e r n a l r e c e p t o r s r e d o r b l u e , r e s p e c t i v e l y . 

In a l l o t h e r d o u b l e i m m u n o s t a i n i n g e x p e r i m e n t s , f i x e d n e u r o n s w e r e w a s h e d i n 

P B S p r i o r t o p e r m e a b i l i z a t i o n i n P B S 0 . 5 % T r i t o n X - 1 0 0 , w a s h e d a g a i n i n P B S w i t h g e n t l e 

s h a k i n g , a n d t h e n b l o c k e d i n P B S c o n t a i n i n g 5 % B S A f o r 3 0 m i n u t e s a t r o o m 

t e m p e r a t u r e . S u b s e q u e n t l y , c e l l s w e r e i n c u b a t e d w i t h p r i m a r y a n t i b o d i e s d i s s o l v e d i n 

P B S w i t h 2 % B S A o v e r n i g h t a t 4 ° C , f o l l o w e d b y i n c u b a t i o n w i t h a s e c o n d a r y a n t i b o d y 

s o l u t i o n o f 1 : 1 0 0 0 A l e x a F l u o r 4 8 8 a n t i - m o u s e a n d 1 : 8 0 0 A l e x a F l u o r 5 9 4 a n t i - r a b b i t i n 

P B S 2 % B S A i n t h e d a r k a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 1 t o 2 h o u r s ( t o l a b e l p r o t e i n s o f i n t e r e s t 

g r e e n a n d r e d , r e s p e c t i v e l y ) . 

A l l i m m u n o s t a i n e d c e l l s w e r e w a s h e d w i t h P B S b e f o r e t h e c o v e r s l i p s w e r e 

m o u n t e d o n t o g l a s s s l i d e s u s i n g t h e F l u o r o m o u n t r e a g e n t ( S o u t h e r n B i o t e c h n o l o g y 

A s s o c i a t e s , I n c . , B i r m i n g h a m , A L ) . F l u o r e s c e n t i m a g e s o f c e l l s a t 6 3 0 x m a g n i f i c a t i o n 
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w e r e c a p t u r e d u s i n g a C C D c a m e r a m o u n t e d o n a f l u o r e s c e n c e m i c r o s c o p e ( A x i o p h o t ; 

C a r l Z e i s s , T h o r n b u r g , N Y ) . 

F o r s u r f a c e N R 1 e x p r e s s i o n a n a l y s i s i n u n t r a n s f e c t e d M S N s t o e x a m i n e e f f e c t s o f 

htt p o l y Q e x p a n s i o n , t h e r a t i o o f s u r f a c e - t o - i n t e r n a l N R 1 s i g n a l s w a s c a l c u l a t e d a n d 

c o m p a r e d a m o n g F V B / N W T , Y A C 1 8 , a n d Y A C 7 2 s a m p l e s . F i v e i n d e p e n d e n t 

e x p e r i m e n t s u s i n g d i f f e r e n t b a t c h e s o f c u l t u r e s w e r e p e r f o r m e d , w i t h s a m p l e s f r o m a l l 3 

g e n o t y p e s p r o c e s s e d a n d a n a l y z e d i n p a r a l l e l w i t h i n e a c h e x p e r i m e n t . In e a c h o f t h e 5 

e x p e r i m e n t s , d a t a w a s a n a l y z e d f r o m 4 f i e l d s c h o s e n a t r a n d o m i n e a c h o f 5 c o v e r s l i p s 

f o r e a c h g e n o t y p e . D a t a f r o m a l l 2 0 f i e l d s ( 4 f i e l d s p e r c o v e r s l i p x 5 c o v e r s l i p s p e r 

g e n o t y p e ) w e r e t h e n p o o l e d f o r e a c h i n d i v i d u a l e x p e r i m e n t . 

T o a s s e s s t h e e f f e c t s o f H I P - 1 o v e r - e x p r e s s i o n o n t h e r a t i o o f s u r f a c e - t o - i n t e r n a l 

N R 1 e x p r e s s i o n , M S N s e c t o p i c a l l y e x p r e s s i n g e i t h e r G F P a l o n e o r b o t h G F P a n d H I P - 1 

w e r e e x a m i n e d . In e i t h e r c o n d i t i o n , o n l y g r e e n f l u o r e s c e n t c e l l s ( i n d i c a t i n g s u c c e s s f u l 

t r a n s f e c t i o n a n d e x p r e s s i o n o f t r a n s g e n e s ) w e r e s e l e c t e d f o r a n a l y s i s . T h r e e 

i n d e p e n d e n t t r a n s f e c t i o n s a n d e x p e r i m e n t s u s i n g d i f f e r e n t b a t c h e s o f c u l t u r e s w e r e 

p e r f o r m e d , w i t h s a m p l e s f r o m b o t h c o n d i t i o n s p r o c e s s e d a n d a n a l y z e d i n p a r a l l e l w i t h i n 

e a c h e x p e r i m e n t . In e a c h o f t h e 3 e x p e r i m e n t s , d a t a w a s a n a l y z e d f r o m 4 G F P - o r 

G F P / H I P - 1 - t r a n s f e c t e d n e u r o n s . 

T o q u a n t i f y N R 1 e x p r e s s i o n o n t h e s u r f a c e o r i n s i d e t h e c e l l , w e m e a s u r e d 

i n t e n s i t y o f N R 1 s t a i n i n g o f M S N s i n b o t h g r e e n a n d r e d c h a n n e l s ( f o r u n t r a n s f e c t e d 

M S N s ) , o r r e d a n d b l u e c h a n n e l s ( f o r G F P - a n d G F P / H I P - 1 - e x p r e s s i n g M S N s ) , 

r e s p e c t i v e l y . I m a g e s w e r e e x p o r t e d i n t o N o r t h e r n E c l i p s e ( E m p i x I m a g i n g , I n c . , 

M i s s i s s a u g a , O N ) , a n d f l u o r e s c e n c e i n t e n s i t y w a s m e a s u r e d u s i n g c u s t o m - w r i t t e n 

s o f t w a r e I D L 3 . 1 ( T . H . M u r p h y , u n p u b l i s h e d ) f o r 1 2 s e l e c t e d s u b - f i e l d s c o v e r i n g p a r t s o f 

t h e s o m a t a a n d p r o c e s s e s o f M S N s i n e a c h f i e l d . B a c k g r o u n d I n t e n s i t i e s w e r e 
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s u b t r a c t e d i n e a c h c o l o u r c h a n n e l , a n d s u r f a c e - t o - i n t e r n a l r a t i o o f N R 1 e x p r e s s i o n 

c a l c u l a t e d b y d i v i d i n g t h e g r e e n c h a n n e l v a l u e s b y t h e r e d c h a n n e l v a l u e s i n t h e c a s e o f 

u n t r a n s f e c t e d M S N s , o r d i v i d i n g t h e r e d c h a n n e l v a l u e s b y t h e b l u e c h a n n e l v a l u e s f o r 

G F P - a n d G F P / H I P - 1 - t r a n s f e c t e d M S N s . D a t a f r o m a l l f i e l d s a n a l y z e d w e r e t h e n p o o l e d 

f o r e a c h i n d i v i d u a l e x p e r i m e n t . 

2 . 1 . 2 . 3 . C h y m o t r y p s i n A s s a y 

S t r i a t a l M S N s i s o l a t e d f r o m P O o r P 1 m o u s e p u p s a n d c u l t u r e d f o r 9 - 1 0 d . i . v . i n 

6 0 - m m d i s h e s w e r e w a s h e d w i t h H B S S . S i s t e r d i s h e s o f n e u r o n s w e r e t r e a t e d w i t h 

H B S S c o n t a i n i n g 1 m g / m l c h y m o t r y p s i n o r H B S S a l o n e f o r 1 0 m i n u t e s a t 3 7 ° C b e f o r e 

e n z y m a t i c a c t i v i t y w a s t e r m i n a t e d b y w a s h i n g w i t h 2 m M p h e n y l m e t h y l s u l f o n y l f l u o r i d e 

( P M S F ) i n H B S S . N e u r o n s w e r e t h e n h a r v e s t e d i n 0 . 5 m l o f i c e - c o l d P B S a n d c e n t r i f u g e d 

a t 1 4 , 0 0 0 r p m f o r 3 s e c o n d s . C e l l p e l l e t s w e r e r e s u s p e n d e d i n 1 0 0 u l P B S 1 m M E D T A / 1 

m M E G T A c o n t a i n i n g 1 % T r i t o n X - 1 0 0 a n d s u p p l e m e n t e d w i t h p r o t e a s e i n h i b i t o r s a n d 

p h o s p h a t a s e i n h i b i t o r s . P r o t e i n s w e r e s o l u b i l i z e d b y s o n i c a t i o n w i t h a S o n i c a t o r ™ C e l l 

D i s r u p t o r m o d e l W - 1 0 ( f r o m f o r m e r l y H e a t S y s t e m s U l t r a s o n i c s , n o w M i s o n i x , I n c . , 

F a r m i n g d a l e , N Y ) f o r 5 - 1 0 s e c o n d s a t s e t t i n g 3 f o l l o w e d b y e n d - o v e r - e n d r o t a t i o n a t 4 ° C 

f o r 3 0 m i n u t e s . T h e t o t a l s o l u b l e l y s a t e w a s c o l l e c t e d a n d q u a n t i f i e d f o r p r o t e i n 

c o n c e n t r a t i o n u s i n g t h e b i c i n c h o n i n i c a c i d ( B C A ) a s s a y ( P i e r c e B i o t e c h n o l o g y , I n c . , 

R o c k f o r d , I L ) , a n d e q u i v a l e n t a m o u n t s o f p r o t e i n s f r o m e a c h s a m p l e w e r e r e s o l v e d b y 

s o d i u m d o d e c y l s u l f a t e - p o l y a c r y l a m i d e g e l e l e c t r o p h o r e s i s ( S D S - P A G E ) a n d s u b j e c t e d 

t o i m m u n o b l o t t i n g . S u r f a c e e x p r e s s i o n o f N R 1 o r N R 2 B w a s c a l c u l a t e d b y s u b t r a c t i n g 

t h e b a n d d e n s i t y o f t h e c h y m o t r y p s i n - t r e a t e d l a n e ( r e p r e s e n t i n g t h e 
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c h y m o t r y p s i n - r e s i s t a n t o r i n t e r n a l p o o l o f N R 1 o r N R 2 B ) f r o m t h a t o f t h e u n t r e a t e d l a n e 

( r e p r e s e n t i n g t o t a l N R 1 o r N R 2 B e x p r e s s i o n ) . 

2 . 1 . 2 . 4 . B i o t i n y l a t i o n A s s a y s 

2 . 1 . 2 . 4 . 1 . T o E x a m i n e N R 1 / N R 2 B S u r f a c e E x p r e s s i o n 

B i o t i n y l a t i o n w a s c a r r i e d o u t a c c o r d i n g t o a p r o t o c o l m o d i f i e d f r o m E h l e r s , 2 0 0 0 

a n d L i n e t a l . , 2 0 0 0 . S t r i a t a l M S N s c u l t u r e d f o r 9 d . i . v . i n 6 0 - m m d i s h e s w e r e g r a d u a l l y 

p r e - c o o l e d t o 4 - 1 0 ° C t o h a l t b i o l o g i c a l p r o c e s s e s w i t h i n t h e c e l l . C e l l s w e r e w a s h e d t w i c e 

w i t h i c e - c o l d P B S , a n d s u r f a c e p r o t e i n s w e r e l a b e l e d w i t h b i o t i n b y i n c u b a t i o n i n 1 . 5 

m g / m l N H S - S S - B i o t i n ( P i e r c e B i o t e c h n o l o g y , I n c . , R o c k f o r d , IL) i n P B S s u p p l e m e n t e d 

w i t h 0 . 1 m M C a C I 2 a n d 1 m M M g C I 2 a t 2 m l / d i s h f o r 1 2 m i n u t e s a t 4 - 1 0 ° C . E x c e s s b i o t i n 

l a b e l w a s s u b s e q u e n t l y r e m o v e d b y t w o w a s h e s o f 0 . 1 % B S A i n P B S c o n t a i n i n g 0 . 1 m M 

C a C b a n d 1 m M M g C b b e f o r e c e l l s w e r e s c r a p e d i n t o H a r v e s t B u f f e r ( H B : P B S 1 m M 

E D T A / 1 m M E G T A s u p p l e m e n t e d w i t h p r o t e a s e i n h i b i t o r s ) a t 1 m l / d i s h o f c e l l s . F o l l o w i n g 

c e n t r i f u g a t i o n a t 1 4 , 0 0 0 r p m f o r 3 s e c o n d s , t h e s u p e r n a n t w a s r e m o v e d a n d t h e c e l l p e l l e t 

r e s u s p e n d e d i n 1 2 5 p l S o l u b i l i z a t i o n B u f f e r ( S B : H B c o n t a i n i n g 1 % T r i t o n X - 1 0 0 ) . 

P r o t e i n s w e r e s o l u b i l i z e d b y s o n i c a t i o n f o r 8 s e c o n d s a t s e t t i n g 3 , f o l l o w e d b y 

e n d - o v e r - e n d r o t a t i o n f o r 3 0 m i n u t e s a t 4 ° C . D u r i n g t h i s t i m e , N e u t r A v i d i n b i o t i n - b i n d i n g 

r e s i n ( P i e r c e B i o t e c h n o l o g y , I n c . , R o c k f o r d , IL) w a s p r e p a r e d a s 1 0 0 - u l a l i q u o t s o f a 

5 0 % - s l u r r y a n d e q u i l i b r a t e d b y r e s u s p e n s i o n i n 2 0 x b e d v o l u m e s (1 m l ) o f S B w i t h 

e n d - o v e r - e n d r o t a t i o n f o r 3 0 m i n u t e s a t 4 ° C . F o l l o w i n g 2 m i n u t e s o f c e n t r i f u g a t i o n a t 

1 4 , 0 0 0 r p m , t h e S B w a s h w a s r e m o v e d l e a v i n g b e h i n d ~ 5 0 p l o f N e u t r A v i d i n r e s i n . 

F o l l o w i n g s o l u b i l i z a t i o n o f t h e t o t a l l y s a t e , s a m p l e s w e r e c e n t r i f u g e d a t 4 ° C f o r 2 0 
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m i n u t e s a t 1 4 , 0 0 0 r p m . F r o m t h e t o t a l s o l u b l e l y s a t e , 2 0 % ( 2 5 p l ) o f t h e v o l u m e w a s s e t 

a s i d e a s t h e " l y s a t e " s a m p l e . T h e r e m a i n d e r ( 8 0 % o r 1 0 0 p l ) w a s a d d e d t o 5 0 p l o f 

p r e - e q u i l i b r a t e d N e u t r A v i d i n b i o t i n - b i n d i n g r e s i n a n d i n c u b a t e d w i t h e n d - o v e r - e n d 

r o t a t i o n f o r 2 - 3 h o u r s a t 4 ° C . S a m p l e s w e r e t h e n c e n t r i f u g e d a t 4 ° C f o r 2 m i n u t e s a t 

1 4 , 0 0 0 r p m . F r o m t h e s u p e r n a t a n t , 2 5 % ( 2 5 p l ) w a s s a v e d f o r S D S - P A G E a n d t h e r e s t 

w a s r e m o v e d . T h e r e s i n w a s s u b s e q u e n t l y w a s h e d f o u r t i m e s w i t h S B a t 1 m l p e r s a m p l e 

p e r w a s h , a n d b o u n d b i o t i n - t a g g e d p r o t e i n s w e r e e l u t e d f r o m t h e w a s h e d r e s i n b y 

e n d - o v e r - e n d r o t a t i o n i n 6 0 p l o f 3 x p r o t e i n s a m p l e b u f f e r ( 3 x P S B ; c o n t a i n s 4 6 5 m M D T T 

a d d e d f r e s h a t t i m e o f u s e , P y r o n i n Y r e d d y e , 6 % S D S , a n d 3 0 % g l y c e r o l i n 3 8 5 m M 

T r i s - C I p H 6 . 8 ) f o r 3 0 m i n u t e s a t 4 ° C . S a m p l e s w e r e t h e n h e a t e d f o r 1 m i n u t e a t 9 5 - 1 0 0 

° C b e f o r e b e i n g r e s o l v e d b y S D S - P A G E a n d s u b j e c t e d t o i m m u n o b l o t t i n g . T h e 

b i o t i n y l a t i o n e l u a t e f r a c t i o n r e p r e s e n t s t h e p o r t i o n o f p r o t e i n s p r e s e n t o n t h e c e l l s u r f a c e 

d u r i n g t h e b i o t i n l a b e l i n g s t e p w h i c h h a s n o t y e t u n d e r g o n e p r o t e a s o m a l o r l y s o s o m a l 

d e g r a d a t i o n . 

2 . 1 . 2 . 4 . 2 . T o E x a m i n e L o s s o f N R 1 / N R 2 B f r o m t h e C e l l S u r f a c e 

F i g u r e 4 o u t l i n e s t h e s t e p s i n v o l v e d i n t h i s p r o c e d u r e . S t r i a t a l M S N s c u l t u r e d f o r 9 

d . i . v . i n 6 0 - m m d i s h e s w e r e p r o c e s s e d a n d t r e a t e d w i t h b i o t i n y l a t i o n r e a g e n t a s d e s c r i b e d 

a b o v e f o r e x a m i n i n g N R 1 / N R 2 B s u r f a c e e x p r e s s i o n . F o l l o w i n g r e m o v a l o f e x c e s s b i o t i n 

l a b e l b y t w o w a s h e s o f 0 . 1 % B S A i n P B S c o n t a i n i n g 0 . 1 m M C a C I 2 a n d 1 m M M g C I 2 , c e l l s 

w e r e r e p l a c e d i n c o n d i t i o n e d m e d i u m . T o a s s e s s t h e r a t e o f s u r f a c e N R 1 d e g r a d a t i o n , 

s i s t e r d i s h e s o f c e l l s w e r e t r e a t e d i n p a r a l l e l a n d r e t u r n e d t o t h e 3 7 ° C 5 % C 0 2 i n c u b a t o r 

f o r 0 , 1 2 o r 2 4 h o u r s b e f o r e t h e c e l l s w e r e h a r v e s t e d b y s c r a p i n g i n t o H B . P r o t e i n s w e r e 
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t h e n s o l u b i l i z e d a n d b i o t i n - t a g g e d p r o t e i n s i s o l a t e d a s d e s c r i b e d a b o v e . S a m p l e s w e r e 

t h e n r e s o l v e d b y S D S - P A G E a n d s u b j e c t e d t o i m m u n o b l o t t i n g . 

2 . 1 . 2 . 4 . 2 . 1 . B l o c k i n g D e g r a d a t i o n b y L y s o s o m a l I n h i b i t i o n 

T h e b i o t i n y l a t i o n a s s a y w a s c a r r i e d o u t a s d e s c r i b e d a b o v e f o r t h e d e g r a d a t i o n 

a s s a y , b u t w i t h t h e a d d i t i o n o f 1 0 0 u g / m l l e u p e p t i n ( l y s o s o m e i n h i b i t o r ; E M D B i o s c i e n c e s , 

I n c . , S a n D i e g o , C A ) t o t h e c u l t u r e m e d i u m o n e h o u r p r i o r t o b i o t i n - l a b e l i n g . 

2 . 1 . 2 . 4 . 3 . T o E x a m i n e N R 1 / N R 2 B I n s e r t i o n U s i n g C h l o r p r o m a z i n e t o B l o c k E n d o c y t o s i s 

a n d R e c y c l i n g 

F i g u r e 5 o u t l i n e s t h e s t e p s i n v o l v e d i n t h i s p r o c e d u r e . S i s t e r 6 0 - m m d i s h e s o f 

c u l t u r e d s t r i a t a l M S N s a t 9 - 1 0 d . i . v . w e r e t r e a t e d w i t h t h e e n d o c y t o s i s a n d r e c y c l i n g 

i n h i b i t o r c h l o r p r o m a z i n e ( W a n g e t a l . , 1 9 9 3 ; Z h u e t a l . , 2 0 0 5 ; V e y h l e t a l . , 2 0 0 6 ) f o r 0 , 0 . 5 , 

o r 6 h o u r s a t 3 7 ° C 5 % C 0 2 . A t t h e c o n c e n t r a t i o n u s e d ( 1 0 u M ) , c e l l s r e t a i n e d a h e a l t h y 

a p p e a r a n c e u p t o 6 h o u r s f o l l o w i n g t r e a t m e n t , w h i l e h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s o f d r u g w e r e 

n o t e d i n p i l o t s t u d i e s t o c a u s e s i g n i f i c a n t m o r p h o l o g i c a l c h a n g e s a n d d e t a c h m e n t o f 

M S N s f r o m t h e c u l t u r e d i s h o v e r t h e s a m e t i m e p e r i o d . A t e a c h t i m e p o i n t , o n e d i s h o f 

n e u r o n s w a s g r a d u a l l y p r e - c o o l e d t o 4 - 1 0 ° C t o h a l t b i o l o g i c a l p r o c e s s e s w i t h i n t h e c e l l . 

C e l l s w e r e w a s h e d t w i c e w i t h 4 - 1 0 ° C P B S b e f o r e s u r f a c e p r o t e i n s w e r e b i o t i n - t a g g e d b y 

i n c u b a t i o n w i t h 1 . 5 m g / m l N H S - S S - B i o t i n ( P i e r c e B i o t e c h n o l o g y , I n c . , R o c k f o r d , IL) i n 

P B S s u p p l e m e n t e d w i t h 0 . 1 m M C a C I 2 a n d 1 m M M g C I 2 a t 2 m l / d i s h f o r 1 2 m i n u t e s a t 

4 - 1 0 ° C . E x c e s s b i o t i n l a b e l w a s r e m o v e d b y t w o w a s h e s w i t h 0 . 1 % B S A i n P B S 

c o n t a i n i n g 0 . 1 m M C a C I 2 a n d 1 m M M g C I 2 a n d a t h i r d w a s h i n i c e - c o l d P B S . C e l l s w e r e 
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t h e n h a r v e s t e d a n d s a m p l e s p r o c e s s e d a s f o r t h e s u r f a c e e x p r e s s i o n a n d r e c e p t o r l o s s 

a s s a y s a s d e s c r i b e d a b o v e , f o l l o w e d b y r e s o l u t i o n b y S D S - P A G E a n d i m m u n o b l o t t i n g . 

T h e b i o t i n y l a t i o n e l u a t e f r a c t i o n r e p r e s e n t s t h e p o r t i o n o f p r o t e i n s p r e s e n t o n t h e c e l l 

s u r f a c e d u r i n g t h e b i o t i n l a b e l i n g s t e p . 

2 . 1 . 2 . 5 . N M D A R - D e p e n d e n t T o x i c i t y A s s a y 

2 . 1 . 2 . 5 . 1 . I n d u c t i o n o f T o x i c i t y 

S i s t e r c o v e r s l i p s o f s t r i a t a l M S N s f r o m F V B / N W T , Y A C 7 2 , o r Y A C 1 2 8 m i c e w e r e 

c u l t u r e d i n 2 4 - w e l l p l a t e s . A t 9 d . i . v . , n e u r o n s w e r e e x p o s e d i n p a r a l l e l t o v e h i c l e 

d i m e t h y l s u l f o x i d e ( D M S O ) o r t h e C K 2 i n h i b i t o r 5 , 6 - d i c h l o r o b e n z i m i d a z o l e r i b o s i d e ( D R B ; 

f i n a l 1 0 0 p M ) d i s s o l v e d i n D M S O a n d a d d e d t o c u l t u r e m e d i u m f o r 2 h o u r s b e f o r e 

c o - t r e a t m e n t w i t h e i t h e r b a l a n c e d s a l t s o l u t i o n ( B S S ; c o n t a i n s , i n m M : 1 3 9 N a C l , 3 . 5 K C I , 

2 N a H C 0 3 , 3 N a 2 H P 0 4 , 1 0 H E P E S , 11 D - g l u c o s e , 1 . 8 C a C I 2 , 0 . 0 5 g l y c i n e p H 

~ 7 . 3 5 - 7 . 4 0 ) a l o n e ( c o n t r o l s ) o r 1 m M N M D A i n B S S f o r 1 0 m i n u t e s . N e u r o n s w e r e t h e n 

w a s h e d t w i c e w i t h f r e s h c u l t u r e m e d i a a t 0 . 5 m l / w e l l b e f o r e c o n d i t i o n e d m e d i a w a s a d d e d 

b a c k , f o r i n c u b a t i o n a t 3 7 ° C 5 % C 0 2 f o r 2 4 h o u r s i n t h e c o n t i n u e d p r e s e n c e o f D R B o r 

v e h i c l e D M S O . S u b s e q u e n t l y , c e l l s o n c o v e r s l i p s w e r e w a s h e d o n c e i n P B S , f i x e d f o r 1 

h o u r i n P B S w i t h 4 % P F A , w a s h e d t h r e e t i m e s 5 m i n u t e s e a c h i n P B S , a n d t h e n s t o r e d t o 

4 ° C i n P B S c o n t a i n i n g 0 . 0 2 % a z i d e u n t i l t e r m i n a l d e o x y n u c l e o t i d y l t r a n s f e r a s e 

( T d T ) - m e d i a t e d d U T P n i c k e n d l a b e l i n g ( T U N E L ) w a s p e r f o r m e d . 
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2 . 1 . 2 . 5 . 2 . A n a l y s i s o f A p o p t o t i c D e a t h 

F i x e d M S N s t r e a t e d w i t h N M D A i n t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f C K 2 i n h i b i t o r s w e r e 

p e r m e a b i l i z e d b y t r e a t m e n t w i t h P B S c o n t a i n i n g 0 . 2 5 % T r i t o n X - 1 0 0 a n d 0 . 5 % s o d i u m 

c i t r a t e f o r 2 m i n u t e s o n i c e . B a c k g r o u n d r i b o n u c l e i c a c i d s t a i n i n g w a s m i n i m i z e d b y 

i n c u b a t i n g w i t h 1 6 p g / m l R N a s e f o r 3 0 m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e . F o l l o w i n g t h r e e 

w a s h e s w i t h P B S a t 0 . 5 m l / w e l l p e r w a s h , n i c k e d D N A i n d i c a t i v e o f a p o p t o t i c p r o c e s s e s 

w a s s t a i n e d b y i n c u b a t i o n o f t h e n e u r o n s w i t h t h e T U N E L r e a g e n t ( R o c h e D i a g n o s t i c s 

C o r p o r a t i o n , B a s e l , S w i t z e r l a n d ; 9 p a r t s l a b e l t o 1 p a r t e n z y m e ) a t 1 7 . 5 p l p e r c o v e r s l i p 

f o r 1 h o u r a t 3 7 ° C i n a p a r a f i l m - a n d f o i l - w r a p p e d 2 4 - w e l l p l a t e . F o l l o w i n g a b r i e f r i n s e i n 

P B S , n e u r o n a l n u c l e i w e r e c o u n t e r s t a i n e d b y 8 p M p r o p i d i u m i o d i d e ( P I ) i n P B S f o r 1 5 

m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e . C o v e r s l i p s w e r e t h e n w a s h e d t h r e e m o r e t i m e s i n P B S a n d 

t h e n m o u n t e d o n t o g l a s s s l i d e s u s i n g t h e F l u o r o m o u n t r e a g e n t . F l u o r e s c e n t i m a g e s o f 

c e l l s w e r e c a p t u r e d u s i n g a C C D c a m e r a m o u n t e d o n a Z e i s s A x i o p h o t m i c r o s c o p e 

c o n n e c t e d t o a c o m p u t e r w i t h N o r t h e r n E c l i p s e s o f t w a r e . C e l l s w e r e s c o r e d a s a p o p t o t i c 

o n l y if t h e y a p p e a r e d t o b e p o s i t i v e f o r T U N E L s t a i n i n g a n d d i s p l a y e d s m a l l , c o n d e n s e d 

a n d b l e b b e d n u c l e i , a s v i s u a l i z e d w i t h P I . In a n y s i n g l e e x p e r i m e n t f o r e a c h o f t h e 3 

g e n o t y p e s , o v e r 1 5 0 0 n e u r o n s w e r e c o u n t e d i n e a c h t r e a t m e n t c o n d i t i o n , T h e 

p e r c e n t a g e o f a p o p t o t i c n u c l e i a f t e r N M D A t r e a t m e n t w a s c a l c u l a t e d b y f i r s t s u b t r a c t i n g 

t h e p e r c e n t a g e o f a p o p t o t i c c e l l s i n t h e c o r r e s p o n d i n g c o n t r o l c o n d i t i o n ( i . e . , D M S O o r 

D R B i n t h e a b s e n c e o f N M D A ) . T h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s — e a c h e m p l o y i n g a 

d i f f e r e n t b a t c h o f c u l t u r e d n e u r o n s — w e r e p e r f o r m e d f o r e a c h g e n o t y p e . 
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2 . 1 . 3 . H a r v e s t i n g T i s s u e 

T i s s u e w a s h a r v e s t e d f r o m F V B / N W T a n d t r a n s g e n i c Y A C m i c e f o r a v a r i e t y o f 

p u r p o s e s i n c l u d i n g a n a l y s i s o f p r o t e i n e x p r e s s i o n , s u b c e l l u l a r f r a c t i o n a t i o n , a n d 

i m m u n o p r e c i p i t a t i o n . 

2 . 1 . 3 . 1 . I m m u n o b l o t A n a l y s i s 

I m m u n o b l o t t i n g f o r p r o t e i n s o f i n t e r e s t w a s d o n e a c c o r d i n g t o s t a n d a r d p r o t o c o l s . 

B r i e f l y , p r o t e i n s a m p l e s r e s o l v e d b y S D S - P A G E w e r e t r a n s f e r r e d b y w e t e l e c t r o p h o r e s i s 

o n t o I m m o b i l o n p o l y v i n y l i d e n e d i f l u o r i d e ( P V D F ) m e m b r a n e s ( M i l l i p o r e , B i l l e r i c a , M A ) . 

M e m b r a n e s w e r e t h e n w e t t e d i n m e t h a n o l , e q u i l i b r a t e d i n w a t e r a n d T r i s - b u f f e r e d s a l i n e 

( T B S ) , a n d t h e n b l o c k e d f o r 2 h o u r s i n T B S c o n t a i n i n g 0 . 5 % T w e e n - 2 0 a n d 3 % ( w / v ) 

B S A . F o l l o w i n g a b r i e f r i n s e i n T B S 0 . 5 % T w e e n - 2 0 ( T B S - T ) , m e m b r a n e s w e r e 

i n c u b a t e d w i t h p r i m a r y a n t i b o d y d i s s o l v e d i n t h e b l o c k i n g s o l u t i o n t y p i c a l l y f o r 1 t o 2 h o u r s 

w i t h s h a k i n g a t r o o m t e m p e r a t u r e a n d t h e n o v e r n i g h t a t 4 ° C . M e m b r a n e s w e r e t h e n 

w a s h e d t h r e e t i m e s i n T B S - T , i n c u b a t e d f o r 4 5 m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e w i t h t h e 

a p p r o p r i a t e h o r s e r a d i s h p e r o x i d a s e - c o u p l e d s e c o n d a r y a n t i b o d y i n b l o c k i n g s o l u t i o n , 

w a s h e d a g a i n , a n d v i s u a l i z e d b y t h e a d d i t i o n o f t h e e n h a n c e d c h e m i l u m i n e s c e n c e ( E C L ) 

r e a g e n t s ( A m e r s h a m B i o s c i e n c e s , P i s c a t a w a y , N J ) a n d e x p o s u r e o n f i l m . 

2 . 1 . 3 . 2 . E x a m i n a t i o n o f N R 1 / N R 2 B E x p r e s s i o n i n M i c e o f D i f f e r e n t A g e s 

F o r a n a l y s i s o f N M D A R p r o t e i n e x p r e s s i o n i n t h e Y A C m o u s e m o d e l , t i s s u e f r o m 

s t r i a t a o f 2 , 6 , 9 , o r 1 2 m o n t h - o l d F V B / N W T a n d Y A C t r a n s g e n i c m i c e w a s h a r v e s t e d i n 
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1 0 x v o l u m e s o f p r e - c h i l l e d r a d i o i m m u n o p r e c i p i t a t i o n ( R I P A ) b u f f e r ( 5 0 m M T r i s 

p H 7 . 6 / 1 5 0 m M N a C I / 1 m M E D T A / 1 % N o n i d e t P - 4 0 (NP-40)/0.5% d e o x y c h o l a t e / 0 . 1 % 

S D S ) , h o m o g e n i z e d w i t h 8 s t r o k e s a t 2 0 0 0 r p m u s i n g a C a f r a m o s t i r r e r - t y p e R 2 R 1 - 6 4 

h o m o g e n i z e r ( V W R I n t e r n a t i o n a l , M i s s i s s a u g a , O N ) , a n d q u a n t i f i e d f o r p r o t e i n 

c o n c e n t r a t i o n u s i n g t h e B C A a s s a y . E q u a l a m o u n t s o f p r o t e i n w e r e t h e n r e s o l v e d b y 

S D S - P A G E a n d p r o b e d b y i m m u n o b l o t t i n g f o r t h e r e l a t i v e e x p r e s s i o n o f N R 1 a n d N R 2 B 

i n s t r i a t a l t i s s u e f r o m F V B / N W T a n d Y A C t r a n s g e n i c m i c e . 

2 . 1 . 3 . 3 . E x a m i n a t i o n o f P r o t e i n E x p r e s s i o n i n M o u s e T i s s u e t o F o l l o w U p o n 

K i n e t w o r k s ™ R e s u l t s 

F o r a n a l y s i s o f p r o t e i n e x p r e s s i o n i n m o u s e t i s s u e t o c o n f i r m K i n e t w o r k s ™ 

s c r e e n i n g r e s u l t s , c y t o s o l i c a n d p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s w e r e o b t a i n e d f r o m s t r i a t a l t i s s u e s 

( p o o l e d f r o m t w o m a l e a n i m a l s i n e a c h N ) o f 2 m o n t h - o l d F V B / N W T , Y A C 7 2 , a n d 

Y A C 1 2 8 m i c e , a c c o r d i n g t o a m o d i f i e d p r o t o c o l b a s e d o n g u i d e l i n e s f r o m K i n e x u s 

B i o i n f o r m a t i c s C o r p . ( w w w . k i n e x u s . c a ) . T i s s u e s w e r e m i c r o d i s s e c t e d a n d i s o l a t e d i n t o 

i c e - c o l d d e t e r g e n t - f r e e b u f f e r s u p p l e m e n t e d w i t h p h o s p h a t a s e i n h i b i t o r s a n d p r o t e a s e 

i n h i b i t o r s ( D F b u f f e r p H 7 ; c o n t a i n s i n m M : 2 0 M O P S , 2 E G T A , 5 E D T A , 3 0 N a F , - 4 0 

p - g l y c e r o p h o s p h a t e , 1 0 s o d i u m p y r o p h o s p h a t e , 2 s o d i u m o r t h o v a n a d a t e , 1 P M S F , 0 . 0 0 5 

p e p s t a t i n A , 0 . 0 1 l e u p e p t i n ) a t ~ 4 m l p e r g r a m o f w e t t i s s u e m a s s ( o r ~ 4 0 0 p l f o r s t r i a t a l 

t i s s u e f r o m 2 m i c e ) . F o l l o w i n g h o m o g e n i z a t i o n f o r 3 0 s e c o n d s a t 2 0 0 0 r p m o n i c e , t h e 

l y s a t e w a s c e n t r i f u g e d f o r 3 0 m i n u t e s a t 4 ° C a t 1 0 0 , 0 0 0 x g a n d t h e r e s u l t i n g s u p e r n a t a n t 

c o l l e c t e d a s t h e c y t o s o l i c f r a c t i o n . T h e p e l l e t w a s t h e n r e s u s p e n d e d i n D F b u f f e r 

s u p p l e m e n t e d w i t h 0 . 5 % T r i t o n X - 1 0 0 ( T X b u f f e r ) , a l s o a t ~ 4 m l p e r g r a m o f i n i t i a l t i s s u e 

m a s s , b e f o r e b e i n g s o n i c a t e d w i t h t w o 1 5 - s e c o n d p u l s e s a n d c e n t r i f u g e d a t 1 0 0 , 0 0 0 x g 
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f o r 3 0 m i n u t e s t o o b t a i n t h e p a r t i c u l a t e f r a c t i o n ( s u p e r n a t a n t ) . E q u i v a l e n t a m o u n t s o f 

p r o t e i n f r o m c y t o s o l i c a n d p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s o f s t r i a t a l t i s s u e s w e r e r e s o l v e d b y 

S D S - P A G E a n d c o m p a r e d b e t w e e n F V B / N W T , Y A C 7 2 , a n d Y A C 1 2 8 m i c e f o r t h e 

e x p r e s s i o n o f t h e s e r i n e / t h r e o n i n e k i n a s e C K 2 . 

2 . 1 . 3 . 4 . S u b c e l l u l a r F r a c t i o n a t i o n 

T i s s u e f r o m m o u s e s t r i a t u m w a s s u b j e c t e d t o b i o c h e m i c a l f r a c t i o n a t i o n b a s e d o n a 

p r o t o c o l m o d i f i e d f r o m D u n a h a n d S t a n d a e r t ( 2 0 0 1 ) a n d H e l l a n d J a h n ( 1 9 9 4 ) . S t r i a t a l 

t i s s u e w a s i s o l a t e d a n d p o o l e d f r o m F V B / N W T o r Y A C 7 2 m i c e ( 1 0 a n i m a l s o f e a c h 

g e n o t y p e w e r e u s e d f o r t w o s e t s o f f r a c t i o n a t i o n s , a n d 3 0 a n i m a l s e a c h w e r e u s e d i n a 

t h i r d s e t o f f r a c t i o n a t i o n s ) , - i n e a c h c a s e f r o m t w o o r m o r e l i t t e r s , a t 2 m o n t h s o f a g e . 

T i s s u e w a s h o m o g e n i z e d w i t h 9 s t r o k e s a t 9 0 0 r p m i n i c e - c o l d h o m o g e n i z a t i o n b u f f e r 

( H o m o g B ; c o n t a i n i n g , i n m M : 1 E G T A , 3 2 0 s u c r o s e , 4 H E P E S p H 7 . 4 ) s u p p l e m e n t e d w i t h 

p r o t e a s e i n h i b i t o r s , u s i n g r o u g h l y 1 0 m l H o m o g B p e r g r a m o f w e t b r a i n t i s s u e ( a r o u n d 1 5 

m l f o r s t r i a t a l t i s s u e f r o m 3 0 m i c e ) . H o m o g e n a t e w a s t h e n c e n t r i f u g e d f o r 1 0 m i n u t e s a t 

1 , 0 0 0 x g t o o b t a i n f r a c t i o n s P 1 a n d S 1 . S 1 w a s f u r t h e r c e n t r i f u g e d f o r 1 5 m i n u t e s a t 

1 2 , 0 0 0 x g t o i s o l a t e S 2 a n d P 2 , t h e c r u d e s y n a p t o s o m a l f r a c t i o n . P 2 w a s t h e n 

r e s u s p e n d e d i n H o m o g B t o t w o - t h i r d s o f t h e i n i t i a l v o l u m e a n d c e n t r i f u g e d f o r 1 5 m i n u t e s 

a t 1 3 , 0 0 0 x g t o g i v e S 2 ' a n d a w a s h e d c r u d e s y n a p t o s o m a l f r a c t i o n P 2 ' . T h e p e l l e t w a s 

r e s u s p e n d e d i n H o m o g B t o o n e - t e n t h o f t h e i n i t i a l v o l u m e , d i l u t e d w i t h 9 x v o l u m e s o f 

i c e - c o l d w a t e r , a n d l y s e d h y p o - o s m o t i c a l l y w i t h 3 s t r o k e s a t 2 , 0 0 0 r p m . H E P E S - N a O H 

p H 7 . 4 w a s t h e n a d d e d t o ~ 8 . 5 m M f i n a l c o n c e n t r a t i o n , a n d t h e l y s e d P 2 ' w a s t h e n 

c e n t r i f u g e d f o r 2 0 m i n u t e s a t 3 3 , 0 0 0 x g t o g i v e L P 1 ( h e a v y / s y n a p t o s o m a l m e m b r a n e 

f r a c t i o n ) a n d L S 1 ( c y t o p l a s m o f l y s e d s y n a p t o s o m e s ) . L S 1 a n d S 2 w e r e c e n t r i f u g e d a t 
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1 6 5 , 0 0 0 x g f o r 2 h o u r s t o i s o l a t e L S 2 ( p r e - s y n a p t i c c y t o s o l ) / L P 2 ( s y n a p t i c 

v e s i c l e - e n r i c h e d f r a c t i o n ) a n d S 3 ( c y t o s o l ) / P 3 ( l i g h t m e m b r a n e / m i c r o s o m e - e n r i c h e d 

f r a c t i o n ) , r e s p e c t i v e l y . A s c h e m a t i c s u m m a r i z i n g t h e s u b c e l l u l a r f r a c t i o n a t i o n s t e p s i s 

s h o w n i n F i g u r e 6 . F r a c t i o n s w e r e t h e n q u a n t i f i e d f o r p r o t e i n c o n t e n t , r e s o l v e d b y 

S D S - P A G E , a n d s u b j e c t e d t o i m m u n o b l o t t i n g t o d e t e r m i n e t h e s u b c e l l u l a r d i s t r i b u t i o n o f 

t h e p r o t e i n s o f i n t e r e s t . 

2 . 1 . 3 . 5 . I m m u n o p r e c i p i t a t i o n 

2 . 1 . 3 . 5 . 1 . F r o m M o u s e F o r e b r a i n T i s s u e 

F o r e b r a i n t i s s u e w a s i s o l a t e d f r o m ~ 2 m o n t h - o l d F V B / N W T o r Y A C 7 2 m i c e a n d 

h o m o g e n i z e d w i t h 8 s t r o k e s a t 2 , 0 0 0 r p m i n l y s i s b u f f e r c o n t a i n i n g 5 0 m M T r i s p H 9 a n d 

1 % d e o x y c h o l a t e w i t h 1 m M E D T A a n d 1 m M E G T A , s u p p l e m e n t e d w i t h p h o s p h a t a s e 

i n h i b i t o r s a n d p r o t e a s e i n h i b i t o r s , a t 7 m l f o r ~ 0 . 4 g w e t b r a i n t i s s u e ( o r ~ 7 m l p e r m o u s e 

f o r e b r a i n ) . T h e h o m o g e n a t e w a s i n c u b a t e d f o r 1 5 m i n u t e s a t 4 ° C w i t h e n d - o v e r - e n d 

r o t a t i o n b e f o r e c e n t r i f u g a t i o n a t 5 0 , 0 0 0 x g f o r 1 5 m i n u t e s . T h e r e s u l t i n g s u p e r n a t a n t 

( " l y s a t e " ) w a s u s e d f o r i m m u n o p r e c i p i t a t i o n ( I P ) a t 4 0 0 p l p e r s a m p l e . F o r e a c h s a m p l e , 

1 0 p g o f p r i m a r y a n t i b o d y w e r e a d d e d t o t h e l y s a t e a n d a l l o w e d t o i n c u b a t e f o r 1 h o u r a t 4 

° C w i t h s l o w e n d - o v e r - e n d r o t a t i o n . S i x t y m i c r o l i t e r s o f a 5 0 % - s l u r r y c o n t a i n i n g a m i x t u r e 

o f p r e - e q u i l i b r a t e d P r o t e i n A a n d P r o t e i n G S e p h a r o s e 4 F a s t F l o w r e s i n ( f r o m f o r m e r l y 

A m e r s h a m P h a r m a c i a B i o t e c h , n o w p a r t o f G E H e a l t h c a r e B i o - S c i e n c e s I n c . , B a i e d ' U r f e , 

Q C ) w e r e t h e n a d d e d a n d s a m p l e s w e r e i n c u b a t e d f o r a n a d d i t i o n a l h o u r . S u b s e q u e n t l y , 

s a m p l e s w e r e c e n t r i f u g e d b r i e f l y a t 5 , 0 0 0 r p m a n d t h e p e l l e t e d r e s i n w a s h e d f o u r t i m e s i n 

1 x T r i s W a s h B u f f e r ( T W B ; c o n t a i n i n g , i n m M : 1 E D T A , 1 E G T A , 1 5 0 N a C l , 5 0 T r i s p H 7 . 4 
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a n d 1 % T r i t o n X - 1 0 0 ) t o r e d u c e n o n - s p e c i f i c b i n d i n g . T h e w a s h e d r e s i n w a s t h e n 

r e s u s p e n d e d i n 3 x P S B a n d h e a t e d a t 9 5 - 1 0 0 ° C f o r 3 - 5 m i n u t e s i n p r e p a r a t i o n f o r 

r e s o l u t i o n b y S D S - P A G E . 

2 . 1 . 3 . 5 . 2 . F r o m M o u s e S t r i a t a l T i s s u e 

S t r i a t a l t i s s u e w a s i s o l a t e d f r o m ~ 2 m o n t h - o l d F V B / N W T o r Y A C 7 2 m i c e . T i s s u e 

w a s p o o l e d f r o m t w o m a l e m i c e f r o m e a c h g e n o t y p e i n 2 . 4 m l H B s u p p l e m e n t e d w i t h 

p r o t e a s e i n h i b i t o r s a n d p h o s p h a t a s e i n h i b i t o r s . F o l l o w i n g h o m o g e n i z a t i o n w i t h 8 s t r o k e s 

a t 2 , 0 0 0 r p m , t i s s u e s a m p l e s w e r e c e n t r i f u g e d f o r 5 m i n u t e s a t 5 , 0 0 0 r p m . S u p e r n a t a n t s 

w e r e r e m o v e d a n d t h e t i s s u e p e l l e t s s o l u b i l i z e d i n l y s i s b u f f e r c o n t a i n i n g e i t h e r 1 % 

N P - 4 0 / 1 5 0 m M N a C I / 5 0 m M T r i s p H 8 o r P B S 1 m M E D T A / 1 m M E G T A / 0 . 2 % S D S / 0 . 8 % 

T r i t o n X - 1 0 0 , s u p p l e m e n t e d w i t h p h o s p h a t a s e i n h i b i t o r s a n d p r o t e a s e i n h i b i t o r s , a t 2 . 4 m l 

p e r s a m p l e ( p o o l e d f r o m t w o p a i r s o f s t r i a t a ) . D N A s e w a s a d d e d t o a f i n a l c o n c e n t r a t i o n 

o f 1 0 0 p g / m l , a n d t h e l y s a t e w a s s o n i c a t e d i n t w o 1 0 - s e c o n d b u r s t s a t s e t t i n g 3 . F o r t y 

m i c r o l i t e r s f r o m t h e s o l u b i l i z e d s a m p l e w a s s a v e d a s " l y s a t e " , a n d I P w a s p e r f o r m e d 

u s i n g 3 0 0 - 3 6 0 pl p e r s a m p l e . E a c h I P s a m p l e w a s f i r s t p r e - c l e a r e d b y i n c u b a t i o n w i t h 1 0 

pl e a c h o f 5 0 % - s l u r r i e s o f p r e - e q u i l i b r a t e d P r o t e i n A a n d P r o t e i n G S e p h a r o s e 4 F a s t 

F l o w r e s i n f o r 1 h o u r a t 4 ° C w i t h s l o w e n d - o v e r - e n d r o t a t i o n . S a m p l e s w e r e t h e n 

c e n t r i f u g e d b r i e f l y t o s e d i m e n t t h e r e s i n , a n d p r e - c l e a r e d l y s a t e s w e r e t r a n s f e r r e d t o f r e s h 

t u b e s c o n t a i n i n g 1 0 pg o f p r i m a r y a n t i b o d y a n d r o t a t e d e n d - o v e r - e n d f o r a n a d d i t i o n a l 

h o u r . S u b s e q u e n t l y , 1 5 pl e a c h o f P r o t e i n A a n d P r o t e i n G s l u r r i e s w e r e a d d e d t o e a c h I P 

s a m p l e f o r o v e r n i g h t i n c u b a t i o n w i t h e n d - o v e r - e n d r o t a t i o n a t 4 ° C . S a m p l e s w e r e t h e n 

c e n t r i f u g e d f o r 1 m i n u t e a t 5 , 0 0 0 r p m , a n d t h e r e s i n s w i t h b o u n d a n t i b o d y a n d p r o t e i n s 

w e r e w a s h e d f i v e t i m e s i n 1 x T W B a t 5 0 0 pl p e r s a m p l e p e r w a s h . P r o t e i n s a s s o c i a t e d 
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w i t h t h e w a s h e d r e s i n w e r e t h e n e l u t e d b y r e s u s p e n d i n g t h e r e s i n i n 4 5 p l o f 3 x P S B a n d 

h e a t i n g a t 9 5 - 1 0 0 ° C f o r 3 - 5 m i n u t e s i n p r e p a r a t i o n f o r r e s o l u t i o n b y S D S - P A G E . 

2.2. HEK293 Cell Line 

2 . 2 . 1 . P a s s a g i n g a n d M a i n t a i n i n g C e l l L i n e 

H u m a n e m b r y o n i c k i d n e y ( H E K ) 2 9 3 c e l l s w e r e c u l t u r e d a s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d 

( C h e n e t a l . , 1 9 9 7 ) . B r i e f l y , c e l l s w e r e m a i n t a i n e d i n " M E M + " , o r M E M s u p p l e m e n t e d w i t h 

E a r l e ' s s a l t s , L - g l u t a m i n e ( t o 2 m M ) , s o d i u m p y r u v a t e ( t o 1 m M ) , p e n i c i l l i n - s t r e p t o m y c i n 

( t o 1 0 0 u n i t s / m l ) , a n d f e t a l b o v i n e s e r u m ( F B S ; t o 1 0 % ) a t 3 7 ° C 5 % C 0 2 i n a h u m i d i f i e d 

i n c u b a t o r . H E K c e l l s w e r e g e n e r a l l y p a s s a g e d e v e r y 2 t o 3 d a y s a n d s e e d e d a t ~1 t o 2 x 

1 0 6 c e l l s p e r 1 0 - c m c u l t u r e d i s h . 

2 . 2 . 2 . T r a n s f e c t i o n o f C e l l L i n e w i t h P l a s m i d D N A 

F o r t r a n s f e c t i o n o f H E K 2 9 3 c e l l s b y t h e C a P m e t h o d , c e l l s w e r e s e e d e d 9 t o 1 2 

h o u r s p r i o r t o t r a n s f e c t i o n a t a d e n s i t y o f ~1 t o 2 x 1 0 6 c e l l s p e r d i s h i n 1 0 - c m c u l t u r e 

d i s h e s p r e - c o a t e d w i t h 1 0 p g / m l h i g h e r m o l e c u l a r w e i g h t ( M W 7 0 , 0 0 0 - 1 5 0 , 0 0 0 ) P D L . T o 

p r e p a r e f o r t r a n s f e c t i o n , a l i q u o t s c o n t a i n i n g 1 0 - 1 5 p g o f o n e o r m o r e p l a s m i d D N A s w e r e 

p r e p a r e d b y m i x i n g w i t h 1 / 1 0 t h v o l u m e o f 3 M s o d i u m a c e t a t e a n d t h r e e v o l u m e s o f , 1 0 0 % 

E t O H . F o r i m m u n o p r e c i p i t a t i o n s t u d i e s , e a c h 1 0 - c m d i s h o f H E K c e l l s w a s t r a n s f e c t e d 

w i t h 5 p g e a c h o f c D N A p l a s m i d e n c o d i n g r a t N R 1 a n d N R 2 B s u b u n i t s . F o r a n a l y s i s o f 

p r o t e i n e x p r e s s i o n i n c e l l s o v e r - e x p r e s s i n g W T v e r s u s m u t a n t h t t , e a c h 1 0 - c m d i s h o f 

H E K c e l l s w a s t r a n s f e c t e d w i t h 3 p g e a c h o f c D N A p l a s m i d e n c o d i n g r a t N R 1 a n d N R 2 B 
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a l o n g w i t h 6 u g o f p l a s m i d D N A e n c o d i n g f u l l - l e n g t h h u m a n h t t w i t h a p o l y Q r e p e a t l e n g t h 

o f e i t h e r 1 5 ( h t t - 1 5 Q ; W T ) o r 1 3 8 ( h t t - 1 3 8 Q ; m u t a n t ) r e s i d u e s . A f t e r b r i e f c e n t r i f u g a t i o n , 

p l a s m i d D N A s a m p l e s w e r e t o p p e d u p t o 1 4 0 0 p l f i n a l v o l u m e w i t h 1 0 0 % E t O H i n a 1 . 5 - m l 

m i c r o f u g e t u b e a n d c e n t r i f u g e d f o r 2 0 m i n u t e s a t 1 4 , 0 0 0 r p m a t 4 ° C t o p r e c i p i t a t e t h e 

D N A . T h e n u c l e i c a c i d p e l l e t w a s t h e n r e s u s p e n d e d i n 4 5 0 p l o f 0 . 1 x T E , m i x e d w i t h 5 0 p l 

o f 2 . 5 M C a C I 2 a n d 5 0 0 p l o f 2 x B E S s o l u t i o n , a n d a l l o w e d t o s i t a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 

2 0 m i n u t e s . C e l l s t o b e t r a n s f e c t e d w e r e t r a n s f e r r e d t o a h u m i d i f i e d 3 7 ° C 3 % C O 2 

e n v i r o n m e n t a n d i n c u b a t e d f o r 2 0 m i n u t e s . S u b s e q u e n t l y , t h e t r a n s f e c t i o n m i x w a s 

a d d e d t o e x i s t i n g m e d i a a t 1 m l p e r 1 0 - c m d i s h o f c e l l s . T r a n s f e c t e d c e l l s w e r e i n c u b a t e d 

f o r 8 h o u r s a t 3 7 ° C 3 % C 0 2 b e f o r e b e i n g w a s h e d t w i c e w i t h p r e - w a r m e d P B S a n d 

r e p l e n i s h e d w i t h f r e s h m e d i u m . C e l l s w e r e t h e n t r a n s f e r r e d b a c k t o t h e 5 % C 0 2 

i n c u b a t o r u n t i l t h e y w e r e h a r v e s t e d f o r e x p e r i m e n t s a t 2 4 h o u r s f o l l o w i n g t h e s t a r t o f 

t r a n s f e c t i o n . T r a n s f e c t i o n e f f i c i e n c y w a s d e t e r m i n e d b y m e a s u r i n g p - g a l a c t o s i d a s e 

a c t i v i t y i n a s e p a r a t e 1 0 - c m d i s h t r a n s f e c t e d i n p a r a l l e l w i t h 1 0 p g o f B - g a l p l a s m i d c D N A , 

a n d f u r t h e r e x p e r i m e n t s w e r e c o n d u c t e d o n l y if t r a n s f e c t i o n e f f i c i e n c y e x c e e d e d 5 0 % . 

2 . 2 . 2 . 1 . p - G a l a c t o s i d a s e S t a i n i n g t o D e t e r m i n e T r a n s f e c t i o n E f f i c i e n c y 

C e l l s t r a n s f e c t e d w i t h p l a s m i d D N A e n c o d i n g p - g a l a c t o s i d a s e w e r e e x a m i n e d f o r 

p - g a l a c t o s i d a s e a c t i v i t y a s a m e a s u r e o f t r a n s f e c t i o n e f f i c i e n c y . A t 2 4 h o u r s f o l l o w i n g 

s t a r t o f t r a n s f e c t i o n b y t h e C a P m e t h o d , c e l l s w e r e w a s h e d o n c e w i t h 5 m l o f p r e - w a r m e d 

P B S b e f o r e b e i n g f i x e d i n P B S c o n t a i n i n g 0 . 4 % g l u t a r a l d e h y d e a n d 2 % f o r m a l d e h y d e f o r 

5 m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e . F o l l o w i n g f i x a t i o n , c e l l s w e r e w a s h e d t h r e e t i m e s w i t h 

P B S a n d t h e n s t a i n e d w i t h P B S c o n t a i n i n g 2 m M M g C I 2 , 5 m M K 3 [ F e ( C N ) 6 ] , 5 m M 
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K 4 F e ( C N ) 6 . 3 H 2 0 , a n d 0 . 5 m g / m l X - g a l ( f r o m f o r m e r l y M o l e c u l a r P r o b e s , n o w p a r t o f 

I n v i t r o g e n C a n a d a I n c . , B u r l i n g t o n , O N ) d i s s o l v e d i n D M S O a n d a d d e d f r e s h i m m e d i a t e l y 

p r i o r t o u s e . S t a i n e d d i s h e s o f c e l l s w e r e w r a p p e d i n p a r a f i l m a n d i n c u b a t e d a t 3 7 ° C f o r 

1 h o u r b e f o r e c e l l c o u n t s w e r e p e r f o r m e d . A s c e l l s e x p r e s s i n g p - g a l a c t o s i d a s e r e a c t w i t h 

t h e s u b s t r a t e X - g a l t o g e n e r a t e a b l u e c o l o u r , t h e n u m b e r o f b l u e c e l l s w e r e c o u n t e d a n d 

c a l c u l a t e d a s a p e r c e n t a g e o f t h e t o t a l n u m b e r o f c e l l s t o d e t e r m i n e t r a n s f e c t i o n 

e f f i c i e n c y . 

2 . 2 . 3 . I m m u n o p r e c i p i t a t i o n . > . . 

T e n - c e n t i m e t e r d i s h e s o f H E K 2 9 3 c e l l s t r a n s f e c t e d i n d u p l i c a t e w i t h N R 1 / N R 2 B 

c D N A w e r e h a r v e s t e d a t 2 4 h o u r s f o l l o w i n g s t a r t o f t r a n s f e c t i o n i n l y s i s b u f f e r c o n t a i n i n g 

P B S 1 m M E D T A / 1 m M E G T A / 0 . 2 % S D S / 0 . 8 % T r i t o n X - 1 0 0 a n d s u p p l e m e n t e d w i t h 

p h o s p h a t a s e i n h i b i t o r s a n d p r o t e a s e i n h i b i t o r s , a t 5 0 0 p l p e r 1 0 - c m d i s h o f c e l l s . P r o t e i n s 

w e r e s o l u b i l i z e d b y s o n i c a t i o n f o r 1 0 s e c o n d s a t s e t t i n g 3 , a n d t h e h o m o g e n a t e w a s 

i n c u b a t e d f o r 3 0 m i n u t e s a t 4 ° C w i t h e n d - o v e r - e n d r o t a t i o n b e f o r e b r i e f c e n t r i f u g a t i o n a t 

1 4 , 0 0 0 r p m t o p e l l e t c e l l u l a r d e b r i s . T h e r e s u l t i n g s u p e r n a t a n t s ( " l y s a t e s " ) w e r e p o o l e d 

f r o m d u p l i c a t e d i s h e s a n d u s e d f o r I P a t 3 0 0 - 4 0 0 p l p e r s a m p l e . F o r e a c h s a m p l e , 5 - 1 0 

p g o f a n t i - N R 2 B p r i m a r y a n t i b o d y w e r e a d d e d t o t h e l y s a t e a n d a l l o w e d t o i n c u b a t e f o r 

1 - 2 h o u r s a t 4 ° C w i t h s l o w e n d - o v e r - e n d r o t a t i o n . S i x t y m i c r o l i t e r s o f a 5 0 % - s l u r r y 

c o n t a i n i n g a m i x t u r e o f p r e - e q u i l i b r a t e d P r o t e i n A a n d P r o t e i n G S e p h a r o s e 4 F a s t F l o w 

r e s i n w e r e t h e n a d d e d a n d s a m p l e s w e r e i n c u b a t e d f o r a n a d d i t i o n a l h o u r . S u b s e q u e n t l y , 

s a m p l e s w e r e c e n t r i f u g e d b r i e f l y a t 5 , 0 0 0 r p m a n d t h e p e l l e t e d r e s i n w a s h e d t h r e e t i m e s 

i n 1 x T W B t o r e d u c e n o n - s p e c i f i c b i n d i n g . T h e w a s h e d r e s i n w a s t h e n r e s u s p e n d e d i n 3 x 

P S B a n d h e a t e d a t 9 5 - 1 0 0 ° C f o r 3 - 5 m i n u t e s i n p r e p a r a t i o n f o r r e s o l u t i o n b y S D S - P A G E . 
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2 . 2 . 4 . N M D A R S t i m u l a t i o n o f T r a n s f e c t e d C e l l s 

In c e r t a i n e x p e r i m e n t s w h e r e c y t o s o l i c a n d p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s w e r e t o b e 

c o l l e c t e d f r o m N R 1 / N R 2 B / h t t - 1 5 Q - o r N R 1 / N R 2 B / h t t - 1 3 8 Q - t r a n s f e c t e d H E K 2 9 3 c e l l s t o 

e x a m i n e e f f e c t s o f N M D A R a c t i v a t i o n , d i s h e s o f t r a n s f e c t e d c e l l s w e r e s t i m u l a t e d w i t h 

N M D A R a g o n i s t s p r i o r t o h a r v e s t i n D F b u f f e r . A t 2 4 h o u r s a f t e r t r a n s f e c t i o n , c u l t u r e 

m e d i u m w a s r e p l a c e d w i t h B S S o r w i t h p h y s i o l o g i c a l s o l u t i o n ( P S ; c o n t a i n i n g , i n m M : 1 . 8 

C a C I 2 , 1 4 5 N a C l , 5 . 4 K C I , 11 D - g l u c o s e , 1 0 H E P E S p H 7 . 3 ) , w i t h o r w i t h o u t 1 m M 

N M D A / 5 0 u M g l y c i n e f o r t h e " p l u s N M D A R s t i m u l a t i o n " o r " m i n u s N M D A R s t i m u l a t i o n " 

c o n d i t i o n s , r e s p e c t i v e l y . F o l l o w i n g i n c u b a t i o n o f t h e c e l l s a t 3 7 ° C 5 % C 0 2 f o r 3 0 

m i n u t e s , c e l l s w e r e w a s h e d a n d h a r v e s t e d i n D F b u f f e r . C y t o s o l i c a n d p a r t i c u l a t e 

f r a c t i o n s o f p o o l e d c e l l l y s a t e s w e r e t h e n h a r v e s t e d a s d e s c r i b e d i n t h e n e x t s e c t i o n . 

A l t e r n a t i v e l y , i n e x p e r i m e n t s w h e r e t o t a l c e l l u l a r e x p r e s s i o n w a s m e a s u r e d , t o t a l s o l u b l e 

l y s a t e s w e r e c o l l e c t e d d i r e c t l y i n T X b u f f e r a n d h a r v e s t e d , a g a i n a s d e s c r i b e d i n t h e 

f o l l o w i n g s e c t i o n . E q u i v a l e n t a m o u n t s o f p r o t e i n f r o m c y t o s o l i c a n d p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s 

o r t o t a l s o l u b l e l y s a t e s o f e a c h c o n d i t i o n ( e x p r e s s i n g h t t - 1 5 Q o r h t t - 1 3 8 Q ; w i t h o r w i t h o u t 

N M D A R s t i m u l a t i o n ) w e r e r e s o l v e d b y S D S - P A G E a n d e x a m i n e d f o r t h e p r o t e i n s o f 

i n t e r e s t b y i m m u n o b l o t t i n g . 

2 . 2 . 5 . H a r v e s t i n g C e l l s f o r K i n e t w o r k s ™ o r I m m u n o b l o t t i n g A n a l y s i s 

D i s h e s o f H E K 2 9 3 c e l l s w e r e t r a n s f e c t e d i n p a r a l l e l f o r t h e W T a n d m u t a n t 

c o n d i t i o n s ( w i t h 3 / 3 / 6 p g o f N R 1 / N R 2 B / h t t - 1 5 Q o r N R 1 / N R 2 B / h t t - 1 3 8 Q p l a s m i d D N A s , 

r e s p e c t i v e l y ) u s i n g t h e C a P m e t h o d . In t h e s a m e e x p e r i m e n t , a c o n t r o l d i s h o f c e l l s w a s 

t r a n s f e c t e d w i t h t h e p - g a l a c t o s i d a s e p l a s m i d D N A a n d s t a i n e d w i t h X - g a l a t 2 4 h o u r s 
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p o s t - t r a n s f e c t i o n t o d e t e r m i n e t h e e f f i c i e n c y o f t r a n s f e c t i o n . E x p e r i m e n t s w e r e c o n t i n u e d 

o n l y w h e n m o r e t h a n 5 0 % o f t h e c e l l s w e r e t r a n s f e c t e d a n d e x p r e s s i n g t h e t r a n s g e n e s . 

H a r v e s t o f c y t o s o l i c a n d p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s f r o m c e l l l y s a t e s w a s c a r r i e d o u t a c c o r d i n g 

t o a m o d i f i e d p r o t o c o l b a s e d o n g u i d e l i n e s f r o m K i n e x u s B i o i n f o r m a t i c s C o r p . 

( V a n c o u v e r , B C ; w e b s i t e a t w w w . k i n e x u s . c a ) . B r i e f l y , c e l l l y s a t e s w e r e p o o l e d a n d 

h a r v e s t e d a t 2 4 h o u r s f o l l o w i n g t h e s t a r t o f t r a n s f e c t i o n i n D F b u f f e r a t r o u g h l y 1 0 0 p l p e r 

1 0 6 c e l l s ( o r ~ 2 0 0 - 3 0 0 p l p e r 1 0 - c m d i s h o f c e l l s a t m e d i u m d e n s i t y ) . S a m p l e s i n D F 

b u f f e r w e r e s o n i c a t e d w i t h t w o 1 5 - s e c o n d b u r s t s a t s e t t i n g 3 w i t h a 3 - s e c o n d i n t e r - b u r s t 

p a u s e o n i c e . L y s a t e s w e r e t h e n s u b j e c t e d t o u l t r a c e n t r i f u g a t i o n f o r 3 0 m i n u t e s a t 4 ° C a t 

1 0 0 , 0 0 0 x g . T h e r e s u l t i n g s u p e r n a t a n t w a s s a v e d a s t h e c y t o s o l i c f r a c t i o n a n d t h e p e l l e t 

r e s u s p e n d e d i n T X b u f f e r a t r o u g h l y h a l f t h e i n i t i a l v o l u m e o f D F b u f f e r u s e d ( ~ 1 0 0 - 1 5 0 p l 

p e r 1 0 - c m d i s h o f c e l l s ) . T h e p e l l e t f r a c t i o n w a s t h e n m i x e d , s o n i c a t e d , a n d c e n t r i f u g e d 

f o r 3 0 m i n u t e s a t 1 0 0 , 0 0 0 x g a s d e s c r i b e d a b o v e . T h e s u p e r n a t a n t f r o m t h i s s t e p w a s 

a l s o s a v e d a n d r e p r e s e n t e d t h e p a r t i c u l a t e f r a c t i o n c o n t a i n i n g d e t e r g e n t - s o l u b l e p r o t e i n s . 

T o t a l s o l u b l e f r a c t i o n s w e r e h a r v e s t e d d i r e c t l y i n T X b u f f e r ( i n s t e a d o f D F b u f f e r ) b u t w e r e 

o t h e r w i s e p r o c e s s e d i n t h e s a m e w a y . A l l f r a c t i o n s w e r e q u a n t i f i e d f o r p r o t e i n c o n t e n t 

u s i n g t h e B C A a s s a y b e f o r e b e i n g d i l u t e d i n 4 x K i n e t w o r k s ™ P S B ( c o n t a i n i n g 5 % 

B - m e r c a p t o e t h a n o l a d d e d f r e s h a t t i m e o f u s e , 0 . 0 8 % B r o m o p h e n o l b l u e d y e , 4 % S D S , 

a n d 5 0 % g l y c e r o l i n 1 2 5 m M T r i s - C I p H 6 . 8 ) a n d s u b j e c t e d t o s t a n d a r d i m m u n o b l o t t i n g o r 

K i n e t w o r k s ™ m u l t i - i m m u n o b l o t t i n g a n a l y s e s . 

C y t o s o l i c a n d p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s f r o m H E K 2 9 3 c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h 

N R 1 / N R 2 B / h t t - 1 5 Q o r N R 1 / N R 2 B / h t t - 1 3 8 Q ( t h e " h t t 1 5 " a n d " h t t 1 3 8 " c o n d i t i o n s , 

r e s p e c t i v e l y ) w e r e a n a l y z e d b y K i n e t w o r k s ™ K P K S 1 . 0 P r o t e i n K i n a s e , K P P S 1 . 0 P r o t e i n 

P h o s p h a t a s e , a n d K H S P 1 . 0 H e a t S h o c k P r o t e i n s c r e e n s . A n a l y s i s i n v o l v e s r e s o l u t i o n o f 

t h e l y s a t e s a m p l e b y S D S - P A G E a n d s u b s e q u e n t i m m u n o b l o t t i n g w i t h u p t o t h r e e 
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p r i m a r y a n t i b o d i e s p e r c h a n n e l i n a 2 0 - c h a n n e l m u l t i b l o t t e r . M i x t u r e s o f a n t i b o d i e s u s e d 

i n a g i v e n c h a n n e l w e r e t e s t e d t o r u l e o u t c r o s s - i m m u n o r e a c t i v i t y w i t h o t h e r t a r g e t 

p r o t e i n s t o b e p r o b e d f o r i n t h e s a m e c h a n n e l . D e t a i l e d i n f o r m a t i o n a n d p r o t o c o l s o f t h e 

K i n e t w o r k s ™ a n a l y s e s h a v e a l s o b e e n p u b l i s h e d p r e v i o u s l y ( P e l e c h e t a l . 2 0 0 3 ) . 

2.3. E. Coli Bacteria 

2 . 3 . 1 . T r a n s f o r m a t i o n w i t h P l a s m i d D N A 

F o r t h e p u r i f i c a t i o n o f p l a s m i d D N A f r o m a p r e - e x i s t i n g D N A s t o c k , S u b c l o n i n g 

E f f i c i e n c y ™ D H 5 a h e a t - s h o c k c o m p e t e n t £ . coli b a c t e r i a ( I n v i t r o g e n C a n a d a I n c . , 

B u r l i n g t o n , O N ) w e r e t h a w e d o n i c e - w a t e r . 1 - 2 p l o f p l a s m i d s t o c k w a s a d d e d t o a 5 0 - p l 

a l i q u o t o f c o m p e t e n t b a c t e r i a a n d i n c u b a t e d o n i c e f o r 3 0 m i n u t e s b e f o r e b e i n g h e a t 

s h o c k e d f o r 2 0 s e c o n d s a t 3 7 ° C . C e l l s w e r e i m m e d i a t e l y p l a c e d o n i c e f o r 2 m i n u t e s 

f o l l o w i n g h e a t s h o c k , a n d t h e n d i l u t e d w i t h 9 5 0 p l L u r i a b r o t h ( L B ) b a c t e r i a l m e d i u m ( i n 

g / L : 1 0 p e p t o n e / t r y p t o n e , 5 y e a s t e x t r a c t , 1 0 N a C l ) p r i o r t o i n c u b a t i o n f o r 1 h o u r a t 3 7 ° C 

w i t h v i g o r o u s s h a k i n g a t 2 2 5 r p m . C e l l s w e r e s u b s e q u e n t l y c e n t r i f u g e d f o r 5 m i n u t e s a t 

4 , 0 0 0 r p m , a n d t h e b a c t e r i a l p e l l e t r e s u s p e n d e d i n 1 0 0 p l o f f r e s h L B m e d i u m . O n e , 1 0 , 

a n d 9 0 p l o f t h e b a c t e r i a w e r e p l a t e d o n t o L B a g a r p l a t e s s u p p l e m e n t e d w i t h t h e 

a p p r o p r i a t e a n t i b i o t i c t o s e l e c t f o r b a c t e r i a s u c c e s s f u l l y t r a n s f o r m e d w i t h t h e p l a s m i d 

D N A . 
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2 . 3 . 2 . P u r i f i c a t i o n o f P l a s m i d D N A 

B a c t e r i a t r a n s f o r m e d w i t h p l a s m i d D N A o r s m e a r e d f r o m a f r o z e n g l y c e r o l s t o c k 

w e r e s t r e a k e d o n t o L B a g a r p l a t e s c o n t a i n i n g t h e a p p r o p r i a t e s e l e c t i v e a n t i b i o t i c a n d 

a l l o w e d t o g r o w o v e r n i g h t a t 3 7 ° C . A s i n g l e c o l o n y o f b a c t e r i a w a s p i c k e d t o i n o c u l a t e a 

s t a r t e r c u l t u r e o f 2 m l o f a n t i b i o t i c - c o n t a i n i n g f r e s h L B m e d i u m . S t a r t e r c u l t u r e s w e r e 

g r o w n f o r ~ 8 - 1 2 h o u r s a t 3 7 ° C w i t h v i g o r o u s s h a k i n g a t 2 5 0 - 3 0 0 r p m , a n d t h e n d i l u t e d 

i n t o 5 0 0 m l o f s e l e c t i v e L B m e d i u m . T h e d i l u t e d c u l t u r e w a s f u r t h e r i n c u b a t e d a t 3 7 ° C f o r 

1 2 - 1 6 h o u r s ( u s u a l l y o v e r n i g h t ) w i t h v i g o r o u s s h a k i n g a n d a e r a t i o n i n a 2 - L f l a s k . T o 

p r e p a r e f r o z e n g l y c e r o l s t o c k s o f b a c t e r i a c a r r y i n g p l a s m i d D N A , 1 m l o f b a c t e r i a l c u l t u r e 

i s m i x e d w i t h 2 5 0 p l o f s t e r i l e g l y c e r o l t o g e n e r a t e a 2 0 % g l y c e r o l s t o c k t o b e s t o r e d a t - 8 0 

° C . T h e r e s t o f t h e p l a s m i d - c o n t a i n i n g b a c t e r i a l c u l t u r e g r o w n o v e r n i g h t w a s t h e n 

h a r v e s t e d b y c e n t r i f u g a t i o n a t 6 , 0 0 0 x g f o r 1 5 m i n u t e s a t 4 ° C . P l a s m i d D N A w a s p u r i f i e d 

u s i n g Q i a g e n ( M i s s i s s a u g a , O N ) P l a s m i d M a x i ™ o r E n d o F r e e P l a s m i d M a x i ™ 

p u r i f i c a t i o n k i t s a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r ' s p r o t o c o l . P u r i f i e d p l a s m i d s p r e c i p i t a t e d 

w i t h 7 0 % E t O H w e r e t h e n a l l o w e d t o a i r - d r y b e f o r e b e i n g d i s s o l v e d i n s t e r i l e 

t i s s u e - c u l t u r e g r a d e H2O. C o n c e n t r a t i o n s o f t h e r e s u l t a n t p l a s m i d D N A s w e r e 

d e t e r m i n e d b y o p t i c a l d e n s i t y ( O D ) m e a s u r e m e n t s a t 2 6 0 n m ( O D 2 6 o ) i n a n U l t r o s p e c 

3 0 0 0 U V A / i s i b l e S p e c t r o p h o t o m e t e r ( f r o m f o r m e r l y P h a r m a c i a B i o t e c h , n o w p a r t o f G E 

H e a l t h c a r e B i o - S c i e n c e s I n c . , B a i e d ' U r f e , Q C ) , a n d D N A p u r i t y w a s a s s e s s e d b y 

c a l c u l a t i n g t h e r a t i o o f OD260 t o OD280 m e a s u r e m e n t s . 
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2 . 3 . 3 . P u r i f i c a t i o n o f G S T - F u s i o n P r o t e i n s f r o m B a c t e r i a 

G l u t a t h i o n e - S - t r a n s f e r a s e ( G S T ) a n d G S T - f u s i o n p r o t e i n s w e r e e x p r e s s e d i n 

D H 5 a o r B L 2 1 E. coli a n d p u r i f i e d a c c o r d i n g t o t h e p G E X v e c t o r m a n u f a c t u r e r ' s p r o t o c o l 

( f r o m f o r m e r l y P h a r m a c i a B i o t e c h , n o w p a r t o f G E H e a l t h c a r e B i o - S c i e n c e s I n c . , B a i e 

d ' U r f e , Q C ) . B r i e f l y , o v e r n i g h t s t a r t e r c u l t u r e s o f b a c t e r i a c a r r y i n g i n d u c i b l e v e c t o r s 

e n c o d i n g f o r G S T , G S T - H I P 1 ( G S T f u s e d t o f u l l - l e n g t h H I P - 1 ) , o r G S T - H I P 1 - T a l i n ( G S T 

f u s e d t o t h e H I P - 1 t a l i n d o m a i n ) w e r e e a c h u s e d t o i n o c u l a t e 2 0 0 m l o f 2 x Y T b a c t e r i a l 

m e d i u m ( i n g / L : 1 6 t r y p t o n e / p e p t o n e , 1 0 y e a s t e x t r a c t , 5 N a C l ) , w h i c h w a s t h e n a l l o w e d 

t o g r o w a t 3 7 ° C w i t h s h a k i n g a n d a e r a t i o n u n t i l a n O D 6 0 0 o f ~ 0 . 5 w a s r e a c h e d . I s o p r o p y l 

t h i o g a l a c t o s i d e ( I P T G ) w a s t h e n a d d e d t o a f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f 0 . 2 m M t o i n d u c e 

e x p r e s s i o n o f G S T a n d G S T - f u s i o n p r o t e i n s . B a c t e r i a w e r e h a r v e s t e d a t 3 h o u r s a f t e r 

i n d u c t i o n b y c e n t r i f u g a t i o n a t 7 , 2 0 0 r p m f o r 1 0 m i n u t e s a t 4 ° C . F o l l o w i n g r e m o v a l o f t h e 

s u p e r n a t a n t , t h e b a c t e r i a l p e l l e t w a s r e s u s p e n d e d i n 1 0 m l o f i c e - c o l d P B S c o n t a i n i n g 

p r o t e a s e i n h i b i t o r s , l y s e d b y t r e a t m e n t w i t h l y s o z y m e a t ~1 m g / m l a n d e n d - o v e r - e n d 

r o t a t i o n f o r 1 5 m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e , s o n i c a t e d w i t h t w o 3 0 - s e c o n d b u r s t s o n i c e , 

a n d s o l u b i l i z e d w i t h T r i t o n X - 1 0 0 ( a t 1 % f i n a l c o n c e n t r a t i o n ) . T h e s o l u t i o n w a s t h e n 

r o t a t e d e n d - o v e r - e n d f o r 3 0 m i n u t e s a t 4 ° C p r i o r t o c e n t r i f u g a t i o n f o r 1 0 m i n u t e s a t 9 , 4 0 0 

r p m . T h e s o l u b l e l y s a t e w a s s u b s e q u e n t l y s u p p l e m e n t e d w i t h 2 m M A T P a n d 1 0 m M 

M g S 0 4 i n a 5 0 m M T r i s - C I p H 8 s o l u t i o n a n d i n c u b a t e d a t 3 7 ° C f o r 1 0 m i n u t e s w i t h 

o c c a s i o n a l m i x i n g , i n o r d e r t o r e d u c e t h e p r e s e n c e o f c o n t a m i n a t i n g b a c t e r i a l p r o t e i n s i n 

t h e f i n a l e l u a t e . G S T a n d G S T - f u s i o n p r o t e i n s w e r e t h e n p u r i f i e d b y i n c u b a t i o n f o r 1 h o u r 

a t 4 ° C o r 3 0 m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e w i t h 1 0 0 - 2 0 0 p l o f a 5 0 % s l u r r y o f 

p r e - e q u i l i b r a t e d G l u t a t h i o n e S e p h a r o s e 4 B r e s i n ( f r o m f o r m e r l y A m e r s h a m P h a r m a c i a 

B i o t e c h , n o w p a r t o f G E H e a l t h c a r e B i o - S c i e n c e s I n c . , B a i e d ' U r f e , Q C ) . R e s i n w a s 
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w a s h e d t h r e e t i m e s w i t h i c e - c o l d P B S s u p p l e m e n t e d w i t h 5 m M A T P a n d p r o t e a s e 

i n h i b i t o r s a t 1 m l / s a m p l e p e r w a s h , f o l l o w e d b y c e n t r i f u g a t i o n a t 1 , 0 0 0 x g f o r 5 m i n u t e s a t 

4 ° C a n d r e m o v a l o f t h e w a s h s o l u t i o n . P u r i f i e d r e s i h - b o u n d p r o t e i n s w e r e e l u t e d b y 

i n c u b a t i n g t h e w a s h e d r e s i n w i t h 5 0 - 1 0 0 p l o f G l u t a t h i o n e E l u t i o n B u f f e r ( G E B ; 1 0 m M 

r e d u c e d g l u t a t h i o n e , 5 0 m M T r i s - C I p H 8 ) w i t h e n d - o v e r - e n d r o t a t i o n f o r 1 0 m i n u t e s a t 

r o o m t e m p e r a t u r e . R e s i n - p u r i f i e d e l u a t e s w e r e t h e n q u a n t i f i e d f o r p r o t e i n c o n t e n t b y 

B C A a s s a y a n d u s e d i n i m m u n o b l o t t i n g o r g e l o v e r l a y e x p e r i m e n t s . 

2.4. P lasmid D N A 

p - g a l , e x p r e s s i n g E. coli p - g a l a c t o s i d a s e u n d e r c o n t r o l o f t h e c y t o m e g a l o v i r u s ( C M V ) 

p r o m o t e r ; p l a s m i d p C M V p a c q u i r e d f r o m C l o n t e c h ( M o u n t a i n V i e w , C A ) 

G F P , e x p r e s s i n g m a m m a l i a n e n h a n c e d g r e e n f l u o r e s c e n t p r o t e i n ; k i n d g i f t f r o m D r . 

E l - H u s s e i n i ( C a n a d a ) 

G S T , e x p r e s s i n g Schistosoma japonicum g l u t a t h i o n e - S - t r a n s f e r a s e u n d e r c o n t r o l o f t h e 

i n d u c i b l e tac p r o m o t e r ; k i n d g i f t f r o m D r . A s t e l l ( C a n a d a ) 

G S T - H I P 1 , e x p r e s s i n g G S T - t a g g e d H I P - 1 p r o t e i n ; k i n d g i f t f r o m D r s . M e t z l e r a n d H a y d e n 

( C a n a d a ) 

G S T - H I P 1 - T a l i n , e x p r e s s i n g G S T - t a g g e d H I P - 1 t a l i n d o m a i n ; k i n d g i f t f r o m D r s . M e t z l e r 

a n d H a y d e n ( C a n a d a ) 

H I P 1 , e x p r e s s i n g H I P - 1 ( c o n t a i n i n g t h e F 3 9 8 G p o i n t m u t a t i o n t o m i n i m i z e t o x i c i t y f r o m 

o v e r - e x p r e s s i o n ) f r o m a p C I - d e r i v e d v e c t o r ; k i n d g i f t f r o m D r . H a y d e n ( C a n a d a ) 

H t t 1 5 , e x p r e s s i n g f u l l - l e n g t h h u m a n htt w i t h 1 5 Q ( W T ) u n d e r c o n t r o l o f t h e C M V p r o m o t e r 

( G o l d b e r g e t a l . , 1 9 9 6 ) 
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H t t 1 3 8 , e x p r e s s i n g f u l l - l e n g t h h u m a n htt w i t h 1 3 8 Q ( m u t a n t ) u n d e r c o n t r o l o f t h e C M V 

p r o m o t e r ( G o l d b e r g e t a l . , 1 9 9 6 ) 

N R 1 , e x p r e s s i n g r a t N R 1 - 1 a i s o f o r m f r o m a p R K 5 - d e r i v e d v e c t o r u n d e r c o n t r o l o f t h e 

C M V p r o m o t e r ( R a y m o n d e t a l . , 1 9 9 6 ; C h e n e t a l . , 1 9 9 7 ) 

N R 2 B , e x p r e s s i n g r a t N R 2 B s u b u n i t f r o m a p R K 5 - d e r i v e d v e c t o r u n d e r c o n t r o l o f t h e 

C M V p r o m o t e r ( R a y m o n d e t a l . , 1 9 9 6 ; C h e n e t a l . , 1 9 9 7 ) 
r 

2.5. Antibodies 

A n t i - a - a c t i n i n , m o u s e m o n o c l o n a l a n t i b o d y ( f o r m e r l y U p s t a t e ; n o w p a r t o f M i l l i p o r e , 

B i l l e r i c a , M A ; c a t a l o g u e # 0 5 - 3 8 4 ) 

A n t i - a - a c t i n i n , r a b b i t p o l y c l o n a l a n t i b o d y ( S i g m a - A l d r i c h C a n a d a L t d . , O a k v i l l e , O N ; 

c a t a l o g u e # A - 2 5 4 3 ) 

A n t i -a - a c t i n i n 4 , r a b b i t p o l y c l o n a l a n t i b o d y ( k i n d g i f t f r o m D r . Y a m a d a , J a p a n ) 

A n t i - a c t i n , g o a t p o l y c l o n a l a n t i b o d y ( S a n t a C r u z B i o t e c h n o l o g y , I n c . , S a n t a C r u z , C A ; 

c a t a l o g u e # S C - 1 6 1 6 ) 

A n t i - c a l n e x i n , r a b b i t p o l y c l o n a l a n t i b o d y ( f o r m e r l y S t r e s s G e n ; n o w N v e n t a 

B i o p h a r m a c e u t i c a l s C o r p . , S a n D i e g o , C A ; c a t a l o g u e # S P A - 8 6 0 ) 

A n t i - C K 2 , r a b b i t p o l y c l o n a l a n t i b o d y ( k i n d g i f t f r o m D r . P e l e c h , C a n a d a ; C h a r l t o n e t a l . 

1 9 9 2 ) 

A n t i - G l u R 1 , r a b b i t p o l y c l o n a l a n t i b o d y ( f o r m e r l y U p s t a t e ; n o w p a r t of , M i l l i p o r e , B i l l e r i c a , 

M A ; c a t a l o g u e # 0 6 - 3 0 6 ) 

A n t i - G l u R 1 , r a b b i t p o l y c l o n a l a n t i b o d y ( f o r m e r l y C h e m i c o n ; n o w p a r t o f M i l l i p o r e , B i l l e r i c a , 

M A ; c a t a l o g u e # A B 1 5 0 4 ) 
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A n t i - G r o E L , r a b b i t p o l y c l o n a l a n t i b o d y ( A s s a y D e s i g n s , A n n A r b o r , M l ) 

A n t i - G S T , m o u s e m o n o c l o n a l a n t i b o d y ( f o r m e r l y S t r e s s G e n ; n o w N v e n t a ; c a t a l o g u e # 

M S A - 1 0 3 ) 

A n t i - H I P - 1 , r a b b i t p o l y c l o n a l a n t i b o d y ( k i n d g i f t f r o m D r . H a y d e n , C a n a d a ) 

A n t i - H I P - 1 # 9 , m o u s e m o n o c l o n a l a n t i b o d y ( k i n d g i f t f r o m D r . H a y d e n , C a n a d a ) 

A n t i - H s p 7 0 , m o u s e m o n o c l o n a l a n t i b o d y ( A s s a y D e s i g n s , A n n A r b o r , M l ; c a t a l o g u e # 

S P A - 8 1 0 ) 

A n t i - H s p 9 0 , m o u s e m o n o c l o n a l a n t i b o d y ( S a n t a C r u z B i o t e c h n o l o g y , I n c . , S a n t a C r u z , 

C A ) 

A n t i - h t t , m o u s e m o n o c l o n a l a n t i b o d y ( f o r m e r l y C h e m i c o n ; n o w p a r t o f M i l l i p o r e , B i l l e r i c a , 

M A ; c a t a l o g u e # M A B 2 1 6 6 ) 

A n t i - N R 1 e x t r a c e l l u l a r l o o p b e t w e e n M 3 a n d M 4 , m o u s e m o n o c l o n a l a n t i b o d y ( f o r m e r l y 

C h e m i c o n ; n o w p a r t o f M i l l i p o r e , B i l l e r i c a , M A ; c a t a l o g u e # M A B 3 6 3 ) 

A n t i - N R 1 A C T , r a b b i t p o l y c l o n a l a n t i b o d y ( f o r m e r l y U p s t a t e ; n o w p a r t o f M i l l i p o r e , 

B i l l e r i c a , M A ; c a t a l o g u e # 0 6 - 3 1 1 ) 

A n t i - N R 1 C 2 , r a b b i t p o l y c l o n a l a n t i b o d y ( P h o s p h o S o l u t i o n s , A u r o r a , C O ; c a t a l o g u e # 

1 5 0 6 - C 2 ) 

A n t i - N R 1 C 2 ' , r a b b i t p o l y c l o n a l a n t i b o d y ( P h o s p h o S o l u t i o n s , A u r o r a , C O ; c a t a l o g u e # 

1 5 0 7 - C 2 ' ) 

A n t i - N R 2 A , r a b b i t p o l y c l o n a l a n t i b o d y ( f o r m e r l y U p s t a t e ; n o w p a r t o f M i l l i p o r e , B i l l e r i c a , 

M A ; c a t a l o g u e * 0 6 - 3 1 3 ) 

A n t i - N R 2 B , m o u s e m o n o c l o n a l a n t i b o d y ( B D T r a n s d u c t i o n L a b o r a t o r i e s , S a n J o s e , C A ; 

c a t a l o g u e # 6 1 0 4 1 7 ) 

A n t i - N R 2 B , m o u s e m o n o c l o n a l a n t i b o d y ( A B R - A f f i n i t y B i o R e a g e n t s , G o l d e n , C O ; 

c a t a l o g u e * M A 1 - 2 0 1 4 ) 
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A n t i - N R 2 B , r a b b i t p o l y c l o n a l a n t i b o d y ( f o r m e r l y U p s t a t e ; n o w p a r t o f M i l l i p o r e , B i l l e r i c a , 

M A ; c a t a l o g u e # 0 6 - 6 0 0 ) 

A n t i - N R 2 B , r a b b i t a n t i - s e r u m ( k i n d g i f t f r o m D r . H u g a n i r , U . S . A . ) 

A n t i - P S D - 9 5 , m o u s e m o n o c l o n a l a n t i b o d y ( f o r m e r l y C h e m i c o n ; n o w p a r t o f M i l l i p o r e , 

B i l l e r i c a , M A ; c a t a l o g u e # M A B 1 5 9 6 ) 

A n t i - s y n a p t o p h y s i n , m o u s e m o n o c l o n a l a n t i b o d y ( k i n d g i f t f r o m D r . V i n c e n t , C a n a d a ) 

C y 3 a n t i - m o u s e , s e c o n d a r y a n t i b o d y ( J a c k s o n I m m u n o R e s e a r c h L a b o r a t o r i e s , I n c . , 

W e s t G r o v e , P A ) 

A l e x a F l u o r 3 5 0 a n t i - m o u s e , s e c o n d a r y a n t i b o d y ( f o r m e r l y M o l e c u l a r P r o b e s ; n o w p a r t o f 

I n v i t r o g e n C a n a d a I n c . , B u r l i n g t o n , O N ) 

A l e x a F l u o r 4 8 8 a n t i - m o u s e , s e c o n d a r y a n t i b o d y ( f o r m e r l y M o l e c u l a r P r o b e s ; n o w p a r t o f 

I n v i t r o g e n C a n a d a I n c . , B u r l i n g t o n , O N ) 

A l e x a F l u o r 5 9 4 a n t i - r a b b i t , s e c o n d a r y a n t i b o d y ( f o r m e r l y M o l e c u l a r P r o b e s ; n o w p a r t o f 

I n v i t r o g e n C a n a d a I n c . , B u r l i n g t o n , O N ) 

2.6. Gel Overlay Assay 

P u r i f i e d r e c o m b i n a n t G S T , G S T - H I P 1 , a n d G S T - H I P 1 - T a l i n w e r e r e s o l v e d b y 

S D S - P A G E a n d t r a n s f e r r e d o n t o a P V D F m e m b r a n e a s f o r i m m u n o b l o t t i n g . T h e 

m e m b r a n e w a s t h e n w e t t e d i n m e t h a n o l , e q u i l i b r a t e d i n H2O a n d T B S , a n d t h e n b l o c k e d 

f o r 2 h o u r s a t r o o m t e m p e r a t u r e i n T B S - T s u p p l e m e n t e d w i t h 3 % ( w / v ) B S A . F o l l o w i n g a 

b r i e f r i n s e i n T B S - T , t h e m e m b r a n e w a s i n c u b a t e d w i t h 2 p g / m l r e c o m b i n a n t a - a c t i n i n i n 

T B S - T 3 % B S A f o r 1 . 5 h o u r s a t r o o m t e m p e r a t u r e a n d t h e n w a s h e d t h r e e t i m e s w i t h 

T B S - T . T h e m e m b r a n e w a s s u b s e q u e n t l y p r o b e d f o r t h e b i n d i n g o f a - a c t i n i n t o G S T o r 
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G S T - f u s i o n p r o t e i n s u s i n g a n a n t i - a - a c t i n i n p r i m a r y a n t i b o d y a n d a p p r o p r i a t e s e c o n d a r y 

a n t i b o d y a s p e r s t a n d a r d i m m u n o b l o t t i n g p r o t o c o l s . 

2.7. Materials 

C h e m i c a l s a n d r e a g e n t s w e r e p u r c h a s e d f r o m S i g m a - A l d r i c h C a n a d a L t d . 

( O a k v i l l e , O N ) u n l e s s o t h e r w i s e n o t e d . 

2.8. Data Analysis 

S t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s w e r e d e t e r m i n e d u s i n g s t a n d a r d s t a t i s t i c a l 

t e s t s . D a t a f r o m e x p e r i m e n t s w i t h t w o c o n d i t i o n s o r g e n o t y p e s c o n d u c t e d i n p a r a l l e l w e r e 

a n a l y z e d b y p a i r e d t - t e s t s . W h e r e s a m p l e s f o r t h e t w o c o n d i t i o n s w e r e p r o c e s s e d 

s e p a r a t e l y , d a t a w e r e a n a l y z e d b y u n p a i r e d t - t e s t s . F o r e x p e r i m e n t s w i t h m o r e t h a n t w o 

c o n d i t i o n s , t y p i c a l l y t h e 1 - w a y A N O V A w o u l d b e u s e d f o l l o w e d b y B o n f e r r o n i ' s p o s t h o c 

t e s t s f o r p a i r w i s e c o m p a r i s o n s . In e x p e r i m e n t s w h e r e s t r i a t a l t i s s u e w a s c o l l e c t e d f r o m 

Y A C 7 2 a n d Y A C 1 2 8 m i c e f o r e x a m i n a t i o n o f C K 2 e x p r e s s i o n , d a t a w a s e x p r e s s e d a s f o l d 

c h a n g e f r o m W T , a n a l y z e d i n d i v i d u a l l y b y 1 - s a m p l e t - t e s t s , a n d c o m p a r e d u s i n g u n p a i r e d 

t - t e s t b e t w e e n Y A C 7 2 a n d Y A C 1 2 8 v a l u e s t h a t w e r e n o r m a l i z e d t o W T . In t h i s c a s e it 

w a s n o t v a l i d o r p o s s i b l e t o u s e 1 - w a y A N O V A t e s t i n g b e c a u s e e a c h b a t c h o f t r a n s g e n i c 

t i s s u e ( e i t h e r Y A C 7 2 o r Y A C 1 2 8 ) w a s c o l l e c t e d i n p a r a l l e l w i t h i t s o w n a g e - m a t c h e d W T 

c o n t r o l s a m p l e s , a n d t h e v a l u e s f o r W T s a m p l e s p r e s e n t e d i n t r i n s i c v a r i a b i l i t y w h e n 

p o o l e d . D a t a f r o m i m m u n o s t a i n i n g e x p e r i m e n t s i n t r a n s f e c t e d M S N s w e r e a l s o 

e x p r e s s e d a s s u r f a c e - t o - i n t e r n a l r a t i o o f N R 1 s u b u n i t s t a i n i n g i n t e n s i t y i n G F P / H I P - 1 

t r a n s f e c t e d c e i l s n o r m a l i z e d t o G F P - e x p r e s s i n g c e l l s , a n d a n a l y z e d b y 1 - s a m p l e t - t e s t . 
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F o r e x p e r i m e n t s w i t h t w o v a r i a b l e s , s u c h a s t h e t o x i c i t y i n d u c t i o n / T U N E L l a b e l i n g 

s t u d i e s , 2 - w a y A N O V A w a s u s e d f o l l o w e d b y B o n f e r r o n i ' s p o s t h o c t e s t s f o r p a i r w i s e 

c o m p a r i s o n s . 
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F i g u r e 4. S c h e m a t i c o f b i o t i n y l a t i o n a s s a y t o e x a m i n e l o s s o f r e c e p t o r s f r o m t h e 
c e l l s u r f a c e . S i s t e r d i s h e s o f 9 - 1 0 d . i . v . s t r i a t a l M S N s i n c u l t u r e a r e i n c u b a t e d w i t h 
N H S - S S - B i o t i n t o l a b e l s u r f a c e p r o t e i n s , w a s h e d t o r e m o v e e x c e s s b i o t i n , a n d r e p l a c e d i n 
p r e - e x i s t i n g c u l t u r e m e d i a a t 3 7 ° C 5 % C 0 2 . A t 0 , 1 2 , o r 2 4 h o u r s f o l l o w i n g b i o t i n y l a t i o n , 
t o t a l s o l u b l e l y s a t e s a r e h a r v e s t e d f r o m c e l l s a n d i n c u b a t e d w i t h N e u t r A v i d i n r e s i n t o 
i s o l a t e b i o t i n - t a g g e d p r o t e i n s . E x p r e s s i o n o f s u r f a c e p r o t e i n s i s t h e n e x a m i n e d b y 
i m m u n o b l o t a n a l y s i s a n d c o m p a r e d a g a i n s t t h e i n t e r n a l p o r t i o n r e p r e s e n t e d b y t h e p o o l o f 
n o n b i o t i n - t a g g e d p r o t e i n s t h a t d i d n o t b i n d N e u t r A v i d i n r e s i n a n d r e m a i n e d i n t h e 
s u p e r n a t a n t . 
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Fiqure 5. Schematic of biotinylation assay to examine surface protein insertion. 
S i s t e r d i s h e s o f 9 - 1 0 d . i . v . s t r i a t a l M S N s i n c u l t u r e a r e t r e a t e d w i t h t h e e n d o c y t o s i s a n d 
r e c y c l i n g i n h i b i t o r c h l o r p r o m a z i n e f o r 0 , 0 . 5 , o r 6 h o u r s a t 3 7 ° C 5 % C 0 2 . A t e a c h t i m e 
p o i n t , o n e d i s h o f n e u r o n s a r e i n c u b a t e d w i t h N H S - S S - B i o t i n t o l a b e l s u r f a c e p r o t e i n s , 
w a s h e d t o r e m o v e e x c e s s b i o t i n , a n d h a r v e s t e d f o r t o t a l s o l u b l e l y s a t e s . L y s a t e s a r e t h e n 
i n c u b a t e d w i t h N e u t r A v i d i n r e s i n t o i s o l a t e b i o t i n - t a g g e d p r o t e i n s . A c c u m u l a t i o n o f 
s u r f a c e p r o t e i n s i s e x a m i n e d b y i m m u n o b l o t a n a l y s i s a n d c o m p a r e d a g a i n s t t h e i n t e r n a l 
p o r t i o n r e p r e s e n t e d b y t h e p o o l o f n o n b i o t i n - t a g g e d p r o t e i n s t h a t d i d n o t b i n d N e u t r A v i d i n 
r e s i n a n d r e m a i n e d i n t h e s u p e r n a t a n t . 
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H 
(Homogenate) 

1 .OOOJJ^O min) 

P1 
(Nuclei and large 
cell fragments) 

(Crude synaptosomal 
membranes) 

13,00&xg (15 min) 

S2 
165,000 xg (2 hr) 

P2' 
(Washed crude 

synaptosomal membranes) 
Hypo-osmotic lysis 

S2' 
P3 

(Light membranes 
and microsomes) 

S3 
(Cytosol) 

Lysed P2' 
33,000. 

LP1 
(Heavy synaptosomal 

membranes) 

LS1 
(Cytoplasm of 

lysed synaptosomes) 
7 65,000* g (2 hr) 

LP2 
(Synaptic vesicles) 

LS2 
(Pre-synaptic 

cytosol) 

Figure 6. Schematic of subcellular fractionation protocol. S t r i a t a l t i s s u e i s p o o l e d 
f r o m 2 m o n t h - o l d m i c e , f r a c t i o n a t e d b y c e n t r i f u g a t i o n i n t o v a r i o u s s u b c e l l u l a r 
c o m p a r t m e n t s , a n d a n a l y z e d b y i m m u n o b l o t t i n g f o r p r o t e i n s o f i n t e r e s t . S e e S e c t i o n 
2 . 1 . 3 . 4 u n d e r M a t e r i a l s a n d M e t h o d s f o r m o r e d e t a i l s o n t h e f r a c t i o n a t i o n p r o t o c o l . 
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CHAPTER 3. ALTERED NMDAR TRAFFICKING IN YAC72 

TRANSGENIC HD MOUSE MODEL 

T h e s e l e c t i v e v u l n e r a b i l i t y o f s t r i a t a l n e u r o n s t o e x c i t o t o x i c d a m a g e i s t h o u g h t t o 

i n v o l v e e x c e s s i v e a c t i v a t i o n o f G l u R s , w i t h t h e N M D A R - s u b c l a s s o f i G l u R s p l a y i n g a 

m o r e s e l e c t i v e a n d e f f e c t i v e r o l e t h a n o t h e r G l u R s i n t h i s p r o c e s s ( r e v i e w e d i n D i F i g l i a , 

1 9 9 0 ) . G i v e n t h e s t r o n g e v i d e n c e i n s u p p o r t o f a r o l e f o r N M D A R s , e s p e c i a l l y t h e 

N R 1 / N R 2 B s u b t y p e , i n c o n t r i b u t i n g t o t h e e x c i t o t o x i c d e a t h o f n e u r o n s e x p r e s s i n g m h t t 

( Z e r o n e t a l . , 2 0 0 2 , 2 0 0 4 ) , w e s o u g h t t o d e t e r m i n e w h e t h e r a l t e r e d N M D A R s u b c e l l u l a r 

d i s t r i b u t i o n t o i n c r e a s e s u r f a c e r e c e p t o r n u m b e r s c o r r e l a t e s w i t h t h e p o t e n t i a t i o n o f 

N M D A - i n d u c e d c u r r e n t a n d t o x i c i t y b y m h t t i n t h e Y A C m o u s e m o d e l o f H D . 

3.1. No Change in NR1/NR2B Total Expression in Striatal Tissue from YAC46 or 

YAC72 Mice 

W h i l e t h e c u r r e n t a n d t o x i c i t y m e d i a t e d v i a t h e N R 1 / N R 2 B s u b t y p e o f N M D A R s 

w e r e f o u n d t o b e u p r e g u l a t e d b y p o l y Q - e x p a n d e d htt ( C h e n e t a l . , 1 9 9 9 b ; Z e r o n e t a l . , 

2 0 0 1 , 2 0 0 2 ) , it r e m a i n s u n c l e a r a s t o h o w m h t t e x e r t s i t s e f f e c t s o n N M D A R a c t i v i t y . 

I m m u n o b l o t t i n g a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d t o e x a m i n e w h e t h e r N M D A R e x p r e s s i o n m a y b e 

a l t e r e d b y m h t t . A n a l y s i s o f s t r i a t a l t i s s u e f r o m 2 m o n t h - o l d F V B / N W T , Y A C 4 6 , a n d 

Y A C 7 2 m i c e r e v e a l e d t h a t o v e r a l l e x p r e s s i o n l e v e l s o f N R 1 a n d N R 2 B w e r e n o t d i f f e r e n t 

a n d d i d n o t v a r y w i t h htt p o l y Q l e n g t h ( F i g u r e 7 ) . T h i s f i n d i n g w a s e x t e n d e d i n a 

t i m e - c o u r s e e x p e r i m e n t i n w h i c h w e c o l l e c t e d s t r i a t a l t i s s u e f r o m W T a n d Y A C 7 2 m i c e a t 

2 , 6 , 9 , o r 1 2 m o n t h s o f a g e a n d e x a m i n e d N R 1 / N R 2 B e x p r e s s i o n l e v e l s . I m m u n o b l o t s 
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s h o w i n g l e v e l s o f e x p r e s s i o n o f N R 1 , N R 2 B , a n d a c t i n ( a s l o a d i n g c o n t r o l ) a r e s h o w n i n 

F i g u r e 8 . W e f o u n d t h a t i n s t r i a t a l t i s s u e s f r o m m i c e o f a n y g i v e n a g e g r o u p , N R 1 / N R 2 B 

e x p r e s s i o n w a s n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t b e t w e e n W T a n d Y A C 7 2 m i c e ( F i g u r e 9 ) ( b y 

2 - w a y A N O V A : e f f e c t o f g e n o t y p e F ( 1 , 1 6 ) = 0 . 6 7 4 6 , p = 0 . 4 2 3 5 f o r N R 1 ; e f f e c t o f 

g e n o t y p e F ( 1 , 1 6 ) = 0 . 0 7 9 7 4 , p = 0 . 7 8 1 3 f o r N R 2 B ) , a n d t h a t N R 1 / N R 2 B e x p r e s s i o n l e v e l s 

d i d n o t v a r y w i t h a g e i n s t r i a t a l t i s s u e f r o m W T m i c e . T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t , a p a r t 

f r o m c e r t a i n t e m p o r a l c h a n g e s i n t h e t o t a l c e l l u l a r e x p r e s s i o n o f N R 1 / N R 2 B i n s t r i a t a l 

t i s s u e f r o m Y A C 7 2 m i c e o f v a r y i n g a g e s , N M D A R e x p r e s s i o n l e v e l s a r e u n a f f e c t e d b y 

e x p a n s i o n o f t h e p o l y Q t r a c t i n m h t t . H e n c e t h e m o d u l a t i o n o f N M D A R f u n c t i o n b y m h t t 

d o e s n o t a p p e a r t o i n v o l v e c h a n g e s i n t h e o v e r a l l e x p r e s s i o n l e v e l s o f t h e N R 1 / N R 2 B 

r e c e p t o r s u b t y p e . 

3.2. Increased NMDAR Surface Expression in YAC72 MSNs 

N M D A R a c t i v i t y i s d e t e r m i n e d i n l a r g e p a r t b y t h e c o m p l e m e n t o f r e c e p t o r s t h a t 

a r e e x p r e s s e d o n t h e c e l l s u r f a c e , a n d c h a n g e s i n r e c e p t o r d i s t r i b u t i o n o r t r a f f i c k i n g c o u l d 

o c c u r w i t h o u t a f f e c t i n g t o t a l p r o t e i n e x p r e s s i o n . W e t h e r e f o r e e x a m i n e d N M D A R s u r f a c e 

e x p r e s s i o n i n s t r i a t a l n e u r o n s f r o m W T a n d Y A C m i c e i n o r d e r t o a s s e s s t h e e f f e c t s o f 

m h t t e x p r e s s i o n o n s u r f a c e n u m b e r s o f N M D A R s . 

3 . 2 . 1 . B y I m m u n o f l u o r e s c e n t S t a i n i n g 

C u l t u r e d s t r i a t a l M S N s g r o w n o n P D L - c o a t e d g l a s s c o v e r s l i p s w e r e u s e d f o r 

e x p e r i m e n t s a t 9 - 1 0 d . i . v . N o n - p e r m e a b i l i z e d c e l l s w e r e f i r s t l a b e l e d w i t h a n a n t i b o d y 

r e c o g n i z i n g t h e e x t r a c e l l u l a r M 3 - M 4 l o o p o f t h e N R 1 s u b u n i t , f o l l o w e d b y t h e A l e x a F l u o r 
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4 8 8 - c o n j u g a t e d f l u o r e s c e n t g r e e n s e c o n d a r y a n t i b o d y . C e l l s w e r e t h e n p e r m e a b i l i z e d t o 

f a c i l i t a t e b i n d i n g o f t h e s a m e a n t i - N R I a n t i b o d y t o t h e r e m a i n d e r o f t h e r e c e p t o r s , 

r e p r e s e n t i n g t h e i n t r a c e l l u l a r p o p u l a t i o n o f N R 1 , w h i c h w e r e t h e n l a b e l e d w i t h t h e 

s e c o n d a r y C y 3 - c o n j u g a t e d r e d f l u o r o p h o r e a n t i b o d y . A l t h o u g h t h i s m e t h o d w a s n o t 

d e s i g n e d t o p r o v i d e a b s o l u t e m e a s u r e m e n t s o f t h e n u m b e r s o f r e c e p t o r s o n t h e c e l l 

s u r f a c e o r i n s i d e t h e c e l l ( d u e t o t h e d i f f e r e n t a f f i n i t i e s a n d i n t e n s i t i e s o f t h e f l u o r e s c e n t 

s e c o n d a r y a n t i b o d i e s u s e d ) , q u a n t i f i c a t i o n o f t h e g r e e n - t o - r e d s i g n a l s g a v e a n e s t i m a t e o f 

t h e s u r f a c e - t o - i n t e r n a l N R 1 e x p r e s s i o n l e v e l s . U s i n g t h i s m e t h o d w e w e r e a b l e t o 

d e m o n s t r a t e t h a t M S N s f r o m Y A C 7 2 m i c e h a d ~ 5 0 % h i g h e r s u r f a c e N R 1 e x p r e s s i o n 

r e l a t i v e t o W T ( F i g u r e 1 0 ) , a f i n d i n g w h i c h m a y e x p l a i n t h e e n h a n c e d N M D A R - m e d i a t e d 

c u r r e n t / t o x i c i t y o b s e r v e d i n t h i s s a m e m o u s e m o d e l . M S N s f r o m Y A C 1 8 m i c e , w h i c h 

e x p r e s s e d h t t w i t h a n o n - p a t h o g e n i c n u m b e r o f g l u t a m i n e r e p e a t s ( 1 8 Q ) , e x h i b i t e d a 

s i m i l a r p r o p o r t i o n o f s u r f a c e N R 1 a s d i d W T ( F i g u r e 1 0 B ) . H e n c e t h e i n c r e a s e d 

p r o p o r t i o n o f s u r f a c e N R 1 e x p r e s s i o n a p p e a r s t o b e c a u s e d b y e x p r e s s i o n o f t h e 

p o l y Q - e x p a n d e d m h t t , i n s t e a d o f b e i n g a n o n - s p e c i f i c e f f e c t r e s u l t i n g f r o m htt 

o v e r - e x p r e s s i o n o r e x p r e s s i o n o f t h e Y A C i t s e l f . 

3 . 2 . 2 . B y C h y m o t r y p s i n A s s a y 

S i s t e r d i s h e s o f c u l t u r e d M S N s f r o m Y A C 7 2 o r c o n t r o l ( W T o r Y A C 1 8 ) m i c e w e r e 

s u b j e c t e d t o t r e a t m e n t w i t h e i t h e r H B S S o r w i t h c h y m o t r y p s i n - c o n t a i n i n g s o l u t i o n t o 

c l e a v e s u r f a c e p r o t e i n s i n l i v e c e l l s . I m m u n o b l o t a n a l y s i s t h e n a l l o w e d c o m p a r i s o n o f t h e 

u n c l e a v e d p o r t i o n w i t h t o t a l a m o u n t s o f N R 1 t o d e t e r m i n e t h e f r a c t i o n o f i n t r a c e l l u l a r l y 

l o c a t e d N R 1 ( F i g u r e 1 1 ) . W e f o u n d a g r e a t e r r e d u c t i o n o f N R 2 B a s w e l l a s N R 1 l e v e l s i n 

Y A C 7 2 M S N s f o l l o w i n g c h y m o t r y p s i n t r e a t m e n t r e l a t i v e t o c o n t r o l s , i m p l y i n g t h e 
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p r e s e n c e o f a l a r g e r p o o l o f N M D A R s a t t h e s u r f a c e t h a t w a s a c c e s s i b l e t o t h e t r y p t i c 

e n z y m e i n t h e s e n e u r o n s . T h e s m a l l e r l o s s e s o f N R 1 / N R 2 B s i g n a l f r o m c h y m o t r y p s i n 

t r e a t m e n t n o t e d i n M S N s f r o m c o n t r o l m i c e e x p r e s s i n g htt w i t h a n o n - p a t h o g e n i c p o l y Q 

l e n g t h ( e i t h e r W T o r Y A C 1 8 ) s u g g e s t a s m a l l e r s u r f a c e p o r t i o n a n d a c o r r e s p o n d i n g l y 

l a r g e r i n t e r n a l p r o p o r t i o n o f N R 1 i n t h e s e c e l l s . S t a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s n o t p e r f o r m e d 

d u e t o t h e s m a l l s a m p l e s i z e ( N = 2 ) , b u t t h i s f i n d i n g p r o v i d e s a n i n i t i a l c o n f i r m a t i o n o f o u r 

i m m u n o s t a i n i n g r e s u l t s s h o w i n g i n c r e a s e d s u r f a c e N M D A R e x p r e s s i o n i n M S N s f r o m 

Y A C 7 2 m i c e e x p r e s s i n g p o l y Q - e x p a n d e d m h t t , b e f o r e w e n e x t m o v e d o n t o f u r t h e r 

e x a m i n e t h i s p h e n o m e n o n u s i n g a b i o t i n y l a t i o n - b a s e d a p p r o a c h a s d e s c r i b e d i n t h e n e x t 

s e c t i o n . 

3 . 2 . 3 . B y B i o t i n y l a t i o n A s s a y 

A t h i r d m e t h o d w i t h w h i c h w e p r o b e d f o r r e l a t i v e l e v e l s o f s u r f a c e N M D A R s i n c e l l s 

f r o m W T o r Y A C 7 2 m i c e i s b a s e d o n b i o t i n - t a g g i n g o f s u r f a c e p r o t e i n s . T h e u s e o f 

S u l f o - N H S - S S - B i o t i n e n a b l e s b i o t i n - l a b e l i n g o f p r i m a r y a m i n e - c o n t a i n i n g b i o m o l e c u l e s . 

S i n c e t h i s r e a g e n t i s m e m b r a n e - i m p e r m e a b l e , i n t a c t c e l l s c o u l d b e t r e a t e d t o l a b e l a l l c e l l 

s u r f a c e p r o t e i n s . S u b s e q u e n t l y s i s o f c e l l s p r o d u c e s t w o p o p u l a t i o n s o f p r o t e i n s : o n e 

p o p u l a t i o n i s u n l a b e l e d r e p r e s e n t i n g i n t r a c e l l u l a r p r o t e i n s ; t h e s e c o n d , b i o t i n y l a t e d s e t 

r e p r e s e n t s s u r f a c e p r o t e i n s . B i o t i n - l a b e l e d p r o t e i n s c o u l d t h e n b e c a p t u r e d o n r e s i n 

c o u p l e d t o s t r e p t a v i d i n ( w i t h u n l a b e l e d p r o t e i n s r e m a i n i n g i n t h e s u p e r n a t a n t ) , a n d t h e n 

r e l e a s e d b y b o i l i n g i n S D S - b a s e d p r o t e i n s a m p l e b u f f e r . Q u a n t i f i c a t i o n o f t h e a m o u n t o f 

b i o t i n y l a t e d p r o t e i n c o m p a r e d t o w h a t r e m a i n e d i n t h e s u p e r n a t a n t o f t h e s t r e p t a v i d i n 

b i n d i n g s t e p a l l o w e d o n e t o d e d u c e t h e r e l a t i v e p r o p o r t i o n o f t h e p r o t e i n t h a t w a s o n t h e 

c e l l s u r f a c e i n i t i a l l y . W e f o u n d s u r f a c e N R 1 t o c o m p r i s e ~ 3 9 % a n d ~ 6 1 % o f t o t a l p o o l s 
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( F i g u r e 1 2 B ) , w h i l e - 5 3 % a n d - 7 1 % o f t o t a l N R 2 B ( F i g u r e 1 3 B ) w e r e d e t e r m i n e d t o b e o n 

t h e c e l l s u r f a c e o f W T a n d Y A C 7 2 M S N s , r e s p e c t i v e l y . A l o w e r p r o p o r t i o n o f 

s u r f a c e - l o c a l i z e d N R 1 r e l a t i v e t o N R 2 B i s i n a g r e e m e n t w i t h t h e p r e s e n c e o f a s u b s t a n t i a l 

i n t r a c e l l u l a r p o o l o f u n a s s e m b l e d N R 1 s u b u n i t s i n n e u r o n s ( r e v i e w e d i n W e n t h o l d e t a l . , 

2 0 0 3 ; P r y b y l o w s k i a n d W e n t h o l d , 2 0 0 4 ) . O u r r e s u l t s o n c e a g a i n c o n f i r m e d a s i g n i f i c a n t 

i n c r e a s e i n t h e a m o u n t o f s u r f a c e N R 1 ( b y 5 6 % ; F i g u r e 1 2 ) a n d N R 2 B ( b y 3 4 % ; F i g u r e 

1 3 ) i n s t r i a t a l M S N s c u l t u r e d f r o m Y A C 7 2 m i c e a s c o m p a r e d w i t h W T , i n a g r e e m e n t w i t h 

o u r i m m u n o s t a i n i n g a n d c h y m o t r y p s i n d a t a . In c o n t r a s t , t h e A M P A R s u b u n i t G l u R 1 d i d 

n o t s h o w d i f f e r e n t s u r f a c e e x p r e s s i o n l e v e l s i n M S N s f r o m W T v e r s u s Y A C 7 2 m i c e 

( F i g u r e 1 4 ) , s u g g e s t i n g t h e e f f e c t o n s u r f a c e e x p r e s s i o n i n Y A C 7 2 M S N s e x p r e s s i n g m h t t 

i s s e l e c t i v e f o r N M D A R s b u t n o t o t h e r m e m b e r s o f t h e i G l u R f a m i l y . 

3.3. Increased Rate of NMDAR Trafficking in YAC72 MSNs 

3 . 3 . 1 . I n c r e a s e d R a t e o f R e c e p t o r L o s s f r o m t h e C e l l S u r f a c e 

T o p r o b e i n t o m e c h a n i s m s u n d e r l y i n g i n c r e a s e d s t e a d y - s t a t e s u r f a c e e x p r e s s i o n 

l e v e l s o f N R 1 a n d N R 2 B i n Y A C 7 2 M S N s , w e i n v e s t i g a t e d p o s s i b l e c h a n g e s i n t h e 

t r a f f i c k i n g r a t e s o f N M D A R s t o / f r o m t h e c e l l s u r f a c e . U s i n g a v a r i a t i o n o f t h e b i o t i n y l a t i o n 

a s s a y m e n t i o n e d a b o v e ( s h o w n i n F i g u r e 4 ) , w e t r a c k e d d i s a p p e a r a n c e o f b i o t i n - l a b e l e d 

s u r f a c e N R 1 o v e r t i m e a n d c o m p a r e d M S N s f r o m W T v e r s u s Y A C 7 2 m i c e ( F i g u r e 1 5 A ) . 

In s p i t e o f a h i g h e r p e r c e n t a g e o f s u r f a c e N R 1 i n i t i a l l y i n Y A C 7 2 M S N s , b y 1 2 a n d 2 4 

h o u r s f o l l o w i n g b i o t i n y l a t i o n t h e l e v e l s o f N R 1 r e m a i n i n g b i o t i n y l a t e d h a d d r o p p e d t o 

l e v e l s s i m i l a r t o t h a t i n W T n e u r o n s ( F i g u r e 1 6 A , l e f t p a n e l ) . T h e p r o p o r t i o n o f b i o t i n y l a t e d 

N R 1 n o r m a l i z e d t o s t a r t i n g a m o u n t s a t 0 h o u r s a f t e r b i o t i n y l a t i o n i n d i c a t e d a m o r e r a p i d 
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r a t e o f d e g r a d a t i o n i n t h e Y A C 7 2 M S N s ( F i g u r e 1 6 B , l e f t p a n e l ) . S i m i l a r l y , s u r f a c e N R 2 B 

s u b u n i t s l a b e l e d w i t h b i o t i n s h o w e d a t r e n d t o w a r d s a n a c c e l e r a t e d r a t e o f l o s s i n Y A C 7 2 

M S N s a s c o m p a r e d w i t h W T ( F i g u r e s 1 6 A a n d 1 6 B , r i g h t p a n e l s ) , i n c o n t r a s t t o G l u R 1 

w h i c h a p p e a r e d t o h a v e s i m i l a r r a t e s o f l o s s f r o m t h e s u r f a c e i n M S N s f r o m e i t h e r 

g e n o t y p e ( F i g u r e 1 7 ) . T o c o n f i r m t h a t l o s s o f b i o t i n - t a g g e d p r o t e i n s w a s n o t t h e r e s u l t o f 

n o n - l y s o s o m e - b a s e d c l e a v a g e b y e n z y m e s s u c h a s c a l p a i n s , w e r e p e a t e d e x p e r i m e n t s 

t o t h e 1 2 - h o u r t i m e p o i n t a n d p r o b e d f o r l e v e l s o f b i o t i n y l a t e d N R 1 i n M S N s t r e a t e d w i t h 

t h e l y s o s o m a l i n h i b i t o r l e u p e p t i n . T r e a t m e n t w i t h l e u p e p t i n r e s c u e d t h e m a j o r i t y o f N R 1 

s i g n a l a t 1 2 h o u r s f o l l o w i n g b i o t i n y l a t i o n ( F i g u r e 1 5 B ) , i n d i c a t i n g t h e r e c e p t o r l o s s w e 

o b s e r v e d p r e d o m i n a n t l y i n v o l v e d d e g r a d a t i o n b y t h e l y s o s o m e . 

3 . 3 . 2 . I n c r e a s e d R a t e o f R e c e p t o r I n s e r t i o n t o t h e C e l l S u r f a c e 

O u r r e s u l t s s h o w i n g m o r e r a p i d l o s s o f s u r f a c e N M D A R s i n Y A C 7 2 M S N s a r e 

c o n t r a r y t o w h a t o n e m i g h t e x p e c t , s i n c e t h i s r e s u l t c a n n o t e x p l a i n t h e h i g h e r b a s a l 

s u r f a c e e x p r e s s i o n l e v e l s o f N M D A R s i n Y A C 7 2 M S N s . B e c a u s e o f t h i s u n e x p e c t e d 

f i n d i n g , w e e x a m i n e d t h e r a t e i n t h e o t h e r a r m o f t r a f f i c k i n g - t h a t o f i n s e r t i o n . T o g e t h e r , 

i n s e r t i o n t o , a n d r e m o v a l f r o m , t h e s u r f a c e d i c t a t e t h e s t e a d y - s t a t e a m o u n t s o f N M D A R s 

t h a t a r e p o s i t i o n e d o n t h e c e l l s u r f a c e t o c a r r y o u t t h e i r p r e s c r i b e d p h y s i o l o g i c a l f u n c t i o n s . 

T r a c k i n g p r o p o r t i o n s o f N M D A R s t h a t a r e l o c a t e d o n t h e c e l l s u r f a c e v i a b i o t i n y l a t i o n a t 

v a r i o u s t i m e s f o l l o w i n g b l o c k a d e o f e n d o c y t i c a n d r e c y c l i n g p r o c e s s e s a l l o w s 

d e t e r m i n a t i o n o f c h a n g e s i n c e l l s u r f a c e e x p r e s s i o n d u e t o i n s e r t i o n a l o n e . T o 

a c c o m p l i s h t h i s , w e e m p l o y e d t h e d r u g c h l o r p r o m a z i n e , w h i c h i s c u r r e n t l y a p p r o v e d f o r 

u s e i n t h e t r e a t m e n t o f p s y c h o t i c d i s o r d e r s . T h i s c a t i o n i c , a m p h i p h i l i c c o m p o u n d h a s 

b e e n s h o w n t o b l o c k c l a t h r i n - m e d i a t e d r e c e p t o r e n d o c y t o s i s a n d r e c y c l i n g b y p r e v e n t i n g 
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a s s e m b l y o f c l a t h r i n a d a p t e r p r o t e i n A P - 2 o n c l a t h r i n - c o a t e d p i t s t h e r e b y c a u s i n g 

m i s - a s s e m b l y o f t h e c l a t h r i n l a t t i c e ( W a n g e t a l . , 1 9 9 3 ) . 

A t 0 , 0 . 5 , a n d 6 h o u r s f o l l o w i n g t h e b e g i n n i n g o f t r e a t m e n t w i t h t h i s d r u g , i n t a c t 

c e l l s w e r e b i o t i n y l a t e d t o e x a m i n e s u r f a c e e x p r e s s i o n . In M S N s f r o m W T m i c e , w e f o u n d 

t h e l e v e l s - o f N R 1 p r o t e i n e x p r e s s e d o n t h e c e l l s u r f a c e t o b e u n c h a n g e d a f t e r 6 h o u r s o f 

e n d o c y t i c / r e c y c l i n g b l o c k ( F i g u r e s 1 8 , 1 9 A a n d 1 9 B l e f t p a n e l s ) , i n d i c a t i n g a l a c k o f d e 

novo i n s e r t i o n o f N M D A R s i n t h e a b s e n c e o f r e p l e n i s h m e n t f r o m t h e r e c y c l i n g p o o l . In 

c o n t r a s t , s u r f a c e N R 1 e x p r e s s i o n w a s u p - r e g u l a t e d i n M S N s c u l t u r e d f r o m Y A C 7 2 m i c e 

a t 6 h o u r s f o l l o w i n g c h l o r p r o m a z i n e t r e a t m e n t ( F i g u r e s 1 8 , 1 9 A a n d 1 9 B l e f t p a n e l s ) , w i t h 

s i m i l a r t r e n d s o b s e r v e d f o r t h e N R 2 B s u b u n i t ( F i g u r e s 1 9 A a n d 1 9 B r i g h t p a n e l s ) b u t n o t 

t h e A M P A R s u b u n i t G l u R 1 ( F i g u r e 2 0 ) . O u r r e s u l t s s u g g e s t t h a t n e w N M D A R s w e r e 

b e i n g i n s e r t e d i n t o t h e c e l l s u r f a c e o v e r a 6 - h o u r p e r i o d , a t l e a s t f o r Y A C 7 2 M S N s . A t 3 0 

m i n u t e s f o l l o w i n g c h l o r p r o m a z i n e t r e a t m e n t , t h o u g h , w e o b s e r v e d a s m a l l d e c r e a s e i n 

N R 1 s u r f a c e e x p r e s s i o n , w h i c h i s c o n s i s t e n t w i t h a r e c y c l i n g i n h i b i t i o n e f f e c t a s n o t e d 

p r e v i o u s l y ( W a n g e t a l . , 1 9 9 3 ) ; n e w r e c e p t o r s f r o m t h e de novo s y n t h e s i s p a t h w a y w i l l 

l i k e l y n o t h a v e h a d t h e c h a n c e t o a p p e a r o n t h e c e l l s u r f a c e b y t h i s t i m e . 

B e c a u s e m o b i l i z a t i o n o f n e w l y s y n t h e s i z e d , s u r f a c e - t a r g e t e d p r o t e i n s i s n o t 

e x p e c t e d t o b e a f f e c t e d b y t r e a t m e n t w i t h c h l o r p r o m a z i n e ( W a n g e t a l . , 1 9 9 3 ; V e y h l e t a l . , 

2 0 0 6 ) , a c c u m u l a t i o n o f s u r f a c e N M D A R s i n Y A C 7 2 M S N s a t 6 h o u r s f o l l o w i n g 

e n d o c y t i c / r e c y c l i n g b l o c k b y c h l o r p r o m a z i n e l i k e l y r e p r e s e n t s i n s e r t i o n o f n e w r e c e p t o r s 

f r o m t h e E R / G o l g i p a t h w a y . T h e r e l a t i v e l y m o d e s t a m o u n t s o f N M D A R s t h a t 

a c c u m u l a t e d a t t h e s u r f a c e o f Y A C 7 2 M S N s , a l o n g w i t h a l a c k o f i n s e r t i o n o f N M D A R s 

o v e r t h e s a m e t i m e p e r i o d i n W T n e u r o n s , a r e s u r p r i s i n g f i n d i n g s w h i c h s u g g e s t 

a d d i t i o n a l , n o n - s p e c i f i c e f f e c t s o f c h l o r p r o m a z i n e t r e a t m e n t o n r e c e p t o r t r a f f i c k i n g t h a t 

m a y r e s u l t i n a n u n d e r - e s t i m a t i o n o f t h e r a t e o f N M D A R i n s e r t i o n . H o w e v e r b e c a u s e b o t h 
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W T a n d Y A C 7 2 M S N s w e r e t r e a t e d a n d p r o c e s s e d i n p a r a l l e l , t h e d i f f e r e n c e s i n f o r w a r d 

t r a f f i c k i n g k i n e t i c s w e o b s e r v e d r e m a i n v a l i d a n d i n d e e d r e f l e c t a s p e c i f i c e f f e c t o f m h t t 

e x p r e s s i o n . 

A l t h o u g h it w a s n o t p o s s i b l e t o d i r e c t l y c o m p a r e r e s u l t s f r o m s u r f a c e r e c e p t o r l o s s 

a n d i n s e r t i o n e x p e r i m e n t s , r o u g h e s t i m a t e s o f t h e r e l a t i v e r a t e s o f t h e s e p r o c e s s e s 

i n d i c a t e d t h a t f o r w a r d t r a f f i c k i n g o f N M D A R s m a y d o m i n a t e o v e r t h e r e v e r s e 

t r a f f i c k i n g / d e g r a d a t i o n p r o c e s s t o i n c r e a s e s t e a d y - s t a t e l e v e l s o f N M D A R s a t t h e s u r f a c e 

( s e e C o n c l u s i o n s s e c t i o n 6 . 1 ) . 

3 .4. Altered Splicing of NR1 Isoform in YAC72 Striatal Tissue 

A p a r t f r o m s u b u n i t c o m p o s i t i o n , p h o s p h o r y l a t i o n , a n d i n t e r a c t i o n s w i t h o t h e r 

p r o t e i n s a n d t h e C S K , N M D A R t r a f f i c k i n g t o a n d f r o m t h e c e l l s u r f a c e i s a l s o d e t e r m i n e d 

i n p a r t b y a l t e r n a t i v e s p l i c i n g o f t h e N R 1 s u b u n i t ( s e e s e c t i o n 1 . 2 . 4 u n d e r I n t r o d u c t i o n ) . 

S p e c i f i c a l l y , d i f f e r e n t s p l i c e i s o f o r m s o f N R 1 m R N A r e g u l a t e t h e r a t e o f N M D A R e x p o r t 

f r o m t h e E R d u r i n g t h e f o r w a r d t r a f f i c k i n g p r o c e s s ( O k a b e e t a l . , 1 9 9 9 ) ; t h e r a t e o f E R 

e x p o r t i s a c c e l e r a t e d f o r N R 1 i s o f o r m s c o n t a i n i n g t h e C 2 ' d o m a i n ( S c o t t e t a . l . , 2 0 0 1 ; M u 

e t a l . , 2 0 0 3 ; s e e F i g u r e 2 f o r N R 1 s p l i c e v a r i a t i o n s ) . T o a s s e s s t h e c o n t r i b u t i o n o f 

a l t e r n a t i v e s p l i c i n g i n p r o m o t i n g f a s t e r f o r w a r d t r a f f i c k i n g a n d i n s e r t i o n o f N M D A R s t o t h e 

c e l l s u r f a c e i n s t r i a t a l n e u r o n s f r o m Y A C 7 2 m i c e , w e a n a l y z e d t h e e x p r e s s i o n o f C 2 - o r 

C 2 ' - c o n t a i n i n g N R 1 i s o f o r m s i n s t r i a t a l t i s s u e f r o m 2 m o n t h - o l d W T a n d Y A C 7 2 m i c e . 

T h e a n t i b o d i e s w e u s e d d i d n o t d i s t i n g u i s h b e t w e e n d i f f e r e n t N R 1 s p l i c e v a r i a n t s 

c o n t a i n i n g t h e C 2 c a s s e t t e ( i n c l u d i n g N R 1 - 1 a , N R 1 - 1 b , N R 1 - 2 a , a n d N R 1 - 2 b ) , o r t h o s e 

c o n t a i n i n g t h e C 2 ' c a s s e t t e ( i n c l u d i n g N R 1 - 3 a , N R 1 - 3 b , N R 1 - 4 a , a n d N R 1 - 4 b ) . D u e t o 

t h e d i f f e r e n t i a l a f f i n i t i e s o f d i f f e r e n t a n t i b o d i e s f o r t h e i r a n t i g e n s , w e w e r e n o t a b l e t o 
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d i r e c t l y c o m p a r e a b s o l u t e l e v e l s o f e x p r e s s i o n o f C 2 - a n d C 2 ' - c o n t a i n i n g N R 1 ; it i s 

h o w e v e r w e l l a c c e p t e d t h a t t h e m o s t a b u n d a n t l y e x p r e s s e d i s o f o r m o f N R 1 b y f a r i n 

s t r i a t a l M S N s i s N R 1 - 1 a ( K u p p e n b e n d e r e t a l . , 1 9 9 9 ) , w h i c h c o n t a i n s t h e C 2 ( b u t n o t C 2 ' ) 

c a s s e t t e . 

S t r i a t a l t i s s u e s f r o m W T a n d Y A C 7 2 m i c e a p p e a r e d t o e x p r e s s c o m p a r a b l e l e v e l s 

o f t h e C 2 - c o n t a i n i n g N R 1 i s o f o r m s , a n d e x p r e s s i o n o f C 2 ' - c o n t a i n i n g N R 1 w a s a l s o 

s i m i l a r i n t i s s u e s f r o m e i t h e r g e n o t y p e ( F i g u r e 2 1 ) . H o w e v e r , c h a n g e s a t t h e s u b c e l l u l a r 

l e v e l c o u l d o c c u r w i t h o u t a f f e c t i n g o v e r a l l e x p r e s s i o n o f d i f f e r e n t N R 1 s p l i c e v a r i a n t s . W e 

t h e r e f o r e p r e p a r e d s u b c e l l u l a r f r a c t i o n s f r o m s t r i a t a l t i s s u e o f 2 m o n t h - o l d W T o r Y A C 7 2 

m i c e a n d a n a l y z e d t h e r e l a t i v e e x p r e s s i o n o f t h e C 2 ' - a n d C 2 - c o n t a i n i n g N R 1 i s o f o r m s . A 

s c h e m a t i c d e t a i l i n g t h e p r o t o c o l f o r s u b c e l l u l a r f r a c t i o n i s s h o w n i n F i g u r e 6 . S u b c e l l u l a r 

f r a c t i o n s w e r e f i r s t c h a r a c t e r i z e d t o e n s u r e p r o p e r s e p a r a t i o n o f t h e d i f f e r e n t i n t r a c e l l u l a r 

c o m p a r t m e n t s : i m m u n o b l o t t i n g f o r s y n a p t o p h y s i n a f f i r m e d L P 2 a s t h e p r e - s y n a p t i c 

m e m b r a n e f r a c t i o n , c o n c e n t r a t i o n o f c a l n e x i n i n P 3 c o n f i r m e d t h i s a s t h e 

E R / m i c r o s o m e - c o n t a i n i n g f r a c t i o n , a n d e n r i c h m e n t o f P S D - 9 5 i n L P 1 w a s c o n s i s t e n t w i t h 

t h i s b e i n g t h e f r a c t i o n c o m p r i s e d o f h e a v y s y n a p t o s o m a l m e m b r a n e s f r o m t h e 

p o s t - s y n a p t i c c o m p a r t m e n t ( F i g u r e 2 2 A ) : 

I m p o r t a n t l y , i n Y A C 7 2 s t r i a t u m w e f o u n d a s i g n i f i c a n t e n r i c h m e n t o f t h e 

C 2 ' - c o n t a i n i n g i s o f o r m s o f N R 1 ( a s c o m p a r e d w i t h C 2 - c o n t a i n i n g N R 1 ) i n a s u b c e l l u l a r 

f r a c t i o n c o m p o s e d p r i m a r i l y o f l i g h t m i c r o s o m a l c o m p a r t m e n t s s u c h a s E R m e m b r a n e s 

a n d o t h e r v e s i c u l a r m e m b r a n e s ( F i g u r e s 2 2 B a n d 2 2 C ) , t h o u g h t t o b e a m o b i l e f r a c t i o n 

i n v o l v e d i n t r a f f i c k i n g o f N M D A R s . T h e s y a p t o s o m a l c o m p a r t m e n t , i n c o n t r a s t , d i d n o t 

s h o w a n i n c r e a s e i n t h e a m o u n t o f C 2 ' - c o n t a i n i n g N R 1 i s o f o r m s r e l a t i v e t o N R 1 C 2 i n 

Y A C 7 2 v e r s u s W T s t r i a t a l t i s s u e ( F i g u r e s 2 2 B a n d 2 2 C ) . A n i n c r e a s e i n s y n a p t i c N M D A R 

c o n t e n t w o u l d r e q u i r e a c o r r e s p o n d i n g i n c r e a s e i n P D Z d o m a i n - c o n t a i n i n g p r o t e i n s t o 

98 



a n c h o r t h e r e c e p t o r s a t t h e s y n a p s e ( B a r r i a a n d M a l i n o w , 2 0 0 2 ; P r y b y l o w s k i e t a l . , 2 0 0 5 ) , 

a l t h o u g h w e h a v e f o u n d n o e v i d e n c e t h u s f a r t o s u g g e s t t h a t P D Z p r o t e i n s m a y b e 

i n c r e a s e d i n e i t h e r t o t a l l y s a t e s o r L P 1 f r a c t i o n s f r o m Y A C 7 2 s t r i a t u m , r e l a t i v e t o W T 

( M . M . Y . F a n a n d C M . C o w a n , u n p u b l i s h e d o b s e r v a t i o n s ) . It i s t h e r e f o r e p o s s i b l e t h a t t h e 

e n h a n c e d s u r f a c e d e l i v e r y o f N M D A R s i n Y A C 7 2 s t r i a t a l M S N s a d d s t o t h e p o o l o f 

n o n - s y n a p t i c a l l y l o c a l i z e d N M D A R s a n d i n s o d o i n g p r o m o t e c e l l d e a t h s i g n a l i n g b y 

g l u t a m a t e a c t i v a t i o n o f e x t r a - s y n a p t i c N M D A R s ( H a r d i n g h a m a n d B a d i n g , 2 0 0 3 ) . 

3.5. Differential Interaction of NR1 C2' Splice Isoform with NR2 Subunits in YAC72 

Striatal Tissue 

P r e v i o u s s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t C 2 ' - c o n t a i n i n g N R 1 i s o f o r m s c a n t r a f f i c t o t h e 

c e l l s u r f a c e m e m b r a n e w i t h o u t c o m p l e x i n g w i t h N R 2 ( r e v i e w e d i n W e n t h o l d e t a l . , 2 0 0 3 ) . 

G i v e n o u r o b s e r v a t i o n o f a r e l a t i v e i n c r e a s e i n N R 1 C 2 ' - c o n t a i n i n g i s o f o r m s i n t h e m o b i l e 

v e s i c u l a r f r a c t i o n , n e x t w e d e t e r m i n e d w h e t h e r t h e p r o p o r t i o n o f N R 1 C 2 ' i s o f o r m s w a s 

i n c r e a s e d i n N R 2 - c o n t a i n i n g N M D A R c o m p l e x e s i n Y A C 7 2 s t r i a t u m . T o t h i s e n d , w e 

a s s e s s e d t h e a m o u n t s o f C 2 ' - c o n t a i n i n g N R 1 i s o f o r m s r e l a t i v e t o t o t a l N R 1 t h a t w e r e 

c o - i m m u n o p r e c i p i t a t e d b y a n t i b o d i e s d i r e c t e d a g a i n s t N R 2 A o r N R 2 B . 

A s i s e x p e c t e d f o r s u b u n i t s k n o w n t o a s s e m b l e i n t o r e c e p t o r c o m p l e x e s , N R 1 

( i n c l u d i n g t h e C 2 ' - c o n t a i n i n g i s o f o r m s ) w a s f o u n d t o c o - p r e c i p i t a t e w i t h b o t h N R 2 A 

( F i g u r e 2 3 A ) a n d N R 2 B ( F i g u r e 2 3 B ) s u b u n i t s i n i m m u n o p r e c i p i t a t i o n e x p e r i m e n t s f r o m 

W T o r Y A C 7 2 s t r i a t a l t i s s u e . A n t i b o d y - f r e e c o n t r o l s a m p l e s w e r e p r o c e s s e d i n p a r a l l e l 

a n d c o n f i r m e d l a c k o f n o n - s p e c i f i c b i n d i n g o f p r o t e i n s t o t h e r e s i n ( F i g u r e 2 3 C ) . P o o l e d 

r e s u l t s ( F i g u r e 2 4 A ) i n d i c a t e d t h a t t h e r a t i o o f c o - i m m u n o p r e c i p i t a t e d N R 1 C 2 ' i s o f o r m s t o 

N R 1 l e v e l s ( r e p r e s e n t i n g a l l i s o f o r m s ) w a s h i g h e r i n Y A C 7 2 s t r i a t a l t i s s u e t h a n W T f o r 
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b o t h a n t i - N R 2 A a n d a n t i - N R 2 B s a m p l e s ; i m p o r t a n t l y , t h e f o l d - i n c r e a s e w a s s i g n i f i c a n t l y 

l a r g e r i n a n t i - N R 2 B p r e c i p i t a t e s t h a n i n a n t i - N R 2 A p r e c i p i t a t e s ( 1 . 7 7 ± 0 . 1 3 c o m p a r e d 

w i t h 1 . 3 2 ± 0 . 0 8 ; F i g u r e 2 4 B ) . T h e s e f i n d i n g s i n d i c a t e a n i n c r e a s e i n t h e n u m b e r s o f 

N M D A R s a s s e m b l e d f r o m N R 1 i s o f o r m s c o n t a i n i n g t h e C 2 ' c a s s e t t e , p r e f e r e n t i a l l y w i t h 

N R 2 B , i n Y A C 7 2 s t r i a t a l t i s s u e . O u r d a t a a r e a l s o c o n s i s t e n t w i t h p r e v i o u s s t u d i e s 

i n d i c a t i n g t h a t t h e N R 1 / N R 2 B s u b t y p e o f N M D A R s i s s e l e c t i v e l y i n v o l v e d i n m e d i a t i n g 

e n h a n c e d c u r r e n t / t o x i c i t y b y m h t t ( C h e n e t a l . , 1 9 9 9 b ; Z e r o n e t a l . , 2 0 0 1 , 2 0 0 2 ; a l s o s e e 

I n t r o d u c t i o n , s e c t i o n 1 . 4 . 4 ) . T h e i n c r e a s e i n N R 1 C 2 ' - c o n t a i n i n g N M D A R s m a y 

c o n t r i b u t e t o f a s t e r f o r w a r d t r a f f i c k i n g o f r e c e p t o r s t o a c c o u n t f o r h i g h e r b a s a l e x p r e s s i o n 

l e v e l s o f N M D A R s a t t h e s u r f a c e a s d e s c r i b e d e a r l i e r i n t h i s t h e s i s . 

3.6. Summary 

E a r l i e r r e s u l t s f r o m o u r l a b o r a t o r y i n d i c a t i n g e n h a n c e d N M D A R - m e d i a t e d c u r r e n t 

a n d t o x i c i t y i n c u l t u r e d o r a c u t e l y d i s s o c i a t e d s t r i a t a l M S N s e x p r e s s i n g p o l y Q - e x p a n d e d 

m h t t m a y n o w b e e x p l a i n e d , a t l e a s t i n p a r t , b y a n u p - r e g u l a t i o n o f s t e a d y - s t a t e N M D A R 

n u m b e r s o n t h e c e l l s u r f a c e . T h i s t h e s i s r e p o r t s w o r k s h o w i n g i n c r e a s e d 

s u r f a c e - t o - i n t e r n a l r a t i o o f N R 1 a n d N R 2 B s u b u n i t s u s i n g a v a r i e t y o f m e t h o d s , i n c l u d i n g 

i m m u n o s t a i n i n g , c h y m o t r y p s i n - c l e a v a g e o f s u r f a c e p r o t e i n s , a n d b i o t i n y l a t i o n - b a s e d 

a s s a y s . F u r t h e r m o r e , m o d i f i e d b i o t i n y l a t i o n e x p e r i m e n t s s h o w e d g e n e r a l l y m o r e r a p i d 

t r a f f i c k i n g o f t h e N M D A R p r o t e i n s , i n c l u d i n g f a s t e r l o s s o f s u r f a c e p r o t e i n s a s w e l l a s a n 

a c c e l e r a t e d r a t e o f de novo i n s e r t i o n i n t o t h e c e l l s u r f a c e m e m b r a n e i n t h e a b s e n c e o f 

e n d o c y t o s i s / r e c y c l i n g a c t i v i t i e s . T h e h i g h e r r a t e o f i n s e r t i o n i n s t r i a t a l n e u r o n s f r o m 

Y A C 7 2 m i c e e x p r e s s i n g m h t t c o r r e l a t e d w i t h a r e l a t i v e e n h a n c e m e n t o f t h e 

C 2 ' - c o n t a i n i n g N R 1 i s o f o r m s i n t h e s u b c e l l u l a r f r a c t i o n c o n t a i n i n g v e s i c u l a r c o m p o n e n t s 

100 



i n v o l v e d i n t r a n s i t o f p r o t e i n s i n c l u d i n g N M D A R s t o / f r o m t h e c e l l s u r f a c e . M o r e o v e r , t h e 

a s s o c i a t i o n o f C 2 ' - c o n t a i n i n g N R 1 i s o f o r m s w i t h N R 2 B , m o r e t h a n w i t h N R 2 A , w a s 

e n r i c h e d i n Y A C 7 2 c o m p a r e d w i t h W T s t r i a t a l t i s s u e . T o g e t h e r , o u r f i n d i n g s s u g g e s t t h a t 

e n h a n c e d s u r f a c e e x p r e s s i o n o f N R 2 B - c o n t a i n i n g N M D A R s i n Y A C 7 2 M S N s r e s u l t s f r o m 

a m h t t - m e d i a t e d c h a n g e i n t h e b a l a n c e o f N M D A R f o r w a r d t r a f f i c k i n g a n d l o s s f r o m t h e 

s u r f a c e . 
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F i g u r e 7 . N R 1 / N R 2 B t o t a l e x p r e s s i o n i s n o t d i f f e r e n t i n s t r i a t a l t i s s u e f r o m 2 
m o n t h - o l d F V B / N W T , Y A C 4 6 , o r Y A C 7 2 m i c e ( L i e t a l . , 2 0 0 3 ) . S t r i a t a l l y s a t e s a r e 
l o a d e d a t 10-ug a n d 20-ug p e r l a n e , a n d s u b s e q u e n t l y i m m u n o b l o t t e d f o r NR1 a n d NR2B 
e x p r e s s i o n . A c t i n e x p r e s s i o n i s u s e d a s l o a d i n g c o n t r o l . I m m u n o b l o t s h o w n i s 
r e p r e s e n t a t i v e o f t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s u s i n g t w o d i f f e r e n t t i s s u e b a t c h e s . 
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N# 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 

2-mo 6-mo 9-mo 12-mo 

F i g u r e 8 . N R 1 / N R 2 B t o t a l e x p r e s s i o n i s n o t d i f f e r e n t i n s t r i a t a l t i s s u e f r o m F V B / N 
W T o r Y A C 7 2 m i c e a t 2 , 6 , 9 , o r 1 2 m o n t h s o f a g e . S t r i a t a l l y s a t e s a r e c o l l e c t e d i n 
t r i p l i c a t e f r o m m i c e a t e a c h a g e a n d a n a l y z e d i n p a r a l l e l f o r N R 1 / N R 2 B e x p r e s s i o n . A c t i n 
e x p r e s s i o n i s u s e d a s l o a d i n g c o n t r o l . 
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F i g u r e 9 . P l o t s c o m p a r i n g N R 1 a n d N R 2 B e x p r e s s i o n l e v e l s i n s t r i a t a l t i s s u e f r o m 
W T a n d Y A C 7 2 m i c e , g r o u p e d b y a g e . B a r s r e p r e s e n t m e a n o f ( A ) N R 1 o r ( B ) N R 2 B 
e x p r e s s i o n n o r m a l i z e d t o a c t i n , ± S E M f r o m N = 3 i n d e p e n d e n t s a m p l e s a t e a c h a g e f o r 
e v e r y g e n o t y p e , w i t h s t r i a t a l t i s s u e p o o l e d f r o m 2 m i c e p e r s a m p l e . N o s i g n i f i c a n t e f f e c t 
o f g e n o t y p e i s o b s e r v e d f o r o v e r a l l N R 1 o r N R 2 B e x p r e s s i o n l e v e l s i n s t r i a t a l t i s s u e f r o m 
m h t t - e x p r e s s i n g Y A C 7 2 m i c e v e r s u s W T m i c e a t a n y a g e e x a m i n e d ( 2 , 6 , 9 , o r 1 2 
m o n t h s ) , b y 2 - w a y A N O V A . 
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Figure 10. Immunofluorescent staining demonstrates increased proportion of 
surface NR1 in MSNs from YAC72 mice (contributed by L. Zhang; Fan et al., 2007). 
(A) Representative pictographs of cultured MSNs fixed at 9-10 d.i.v. and immunostained 
for surface and internal populations of NR1 are shown for WT and YAC72 mice, with 
insets depicting an enlarged sample neuron; following initial fixation of the neurons in 4% 
PFA, all subsequent steps of the immunostaining protocol, fluorescence imaging and 
image capturing are performed in parallel for both genotypes. (B) Intensity of fluorescent 
staining is quantified for both surface (green) and internal (red) NR1 in MSNs from WT, 
YAC18, and YAC72 mice. Proportion of NR1 expressed at the cell surface is determined 
by taking a ratio of surface-to-internal NR1 staining. Bars represent mean ratio ± SEM 
from N = 5 independent experiments. Every experiment uses an individual batch of 
cultured MSNs for each genotype and is performed in parallel for all three genotypes. 
Subsequent data analysis is also performed in parallel, using 5 coverslips of each 
genotype per experiment and 4 fields chosen at random from each coverslip (giving a 
total of 20 measurements). ** Significantly different compared to WT or YAC18, p < 0.01 
by 1-way ANOVA, Bonferroni post-test. 
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F i g u r e 1 1 . R e p r e s e n t a t i v e i m m u n o b l o t o f N R 1 / N R 2 B l e v e l s i n 9 - 1 0 d . i . v . M S N s 
f r o m Y A C 7 2 v e r s u s W T m i c e w i t h o r w i t h o u t c h y m o t r y p s i n t r e a t m e n t . S i s t e r d i s h e s 
o f c u l t u r e d M S N s a r e t r e a t e d w i t h H B S S a l o n e o r H B S S c o n t a i n i n g 1 m g / m l c h y m o t r y p s i n 
t o c l e a v e c e l l s u r f a c e p r o t e i n s . P r o t e i n l e v e l s r e m a i n i n g f o l l o w i n g t r e a t m e n t a r e e x a m i n e d 
b y i m m u n o b l o t t i n g t o d e t e r m i n e t h e r e l a t i v e p r o p o r t i o n s o f s u r f a c e v e r s u s i n t e r n a l 
N M D A R s . A c t i n i s a l s o s h o w n a s l o a d i n g c o n t r o l . I m m u n o b l o t s h o w n i s r e p r e s e n t a t i v e o f 
2 i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s w h e r e Y A C 7 2 s a m p l e s w e r e p r o c e s s e d i n p a r a l l e l w i t h e i t h e r 
p a i r e d W T o r Y A C 1 8 c u l t u r e s . 
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F i g u r e 1 2 . B i o t i n y l a t i o n a s s a y d e m o n s t r a t e s i n c r e a s e d p r o p o r t i o n o f s u r f a c e N R 1 
i n M S N s f r o m Y A C 7 2 m i c e . ( A ) R e p r e s e n t a t i v e i m m u n o b l o t d e p i c t s N R 1 l e v e l s p r e s e n t 
i n t h e " B i o t E l u a t e " f r a c t i o n r e p r e s e n t i n g s u r f a c e N R 1 , a n d t h e " S P N " f r a c t i o n 
r e p r e s e n t i n g i n t e r n a l , n o n b i o t i n - t a g g e d N R 1 , i n M S N s f r o m F V B / N W T o r Y A C 7 2 m i c e . 
A c t i n i s s h o w n a s a c o n t r o l t o c o n f i r m s e l e c t i v e l a b e l i n g o f s u r f a c e b u t n o t i n t e r n a l p r o t e i n s 
b y b i o t i n . ( B ) B a n d d e n s i t i e s a r e m e a s u r e d f o r e a c h o f " B i o t E l u a t e " a n d " S P N " a n d t h e 
p e r c e n t s u r f a c e N R 1 e x p r e s s i o n c a l c u l a t e d a s ( " B i o t E l u a t e " + " T o t a l " * 1 0 0 % ) w h e r e 
" T o t a l " i s t h e s u m o f " B i o t E l u a t e " a n d f o u r t i m e s t h e s i g n a l f r o m t h e " S P N " l a n e . B a r s 
r e p r e s e n t m e a n p e r c e n t s u r f a c e e x p r e s s i o n ± S E M f r o m N = 7 ( W T ) o r 6 ( Y A C 7 2 ) 
i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s p e r f o r m e d w i t h d i f f e r e n t b a t c h e s o f c u l t u r e d n e u r o n s . * * * 
S i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t c o m p a r e d t o W T , p < 0 . 0 0 1 b y u n p a i r e d t - t e s t . 
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F i g u r e 1 3 . B i o t i n y l a t i o n a s s a y d e m o n s t r a t e s i n c r e a s e d p r o p o r t i o n o f s u r f a c e 
N R 2 B i n M S N s f r o m Y A C 7 2 m i c e . ( A ) R e p r e s e n t a t i v e i m m u n o b l o t d e p i c t s N R 2 B l e v e l s 
p r e s e n t i n t h e " B i o t E l u a t e " f r a c t i o n r e p r e s e n t i n g s u r f a c e N R 2 B , a n d t h e " S P N " f r a c t i o n 
r e p r e s e n t i n g i n t e r n a l , n o n b i o t i n - t a g g e d N R 2 B , i n M S N s f r o m F V B / N W T o r Y A C 7 2 m i c e . 
A c t i n i s s h o w n a s a c o n t r o l t o c o n f i r m s e l e c t i v e l a b e l i n g o f s u r f a c e b u t n o t i n t e r n a l p r o t e i n s 
b y b i o t i n . ( B ) B a n d d e n s i t i e s a r e m e a s u r e d f o r e a c h o f " B i o t E l u a t e " a n d " S P N " a n d t h e 
p e r c e n t s u r f a c e N R 2 B e x p r e s s i o n c a l c u l a t e d a s ( " B i o t E l u a t e " + " T o t a l " * 1 0 0 % ) w h e r e 
" T o t a l " i s t h e s u m o f " B i o t E l u a t e " a n d f o u r t i m e s t h e s i g n a l f r o m t h e " S P N " l a n e . B a r s 
r e p r e s e n t m e a n p e r c e n t s u r f a c e e x p r e s s i o n ± S E M f r o m N = 5 i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s 
p e r f o r m e d w i t h d i f f e r e n t b a t c h e s o f c u l t u r e d n e u r o n s f o r e a c h g e n o t y p e . * * * S i g n i f i c a n t l y 
d i f f e r e n t c o m p a r e d t o W T , p < 0 . 0 0 1 b y u n p a i r e d t - t e s t . 
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G e n o t y p e 

F i g u r e 1 4 . B i o t i n y l a t i o n a s s a y d e m o n s t r a t e s u n c h a n g e d p r o p o r t i o n o f s u r f a c e 
G l u R 1 i n M S N s f r o m Y A C 7 2 m i c e . ( A ) R e p r e s e n t a t i v e i m m u n o b l o t d e p i c t s G l u R 1 
l e v e l s p r e s e n t i n t h e " B i o t E l u a t e " f r a c t i o n r e p r e s e n t i n g s u r f a c e G l u R 1 , a n d t h e " S P N " 
f r a c t i o n r e p r e s e n t i n g i n t e r n a l , n o n b i o t i n - t a g g e d G l u R 1 , i n M S N s f r o m F V B / N W T o r 
Y A C 7 2 m i c e . A c t i n i s s h o w n a s a c o n t r o l t o c o n f i r m s e l e c t i v e l a b e l i n g o f s u r f a c e b u t n o t 
i n t e r n a l p r o t e i n s b y b i o t i n . ( B ) B a n d d e n s i t i e s a r e m e a s u r e d f o r e a c h o f " B i o t E l u a t e " a n d 
" S P N " a n d t h e p e r c e n t s u r f a c e G l u R 1 e x p r e s s i o n c a l c u l a t e d a s ( " B i o t E l u a t e " + " T o t a l " * 
1 0 0 % ) w h e r e " T o t a l " i s t h e s u m o f " B i o t E l u a t e " a n d f o u r t i m e s t h e s i g n a l f r o m t h e " S P N " 
l a n e . B a r s r e p r e s e n t m e a n p e r c e n t s u r f a c e e x p r e s s i o n ± S E M f r o m N = 1 0 ( W T ) o r 11 
( Y A C 7 2 ) i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s p e r f o r m e d w i t h d i f f e r e n t b a t c h e s o f c u l t u r e d n e u r o n s . 
V a l u e s a r e n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t t o e a c h o t h e r b y u n p a i r e d t - t e s t . 

109 



flHHfll i M f l f c A B H I < -surface 
N R 1 

e<*> % % 

F i g u r e 1 5 . R e p r e s e n t a t i v e i m m u n o b l o t s i l l u s t r a t i n g l o s s o f b i o t i n - t a g g e d N R 1 o v e r 
t i m e i n M S N s f r o m W T a n d YAC72 m i c e . ( A ) S i s t e r d i s h e s o f 9 - 1 0 d . i . v . s t r i a t a l M S N s 
i n c u l t u r e a r e s u b j e c t e d t o b i o t i n y l a t i o n a s d e s c r i b e d i n t h e l e g e n d t o F i g u r e 4 . A t 0 , 1 2 , o r 
2 4 h o u r s f o l l o w i n g b i o t i n y l a t i o n , t o t a l s o l u b l e l y s a t e s a r e h a r v e s t e d f r o m c e l l s a n d 
i n c u b a t e d w i t h N e u t r A v i d i n r e s i n t o i s o l a t e b i o t i n - t a g g e d p r o t e i n s . " B i o t E l u a t e " , 
b i o t i n y l a t i o n e l u a t e ; " S P N " , s u p e r n a t a n t . ( B ) R e d u c t i o n o f b i o t i n y l a t e d N R 1 s i g n a l o v e r 
t i m e r e f l e c t s l o s s o f s u r f a c e p r o t e i n s t h r o u g h l y s o s o m a l d e g r a d a t i o n . C u l t u r e d s t r i a t a l 
M S N s a t 9 - 1 0 d . i . v . a r e p r e - t r e a t e d f o r 1 h o u r w i t h t h e l y s o s o m a l i n h i b i t o r l e u p e p t i n p r i o r 
t o b i o t i n y l a t i o n a s d e s c r i b e d a b o v e . L e v e l s o f b i o t i n y l a t e d N R 1 a r e t h e n a s s e s s e d a t 0 o r 
1 2 h o u r s f o l l o w i n g b i o t i n y l a t i o n . I m m u n o b l o t s h o w n i s r e p r e s e n t a t i v e o f 3 i n d e p e n d e n t 
e x p e r i m e n t s f r o m d i f f e r e n t b a t c h e s o f n e u r o n s , " - l e u p " , w i t h o u t l e u p e p t i n p r e - t r e a t m e n t ; 
" + l e u p " , w i t h l e u p e p t i n p r e - t r e a t m e n t . 
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Fiqure 16. Enhanced rate of loss of surface-labeled NR1/NR2B in MSNs from 
YAC72 mice. ( A ) P l o t c o m p a r e s l o s s o f b i o t i n - t a g g e d N R 1 ( l e f t p a n e l ) a n d N R 2 B ( r i g h t 
p a n e l ) o v e r t i m e i n M S N s f r o m W T v e r s u s Y A C 7 2 m i c e . V a l u e s r e p r e s e n t m e a n p e r c e n t 
s u r f a c e e x p r e s s i o n ± S E M f r o m N = 5 - 1 2 ( N R 1 ) o r 2 - 3 ( N R 2 B ) i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s 
f r o m d i f f e r e n t b a t c h e s o f c u l t u r e d n e u r o n s . ( B ) V a l u e s a t 1 2 - a n d 2 4 - h o u r t i m e p o i n t s a r e 
n o r m a l i z e d t o t h e 0 - h o u r t i m e p o i n t s e t t o 1 0 0 % a n d a r e p l o t t e d a s m e a n p e r c e n t ± S E M 
f r o m N = 5 - 1 2 ( N R 1 ; l e f t p a n e l ) o r 2 - 3 ( N R 2 B ; r i g h t p a n e l ) i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s f r o m 
d i f f e r e n t b a t c h e s o f c u l t u r e d n e u r o n s . * * S i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t c o m p a r e d t o W T , p < 0 . 0 1 
b y u n p a i r e d t - t e s t . 
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Fiqure 17. Plots comparing loss of surface-labeled GluR1 in MSNs from WT and 
YAC72 mice. ( A ) L o s s o f b i o t i n - t a g g e d G l u R 1 o v e r t i m e i n M S N s f r o m W T v e r s u s 
Y A C 7 2 m i c e i s s h o w n . V a l u e s r e p r e s e n t m e a n p e r c e n t s u r f a c e e x p r e s s i o n ± S E M f r o m N 
= 2 - 6 i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s f r o m d i f f e r e n t b a t c h e s o f c u l t u r e d n e u r o n s . ( B ) V a l u e s a t 
1 2 - a n d 2 4 - h o u r t i m e p o i n t s a r e n o r m a l i z e d t o t h e 0 - h o u r t i m e p o i n t s e t t o 1 0 0 % a n d a r e 
p l o t t e d a s m e a n p e r c e n t ± S E M f r o m N = 2 - 6 i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s f r o m d i f f e r e n t 
b a t c h e s o f c u l t u r e d n e u r o n s . 
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F i g u r e 1 8 . R e p r e s e n t a t i v e i m m u n o b l o t s i l l u s t r a t i n g i n s e r t i o n o f N R 1 t o t h e c e l l 
s u r f a c e o v e r t i m e i n M S N s f r o m W T a n d Y A C 7 2 m i c e . S i s t e r d i s h e s o f 9 - 1 0 d . i . v . 
s t r i a t a l M S N s i n c u l t u r e a r e s u b j e c t e d t o b i o t i n y l a t i o n a s d e s c r i b e d f o r t h e i n s e r t i o n a s s a y 
i n t h e l e g e n d t o F i g u r e 5 . A t 0 , 0 . 5 , o r 6 h o u r s f o l l o w i n g c h l o r p r o m a z i n e t r e a t m e n t , 
n e u r o n s a r e b i o t i n y l a t e d a n d h a r v e s t e d f o r t o t a l s o l u b l e l y s a t e s . L y s a t e s a r e t h e n 
i n c u b a t e d w i t h N e u t r A v i d i n r e s i n t o i s o l a t e b i o t i n - t a g g e d p r o t e i n s . " B i o t E l u a t e " , 
b i o t i n y l a t i o n e l u a t e ; " S P N " , s u p e r n a t a n t . 
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Fiqure 19. Insertion of NR1/NR2B to the cell surface proceeds more rapidly in 
MSNs from YAC72 mice. ( A ) P l o t c o m p a r e s i n s e r t i o n o f N R 1 ( l e f t p a n e l ) a n d N R 2 B 
( r i g h t p a n e l ) t o t h e c e l l s u r f a c e o v e r t i m e i n M S N s f r o m W T v e r s u s Y A C 7 2 m i c e , f o l l o w i n g 
c h l o r p r o m a z i n e t r e a t m e n t . V a l u e s r e p r e s e n t m e a n p e r c e n t s u r f a c e e x p r e s s i o n ± S E M 
f r o m N = 6 - 8 ( N R 1 ) , o r m e a n f r o m N = 2 ( N R 2 B ) , i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s f r o m d i f f e r e n t 
b a t c h e s o f c u l t u r e d n e u r o n s . D a t a v a l u e s u s e d t o c a l c u l a t e t h e m e a n f o r N R 2 B a r e 
i n d i c a t e d w i t h h o r i z o n t a l l i n e s . ( B ) V a l u e s a t 0 . 5 - a n d 6 - h o u r t i m e p o i n t s ( f o r N R 1 ) o r 
6 - h o u r t i m e p o i n t o n l y ( f o r N R 2 B ) a r e n o r m a l i z e d t o t h e 0 - h o u r t i m e p o i n t s e t t o 1 0 0 % a n d 
a r e p l o t t e d a s m e a n p e r c e n t ± S E M f r o m N = 6 - 8 ( N R 1 ; l e f t p a n e l ) , o r m e a n f r o m N = 2 
( N R 2 B ; r i g h t p a n e l ) , i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s f r o m d i f f e r e n t b a t c h e s o f c u l t u r e d n e u r o n s . 
D a t a v a l u e s u s e d t o c a l c u l a t e t h e m e a n f o r N R 2 B a r e i n d i c a t e d w i t h h o r i z o n t a l l i n e s . * 
S i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t c o m p a r e d t o W T , p < 0 . 0 5 b y u n p a i r e d t - t e s t . 
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Figure 20. Plots comparing insertion of GluR1 in MSNs from WT and YAC72 mice. 
( A ) I n s e r t i o n o f G l u R 1 o v e r t i m e f o l l o w i n g c h l o r p r o m a z i n e t r e a t m e n t i n M S N s f r o m W T 
v e r s u s Y A C 7 2 m i c e i s s h o w n . V a l u e s r e p r e s e n t m e a n p e r c e n t s u r f a c e e x p r e s s i o n ± S E M 
f r o m N = 4 i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s f r o m d i f f e r e n t b a t c h e s o f c u l t u r e d n e u r o n s . ( B ) 
V a l u e s a t t h e 6 - h o u r t i m e p o i n t a r e n o r m a l i z e d t o t h e 0 - h o u r t i m e p o i n t s e t t o 1 0 0 % a n d 
a r e p l o t t e d a s m e a n p e r c e n t ± S E M f r o m N = 4 i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s f r o m d i f f e r e n t 
b a t c h e s o f c u l t u r e d n e u r o n s . 
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Figure 21. NR1 C2 and NR1 C2' expression is not different in striatal tissue from 2 
month-old FVB/N WT or YAC72 mice. Striatal lysates are collected in duplicate from 
mice at 2 months of age and analyzed in parallel for expression of NR1 isoforms 
containing either the C2 or C2' cassette. NR1 expression is shown as loading control. 
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F i q u r e 2 2 . I n c r e a s e d Y A C 7 2 / W T r a t i o o f N R 1 C 2 ' - t o - C 2 e x p r e s s i o n i n 
m i c r o s o m e - e n r i c h e d f r a c t i o n . ( A ) C h a r a c t e r i z a t i o n o f s u b c e l l u l a r f r a c t i o n s . 
F r a c t i o n a t e d s u b c e l l u l a r c o m p a r t m e n t s o f s t r i a t a l t i s s u e f r o m F V B / N W T m i c e a r e 
r e s o l v e d b y S D S - P A G E , w h e r e e q u i v a l e n t a m o u n t s o f p r o t e i n a r e l o a d e d f o r e a c h 
f r a c t i o n . G l u R 1 a n d N R 1 a r e p r e s e n t i n b o t h L P 1 a n d P 3 f r a c t i o n s , w h i l e t h e 
p o s t - s y n a p t i c m a r k e r p r o t e i n P S D - 9 5 i s e n r i c h e d i n L P 1 . S y n a p t o p h y s i n ( S y p ) i s m o s t 
h i g h l y c o n c e n t r a t e d i n t h e L P 2 f r a c t i o n , a s e x p e c t e d f o r a p r e - s y n a p t i c p r o t e i n . C a l n e x i n 
( C a l n x n ) o n t h e o t h e r h a n d i s a b u n d a n t l y e x p r e s s e d i n t h e P 3 f r a c t i o n c o n f i r m i n g t h i s t o 
b e t h e E R / m i c r o s o m e - e n r i c h e d f r a c t i o n . I m m u n o b l o t s h o w n i s r e p r e s e n t a t i v e o f t h r e e 
i n d e p e n d e n t f r a c t i o n a t i o n e x p e r i m e n t s u s i n g d i f f e r e n t b a t c h e s o f t i s s u e . P 1 , l a r g e c e l l 
f r a g m e n t s / n u c l e i ; P 2 ' , w a s h e d c r u d e s y n a p t o s o m a l f r a c t i o n ; L P 1 , h e a v y / s y n a p t o s o m a l 
m e m b r a n e s ; L P 2 , s y n a p t i c v e s i c l e - e n r i c h e d f r a c t i o n ; P 3 , l i g h t 
m e m b r a n e s / m i c r o s o m e - e n r i c h e d f r a c t i o n ; S 3 , c y t o s o l i c f r a c t i o n . ( B ) R e p r e s e n t a t i v e 
i m m u n o b l o t d e p i c t s e x p r e s s i o n o f N R 1 , N R 1 C 2 , a n d N R 1 C 2 ' i n L P 1 a n d P 3 f r a c t i o n s o f 
s t r i a t a l t i s s u e f r o m 2 m o n t h - o l d Y A C 7 2 a n d W T m i c e . ( C ) C 2 ' - t o - C 2 r a t i o s a r e q u a n t i f i e d 
f r o m L P 1 a n d P 3 f r a c t i o n s o f s t r i a t a l t i s s u e f r o m 2 m o n t h - o l d Y A C 7 2 v e r s u s W T m i c e . 
R a t i o s a r e i n d i v i d u a l l y c a l c u l a t e d f o r e a c h g e n o t y p e , a n d t h e Y A C 7 2 r a t i o i s t h e n 
n o r m a l i z e d t o t h e W T o n e i n e a c h p a i r e d e x p e r i m e n t . B a r s r e p r e s e n t m e a n n o r m a l i z e d 
C 2 ' - t o - C 2 r a t i o ± S E M f r o m N = 3 i n d e p e n d e n t f r a c t i o n a t i o n e x p e r i m e n t s e a c h o f s t r i a t a l 
t i s s u e p o o l e d f r o m 1 0 t o 3 0 m i c e p e r g e n o t y p e . * S i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t c o m p a r e d t o L P 1 , 
p < 0 . 0 5 b y p a i r e d t - t e s t . 
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F i g u r e 2 3 . R e p r e s e n t a t i v e i m m u n o b l o t s i l l u s t r a t i n g c o - i m m u n o p r e c i p i t a t i o n o f 
N R 1 o r N R 1 C 2 ' w i t h N R 2 s u b u n i t s i n s t r i a t a l t i s s u e f r o m 2 m o n t h - o l d W T o r Y A C 7 2 
m i c e . I m m u n o p r e c i p i t a t i o n i s c a r r i e d o u t u s i n g ( A ) a n t i - N R 2 A o r ( B ) a n t i - N R 2 B 
a n t i b o d i e s , a n d a n t i b o d y - f r e e c o n t r o l s a r e s h o w n i n ( C ) . I n t e r a c t i n g N R 1 s u b u n i t s ( t o t a l 
p o p u l a t i o n o r o n l y t h e C 2 ' - c o n t a i n i n g p o p u l a t i o n ) a r e d e t e c t e d b y i m m u n o b l o t t i n g . " L y s " , 
l y s a t e ; " I P " , i m m u n o p r e c i p i t a t e ; " S P N " , s u p e r n a t a n t . 
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A 

Figure 24. Plots comparing fraction of immunoprecipitated NR1 C2' normalized to 
NR1 in anti-NR2 precipitates from striatal tissue of 2 month-old WT or YAC72 mice. 
( A ) B a n d d e n s i t i e s a r e m e a s u r e d f o r e a c h o f " I P " a n d " S P N " , a n d r e l a t i v e a m o u n t s o f 
i m m u n o p r e c i p i t a t e d p r o t e i n a r e c a l c u l a t e d a s ("IP" + " T o t a l " ) w h e r e " T o t a l " i s t h e s u m o f 
" I P " a n d ( " S P N " * D i l u t i o n F a c t o r ) . F r a c t i o n s o f i m m u n o p r e c i p i t a t e d N R 1 C 2 ' a r e t h e n 
n o r m a l i z e d t o f r a c t i o n s o f i m m u n o p r e c i p i t a t e d N R 1 , a n d t h i s r a t i o i s c a l c u l a t e d f o r b o t h 
a n t i - N R 2 A a n d a n t i - N R 2 B p r e c i p i t a t e s f r o m W T a n d Y A C 7 2 s t r i a t a l t i s s u e t o a l l o w 
c o m p a r i s o n o f t h e a m o u n t o f C 2 ' - c o n t a i n i n g N R 1 t h a t c o - p r e c i p i t a t e s w i t h N R 2 A v e r s u s 
N R 2 B s u b u n i t s i n e i t h e r g e n o t y p e , n o r m a l i z e d t o t o t a l p r e c i p i t a t e d N R 1 . B a r s r e p r e s e n t 
m e a n n o r m a l i z e d i m m u n o p r e c i p i t a t e d N R 1 C 2 ' - t o - N R 1 r a t i o ± S E M f r o m N = 3 
e x p e r i m e n t s e a c h f o r W T a n d Y A C 7 2 p e r f o r m e d i n p a r a l l e l . * S i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t 
c o m p a r e d t o W T , p < 0 . 0 5 b y p a i r e d t - t e s t . ( B ) P l o t i l l u s t r a t e s t h e f o l d c h a n g e i n 
n o r m a l i z e d N R 1 C 2 ' - t o - N R 1 r a t i o s f r o m ( A ) a b o v e i n Y A C 7 2 v e r s u s W T s a m p l e s , f o r 
e a c h o f a n t i - N R 2 A a n d a n t i - N R 2 B p r e c i p i t a t e s . B a r s r e p r e s e n t m e a n f o l d c h a n g e ± S E M 
f r o m N = 3 e x p e r i m e n t s e a c h f o r W T a n d Y A C 7 2 p e r f o r m e d i n p a r a l l e l . * S i g n i f i c a n t l y 
d i f f e r e n t c o m p a r e d t o N R 2 A , p < 0 . 0 5 b y p a i r e d t - t e s t . 
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CHAPTER 4. HIP-1 AND a-ACTININS LINK HUNTINGTIN 

WITH NMDARS 

4.1. Role for HIP-1 in Receptor Trafficking 

H t t i n t e r a c t s w i t h n u m e r o u s p r o t e i n p a r t n e r s i n c l u d i n g h t t - i n t e r a c t i n g p r o t e i n - 1 

( H I P - 1 ) , a p r o t e i n w h i c h s h a r e s c o n s i d e r a b l e s e q u e n c e h o m o l o g y w i t h t h e y e a s t 

c y t o s k e l e t a l p r o t e i n S l a 2 p ( K a l c h m a n e t a l . , 1 9 9 7 ; W a n k e r e t a l . , 1 9 9 7 ) . H I P - 1 a s s o c i a t e s 

s p e c i f i c a l l y w i t h t h e N - t e r m i n u s o f h u m a n h t t , a n d b o t h p r o t e i n s a p p e a r t o b e e n r i c h e d i n 

m e m b r a n e c o m p a r t m e n t s a f t e r s u b c e l l u l a r f r a c t i o n a t i o n ( W a n k e r e t a l . , 1 9 9 7 ) . T h e 

h t t / H I P - 1 i n t e r a c t i o n , a s d e m o n s t r a t e d b y y e a s t t w o - h y b r i d s c r e e n i n g , a p p e a r s t o w e a k e n 

w i t h i n c r e a s i n g p o l y Q l e n g t h i n htt ( K a l c h m a n e t a l . , 1 9 9 7 ) . 

T h u s f a r t h e f u n c t i o n o f H I P - 1 h a s n o t b e e n c l e a r l y d e l i n e a t e d , b u t s e q u e n c e 

a n a l y s i s r e v e a l e d t h e p r e s e n c e o f a d e a t h e f f e c t o r d o m a i n ( D E D ) , a c o i l e d - c b i l r e g i o n , a s 

w e l l a s a C - t e r m i n a l d o m a i n w i t h s i g n i f i c a n t s e q u e n c e i d e n t i t y t o t a l i n ( K a l c h m a n e t a l . , 

1 9 9 7 ; W a n k e r e t a l . , 1 9 9 7 ) . T h e D E D r e g i o n w a s r e s p o n s i b l e f o r H I P - 1 t o x i c i t y l e a d i n g t o 

c a s p a s e 3 - d e p e n d e n t a p o p t o t i c d e a t h i n c e l l s o v e r - e x p r e s s i n g H I P - 1 ( H a c k a m e t a l . , 

2 0 0 0 ) . C o - e x p r e s s i o n o f a f r a g m e n t o f W T htt t h a t b o u n d H I P - 1 p r o t e c t e d a g a i n s t 

H I P - 1 - m e d i a t e d c e l l d e a t h ( H a c k a m e t a l . , 2 0 0 0 ) , f u r t h e r i m p l i c a t i n g H I P - 1 a s a 

p r o - a p o p t o t i c m e d i a t o r . A s t h e s t r e n g t h o f t h e h t t / H I P - 1 i n t e r a c t i o n i s d e c r e a s e d w i t h 

i n c r e a s i n g h t t p o l y Q l e n g t h , c e l l s e x p r e s s i n g m h t t h a v e l e s s h t t - a s s o c i a t e d H I P - 1 . 

G e r v a i s a n d c o - w o r k e r s ( 2 0 0 2 ) f o u n d t h a t n o n - h t t - a s s o c i a t e d H I P - 1 b o u n d t o t h e H I P - 1 

p r o t e i n i n t e r a c t o r H I P P I t o r e c r u i t p r o c a s p a s e - 8 a n d a c t i v a t e t h e a p o p t o t i c c a s c a d e , 

t h e r e b y i m p l i c a t i n g a p o s s i b l e r o l e f o r H I P - 1 i n H D p a t h o g e n e s i s . 
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A p a r t f r o m i t s a p o p t o s i s - i n d u c i n g f u n c t i o n s , H I P - 1 w a s f o u n d t o b e a s s o c i a t e d w i t h 

c l a t h r i n - c o a t e d v e s i c l e s a n d t o b i n d c o m p o n e n t s o f t h e c l a t h r i n - m e d i a t e d e n d o c y t i c 

m a c h i n e r y i n c l u d i n g c l a t h r i n a n d i t s a d a p t o r p r o t e i n A P - 2 ( M e t z l e r e t a l . , 2 0 0 1 ) . I n t a c t 

f u l l - l e n g t h H I P - 1 w a s r e q u i r e d f o r p r o p e r c l a t h r i n - m e d i a t e d e n d o c y t o s i s , a s 

o v e r - e x p r e s s i o n o f v a r i o u s H I P - 1 f r a g m e n t s a c t e d i n a d o m i n a n t n e g a t i v e m a n n e r t o 

p o t e n t l y i n h i b i t t h i s p r o c e s s ( M e t z l e r e t a l . , 2 0 0 1 ) . F u r t h e r e v i d e n c e i n s u p p o r t o f a r o l e f o r 

H I P - 1 i n c l a t h r i n - d e p e n d e n t e n d o c y t o s i s c a m e f r o m s t u d i e s i n l i p o s o m a l m e m b r a n e s f r o m 

H I P - 1 k n o c k - o u t ( K O ) m i c e w h i c h d e m o n s t r a t e d r e d u c e d e n d o c y t i c p r o t e i n c o m p l e x 

a s s e m b l y ( M e t z l e r e t a l . , 2 0 0 3 ) . A d d i t i o n a l l y , c l a t h r i n - d e p e n d e n t i n t e r n a l i z a t i o n o f 

A M P A R s f o l l o w i n g r e c e p t o r s t i m u l a t i o n w a s i m p a i r e d i n c u l t u r e d h i p p o c a m p a l n e u r o n s 

f r o m H I P - 1 K O m i c e , i n d i c a t i n g a n i n v o l v e m e n t o f H I P - 1 i n t h e r e g u l a t i o n o f A M P A R 

t r a f f i c k i n g i n t h e C N S ( M e t z l e r e t a l . , 2 0 0 3 ) . 

4.2. Role for Actin-Binding Proteins in Regulating NMDARs 

N M D A R a c t i v i t y i s w e l l k n o w n t o b e r e g u l a t e d b y c o m p o n e n t s o f t h e c e l l u l a r C S K 

( R o s e n m u n d a n d W e s t b r o o k , 1 9 9 3 ; A l l i s o n e t a l . , 1 9 9 8 ; L e i e t a l . , 2 0 0 1 ; Y u e n e t a l . , 2 0 0 5 ; 

a l s o s e e I n t r o d u c t i o n s e c t i o n 1 . 5 . 1 ) . In p a r t i c u l a r , d e p o l y m e r i z a t i o n o f F - a c t i n r e s u l t e d i n 

a l o s s o f p o s t - s y n a p t i c g l u t a m a t e r e c e p t o r s i n c l u d i n g t h e N M D A R s ( A l l i s o n e t a l . , 1 9 9 8 ) , 

s u g g e s t i n g a r o l e f o r t h e a c t i n C S K i n a n c h o r i n g t h e s e r e c e p t o r s a t t h e s y n a p s e . 

S c a f f o l d i n g p r o t e i n s o f t h e M A G U K f a m i l y s u c h a s P S D - 9 5 a n d S A P - 1 0 2 ( S a n s e t a l . , 

2 0 0 0 ; L i n e t a l . , 2 0 0 4 ; r e v i e w e d i n C a r r o l l a n d Z u k i n , 2 0 0 2 ; W e n t h o l d e t a l . , 2 0 0 3 ; K i m a n d 

S h e n g , 2 0 0 4 ) , a l o n g w i t h a c t i n - b i n d i n g p r o t e i n s s u c h a s t h e a - a c t i n i n s ( W y s z y n s k i e t a l . , 

1 9 9 7 , 1 9 9 8 ; A l l i s o n e t a l . , 1 9 9 8 ; D u n a h e t a l . , 2 0 0 0 ; r e v i e w e d i n S h i r a o a n d S e k i n o , 

2 0 0 1 ) , a c t i n c o n j u n c t i o n w i t h t h e a c t i n C S K t o m a i n t a i n a n d a n c h o r N M D A R s a t t h e P S D . 
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A direct interaction between a-actinins and NMDAR subunits NR1 and NR2B 

suggested t h e former may b e responsible for mediating the attachment o f NMDA 

glutamate receptors t o the actin CSK. Of the four isoforms o f a-actinins that have been 

identified (a-actinins 1 t o 4), two (a-actinins 2 and 3) are isoforms found i n skeletal muscle 

(Beggs e t al., 1992) while the remaining two (a-actinins 1 and 4) are not. While it remains 

U n r e s o l v e d a s t o which isoform(s) i s (are) expressed in brain, studies from o u r laboratory 

indicated that a-actinin 4, but not a-actinin 2, is the predominant isoform expressed in the 

mouse forebrain (CD. Icton, 2001 M.Sc. thesis). 

a-Actinins are ubiquitous actin-binding proteins that share sequence and structural 

homology with spectrin and dystrophin (Byers e t al., 1989; Dubreuil e t al., 1989; Chan e t 

al., 1998; Viel, 1999). Given the presence o f a talin-like domain within the HIP-1 protein, 

a potential interaction between spectrin-like a-actinins and talin-containing HIP-1 was 

investigated due t o previous reports o f interactions between these two modular domains 

i n other proteins (Cohen and Foley, 1984; Ohanian e t a l . , 1984; Podgorski and Elbaum, 

1985; Podgorski e t al., 1988; Takeuchi e t al., 1994; Diakowski e t al., 2006). A cartoon o f 

selected modular domains i n HIP-1 and a-actinin proteins i s shown i n Figure 25. 

4.3. Interaction of HIP-1 and a-Actinin with NMDARs 

4.3.1. Co-Localization o f HIP-1 with a-Actinin 4 i n Mouse Striatal MSNs 

Previous studies i n our laboratory demonstrated a n interaction between HIP-1 and 

a-actinin 4 b y co-immunoprecipitation when these proteins are over-expressed i n a 

heterologous cell line, the HEK293 cells (CD. Icton, 2001 M.Sc. thesis). To examine if 
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these endogenous proteins also associate with each other in mouse striatal neurons, 

immunofluorescent staining was done to assess their cellular distribution. Cultured 

striatal MSNs from FVB/N WT mice were double-labeled for HIP-1 (coupled to fluorescent 

green secondary antibody) and a-actinin 4 (coupled to fluorescent red secondary 

antibody). The cellular and dendritic expression patterns were found to be similar and 

overlapping between HIP-1 and a-actinin 4 (Figure 26; also investigated more extensively 

in L. Sornarajah,\2004 B.Sc. thesis), suggesting these proteins may be present in the 

same locations within the cell to interact with each other. 

4.3.2. HIP-1 and a-Actinin 4 Interact with NMDARs by Co-lmmunoprecipitation 

To determine whether the interaction between HIP-1 and a-actinin 4 may serve to 

bring HIP-1 (and by extension, htt) into close physical proximity to NMDARs to facilitate 

modulation of NMDAR activity by htt, we asked if these proteins could interact with 

NMDARs, again using HEK293 cells as our model for these studies. HEK293 cells 

transfected with NMDAR subunits NR1/NR2B were subjected to immunoprecipitation 

experiments using an antibody directed against the NR2B subunit. HIP-1 and a-actinin 4 

(both of which are endogenously expressed in HEK293 cells) were found to co-precipitate 

with NR2B (Figure 27), suggesting the possible interaction of HIP-1/a-actinin 4 with 

NMDARs in a complex. However, because NMDARs are not endogenously expressed in 

HEK293 cells, we sought to examine the HIP-1/a-actinin interaction in a more 

physiologically relevant system where the interaction may have a functional role in 

mediating the effects of WT or mutant htt on NMDAR activity. As with the HEK293 cells, 

immunoprecipitation of HIP-1 from striatal or forebrain tissue of 2 month-old FVB/N mice 

successfully brought down a-actinin 4 (Figure 28A). Moreover, anti-HIP-1 antibodies also 
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c o - p r e c i p i t a t e d N M D A R s u b u n i t N R 2 B ( F i g u r e 2 8 B ) , i n d i c a t i n g t h e p r e s e n c e o f N M D A R s 

a s p a r t o f a l a r g e r m a c r o m o l e c u l a r c o m p l e x c o n t a i n i n g H I P - 1 a n d a - a c t i n i n s . C o n v e r s e l y , 

i m m u n o p r e c i p i t a t i o n u s i n g a n t i b o d i e s d i r e c t e d a g a i n s t t h e N R 2 B s u b u n i t a l s o p u l l e d 

d o w n H I P - 1 ( F i g u r e 2 8 C ) . A l t h o u g h w e h a d l i m i t e d s u c c e s s i n u s i n g a n t i - a - a c t i n i n 

a n t i b o d i e s i n i m m u n o p r e c i p i t a t i o n e x p e r i m e n t s t o b r i n g d o w n H I P - 1 , t h e d i f f i c u l t y w a s 

l i k e l y d u e t o t h e m u l t i - f u n c t i o n a l r o l e o f t h e a c t i n - c r o s s l i n k i n g p r o t e i n s w i t h i n t h e c e l l a n d 

t h e i r i n v o l v e m e n t i n a l a r g e n u m b e r o f p r o t e i n i n t e r a c t i o n s a p a r t f r o m b i n d i n g H I P - 1 . 

4 . 3 . 3 . H I P - 1 , a - A c t i n i n 4 , a n d N M D A R s C o - F r a c t i o n a t e 

T o a s s e s s w h e t h e r t h e c o m p o n e n t s o f t h i s p u t a t i v e m a c r o m o l e c u l a r c o m p l e x a r e 

p r e s e n t i n t h e s a m e s u b c e l l u l a r l o c a t i o n s t o f a c i l i t a t e i n t e r a c t i o n s a m o n g t h e s e p r o t e i n s 

a n d b r i n g htt i n t o c l o s e p r o x i m i t y t o N M D A R s , w e p e r f o r m e d s u b c e l l u l a r f r a c t i o n a t i o n o f 

s t r i a t a l t i s s u e f r o m 2 m o n t h - o l d F V B / N m i c e a s d e c r i b e d p r e v i o u s l y ( F i g u r e 6 ) a n d p r o b e d 

f o r p r o t e i n s o f i n t e r e s t i n t h e d i f f e r e n t f r a c t i o n s o b t a i n e d . 

P o s t - s y n a p t i c g l u t a m a t e r e c e p t o r s s u c h a s N R 1 a n d G l u R 1 w e r e f o u n d t o b e 

e n r i c h e d i n b o t h t h e L P 1 a n d P 3 f r a c t i o n s ( F i g u r e 2 2 A ) , r e p r e s e n t i n g p o o l s a t t h e s y n a p s e 

a n d i n t r a n s i t t o o r f r o m t h e s u r f a c e , r e s p e c t i v e l y . I m p o r t a n t l y , a - a c t i n i n a n d a c t i n w e r e 

a l s o p r e s e n t - w h i l e H I P - 1 a n d htt w e r e c o n c e n t r a t e d - i n t h e P 3 f r a c t i o n ( F i g u r e 2 9 ) , 

w h i c h i s t h e m o b i l e f r a c t i o n c o n s i s t i n g o f l i g h t m e m b r a n e s i n c l u d i n g E R a n d v e s i c u l a r 

c o m p o n e n t s r e s p o n s i b l e f o r c a r r y i n g m e m b r a n e p r o t e i n s s u c h a s N M D A R s t o a n d f r o m 

t h e s u r f a c e . T h e s e d a t a , a l o n g w i t h c o - i m m u n o p r e c i p i t a t i o n r e s u l t s s h o w i n g t h a t H I P - 1 , 

a - a c t i n i n , a n d N R 2 B a r e f o u n d i n a c o m p l e x i n m o u s e f o r e b r a i n t i s s u e ( F i g u r e 2 8 ) , 

s u g g e s t t h a t i n t e r a c t i o n o f t h e s e p r o t e i n s m a y f u n c t i o n t o r e g u l a t e t h e m o v e m e n t o f n e w l y 
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a s s e m b l e d N M D A R s e x i t i n g f r o m t h e E R , o r e l s e m o d u l a t e t h e e n d o c y t o s i s / r e c y c l i n g o f 

N M D A R s f r o m o r t o t h e c e l l s u r f a c e . 

4 . 3 . 4 . D i r e c t I n t e r a c t i o n b e t w e e n H I P - 1 a n d a - A c t i n i n 

W h i l e H I P - 1 a n d a - a c t i n i n s h a v e b e e n s h o w n t o c o - e x i s t a s p a r t o f t h e s a m e 

c o m p l e x b y c o - i m m u n o p r e c i p i t a t i o n s t u d i e s a n d t o h a v e o v e r l a p p i n g d i s t r i b u t i o n 

i n t r a c e l l u l a r l y b y s u b c e l l u l a r f r a c t i o n a t i o n a n d i m m u n o s t a i n i n g , t h e s e m e t h o d s c o u l d n o t 

d e t e r m i n e w h e t h e r t h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n t h e t w o p r o t e i n s w a s d i r e c t o r n o t . T o a d d r e s s 

t h e q u e s t i o n o f w h e t h e r H I P - 1 c a n d i r e c t l y b i n d a - a c t i n i n , w e e x p r e s s e d a G S T - f u s e d 

H I P - 1 p r o t e i n ( G S T - H I P 1 ) a n d a s s e s s e d i t s a b i l i t y t o b i n d r e c o m b i n a n t a - a c t i n i n p r o t e i n in 

vitro i n a g e l o v e r l a y a s s a y . T h e t i m e c o u r s e o f t h e i n d u c t i o n a n d e x p r e s s i o n o f t h e 

r e c o m b i n a n t p r o t e i n s w a s e x a m i n e d , a n d o u r o b s e r v a t i o n s s u g g e s t e d t h a t i n d u c t i o n o f 

p r o t e i n e x p r e s s i o n y i e l d e d m a x i m a l a m o u n t s o f r e c o m b i n a n t p r o t e i n s f o r h a r v e s t b y t h r e e 

h o u r s f o l l o w i n g i n d u c t i o n o f t h e b a c t e r i a l c u l t u r e b y I P T G ( F i g u r e 3 0 A ) . I n t e r a c t i o n 

b e t w e e n t h e r e c o m b i n a n t G S T - H I P 1 a n d a - a c t i n i n p r o t e i n s w a s o b s e r v e d , a s 

i m m u n o b l o t t i n g f o r a - a c t i n i n r e v e a l e d b i n d i n g o f t h e p r o t e i n t o i m m o b i l i z e d G S T - H I P 1 ( b u t 

n o t G S T o r G S T - H I P 1 - T a l i n ) o n t h e I m m o b i l o n m e m b r a n e ( F i g u r e 3 0 B ) . T h e s e r e s u l t s 

p r o v i d e e v i d e n c e t h a t H I P - 1 c a n d i r e c t l y i n t e r a c t w i t h a - a c t i n i n s , a l t h o u g h it r e m a i n s 

u n c e r t a i n a s t o w h i c h d o m a i n ( s ) w i t h i n e a c h p r o t e i n m a y b e r e s p o n s i b l e f o r m e d i a t i n g t h i s 

i n t e r a c t i o n . T h e G S T - f u s i o n p r o t e i n e x p r e s s i n g o n l y t h e t a l i n d o m a i n o f H I P - 1 

( G S T - H I P 1 - T a l i n ) f a i l e d t o b i n d a - a c t i n i n s , i n c o n t r a s t t o o u r p r e d i c t i o n s b a s e d o n 

p r e v i o u s l y d o c u m e n t e d s p e c t r i n - t a l i n d o m a i n i n t e r a c t i o n s . T h i s m a y i n d i c a t e a l a c k o f 

i n v o l v e m e n t o f t h i s r e g i o n i n m e d i a t i n g H I P - 1 / a - a c t i n i n b i n d i n g , o r e l s e t h e e x p r e s s i o n o f 
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t h e t a l i n d o m a i n a l o n e m a y n o t b e s u f f i c i e n t f o r t h e p r o t e i n t o a s s u m e t h e p r o p e r 

c o n f o r m a t i o n e s s e n t i a l f o r m e d i a t i n g a p p r o p r i a t e i n t e r a c t i o n s w i t h p r o t e i n p a r t n e r s o f 

H I P - 1 . A m o d e l o f h o w w e b e l i e v e htt t o i n t e r a c t w i t h N M D A R s t h o u g h H I P - 1 / a - a c t i n i n 

i n t e r a c t i o n s b a s e d o n o u r f i n d i n g s i s s h o w n i n F i g u r e 3 1 . 

4.4. HIP-1 Over-Expression Increases NR1 Surface Expression in Striatal MSNs 

H a v i n g d e t e r m i n e d t h a t H I P - 1 a n d a - a c t i n i n s c a n d i r e c t l y i n t e r a c t a n d c o - e x i s t i n a 

m u l t i - p r o t e i n c o m p l e x w i t h N M D A R s , w e a s k e d w h e t h e r H I P - 1 m o d u l a t e d N M D A R 

e x p r e s s i o n a n d / o r t r a f f i c k i n g s i n c e H I P - 1 h a s b e e n s h o w n t o b e i n v o l v e d i n t h e r e g u l a t i o n 

o f t r a f f i c k i n g o f A M P A R s ( M e t z l e r e t a l . , 2 0 0 3 , 2 0 0 7 ) . W e c o - t r a n s f e c t e d p l a s m i d s 

e x p r e s s i n g H I P - 1 a n d G F P i n t o M S N s i n c u l t u r e a n d m e a s u r e d s u r f a c e a n d i n t e r n a l N R 1 

e x p r e s s i o n b y i m m u n o f l u o r e s c e n t s t a i n i n g . T h e m e t h o d u s e d w a s s i m i l a r t o t h a t 

d e s c r i b e d p r e v i o u s l y f o r g r e e n / r e d l a b e l i n g o f s u r f a c e / i n t e r n a l N R 1 ( s e e s e c t i o n s 2 . 1 . 2 . 2 

a n d 3 . 2 . 1 ) , e x c e p t d i f f e r e n t f l u o r o p h o r e - c o u p l e d s e c o n d a r y a n t i b o d i e s w e r e u s e d d u e t o 

o v e r l a p o f e m i s s i o n w a v e l e n g t h s f r o m A l e x a F l u o r 4 8 8 a n d G F P . In t h i s c a s e , l a b e l e d 

s u r f a c e N R 1 w a s v i s u a l i z e d b y t h e C y 3 - c o n j u g a t e d f l u o r e s c e n t r e d s e c o n d a r y a n t i b o d y , 

w h i l e i n t r a c e l l u l a r N R 1 w a s v i s u a l i z e d b y A l e x a F l u o r 3 5 0 - c o n j u a t e d f l u o r e s c e n t b l u e 

s e c o n d a r y a n t i b o d y . R e d - t o - b l u e s i g n a l s w e r e q u a n t i f i e d i n G F P - e x p r e s s i n g c e l l s t h a t 

m o r p h o l o g i c a l l y r e s e m b l e d M S N s t o p r o v i d e a n e s t i m a t e o f t h e s u r f a c e - t o - i n t e r n a l N R 1 

e x p r e s s i o n l e v e l s , a n d M S N s c o - e x p r e s s i n g H I P - 1 a n d G F P w e r e c o m p a r e d t o t h o s e 

t r a n s f e c t e d w i t h G F P a l o n e ( c o n t r o l ) . W e f o u n d t h a t , o n a v e r a g e , M S N s o v e r - e x p r e s s i n g 

H I P - 1 h a d - 3 0 % h i g h e r s u r f a c e N R 1 e x p r e s s i o n r e l a t i v e t o c o n t r o l s ( F i g u r e 3 2 ) , 

s u g g e s t i n g t h a t H I P - 1 o v e r - e x p r e s s i o n e n h a n c e s N R 1 s u r f a c e e x p r e s s i o n , p o s s i b l y b y 

r e c r u i t i n g / s t a b i l i z i n g r e c e p t o r s a t t h e s u r f a c e , m o d u l a t i n g r e c e p t o r i n t e r n a l i z a t i o n , o r 
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r e g u l a t i n g N M D A R f o r w a r d t r a f f i c k i n g f r o m t h e G o l g i . S i n c e t h e s t r e n g t h o f H I P - 1 / h t t 

i n t e r a c t i o n i s w e a k e n e d w i t h i n c r e a s i n g htt p o l y Q l e n g t h ( K a l c h m a n e t a l . , 1 9 9 7 ) , t h e 

e f f e c t s o f htt p o l y Q e x p a n s i o n o n H I P - 1 c o u l d b e s i m i l a r t o H I P - 1 o v e r - e x p r e s s i o n i n t e r m s 

o f u p - r e g u l a t i n g t h e n u m b e r o f n o n - h t t - a s s o c i a t e d H I P - 1 m o l e c u l e s . B e c a u s e b o t h htt 

p o l y Q e x p a n s i o n a n d H I P - 1 o v e r - e x p r e s s i o n l e d t o e n h a n c e d s u r f a c e e x p r e s s i o n o f N R 1 

i n c u l t u r e d M S N s , m h t t m a y b e m e d i a t i n g i t s e f f e c t s o n N M D A R f u n c t i o n / t r a f f i c k i n g i n p a r t 

b y r e d u c i n g t h e p r o p o r t i o n o f h t t - b o u n d H I P - 1 . T h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f htt o r m h t t 

w i t h i n a n N M D A R - a s s o c i a t e d c o m p l e x c o n t a i n i n g H I P - 1 m a y d i f f e r e n t i a l l y a f f e c t h o w 

H I P - 1 m o d u l a t e s N M D A R f u n c t i o n a n d / o r t r a f f i c k i n g . 

4.5. Summary 

D e s p i t e a l a c k o f e v i d e n c e t o d a t e i m p l i c a t i n g a d i r e c t r o l e o f H I P - 1 i n t h e 

p a t h o g e n e s i s o f H D , o u r d a t a i n d i c a t e t h a t H I P - 1 i s a b l e t o f o r m a m u l t i - p r o t e i n c o m p l e x 

w i t h N M D A R s t h a t i n c l u d e s a c t i n - c r o s s l i n k i n g p r o t e i n s s u c h a s t h e a - a c t i n i n s , a n d t o 

m o d u l a t e N M D A R e x p r e s s i o n a t t h e c e l l s u r f a c e . S p e c i f i c a l l y , w e f o u n d t h a t H I P - 1 

a s s o c i a t e d w i t h a - a c t i n i n 4 a n d N M D A R s u b u n i t s b y c o - i m m u n o p r e c i p i t a t i o n , a n d t h a t 

t h e s e p r o t e i n s h a v e o v e r l a p p i n g s u b c e l l u l a r d i s t r i b u t i o n s . M o r e o v e r , in vitro e x p e r i m e n t s 

d e m o n s t r a t e d a d i r e c t i n t e r a c t i o n b e t w e e n r e c o m b i n a n t a - a c t i n i n a n d H I P - 1 , a l t h o u g h t h e 

r e g i o n s m e d i a t i n g t h i s i n t e r a c t i o n h a v e n o t b e e n i d e n t i f i e d . T h e a s s o c i a t i o n o f H I P - 1 w i t h 

N M D A R c o m p l e x e s l i k e l y p l a y s a r o l e i n t h e r e g u l a t i o n o f N M D A R a c t i v i t y / e x p r e s s i o n , a s 

N M D A R d i s t r i b u t i o n w i t h i n n e u r o n s o v e r - e x p r e s s i n g H I P - 1 w a s s h i f t e d t o w a r d s i n c r e a s e d 

s u r f a c e e x p r e s s i o n . A p r e l i m i n a r y m o d e l c o u l d b e a s s e m b l e d b a s e d o n t h e s e f i n d i n g s : 

e x p r e s s i o n o f m h t t l e a d s t o d e c r e a s e d i n t e r a c t i o n o f m h t t w i t h i t s e n d o g e n o u s p r o t e i n 

127 



p a r t n e r , H I P -1 . N o n - h t t - a s s o c i a t e d HIP-1 t h e n a c t s t o p r o m o t e s u r f a c e N M D A R 

e x p r e s s i o n ( w h i c h m a y b e s e l e c t i v e f o r NR1 C2'- a n d N R 2 B - c o n t a i n i n g r e c e p t o r s ; s e e 

s e c t i o n s 3.4 a n d 3.5), w h i c h i n t u r n c a u s e s i n c r e a s e d N M D A R - m e d i a t e d c u r r e n t a n d 

e x c i t o t o x i c c e l l d e a t h w h e n t h e r e c e p t o r s a r e a c t i v a t e d . In t h i s w a y , t h e 

h t t / H I P - 1 / a - a c t i n i n / N M D A R l i n k p r o v i d e s a m e c h a n i s m t h r o u g h w h i c h m h t t m a y m o d u l a t e 

N M D A R e x p r e s s i o n a n d f u n c t i o n a s o b s e r v e d i n v a r i o u s c e l l u l a r a n d m o u s e m o d e l s o f 

H D . 
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Figure 25. Schematic of selected modular domains in HIP-1 and a-actinin proteins. 
S p e c t r i n d o m a i n s w i t h i n a - a c t i n i n s a r e h y p o t h e s i z e d t o b e a b l e t o b i n d t a l i n d o m a i n s s u c h 
a s t h e o n e p r e s e n t i n t h e H I P -1 p r o t e i n . I n t e r a c t i o n b e t w e e n H I P - 1 a n d a - a c t i n i n s m a y 
s e r v e t o b r i n g H I P - 1 a n d htt i n t o c l o s e p r o x i m i t y t o N M D A R s . 
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F i g u r e 2 6 . HIP-1 a n d a - a c t i n i n 4 c o - l o c a l i z e b y i m m u n o s t a i n i n g i n m o u s e s t r i a t a l 
M S N s . S t r i a t a l M S N s c u l t u r e d f r o m P 0 - P 1 F V B / N m o u s e p u p s a r e f i x e d a t 9 - 1 0 d . i . v . a n d 
i m m u n o s t a i n e d f o r H I P - 1 ( g r e e n ) a n d a - a c t i n i n 4 ( r e d ) . S i g n a l s a r e m e r g e d i n t h e 
r i g h t - h a n d p a n e l t o v i e w c o - l o c a l i z a t i o n , w h e r e y e l l o w r e p r e s e n t s o v e r l a p p i n g a r e a s . 
P i c t o g r a p h s h o w n i s r e p r e s e n t a t i v e o f a t l e a s t t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s u s i n g 
d i f f e r e n t b a t c h e s o f c u l t u r e d n e u r o n s . 
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F i g u r e 2 7 . H I P - 1 a n d a - a c t i n i n 4 i n t e r a c t w i t h N M D A R s i n t r a n s f e c t e d H E K 2 9 3 c e l l s 
b y c o - i m m u n o p r e c i p i t a t i o n . I m m u n o p r e c i p i t a t i o n i s c a r r i e d o u t u s i n g a n t i - N R 2 B 
a n t i b o d i e s , a n d e x a m i n e d f o r c o - p r e c i p i t a t i o n o f H I P - 1 a n d a - a c t i n i n 4 . I m m u n o b l o t 
s h o w n i s r e p r e s e n t a t i v e o f a t l e a s t t h r e e e x p e r i m e n t s u s i n g i n d e p e n d e n t b a t c h e s o f c e l l s 
t r a n s f e c t e d i n d i v i d u a l l y . " L y s " , l y s a t e ; " I P " , i m m u n o p r e c i p i t a t e ; " S P N " , s u p e r n a t a n t ; " N o 
A b " , a n t i b o d y - f r e e c o n t r o l . 
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F i g u r e 2 8 . H I P - 1 a n d a - a c t i n i n 4 i n t e r a c t w i t h N M D A R s i n m o u s e f o r e b r a i n t i s s u e 
b y c o - i m m u n o p r e c i p i t a t i o n . I m m u n o p r e c i p i t a t i o n i s c a r r i e d o u t u s i n g ( A , B ) a n t i - H I P - 1 
o r ( C ) a n t i - N R 2 B a n t i b o d i e s , a n d e x a m i n e d f o r c o - p r e c i p i t a t i o n o f ( A ) a - a c t i n i n 4, ( B ) 
N R 2 B , o r ( C ) H I P - 1 p r o t e i n s . I m m u n o b l o t s h o w n i n e a c h s u b - p a n e l i s r e p r e s e n t a t i v e o f a t 
l e a s t t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s u s i n g d i f f e r e n t t i s s u e b a t c h e s . " L y s " , l y s a t e ; " I P " , 
i m m u n o p r e c i p i t a t e ; " S P N " , s u p e r n a t a n t ; " N o A b " , a n t i b o d y - f r e e c o n t r o l . 
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F i q u r e 2 9 . H I P - 1 , a - a c t i n i n 4 , a n d N M D A R s c o - f r a c t i o n a t e i n m o u s e s t r i a t a l t i s s u e . 
E q u i v a l e n t a m o u n t s o f p r o t e i n f r o m v a r i o u s f r a c t i o n s o b t a i n e d i n s u b c e l l u l a r f r a c t i o n a t i o n 
e x p e r i m e n t s a r e r e s o l v e d b y S D S - P A G E a n d p r o b e d f o r p r o t e i n s o f i n t e r e s t . H t t , H I P - 1 , 
a - a c t i n i n 4 a n d N M D A R s u b u n i t s N R 1 a n d N R 2 B a l l h a v e o v e r l a p p i n g s u b c e l l u l a r 
d i s t r i b u t i o n i n t h e P 3 f r a c t i o n . S y p , s y n a p t o p h y s i n . P 1 , l a r g e c e l l f r a g m e n t s / n u c l e i ; P 2 ' , 
w a s h e d c r u d e s y n a p t o s o m a l f r a c t i o n ; L P 1 , h e a v y / s y n a p t o s o m a l m e m b r a n e s ; L S 1 , 
c y t o p l a s m o f l y s e d s y n a p t o s o m e s ; L P 2 , s y n a p t i c v e s i c l e - e n r i c h e d f r a c t i o n ; L S 2 , 
p r e - s y n a p t i c c y t o s o l ; P 3 , l i g h t m e m b r a n e s / m i c r o s o m e - e n r i c h e d f r a c t i o n ; S 3 , c y t o s o l i c 
f r a c t i o n . 
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A 

F i g u r e 3 0 . H I P - 1 b i n d s d i r e c t l y t o a - a c t i n i n b y g e l o v e r l a y a s s a y . ( A ) I n d u c t i o n o f 
G S T p r o t e i n e x p r e s s i o n f r o m E. coli b a c t e r i a . C u l t u r e s o f b a c t e r i a c a r r y i n g v e c t o r s 
e n c o d i n g f o r G S T o r G S T - f u s i o n p r o t e i n s a r e g r o w n u n t i l t h e l o g p h a s e i s r e a c h e d b e f o r e 
b e i n g i n d u c e d f o r G S T p r o t e i n e x p r e s s i o n b y a d d i t i o n o f I P T G . E x p r e s s i o n o f G S T a n d 
G S T - f u s i o n p r o t e i n s i s c o n f i r m e d b y i m m u n o b l o t t i n g w i t h a n a n t i - G S T a n t i b o d y o n e l u a t e s 
p u r i f i e d w i t h g l u t a t h i o n e s e p h a r o s e r e s i n a t 5 p g p e r l a n e , o r b a c t e r i a l l y s a t e s ( L y s ) 
o b t a i n e d a t 0 . 5 o r 3 h o u r s p o s t - i n d u c t i o n ( P . I P T G ) a t 1 0 p l p e r l a n e . ( B ) E q u i v a l e n t 
a m o u n t s o f b a c t e r i a l l y p u r i f i e d G S T , G S T - H I P - 1 , a n d G S T - H I P 1 - T a l i n p r o t e i n s a r e 
r e s o l v e d b y S D S - P A G E a n d o v e r l a i d w i t h s o l u t i o n c o n t a i n i n g r e c o m b i n a n t a - a c t i n i n 
p r o t e i n p u r i f i e d f r o m c h i c k e n g i z z a r d ( ~ 8 0 % p u r i t y ) . B i n d i n g o f a - a c t i n i n t o t h e p u r i f i e d 
G S T a n d G S T - f u s i o n p r o t e i n s i s s u b s e q u e n t l y d e t e r m i n e d b y i m m u n o b l o t t i n g f o r a - a c t i n i n 
( l o w e r p a n e l ) , a n d e x p r e s s i o n o f t h e G S T - f u s i o n p r o t e i n s c o n f i r m e d b y i m m u n o b l o t t i n g 
w i t h a n a n t i - G S T a n t i b o d y ( u p p e r p a n e l ) . I m m u n o b l o t s s h o w n a r e r e p r e s e n t a t i v e o f a t 
l e a s t t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s . A r r o w h e a d s i n d i c a t e s p e c i e s a t M W c o r r e s p o n d i n g 
t o f u l l - l e n g t h G S T o r G S T - f u s i o n p r o t e i n s . G , G S T ; G H , G S T - H I P - 1 ; G H T , 
G S T - H I P 1 - T a l i n . 
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NMDAR 

F i g u r e 3 1 . C a r t o o n o f h y p o t h e s i z e d H I P - 1 / a - a c t i n i n i n t e r a c t i o n s i n l i n k i n g h t t t o 
N M D A R s . B a s e d o n r e s u l t s d e s c r i b e d i n t h i s t h e s i s , w e p r o p o s e t h a t H I P -1 m a y i n t e r a c t 
w i t h a - a c t i n i n t o b r i n g htt i n t o c l o s e p r o x i m i t y w i t h N M D A R s . 
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A 

B c T o - p = 0.13 

Total Soma Dendrite 

F i g u r e 3 2 . I m m u n e - f l u o r e s c e n t s t a i n i n g d e m o n s t r a t e s i n c r e a s e d p r o p o r t i o n o f 
s u r f a c e N R 1 i n M S N s o v e r - e x p r e s s i n g H I P - 1 . ( A ) R e p r e s e n t a t i v e p i c t o g r a p h s s h o w 
c u l t u r e d M S N s t r a n s f e c t e d w i t h G F P a n d H I P - 1 p l a s m i d s o r G F P a l o n e a t 7 d . i . v . , f i x e d a t 
9 - 1 0 d . i . v . , a n d i m m u n o s t a i n e d f o r s u r f a c e ( r e d ) a n d i n t e r n a l ( b l u e ) p o p u l a t i o n s o f t h e 
N R 1 s u b u n i t . A l l s t e p s o f c u l t u r i n g , t r a n s f e c t i o n , f i x a t i o n , i m m u n o s t a i n i n g , f l u o r e s c e n c e 
i m a g i n g a n d i m a g e c a p t u r i n g a r e p e r f o r m e d i n p a r a l l e l f o r b o t h c o n d i t i o n s w i t h i n e a c h 
e x p e r i m e n t . O n l y c e l l s t h a t f l u o r e s c e g r e e n a r e i n c l u d e d f o r a n a l y s i s . ( B ) I n t e n s i t y o f 
f l u o r e s c e n t s t a i n i n g i s q u a n t i f i e d f o r b o t h s u r f a c e a n d i n t e r n a l N R 1 i n M S N s t r a n s f e c t e d 
w i t h e i t h e r G F P a l o n e o r G F P a n d H I P - 1 . P r o p o r t i o n o f N R 1 e x p r e s s e d a t t h e c e l l s u r f a c e 
i s d e t e r m i n e d b y t a k i n g a r a t i o o f s u r f a c e - t o - i n t e r n a l N R 1 s t a i n i n g , a n d c o m p a r e d 
b e t w e e n G F P - e x p r e s s i n g c e l l s a n d G F P / H I P - 1 - e x p r e s s i n g c e l l s . B a r s r e p r e s e n t m e a n 
r a t i o o f G F P / H I P - 1 - e x p r e s s i n g c e l l s n o r m a l i z e d t o G F P - e x p r e s s i n g c e l l s , ± S E M f r o m N = 
3 e x p e r i m e n t s . E a c h e x p e r i m e n t i n v o l v e s a n i n d e p e n d e n t t r a n s f e c t i o n o f G F P / H I P - 1 a n d 
G F P i n p a r a l l e l , a n d s u b s e q u e n t d a t a a n a l y s i s i s a l s o p e r f o r m e d i n p a r a l l e l f r o m 4 
t r a n s f e c t e d n e u r o n s p e r c o n d i t i o n i n e v e r y e x p e r i m e n t . * S i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t t h a n o n e , 
p < 0 . 0 5 b y 1 - s a m p l e t - t e s t o f d a t a v a l u e s n o r m a l i z e d t o t h e G F P c o n d i t i o n . 
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C H A P T E R 5. K I N E T W O R K S ™ PROFILING O F PROTEIN 

EXPRESS ION C H A N G E S IN C E L L S EXPRESS ING mHTT 

5.1. Introduction to Kinetworks™ Screening Technique 

F i n d i n g s f r o m o u r l a b o r a t o r y i n d i c a t e t h a t c u r r e n t a n d t o x i c i t y r e s u l t i n g f r o m 

N M D A R a c t i v a t i o n a r e e n h a n c e d i n s t r i a t a l n e u r o n a l c u l t u r e s f r o m Y A C t r a n s g e n i c m i c e 

e x p r e s s i n g m h t t , i n a N R 1 / N R 2 B s u b t y p e - s e l e c t i v e a n d htt p o l y Q l e n g t h - d e p e n d e n t 

m a n n e r . ( Z e r o n e t a l . , 2 0 0 2 ; S h e h a d e h e t a l . , 2 0 0 6 ) . S t u d i e s i n a h e t e r o l o g o u s c e l l l i n e , 

t h e H E K 2 9 3 c e l l s , a l s o c o r r o b o r a t e d t h e s e r e s u l t s . N o t o n l y d i d o v e r - e x p r e s s i o n o f 

N R 1 / N R 2 B ( b u t n o t N R 1 / N R 2 A ) r e c e p t o r s l e a d t o i n c r e a s e d p e a k c u r r e n t d e n s i t y t h r o u g h 

N M D A R s i n c e l l s c o - e x p r e s s i n g htt c o n t a i n i n g 1 3 8 Q ( h t t - 1 3 8 Q ; m u t a n t ) r e l a t i v e t o h t t - 1 5 Q 

( c o n t a i n i n g 1 5 Q ; W T ) ( C h e n e t a l . , 1 9 9 9 b ) ; c o - e x p r e s s i o n o f N R 1 / N R 2 B w i t h h t t - 1 3 8 Q 

a l s o l e d t o s i g n i f i c a n t l y h i g h e r l e v e l s o f N M D A R - d e p e n d e n t a p o p t o t i c c e l l d e a t h ( r e l a t i v e 

t o N R 1 / N R 2 A , o r h t t - 1 5 Q ) ( Z e r o n e t a l . , 2 0 0 1 ) . C o m p a r a b l e e f f e c t s o f m h t t e x p r e s s i o n o n 

t h e f u n c t i o n o f N R 2 B - c o n t a i n i n g N M D A R s i n t h e s e t w o m o d e l s y s t e m s s u g g e s t t h a t 

h e t e r o l o g o u s e x p r e s s i o n s y s t e m s s u c h a s t h e H E K 2 9 3 c e l l l i n e m a y b e a v a l i d m o d e l i n 

w h i c h t o i n v e s t i g a t e f u r t h e r t h e m e c h a n i s m s u n d e r l y i n g t h e e f f e c t s o f m h t t e x p r e s s i o n . 

R e s u l t s f r o m h i g h - t h r o u g h p u t a n a l y s e s o f g e n e e x p r e s s i o n c h a n g e s ( a t t h e l e v e l o f 

m R N A e x p r e s s i o n ) h a v e b e e n d o c u m e n t e d i n a v a r i e t y o f c e l l u l a r a n d r o d e n t m o d e l s o f 

H D ( L u t h i - C a r t e r e t a l . , 2 0 0 0 , 2 0 0 2 a , 2 0 0 2 b , 2 0 0 3 ; S i p i o n e e t a l . , 2 0 0 2 ) . S t u d i e s t o 

a d d r e s s g l o b a l p r o t e i n e x p r e s s i o n c h a n g e s r e s u l t i n g f r o m m h t t p o l y Q e x p a n s i o n h a v e y e t 

t o b e d o n e , a n d t h e y a r e o f s p e c i a l i m p o r t a n c e a s t h e s u m o f a l l r e g u l a t o r y i n f l u e n c e s o n 

137 



g e n e t r a n s c r i p t i o n , t r a n s l a t i o n , a n d p o s t - t r a n s l a t i o n a l m o d i f i c a t i o n s « a r e u l t i m a t e l y 

r e f l e c t e d i n t h e p r o f i l e o f p r o t e i n e x p r e s s i o n . 

T o o b t a i n t h e f i r s t c l u e s i n t o w h a t c h a n g e s a t t h e p r o t e i n l e v e l m a y b e i n d u c e d b y 

o r m e d i a t e t h e e f f e c t s o f m h t t e x p r e s s i o n , w e e m p l o y e d a m u l t i - i m m u n o b l o t t i n g 

p r o t e o m i c s s c r e e n i n g t e c h n i q u e , r e f e r r e d t o a s t h e K i n e t w o r k s ™ s c r e e n s ( H u e t a l . , 

2 0 0 3 a , 2 0 0 3 b ; P e l e c h e t a l . , 2 0 0 3 ) , t o e x a m i n e e x p r e s s i o n c h a n g e s f o r a p a n e l o f 7 8 

p r o t e i n k i n a s e s , 1 8 p r o t e i n p h o s p h a t a s e s , a n d 2 5 h e a t s h o c k / s t r e s s - r e l a t e d p r o t e i n s i n 

H E K 2 9 3 c e l l s o v e r - e x p r e s s i n g N R 1 / N R 2 B s u b t y p e o f N M D A R s a s w e l l a s e i t h e r W T htt 

( h t t - 1 5 Q ) o r m h t t ( h t t - 1 3 8 Q ) . In a l l e x p e r i m e n t s i n v o l v i n g u s e o f N R 1 / N R 2 B / h t t - 1 5 Q o r 

h t t - 1 3 8 Q - t r a n s f e c t e d c e l l s , t r a n s f e c t i o n e f f i c i e n c y o f > 5 0 % ( a s d e t e r m i n e d b y 

B - g a l a c t o s i d a s e s t a i n i n g o f a d i s h o f c e l l s t r a n s f e c t e d i n p a r a l l e l w i t h B - g a l c D N A ) w a s 

r e q u i s i t e f o r c o n t i n u a t i o n o f t h e e x p e r i m e n t . F u r t h e r m o r e , c o m p a r a b l e t r a n s g e n e 

e x p r e s s i o n i n e a c h c a s e w a s v e r i f i e d b y i m m u n o b l o t t i n g ( d a t a n o t s h o w n ) . 

F o r K i n e t w o r k s ™ s c r e e n s , l y s a t e s ( c o l l e c t e d f o r t o t a l p r o t e i n o r f r a c t i o n a t e d i n t o 

c y t o s o l i c v e r s u s p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s ) w e r e r e s o l v e d b y S D S - P A G E a n d i m m u n o b l o t t e d i n 

a 2 0 - c h a n n e l m u l t i b l o t t e r w i t h u p t o t h r e e a n t i b o d i e s p e r c h a n n e l . A n t i b o d i e s u s e d w e r e 

p r e - v a l i d a t e d a n d t e s t e d t o r u l e o u t c r o s s - r e a c t i v i t y w i t h o t h e r i m m u n o g e n t a r g e t s w i t h i n a 

g i v e n c h a n n e l . K i n e t w o r k s ™ a n a l y s e s f a c i l i t a t e h i g h - t h r o u g h p u t a n d r a p i d d e t e c t i o n o f 

e x p r e s s i o n c h a n g e s o f p r o t e i n s a n d h a v e b e e n r e p o r t e d f o r t h e i r u s e f u l n e s s i n i d e n t i f y i n g 

t a r g e t p r o t e i n s w i t h e x p r e s s i o n c h a n g e s u n d e r d i f f e r e n t c o n d i t i o n s ( H u e t a l . , 2 0 0 3 a , 

2 0 0 3 b ) . R e p r o d u c i b i l i t y o f p r o t e i n b a n d d e n s i t i e s o b t a i n e d i n t h e s e s c r e e n s h a s b e e n 

d e t e r m i n e d t o b e w i t h i n 1 5 - 2 0 % w h e n i d e n t i c a l s a m p l e s a n d e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s 

w e r e u s e d ; h e n c e c h a n g e s o f g r e a t e r t h a n ~ 2 5 % i n b a n d d e n s i t y w o u l d b e d e e m e d 

s i g n i f i c a n t . 
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In t h e s e s t u d i e s , t r a n s f e c t e d H E K 2 9 3 c e l l s w e r e u s e d n o t o n l y b e c a u s e t h e y m i m i c 

t h e e f f e c t s o b s e r v e d i n t h e Y A C H D m o u s e m o d e l w i t h r e s p e c t t o t h e e f f e c t s o f m h t t 

e x p r e s s i o n o n N M D A R a c t i v i t y , b u t a l s o b e c a u s e t h i s c e l l l i n e i s a u n i f o r m a n d 

w e l l - c h a r a c t e r i z e d m o d e l s y s t e m w i t h h o m o g e n e o u s c e l l u l a r m e t a b o l i c a n d g e n e 

e x p r e s s i o n p r o f i l e s . W e c h o s e n o t t o u s e s t r i a t a l t i s s u e i n t h e s e s c r e e n s s o a s t o a v o i d 

p o s s i b l e c o n f o u n d i n g f a c t o r s a s s o c i a t e d w i t h t h e i n t r i n s i c h e t e r o g e n e i t y o f t i s s u e 

s a m p l e s . C u l t u r e d s t r i a t a l n e u r o n s w e r e l i k e l y m o r e u n i f o r m i n t h e i r g e n e e x p r e s s i o n 

p r o f i l e , b u t t h e s e w e r e p r e p a r e d f r o m l i t t e r s o f n e w b o r n m o u s e p u p s a n d c o u l d n o t b e 

o b t a i n e d i n l a r g e e n o u g h q u a n t i t i e s t o y i e l d s u f f i c i e n t p r o t e i n c o n t e n t f o r a n a l y s i s a s 

i n d i v i d u a l s a m p l e s i n s u c h s c r e e n s . 

5.2. Results from KPKS Protein Kinase Screens 

P r o t e i n e x p r e s s i o n i n K i n e t w o r k s ™ s c r e e n s i s q u a n t i f i e d o n t h e b a s i s o f s i g n a l 

i n t e n s i t y f r o m E C L d e t e c t i o n . V a l u e s o f l e s s t h a n - 5 0 0 ( e x p r e s s i o n l e v e l i n a r b i t r a r y 

u n i t s ) i n t h e o r y ( o r - 3 0 0 0 i n a c t u a l p r a c t i c e ) a r e c o n s i d e r e d b a c k g r o u n d . C h a n g e s o f l e s s 

t h a n - 2 5 % f r o m i n i t i a l v a l u e s a r e c o n s i d e r e d i n s i g n i f i c a n t . B e c a u s e t h e n u m b e r o f 

p r o t e i n s w i t h s i g n a l i n t e n s i t i e s l a r g e r t h a n 5 0 0 a n d e x h i b i t i n g 2 5 % o r g r e a t e r c h a n g e i n 

e x p r e s s i o n e x c e e d s o u r c a p a c i t y t o p e r f o r m f o l l o w - u p e x p e r i m e n t s , w e i m p o s e d 

a d d i t i o n a l s e l e c t i o n c r i t e r i a f o r o u r s c r e e n s a n d h a v e c h o s e n t o r e p o r t o n l y t h o s e p r o t e i n s 

w i t h e x p r e s s i o n s i g n a l i n t e n s i t i e s o f g r e a t e r t h a n 5 0 0 0 a n d t h a t c h a n g e d b y 5 0 % o r m o r e 

f r o m t h e " h t t 1 5 " t o t h e " h t t 1 3 8 " c o n d i t i o n . 

M o s t o f t h e 7 8 p r o t e i n k i n a s e s e x a m i n e d i n t h e K P K S s c r e e n w e r e r e a d i l y 

i d e n t i f i a b l e b y t h e p r e - v a l i d a t e d a n t i b o d i e s i n c y t o s o l i c a n d p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s f r o m 

t r a n s f e c t e d H E K 2 9 3 c e l l s , w i t h t h e e x c e p t i o n o f t h e f o l l o w i n g p r o t e i n k i n a s e s w h i c h 
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a p p e a r e d n o t t o b e e x p r e s s e d i n r e a d i l y d e t e c t a b l e q u a n t i t i e s i n o u r s y s t e m : B T K , 

C a M K 1 , C a M K 4 , C D K 2 , C K 1 e , G C K , I K K a , J A K 2 , L c k , M K K 7 , M n k 2 , N e k 2 , P A K 1 , P A K 3 , 

P D K 1 , P i m 1 , P K C a , P K C e , P K C y , P K C 6 , P K R , P Y K 2 , a n d R S K 2 . E x a m p l e b l o t s f r o m t h e 

a c t u a l s c r e e n a r e s h o w n i n F i g u r e 3 3 w i t h t h e l i s t o f p r o t e i n k i n a s e s t a b u l a t e d i n T a b l e 2 . 

R a w v a l u e s f r o m q u a n t i f i c a t i o n o f b a n d d e n s i t i e s a r e p l o t t e d i n F i g u r e 3 4 . 

In t h i s i n i t i a l s c r e e n , w e i n v e s t i g a t e d w h e t h e r p r o t e i n s o f i n t e r e s t s h i f t e d t h e i r 

d i s t r i b u t i o n b e t w e e n c y t o s o l i c a n d p a r t i c u l a t e p o o l s . P r o t e i n k i n a s e s t h a t m e t o u r 

s e l e c t i o n c r i t e r i a i n c l u d e t h e f o l l o w i n g : p r o t e i n s e r i n e / t h r e o n i n e k i n a s e s c a s e i n k i n a s e 2 

( C K 2 ) a " s u b u n i t a n d J u n N - t e r m i n a l k i n a s e ( J N K ; a l s o k n o w n a s s t r e s s - a c t i v a t e d p r o t e i n 

k i n a s e S A P K ) , w h i c h d i s p l a y e d i n c r e a s e d e x p r e s s i o n i n t h e p a r t i c u l a t e s a m p l e f r o m c e l l s 

e x p r e s s i n g m h t t ( " h t t 1 3 8 " c o n d i t i o n ) a t 6 8 % a n d 6 7 % , r e s p e c t i v e l y . E x p r e s s i o n o f 

c y c l i n - d e p e n d e n t k i n a s e 5 ( C D K 5 ) w a s a l s o a l t e r e d b y h t t p o l y Q e x p a n s i o n , s h o w i n g a 

1 2 5 % i n c r e a s e i n t h e c y t o s o l i c f r a c t i o n f r o m h t t . 1 3 8 - e x p r e s s i n g c e l l s . D e c r e a s e s i n e i t h e r 

c y t o s o l i c o r p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s i n m h t t - e x p r e s s i n g c e l l s w e r e a l s o o b s e r v e d , m o s t 

n o t a b l y f o r h e m a t o p o i e t i c p r o g e n i t o r k i n a s e 1 ( H P K 1 ) w h i c h w a s v i r t u a l l y u n d e t e c t a b l e i n 

t h e p a r t i c u l a t e f r a c t i o n f r o m c e l l s e x p r e s s i n g m h t t . E x p r e s s i o n l e v e l s a n d c h a n g e s f o r 

t h e s e k i n a s e s a n d p r o t e i n s i n o t h e r c a t e g o r i e s w h i c h m e t o u r s e l e c t i o n c r i t e r i a a r e 

s u m m a r i z e d i n T a b l e s 5 a n d 6 . 

5.3. Results from KPPS Protein Phosphatase Screens 

A n a l y s i s o f t h e p r o t e i n p h o s p h a t a s e s c r e e n ( K P P S ; H u e t a l . , 2 0 0 3 a , 2 0 0 3 b ) 

r e v e a l e d n u m e r o u s c h a n g e s a s w e l l , o u t o f a t o t a l o f 1 8 p r o t e i n p h o s p h a t a s e s w h i c h w e r e 

e x a m i n e d . A s a m p l e b l o t f r o m t h e s c r e e n i s s h o w n i n F i g u r e 3 5 , a n d t h e l i s t o f p r o t e i n 

p h o s p h a t a s e s t a b u l a t e d i n T a b l e 3 . R a w v a l u e s f r o m q u a n t i f i c a t i o n o f b a n d d e n s i t i e s a r e 
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p l o t t e d i n F i g u r e 3 6 . P r o t e i n t y r o s i n e p h o s p h a t a s e 1 B ( P T P - 1 B ) a n d p r o t e i n p h o s p h a t a s e 

5 ( P P 5 ) b o t h s h o w e d i n c r e a s e d e x p r e s s i o n i n t h e p a r t i c u l a t e f r a c t i o n f r o m c e l l s 

e x p r e s s i n g h t t 1 3 8 ( a t 1 7 8 % a n d 2 0 2 % , r e s p e c t i v e l y ) , w h e r e a s i n c r e a s e d e x p r e s s i o n w a s 

n o t e d i n t h e c y t o s o l i c f r a c t i o n o f m h t t - e x p r e s s i n g c e l l s f o r p r o t e i n p h o s p h a t a s e 2 A - A 

r e g u l a t o r y s u b u n i t s ( a / B i s o f o r m s ) ( P P 2 A / A a / B ) ( a t 8 2 % ) ( T a b l e s 5 a n d 6 ) . 

5.4. Results from KHSP Heat Shock Protein Screens 

T w e n t y - f i v e p r o t e i n s i n v o l v e d i n h e a t s h o c k a n d / o r s t r e s s r e s p o n s e p a t h w a y s w e r e 

a l s o e x a m i n e d b y K i n e t w o r k s ™ a n a l y s i s i n t h e K H S P s c r e e n , a s a m p l e b l o t o f w h i c h i s 

s h o w n i n F i g u r e 3 7 . T h e l i s t o f s t r e s s / h e a t s h o c k p r o t e i n s e x a m i n e d i s t a b u l a t e d i n T a b l e 

4 , a n d p r o t e i n e x p r e s s i o n i s q u a n t i f i e d a n d p l o t t e d i n F i g u r e 3 8 . A g a i n , m o s t p r o t e i n s 

w e r e r e a d i l y d e t e c t a b l e i n t h e s c r e e n , w i t h t h e e x c e p t i o n o f C o x - 2 , E R p 5 7 , G r p 9 4 , H S F 4 , 

a n d H s p B P L O f t h e h e a t s h o c k / s t r e s s - r e l a t e d p r o t e i n s e x a m i n e d , t h o s e t h a t m e t o u r 

s e l e c t i o n c r i t e r i a o f g r e a t e r t h a n 5 0 0 0 u n i t s w i t h a > 5 0 % c h a n g e f r o m t h e W T c o n d i t i o n 

( e x p r e s s i n g h t t - 1 5 Q ) t o t h e m u t a n t o n e ( e x p r e s s i n g h t t - 1 3 8 Q ) i n c l u d e d t h e f o l l o w i n g ( a s 

s u m m a r i z e d i n T a b l e s 5 a n d 6 ) : t h e 7 2 k D a E R p r o t e i n ( E R p 7 2 ) a n d h e a t s h o c k p r o t e i n 

9 0 ( H s p 9 0 ) b o t h d i s p l a y e d s i g n i f i c a n t l y u p - r e g u l a t e d e x p r e s s i o n i n t h e p a r t i c u l a t e f r a c t i o n 

o f h t t 1 3 8 - e x p r e s s i n g c e l l s , a t 5 0 3 % a n d 7 3 8 7 % i n c r e a s e , r e s p e c t i v e l y . In c y t o s o l i c 

s a m p l e s , 7 0 k D a h e a t s h o c k p r o t e i n 1 A ( H s p 7 0 ) e x p r e s s i o n w a s i n c r e a s e d b y 5 2 % i n 

c e l l s e x p r e s s i n g m h t t . E x p r e s s i o n o f t h e c h a p e r o n i n h e a t s h o c k 6 0 k D a p r o t e i n 1 ( G r o E L ) 

w a s i n c r e a s e d i n b o t h t h e c y t o s o l i c a n d p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s f r o m h t t 1 3 8 - e x p r e s s i n g c e l l s , 

w i t h a r o b u s t 1 2 2 % i n c r e a s e i n t h e c y t o s o l i c f r a c t i o n a n d a n i n c r e a s e o f s i m i l a r m a g n i t u d e 

( a t 1 2 8 % ) i n t h e p a r t i c u l a t e f r a c t i o n . 
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5.5. NMDAR Expression- and Activity-Dependent Increase in Cytosolic Hsp70 

W h i l e d i f f e r e n t t r i n u c l e o t i d e r e p e a t d i s o r d e r s a r e k n o w n t o b e c a u s e d b y m u t a t i o n s 

i n d i f f e r e n t , u n r e l a t e d g e n e s , m a n y s y s t e m s m o d e l i n g t h e s e d i s e a s e s h a v e i n d i c a t e d t h a t 

t h i s d i v e r s e g r o u p o f d i s o r d e r s m a y s h a r e c e r t a i n c e l l u l a r r e s p o n s e p a t h w a y s o r 

m e c h a n i s m s , i n c l u d i n g m i s f o l d i n g a n d a c c u m u l a t i o n o f t h e m u t a t e d p r o t e i n s i n i n s o l u b l e 

a g g r e g a t e s o r i n c l u s i o n b o d i e s l e a d i n g t o c e l l u l a r d y s f u n c t i o n a n d d e a t h . In c e l l s 

o v e r - e x p r e s s i n g f r a g m e n t s o f m h t t c o n t a i n i n g t h e p o l y Q t r a c t , f o r e x a m p l e , i n s o l u b l e 

i n c l u s i o n b o d i e s a p p e a r e d t o b e f o r m e d b y t h e s e a g g r e g a t i o n - p r o n e p r o t e i n s d u e t o a 

r e d u c t i o n i n t h e c a p a c i t y o f t h e U P S t o d e g r a d e m i s f o l d e d p r o t e i n s ( W a e l t e r e t a l . , 2 0 0 1 ) . 

M a n i p u l a t i n g e x p r e s s i o n o f m o l e c u l a r c h a p e r o n e s a n d h e a t s h o c k p r o t e i n s h a s b e e n 

s h o w n i n m a n y c a s e s t o m o d u l a t e t h e d e l e t e r i o u s e f f e c t s o f m u t a n t p r o t e i n e x p r e s s i o n o n 

p r o t e i n a g g r e g a t i o n a n d / o r c e l l u l a r t o x i c i t y ( C u m m i n g s e t a l . , 1 9 9 8 , 2 0 0 1 ; C h a i e t a l . , 

1 9 9 9 ; W a r r i c k e t a l . , 1 9 9 9 ; C a r m i c h a e l e t a l . , 2 0 0 0 ; J a n a e t a l . , 2 0 0 0 ; K a z e m i - E s f a r j a n i 

a n d B e n z e r , 2 0 0 0 ; K o b a y a s h i e t a l . , 2 0 0 0 ; M u c h o w s k i e t a l . , 2 0 0 0 ; Z h o u e t a l . , 2 0 0 1 ; 

B o n i n i , 2 0 0 2 ; W y t t e n b a c h e t a l . , 2 0 0 2 ; A d a c h i e t a l . , 2 0 0 3 ; I s h i h a r a e t a l . , 2 0 0 3 ; K a t s u n o 

e t a l . , 2 0 0 5 ) . 

In t h e c o n t e x t o f H D , t h e m o l e c u l a r c h a p e r o n e H s p 7 0 h a s b e e n s h o w n t o b e 

c o - l o c a l i z e d w i t h a m h t t f r a g m e n t i n i n c l u s i o n b o d i e s i n t r a n s f e c t e d c e l l s a s a r e s u l t o f t h e 

p o l y Q e x p a n s i o n ( W y t t e n b a c h e t a l . , 2 0 0 0 ) . O t h e r s t u d i e s h a v e s u g g e s t e d t h a t 

o v e r - e x p r e s s i o n o f H s p 7 0 c o u l d r e v e r s e t h e t o x i c e f f e c t s o f m h t t e x p r e s s i o n ( C a r m i c h a e l 

e t a l . , 2 0 0 0 ; J a n a e t a l . , 2 0 0 0 ; W y t t e n b a c h e t a l . , 2 0 0 2 ) . B e c a u s e o u r l a b o r a t o r y h a s 

p r e v i o u s l y d e m o n s t r a t e d t h a t N M D A R - d e p e n d e n t t o x i c i t y v a r i e d w i t h htt p o l y Q l e n g t h 

( Z e r o n e t a l . , 2 0 0 1 , 2 0 0 2 ; S h e h a d e h e t a l . , 2 0 0 6 ) a n d , m o r e i m p o r t a n t l y , t h a t 

p h a r m a c o l o g i c a l r e d u c t i o n o f c u r r e n t f l u x t h r o u g h N M D A R s s u c c e s s f u l l y r e d u c e d 
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m h t t - i n d u c e d a p o p t o t i c c e l l d e a t h ( S h e h a d e h e t a l . , 2 0 0 6 ) , w e w e r e i n t e r e s t e d i n 

e x a m i n i n g p o s s i b l e a l t e r a t i o n s i n t h e e x p r e s s i o n o f t h i s m o l e c u l a r c h a p e r o n e i n t h e 

p r e s e n c e o f m h t t a n d / o r N M D A R s . 

T o t h i s e n d , w e t r a n s f e c t e d h e t e r o l o g o u s H E K 2 9 3 c e l l s w i t h c o n s t r u c t s e x p r e s s i n g 

v a r i o u s c o m b i n a t i o n s o f h t t - 1 5 Q , h t t - 1 3 8 Q , a n d / o r N R 1 / N R 2 B t o d e t e r m i n e t h e e f f e c t s o f 

e x p r e s s i o n o f W T o r m u t a n t htt a l o n e o r i n t h e p r e s e n c e o f N M D A R c o - e x p r e s s i o n . O u r 

i n i t i a l K H S P s c r e e n w h i c h c o m p a r e d s a m p l e s f r o m c e l l s e x p r e s s i n g N R 1 / N R 2 B / h t t - 1 5 Q 

v e r s u s N R 1 / N R 2 B / h t t - 1 3 8 Q s u g g e s t e d u p - r e g u l a t e d l e v e l s o f H s p 7 0 i n t h e c y t o s o l i c 

f r a c t i o n i n h t t - 1 3 8 Q - e x p r e s s i n g c e l l s ( F i g u r e 3 8 , T a b l e 6 ) . W i t h t h i s s e t o f e x p e r i m e n t s w e 

c o n f i r m e d o u r e a r l i e r f i n d i n g s ; c e l l s e x p r e s s i n g h t t - 1 3 8 Q w i t h N R 1 / N R 2 B d i s p l a y e d 

e n h a n c e d c y t o s o l i c H s p 7 0 e x p r e s s i o n l e v e l s a s c o m p a r e d w i t h c e l l s e x p r e s s i n g 

N R 1 / N R 2 B / h t t - 1 5 Q ( F i g u r e 3 9 A ) . M o r e o v e r , o u r r e s u l t s i n d i c a t e d t h a t t h e 

m h t t - d e p e n d e n t i n c r e a s e i n c y t o s o l i c H s p 7 0 r e q u i r e d c o - e x p r e s s i o n o f N M D A R s , s i n c e 

c y t o s o l i c e x p r e s s i o n o f H s p 7 0 w a s s i m i l a r i n c e l l s t h a t e x p r e s s e d e i t h e r h t t - 1 5 Q a l o n e o r 

h t t - 1 3 8 Q a l o n e , a n d l e v e l s w e r e a l s o l o w e r t h a n i n c e l l s c o - e x p r e s s i n g 

N R 1 / N R 2 B / h t t - 1 3 8 Q . 

A p a r t f r o m c h a n g e s i n H s p 7 0 e x p r e s s i o n a r i s i n g f r o m h t t p o l y Q e x p a n s i o n i n t h e 

p r e s e n c e o f N M D A R e x p r e s s i o n , r e s u l t s f r o m o u r i n i t i a l K P K S a n d K H S P s c r e e n s a l s o 

i n d i c a t e d u p - r e g u l a t i o n i n c e r t a i n c y t o s o l i c o r p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s o f s e v e r a l o t h e r 

p r o t e i n s i n v o l v e d i n t h e h e a t s h o c k a n d / o r s t r e s s - r e s p o n s e p a t h w a y , i n c l u d i n g C K 2 , 

G r o E L , a n d H s p 9 0 i n t h e p a r t i c u l a t e f r a c t i o n f r o m c e l l s o v e r - e x p r e s s i n g 

N R 1 7 N R 2 B / h t t - 1 3 8 Q ( F i g u r e s 3 4 a n d 3 8 , T a b l e 6 ) . E f f e c t s o f a g o n i s t - d e p e n d e n t 

a c t i v a t i o n o f N M D A R s o n e x p r e s s i o n o f t h e s e p r o t e i n s w e r e i n v e s t i g a t e d . W e f o u n d 

e x p r e s s i o n o f t h e s e s t r e s s - a c t i v a t e d p r o t e i n s i n t h e p a r t i c u l a t e f r a c t i o n t o b e c o n s i s t e n t l y 

e n h a n c e d b y N M D A R s t i m u l a t i o n ( u s i n g 1 m M N M D A i n c o n j u n c t i o n w i t h 5 0 u M g l y c i n e ) 
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i n c e l l s e x p r e s s i n g h t t - 1 3 8 Q v e r s u s h t t - 1 5 Q , t o m u c h l a r g e r e x t e n t s t h a n i n t h e a b s e n c e o f 

s t i m u l a t i o n ( F i g u r e 3 9 B , T a b l e 7 ) . M u t a n t h t t - i n d u c e d i n c r e a s e s i n c y t o s o l i c o r p a r t i c u l a t e 

e x p r e s s i o n o f t h e s e h e a t s h o c k / s t r e s s - r e l a t e d p r o t e i n s t h e r e f o r e a p p e a r n o t o n l y t o 

d e p e n d o n N M D A R e x p r e s s i o n , b u t a l s o t o b e p o t e n t i a t e d b y a g o n i s t s t i m u l a t i o n o f t h e 

r e c e p t o r . 

5 . 6 . Analyzing Total Expression of Selected Protein Targets 

T o t a l c e l l u l a r l e v e l s o f e x p r e s s i o n w e r e a l s o m e a s u r e d f o r s e l e c t e d p r o t e i n t a r g e t s , 

t o p r o v i d e s o m e i n d i c a t i o n a s t o w h e t h e r m h t t e x p r e s s i o n a n d N M D A R a c t i v a t i o n a f f e c t e d 

n o t o n l y p r o t e i n e x p r e s s i o n a n d / o r d i s t r i b u t i o n i n c y t o s o l i c o r p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s 

i n d i v i d u a l l y , b u t a l s o t o t a l p r o t e i n e x p r e s s i o n . H E K 2 9 3 c e l l s o v e r - e x p r e s s i n g N R 1 / N R 2 B 

a n d h t t - 1 5 Q o r h t t - 1 3 8 Q w e r e t r e a t e d w i t h N M D A R a g o n i s t s a n d h a r v e s t e d f o r t o t a l 

s o l u b l e l y s a t e . S a m p l e s r e s o l v e d b y S D S - P A G E w e r e i m m u n o b l o t t e d f o r t h e f o l l o w i n g 

p r o t e i n t a r g e t s : C D K 5 , C K 2 , e l F 2 a , E R K 1 / 2 , E R p 7 2 , G r o E L , H 0 2 , H s p 6 0 , H s p 7 0 , 

H s p 9 0 , H s p 1 0 5 , P K C z , P P 2 A / A a / B , P P 5 , P P V / C , a n d P T P - 1 B ( F i g u r e 4 0 ) . N o s i g n i f i c a n t 

d i f f e r e n c e w a s f o u n d f o r a n y o f t h e p r o t e i n s e x a m i n e d r e g a r d l e s s o f htt p o l y Q l e n g t h ( 1 5 Q 

v e r s u s 1 3 8 Q ) o r N M D A R a c t i v i t y ( w i t h s t i m u l a t i o n v e r s u s w i t h o u t ) ( F i g u r e 4 1 ) ( b y 2 - w a y 

A N O V A : e f f e c t o f c o n d i t i o n F ( 3 , 2 4 0 ) = 0 . 2 5 2 4 , p = 0 . 8 5 9 6 ) . H e n c e it d o e s n o t a p p e a r a s 

t h o u g h c o - e x p r e s s i o n o f N R 1 / N R 2 B a n d m h t t a f f e c t s t o t a l p r o t e i n e x p r e s s i o n l e v e l s o f a 

v a r i e t y o f s i g n a l i n g p r o t e i n s , n o r i s t o t a l e x p r e s s i o n a f f e c t e d b y N M D A R a c t i v i t y . 
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5.7. Role of Increased CK2 Expression in Membrane Compartments 

5 . 7 . 1 . I n c r e a s e d C K 2 E x p r e s s i o n i n P a r t i c u l a t e F r a c t i o n f r o m Y A C M o u s e S t r i a t u m 

C a s e i n k i n a s e 2 ( C K 2 ) i s u b i q u i t o u s l y e x p r e s s e d i n m a n y t i s s u e s a n d i s i n v o l v e d i n 

s u c h i m p o r t a n t b i o l o g i c a l p r o c e s s e s a s c e l l s u r v i v a l , t u m o u r f o r m a t i o n , v i r a l i n f e c t i o n , a n d 

a n u m b e r o f n e u r a l f u n c t i o n s ( B l a n q u e t , 2 0 0 0 ; F a u s t a n d M o n t e n a r h , 2 0 0 0 ; S a y e d e t a l . , 

2 0 0 0 ; A h m e d e t a l . , 2 0 0 2 ; K o r o l c h u k a n d B a n t i n g , 2 0 0 2 ; L i t c h f i e l d , 2 0 0 3 ; M e g g i o a n d 

P i n n a , 2 0 0 3 ) . S p e c i f i c a l l y , b e c a u s e C K 2 h a s b e e n s h o w n t o b e i m p l i c a t e d i n t h e 

m o d u l a t i o n o f N M D A R f u n c t i o n ( L i e b e r m a n a n d M o d y , 1 9 9 9 ; C h u n g e t a l . , 2 0 0 4 ; S o t o e t 

a l . , 2 0 0 4 ) , w e d e c i d e d t o i n v e s t i g a t e t h e r o l e o f C K 2 e x p r e s s i o n c h a n g e s i n t h e p a r t i c u l a t e 

f r a c t i o n o f c e l l s c o - e x p r e s s i n g N M D A R s a n d m h t t b a s e d o n r e s u l t s f r o m o u r i n i t i a l s c r e e n s 

( F i g u r e 3 4 B , T a b l e 6 ) a n d f r o m t h e a g o n i s t s t i m u l a t i o n e x p e r i m e n t s ( F i g u r e 3 9 B , T a b l e 7 ) 

d e s c r i b e d a b o v e . 

T o f i r s t c o n f i r m htt p o l y Q l e n g t h - d e p e n d e n t c h a n g e s i n C K 2 e x p r e s s i o n i n a m o r e 

p h y s i o l o g i c a l l y r e l e v a n t s y s t e m , w e a n a l y z e d C K 2 e x p r e s s i o n i n c y t o s o l i c a n d p a r t i c u l a t e 

f r a c t i o n s o f s t r i a t a l t i s s u e f r o m 2 m o n t h - o l d F V B / N W T , Y A C 7 2 , o r Y A C 1 2 8 m i c e ( F i g u r e 

4 2 A ) . A s i n t r a n s f e c t e d H E K 2 9 3 c e l l s , a t r e n d t o w a r d s a n i n c r e a s e i n C K 2 e x p r e s s i o n 

w a s n o t e d i n t h e p a r t i c u l a t e f r a c t i o n f r o m s t r i a t a l t i s s u e e x p r e s s i n g p o l y Q - e x p a n d e d htt 

c o n t a i n i n g 7 2 Q ( Y A C 7 2 m i c e ) . A l o n g e r p o l y Q s t r e t c h o f 1 2 8 Q ( i n Y A C 1 2 8 m i c e ) 

p o t e n t i a t e d t h i s i n c r e a s e f u r t h e r a n d l e d t o s i g n i f i c a n t l y h i g h e r l e v e l s o f C K 2 e x p r e s s i o n i n 

t h e p a r t i c u l a t e f r a c t i o n a s c o m p a r e d w i t h W T ( F i g u r e 4 2 B ) . B e c a u s e t h i s p r o t e i n i s 

i n d u c e d u n d e r c o n d i t i o n s a s s o c i a t e d w i t h c e l l u l a r s t r e s s , m h t t - m e d i a t e d i n c r e a s e s i n 

e x p r e s s i o n o f C K 2 i n t h e m e m b r a n e f r a c t i o n , a l o n g w i t h t h e a l t e r e d e x p r e s s i o n p a t t e r n o f 
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o t h e r s t r e s s r e s p o n s e p r o t e i n s m e n t i o n e d i n p r e c e d i n g s e c t i o n s , l i k e l y r e p r e s e n t t h e 

s t r e s s e d c e l l ' s r e s p o n s e t o c o m b a t t h e d e l e t e r i o u s e f f e c t s o f m h t t e x p r e s s i o n . 

5 . 7 . 2 . C K 2 A c t i v i t y P r o t e c t s A g a i n s t N M D A R - M e d i a t e d A p o p t o t i c D e a t h i n 

m H t t - E x p r e s s i n g C e l l s 

T o a s k w h e t h e r u p - r e g u l a t i o n o f m e m b r a n e - b o u n d C K 2 e x p r e s s i o n a m e l i o r a t e s 

m h t t - i n d u c e d , N M D A R - d e p e n d e n t t o x i c i t y , s t r i a t a l n e u r o n a l c u l t u r e s w e r e p r e - t r e a t e d 

w i t h a C K 2 i n h i b i t o r t o b l o c k i t s k i n a s e a c t i v i t y b e f o r e b e i n g s u b j e c t e d t o b r i e f 

N M D A R - d e p e n d e n t e x c i t o t o x i c c h a l l e n g e c o n s i s t i n g o f t r e a t m e n t w i t h 1 m M N M D A a n d 

5 0 p M g l y c i n e f o r 1 0 m i n u t e s . E x t e n t o f c e l l d e a t h b y a p o p t o s i s i n N M D A / g l y c i n e - t r e a t e d 

c u l t u r e s w a s l a t e r a s s e s s e d b y P I / T U N E L s t a i n i n g . O n l y t h o s e c e l l s t h a t w e r e p o s i t i v e f o r 

T U N E L l a b e l i n g a n d d i s p l a y e d b l e b b e d , c o n d e n s e d n u c l e i w e r e c o n s i d e r e d t o b e 

a p o p t o t i c . U s i n g t h i s m e t h o d , w e w e r e a b l e t o r e c a p i t u l a t e r e s u l t s p r e v i o u s l y r e p o r t e d 

f r o m o u r l a b o r a t o r y d e m o n s t r a t i n g a htt p o l y Q l e n g t h - d e p e n d e n c e i n t h e a m o u n t o f 

a p o p t o s i s t h a t e n s u e s f r o m N M D A R o v e r - a c t i v a t i o n i n o t h e r w i s e n a i v e c u l t u r e s ( w i t h o u t 

p r e - t r e a t m e n t w i t h o t h e r a g e n t s o r d r u g s ) ( F i g u r e s 4 3 a n d 4 4 A ) . I n t e r e s t i n g l y , t r e a t m e n t 

w i t h t h e C K 2 i n h i b i t o r D R B s i g n i f i c a n t l y e n h a n c e d N M D A R - m e d i a t e d a p o p t o s i s i n s t r i a t a l 

n e u r o n s f r o m Y A C 7 2 a n d Y A C 1 2 8 m i c e , r e l a t i v e t o t r e a t m e n t w i t h v e h i c l e D M S O 

( F i g u r e s 4 3 a n d 4 4 A ) , b u t d i d n o t s i g n i f i c a n t l y a f f e c t N M D A - i n d u c e d a p o p t o s i s i n W T 

M S N s . T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t C K 2 a c t i v i t y m a y p l a y a r o l e i n p r o t e c t i n g a g a i n s t 

N M D A R - d e p e n d e n t e x c i t o t o x i c c e l l d e a t h , a n d t h a t l o s s o f C K 2 a c t i v i t y l e a d s t o m o r e 

p r o n o u n c e d a p o p t o t i c c e l l d e a t h i n c e l l s e x p r e s s i n g m h t t . U p - r e g u l a t i o n o f 

m e m b r a n e - b o u n d C K 2 e x p r e s s i o n i n t r a n s g e n i c H D m i c e m a y t h e r e f o r e b e p a r t o f a 

d e f e n s e p r o g r a m l a u n c h e d b y t h e c e l l t o c o u n t e r t h e t o x i c e f f e c t s o f m h t t e x p r e s s i o n . 
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5.8. S u m m a r y 

W e u s e d v a r i o u s K i n e t w o r k s ™ m u l t i - i m m u n o b l o t t i n g s c r e e n s t o e x a m i n e 

e x p r e s s i o n o f 7 8 p r o t e i n k i n a s e s , 1 8 p r o t e i n p h o s p h a t a s e s , a n d 2 5 h e a t s h o c k / s t r e s s 

p r o t e i n s i n H E K 2 9 3 c e l l s o v e r - e x p r e s s i n g t h e N R 1 / N R 2 B s u b t y p e o f N M D A R s a n d 

h t t - 1 5 Q o r h t t - 1 3 8 Q t o d e t e r m i n e t h e e f f e c t s o f m h t t p o l y Q e x p a n s i o n o n g l o b a l p r o t e i n 

e x p r e s s i o n i n c e l l s c o - e x p r e s s i n g N R 1 / N R 2 B r e c e p t o r s . T h e d i s t r i b u t i o n b e t w e e n 

c y t o s o l i c a n d m e m b r a n e f r a c t i o n s o f m u l t i p l e p r o t e i n s i n v o l v e d i n t h e h e a t s h o c k 

r e s p o n s e p a t h w a y w e r e a l t e r e d i n c e l l s e x p r e s s i n g m h t t . S p e c i f i c a l l y , a m h t t - i n d u c e d 

i n c r e a s e i n H s p 7 0 e x p r e s s i o n i n t h e c y t o s o l i c f r a c t i o n a p p e a r e d t o d e p e n d o n N R 1 / N R 2 B 

c o - e x p r e s s i o n a n d w a s p o t e n t i a t e d f u r t h e r b y N M D A R s t i m u l a t i o n . H o w e v e r , N M D A R 

a c t i v i t y a n d e x p r e s s i o n o f m h t t a p p e a r e d n o t t o a f f e c t t h e t o t a l c e l l u l a r e x p r e s s i o n o f a n y 

o f t h e p r o t e i n s i n v e s t i g a t e d . 

T h e p r o t e i n s e r i n e / t h r e o n i n e k i n a s e C K 2 w a s f o u n d t o b e i n c r e a s e d i n t h e 

p a r t i c u l a t e f r a c t i o n o f c e l l s e x p r e s s i n g m h t t , a r e s u l t t h a t w a s c o n f i r m e d i n s t r i a t a l t i s s u e o f 

Y A C t r a n s g e n i c m i c e e x p r e s s i n g f u l l - l e n g t h m h t t . S i n c e N M D A R s a r e i n t e g r a l m e m b r a n e 

p r o t e i n s , a s h i f t i n l o c a l i z a t i o n o f C K 2 t o t h e m e m b r a n e f r a c t i o n f r o m t h e c y t o s o l c o u l d 

i m p a c t N M D A R p h o s p h o r y l a t i o n a n d f u n c t i o n . I n d e e d , w e f o u n d t h a t i n h i b i t i n g C K 2 

a c t i v i t y i n s t r i a t a l n e u r o n s f r o m Y A C 7 2 a n d Y A C 1 2 8 ( b u t n o t W T ) m i c e s i g n i f i c a n t l y 

i n t e n s i f i e d a p o p t o s i s r e s u l t i n g f r o m N M D A i n s u l t . R e s u l t s f r o m o u r s t u d i e s i n d i c a t e a n 

u p - r e g u l a t i o n o f s o m e c o m p o n e n t s o f t h e s t r e s s r e s p o n s e p a t h w a y i n e i t h e r t h e c y t o s o l i c 

o r p a r t i c u l a t e c e l l u l a r f r a c t i o n s , i n t h e p r e s e n c e o f p o l y Q - e x p a n d e d m h t t a n d N R 1 / N R 2 B , 

w h i c h m a y r e f l e c t a n a t t e m p t b y t h e c e l l t o c o m b a t t h e d e t r i m e n t a l e f f e c t s s t e m m i n g f r o m 

m h t t e x p r e s s i o n . 
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1 BMX 27 Fyn 53 PKA 
2 BTK 28 G C K 54 PKBa 
3 CaMK1 29 Grk2(BARK2) 55 P K C a 
4 CaMK4 30 Gsk3a 56 PKCb 
5 C a M K K 31 Gsk3b 57 PKCg 
6 CDK1 32 Hpk1 58 PKCd 
7 CDK2 33 IKKa 59 P K C e 
8 CDK4 34 JAK1 60 PKCI 
9 CDK5 35 JAK2 61 PKCm 
10 CDK6 36 K s i i 62 PKCq 
11 CDK7 37 Lck 63 P K C z 
12 CDK9 38 Lyn 64 PKG1 
13 CK1d 39 MEK1 65 PKR 
14 CK1e 40 MEK2 66 PYK2 
15 CK2a 41 MKK4 67 Raf1 
16 CK2a' 42 MKK6 68 RafB 
17 CK2a" 43 MKK7 69 ROKa 
18 Cot 44 Mnk2 70 RSK1 
19 Csk 45 Mos1 71 RSK2 
20 DAPK 46 Mst1 72 S6K p70 
21 DNAPK 47 Nek2 73 S A P K 
22. ERK1 48 p38 MAPK 74 Src 
23 ERK2 49 PAK1 75 Syk 
24 E R K 3 50 PAK3 76 Yes1 
25 ERK6 51 PDK1 77 ZAP70 
26 FAK 52 Pim1 78 ZIP 

Table 2. List of protein kinases examined in Kinetworks™ KPKS screen. 

' 1 4 8 



1 KAP 10 PP2B /Aa 
2 LAR 11 PP2C/C5 
3 MKP-1 12 PP2X/C 
4 MKP-2 13 PP5 (PPT) 
5 P P 1 / C a 14 PPV/C 
6 PP1/CP 15 PPX/A '2 
7 PP1/Cy 16 PTP-1B 
8 PP2A/Aa/p 17 PTP-1C 
9 PP2A/Ca/ p 18 PTP-1D 

Table 3. List of protein phosphatases examined in Kinetworks™ KPPS screen. 
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1 APGT 14 H02 
2 APG2 15 Hsc70 
3 Cox-2 16 HSF4 
4 elF2a 17 Hsp105 
5 ERp57 18 Hsp25 
6 ERp72 19 Hsp40 
7 GroEL 20 Hsp47 
8 Grp75 21 Hsp60 
9 Grp78 22 Hsp70 
10 Grp94 23 Hsp90 
11 hHR23B 24 HspBPI 
12 Hip 25 ST1/Hop-p60 
13 H01 

Table 4 . List of stress/heat shock proteins examined in Kinetworks™ KHSP 
screen. 
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(a) Protein Kinases 
htt15 cyto htt138 cyto htt15 partic htt138 partic 

CK2 26246 31206 15501 ^ 26077 
CDK4 3954 5945 1995 2437 
CDK5 5371 12105 4107 2852 
ERK1 12343 '1-3982 7350 3384 
HPK1 4089 3894 5159 
PKCI 5614 2095 
PKCz 4021 6782 2005 
RSK1 16938 19936 7691 3292 
SAPKb 7050 7223 3553 5943 

(b) Protein Phosphatases 
htt15 cyto htt138 cyto htt15 partic htt138 partic 

PP2A/A-
alpha/beta 14304 26003 34023 16569 
PTP1B 2311 891 7261 20156 
PP5 (PPT) 10020 4786 1806 5450 

(c) Heat Shock/Stress Proteins 
htt15 cyto htt138 cyto htt15 partic htt138 partic 

ERp72 19302 12404 3119 18800 
elF2a 13721 8719 9128 13809 
Hsp60 2328 1401 3638 6591 
GroEL 3851 8555 6824 15537 
Hsp70 ,11017 16736 19658 21908 
Hsp90 6735 4451 114 8527 

Table 5. Expression levels of selected proteins from KPKS, KPPS, and KHSP 
screens. E x p r e s s i o n l e v e l s ( i n a r b i t r a r y u n i t s ) o f s e l e c t e d ( a ) p r o t e i n k i n a s e s , ( b ) p r o t e i n 
p h o s p h a t a s e s , a n d ( c ) s t r e s s / h e a t s h o c k p r o t e i n p a t h w a y - r e l a t e d p r o t e i n s i n t h e c y t o s o l i c 
a n d p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s f r o m H E K 2 9 3 c e l l s i n t h e " h t t 1 5 " a n d " h t t 1 3 8 " c o n d i t i o n s a r e 
t a b u l a t e d . O n l y t h o s e p r o t e i n t a r g e t s w i t h m e a s u r e m e n t v a l u e ( s ) o f g r e a t e r t h a n 5 0 0 0 
c o u n t s b y E C L e m i s s i o n a n d d i s p l a y i n g a 5 0 % o r g r e a t e r c h a n g e i n e x p r e s s i o n h a v e b e e n 
i n c l u d e d i n t h i s l i s t . V a l u e s f o r e a c h c o n d i t i o n ( h t t 1 5 v e r s u s h t t 1 3 8 ) a r e t h e a v e r a g e d 
r e s u l t s f r o m t h r e e i n d i v i d u a l t r a n s f e c t i o n s o f s i x 1 0 - c m d i s h e s o f H E K 2 9 3 c e l l s p e r 
t r a n s f e c t i o n . H t t 1 5 , t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 5 Q / N R 1 / N R 2 B ; h t t 1 3 8 , t r a n s f e c t e d w i t h 
h t t - 1 3 8 Q / N R 1 / N R 2 B . C y t o , c y t o s o l i c ; p a r t i c , p a r t i c u l a t e . 
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% Change in Expression of Selected Proteins ("htt138" compared with "htt15") 

(a) Protein K i n a s e s (b) Protein P h o s p h a t a s e s 

C y t o Partic C y t o Partic 

CK2 (35) 1 9 % j 6 8 % t PP2A/A-alpha/beta 8 2 % t 5 1 % I 
C D K 4 (35) 5 0 % t 2 2 % t PTP1B 6 1 % i 178% T 

C D K 5 (28) 1 2 5 % t 3 1 % i P P 5 ( P P T ) 5 2 % i- 2 0 2 % t 

ERK1 (40) 1 3 % T 5 4 % j 

HPK1 (87) 5% | 1 0 0 % 4 (c) Heat S h o c k / S t r e s s Prote ins 

PKCI (62) - 6 3 % i C y t o Partic 

PKCz (88 ) 6 9 % t Increase ERp72 3 6 % i 5 0 3 % T 

RSK1 (73) 1 8 % t 5 7 % i elF2a 3 6 % 1 5 1 % t 

S A P K b (38) 2 % T 6 7 % T Hsp60 4 0 % 4 8 1 % T 

GroEL 1 2 2 % t 128% j 

Hsp70 5 2 % t 1 1 % t 

Hsp90 3 4 % | 7387% t 

Table 6. Summary of changes in expression levels of selected proteins from 
KPKS, KPPS, and KHSP screens. C h a n g e s i n e x p r e s s i o n p r o f i l e s o f ( a ) p r o t e i n 
k i n a s e s , ( b ) p r o t e i n p h o s p h a t a s e s , a n d ( c ) s t r e s s / h e a t s h o c k p r o t e i n p a t h w a y - r e l a t e d 
p r o t e i n s i n t h e c y t o s o l i c a n d p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s f r o m H E K 2 9 3 c e l l s a r e t a b u l a t e d a s 
p e r c e n t c h a n g e ( u p - o r d o w n - r e g u l a t i o n ) i n t h e " h t t 1 3 8 " c o n d i t i o n a s c o m p a r e d w i t h t h e 
c o n t r o l " h t t 1 5 " c o n d i t i o n . O n l y t h o s e p r o t e i n t a r g e t s w i t h m e a s u r e m e n t v a l u e ( s ) o f g r e a t e r 
t h a n 5 0 0 0 c o u n t s b y E C L e m i s s i o n a n d d i s p l a y i n g a 5 0 % o r g r e a t e r c h a n g e i n e x p r e s s i o n 
h a v e b e e n i n c l u d e d i n t h i s l i s t . C y t o , c y t o s o l i c ; p a r t i c , p a r t i c u l a t e . 
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(a) Normalized to actin levels 

15 
CK2 (Partic) 146.9 
GroEL (Partic) 60.9 
Hsp90 (Partic) 88.0 
Hsp70 (Cyto) 49.0 

(b) Normalized to 15N levels 

15 
CK2 (Partic) 100 
GroEL (Partic) 100 
Hsp90 (Partic) 100 
Hsp70(Cyto) 100 

15N 138 138N 
121.0 143.4 178.5 

76.2 128.6 168.6 
80.3 115.5 179.9 
54.2 87.3 138.2 

15N 138 138N 
82 98 122 

125 211 277 
91 131 204 

111 178 282 

Table 7 . Quantification of results from immunoblot analysis of selected protein 
targets as shown in Figure 3 9 B . V a l u e s r e p o r t e d h a v e b e e n n o r m a l i z e d t o a c t i n l e v e l s 
a n d a r e r e p r e s e n t a t i v e o f t w o i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s u s i n g d i f f e r e n t b a t c h e s o f 
t r a n s f e c t e d H E K c e l l s . 1 5 , t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 5 Q / N R 1 / N R 2 B a n d n o n - s t i m u l a t e d ; 1 5 N , 
t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 5 Q / N R 1 / N R 2 B a n d s t i m u l a t e d w i t h 1 m M N M D A / 5 0 p M g l y c i n e ; 
1 3 8 , t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 3 8 Q / N R 1 / N R 2 B a n d n o n - s t i m u l a t e d ; 1 3 8 N , t r a n s f e c t e d w i t h 
h t t - 1 3 8 Q / N R 1 / N R 2 B a n d s t i m u l a t e d w i t h 1 m M N M D A / 5 0 p M g l y c i n e . C y t o , c y t o s o l i c ; 
p a r t i c , p a r t i c u l a t e . 
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F i g u r e 3 3 . S a m p l e K i n e t w o r k s ™ K P K S s c r e e n r e s u l t s . A c t u a l i m m u n o b l o t r e s u l t s 
a r e s h o w n f o r c y t o s o l i c f r a c t i o n s f r o m H E K 2 9 3 c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 5 Q / N R 1 / N R 2 B . 
B a n d s w h i c h c o r r e s p o n d t o k n o w n p r o t e i n t a r g e t s a r e i n d i c a t e d b y a r r o w s a n d n u m b e r s , 
a n d i d e n t i t i e s o f t h e s e p r o t e i n k i n a s e s a r e t a b u l a t e d i n T a b l e 2 . 
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Figure 34. Plots of quantified Kinetworks™ KPKS screen results. E x p r e s s i o n l e v e l s 
o f p r o t e i n k i n a s e s s h o w n i n F i g u r e 3 3 a r e q u a n t i f i e d f o r b o t h ( A ) c y t o s o l i c a n d ( B ) 
p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s f r o m H E K 2 9 3 c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 5 Q / N R 1 / N R 2 B ( " h t t 1 5 " 
c o n d i t i o n ) o r h t t - 1 3 8 Q / N R 1 / N R 2 B ( " h t t 1 3 8 " c o n d i t i o n ) . V a l u e s f o r e a c h c o n d i t i o n a r e t h e 
a v e r a g e d r e s u l t s f r o m t h r e e i n d i v i d u a l t r a n s f e c t i o n s o f s i x 1 0 - c m d i s h e s o f H E K 2 9 3 c e l l s 
p e r t r a n s f e c t i o n . C e l l s a r e h a r v e s t e d f o r a n a l y s i s o n l y w h e n t r a n s f e c t i o n e f f i c i e n c y 
e x c e e d s 5 0 % . C y t o , c y t o s o l i c ; p a r t i c , p a r t i c u l a t e . 
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F i g u r e 3 5 . S a m p l e K i n e t w o r k s ™ K P P S s c r e e n r e s u l t s . A c t u a l i m m u n o b l o t r e s u l t s 
a r e s h o w n f o r c y t o s o l i c f r a c t i o n s f r o m H E K 2 9 3 c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 5 Q / N R 1 / N R 2 B . 
B a n d s w h i c h c o r r e s p o n d t o k n o w n p r o t e i n t a r g e t s a r e i n d i c a t e d b y a r r o w s a n d n u m b e r s , 
a n d i d e n t i t i e s o f t h e s e p r o t e i n p h o s p h a t a s e s a r e t a b u l a t e d i n T a b l e 3 . 
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Fiqure 36. Plots of quantified Kinetworks™ KPPS screen results. E x p r e s s i o n l e v e l s 
o f p r o t e i n p h o s p h a t a s e s s h o w n i n F i g u r e 3 5 a r e q u a n t i f i e d f o r b o t h ( A ) c y t o s o l i c a n d ( B ) 
p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s f r o m H E K 2 9 3 c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 5 Q / N R 1 / N R 2 B ( " h t t 1 5 " 
c o n d i t i o n ) o r h t t - 1 3 8 Q / N R 1 / N R 2 B ( " h t t 1 3 8 " c o n d i t i o n ) . V a l u e s f o r e a c h c o n d i t i o n a r e t h e 
a v e r a g e d r e s u l t s f r o m t h r e e i n d i v i d u a l t r a n s f e c t i o n s o f s i x 1 0 - c m d i s h e s o f H E K 2 9 3 c e l l s 
p e r t r a n s f e c t i o n . C e l l s a r e h a r v e s t e d f o r a n a l y s i s o n l y w h e n t r a n s f e c t i o n e f f i c i e n c y 
e x c e e d s 5 0 % . C y t o , c y t o s o l i c ; p a r t i c , p a r t i c u l a t e . 
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F i g u r e 3 7 . S a m p l e K i n e t w o r k s ™ K H S P s c r e e n r e s u l t s . A c t u a l i m m u n o b l o t r e s u l t s 
a r e s h o w n f o r c y t o s o l i c f r a c t i o n s f r o m H E K 2 9 3 c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 5 Q / N R 1 / N R 2 B . 
B a n d s w h i c h c o r r e s p o n d t o k n o w n p r o t e i n t a r g e t s a r e i n d i c a t e d b y a r r o w s a n d n u m b e r s , 
a n d i d e n t i t i e s o f t h e s e s t r e s s / h e a t s h o c k p r o t e i n s a r e t a b u l a t e d i n T a b l e 4 . 
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Figure 38. Plots of quantified Kinetworks™ KHSP screen results. E x p r e s s i o n l e v e l s 
o f s t r e s s / h e a t s h o c k p r o t e i n s s h o w n i n F i g u r e 3 7 a r e q u a n t i f i e d f o r b o t h ( A ) c y t o s o l i c a n d 
( B ) p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s f r o m H E K 2 9 3 c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 5 Q / N R 1 / N R 2 B ( " h t t 1 5 " 
c o n d i t i o n ) o r h t t - 1 3 8 Q / N R 1 / N R 2 B ( " h t t 1 3 8 " c o n d i t i o n ) . V a l u e s f o r e a c h c o n d i t i o n a r e t h e 
a v e r a g e d r e s u l t s f r o m t h r e e i n d i v i d u a l t r a n s f e c t i o n s o f s i x 1 0 - c m d i s h e s o f H E K 2 9 3 c e l l s 
p e r t r a n s f e c t i o n . C e l l s a r e h a r v e s t e d f o r a n a l y s i s o n l y w h e n t r a n s f e c t i o n e f f i c i e n c y 
e x c e e d s 5 0 % . C y t o , c y t o s o l i c ; p a r t i c , p a r t i c u l a t e . 
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F i g u r e 3 9 . U p - r e g u l a t i o n o f c y t o s o l i c H s p 7 0 e x p r e s s i o n b y m h t t d e p e n d s o n 
c o - e x p r e s s i o n o f N M D A R s a n d i s e n h a n c e d b y N M D A R a c t i v i t y . ( A ) E x p r e s s i o n 
l e v e l s o f H s p 7 0 i n c y t o s o l i c f r a c t i o n s f r o m H E K 2 9 3 c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h v a r i o u s 
c o n s t r u c t s a r e e x a m i n e d . E q u i v a l e n t a m o u n t s o f p r o t e i n f r o m a l l c o n d i t i o n s a r e r e s o l v e d 
b y S D S - P A G E , a n d c y t o s o l i c a c t i n e x p r e s s i o n i s s h o w n t o c o n t r o l f o r l o a d i n g v a r i a b i l i t y . 
I m m u n o b l o t s h o w n i s r e p r e s e n t a t i v e o f d a t a f r o m a t l e a s t f o u r e x p e r i m e n t s u s i n g t w o 
d i f f e r e n t b a t c h e s o f t r a n s f e c t e d c e l l s . U T , u n t r a n s f e c t e d ; 1 5 , t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 5 Q ; 
1 3 8 , t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 3 8 Q ; N R , t r a n s f e c t e d w i t h N R 1 / N R 2 B ; 1 5 + N R , t r a n s f e c t e d w i t h 
h t t - 1 5 Q / N R 1 / N R 2 B ; 1 3 8 + N R , t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 3 8 Q / N R 1 / N R 2 B . ( B ) R e p r e s e n t a t i v e 
i m m u n o b l o t s s h o w e x p r e s s i o n l e v e l s o f H s p 7 0 i n c y t o s o l i c f r a c t i o n s a n d C K 2 , G r o E L , a n d 
H s p 9 0 i n p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s f r o m t r a n s f e c t e d H E K 2 9 3 c e l l s , w i t h o r w i t h o u t N M D A R 
s t i m u l a t i o n . E q u i v a l e n t a m o u n t s o f p r o t e i n f r o m a l l c o n d i t i o n s a r e r e s o l v e d b y 
S D S - P A G E , a n d a c t i n e x p r e s s i o n i s s h o w n t o c o n t r o l f o r l o a d i n g v a r i a b i l i t y . I m m u n o b l o t s 
s h o w n a r e r e p r e s e n t a t i v e o f d a t a f r o m a t l e a s t t w o e x p e r i m e n t s u s i n g d i f f e r e n t b a t c h e s o f 
t r a n s f e c t e d c e l l s . 1 5 , t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 5 Q / N R 1 / N R 2 B a n d n o n - s t i m u l a t e d ; 1 5 N , 
t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 5 Q / N R 1 / N R 2 B a n d s t i m u l a t e d w i t h 1 m M N M D A / 5 0 p M g l y c i n e ; 
1 3 8 , t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 3 8 Q / N R 1 / N R 2 B a n d n o n - s t i m u l a t e d ; 1 3 8 N , t r a n s f e c t e d w i t h 
h t t - 1 3 8 Q / N R 1 / N R 2 B a n d s t i m u l a t e d w i t h 1 m M N M D A / 5 0 p M g l y c i n e . C y t o , c y t o s o l i c ; 
p a r t i c , p a r t i c u l a t e . 
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F i g u r e 40. I m m u n o b l o t s f o r t o t a l c e l l u l a r e x p r e s s i o n o f s e l e c t e d p r o t e i n s f r o m 
t r a n s f e c t e d H E K 2 9 3 c e l l s w i t h o r w i t h o u t N M D A R s t i m u l a t i o n . E q u i v a l e n t a m o u n t s 
o f p r o t e i n f r o m t o t a l c e l l l y s a t e s h a r v e s t e d i n p a r a l l e l f r o m H E K 2 9 3 c e l l s i n t h e " h t t 1 5 " a n d 
" h t t 1 3 8 " c o n d i t i o n s , w i t h o r w i t h o u t N M D A R a c t i v a t i o n , a r e r e s o l v e d b y S D S - P A G E . 
I m m u n o b l o t s s h o w n a r e r e p r e s e n t a t i v e o f f o u r e x p e r i m e n t s u s i n g d i f f e r e n t b a t c h e s o f 
t r a n s f e c t e d c e l l s . 1 5 , t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 5 Q / N R 1 / N R 2 B a n d n o n - s t i m u l a t e d ; 1 5 N , 
t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 5 Q / N R 1 / N R 2 B a n d s t i m u l a t e d w i t h 1 m M N M D A / 5 0 p M g l y c i n e ; 
1 3 8 , t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 3 8 Q / N R 1 / N R 2 B a n d n o n - s t i m u l a t e d ; 1 3 8 N , t r a n s f e c t e d w i t h 
h t t - 1 3 8 Q / N R 1 / N R 2 B a n d s t i m u l a t e d w i t h 1 m M N M D A / 5 0 p M g l y c i n e . 
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F i g u r e 4 1 . Q u a n t i f i c a t i o n o f t o t a l c e l l u l a r e x p r e s s i o n o f s e l e c t e d p r o t e i n s f r o m 
t r a n s f e c t e d H E K 2 9 3 c e l l s w i t h o r w i t h o u t N M D A R s t i m u l a t i o n . P r o t e i n s s h o w n i n 
F i g u r e 4 0 a r e q u a n t i f i e d f o r t o t a l e x p r e s s i o n l e v e l s . B a r s r e p r e s e n t m e a n ± S E M f r o m N = 
4 e x p e r i m e n t s u s i n g d i f f e r e n t b a t c h e s o f t r a n s f e c t e d c e l l s . C e l l s a r e h a r v e s t e d f o r 
a n a l y s i s o n l y w h e n t r a n s f e c t i o n e f f i c i e n c y e x c e e d s 5 0 % . N o s i g n i f i c a n t e f f e c t o f c o n d i t i o n 
( g e n o t y p e o r s t i m u l a t i o n ) i s o b s e r v e d f o r o v e r a l l e x p r e s s i o n l e v e l s o f e a c h p r o t e i n 
e x a m i n e d , b y 2 - w a y A N O V A . 1 5 , t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 5 Q / N R 1 / N R 2 B a n d 
n o n - s t i m u l a t e d ; 1 5 N , t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 5 Q / N R 1 / N R 2 B a n d s t i m u l a t e d w i t h 1 m M 
N M D A / 5 0 p M g l y c i n e ; 1 3 8 , t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 3 8 Q / N R 1 / N R 2 B a n d n o n - s t i m u l a t e d ; 
1 3 8 N , t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 3 8 Q / N R 1 / N R 2 B a n d s t i m u l a t e d w i t h 1 m M N M D A / 5 0 p M 
g l y c i n e . 
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W T Y A C 72 Y A C 128 
C y t o P a r t i c C y t o P a r t i c C y t o P a r t i c 

r > 

Genotype 

F i g u r e 4 2 . P a r t i c u l a t e C K 2 e x p r e s s i o n i s u p - r e g u l a t e d i n s t r i a t a l t i s s u e f r o m m i c e 
e x p r e s s i n g m h t t . ( A ) S t r i a t a l t i s s u e f r o m F V B / N W T , Y A C 7 2 , o r Y A C 1 2 8 m i c e i s 
f r a c t i o n a t e d i n t o c y t o s o l i c a n d p a r t i c u l a t e c o m p a r t m e n t s a n d a n a l y z e d f o r C K 2 
e x p r e s s i o n . T e n m i c r o g r a m s o f p r o t e i n a r e l o a d e d f o r e a c h s a m p l e , a n d a c t i n e x p r e s s i o n 
i s s h o w n t o c o n t r o l f o r l o a d i n g v a r i a b i l i t y . I m m u n o b l o t s h o w n i s r e p r e s e n t a t i v e o f f i v e 
e x p e r i m e n t s f o r e a c h g e n o t y p e , u s i n g s t r i a t a l t i s s u e p o o l e d f r o m t w o m i c e i n e v e r y 
e x p e r i m e n t . C y t o , c y t o s o l i c ; p a r t i c , p a r t i c u l a t e . ( B ) C h a n g e s i n p a r t i c u l a t e e x p r e s s i o n o f 
C K 2 ( n o r m a l i z e d t o a c t i n ) i n s t r i a t a l t i s s u e f r o m Y A C 7 2 a n d Y A C 1 2 8 m i c e a r e c o m p a r e d 
a g a i n s t W T . P l o t c o m p a r e s t h e r e l a t i v e f o l d c h a n g e i n n o r m a l i z e d p a r t i c u l a t e C K 2 
e x p r e s s i o n i n Y A C t r a n s g e n i c m i c e o v e r W T v a l u e s . B a r s r e p r e s e n t m e a n f o l d c h a n g e ± 
S E M f r o m N = 5 i n d e p e n d e n t e x p e r i m e n t s f o r e a c h g e n o t y p e . * S i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t 
c o m p a r e d t o n o r m a l i z e d Y A C 7 2 v a l u e s , p < 0 . 0 5 b y u n p a i r e d t - t e s t . * * S i g n i f i c a n t l y 
d i f f e r e n t t h a n o n e , p < 0 . 0 1 b y 1 - s a m p l e t - t e s t o f d a t a v a l u e s n o r m a l i z e d t o W T . 
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WT Y A C 7 2 Y A C 1 2 8 

P.I. TUNEL P.I. TUNEL P.I. TUNEL 

50 L i m 

F i g u r e 4 3 . N M D A - i n d u c e d a p o p t o s i s i n M S N s f r o m F V B / N W T , Y A C 7 2 , o r Y A C 1 2 8 
m i c e i n t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f C K 2 i n h i b i t i o n . N e u r o n s a r e p r e - t r e a t e d w i t h 
v e h i c l e D M S O o r C K 2 i n h i b i t o r D R B p r i o r t o N M D A i n s u l t . R e p r e s e n t a t i v e p i c t o g r a p h s o f 
M S N s t r e a t e d a t 9 d . i . v . , f i x e d a t 1 0 d . i . v . , a n d s t a i n e d w i t h T U N E L a n d p r o p i d i u m i o d i d e 
( P I ) a r e s h o w n f o r W T , Y A C 7 2 , a n d Y A C 1 2 8 m i c e . F o l l o w i n g i n i t i a l f i x a t i o n o f t h e n e u r o n s 
i n 4 % P F A , a l l s u b s e q u e n t s t e p s o f t h e T U N E L l a b e l i n g p r o t o c o l , f l u o r e s c e n c e i m a g i n g 
a n d i m a g e c a p t u r i n g a r e p e r f o r m e d i n p a r a l l e l f o r b o t h t r e a t m e n t g r o u p s w i t h i n e a c h 
g e n o t y p e i n e a c h e x p e r i m e n t . 
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Genotype 
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Treatment 

F i g u r e 4 4 . B l o c k a d e o f C K 2 a c t i v i t y i n m o u s e s t r i a t a l M S N s e x a c e r b a t e s 
N M D A R - m e d i a t e d m h t t - i n d u c e d a p o p t o s i s . A p o p t o t i c d e a t h i n c u l t u r e d s t r i a t a l M S N s 
f r o m W T , Y A C 7 2 , o r Y A C 1 2 8 m i c e i s a s s e s s e d b y T U N E L a s s a y 2 4 h o u r s a f t e r e x p o s u r e 
t o 1 m M N M D A / 5 0 p M g l y c i n e . N e u r o n s a r e p r e - t r e a t e d w i t h v e h i c l e D M S O o r C K 2 
i n h i b i t o r D R B p r i o r t o N M D A i n s u l t . ( A ) E x t e n t o f a p o p t o t i c d e a t h 2 4 h o u r s f o l l o w i n g 
N M D A i n s u l t i n t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f C K 2 i n h i b i t i o n a s v i s u a l i z e d b y T U N E L 
l a b e l i n g i s q u a n t i f i e d . B a r s r e p r e s e n t m e a n p e r c e n t a p o p t o s i s ± S E M , a f t e r s u b t r a c t i o n o f 
v a l u e s o b t a i n e d i n t h e a b s e n c e o f N M D A e x p o s u r e f o r e a c h e x p e r i m e n t , f r o m N = 3 
d i f f e r e n t b a t c h e s o f c u l t u r e d n e u r o n s f o r e a c h t r e a t m e n t c o n d i t i o n . S t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e 
i s d e t e r m i n e d b y 2 - w a y A N O V A f o l l o w e d b y B o n f e r r o n i p o s t - t e s t ( m a i n e f f e c t o f g e n o t y p e 
F ( 2 , 6 ) = 5 4 . 0 4 , p = 0 . 0 0 0 1 ; m a i n e f f e c t o f d r u g F ( 1 , 6 ) = 7 1 . 7 7 , p = 0 . 0 0 0 1 ; s i g n i f i c a n t 
i n t e r a c t i o n o f g e n o t y p e a n d d r u g F ( 2 , 6 ) = 8 . 6 0 2 , p = 0 . 0 1 7 3 ) . n . s . , n o t s i g n i f i c a n t l y 
d i f f e r e n t ; * * p < 0 . 0 1 , s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t c o m p a r e d t o D M S O . ( B ) V e r i f i c a t i o n o f c o n t r o l 
l e v e l s o f a p o p t o t i c d e a t h , i n t h e a b s e n c e o f N M D A t r e a t m e n t , i n c u l t u r e d M S N s f r o m W T , 
Y A C 7 2 , o r Y A C 1 2 8 m i c e 2 6 h o u r s a f t e r t r e a t m e n t w i t h v e h i c l e D M S O o r C K 2 i n h i b i t o r 
D R B . B a r s r e p r e s e n t m e a n p e r c e n t a p o p t o s i s ± S E M f r o m N = 3 d i f f e r e n t b a t c h e s o f 
c u l t u r e d n e u r o n s f o r e a c h t r e a t m e n t c o n d i t i o n . S t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e i s d e t e r m i n e d b y 
2 - w a y A N O V A f o l l o w e d b y B o n f e r r o n i p o s t - t e s t , n . s . , n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t ; * p < 0 . 0 5 , 
s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t c o m p a r e d t o W T . 
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C H A P T E R 6. C O N C L U S I O N S 

6.1. Mechanisms of Modulation of NMDAR Activity/Trafficking by mHtt 

W e i n v e s t i g a t e d t h e e x p r e s s i o n o f N R 1 a n d N R 2 B N M D A R s u b u n i t s i n m o u s e 

s t r i a t a l t i s s u e t o d e t e r m i n e w h e t h e r o v e r a l l e x p r e s s i o n c h a n g e s c o u l d a c c o u n t f o r t h e 

N R 1 / N R 2 B - s p e c i f i c c h a n g e s i n c u r r e n t a n d t o x i c i t y a s s o c i a t e d w i t h m h t t e x p r e s s i o n 

( C h e n e t a l . , 1 9 9 9 b ; Z e r o n e t a l . , 2 0 0 1 , 2 0 0 2 ) . W e r e p o r t h e r e t h a t t o t a l N R 1 / N R 2 B 

e x p r e s s i o n d i d n o t a p p e a r t o v a r y w i t h htt p o l y Q l e n g t h i n a n i m a l s r a n g i n g f r o m 2 m o n t h s 

( e a r l y s y m p t o m a t i c ) t o 1 2 m o n t h s ( l a t e s y m p t o m a t i c ) o f a g e , c o n f i r m i n g p r e v i o u s r e s u l t s 

i n d i c a t i n g a l a c k o f c h a n g e i n o v e r a l l N R 1 / N R 2 B e x p r e s s i o n i n s t r i a t a l t i s s u e f r o m 2 

m o n t h - o l d W T , Y A C 4 6 , a n d Y A C 7 2 m i c e ( L i e t a l . , 2 0 0 3 ; s e e F i g u r e 7 ) . O v e r a r a n g e o f 

a n i m a l a g e s , s t r i a t a l N R 1 / N R 2 B e x p r e s s i o n a l s o d i d n o t v a r y i n W T a n i m a l s . 

I n t e r e s t i n g l y , w e f o u n d s o m e r a t h e r u n e x p e c t e d t e m p o r a l c h a n g e s i n N M D A R s u b u n i t 

e x p r e s s i o n i n Y A C 7 2 s t r i a t a l t i s s u e : N R 1 w a s d o w n - r e g u l a t e d a t 6 m o n t h s w h i l e N R 2 B 

w a s i n c r e a s e d a t 9 m o n t h s o f a g e . H o w e v e r , t h e s a m p l e s i z e ( N = 3 ) i s s m a l l , a n d t h e 

r e l a t i v e l y l a r g e v a r i a t i o n i n t h e d a t a m a y p r e c l u d e a n y t r u l y m e a n i n g f u l s t a t i s t i c a l a n a l y s i s . 

F u r t h e r e x p e r i m e n t s a r e r e q u i r e d t o c o n f i r m t h e a p p a r e n t t e m p o r a l c h a n g e s i n o v e r a l l 

N R 2 B e x p r e s s i o n i n Y A C 7 2 s t r i a t u m . 

D e s p i t e a l a c k o f c h a n g e i n o v e r a l l N M D A R e x p r e s s i o n i n m i c e e x p r e s s i n g m h t t 

w i t h v a r y i n g p o l y Q l e n g t h s , w e a r e n e v e r t h e l e s s a b l e t o u n c o v e r a d d i t i o n a l d e t a i l s a b o u t 

t h e m e c h a n i s m s t h r o u g h w h i c h m h t t m e d i a t e s i t s n e u r o t o x i c e f f e c t s , i n c l u d i n g t h e r o l e 

t h a t htt p l a y s i n t h e m o d u l a t i o n o f N M D A R a c t i v i t y , b a s e d o n t h e r e s u l t s f r o m s t u d i e s 

d e s c r i b e d i n t h e c u r r e n t t h e s i s . W h i l e it h a s p r e v i o u s l y b e e n r e p o r t e d f r o m m o u s e a n d 
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c e l l u l a r m o d e l s o f H D t h a t t h e a m p l i t u d e o f N M D A R - d e p e n d e n t c u r r e n t a n d e x t e n t o f 

N M D A - i n d u c e d c e l l d e a t h v a r y w i t h m h t t p o l y Q l e n g t h ( C h e n e t a l . , 1 9 9 9 b ; Z e r o n e t a l . , 

2 0 0 1 , 2 0 0 2 ; S h e h a d e h e t a l . , 2 0 0 6 ) , w e d e m o n s t r a t e f o r t h e f i r s t t i m e t h e u n d e r l y i n g 

c e l l u l a r m e c h a n i s m s w h i c h m a y a c c o u n t f o r t h i s e f f e c t . W e f o u n d i n Y A C 7 2 M S N s a 

s i g n i f i c a n t u p - r e g u l a t i o n o f t h e p r o p o r t i o n o f N R 1 a n d N R 2 B s u b u n i t s e x p r e s s e d o n t h e 

c e l l s u r f a c e , a s c o m p a r e d w i t h o t h e r m e m b e r s o f t h e i G l u R f a m i l y s u c h a s t h e A M P A R 

s u b u n i t G l u R 1 . T h e l a c k o f m h t t e f f e c t o n G l u R 1 s u r f a c e e x p r e s s i o n i s c o n s i s t e n t w i t h a 

s e l e c t i v e i n t e r a c t i o n b e t w e e n N M D A R s a n d m h t t , a s i l l u s t r a t e d b y a l a r g e r N M D A R - t o 

A M P A R - E P S C r a t i o i n t h e a b s e n c e o f p r e - s y n a p t i c c h a n g e s i n Y A C t r a n s g e n i c m i c e 

e x p r e s s i n g m h t t ( L i e t a l . , 2 0 0 3 , 2 0 0 4 ) . 

T h e u n d e r l y i n g c a u s e o f t h i s i n c r e a s e i n s u r f a c e N M D A R e x p r e s s i o n w a s a l s o 

i n v e s t i g a t e d i n t h i s t h e s i s . B e c a u s e r a t e s o f r e c e p t o r m o v e m e n t t o a n d f r o m t h e s u r f a c e 

m u s t b o t h c o n t r i b u t e t o t h e a c h i e v e m e n t a n d m a i n t e n a n c e o f a n y g i v e n s t e a d y - s t a t e o f 

s u r f a c e N M D A R e x p r e s s i o n , w e r e a s o n e d t h a t i n c r e a s e d s u r f a c e - t o - i n t e r n a l r a t i o o f 

N M D A R e x p r e s s i o n i n Y A C 7 2 M S N s m a y b e d u e t o c h a n g e s i n t h e k i n e t i c s o f r e c e p t o r 

t r a f f i c k i n g . In c o n t r a s t t o o u r i n i t i a l h y p o t h e s i s t h a t h i g h e r s u r f a c e l e v e l s m a y r e s u l t f r o m 

s l o w e r t u r n o v e r r a t e s , w e a c t u a l l y o b s e r v e d a m o r e r a p i d r a t e o f l o s s o f N M D A R s u b u n i t 

N R 1 f r o m t h e s u r f a c e r e f l e c t i n g p r e d o m i n a n t l y t h e d e g r a d a t i o n o f N R 1 v i a l y s o s o m e s . 

T h i s f i n d i n g , h o w e v e r , i s i n a g r e e m e n t w i t h a p r e v i o u s s t u d y d e m o n s t r a t i n g 

m h t t - m e d i a t e d e n h a n c e m e n t o f e x p r e s s i o n o f l y s o s o m a l p r o t e a s e s a n d a c t i v a t i o n o f t h e 

l y s o s o m a l d e g r a d a t i o n p a t h w a y ( K e g e l e t a l . , 2 0 0 0 ) . I m p o r t a n t l y , a n a l y s i s o f i n s e r t i o n 

k i n e t i c s r e v e a l e d a s i g n i f i c a n t l y f a s t e r r a t e o f i n s e r t i o n o f n e w N M D A R s t o t h e c e l l s u r f a c e 

i n M S N s f r o m Y A C 7 2 m i c e , a n e f f e c t w h i c h o n c e a g a i n s e e m e d t o b e s e l e c t i v e f o r 

N M D A R s a s G l u R 1 i n s e r t i o n r a t e s w e r e n o t f o u n d t o b e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t b e t w e e n 

W T a n d Y A C 7 2 M S N s . 
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B e c a u s e o f d i f f e r e n c e s i n t h e e x p e r i m e n t a l p r o t o c o l s u s e d t o i n v e s t i g a t e s u r f a c e 

r e c e p t o r l o s s v e r s u s i n s e r t i o n , it i s n o t p o s s i b l e t o d i r e c t l y c o m p a r e f i n d i n g s f r o m t h e t w o 

a s s a y s . I n t e r p o l a t i o n f r o m o u r d a t a i n a s s a y s t r a c k i n g r e c e p t o r l o s s f r o m t h e s u r f a c e 

s u g g e s t s t h a t r o u g h l y 2 5 % o f t h e i n i t i a l s u r f a c e r e c e p t o r p o o l a t a n y g i v e n t i m e a r e l o s t 

( a n d p r e s u m a b l y d e g r a d e d ) o v e r a 6 - h o u r d u r a t i o n i n M S N s f r o m W T m i c e , w h i l e i n t h e 

s a m e t i m e p e r i o d - 3 0 % o f N R 1 a r e l o s t f r o m t h e s u r f a c e i n Y A C 7 2 M S N s . T h e r e f o r e , t h e 

r e l a t i v e a m o u n t o f r e c e p t o r l o s s i n M S N s f r o m Y A C 7 2 m i c e e x c e e d e d t h a t o f W T b y - 5 % 

o v e r a 6 - h o u r p e r i o d . In t h e s a m e l e n g t h o f t i m e , i n s e r t i o n o f n e w N M D A R s ( a p a r t f r o m 

r e p l e n i s h m e n t f r o m r e c y c l i n g p o o l s ) l e d t o - 1 5 % m o r e N M D A R s "on t h e c e l l s u r f a c e , a s 

c o m p a r e d t o W T w h i c h d i d n o t a p p e a r t o h a v e a n y i n c o r p o r a t i o n o f n e w r e c e p t o r s a t a l l . 

6 . 1 . 1 . L i m i t a t i o n s o f M e t h o d s A v a i l a b l e f o r M e a s u r i n g F o r w a r d T r a f f i c k i n g 

T h e a p p a r e n t p a u c i t y o f N R 1 i n s e r t i o n t o t h e c e l l s u r f a c e i n W T M S N s i s i n c o n t r a s t 

t o e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l s t u d i e s i n o u r l a b o r a t o r y d e m o n s t r a t i n g a s m a l l b u t m e a s u r a b l e 

r e c o v e r y o f N M D A R c u r r e n t ( a n d h e n c e s u r f a c e r e c e p t o r n u m b e r ) i n c e l l s w i t h i n 1 5 

m i n u t e s f o l l o w i n g i r r e v e r s i b l e b l o c k a d e o f N M D A R f u n c t i o n b y M K - 8 0 1 t r e a t m e n t ( F a n e t 

a l . , 2 0 0 7 ) . W e a t t r i b u t e t h i s r e c o v e r y t o r e p l e n i s h m e n t b y a p l a s m a m e m b r a n e - p r o x i m a l 

p o o l o f r e c y c l i n g r e c e p t o r s , w h i c h w a s n o t e x p e c t e d t o h a p p e n i n o u r b i o t i n y l a t i o n a s s a y s 

b e c a u s e t h e d r u g t h a t w e u s e d i s k n o w n t o b l o c k b o t h e n d o c y t i c a n d r e c y c l i n g p r o c e s s e s 

w i t h i n t h e c e l l . O u r i n a b i l i t y t o o b s e r v e d e novo N M D A R i n s e r t i o n i n W T M S N s 

n e v e r t h e l e s s r e m a i n s a c o n c e r n , a s p r o t e i n s s h o u l d n o r m a l l y u n d e r g o a c o n t i n u o u s c y c l e 

o f d e g r a d a t i o n a n d n e w s y n t h e s i s / i n s e r t i o n a p a r t f r o m t h e r e c y c l i n g a r m . It i s t h e r e f o r e 

p o s s i b l e t h a t t r e a t m e n t w i t h c h l o r p r o m a z i n e m a y h a v e a d d i t i o n a l , u n e x p e c t e d e f f e c t s o n 

r e c e p t o r f o r w a r d t r a f f i c k i n g . A l t e r n a t i v e l y , c h l o r p r o m a z i n e - i n d u c e d d i s r u p t i o n o f t h e 
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e n d o c y t i c a r m o f t r a f f i c k i n g m a y l e a d t o a c o r r e s p o n d i n g c o m p e n s a t o r y i n h i b i t i o n o f 

c o n s t i t u t i v e r e c e p t o r e x o c y t o s i s a n d i n s e r t i o n , a s t h e s e t w o p r o c e s s e s h a v e b e e n 

s u g g e s t e d t o b e t i g h t l y c o u p l e d i n t h e m a i n t e n a n c e o f c o n s t i t u t i v e A M P A R c y c l i n g o v e r a 

p e r i o d o f m i n u t e s ( L l e d o e t a l . , 1 9 9 8 ; M a n e t a l . , 2 0 0 0 ; W a n g a n d L i n d e n , 2 0 0 0 ; r e v i e w e d 

i n G r o c a n d C h o q u e t , 2 0 0 6 ) . H o w e v e r , it i s u n c l e a r w h e t h e r t h i s h o m e o s t a t i c m e c h a n i s m 

a p p l i e s a l s o t o N M D A R s o r p e r s i s t s o v e r t h e 6 - h o u r p e r i o d e x a m i n e d i n o u r e x p e r i m e n t s . 

W h i l e t h e u s e o f c h l o r p r o m a z i n e m a y i n d i r e c t l y i n h i b i t c o n s t i t u t i v e e x o c y t i c 

p r o c e s s e s a n d t h e r e f o r e n o t p e r m i t a n a b s o l u t e m e a s u r e m e n t o f r e c e p t o r i n s e r t i o n , 

p a r a l l e l t r e a t m e n t o f W T a n d Y A C 7 2 M S N s w i t h t h i s d r u g n e v e r t h e l e s s r e v e a l e d 

d i f f e r e n c e s i n r e c e p t o r d e l i v e r y r a t e s t h a t s u g g e s t t h i s i n h i b i t o r y e f f e c t i s a t l e a s t p a r t i a l l y 

o v e r c o m e i n Y A C 7 2 M S N s b e c a u s e o f a c c e l e r a t e d f o r w a r d t r a f f i c k i n g i n t h e s e n e u r o n s . 

A s i d e f r o m t h e u s e o f c h l o r p r o m a z i n e , w e m a d e a t t e m p t s a t m e a s u r i n g r e c e p t o r 

d e l i v e r y u s i n g o t h e r p u b l i s h e d t e c h n i q u e s , w h i c h m e t w i t h l i m i t e d s u c c e s s . T o d i r e c t l y 

e x a m i n e f o r w a r d t r a f f i c k i n g o f n e w l y , s y n t h e s i z e d N M D A R s , w e m e t a b o l i c a l l y l a b e l e d 

M S N s i n c u l t u r e a n d p e r f o r m e d s e q u e n t i a l b i o t i n y l a t i o n t o t a g s u r f a c e p r o t e i n s , 

i m m u n o p r e c i p i t a t i o n t o c o n c e n t r a t e N M D A R c o m p l e x e s , a n d s u b s e q u e n t N e u t r A v i d i n 

p u l l - d o w n t o i s o l a t e t h e s u r f a c e p o o l o f N M D A R s a s p e r M u a n d c o l l e a g u e s ( 2 0 0 3 ) . 

E x p o s u r e t o f i l m w o u l d t h e n , i n t h e o r y , a l l o w d e t e c t i o n s p e c i f i c a l l y o f n e w l y s y n t h e s i z e d 

N M D A R s w i t h i n t h i s s u r f a c e p o o l , a s n e w r e c e p t o r s w o u l d b e l a b e l e d w i t h 3 5 S d u e t o t h e 

i n c o r p o r a t i o n o f r a d i o a c t i v e m e t h i o n i n e r e s i d u e s d u r i n g d e novo s y n t h e s i s . W e f o u n d t o 

o u r d i s m a y t h a t a t t h e e n d o f t h i s r a t h e r l e n g t h y p r o c e d u r e , t h e r e s u l t i n g r a d i o a c t i v e s i g n a l 

w a s f a r t o o w e a k f o r e i t h e r q u a l i t a t i v e o r q u a n t i t a t i v e m e a s u r e m e n t p u r p o s e s d e s p i t e t h e 

u s e o f f r e s h r a d i o i s o t o p e a t t h e b e g i n n i n g o f t h e e x p e r i m e n t a n d m e t a b o l i c l a b e l i n g f o r a n 

a d e q u a t e l e n g t h o f t i m e a c c o r d i n g t o p r e v i o u s l y p u b l i s h e d p r o c e d u r e s . A s s u c h w e w e r e 
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n o t a b l e t o d e t e r m i n e w h e t h e r f o r w a r d d e l i v e r y o f n e w l y s y n t h e s i z e d N M D A R s w a s 

d i f f e r e n t i n W T v e r s u s Y A C 7 2 M S N s . 

W e a l s o d i d p i l o t e x p e r i m e n t s t o m e a s u r e s u r f a c e a c c u m u l a t i o n o f N M D A R s u s i n g 

o t h e r c o n v e n t i o n a l m e t h o d s t o b l o c k e n d o c y t o s i s . C u l t u r e d M S N s w e r e e x p o s e d t o 

h y p e r t o n i c s u c r o s e , a t r e a t m e n t k n o w n t o i n h i b i t c l a t h r i n - m e d i a t e d e n d o c y t o s i s ( C a r r o l l e t 

a l . , 1 9 9 9 ; M a n e t a l . , 2 0 0 0 ; N o n g e t a l . , 2 0 0 3 ; W a n g e t a l . , 2 0 0 4 ) , b e f o r e b e i n g b i o t i n y l a t e d 

a t e i t h e r 0 o r 6 h o u r s f o l l o w i n g t r e a t m e n t . W h i l e o t h e r s h a v e s h o w n t h a t c h a n g e s i n 

A M P A R t r a f f i c k i n g c o u l d b e d e t e c t e d g e n e r a l l y w i t h i n 3 0 m i n u t e s o f h y p e r t o n i c s u c r o s e 

t r e a t m e n t , w e c h o s e t o e x a m i n e N M D A R i n s e r t i o n a t t h e 6 - h o u r t i m e p o i n t o n t h e b a s i s o f 

p r e v i o u s r e p o r t s i n d i c a t i n g p u r p o r t e d l y s l o w e r t u r n o v e r / t r a f f i c k i n g r a t e s o f N M D A R s i n 

c o m p a r i s o n t o A M P A R s ( L i s s i n e t a l . , 1 9 9 8 ; C a r r o l l e t a l . , 1 9 9 9 ; M a n e t a l . , 2 0 0 0 ; N o n g e t 

a l . , 2 0 0 3 ) . A t 2 - 3 h o u r s f o l l o w i n g s u c r o s e e x p o s u r e , h o w e v e r , c e l l s h a d a s s u m e d a 

r o u n d e d m o r p h o l o g y , w h i c h b e c a m e m o r e p r o n o u n c e d b y 6 h o u r s . A l t h o u g h t h e n e u r o n s 

r e m a i n e d l a r g e l y a t t a c h e d t o t h e c u l t u r e d i s h f o r t h e d u r a t i o n o f t h e e x p e r i m e n t , w e h a d 

c o n c e r n s a b o u t t h e v a l i d i t y o f d a t a o b t a i n e d f r o m t h e s e c e l l s a s t h e y h a d c l e a r l y b e c o m e 

u n h e a l t h y b y t h e t i m e o f b i o t i n y l a t i o n . T h e m o r p h o l o g i c a l c h a n g e s w e o b s e r v e d w e r e 

v e r y l i k e l y a c c o m p a n i e d b y c h a n g e s i n c e l l s i g n a l i n g p a t h w a y s , w h i c h w o u l d a f f e c t t h e 

a b i l i t y o f t h e c e l l t o m a i n t a i n n o r m a l b i o l o g i c a l p r o c e s s e s s u c h a s e n d o c y t o s i s a n d 

e x o c y t o s i s o f m e m b r a n e p r o t e i n s . H e n c e a n y m e a s u r e m e n t o f p r o t e i n d e l i v e r y t o t h e c e l l 

s u r f a c e u n d e r s u c h c i r c u m s t a n c e s w o u l d n o t a c c u r a t e l y r e f l e c t t h e p h y s i o l o g i c a l r a t e o f 

r e c e p t o r t r a f f i c k i n g , a n d a s s u c h t h e s e s t u d i e s w e r e a b a n d o n e d . 

A n o t h e r m e t h o d p r e v i o u s l y r e p o r t e d t o b l o c k c l a t h r i n - m e d i a t e d e n d o c y t o s i s 

i n v o l v e s t h e u s e o f t h e m e m b r a n e - p e r m e a n t , d y n a m i n - d e r i v e d m y r i s t o y l a t e d p e p t i d e 

m y r - D y n . T h i s p e p t i d e a c t s i n a d o m i n a n t n e g a t i v e f a s h i o n t o b l o c k r e c r u i t m e n t o f 

f u l l - l e n g t h d y n a m i n t o a m p h i p h y s i n a t c l a t h r i n - c o a t e d p i t s ( C a r r o l l e t a l . , 1 9 9 9 ; N o n g e t a l . , 
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2 0 0 3 ; W a n g e t a l . , 2 0 0 4 ) . In o u r h a n d s , t r e a t m e n t o f c u l t u r e d M S N s w i t h t h e m y r - D y n 

p e p t i d e f o r e i t h e r 0 . 5 o r 6 h o u r s d i d n o t a p p r e c i a b l y a l t e r t h e p r o p o r t i o n o f 

s u r f a c e - e x p r e s s e d N R 1 i n e i t h e r Y A C 7 2 o r W T M S N s i n c o m p a r i s o n t o s i s t e r d i s h e s o f 

c u l t u r e d n e u r o n s e x p o s e d t o t h e c o n t r o l , s c r a m b l e d v e r s i o n o f t h e p e p t i d e , i n s p i t e o f 

p r o p e r p e p t i d e s t o r a g e a n d h a n d l i n g p r o c e d u r e s . T h e c o n c e n t r a t i o n t h a t w e u s e d ( 1 0 

p M ) w a s b a s e d o n p u b l i s h e d p r o c e d u r e s , a l t h o u g h h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s o f u s e ( a t 5 0 

p M ; N o n g e t a l . , 2 0 0 3 ) h a v e a l s o b e e n r e p o r t e d . D u e t o t h e p r e l i m i n a r y n a t u r e o f t h e s e 

p i l o t e x p e r i m e n t s a n d t h e l i m i t e d q u a n t i t y o f p e p t i d e a v a i l a b l e t o u s a t t h e t i m e , w e 

d e c i d e d t o f o l l o w u p i n s t e a d w i t h t h e u s e o f c h l o r p r o m a z i n e t o b l o c k e n d o c y t o s i s , w h i c h 

w e f o u n d t o g i v e p r o m i s i n g r e s u l t s b a s e d o n i n i t i a l d o s e - r e s p o n s e s t u d i e s . 

6 . 1 . 2 . E n h a n c e d T r a f f i c k i n g o f N M D A R s C o m p o s e d o f N R 1 C 2 ' a n d N R 2 B 

O u r d a t a f r o m b i o t i n y l a t i o n e x p e r i m e n t s o f c h l o r p r o m a z i n e - t r e a t e d n e u r o n s c l e a r l y 

i n d i c a t e t h a t , w h i l e m h t t e x p r e s s i o n i n Y A C 7 2 M S N s s o m e h o w l e a d s t o f a s t e r l o s s o f 

N M D A R s f r o m t h e s u r f a c e , f o r w a r d N M D A R t r a f f i c k i n g r a t e s a r e e n h a n c e d t o e v e n 

g r e a t e r e x t e n t s a n d d o m i n a t e t o g e n e r a t e h i g h e r s t e a d y - s t a t e l e v e l s o f s u r f a c e N M D A R 

e x p r e s s i o n i n t h e s e c e l l s . F o r w a r d t r a f f i c k i n g i s r e g u l a t e d i n m u l t i p l e w a y s , i n c l u d i n g 

t h r o u g h c h a n g e s i n p h o s p h o r y l a t i o n o f N M D A R s , d i f f e r e n t i a l e x p r e s s i o n o f N M D A R 

s u b u n i t s a n d / o r i s o f o r m s , a n d a s s o c i a t i o n w i t h o t h e r p r o t e i n s o r t h e C S K . B a s e d o n 

e a r l i e r f i n d i n g s s u g g e s t i n g e n h a n c e m e n t o f N R 1 / N R 2 B f o r w a r d t r a f f i c k i n g b y 

r e p l a c e m e n t o f t h e N R 1 C 2 c a s s e t t e w i t h C 2 ' ( M u e t a l . , 2 0 0 3 ) , w e i n v e s t i g a t e d t h e 

p o s s i b i l i t y t h a t a l t e r n a t i v e s p l i c i n g m a y c o n t r i b u t e t o t h e f a s t e r f o r w a r d t r a f f i c k i n g w e 

o b s e r v e d f o r N M D A R s i n Y A C 7 2 M S N s . 
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C o m p a r i s o n o f t h e r e l a t i v e e x p r e s s i o n o f C 2 ' - v e r s u s C 2 - c o n t a i n i n g N R 1 i s o f o r m s 

i n s u b c e l l u l a r f r a c t i o n s r e v e a l e d a s i g n i f i c a n t s h i f t t o w a r d s t h e C 2 ' - c o n t a i n i n g i s o f o r m o f 

N R 1 i n t h e m o b i l e , E R - c o n t a i n i n g a n d m i c r o s o m e - e n r i c h e d f r a c t i o n ( P 3 ) o f Y A C 7 2 m o u s e 

s t r i a t u m , c o m p a r e d t o t h e s y n a p t o s o m a l r e g i o n ( L P 1 ) . A l a c k o f c h a n g e i n t h e r a t i o o f 

N R 1 i s o f o r m s c o n t a i n i n g C 2 ' v e r s u s C 2 . i n t h e L P 1 f r a c t i o n i n d i c a t e s t h a t N R 1 

C 2 ' - c o n t a i n i n g N M D A R c o m p l e x e s a r e n o t p r e f e r e n t i a l l y t r a f f i c k e d t o t h e s y n a p s e s . 

T h e s e d a t a s u g g e s t t h a t N M D A R s e n r i c h e d i n N R 1 i s o f o r m s c o n t a i n i n g t h e C 2 ' c a s s e t t e 

m a y b e p r e d o m i n a n t l y t a r g e t e d f o r e x p r e s s i o n a t n o n - s y n a p t i c p l a s m a m e m b r a n e s , w h i c h 

a r e i n c l u d e d i n t h e l i g h t m e m b r a n e P 3 f r a c t i o n . M o r e o v e r , w e f o u n d i n c r e a s e d 

a s s o c i a t i o n o f N R 1 C 2 ' w i t h N R 2 B s u b u n i t s i n s t r i a t a l t i s s u e f r o m Y A C 7 2 m i c e , c o n s i s t e n t 

w i t h a N R 2 B - s e l e c t i v e m e c h a n i s m o f m h t t - m e d i a t e d n e u r o t o x i c i t y a n d g r e a t e r n u m b e r s o f 

N R 2 B - c o n t a i n i n g N M D A R s b e i n g m o b i l i z e d m o r e q u i c k l y t h r o u g h t h e f o r w a r d t r a f f i c k i n g 

p a t h w a y o n t o t h e m e m b r a n e a t e x t r a - s y n a p t i c l o c a t i o n s . D i f f e r e n t i a l e x p r e s s i o n o f N R 2 A -

a n d N R 2 B - c o n t a i n i n g N M D A R s a t s y n a p t i c a n d e x t r a - s y n a p t i c s i t e s m a y h a v e i m p o r t a n t 

c o n s e q u e n c e s f o r c e l l u l a r s i g n a l i n g n e t w o r k s , a s d i f f e r e n c e s i n p r o - s u r v i v a l 

t r a n s c r i p t i o n a l a c t i v a t i o n p a t h w a y s a n d i n t h e d e t e r m i n a t i o n o f t h e d i r e c t i o n o f s y n a p t i c 

p l a s t i c i t y h a v e b e e n r e p o r t e d d e p e n d i n g o n t h e l o c a l i z a t i o n a n d / o r s u b u n i t c o m p o s i t i o n o f 

N M D A R s ( H a r d i n g h a m a n d B a d i n g , 2 0 0 3 ; L i u e t a l . , 2 0 0 4 ) . 

6 . 1 . 3 . I m p l i c a t i o n s f o r Y A C 1 2 8 H D M i c e 

In t h e s t u d i e s d e s c r i b e d i n t h e c u r r e n t t h e s i s , w e h a v e n o t l o o k e d a t Y A C 1 2 8 m i c e 

i n d e t a i l a p a r t f r o m a n e x a m i n a t i o n o f t h e C K 2 p r o t e i n e x p r e s s i o n p a t t e r n i n s t r i a t a l 

c y t o s o l i c a n d p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s a n d t h e d e m o n s t r a t i o n t h a t i n h i b i t i o n o f C K 2 a c t i v i t y i n 

s t r i a t a l M S N s f r o m t h e s e m i c e e x a c e r b a t e d N M D A R - d e p e n d e n t c e l l d e a t h t o s i m i l a r 
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l e v e l s a s i n Y A C 7 2 m i c e , r e l a t i v e t o W T M S N s ( s e c t i o n 5 . 7 ) . T h e Y A C 1 2 8 m i c e e x p r e s s 

m h t t w i t h a m o r e e x t r e m e p o l y Q e x p a n s i o n l e n g t h o f 1 2 8 Q ( S l o w e t a l . , 2 0 0 3 ) c o n s i s t e n t 

w i t h j u v e n i l e - o n s e t H D a n d e x h i b i t r e l a t i v e l y e a r l y d e g e n e r a t i o n o f s t r i a t a l n e u r o n s ( S l o w 

e t a l . , 2 0 0 3 ; V a n R a a m s d o n k e t a l . , 2 0 0 5 ) . B e c a u s e d i s e a s e p r o g r e s s e s m o r e q u i c k l y i n 

t h e s e m i c e t h a n i n s i m i l a r Y A C m o d e l s e x p r e s s i n g m h t t w i t h m o r e m o d e r a t e p o l y Q 

l e n g t h s , t h e Y A C 1 2 8 m i c e h a v e m e a s u r a b l e e n d p o i n t s f o r p r e - c l i n i c a l t e s t i n g a n d h a v e 

b e c o m e t h e m o d e l o f c h o i c e a m o n g t h e f u l l - l e n g t h m o u s e H D m o d e l s . B e c a u s e o f t h e 

i n c r e a s i n g l y w i d e s p r e a d u s e o f t h e s e m i c e i n p r e - c l i n i c a l t e s t i n g , it i s c r u c i a l t o b e a b l e t o 

c o r r e l a t e r e s u l t s f r o m t h e r a p e u t i c s t u d i e s i n t h e Y A C 1 2 8 m o u s e m o d e l w i t h 

c o r r e s p o n d i n g c h a n g e s a t t h e m o l e c u l a r a n d c e l l u l a r l e v e l . A t h o r o u g h u n d e r s t a n d i n g o f 

t h e e f f e c t s o f h t t - 1 2 8 Q e x p r e s s i o n i n t h e s e m i c e i s t h e r e f o r e n e c e s s a r y . 

A s n o t e d i n t h e I n t r o d u c t i o n ( s e c t i o n 1 . 2 . 6 ) , Y A C 1 2 8 m i c e e x h i b i t s i m i l a r d e f e c t s i n 

t h e k y n u r e n i n e p a t h w a y o f t r y p t o p h a n d e g r a d a t i o n a s d o h u m a n H D p a t i e n t s a n d t h e 

R 6 / 2 m o u s e m o d e l l e a d i n g t o i n c r e a s e d f o r m a t i o n o f o x i d a t i v e s p e c i e s a n d t h e N M D A R 

a g o n i s t Q A ( G u i d e t t i e t a l . , 2 0 0 4 , 2 0 0 6 ) . F r o m b i r t h , t h e s e m i c e a l s o d i s p l a y e d d i s r u p t e d 

C a 2 + h o m e o s t a s i s a n d c o m p r o m i s e d m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n . N o t o n l y d i d r e p e a t e d 

a p p l i c a t i o n o f g l u t a m a t e r e s u l t i n e l e v a t e d i n t r a c e l l u l a r C a 2 + l e v e l s i n c u l t u r e d M S N s f r o m 

P 0 - P 1 a n i m a l s o f t h i s g e n o t y p e ( T a n g e t a l . , 2 0 0 5 ) , b u t c o i n c i d e n t b l o c k o f g l y c o l y s i s 

f u r t h e r e x a c e r b a t e d N M D A - i n d u c e d C a 2 + d e - r e g u l a t i o n i n t h e s e n e u r o n s ( O l i v e i r a e t a l . , 

2 0 0 6 ) , i n c o m p a r i s o n t o c o n t r o l s ( s e e s e c t i o n 1 . 4 . 1 ) . T h e e x t e n t o f c y t o c h r o m e c r e l e a s e 

f r o m t h e i n t r a - m i t o c h o n d r i a l s p a c e i n t o t h e c y t o s o l a l s o r e v e a l e d a n i n c r e a s e d t e n d e n c y 

o f c u l t u r e d M S N s f r o m Y A C 1 2 8 m i c e t o u n d e r g o t h e m P T f o l l o w i n g g l u t a m a t e i n s u l t , a n d 

s i g n i f i c a n t l y h i g h e r l e v e l s o f g l u t a m a t e - i n d u c e d , N M D A R - d e p e n d e n t a p o p t o t i c d e a t h 

w e r e f o u n d i n t h e s e n e u r o n s i n c o m p a r i s o n t o W T ( T a n g e t a l . , 2 0 0 5 ; s e e s e c t i o n 1 . 4 . 4 ) . 

E x p o s u r e t o s u b - s a t u r a t i n g c o n c e n t r a t i o n s o f N M D A ( w h i c h i n d u c e d n o n - m a x i m a l l e v e l s 
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o f d e a t h i n M S N s f r o m Y A C 7 2 m i c e ) f u r t h e r i l l u s t r a t e d a c l e a r c o r r e l a t i o n b e t w e e n htt 

p o l y Q l e n g t h a n d e x t e n t o f N M D A R - d e p e n d e n t a p o p t o t i c c e l l d e a t h i n M S N s f r o m Y A C 

t r a n s g e n i c m i c e , w i t h Y A C 1 2 8 > Y A C 7 2 > Y A C 1 8 ( S h e h a d e h e t a l . , 2 0 0 6 ) . 

A l t h o u g h t h e s e c h a n g e s i n N M D A R - d e p e n d e n t t o x i c i t y , C a 2 + - h a n d l i n g , a n d 

m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n a r e s i m i l a r t o f i n d i n g s i n Y A C 7 2 m i c e w h i c h e x p r e s s m h t t w i t h a 

m o r e m o d e r a t e p o l y Q l e n g t h , t h e s e m i c e d i d n o t a p p e a r t o s h a r e a c o m m o n m e c h a n i s t i c 

p a t h w a y i n u l t i m a t e l y c a u s i n g N M D A R - m e d i a t e d a p o p t o t i c d e a t h . U n l i k e t h e Y A C 7 2 

m i c e , M S N s f r o m Y A C 1 2 8 m i c e h a d p e a k N M D A - i n d u c e d c u r r e n t d e n s i t i e s a n d 

N M D A R - m e d i a t e d C a 2 + l o a d s t h a t w e r e n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t t h a n W T ( F e r n a n d e s e t 

a l . , s u b m i t t e d f o r p u b l i c a t i o n ) . U n c h a n g e d N M D A R - m e d i a t e d c u r r e n t w a s i n a g r e e m e n t 

w i t h a l a c k o f e f f e c t o f h t t - 1 2 8 Q o n t h e r e l a t i v e d i s t r i b u t i o n o f N M D A R s ; i m m u n o s t a i n i n g 

s t u d i e s f a i l e d t o i d e n t i f y c h a n g e s i n t h e p r o p o r t i o n o f N R 1 s u b u n i t s l o c a t e d a t t h e s u r f a c e 

v e r s u s i n t r a c e l l u l a r l y ( L . Z h a n g a n d L . A . R a y m o n d , u n p u b l i s h e d r e s u l t s ) . In c o n t r a s t t o 

r e s u l t s f r o m o t h e r Y A C t r a n s g e n i c m i c e w h i c h w e h a v e e x a m i n e d , Y A C 1 2 8 m i c e 

d i s p l a y e d r e d u c e d s t r i a t a l N R 2 B e x p r e s s i o n a t 1 2 m o n t h s o f a g e ( J . S h e h a d e h a n d L . A . 

R a y m o n d , u n p u b l i s h e d r e s u l t s ; s e e s e c t i o n 1 . 2 . 5 ) . T h e s e d a t a c o l l e c t i v e l y i n d i c a t e t h a t 

m h t t - e l i c i t e d t o x i c i t y i n Y A C 1 2 8 M S N s d o e s n o t i n v o l v e c h a n g e s a t t h e l e v e l o f N M D A R 

c u r r e n t a n d / o r e x p r e s s i o n ( s u r f a c e a n d t o t a l ) . 

W h i l e c h a n g e s i n s u r f a c e N M D A R e x p r e s s i o n i n Y A C 7 2 s t r i a t a l n e u r o n s m a y b e 

e x p l a i n e d i n p a r t b y a l t e r e d s p l i c i n g o f N R 1 a n d a c c e l e r a t e d f o r w a r d t r a f f i c k i n g o f 

r e c e p t o r s , it i s n o t c l e a r w h a t o t h e r f a c t o r s m a y c o n t r i b u t e t o e n h a n c e d N M D A R a c t i v i t y . 

A s d i s c u s s e d i n s e c t i o n 1 . 5 . 3 o f t h e I n t r o d u c t i o n , p h o s p h o r y l a t i o n o f N M D A R s i s 

e x t r e m e l y i m p o r t a n t i n t h e r e g u l a t i o n o f N M D A R f u n c t i o n , w i t h s e r i n e p h o s p h o r y l a t i o n a t 

a m i n o a c i d p o s i t i o n s 8 9 6 a n d 8 9 7 o n t h e N R 1 s u b u n i t a c t i n g t o p r o m o t e f o r w a r d 

t r a f f i c k i n g o f N M D A R s ( S c o t t e t a l . , 2 0 0 1 , 2 0 0 3 ) . O u r l a b o r a t o r y h a s i n v e s t i g a t e d t h e 

174 / ., 



p h o s p h o r y l a t i o n s t a t u s o f t h e s e s i t e s i n s t r i a t a l t i s s u e f r o m W T a n d Y A C t r a n s g e n i c m i c e 

a n d c o n c l u d e d t h a t Y A C 1 2 8 m i c e e x p r e s s e d s i m i l a r l e v e l s o f S 8 9 6 - a n d 

S 8 9 6 / S 8 9 7 - p h o s p h o r y l a t e d N R 1 i n t h e s t r i a t u m a s d i d Y A C 7 2 m i c e , a n d b o t h o f t h e s e 

w e r e h i g h e r t h a n i n W T o r Y A C 1 8 m i c e ( C . C o w a n a n d L . A . R a y m o n d , u n p u b l i s h e d 

r e s u l t s ) . W h e r e a s i n c r e a s e d p S 8 9 6 / p S 8 9 7 w o u l d b e c o n s i s t e n t w i t h f a s t e r f o r w a r d 

m o v e m e n t o f r e c e p t o r s t h r o u g h t h e E R / G o l g i n e t w o r k s i n Y A C 7 2 , it i s n o t k n o w n w h a t 

r o l e i n c r e a s e d p h o s p h o r y l a t i o n o f t h e s e s i t e s p l a y s i n Y A C 1 2 8 m i c e w h e r e s u r f a c e 

N M D A R e x p r e s s i o n d o e s n o t a p p e a r t o b e a l t e r e d . 

S e r i n e p h o s p h o r y l a t i o n o f t h e N R 2 B s u b u n i t a l s o c o n t r i b u t e s t o m o d u l a t i o n o f 

N M D A R t r a f f i c k i n g a n d f u n c t i o n . S p e c i f i c a l l y , p h o s p h o r y l a t i o n a t S 1 4 8 0 o f N R 2 B b y C K 2 

d e c r e a s e s s u r f a c e l e v e l s o f N R 2 B - c o n t a i n i n g N M D A R s b y i n t e r f e r i n g w i t h t h e i r 

i n t e r a c t i o n w i t h P D Z p r o t e i n s a t t h e P S D ( C h u n g e t a l . , 2 0 0 4 ) . I n t e r e s t i n g , w e f o u n d 

i n c r e a s e d C K 2 e x p r e s s i o n i n t h e m e m b r a n e f r a c t i o n o f h e t e r o l o g o u s c e l l s c o - e x p r e s s i n g 

N R 1 / N R 2 B w i t h h t t - 1 3 8 Q , a n d i n t h e p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s f r o m Y A C 7 2 a n d Y A C 1 2 8 

s t r i a t a l t i s s u e , c o m p a r e d t o c e l l s a n d n e u r o n s t h a t e x p r e s s e d W T htt ( s e e R e s u l t s 

s e c t i o n s 5 . 2 a n d 5 . 7 . 1 ) . S e n s i t i v i t y t o N M D A - i n d u c e d t o x i c i t y w a s a l s o s i m i l a r l y 

a u g m e n t e d b y i n h i b i t i o n o f C K 2 a c t i v i t y i n c u l t u r e d s t r i a t a l M S N s f r o m b o t h Y A C 1 2 8 a n d 

Y A C 7 2 m i c e ( s e c t i o n 5 . 7 . 2 ) , s u g g e s t i n g t h a t C K 2 p l a y e d a p r o t e c t i v e r o l e a g a i n s t 

N M D A R - d e p e n d e n t e x c i t o t o x i c c e l l d e a t h , e s p e c i a l l y f o r c e l l s t h a t e x p r e s s e d m h t t . In t h e 

Y A C 1 2 8 m o u s e s t r i a t u m , C K 2 a c t i v i t y c o u l d c o n c e i v a b l y c o n t r i b u t e t o i n c r e a s e d p S 1 4 8 0 

l e v e l s t o m a i n t a i n r e l a t i v e l y l o w l e v e l s o f s u r f a c e N M D A R e x p r e s s i o n . H o w e v e r , t h e s a m e 

c a n n o t b e s a i d f o r Y A C 7 2 m i c e , w h i c h e x p r e s s a h i g h e r p r o p o r t i o n o f s u r f a c e N M D A R s 

t h a n d o Y A C 1 2 8 m i c e . M o r e o v e r , t r a n s f e c t e d H E K 2 9 3 c e l l s e x p r e s s i n g N R 1 / N R 2 B d i d 

n o t s h o w i n c r e a s e d p S 1 4 8 0 l e v e l s w h e n c o - t r a s f e c t e d w i t h h t t - 1 3 8 Q ( a s c o m p a r e d w i t h 

h t t - 1 5 Q ) ( C . S u t t o n a n d L . A . R a y m o n d , u n p u b l i s h e d r e s u l t s ) , a l t h o u g h i n t h e s e s a m e 
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t r a n s f e c t e d c e l l s t o t a l s u r f a c e N R 1 e x p r e s s i o n w a s n o t f o u n d t o b e d i f f e r e n t b e t w e e n 

h t t - 1 5 Q - a n d h t t - 1 3 8 Q - e x p r e s s i n g c e l l s ( C h e n e t a l . , 1 9 9 9 b ) . It r e m a i n s u n c l e a r a s t o 

w h e t h e r h e t e r o l o g o u s c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h h t t - 1 3 8 Q m o r e c l o s e l y r e s e m b l e s t h e 

Y A C 1 2 8 m o d e l , o r Y A C m i c e w h i c h e x p r e s s l e s s e x t r e m e p o l y Q l e n g t h s o f 7 2 Q o r 4 6 Q . 

6.2. Physical Link between NMDARs and Htt 

T o d e t e r m i n e w h a t a c t u a l l y m e d i a t e s t h e p h y s i c a l l i n k b e t w e e n N M D A R s a n d htt t o 

f a c i l i t a t e t h e a c t i o n s o f m h t t o n N M D A R f u n c t i o n , w e p r o b e d f o r i n t e r a c t i o n s b e t w e e n t h e 

h t t - i n t e r a c t i n g p r o t e i n H I P - 1 a n d N M D A R - b i n d i n g a - a c t i n i n s . C o n f i r m i n g e a r l i e r f i n d i n g s 

f r o m o u r l a b o r a t o r y u s i n g a t r a n s f e c t e d h e t e r o l o g o u s c e l l l i n e , w e d e m o n s t r a t e d 

i n t e r a c t i o n o f H I P - 1 a n d a - a c t i n i n 4 b y c o - i m m u n o p r e c i p i t a t i o n i n m o u s e f o r e b r a i n t i s s u e . 

T h e s e p r o t e i n s a l s o c o - l o c a l i z e d a n d c o - f r a c t i o n a t e d w i t h e a c h o t h e r , a n d H I P - 1 a n d 

a - a c t i n i n 4 a l s o b o u n d N M D A R s . W e w e r e n o t a b l e t o c o - p r e c i p i t a t e H I P - 1 u s i n g 

a n t i b o d i e s d i r e c t e d a g a i n s t a - a c t i n i n 4 o r a - a c t i n i n p r o t e i n s i n g e n e r a l , l i k e l y d u e t o t h e 

w i d e s p r e a d i n v o l v e m e n t o f t h e s e a c t i n - c r o s s l i n k i n g p r o t e i n s i n n u m e r o u s p r o c e s s e s 

w i t h i n t h e c e l l a n d t h e r e f o r e a r e l a t i v e l y s m a l l f r a c t i o n i n v o l v e d i n b i n d i n g t o H I P - 1 a n d 

N M D A R s a t a n y g i v e n t i m e . H o w e v e r , w e w o u l d a r g u e t h a t l a c k o f H I P - 1 d e t e c t i o n i n 

a n t i - a - a c t i n i n i m m u n o p r e c i p i t a t e s d o e s n o t i m p l y a l a c k o f i n t e r a c t i o n b e t w e e n t h e s e 

p r o t e i n s , s i n c e u s e o f H I P - 1 a n t i b o d i e s e v i d e n t l y b r o u g h t d o w n s i g n i f i c a n t a m o u n t s o f 

a - a c t i n i n 4 . 

W e f u r t h e r c o n f i r m e d a d i r e c t i n t e r a c t i o n b e t w e e n t h e s e t w o p r o t e i n s u s i n g a g e l 

o v e r l a y a s s a y w h e r e r e c o m b i n a n t a - a c t i n i n p r o t e i n w a s t e s t e d f o r b i n d i n g t o i m m o b i l i z e d 

H I P - 1 . W e i n i t i a l l y h y p o t h e s i z e d t h a t i n t e r a c t i o n b e t w e e n H I P - 1 a n d a - a c t i n i n m a y b e 

m e d i a t e d " v i a t h e i r t a l i n - l i k e a n d s p e c t r i n - l i k e d o m a i n s , r e s p e c t i v e l y , b u t a H I P - 1 f r a g m e n t 
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consisting only of the talin domain failed to bind a-actinin in these same studies. In an 

attempt to further examine whether the HIP-1 talin region may be able to bind a-actinin, 

we performed similar gel overlay assays on autospot membranes (prepared with help 

from Dr. W. Campbell and J . Guo; also see Guo et al., 2004) with 20-mer peptides 

spaced 2 amino acids apart and spanning the sequence of the C-terminal 561 amino 

acids of human HIP-1 protein which corresponds to the talin domain. The signals we 

obtained from a-actinin binding to the membrane were unfortunately not consistent 

across repeated experiments, and were often not significantly above background (data 

not shown). We therefore conclude that either the talin domain is not involved in 

mediating the HIP-1/a-actinin interaction, or else expression of the talin domain alone or 

20-mer peptides thereof is not sufficient to enable proper protein folding to take place 

such that the appropriate tertiary structure is not present to permit binding to normal 

binding partners of HIP-1. Perhaps mutational analyses in conjunction with yeast 

two-hybrid or other interaction studies will facilitate the identification of the regions within. 

HIP-1 which are involved in binding to a-actinin. 

6.2.1. Modulation of NMDARs by HIP-1 

If HIP-1 is involved in mediating the effects of mhtt or normal WT htt on NMDAR 

activity, manipulating HIP-1 levels would be expected to have an effect on NMDAR 

function and/or expression. We indeed found this to be the case from MSNs 

over-expressing HIP-1, where surface expression of the NR1 subunit was up-regulated 

akin to the difference observed between YAC72 and WT MSNs. While striatal MSNs from 

YAC72 mice had - 5 0 % higher ratio of surface-to-internal expression of NR1 than did WT 
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MSNs, the increase in NR1 surface expression in MSNs over-expressing HIP-1 was not 

as dramatic, at only ~30% compared with controls. Since expansion of the polyQ tract in 

htt weakens its interaction with HIP-1, expression of mhtt would enlarge the pool of free, 

non-htt-bound HIP-1 which is believed to contribute to mhtt-mediated neurotoxicity and 

HD pathogenesis by recruiting and activating caspase-8 (Gervais et al., 2002). Apart 

from this role, HIP-1 was also shown to regulate trafficking of AMPARs, as it appeared to 

be required for clathrin-dependent internalization of AMPARs following agonist 

stimulation in a cultured neuronal model (Metzler et al., 2003). On the other hand, taking 

into consideration our data from Chapter 3 indicating that the rate of NMDAR insertion to 

the neuronal surface membrane is increased while loss from the surface is not slowed, it 

would seem that HIP-1 plays more of a role in promoting surface expression of NMDARs 

rather than altering internalization rate. A recent study has shown that another 

huntingtin-interacting protein, HAP-1, plays a role in promoting recycling of 

y-aminobutyric acid (GABA) type A receptors back to the cell surface (Kittler et al., 2004). 

HIP-1 may act in a similar way to enhance the rate of NMDAR recycling back to the 

surface, or else facilitate forward mobilization of receptors from the Golgi, thus shifting the 

balance of receptor distribution towards increased steady-state levels of expression at the 

surface. In this way, expression of mhtt may act in part through HIP-1 to alter distribution 

of NMDARs to facilitate increased C a 2 + influx and excitotoxicity mediated by these 

receptors. 
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6.3. Effect of Htt PolyQ Expansion on Expression and/or Distribution of Signaling 

Proteins 

O n a m o r e g l o b a l s c a l e , a s e r i e s o f h i g h - t h r o u g h p u t s c r e e n s w e r e p e r f o r m e d i n a n 

a t t e m p t t o r e v e a l a d d i t i o n a l c l u e s a s t o w h a t o t h e r p r o t e i n s r e l e v a n t t o N M D A R f u n c t i o n 

m a y b e a f f e c t e d ( i n t e r m s o f e x p r e s s i o n l e v e l s a n d / o r d i s t r i b u t i o n ) b y htt p o l y Q e x p a n s i o n . 

H E K 2 9 3 c e l l s w e r e t r a n s f e c t e d w i t h p l a s m i d s e n c o d i n g N R 1 / N R 2 B a l o n g w i t h e i t h e r 

h t t - 1 5 Q ( W T ) o r h t t - 1 3 8 Q ( m u t a n t ) , a n d h a r v e s t e d f o r b o t h c y t o s o l i c a n d p a r t i c u l a t e 

f r a c t i o n s . A l t h o u g h s i g n a l i n g p a t h w a y s i n t r a n s f e c t e d H E K 2 9 3 c e l l s ( w h i c h a r e o f 

n o n - n e u r o n a l o r i g i n ) c a n n o t p o s s i b l y f u l l y r e c a p i t u l a t e t h o s e a c t i v a t e d i n n e u r o n s , w e 

h a v e r e a s o n t o b e l i e v e t h a t c e l l s c o - t r a n s f e c t e d w i t h h t t a n d N M D A R s c o u l d b e u s e d t o 

m o d e l c e r t a i n a s p e c t s o f N M D A R a c t i v a t i o n i n n e u r o n s ( C h e n e t a l . , 1 9 9 9 b ; Z e r o n e t a l . , 

2 0 0 1 , 2 0 0 2 ) . O u r d a t a f r o m t r a n s f e c t e d H E K c e l l s i n d i c a t e t h a t , o f t h e p r o t e i n s w h i c h 

w e r e e x a m i n e d , t h e v a s t m a j o r i t y w e r e n o t d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d i n e i t h e r f r a c t i o n . T h i s 

i s n o t u n e x p e c t e d c o n s i d e r i n g t h a t f o r H D a n d o t h e r l a t e - o n s e t d i s e a s e s , m o s t c e l l u l a r 

s i g n a l i n g m u s t r e m a i n i n t a c t i n o r d e r t o m a i n t a i n c l o s e - t o - n o r m a l c e l l f u n c t i o n a t l e a s t u n t i l 

s y m p t o m o n s e t . B e i n g a b l e t o r e p l i c a t e t h e v a l u e s f o r m o s t p r o t e i n s f r o m o n e c o n d i t i o n t o 

a n o t h e r i n f a c t r e a s s u r e s u s a s t o t h e r e p r o d u c i b i l i t y o f t h e s c r e e n s a n d c o n f i r m s t h i s a s a 

v a l i d a p p r o a c h t o i d e n t i f y p o s s i b l e t a r g e t s w i t h e x p r e s s i o n c h a n g e s f o r f u r t h e r 

i n v e s t i g a t i o n . 

W h e r e s u b s t a n t i a l c h a n g e w a s o b s e r v e d , it w a s g e n e r a l l y i n t h e f o r m o f a s h i f t i n 

d i s t r i b u t i o n e i t h e r f r o m t h e c y t o s o l i c t o t h e p a r t i c u l a t e f r a c t i o n o r w e e versa, i n c e l l s 

e x p r e s s i n g m h t t r e l a t i v e t o W T h t t . M o s t o f t h e s e c h a n g e s i n v o l v e d k i n a s e s a n d p r o t e i n s 

o f t h e s t r e s s r e s p o n s e p a t h w a y s u c h a s C K 2 , E R p 7 2 , G r o E L , H s p 7 0 , a n d H s p 9 0 . T o 

b e t t e r d e f i n e w h e t h e r t h e s e c h a n g e s o c c u r r e d s o l e l y a s a r e s u l t o f htt p o l y Q e x p a n s i o n , o r 
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w h e t h e r t h e y d e p e n d e d o n c o - e x p r e s s i o n o f N M D A R s , w e t r a n s f e c t e d H E K 2 9 3 c e l l s w i t h 

v a r i o u s c o n s t r u c t s t o e x p r e s s o n l y h t t - 1 5 Q , h t t - 1 3 8 Q , N R 1 / N R 2 B N M D A R s , o r N M D A R s 

a l o n g w i t h e i t h e r h t t - 1 5 Q o r h t t - 1 3 8 Q . O u r r e s u l t s s u g g e s t e d t h a t p o l y Q e x p a n s i o n a l o n e 

w a s n o t s u f f i c i e n t t o e n h a n c e c y t o s o l i c H s p 7 0 l e v e l s b u t i n s t e a d r e l i e d o n s i m u l t a n e o u s 

c o - e x p r e s s i o n o f N R 1 / N R 2 B N M D A R s . 

T h e e f f e c t o f N M D A R a c t i v a t i o n w a s a l s o t e s t e d , a n d w e f o u n d m h t t - i n d u c e d 

c h a n g e s t o b e p o t e n t i a t e d b y a g o n i s t - s t i m u l a t i o n o f N M D A R s , l i k e l y a s p a r t o f a d e f e n s i v e 

r e s p o n s e l a u n c h e d b y t h e c e l l t o c o m b a t e x c i t o t o x i c p a t h w a y s s t e m m i n g f r o m N M D A R 

a c t i v a t i o n i n c o n j u n c t i o n w i t h m h t t e x p r e s s i o n . It i s u n c l e a r a s t o w h e t h e r p o t e n t i a t i o n o f 

t h e s e s t r e s s - r e l a t e d p r o t e i n s w o u l d p l a y a p r o t e c t i v e r o l e , a l t h o u g h m o l e c u l a r c h a p e r o n e s 

s u c h a s H s p 7 0 h a v e b e e n p r e v i o u s l y d o c u m e n t e d t o s u p p r e s s t o x i c i t y a s s o c i a t e d w i t h 

e x p a n d e d p o l y Q t r a c t s ( C h a i e t a l . , 1 9 9 9 ; W a r r i c k e t a l . , 1 9 9 9 ; C a r m i c h a e l e t a l . , 2 0 0 0 ; 

J a n a e t a l . , 2 0 0 0 ; K a z e m i - E s f a r j a n i a n d B e n z e r , 2 0 0 0 ; K o b a y a s h i e t a l . , 2 0 0 0 ; M u c h o w s k i 

e t a l . , 2 0 0 0 ; C u m m i n g s e t a l . , 2 0 0 1 ; B o n i n i , 2 0 0 2 ; W y t t e n b a c h e t a l . , 2 0 0 2 ; A d a c h i e t a l . , 

2 0 0 3 ; I s h i h a r a e t a l . , 2 0 0 3 ) . In a m o u s e n e u r o n a l c e l l l i n e s t a b l y e x p r e s s i n g N - t e r m i n a l l y 

t r u n c a t e d p o l y Q - e x p a n d e d h t t , a n u m b e r o f c h a p e r o n e s w e r e s h o w n t o c o - l o c a l i z e w i t h 

h t t - c o n t a i n i n g a g g r e g a t e s ( J a n a e t a l . , 2 0 0 0 ) . In t h e s e c e l l s , e x p r e s s i o n o f H s p 7 0 w a s 

a l s o d r a m a t i c a l l y i n d u c e d u p o n e x p r e s s i o n o f p o l y Q - e x p a n d e d m h t t , a n d o v e r - e x p r e s s i o n 

o f c h a p e r o n e s s u c c e s s f u l l y i n h i b i t e d b o t h a g g r e g a t e f o r m a t i o n a n d m h t t - i n d u c e d c e l l 

d e a t h ( J a n a e t a l . , 2 0 0 0 ) . T h e s e f i n d i n g s a r e i n a g r e e m e n t w i t h a r e c e n t s t u d y 

d e m o n s t r a t i n g a p o s i t i v e c o r r e l a t i o n b e t w e e n H s p 7 0 e x p r e s s i o n l e v e l s a n d n e u r o n a l 

s u r v i v a l ; t h e m o r e v u l n e r a b l e s t r i a t a l a n d c o r t i c a l n e u r o n s i n c u l t u r e w e r e f o u n d t o h a v e 

s i g n i f i c a n t l y l o w e r l e v e l s o f C B P - m e d i a t e d H s p 7 0 e x p r e s s i o n t h a n n e u r o n s c u l t u r e d f r o m 

t h e c e r e b e l l u m , a r e g i o n l e s s s e v e r e l y a f f e c t e d i n H D ( T a g a w a e t a l . , 2 0 0 7 ) . A d i f f e r e n t 

s t u d y , h o w e v e r , r e p o r t e d a n e n h a n c e m e n t o f i n c l u s i o n f o r m a t i o n b y h e a t s h o c k p r o t e i n 
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o v e r - e x p r e s s i o n i n h e t e r o l o g o u s c e l l s t h a t w e r e c o - t r a n s f e c t e d w i t h a htt e x o n 1 f r a g m e n t 

c o n t a i n i n g a n e x p a n d e d p o l y Q ( W y t t e n b a c h e t a l . , 2 0 0 0 ) , t h u s h i g h l i g h t i n g o n c e a g a i n o u r 

n e e d f o r a n i m p r o v e d u n d e r s t a n d i n g o f t h e r o l e s t h a t t h e s e m o l e c u l a r c h a p e r o n e s p l a y i n 

p r o t e i n f o l d i n g u n d e r c o n d i t i o n s o f s t r e s s . 

T o t a l c e l l u l a r e x p r e s s i o n f o r s e l e c t e d p r o t e i n s i d e n t i f i e d f r o m t h e i n i t i a l s c r e e n s a s 

h a v i n g a l t e r e d e x p r e s s i o n i n c y t o s o l i c a n d / o r p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s w a s a l s o e x a m i n e d , t o 

d e t e r m i n e w h e t h e r m h t t e x p r e s s i o n a n d N M D A R a c t i v a t i o n a f f e c t e d n o t o n l y c y t o s o l i c o r 

p a r t i c u l a t e l e v e l s a n d / o r d i s t r i b u t i o n , b u t l e d t o c h a n g e s i n o v e r a l l p r o t e i n e x p r e s s i o n 

l e v e l s a s w e l l . F r o m f o u r s e t s o f s a m p l e s t h a t w e r e t r a n s f e c t e d , t r e a t e d , a n d c o l l e c t e d 

i n d e p e n d e n t l y , w e f o u n d n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n o v e r a l l e x p r e s s i o n l e v e l s o f t h e 

p r o t e i n s e x a m i n e d r e g a r d l e s s o f htt p o l y Q l e n g t h o r N M D A R a c t i v i t y , s u g g e s t i n g m h t t 

e x p r e s s i o n i n t h e p r e s e n c e o f a g o n i s t - s t i m u l a t e d N M D A R s d i d n o t a f f e c t o v e r a l l 

t r a n s c r i p t i o n a n d t r a n s l a t i o n o f t h e s e p r o t e i n s . 

6 . 3 . 1 . M o d u l a t i o n o f N M D A R A c t i v i t y b y C K 2 i n t h e C o n t e x t o f H D 

C K 2 w a s o n e o f t h e p r o t e i n k i n a s e s s t u d i e d i n t h e s e s c r e e n s , a n d t h i s 

s e r i n e / t h r e o n i n e p r o t e i n k i n a s e e x h i b i t e d a r o b u s t i n c r e a s e i n p a r t i c u l a t e e x p r e s s i o n i n 

o u r i n i t i a l K P K S s c r e e n . C K 2 i s k n o w n t o b e a c t i v a t e d u n d e r c o n d i t i o n s o f s t r e s s a n d i s 

i n v o l v e d i n a w i d e a r r a y o f b i o l o g i c a l p r o c e s s e s i n c l u d i n g c e l l s u r v i v a l , t u m o r i g e n e s i s , a n d 

r e s p o n s e t o v i r a l i n f e c t i o n ( F a u s t a n d M o n t e n a r h 2 0 0 0 ; \ S a y e d e t a l . , 2 0 0 0 ; A h m e d e t a l . , 

2 0 0 2 ; L i t c h f i e l d 2 0 0 3 ; M e g g i o a n d P i n n a 2 0 0 3 ) . O n e w e l l k n o w n n e u r o n a l s u b s t r a t e o f 

C K 2 i s t h e P K C a n d C a s e i n K i n a s e S u b s t r a t e i n N e u r o n s - 1 ( P A C S I N - 1 ) , a h t t - i n t e r a c t i n g 

p r o t e i n w h i c h - l i k e H I P - 1 - h a s b e e n i m p l i c a t e d i n c l a t h r i n - m e d i a t e d e n d o c y t o s i s 

( M o d r e g g e r e t a l . , 2 0 0 2 ) . O f s p e c i a l i m p o r t a n c e t o u s , h o w e v e r , i s t h e p o s s i b i l i t y t h a t C K 2 
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m a y b e i m p l i c a t e d i n t h e r e g u l a t i o n o f N M D A R f u n c t i o n d i r e c t l y o r i n d i r e c t l y t h r o u g h 

P S D - 9 5 , s i n c e b o t h P S D - 9 5 a n d N M D A R s u b u n i t N R 2 B h a v e b e e n i d e n t i f i e d a s 

p h o s p h o r y l a t i o n s u b s t r a t e s o f C K 2 , a n d m o d u l a t i o n o f N M D A R f u n c t i o n b y C K 2 h a s b e e n 

r e p o r t e d ( L i e b e r m a n a n d M o d y , 1 9 9 9 ; C h u n g e t a l . , 2 0 0 4 ; S o t o e t a l . , 2 0 0 4 ) . It w a s 

t h e r e f o r e c o n c e i v a b l e t h a t t h e e f f e c t o f htt p o l y Q e x p a n s i o n o n N M D A R e x p r e s s i o n a n d / o r 

f u n c t i o n m a y b e m e d i a t e d i n p a r t t h r o u g h s i g n a l i n g p a t h w a y s i n v o l v i n g t h i s k i n a s e . W e 

c o n f i r m e d t h e e x p r e s s i o n o f t h i s p r o t e i n k i n a s e i n s t r i a t a l t i s s u e f r o m F V B / N W T a n d Y A C 

m i c e e x p r e s s i n g htt w i t h e x p a n d e d p o l y Q t r a c t s ( Y A C 7 2 a n d Y A C 1 2 8 ) , a n d n o t e d t h a t 

p a r t i c u l a t e e x p r e s s i o n o f C K 2 w a s i n c r e a s e d i n t h e Y A C m i c e r e l a t i v e t o W T , s i m i l a r t o 

f i n d i n g s f r o m H E K c e l l s t h a t o v e r - e x p r e s s e d m h t t c o m p a r e d t o W T a s s h o w n i n t h e K P K S 

s c r e e n . 

T o b e t t e r u n d e r s t a n d t h e r o l e o f C K 2 u p - r e g u l a t i o n i n p a r t i c u l a t e f r a c t i o n s f r o m 

s t r i a t a l t i s s u e e x p r e s s i n g m h t t , w e u s e d p h a r m a c o l o g i c a l i n h i b i t i o n t o t e s t t h e e f f e c t o f 

C K 2 a c t i v i t y b l o c k a d e . W e e m p l o y e d a p r e v i o u s l y d e s c r i b e d T U N E L - b a s e d t o x i c i t y 

p a r a d i g m t o a s k w h e t h e r C K 2 i n h i b i t i o n m i t i g a t e s o r e x a c e r b a t e s a p o p t o t i c d e a t h i n 

c u l t u r e d s t r i a t a l n e u r o n s e x p o s e d t o N M D A , a n d w h e t h e r t h e e f f e c t s o f C K 2 i n h i b i t i o n 

d i f f e r e d w i t h v a r y i n g htt p o l y Q l e n g t h . O u r r e s u l t s f r o m t h i s s t u d y c o n f i r m e d e a r l i e r 

f i n d i n g s i n d i c a t i n g a p o l y Q l e n g t h - d e p e n d e n t p o t e n t i a t i o n o f N M D A R - m e d i a t e d a p o p t o t i c 

d e a t h b y m h t t ( Z e r o n e t a l . , 2 0 0 2 ; S h e h a d e h e t a l . , 2 0 0 6 ) . W h e n C K 2 a c t i v i t y w a s 

a b o l i s h e d , w e o b s e r v e d s i g n i f i c a n t l y e l e v a t e d l e v e l s o f c e l l d e a t h r e s u l t i n g f r o m N M D A R 

o v e r - a c t i v a t i o n i n M S N s f r o m b o t h Y A C 7 2 a n d Y A C 1 2 8 t r a n s g e n i c m i c e . 

O u r r e s u l t s t h e r e f o r e i n d i c a t e t h a t , i n c e l l s e x p r e s s i n g p o l y Q - e x p a n d e d htt , C K 2 

p l a y s a p r o t e c t i v e r o l e a g a i n s t N M D A - a s s o c i a t e d t o x i c i t y . B e c a u s e C K 2 - m e d i a t e d 

p h o s p h o r y l a t i o n o f N R 2 B d i s r u p t s t h e l a t t e r ' s i n t e r a c t i o n w i t h P S D - 9 5 l e a d i n g t o 

d e c r e a s e d N R 2 B s u r f a c e e x p r e s s i o n l e v e l s ( C h u n g e t a l . , 2 0 0 4 ) , a r e d u c t i o n i n C K 2 
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a c t i v i t y w o u l d b e e x p e c t e d t o s t a b i l i z e o r i n c r e a s e N R 2 B s u r f a c e e x p r e s s i o n a n d t h e r e b y 

f a c i l i t a t e N M D A R - d e p e n d e n t e x c i t o t o x i c d e a t h . H e n c e it w o u l d b e o f i n t e r e s t t o d e t e r m i n e 

w h e t h e r t h e p o t e n t i a t i o n o f N M D A - i n d u c e d a p o p t o t i c d e a t h b y C K 2 i n h i b i t i o n i n o u r 

s t u d i e s r e s u l t e d f r o m c h a n g e s t o t h e p h o s p h o r y l a t i o n s t a t e a n d / o r s u r f a c e e x p r e s s i o n o f 

t h e N R 2 B s u b u n i t , a n d w h e t h e r s u c h c h a n g e s w o u l d b e m o d u l a t e d b y e x p r e s s i o n o f m h t t . 

M o r e o v e r , s i n c e r e c e p t o r s u r f a c e e x p r e s s i o n i s r e g u l a t e d b y e n d o c y t o s i s a n d o u r s t u d i e s 

i n d i c a t e a r o l e f o r H I P - 1 i n t h e m o d u l a t i o n o f N M D A R s u r f a c e e x p r e s s i o n , t h e C K 2 

s u b s t r a t e a n d h t t - i n t e r a c t o r P A C S I N - 1 d e s e r v e s g r e a t e r a t t e n t i o n a s a n a d d i t i o n a l 

r e g u l a t o r o f t h e c l a t h r i n - d e p e n d e n t e n d o c y t i c p r o c e s s a n d t h e r e f o r e a l i k e l y m e d i a t o r o f 

t h e e f f e c t s o f m h t t o n N M D A R e x p r e s s i o n a n d / o r f u n c t i o n . L i k e w i s e , t h e r o l e o f p 5 3 a s a 

p o s s i b l e m e d i a t o r o f m h t t - i n d u c e d , C K 2 - d e p e n d e n t t o x i c i t y w a r r a n t s f u r t h e r e x a m i n a t i o n 

i n l i g h t o f t h e k n o w n i n t e r a c t i o n b e t w e e n p 5 3 w i t h h t t ( S t e f f a n e t a l . , 2 0 0 0 ) , a l o n g w i t h 

p r e v i o u s f i n d i n g s d e m o n s t r a t i n g t h e r e g u l a t i o n o f p 5 3 a c t i v i t y b y C K 2 ( S c h u s t e r e t a l . , 

1 9 9 9 ; P o s p i s i l o v a e t a l . , 2 0 0 4 ) a n d w e e versa ( S c h u s t e r e t a l . , 2 0 0 1 ) . 

6.4. Selective Vulnerability of Striatal MSNs in HD 

A s m u c h p r o g r e s s h a s b e e n m a d e i n r e c e n t y e a r s o n t h e e l u c i d a t i o n o f t h e 

f u n c t i o n s o f W T a n d m u t a n t f o r m s o f h t t , a s w e l l a s t h e i d e n t i f i c a t i o n o f p r o t e i n i n t e r a c t o r s 

o f htt , t h e m e c h a n i s m s u n d e r l y i n g t h e l a t e o n s e t o f s t r i a t a l d e g e n e r a t i o n i n H D a r e 

b e c o m i n g i n c r e a s i n g l y w e l l u n d e r s t o o d . In H D m o u s e m o d e l s , e a r l y e f f e c t s o f m h t t 

e x p r e s s i o n o n c o r t i c o s t r i a t a l s i g n a l i n g , N M D A R f u n c t i o n , C a 2 + h o m e o s t a s i s , a n d 

m i t o c h o n d r i a l a c t i v i t y c r e a t e s u b - t o x i c l e v e l s o f n e u r o n a l s t r e s s , w h i c h m a y t h e n t r i g g e r 

a c t i v a t i o n o f a v a r i e t y o f s i g n a l i n g p a t h w a y s t o a l t e r g e n e t r a n s c r i p t i o n , d e g r a d e c e l l u l a r 

c o m p o n e n t s , g e n e r a t e o x i d a t i v e d a m a g e , a n d i m p a i r n e u r o n a l f u n c t i o n ( s u m m a r i z e d i n 
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F i g u r e 4 5 ) . P e r s i s t e n t o v e r - a c t i v a t i o n o f N M D A R s l e a d s t o c h r o n i c e x p o s u r e t o t h e s e 

t o x i c s t i m u l i a n d e v e n t s , w h i c h c o n t i n u e t o a c c u m u l a t e o v e r t i m e u n t i l , w i t h a g e , t h e 

n e u r o n s b e c o m e u n a b l e t o h a n d l e t h e s t r e s s a n y l o n g e r a n d t h e r e f o r e d e g e n e r a t e . 

W h i l e t h e e a r l y m o l e c u l a r t r i g g e r s l e a d i n g t o l a t e - o n s e t n e u r o d e g e n e r a t i o n a r e 

b e c o m i n g b e t t e r d e f i n e d , f e w s t u d i e s h a v e s p e c i f i c a l l y a d d r e s s e d t h e u n d e r l y i n g c a u s e s 

a n d m e c h a n i s m s o f t h e s e l e c t i v e d e g e n e r a t i o n o b s e r v e d i n H D . E x p r e s s i o n o f htt i s 

w i d e s p r e a d a n d n o t p a r t i c u l a r l y e n r i c h e d i n t h e s t r i a t u m , n o r a r e p r o t e i n s t h a t b i n d htt 

d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d i n s t r i a t a l M S N s . It i s t h e r e f o r e l i k e l y t h a t p r o p e r t i e s i n t r i n s i c t o 

s t r i a t a l M S N s a n d / o r a l t e r a t i o n s i n s e l e c t e d p r o t e i n - p r o t e i n i n t e r a c t i o n s i n v o l v i n g htt a n d 

r e g u l a t e d b y m h t t p o l y Q l e n g t h m a y p l a y a r o l e i n r e n d e r i n g t h e s e n e u r o n s p a r t i c u l a r l y 

s u s c e p t i b l e t o e x c i t o t o x i c d a m a g e i n H D . 

S p e c i f i c a l l y , t h e r e l a t i v e e n r i c h m e n t o f N R 2 B s u b u n i t e x p r e s s i o n ( v e r s u s N R 2 A ) i n 

s t r i a t u m a s c o m p a r e d t o o t h e r p a r t s o f t h e f o r e b r a i n ( L a n d w e h r m e y e r e t a l . , 1 9 9 5 ; 

G h a s e m z a d e h e t a l . , 1 9 9 6 ; R i g b y e t a l . , 1 9 9 6 ; S t a n d a e r t e t a l . , 1 9 9 9 ; C h r i s t i e e t a l . , 2 0 0 0 ; 

K u p p e n b e n d e r e t a l . , 2 0 0 0 ; L i e t a l . , 2 0 0 3 ) i m p l i c a t e s t h i s s u b u n i t a s o n e p o s s i b l e 

c a n d i d a t e i n c o n f e r r i n g a s e l e c t i v e v u l n e r a b i l i t y o f s t r i a t a l n e u r o n s t o m h t t - m e d i a t e d 

t o x i c i t y . E v i d e n c e t o s u p p o r t t h i s i d e a c a m e f r o m s t u d i e s i n b o t h t r a n s f e c t e d H E K 2 9 3 

c e l l s a n d s t r i a t a l M S N s f r o m Y A C t r a n s g e n i c m i c e d e m o n s t r a t i n g m h t t - i n d u c e d 

p o t e n t i a t i o n o f c u r r e n t a n d a p o p t o t i c d e a t h m e d i a t e d b y t h e N R 1 / N R 2 B , b u t n o t 

N R 1 / N R 2 A , s u b t y p e o f N M D A R s ( C h e n e t a l . , 1 9 9 9 b ; Z e r o n e t a l . , 2 0 0 1 , 2 0 0 2 ) . T h e 

r e s u l t s f r o m s t u d i e s d e s c r i b e d i n t h i s t h e s i s p r o v i d e a d d i t i o n a l i n s i g h t i n t o t h e 

m e c h a n i s m s u n d e r l y i n g t h i s p o t e n t i a t i o n . 

O u r f i n d i n g s o f e n h a n c e d s u r f a c e e x p r e s s i o n o f N R 1 a n d N R 2 B s u b u n i t s d u e t o 

a c c e l e r a t e d f o r w a r d m o b i l i z a t i o n o f N M D A R s t h r o u g h t h e E R / G o l g i n e t w o r k m a y b e a 

r e s u l t o f a l t e r e d p o s t - t r a n s c r i p t i o n a l a n d / o r p o s t - t r a n s l a t i o n a l m o d i f i c a t i o n s o f t h e s e 
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r e c e p t o r s , a l o n g w i t h p e r t u r b e d i n t e r a c t i o n s w i t h t h e a c t i n C S K o r o t h e r p r o t e i n s t h a t a r e 

r e s p o n s i b l e f o r N M D A R t r a f f i c k i n g , t a r g e t i n g , a n d a n c h o r i n g t o t h e c e l l s u r f a c e . T h e 

i n c r e a s e d r a t i o o f C 2 ' - t o - C 2 N R 1 s p l i c e v a r i a n t s t h a t w e o b s e r v e d i n t h e E R / m i c r o s o m e 

f r a c t i o n i n Y A C 7 2 s t r i a t u m w o u l d f a v o r a f a s t e r e x i t r a t e o f N M D A R s f r o m t h e E R ( F i g u r e 

4 6 , p o i n t 1 ) . It i s t h e r e f o r e n o t a b l e t h a t w e a l s o f o u n d i n c r e a s e d N R 1 C 2 ' i n c o r p o r a t i o n 

i n t o N R 2 B - ( a n d t o a l e s s e r e x t e n t , N R 2 A - ) c o n t a i n i n g N M D A R c o m p l e x e s i n Y A C 7 2 

s t r i a t a l t i s s u e c o m p a r e d w i t h W T . 

T h e f a c t t h a t w e d e m o n s t r a t e d t h e c o - a s s o c i a t i o n o f H I P - 1 , a - a c t i n i n , htt a n d 

N R 2 B i n c o m p l e x e s c o - i m m u n o p r e c i p i t a t e d f r o m s t r i a t a l t i s s u e s u g g e s t s a n a d d i t i o n a l 

m e c h a n i s m f o r s e l e c t i v e l y e n h a n c i n g s u r f a c e e x p r e s s i o n o f N R 2 B - c o n t a i n i n g N M D A R s . 

W e s h o w e d t h a t H I P - 1 a n d a - a c t i n i n i n t e r a c t , a n d a p r e v i o u s r e p o r t i n d i c a t e d t h a t 

a - a c t i n i n a s s o c i a t e s w i t h N R 1 a n d N R 2 B b u t n o t N R 2 A ( W y s z y n s k i e t a l . , 1 9 9 7 ) . 

M o r e o v e r , H I P - 1 i s p a r t o f t h e c l a t h r i n c o m p l e x i n v o l v e d i n r e c e p t o r f o r w a r d t r a f f i c k i n g 

t h r o u g h t h e G o l g i n e t w o r k , a s w e l l a s i n r e c e p t o r e n d o c y t o s i s a n d r e c y c l i n g , a n d d a t a 

s h o w n i n t h i s t h e s i s i n d i c a t e t h a t i n c r e a s e d l e v e l s o f H I P - 1 r e s u l t i n e n h a n c e d N M D A R 

s u r f a c e e x p r e s s i o n i n s t r i a t a l M S N s ( F i g u r e 4 6 , p o i n t 2 ) . T h u s , t h e e n r i c h m e n t o f N R 2 B 

e x p r e s s i o n i n s t r i a t a l n e u r o n s c o u p l e d w i t h m h t t - i n d u c e d a l t e r a t i o n s i n t h e t r a f f i c k i n g o f 

p r e d o m i n a n t l y N R 2 B - c o n t a i n i n g r e c e p t o r s t o g e t h e r m a y c o n f e r a s e l e c t i v e v u l n e r a b i l i t y o f 

s t r i a t a l n e u r o n s t o N M D A R - m e d i a t e d e x c i t o t o x i c d a m a g e a n d c o n t r i b u t e t o t h e s e l e c t i v e 

p a t t e r n o f n e u r o d e g e n e r a t i o n o b s e r v e d i n H D . 

6.5. Future Directions 

W e n o w h a v e i n o u r h a n d s a g r e a t e r n u m b e r o f p u z z l e p i e c e s w h i c h t o g e t h e r fit 

i n t o a l a r g e r o v e r a l l p i c t u r e c a l l e d H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . O n e o f t h e f u t u r e c h a l l e n g e s w i l l 
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b e ' t h e t a s k o f t r y i n g t o p o s i t i o n t h e s e p u z z l e p i e c e s r e l a t i v e t o o n e a n o t h e r , a l t h o u g h 

m a n y q u e s t i o n s r e m a i n u n r e s o l v e d . W h i l e w e h a v e n o w d e t e r m i n e d t h a t m h t t m a y 

i n c r e a s e s u r f a c e N M D A R e x p r e s s i o n b y m o d u l a t i n g t h e i n c o r p o r a t i o n o f d i f f e r e n t N R 1 

s p l i c e v a r i a n t s i n t o m o b i l e r e c e p t o r p o o l s a s w e l l a s b y a c t i n g v i a i t s p r o t e i n p a r t n e r s t o 

m o d u l a t e N M D A R d i s t r i b u t i o n , w e h a v e n o t e x h a u s t e d t h e p o s s i b i l i t i e s o f h o w e l s e m h t t 

c o u l d a c t t o m o d u l a t e N M D A R a c t i v i t y , o r n o n - N M D A R - d e p e n d e n t r o u t e s o f t o x i c i t y i n 

H D . A s d e s c r i b e d i n s e c t i o n 1 . 5 . 3 o f t h e I n t r o d u c t i o n , a n d a l s o s e c t i o n 6 . 1 . 3 o f t h i s 

C h a p t e r i n t h e c o n t e x t o f t h e Y A C 1 2 8 m o d e l , p h o s p h o r y l a t i o n c l e a r l y p l a y s a p i v o t a l r o l e 

i n d e t e r m i n i n g N M D A R f u n c t i o n , e x p r e s s i o n , a n d t r a f f i c k i n g , b u t s o f a r t h e l i n k b e t w e e n 

N M D A R p h o s p h o r y l a t i o n a n d p o l y Q e x p a n s i o n i n m h t t h a s n o t b e e n t h o r o u g h l y 

e x a m i n e d . 

O u r d a t a i n d i c a t e d a s h i f t i n t h e d i s t r i b u t i o n o f C 2 ' - v e r s u s C 2 - c o n t a i n i n g N R 1 

i s o f o r m s t o c o m p a r t m e n t s i n t r a n s i t t o / f r o m t h e c e l l s u r f a c e , a l t h o u g h t h e m e c h a n i s t i c 

d e t a i l s u n d e r l y i n g t h i s c h a n g e a r e a s y e t u n d e f i n e d . F u r t h e r w o r k a l s o n e e d s t o b e d o n e 

t o c h a r a c t e r i z e t h e m o b i l e v e s i c u l a r p o o l o f N M D A R s t o d e t e r m i n e w h e t h e r it a c t u a l l y 

c o m p r i s e s p o o l s o f r e c e p t o r s t r a v e l l i n g i n o p p o s i n g d i r e c t i o n s t o a n d f r o m t h e s u r f a c e 

a n d , if s o , w h e t h e r C 2 ' - a n d C 2 - c o n t a i n i n g N R 1 i s o f o r m s a r e d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d i n 

d i f f e r e n t p o o l s . 

W e o b s e r v e d t h a t o v e r - e x p r e s s i o n o f H I P - 1 l e d t o a s i m i l a r i n c r e a s e i n s u r f a c e 

N R 1 e x p r e s s i o n a s d i d m h t t e x p r e s s i o n i n Y A C 7 2 m i c e ; i n t h e a b s e n c e o f a d d i t i o n a l 

i n f o r m a t i o n w e c a n o n l y s p e c u l a t e a r o l e f o r H I P - 1 i n p r o m o t i n g r e c y c l i n g a n d / o r f o r w a r d 

t r a f f i c k i n g o f N M D A R s t o t h e c e l l s u r f a c e . F u r t h e r t e s t i n g w i l l b e n e c e s s a r y t o c o n f i r m o r 

d i s p r o v e t h i s i d e a , a n d t o e x a m i n e w h e t h e r t h e H I P - 1 - i n d u c e d e n h a n c e m e n t o f s u r f a c e 

p r o p o r t i o n o f N M D A R s s h a r e s a c o m m o n m e c h a n i s t i c p a t h w a y w i t h t h e i n c r e a s e 
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r e s u l t i n g f r o m m h t t p o l y Q e x p a n s i o n , f o r i n s t a n c e t h r o u g h a c h a n g e i n a l t e r n a t i v e s p l i c i n g 

o f N R 1 a n d / o r d i f f e r e n t i a l a s s o c i a t i o n o f t h e N R 2 B s u b u n i t w i t h d i f f e r e n t N R 1 i s o f o r m s . 

W i t h r e s p e c t t o t h e p h y s i c a l i n t e r a c t i o n b e t w e e n a - a c t i n i n a n d H I P - 1 l i n k i n g htt t o 

N M D A R s , it h a s n o t b e e n d e t e r m i n e d w h e t h e r t h i s i n t e r a c t i o n v a r i e s a c c o r d i n g t o htt 

p o l y Q l e n g t h , o r w h e t h e r m h t t a l t e r s o t h e r a s p e c t s o f N M D A R f u n c t i o n a l m o d u l a t i o n b y 

a c t i n - b i n d i n g p r o t e i n s o r t h e a c t i n C S K . It i s a l s o n o t k n o w n a s t o w h i c h r e g i o n s o f t h e t w o 

p r o t e i n s m e d i a t e t h e H I P - 1 / a - a c t i n i n i n t e r a c t i o n . I d e n t i f i c a t i o n o f t h e s e r e g i o n s ( f r o m 

m u t a t i o n a l o r o t h e r s t u d i e s ) w i l l c e r t a i n l y p r o v e u s e f u l i n f a c i l i t a t i n g t h e d e v e l o p m e n t o f 

m o l e c u l a r t o o l s s u c h a s d o m i n a n t n e g a t i v e p e p t i d e s , t o a l l o w d e t e r m i n a t i o n o f t h e 

f u n c t i o n a l c o n s e q u e n c e s o f b l o c k i n g t h i s i n t e r a c t i o n a n d t o t e s t w h e t h e r t h i s i n t e r a c t i o n i s 

r e q u i r e d f o r t h e e f f e c t s o f H I P - 1 o n N M D A R s u r f a c e e x p r e s s i o n . 

T h e s e a n d n u m e r o u s o t h e r q u e s t i o n s a b o u n d , a n d s u b s t a n t i a l a m o u n t s o f w o r k 

s t i l l n e e d t o b e d o n e t o f u r t h e r c h a r a c t e r i z e t h e m a n y m e c h a n i s m s , p a t h w a y s , a n d 

p r o t e i n s t h a t h a v e b e e n u n c o v e r e d t o d a t e . N e v e r t h e l e s s , w e h o p e t h e f i n d i n g s w e r e p o r t 

i n t h e p r e s e n t t h e s i s a d d t o p r e v i o u s w o r k b y o t h e r s a n d a l l o w u s t o b e g i n t o u n r a v e l t h e 

c o m p l e x c h a n g e s i n c e l l u l a r s i g n a l i n g r e s u l t i n g f r o m htt p o l y Q e x p a n s i o n t h a t u n d e r l i e 

d i s e a s e p a t h o g e n e s i s i n H D . 
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Figure 45. Flowchart illustrating cellular processes affected by expression of 
mhtt. T h e s e p r o c e s s e s c a n e a c h c o n t r i b u t e t o n e u r o n a l d y s f u n c t i o n a n d / o r d e g e n e r a t i o n 
i n d i v i d u a l l y o r i n c o n j u n c t i o n w i t h o t h e r p r o c e s s e s ; t h e y a r e d i r e c t l y o r i n d i r e c t l y 
m o d u l a t e d b y m h t t e x p r e s s i o n a n d a r e . i n t e r c o n n e c t e d i n n u m e r o u s w a y s t o f o r m 
f e e d - f o r w a r d s i g n a l i n g l o o p s . 
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F i q u r e 4 6 . C a r t o o n o f p o s s i b l e m e c h a n i s m s u n d e r l y i n g p o t e n t i a t i o n o f N M D A R 
a c t i v i t y b y m h t t a t n o n - s y n a p t i c s i t e s . A t n o n - s y n a p t i c m e m b r a n e s , m h t t m a y 
e n h a n c e N M D A R s u r f a c e e x p r e s s i o n b y : (1) p r o m o t i n g N M D A R d e l i v e r y t o t h e c e l l 
s u r f a c e b y m o d u l a t i n g s p l i c i n g o f N R 1 s u b u n i t t o i n c r e a s e p r o p o r t i o n o f C 2 ' - c o n t a i n i n g 
i s o f o r m s b e i n g c o m p l e x e d w i t h N R 2 B s u b u n i t s a n d t r a f f i c k e d t h r o u g h t h e E R / G o l g i 
n e t w o r k ; (2) i n t e r a c t i n g w i t h p r o t e i n p a r t n e r s s u c h a s H I P - 1 t o ( p u t a t i v e l y ) p r o m o t e 
i n c r e a s e d d e l i v e r y a n d / o r r e c y c l i n g o f N M D A R s b a c k t o t h e s u r f a c e . 
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e x p r e s s i o n o f f i v e N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e r e c e p t o r s u b u n i t m R N A s i n t h e c e r e b e l l u m 
o f d e v e l o p i n g a n d a d u l t r a t s . J . C o m p . N e u r o l . 3 4 7 , 1 5 0 - 1 6 0 . 

A l b i n , R . L . , Y o u n g , A . B . , P e n n e y , J . B . , H a n d e l i n , B . , B a l f o u r , R . , A n d e r s o n , K . D . , M a r k e l , 
D . S . , T o u r t e l l o t t e , W . W . , R e i n e r , A . , 1 9 9 0 . A b n o r m a l i t i e s o f s t r i a t a l p r o j e c t i o n 
n e u r o n s a n d N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e r e c e p t o r s i n p r e s y m p t o m a t i c H u n t i n g t o n ' s 
d i s e a s e . N . E n g l . J . M e d . 3 2 2 , 1 2 9 3 - 1 2 9 8 . 

A l b i n , R . L . , R e i n e r , A . , A n d e r s o n , K . D . , D u r e , L . S . 4 t h , H a n d e l i n , B . , B a l f o u r , R . , W h e t s e l l , 
W . O . J r . , P e n n e y J . B . , Y o u n g , A . B . , 1 9 9 2 . P r e f e r e n t i a l l o s s o f s t r i a t o - e x t e r n a l 
p a l l i d a l p r o j e c t i o n n e u r o n s i n p r e s y m p t o m a t i c H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . A n n . N e u r o l . 
3 1 , 4 2 5 - 4 3 0 . 

A l i , N . J . , L e v i n e , M . S . , 2 0 0 6 . C h a n g e s i n e x p r e s s i o n o f N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e r e c e p t o r 
s u b u n i t s o c c u r e a r l y i n t h e R 6 / 2 m o u s e m o d e l o f H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . D e v . 
N e u r o s c i . 2 8 , 2 3 0 - 2 3 8 . 

A l l i s o n , D . W . , G e l f a n d , V . I . , S p e c t o r , I., C r a i g , A . M . , 1 9 9 8 . R o l e o f a c t i n i n a n c h o r i n g 
p o s t s y n a p t i c r e c e p t o r s i n c u l t u r e d h i p p o c a m p a l n e u r o n s : d i f f e r e n t i a l a t t a c h m e n t o f 
N M D A v e r s u s A M P A r e c e p t o r s . J . N e u r o s c i . 1 8 , 2 4 2 3 - 2 4 3 6 . 

A l l i s o n , D . W . , C h e r v i n , A . S . , G e l f a n d , V . l . , C r a i g , A . M . , 2 0 0 0 . P o s t s y n a p t i c s c a f f o l d s o f 
e x c i t a t o r y a n d i n h i b i t o r y s y n a p s e s i n h i p p o c a m p a l n e u r o n s : m a i n t e n a n c e o f c o r e 
c o m p o n e n t s i n d e p e n d e n t o f a c t i n f i l a m e n t s a n d m i c r o t u b u l e s . J . N e u r o s c i . 2 0 , 
4 5 4 5 - 4 5 5 4 . 

A n d r a d e , M . A . , B o r k , P . , 1 9 9 5 . H E A T r e p e a t s i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e p r o t e i n . N a t . 
G e n e t . 1 1 , 1 1 5 - 1 1 6 . 

A n d r a d e , M . A . , P e r e z - l r a t x e t a , C , P o n t i n g , C P . , 2 0 0 1 . P r o t e i n r e p e a t s : s t r u c t u r e s , 
f u n c t i o n s , a n d e v o l u t i o n . J . S t r u c t . B i o l . 1 3 4 , 1 1 7 - 1 3 1 . 

A n d r e , V . M . , C e p e d a , C , V e n e g a s , A . , G o m e z , Y . , L e v i n e , M . S . , 2 0 0 6 . A l t e r e d c o r t i c a l 
g l u t a m a t e r e c e p t o r f u n c t i o n i n t h e R 6 / 2 m o d e l o f H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . J . 
N e u r o p h y s i o l . 9 5 , 2 1 0 8 - 2 1 1 9 . 
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A r e n a s , J . , C a m p o s , Y . , R i b a c o b a , R . , M a r t i n , M A . , R u b i o , J . C . , A b l a n e d o , P . , C a b e l l o , 
A . , 1 9 9 8 . C o m p l e x I d e f e c t i n m u s c l e f r o m p a t i e n t s w i t h H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . A n n . 
N e u r o l . 4 3 , 3 9 7 - 4 0 0 . 

A r i a n o , M . A . , W a g l e , N . , G r i s s e l l , A . E . , 2 0 0 5 . N e u r o n a l v u l n e r a b i l i t y i n m o u s e m o d e l s o f 
H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e : m e m b r a n e c h a n n e l p r o t e i n c h a n g e s . J . N e u r o s c i . R e s . 8 0 , 
6 3 4 - 6 4 5 . 

A r o n i n , N . , C h a s e , K . , Y o u n g , C , S a p p , E . , S c h w a r z , C , M a t t a , N . , K o m r e i c h , R . , 
L a n d w e h r m e y e r , B . , B i r d , E . , B e a l , M . F . , V o n s a t t e l , J . P . , S m i t h , T . , C a r r a w a y , R . , 
B o y c e , F . M . , Y o u n g , A . B . , P e n n e y , J . B . , D i F i g l i a , M . , 1 9 9 5 . C A G e x p a n s i o n a f f e c t s 
t h e e x p r e s s i o n o f m u t a n t h u n t i n g t i n i n t h e H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e b r a i n . N e u r o n 1 5 , 
1 1 9 3 - 1 2 0 1 . 

A r r a s a t e , M . , M i t r a , S . , S c h w e i t z e r , E . S . , S e g a l , M . R . , F i n k b e i n e r , S . , 2 0 0 4 . I n c l u s i o n 
b o d y f o r m a t i o n r e d u c e s l e v e l s o f m u t a n t h u n t i n g t i n a n d t h e r i s k o f n e u r o n a l d e a t h . 
N a t u r e 4 3 1 , 8 0 5 - 8 1 0 . 

A s z t e l y , F . , G u s t a f s s o n , B . , 1 9 9 6 . l o n o t r o p i c g l u t a m a t e r e c e p t o r s : t h e i r r o l e i n t h e 
e x p r e s s i o n o f h i p p o c a m p a l s y n a p t i c p l a s t i c i t y . M o l . N e u r o b i o l . 1 2 , 1 - 1 1 . 

B a r r i a , A . , M a l i n o w , R . , 2 0 0 2 . S u b u n i t - s p e c i f i c N M D A r e c e p t o r t r a f f i c k i n g t o s y n a p s e s . 
N e u r o n 3 5 , 3 4 5 - 3 5 3 . , 

B a r t l e t t , T . E . , B a n n i s t e r , N . J . , C o l l e t t , V . J . , D a r g a n , S . L . , M a s s e y , P . V . , B o r t o l o t t o , Z . A . , 
F i t z j o h n , S . M . , B a s h i r , Z . I . , C o l l i n g r i d g e , G . L . , L o d g e , D . , 2 0 0 6 . D i f f e r e n t i a l r o l e s o f 
N R 2 A a n d N R 2 B - c o n t a i n i n g N M D A r e c e p t o r s i n L T P a n d L T D i n t h e C A 1 r e g i o n o f 
t w o - w e e k o l d r a t h i p p o c a m p u s . N e u r o p h a r m a c o l o g y [ E p u b a h e a d o f p r i n t ] . 

B e a l , M . F . , 1 9 9 5 . A g i n g , e n e r g y , a n d o x i d a t i v e s t r e s s i n n e u r o d e g e n e r a t i v e d i s e a s e s . 
A n n . N e u r o l . 3 8 , 3 5 7 - 3 6 6 . 

B e a l , M . F . , 2 0 0 5 . M i t o c h o n d r i a t a k e c e n t e r s t a g e i n a g i n g a n d n e u r o d e g e n e r a t i o n . A n n . 
N e u r o l . 5 8 , 4 9 5 - 5 0 5 . 

B e a l , M . F . , K o w a l l , N . W . , E l l i s o n , D . W . , M a z u r e k , M . F . , S w a r t z , K . J . , M a r t i n , J . B . , 1 9 8 6 . 
R e p l i c a t i o n o f n e u r o c h e m i c a l c h a r a c t e r i s t i c s o f H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e b y q u i n o l i n i c 
a c i d . N a t u r e 3 2 1 , 1 6 8 - 1 7 1 . 

B e a l , M . F . , F e r r a n t e , R . J . , S w a r t z , K . J . , K o w a l l , N . W . , 1 9 9 1 . C h r o n i c q u i n o l i n i c a c i d 
l e s i o n s i n r a t s c l o s e l y r e s e m b l e H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . J . N e u r o s c i . 1 1 , 1 6 4 9 - 1 6 5 9 . 

B e a l , M . F . , B r o u i l l e t , E . , J e n k i n s , B . G . , F e r r a n t e , R . J . , K o w a l l , N . W . , M i l l e r , J . M . , S t o r e y , 
E . , S r i v a s t a v a , R . , R o s e n , B . R . , H y m a n , B . T . , 1 9 9 3 . N e u r o c h e m i c a l a n d h i s t o l o g i c 
c h a r a c t e r i z a t i o n o f s t r i a t a l e x c i t o t o x i c l e s i o n s p r o d u c e d b y t h e m i t o c h o n d r i a l t o x i n 
3 - n i t o p r o p i o n i c a c i d . J . N e u r o s c i . 1 3 , 4 1 8 1 - 4 1 9 2 . 

B e c h e r , M . W . , K o t z u k , J . A . , S h a r p , A . H . , D a v i e s , S . W . , B a t e s , G . P . , P r i c e , D . L . , R o s s , 
C . A . , 1 9 9 8 . I n t r a n u c l e a r n e u r o n a l i n c l u s i o n s i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e a n d 
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d e n t a t o r u b r a l a n d p a l l i d o l u y s i a n a t r o p h y : c o r r e l a t i o n b e t w e e n t h e d e n s i t y o f 
i n c l u s i o n s a n d I T 1 5 C A G t r i p l e t r e p e a t l e n g t h . N e u r o b i o l . D i s . 4 , 3 8 7 - 3 9 7 . 

B e g g s , A . H . , B y e r s , T . J . , K n o l l , J . H . , B o y c e , F . M . , B r u n s , G . A . , K u n k e l , L . M . , 1 9 9 2 . 
C l o n i n g a n d c h a r a c t e r i z a t i o n o f t w o h u m a n s k e l e t a l m u s c l e a l p h a - a c t i n i n g e n e s 
l o c a t e d o n c h r o m o s o m e s 1 a n d 1 1 . J . B i o l . C h e m . 2 6 7 , 9 2 8 1 - 9 2 8 8 . 

B e h r e n s , P . F . , F r a n z , P . , W o o d m a n , B . , L i n d e n b e r g , K . S . , L a n d w e h r m e y e r , G . B . , 2 0 0 2 . 
I m p a i r e d g l u t a m a t e t r a n s p o r t a n d g l u t a m a t e - g l u t a m i n e c y c l i n g : d o w n s t r e a m e f f e c t s 
o f t h e H u n t i n g t o n m u t a t i o n . B r a i n 1 2 5 , 1 9 0 8 - 1 9 2 2 . 

B e r b e r i c h , S . , P u n n a k k a l , P . , J e n s e n , V . , P a w l a k , V . , S e e b u r g , P . H . , H v a l b y , O . , K o h r , G . , 
2 0 0 5 . L a c k o f N M D A r e c e p t o r s u b t y p e s e l e c t i v i t y f o r h i p p o c a m p a l l o n g - t e r m 
p o t e n t i a t i o n . J . N e u r o s c i . 2 5 , 6 9 0 7 - 6 9 1 0 . 

B e r b e r i c h , S . , J e n s e n , V . , H v a l b y , O . , S e e b u r g , P . H . , K o h r , G . , 2 0 0 6 . T h e r o l e o f N M D A R 
s u b t y p e s a n d c h a r g e t r a n s f e r d u r i n g h i p p o c a m p a l L T P i n d u c t i o n . 
N e u r o p h a r m a c o l o g y [ E p u b a h e a d o f p r i n t ] . 

B e r l i o c c h i , L . , B a n o , D . , N i c o t e r a , P . , 2 0 0 5 . C a 2 + s i g n a l s a n d d e a t h p r o g r a m m e s i n 
n e u r o n s . P h i l . T r a n s . R . S o c . L o n d . B B i o l . S c i . 3 6 0 , 2 2 5 5 - 2 2 5 8 . 

B i t t e n b e n d e r , J . B . , Q u a d f a s e l , F . A . , 1 9 6 2 . R i g i d a n d a k i n e t i c s f o r m s o f H u n t i n g t o n ' s 
c h o r e a . A r c h . N e u r o l . 7 , 2 7 5 - 2 8 8 . 

B i z i e r e , K . , C o y l e , J . T . , 1 9 7 9 . E f f e c t s o f c o r t i c a l a b l a t i o n o n t h e n e u r o t o x i c i t y a n d r e c e p t o r 
b i n d i n g o f k a i n i c a c i d i n t h e s t r i a t u m . J . N e u r o s c i . R e s . 4 , 3 8 3 - 3 9 8 . 

B l a n q u e t , P . R . , 2 0 0 0 . C a s e i n k i n a s e 2 a s a p o t e n t i a l l y i m p o r t a n t e n z y m e i n t h e n e r v o u s 
s y s t e m . P r o g . N e u r o b i o l . 6 0 , 2 1 1 - 2 4 6 . 

B l i s s , T . V . , C o l l i n g r i d g e , G . L . , 1 9 9 3 . A s y n a p t i c m o d e l o f m e m o r y : l o n g - t e r m p o t e n t i a t i o n 
i n t h e h i p p o c a m p u s . N a t u r e 3 6 1 , 3 1 - 3 9 . 

B o g d a n o v , M . B . , F e r r a n t e , R . J . , K u e m m e r l e , S . , K l i v e n y i , P . , B e a l , M . F . , 1 9 9 8 . I n c r e a s e d 
v u l n e r a b i l i t y t o 3 - n i t r o p r o p i o n i c a c i d i n a n a n i m a l m o d e l o f H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . J . 
N e u r o c h e m . 7 1 , 2 6 4 2 - 2 6 4 4 . 

B o n i n i , N . M . , 2 0 0 2 . C h a p e r o n i n g b r a i n d e g e n e r a t i o n . P r o c . N a t l . A c a d . S c i . U . S . A . , 9 9 
S u p p l . 4 , 1 6 4 0 7 - 1 6 4 1 1 . 

B o u t e l l , J . M . , T h o m a s , P . , N e a l , J . W . , W e s t o n , V . J . , D u c e , J . , H a r p e r , P . S . , J o n e s , A . L . , 
1 9 9 9 . A b e r r a n t i n t e r a c t i o n s o f t r a n s c r i p t i o n a l r e p r e s s o r p r o t e i n s w i t h t h e 
H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e g e n e p r o d u c t , h u n t i n g t i n . H u m . M o l . G e n e t . 8 , 1 6 4 7 - 1 6 5 5 . 

B r e n n a n , W . A . J r . , B i r d , E . D . , A p r i l l e , J . R . , 1 9 8 5 . R e g i o n a l m i t o c h o n d r i a l r e s p i r a t o r y 
a c t i v i t y i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e b r a i n . J . N e u r o c h e m . 4 4 , 1 9 4 8 - 1 9 5 0 . 
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B r i n k m a n , R . R . , M e z e i , M . M . , T h e i l m a n n , J . , A l m q v i s t , E . , H a y d e n , M . R . , 1 9 9 7 . T h e 
l i k e l i h o o d o f b e i n g a f f e c t e d w i t h H u n t i n g t o n d i s e a s e b y a p a r t i c u l a r a g e , f o r a 
s p e c i f i c C A G s i z e . A m . J . H u m . G e n e t . 6 0 , 1 2 0 2 - 1 2 1 0 . 

B r o u i l l e t , E . , H a n t r a y e , P . , F e r r a n t e , R . J . , D o l a n , R . , L e r o y - W i l l i g , A . , K o w a l l , N . W . , B e a l , 
M . F . , 1 9 9 5 . C h r o n i c m i t o c h o n d r i a l e n e r g y i m p a i r m e n t p r o d u c e s s e l e c t i v e s t r i a t a l 
d e g e n e r a t i o n a n d a b n o r m a l c h o r e i f o r m m o v e m e n t s i n p r i m a t e s . P r o c . N a t l . A c a d . 
S c i . U . S . A . 9 2 , 7 1 0 5 - 7 1 0 9 . 

B r o w n e , S . E . , B o w l i n g , A . C . , M a c G a r v e y , U . , B a i k , M . J . , B e r g e r , S . C . , M u q i t , M . M . , B i r d , 
E . D . , B e a l , M . F . , 1 9 9 7 . O x i d a t i v e d a m a g e a n d m e t a b o l i c d y s f u n c t i o n i n H u n t i n g t o n ' s 
d i s e a s e : s e l e c t i v e v u l n e r a b i l i t y o f t h e b a s a l g a n g l i a . A n n . N e u r o l . 4 1 , 6 4 6 - 6 5 3 . 

B r u s t o v e t s k y , N . , B r u s t o v e t s k y , T . , P u r l , K . J . , C a p a n o , M . , C r o m p t o n , M . , D u b i n s k y , J . M . , 
2 0 0 3 . I n c r e a s e d s u s c e p t i b i l i t y o f s t r i a t a l m i t o c h o n d r i a t o c a l c i u m - i n d u c e d 
p e r m e a b i l i t y t r a n s i t i o n . J . N e u r o s c i . 2 3 , 4 8 5 8 - 4 8 6 7 . 

B r u s t o v e t s k y , N . , L a F r a n c e , R . , P u r l , K . J . , B r u s t o v e t s k y , T . , K e e n e , C D . , L o w , W . C . , 
D u b i n s k y , J . M . , 2 0 0 5 . A g e - d e p e n d e n t c h a n g e s i n t h e c a l c i u m s e n s i t i v i t y o f s t r i a t a l 
m i t o c h o n d r i a i n m o u s e m o d e l s o f H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . J . N e u r o c h e m . 9 3 , 
1 3 6 1 - 1 3 7 0 . 

B u r k e , J . R . , E n g h i l d , J . J . , M a r t i n , M . E . , J o u , Y . S . , M y e r s , R . M . , R o s e s , A . D . , V a n c e , J . M . , 
S t r i t t m a t t e r , W . J . , 1 9 9 6 . H u n t i n g t i n a n d D R P L A p r o t e i n s s e l e c t i v e l y i n t e r a c t w i t h t h e 
e n z y m e G A P D H . N a t . M e d . 2 , 3 4 7 - 3 5 0 . 

B y e r s , T . J . , H u s a i n - C h i s h t i , A . , D u b r e u i l , R . R . , B r a n t o n , D . , G o l d s t e i n , L . S . , 1 9 8 9 . 
S e q u e n c e s i m i l a r i t y o f t h e a m i n o - t e r m i n a l d o m a i n o f D r o s o p h i l a b e t a s p e c t r i n t o 
a l p h a a c t i n i n a n d d y s t r o p h i n . J . C e l l B i o l . 1 0 9 , 1 6 3 3 - 1 6 4 1 . 

C a r m i c h a e l , J . , C h a t e l l i e r , J . , W o o l f s o n , A . , M i l s t e i n , C , F e r s h t , A . R . , R u b i n s z t e i n , D . C . , 
2 0 0 0 . B a c t e r i a l a n d y e a s t c h a p e r o n e s r e d u c e b o t h a g g r e g a t e f o r m a t i o n a n d c e l l 
d e a t h i n m a m m a l i a n c e l l m o d e l s o f H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . P r o c . N a t l . A c a d . S c i . 
U . S . A . 9 7 , 9 7 0 1 - 9 7 0 5 . 

C a r r o l l , R . C , B e a t t i e , E . C . , X i a , H . , L u s c h e r , C , A l t s c h u l e r , Y . , N i c o l l , R . A . , M a l e n k a , 
R . C , v o n Z a s t r o w , M . , 1 9 9 9 . D y n a m i n - d e p e n d e n t e n d o c y t o s i s o f i o n o t r o p i c 
g l u t a m a t e r e c e p t o r s . P r o c . N a t l . A c a d . S c i . U . S . A . 9 6 , 1 4 1 1 2 - 1 4 1 1 7 . 
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C h a i , Y . , K o p p e n h a f e r , S . L . , B o n i n i , N . M . , P a u l s o n , H . L . , 1 9 9 9 . A n a l y s i s o f t h e r o l e o f 
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D i a k o w s k i , W . , G r z y b e k , M . , S i k o r s k i , A . F . , 2 0 0 6 . P r o t e i n 4 . 1 , a c o m p o n e n t o f t h e 
e r y t h r o c y t e m e m b r a n e s k e l e t o n a n d i t s r e l a t e d h o m o l o g u e p r o t e i n s f o r m i n g t h e 
p r o t e i n 4 . 1 / F E R M s u p e r f a m i l y . F o l i a H i s t o c h e m . C y t o b i o l . 4 4 , 2 3 1 - 2 4 8 . 

D i F i g l i a , M . , 1 9 9 0 . E x c i t o t o x i c i n j u r y o f t h e n e o s t r i a t u m : a m o d e l f o r H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . 
T r e n d s N e u r o s c i . 1 3 , 2 8 6 - 2 8 9 . 

D i F i g l i a , M . , S a p p , E . , C h a s e , K . , S c h w a r c z , C , M e l o n i , A . , Y o u n g , C , M a r t i n , E . , 
V o n s a t t e l , J . P . , C a r r a w a y , R . , R e e v e s , S . A . , B o y c e , F . M . , A r o n i n , N . , 1 9 9 5 . 
H u n t i n g t i n i s a c y t o p l a s m i c p r o t e i n a s s o c i a t e d w i t h v e s i c l e s i n h u m a n a n d r a t b r a i n 
n e u r o n s . N e u r o n 1 4 , 1 0 7 5 - 1 0 8 1 . 

D i F i g l i a , M . , S a p p , E . , C h a s e , K . O . , D a v i e s , S . W . , B a t e s , G . P . , V o n s a t t e l , J . P . , A r o n i n , N . , 
1 9 9 7 . A g g r e g a t i o n o f h u n t i n g t i n i n n e u r o n a l i n t r a n u c l e a r i n c l u s i o n s a n d d y s t r o p h i c 
n e u r i t e s i n b r a i n . S c i e n c e 2 7 7 , 1 9 9 0 - 1 9 9 3 . 

D i n g l e d i n e , R . , B o r g e s , K . , B o w i e , D . , T r a y n e l i s S . F . , 1 9 9 9 . T h e g l u t a m a t e r e c e p t o r i o n 
c h a n n e l s . P h a r m a c o l . R e v . 5 1 , 7 - 6 1 . 

D r a g u n o w , M . , F a u l l , R . L . , L a w l o r , P . , B e i h a r z , E . J . , S i n g l e t o n , K . , W a l k e r , E . B . , M e e , E . , 
1 9 9 5 . In s i t u e v i d e n c e f o r D N A f r a g m e n t a t i o n i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e s t r i a t u m a n d 
A l z h e i m e r ' s d i s e a s e t e m p o r a l l o p e s . N e u r o r e p o r t 6 , 1 0 5 3 - 1 0 5 7 . 

D u b r e u i l , R . R : , B y e r s , T . J . , S i l l m a n , A . L : , B a r - Z v i , D . , G o l d s t e i n , L . S . , B r a n t o n , D . , 1 9 8 9 . 
T h e c o m p l e t e s e q u e n c e o f D r o s o p h i l a a l p h a - s p e c t r i n : c o n s e r v a t i o n o f s t r u c t u r a l 
d o m a i n s b e t w e e n a l p h a - s p e c t r i n s a n d a l p h a - a c t i n i n . J . C e l l B i o l . 1 0 9 , 2 1 9 7 - 2 2 0 5 . 

D u c h e n , M . R . , 2 0 0 4 . R o l e s o f m i t o c h o n d r i a i n h e a l t h a n d d i s e a s e . D i a b e t e s 5 3 , 
S 9 6 - S 1 0 2 . 

D u g a n , L . L . , S e n s i , S . L . , C a n z o n i e r o , L . M . , H a n d r a n , S . D . , R o t h m a n , S . M . , L i n , T . S . , 
G o l d b e r g , M . P . , C h o i , D . W . , 1 9 9 5 . M i t o c h o n d r i a l p r o d u c t i o n o f r e a c t i v e o x y g e n 
s p e c i e s i n c o r t i c a l n e u r o n s f o l l o w i n g e x p o s u r e t o N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e . J . N e u r o s c i . 
1 5 , 6 3 7 7 7 - 6 3 7 8 8 . 

D u n a h , A . W . , S t a n d a e r t , D . G . , 2 0 0 1 . D o p a m i n e D 1 r e c e p t o r - d e p e n d e n t t r a f f i c k i n g o f 
s t r i a t a l N M D A g l u t a m a t e r e c e p t o r s t o t h e p o s t s y n a p t i c m e m b r a n e . J . N e u r o s c i . 2 1 , 
5 5 4 6 - 5 5 5 8 . 

D u n a h , A . W . , W y s z y n s k i , M . , M a r t i n , D . M . , S h e n g , M . , S t a n d a e r t , D . G . , 2 0 0 0 . 
A l p h a - a c t i n i n - 2 i n r a t s t r i a t u m : l o c a l i z a t i o n a n d i n t e r a c t i o n w i t h N M D A g l u t a m a t e 
r e c e p t o r s u b u n i t s . B r a i n R e s . M o l . B r a i n R e s . 7 9 , 7 7 - 8 7 . 

D u y a o , M . P . , A u e r b a c h , A . B . , R y a n , A . , P e r s i c h e t t i , F . , B a r n e s , G . T . , M c N e i l , S . M . , G e , 
P . , V o n s a t t e l , J . P . , G u s e l l a , J . F . , J o y n e r , A . L . , e t a l . , 1 9 9 5 . I n a c t i v a t i o n o f t h e 
m o u s e H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e g e n e h o m o l o g H d h . S c i e n c e 2 6 9 , 4 0 7 - 4 1 0 . 

197 



D y e r , R . B . , M c M u r r a y , C . T . , 2 0 0 1 . M u t a n t p r o t e i n i n H u n t i n g t o n d i s e a s e i s r e s i s t a n t t o 
, p r o t e o l y s i s i n a f f e c t e d b r a i n . N a t . G e n e t . 2 9 , 2 7 0 - 2 7 8 . 

E d w a r d s o n , J . M . , W a n g , C . T . , G o n g , B . , W y t t e n b a c h , A . , B a i , J . , J a c k s o n , M . B . , 
C h a p m a n , E . R . , M o r t o n , A . J . , 2 0 0 3 . E x p r e s s i o n o f m u t a n t h u n t i n g t i n b l o c k s 
e x o c y t o s i s i n P C 1 2 c e l l s b y d e p l e t i o n o f c o m p l e x i n II. J . B i o l . C h e m . 2 7 8 , 
3 0 8 4 9 - 3 0 8 5 3 . 

E h l e r s , M . D . , 2 0 0 0 . R e i n s e r t i o n o r d e g r a d a t i o n o f A M P A r e c e p t o r s d e t e r m i n e d b y 
a c t i v i t y - d e p e n d e n t e n d o c y t i c s o r t i n g . N e u r o n 2 8 , 5 1 1 - 5 2 5 . 

E h l e r s , M . D . , M a m m e n , A . L . , L a u , L . F . , H u g a n i r , R . L . , 1 9 9 6 a . S y n a p t i c t a r g e t i n g o f 
g l u t a m a t e r e c e p t o r s . C u r r . O p i n . C e l l B i o l . 8 , 4 8 4 - 4 8 9 . 

E h l e r s , M . D . , Z h a n g , S . , B e r n h a d t , J . P . , H u g a n i r , R . L . , 1 9 9 6 b . I n a c t i v a t i o n o f N M D A 
r e c e p t o r s b y d i r e c t i n t e r a c t i o n o f c a l m o d u l i n w i t h t h e N R 1 s u b u n i t . C e l l 8 4 , 7 4 5 - 7 5 5 . 

E n g e l s e n , B . , 1 9 8 6 . N e u r o t r a n s m i t t e r g l u t a m a t e : i t s c l i n i c a l i m p o r t a n c e . A c t a N e u r o l . 
S c a n d . 7 4 , 3 3 7 - 3 5 5 . 

F a n , M . M . Y . , F e r n a n d e s , H . B . / Z h a n g , L . Y . J . , H a y d e n , M . R . , R a y m o n d , L . A . , 2 0 0 7 . 
A l t e r e d N M D A r e c e p t o r t r a f f i c k i n g i n a y e a s t a r t i f i c i a l c h r o m o s o m e t r a n s g e n i c 
m o u s e m o d e l o f H u n t i n g t o n ' s d i s e s a s e . J . N e u r o s c i . 2 7 , 3 7 6 8 - 3 7 7 9 . 

F a n , M . M . Y . , R a y m o n d , L . A . , 2 0 0 6 . N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e ( N M D A ) r e c e p t o r f u n c t i o n a n d 
e x c i t o t o x i c i t y i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . P r o g . N e u r o b i o l . 
d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j . p n e u r o b i o . 2 0 0 6 . 1 1 . 0 0 3 ( A r t i c l e i n P r e s s ) . 

F a u s t , M . , M o n t e n a r h , M . , 2 0 0 0 . S u b c e l l u l a r l o c a l i z a t i o n o f p r o t e i n k i n a s e C K 2 . A k e y t o 
i t s f u n c t i o n ? C e l l T i s s u e R e s . 3 0 1 , 3 2 9 - 3 4 0 . 

F e r n a n d e s , H . B . , B a i m b r i d g e , K . G . , C h u r c h , J . , H a y d e n , M . R . , R a y m o n d , L . A . , 
M i t o c h o n d r i a l s e n s i t i v i t y a n d a l t e r e d c a l c i u m h a n d l i n g u n d e r l i e e n h a n c e d 
N M D A - i n d u c e d a p o p t o s i s i n Y A C 1 2 8 m o d e l o f H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . M a n u s c r i p t 
s u b m i t t e d f o r p u b l i c a t i o n . 

F e r r a n t e , R . J . , K o w a l l , N . W . , B e a l , M . F . , R i c h a r d s o n , E . P . J r . , B i r d , E . D . , M a r t i n , J . B . , 
1 9 8 5 . S e l e c t i v e s p a r i n g o f a c l a s s o f s t r i a t a l n e u r o n s i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . 
S c i e n c e 2 3 0 , 5 6 1 - 5 6 3 . 

F e r r a n t e , R . J . , K o w a l l , N . W . , B e a l , M . F . , M a r t i n , J . B . , B i r d , E . D . , R i c h a r d s o n , E . P . J r . , 
1 9 8 7 . M o r p h o l o g i c a n d h i s t o c h e m i c a l c h a r a c t e r i s t i c s o f a s p a r e d s u b s e t o f s t r i a t a l 
n e u r o n s i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . J . N e u r o p a t h o l . E x p . N e u r o l . 4 6 , 1 2 - 2 7 . 

F e r r a n t e , R . J . , K o w a l l , N . W . , C i p o l l o n i , P . B . , S t o r e y , E . , B e a l , M . F . , 1 9 9 3 . E x c i t o t o x i n 
l e s i o n s i n p r i m a t e s a s a m o d e l f o r H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e : h i s t o p a t h o l o g i c a n d 
n e u r o c h e m i c a l c h a r a c t e r i z a t i o n . E x p . N e u r o l . 1 1 9 , 4 6 - 7 1 . 

198 



F e r r e r , I., G o u t a n , E . , M a r i n , C , R e y , M . J . , R i b a l t a , T . , 2 0 0 0 . B r a i n - d e r i v e d n e u r o t r o p h i c 
f a c t o r i n H u n t i n g t o n d i s e a s e . B r a i n R e s . 8 6 6 , 2 5 7 - 2 6 1 . 

F u s c o , F . R . , C h e n , Q . , L a m o r e a u x , W . J . , F i g u e r e d o - C a r d e n a s , G . , J i a o , Y . , C o f f m a n , 
J . A . , S u r m e i e r , D . J . , H o n i g , M . G . , C a r l o c k , L . R . , R e i n e r , A . , 1 9 9 9 . C e l l u l a r 
l o c a l i z a t i o n o f h u n t i n g t i n i n s t r i a t a l a n d c o r t i c a l n e u r o n s i n r a t s : l a c k o f c o r r e l a t i o n 
w i t h n e u r o n a l v u l n e r a b i l i t y i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . J . N e u r o s c i . 1 9 , 1 1 8 9 - 1 2 0 2 . 

G a u t h i e r , L . R . , C h a r r i n , B . C . , B o r r e l l - P a g e s , M . , D o m p i e r r e , J . P . , R a n g o n e , H . , 
C o r d e l i e r e s , F . P . , D e M e y , J . , M a c D o n a l d , M . E . , L e s s m a n n , V . , H u m b e r t , S . , 
S a u d o u , F . , 2 0 0 4 . H u n t i n g t i n c o n t r o l s n e u r o t r o p h i c s u p p o r t a n d s u r v i v a l o f n e u r o n s 
b y e n h a n c i n g B D N F v e s i c u l a r t r a n s p o r t a l o n g m i c r o t u b u l e s . C e l l 1 1 8 , 1 2 7 - 1 3 8 . 

G e r b e r , G . , K a n g r g a , I., R y u , P . D . , L a r e w , J . S . , R a n d i c , M . , 1 9 8 9 . M u l t i p l e e f f e c t s o f 
p h o r b o l e s t e r s i n t h e r a t s p i n a l d o r s a l h o r n . J . N e u r o s c i . 9 , 3 6 0 6 - 3 6 1 7 . 

G e r b e r , H . P . , S e i p e l , K . , G e o r g i e v , O . , H o f f e r e r , M . , H u g , M . , R u s c o n i , S . , S c h a f f n e r , W . , 
1 9 9 4 . T r a n s c r i p t i o n a l a c t i v a t i o n m o d u l a t e d b y h o m o p o l y m e r i c g l u t a m i n e a n d 
p r o l i n e s t r e t c h e s . S c i e n c e 2 6 3 , 8 0 8 - 8 1 1 . 

G e r v a i s , F . G . , S i n g a r a j a , R . , X a n t h o u d a k i s , S . , G u t e k u n s t , C . A . , L e a v i t t , B . R . , M e t z l e r , 
M . , H a c k a m , A . S . , T a r n , J . , V a i l l a n c o u r t , J . P . , H o u t z a g e r , V . , R a s p e r , D . M . , R o y , S . , 
H a y d e n , M . R . , N i c h o l s o n , D . W . , 2 0 0 2 . R e c r u i t m e n t a n d a c t i v a t i o n o f c a s p a s e - 8 b y 
t h e H u n t i n g t i n - i n t e r a c t i n g p r o t e i n H i p - 1 a n d a n o v e l p a r t n e r H i p p i . N a t . C e l l B i o l . 4 , 
9 5 - 1 0 5 . 

G h a s e m z a d e h , M . B . , S h a r m a , S . , S u r m e i e r , D . J . , E b e r w i n e , J . H . , C h e s s e l e t , M . F . , 1 9 9 6 . 
M u l t i p l i c i t i y o f g l u t a m a t e r e c e p t o r s u b u n i t s i n s i n g l e s t r i a t a l n e u r o n s : a n R N A 
a m p l i f i c a t i o n s t u d y . M o l . P h a r m a c o l . 4 9 , 8 5 2 - 8 5 9 . 

G i n e s , S . , S e o n g , I . S . , F o s s a l e , E . , I v a n o v a , E . , T r e t t e l , F . , G u s e l l a , J . F . , W h e e l e r , V . C . , 
P e r s i c h e t t i , F . , M a c D o n a l d , M . E . , 2 0 0 3 . S p e c i f i c p r o g r e s s i v e c A M P r e d u c t i o n 
i m p l i c a t e s e n e r g y d e f i c i t i n p r e s y m p t o m a t i c H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e k n o c k - i n m i c e . 
H u m . M o l . G e n e t . 1 2 , 4 9 7 - 5 0 8 . 

G i n e s , S . , B o s c h , M . , M a r c o , S . , G a v a l d a , N . , D i a z - H e r n a n d e z , M . , L u c a s , J . J . , C a n a l s , 
J . M . , A l b e r c h , J . , 2 0 0 6 . R e d u c e d e x p r e s s i o n o f t h e T r k B r e c e p t o r i n H u n t i n g t o n ' s 
d i s e a s e m o u s e m o d e l s a n d i n h u m a n b r a i n . E u r . J . N e u r o s c i . 2 3 , 6 4 9 - 6 5 8 . 

G i o r g i n i , F . , M u c h o w s k i , P . J . , 2 0 0 5 . C o n n e c t i n g t h e d o t s i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e w i t h 
p r o t e i n i n t e r a c t i o n n e t w o r k s . G e n o m e B i o l . 6 , 2 1 0 . 

G o e h l e r , H . , L a l o w s k i , M . , S t e l z l , U . , W a e l t e r , S . , S t r o e d i c k e , M . , W o r m , U . , D r o e g e , A . , 
L i n d e n b e r g , K . S . , K n o b l i c h , M . , H a e n i g , C , H e r b s t , M . , S u o p a n k i , J . , S c h e r z i n g e r , 
E . , A b r a h a m , C , B a u e r , B . , H a s e n b a n k , R . , F r i t z s c h e , A . , L u d e w i g , A . H . , B u s s o w , 
K . , C o l e m a n , S . H . , G u t e k u n s t , C . A . , L a n d w e h r m e y e r , B . G . , L e h r a c h , H . , W a n k e r , 
E . E . , 2 0 0 4 . A p r o t e i n i n t e r a c t i o n n e t w o r k l i n k s G I T 1 , a n e n h a n c e r o f h u n t i n g t i n 
a g g r e g a t i o n , t o H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . M o l . C e l l . 1 5 , 8 5 3 - 8 6 5 . 

199 



G o l d b e r g , Y . P . , N i c h o l s o n , D . W . , R a s p e r , D . M . , K a l c h m a n , M . A . , K o i d e , H . B . , G r a h a m , 
R . K . , B r o m m , M . , K a z e m i - E s f a r j a n i , P . , T h o r n b e r r y , N . A . , V a i l l a n c o u r t , J . P . , 
H a y d e n , M . R . , 1 9 9 6 . C l e a v a g e o f h u n t i n g t i n b y a p o p a i n , a p r o a p o p t o t i c c y s t e i n e 
p r o t e a s e , i s m o d u l a t e d b y t h e p o l y g l u t a m i n e t r a c t . N a t . G e n e t . 1 3 , 4 4 2 - 4 4 9 . 

G r a h a m , R . K . , D e n g , Y . , S l o w , E . J . , H a i g h , B . , B i s s a d a , N . , L u , G . , P e a r s o n , J . , 
S h e h a d e h , J . , B e r t r a m , L , M u r p h y , Z . , W a r b y , S . C . , D o t y , C . N . , R o y , S . , W e l l i n g t o n , 
C . L . , L e a v i t t , B . R . , R a y m o n d , L . A . , N i c h o l s o n , D . W . , H a y d e n , M . R . , 2 0 0 6 . C l e a v a g e 
a t t h e c a s p a s e - 6 s i t e i s r e q u i r e d f o r n e u r o n a l d y s f u n c t i o n a n d d e g e n e r a t i o n d u e t o 
m u t a n t h u n t i n g t i n . C e l l 1 2 5 , 1 1 7 9 - 1 1 9 1 . 

G r a v e l a n d , G . A . , W i l l i a m s , R . S . , D i F i g l i a , M . , 1 9 8 5 . E v i d e n c e f o r d e g e n e r a t i v e a n d 
r e g e n e r a t i v e c h a n g e s i n n e o s t r i a t a l s p i n y n e u r o n s i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . S c i e n c e 
2 2 7 , 7 7 0 - 7 7 3 . 

G r e e n , H . , 1 9 9 3 . H u m a n g e n e t i c d i s e a s e s d u e t o c o d o n r e i t e r a t i o n : r e l a t i o n s h i p t o 
e v o l u t i o n a r y m e c h a n i s m . C e l l 7 4 , 9 5 5 - 9 5 6 . 

G r e e n e , J . G . , G r e e n a m y r e , J . T . , 1 9 9 5 . C h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e e x c i t o t o x i c p o t e n t i a l o f t h e 
r e v e r s i b l e s u c c i n a t e d e h y d r o g e n a s e i n h i b i t o r m a l o n a t e . J . N e u r o c h e m . 6 4 , 
4 3 0 - 4 3 6 . 

G r e e n e , J . G . , P o r t e r , R . H . , E l l e r , R . V . , G r e e n a m y r e , J . T . , 1 9 9 3 . I n h i b i t i o n o f s u c c i n a t e 
d e h y d r o g e n a s e b y m a l o n i c a c i d p r o d u c e s a n d " e x c i t o t o x i c " l e s i o n i n r a t s t r i a t u m . J . 
N e u r o c h e m . 6 1 , 1 1 5 1 - 1 1 5 4 . 

G r o c , L , C h o q u e t , D . , 2 0 0 6 . A M P A a n d N M D A g l u t a m a t e r e c e p t o r t r a f f i c k i n g : m u l t i p l e 
r o a d s f o r r e a c h i n g a n d l e a v i n g t h e s y n a p s e . C e l l T i s s u e R e s . 3 2 6 , 4 2 3 - 4 3 8 . 

G u , M . , G a s h , M . T . , M a n n , V . M . , J a v o y - A g i d , F . , C o o p e r , J . M . , S c h a p i r a , A . H . , 1 9 9 6 . 
M i t o c h o n d r i a l d e f e c t i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e c a u d a t e n u c l e u s . A n n . N e u r o l . 3 9 , 
3 8 5 - 3 8 9 . 

G u i d e t t i , P . , L u t h i - C a r t e r , R . E . , A u g o o d , S . J . , S c h w a r c z , R . , 2 0 0 4 . N e o s t r i a t a l a n d c o r t i c a l 
q u i n o l i n a t e l e v e l s a r e i n c r e a s e d i n e a r l y g r a d e H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . N e u r o b i o l . D i s . 
1 7 , 4 5 5 - 4 6 1 . 

G u i d e t t i , P . , B a t e s , G . P . , G r a h a m , R . K . , H a y d e n , M . R . , L e a v i t t , B . R . , M a c D o n a l d , M . E . , 
S l o w , E . J . , W h e e l e r , V . C . , W o o d m a n , B . , S c h w a r c z , R . , 2 0 0 6 . E l e v a t e d b r a i n 
3 - h y d r o x y k y n u r e n i n e a n d q u i n o l i n a t e l e v e l s i n H u n t i n g t o n d i s e a s e m i c e . N e u r o b i o l . 
D i s . 2 3 , 1 9 0 - 1 9 7 . 

G u n a w a r d e n a , S . , H e r , L . S . , B r u s c h , R . G . , L a y m o n , R A , N i e s m a n , I . R . , G o r d e s k y - G o l d , 
B . , S i h t a s a t h , L . , B o n i n i , N . M . , G o l d s t e i n , L . S . B . , 2 0 0 3 . D i s r u p t i o n o f a x o n a l 
t r a n s p o r t b y l o s s o f h u n t i n g t i n o r e x p r e s s i o n o f p a t h o g e n i c p o l y Q p r o t e i n s i n 
D r o s o p h i l a . N e u r o n 4 0 , 2 5 - 4 0 . 

G u o , J . P . , P e t r i c , M . , C a m p b e l l , W . , M c G e e r , P . L . , 2 0 0 4 . S A R S c o r o n a v i r u s p e p t i d e s 
r e c o g n i z e d b y a n t i b o d i e s i n t h e s e r a o f c o n v a l e s c e n t c a s e s . V i r o l o g y 3 2 4 , 2 5 1 - 2 5 6 . 

200 



G u s e l l a , J . F . , M a c D o n a l d , M . E . , 2 0 0 0 . M o l e c u l a r g e n e t i c s : u n m a s k i n g p o l y g l u t a m i n e 
t r i g g e r s i n n e u r o d e g e n e r a t i v e d i s e a s e . N a t u r e R e v . 1 , 1 0 9 - 1 1 5 . 

G u t e k u n s t , C A , L i , S . H . , Y i , H . , F e r r a n t e , R . J . , L i , X . J . , H e r s c h , S . M . , 1 9 9 8 . T h e c e l l u l a r 
a n d s u b c e l l u l a r l o c a l i z a t i o n o f h u n t i n g t i n - a s s o c i a t e d p r o t e i n 1 ( H A P 1 ) : c o m p a r i s o n 
w i t h h u n t i n g t i n i n r a t a n d h u m a n . J . N e u r o s c i . 1 8 , 7 6 7 4 - 7 6 8 6 . 

G u t e k u n s t , C . A . , L i , S . H . , Y i , H . , M u l r o y , J . S . , K u e m m e r l e , S . , J o n e s , R . , R y e , D . , 
F e r r a n t e , R . J . , H e r s c h , S . M . , L i , X . J . , 1 9 9 9 . N u c l e a r a n d n e u r o p i l a g g r e g a t e s i n 
H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e : r e l a t i o n s h i p t o n e u r o p a t h o l o g y . J . N e u r o s c i . 1 9 , 2 5 2 2 , 2 5 3 4 . 

H a c k a m , A . S . , H o d g s o n , J . G . , S i n g a r a j a , R . , Z h a n g , T . , G a n , L: , G u t e k u n s t , C . A . , H e r s c h , 
S . M . , H a y d e n , M . R . , 1 9 9 9 a . E v i d e n c e f o r b o t h t h e n u c l e u s a n d c y t o p l a s m a s 
s u b c e l l u l a r s i t e s o f p a t h o g e n e s i s i n H u n t i g n t o n ' s d i s e a s e i n c e l l c u l t u r e a n d i n 
t r a n s g e n i c m i c e e x p r e s s i n g m u t a n t h u n t i n g t i n . P h i l o s . T r a n s . R . S o c . L o n d . B B i o l . 
S c i . 3 5 4 , 1 0 4 7 - 1 0 5 5 . 

H a c k a m , A . S . , S i n g a r a j a , R . , Z h a n g , T . , G a n , L . , H a y d e n , M . R . , 1 9 9 9 b . In v i t r o e v i d e n c e 
f o r b o t h t h e n u c l e u s a n d c y t o p l a s m a s s u b c e l l u l a r s i t e s o f p a t h o g e n e s i s i n 
H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . H u m . M o l . G e n e t . 8 , 2 5 - 3 3 . 

H a c k a m , A . S . , Y a s s a , A . S . , S i n g a r a j a , R . , M e t z l e r , M . , G u t e k u n s t , C . A . , G a n , L. , W a r b y , 
S . , W e l l i n g t o n , C . L . , V a i l l a n c o u r t , J . , C h e n , N . , G e r v a i s , F . G . , R a y m o n d , L. , 
N i c h o l s o n , D . W , H a y d e n , M . R . , 2 0 0 0 . H u n t i n g t i n i n t e r a c t i n g p r o t e i n 1 i n d u c e s 
a p o p t o s i s v i a a n o v e l c a s p a s e - d e p e n d e n t d e a t h e f f e c t o r d o m a i n . J . B i o l . C h e m . 
2 7 5 , 4 1 2 9 9 - 4 1 3 0 8 . 

H a n t r a y e , P . , R i c h e , D . , M a z i e r e , M . , I s a c s o n , O . , 1 9 9 0 . A p r i m a t e m o d e l o f H u n t i n g t o n ' s 
d i s e a s e : b e h a v i o r a l a n d a n a t o m i c a l s t u d i e s o f u n i l a t e r a l e x c i t o t o x i c l e s i o n s o f t h e 
c a u d a t e - p u t a m e n i n t h e b a b o o n . E x p . N e u r o l . 1 0 8 , 9 1 - 1 0 4 . 

H a n s s o n , O . , G u a t t e o , E . , M e r c u r i , N . B . , B e r n a r d i , G . , L i , X . - J . , C a s t i l h o , R . F . , B r u n d i n , 
P . , 2 0 0 1 . R e s i s t a n c e t o N M D A t o x i c i t y c o r r e l a t e s w i t h a p p e a r a n c e o f n u c l e a r 
i n c l u s i o n s , b e h a v i o u r a l d e f i c i t s a n d c h a n g e s i n c a l c i u m h o m e o s t a s i s i n m i c e 
t r a n s g e n i c f o r e x o n 1 o f t h e h u n t i n g t i n g e n e . E u r . J . N e u r o s c i . 1 4 , 1 4 9 2 - 1 5 0 4 . 

H a r d i n g h a m , G . E . , B a d i n g , H . , 2 0 0 3 . T h e Y i n a n d Y a n g o f N M D A r e c e p t o r s i g n a l i n g . 
T r e n d s N e u r o s c i . 2 6 , 8 1 - 8 9 . 

H a r d i n g h a m , G . E . , F u k u n a g a , Y . , B a d i n g , H . , 2 0 0 2 . E x t r a s y n a p t i c N M D A R s o p p o s e 
s y n a p t i c N M D A R s b y t r i g g e r i n g C R E B s h u t - o f f a n d c e l l d e a t h p a t h w a y s . N a t . 
N e u r o s c i . 5 , 4 0 5 - 4 1 4 . 

H a r j e s , P . , W a n k e r , E . E . , 2 0 0 3 . T h e h u n t f o r h u n t i n g t i n f u n c t i o n : i n t e r a c t i o n p a r t n e r s t e l l 
m a n y d i f f e r e n t s t o r i e s . T r e n d s B i o c h e m . S c i . 2 8 , 4 2 5 - 4 3 3 . 

H a r p e r , P . S . , 1 9 9 1 . H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . H a r p e r , P . S . ( E d . ) W B S a u n d e r s C o . L t d . , 
L o n d o n . 

201 



H a y d e n , M . R . , B e r k o w i c z , A . L . , B e i g h t o n , P . H . , Y i p t o n g , C , 1 9 8 1 . H u n t i n g t o n ' s c h o r e a 
o n t h e i s l a n d o f M a u r i t i u s . S . A f r . M e d . J . 6 0 , 1 0 0 1 - 1 0 0 2 . 

H e b b , C , 1 9 7 0 . C N S a t t h e c e l l u l a r l e v e l : i d e n t i t y o f t r a n s m i t t e r a g e n t s . A n n u . R e v . 
P h y s i o l . 3 2 , 1 6 5 - 1 9 2 . 

H e l l , J . W . , J a h n , R . , 1 9 9 4 . P r e p a r a t i o n o f s y n a p t i c v e s i c l e s f r o m m a m m a l i a n b r a i n . I n : 
C e l l b i o l o g y : a l a b o r a t o r y h a n d b o o k V o l . I ( J . E . C e l i s , e d . ) , p p 5 6 7 - 5 7 4 . S a n D i e g o : 
A c a d e m i c P r e s s , I n c . 

H o , L . W . , B r o w n , R . , M a x w e l l , M . , W y t t e n b a c h , A . , R u b i n s z t e i n , D . C . , 2 0 0 1 . W i l d t y p e 
h u n t i n g t i n r e d u c e s t h e c e l l u l a r t o x i c i t y o f m u t a n t h u n t i n g t i n i n m a m m a l i a n c e l l 
m o d e l s o f H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . J . M e d . G e n e t . 3 8 , 4 5 0 - 4 5 2 . 

H o d g s o n , J . G . , A g o p y a n , N . , G u t e k u n s t , C . A " . , L e a v i t t , B . R . , L e P i a n e , F . , S i n g a r a j a , R . , 
S m i t h , D . J . , B i s s a d a , N . , M c C u t c h e o n , K . , N a s i r , J . , J a m o t , L , L i , X . J . , S t e v e n s , 
M . E . , R o s e m o n d , E . , R o d e r , J . C . , P h i l l i p s , A . G . , R u b i n , E . M . , H e r s c h , S . M . , 
H a y d e n , M . R . , 1 9 9 9 . A Y A C m o u s e m o d e l f o r H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e w i t h f u l l - l e n g t h 
m u t a n t h u n t i n g t i n , c y t o p l a s m i c t o x i c i t y , a n d s e l e c t i v e s t r i a t a l n e u r o d e g e n e r a t i o n . 
N e u r o n 2 3 , 1 8 1 - 1 9 2 . 

H o l l m a n n , M . , B o u l t e r , J . , M a r o n , C , B e a s l e y , L . , S u l l i v a n , J . , P e c h t , G . , H e i n e m a n n , S . , 
1 9 9 3 . Z i n c p o t e n t i a t e s a g o n i s t - i n d u c e d c u r r e n t s a t c e r t a i n s p l i c e v a r i a n t s o f t h e 
N M D A r e c e p t o r . N e u r o n 1 0 , 9 4 3 - 9 5 4 . 

H u , J . H . , C h e r n o f f , K . , P e l e c h , S . , K r i e g e r , C , 2 0 0 3 a . P r o t e i n k i n a s e a n d p r o t e i n 
p h o s p h a t a s e e x p r e s s i o n i n t h e c e n t r a l n e r v o u s s y s t e m o f G 9 3 A m S O D 
o v e r - e x p r e s s i n g m i c e . J . N e u r o c h e m . 8 5 , 4 2 2 - 4 3 1 . 

H u , J . H . , Z h a n g , H . , W a g e y , R . , K r i e g e r , C , P e l e c h , S . L . , 2 0 0 3 b . P r o t e i n k i n a s e a n d 
p r o t e i n p h o s p h a t a s e e x p r e s s i o n i n a m y o t r o p h i c l a t e r a l s c l e r o s i s s p i n a l c o r d . J . 
N e u r o c h e m . 8 5 , 4 3 2 - 4 4 2 . 

H u a n g , C C , F a b e r , P . W . , P e r s i c h e t t i , F . , M i t t a l , V . , V o n s a t t e l , J . P . , M a c D o n a l d , M . E . , 
G u s e l l a , J . F . , 1 9 9 8 . A m y l o i d f o r m a t i o n b y m u t a n t h u n t i n g t i n : t h r e s h o l d , 
p r o g r e s s i v i t y a n d r e c r u i t m e n t o f n o r m a l p o l y g l u t a m i n e p r o t e i n s . S o m a t . C e l l M o l . 
G e n e t . 2 4 , 2 1 7 - 2 3 3 . 

H u m b e r t , S . , B r y s o n , E . A . , C o r d e l i e r e s , F . P . , C o n n o r s , N . C , D a t t a , S . R . , F i n k b e i n e r , S . , 
G r e e n b e r g , M . E . , S a u d o u , F . , 2 0 0 2 . T h e I G F - 1 / A k t p a t h w a y i s n e u r o p r o t e c t i v e i n 
H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e a n d i n v o l v e s h u n t i n g t i n p h o s p h o r y l a t i o n b y A k t . D e v . C e l l 2 , 
8 3 1 - 8 3 7 . 

H u n t i n g t o n ' s D i s e a s e C o l l a b o r a t i v e R e s e a r c h G r o u p , 1 9 9 3 . A n o v e l g e n e c o n t a i n i n g a 
t r i n u c l e o t i d e r e p e a t t h a t i s e x p a n d e d a n d u n s t a b l e o n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e 
c h r o m o s o m e s . C e l l 7 2 , 9 7 1 - 9 8 3 . 

202 



I c t o n , C D . , 2 0 0 1 . P r o b i n g t h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n h u n t i n g t i n a n d N M D A r e c e p t o r s . M . S c . 
t h e s i s . 

I s h i h a r a , K . , Y a m a g i s h i , N . , S a i t o , Y . , A d a c h i , H . , K o b a y a s h i , Y . , S o b u e , G . , O h t s u k a , K . , 
H a t a y a m a , T . , 2 0 0 3 . H s p 1 0 5 a l p h a s u p p r e s s e s t h e a g g r e g a t i o n o f t r u n c a t e d 
a n d r o g e n r e c e p t o r w i t h e x p a n d e d C A G r e p e a t s a n d c e l l t o x i c i t y . J . B i o l . C h e m . 2 7 8 , 
2 5 1 4 3 - 2 5 1 5 0 . 

I s h i i , T . , M o r i y o s h i , K . , S u g i h a r a , H . , S a k u r a d a , K . , K a d o t a n i , H . , Y o k o i , M . , A k a z a w a , C , 
S h i g e m o t o , R . , M i z u n o , N . , M a s u , M . , N a k a n i s h i , S . , 1 9 9 3 . M o l e c u l a r 
c h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e f a m i l y o f t h e N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e r e c e p t o r s u b u n i t s . J . B i o l . 
C h e m . 2 6 8 , 2 8 3 6 - 2 8 4 3 . 

J a n a , N . R . , T a n a k a , M . , W a n g , G . , N u k i n a , N . , 2 0 0 0 . P o l y g l u t a m i n e l e n g t h - d e p e n d e n t 
i n t e r a c t i o n o f H s p 4 0 a n d H s p 7 0 f a m i l y c h a p e r o n e s w i t h t r u n c a t e d N - t e r m i n a l 
h u n t i n g t i n : t h e i r r o l e i n s u p p r e s s i o n o f a g g r e g a t i o n a n d c e l l u l a r t o x i c i t y . H u m . M o l . 
G e n e t . 9 , 2 0 0 9 - 2 0 1 8 . 

J a n a , N . R . , Z e m s k o v , E . A . , W a n g , G . , N u k i n a , N . , 2 0 0 1 . A l t e r e d p r o t e a s o m a l f u n c t i o n 
d u e t o t h e e x p r e s s i o n o f p o l y g l u t a m i n e - e x p a n d e d t r u n c a t e d N - t e r m i n a l h u n t i n g t i n 
i n d u c e s a p o p t o s i s b y c a s p a s e a c t i v a t i o n t h r o u g h m i t o c h o n d r i a l c y t o c h r o m e c 
r e l e a s e . H u m . M o l . G e n e t . 1 0 , 1 0 4 9 - 1 0 5 9 . 

J a r a b e k , B . R . , Y a s u d a , R . P . , W o l f e , B . B . , 2 0 0 4 . R e g u l a t i o n o f p r o t e i n s a f f e c t i n g N M D A 
r e c e p t o r - i n d u c e d e x c i t o t o x i c i t y i n a H u n t i n g t o n ' s m o u s e m o d e l . B r a i n 1 2 7 , 5 0 5 - 5 1 6 . 

J a s o n , G . W . , S u c h o w e r s k y , O . , P a j u r k o v a , E . M . , G r a h a m , L , K l i m e k , M . L . , G a r b e r , A T . , 
P o i r i e r - H e i n e , D . , 1 9 9 7 . C o g n i t i v e m a n i f e s t a t i o n s o f H u n t i n g t o n d i s e a s e i n r e l a t i o n 
t o g e n e t i c s t r u c t u r e a n d c l i n i c a l o n s e t . A r c h . N e u r o l . 5 4 , 1 0 8 1 - 1 0 8 8 . 

K a l c h m a n , M . A . , K o i d e , H . B . , M c C u t c h e o n , K . , G r a h a m , R . K . , N i c h o l , K , N i s h i y a m a , K . , 
K a z e m i - E s f a r j a n i , P . , L y n n , F . C , W e l l i n g t o n , C , M e t z l e r , M . , G o l d b e r g , Y . P . , 
K a n a z a w a , I., G i e t z , R . D . , H a y d e n , M . R . , 1 9 9 7 . H I P 1 , a h u m a n h o m o l o g u e o f S . 
c e r e v i s i a e S l a 2 p , i n t e r a c t s w i t h m e m b r a n e - a s s o c i a t e d h u n t i n g t i n i n t h e b r a i n . N a t . 
G e n e t . 1 6 , 4 4 - 5 3 . 

K a t s u n o , M . , S a n g , C , A d a c h i , H . , M i n a m i y a m a , M . , W a z a , M . , T a n a k a , F . , D o y u , M . , 
S o b u e , G . , 2 0 0 5 . P h a r m a c o l o g i c a l i n d u c t i o n o f h e a t - s h o c k p r o t e i n s a l l e v i a t e s 
p o l y g l u t a m i n e - m e d i a t e d m o t o r n e u r o n d i s e a s e . P r o c . N a t l . A c a d . S c i . U . S . A . 1 0 2 , 
1 6 8 0 1 - 1 6 8 0 6 . 

K a z e m i - E s f a r j a n i , P . , B e n z e r , S . , 2 0 0 0 . G e n e t i c s u p p r e s s i o n o f p o l y g l u t a m i n e t o x i c i t y i n 
D r o s o p h i l a . S c i e n c e 2 8 7 , 1 8 3 7 - 1 8 4 0 . 

K e g e l , K . B . , K i m , M . , S a p p , E . , M c l n t y r e , C , C a s t a n o , J . G . , A r o n i n , N . , D i F i g l i a , M . , 2 0 0 0 . 
H u n t i n g t i n e x p r e s s i o n s t i m u l a t e s e n d o s o m a l - l y s o s o m a l a c t i v i t y , e n d o s o m e 
t a b u l a t i o n , a n d a u t o p h a g y . J . N e u r o s c i . 2 0 , 7 2 6 8 - 7 2 7 8 . 

203 



K e g e l , K . B . , S a p p , E . , Y o d e r , J . , C u i f f o , B . , S o b i n , L . , K i m , Y . J . , Q i n , Z . H . , H a y d e n , M . R . , 
A r o n i n , N . , S c o t t , D . L . , I s e n b e r g , G . , G o l d m a n n , W . H . , D i F i g l i a , M . , 2 0 0 5 . 
H u n t i n g t i n a s s o c i a t e s w i t h a c i d i c p h o s p h o l i p i d s a d t h e p l a s m a m e m b r a n e . J . B i o l . 
C h e m . 2 8 0 , 3 6 4 6 4 - 3 6 4 7 3 . 

K e w , J . N . , K e m p , J . A . , 2 0 0 5 . l o n o t r o p i c a n d m e t a b o t r o p i c g l u t a m a t e r e c e p t o r s t r u c t u r e 
a n d p h a r m a c o l o g y . P s y c h o p h a r m a c o l o g y ( B e r l ) . 1 7 9 , 4 - 2 9 . 

K i m , E . , S h e n g , M . , 2 0 0 4 . P D Z d o m a i n p r o t e i n s o f s y n a p s e s . N a t . R e v . N e u r o s c i . 5 , 
7 7 1 - 7 8 1 . 

K i t t l e r , J . T . , T h o m a s , P . , T r e t t e r , V . , B o g d a n o v , Y . D . , H a u c k e , V . , S m a r t , T . G . , M o s s , S . J . , 
2 0 0 4 . H u n t i n g t i n - a s s o c i a t e d p r o t e i n 1 r e g u l a t e s i n h i b i t o r y s y n a p t i c t r a n s m i s s i o n b y 
m o d u l a t i n g g a m m a - a m i n o b u t y r i c a c i d t y p e A r e c e p t o r m e m b r a n e t r a f f i c k i n g . P r o c . 
N a t l . A c a d . S c i . U . S . A . , 1 0 1 , 1 2 7 3 6 - 1 2 7 4 1 . 

K l a p s t e i n , G . J . , F i s h e r , R . S . , Z a n j a n i , H . , C e p e d a , C , J o k e l , E . S . , C h e s s e l e t , M . F : , 
L e v i n e , M . S . , 2 0 0 1 . E l e c t r o p h y s i o l o g i c a l a n d m o r p h o l o g i c a l c h a n g e s i n s t r i a t a l s p i n y 
n e u r o n s i n R 6 / 2 H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e t r a n s g e n i c m i c e . J . N e u r o p h y s i o l . 8 6 , 
2 6 6 7 - 2 6 7 7 . 

K o b a y a s h i , Y . , K u m e , A . , L i , M . , D o y u , M . , H a t a , M . , O h t s u k a , K . , S o b u e , G . , 2 0 0 0 . 
C h a p e r o n e s H s p 7 0 a n d H s p 4 0 s u p p r e s s a g g r e g a t e f o r m a t i o n a n d a p o p t o s i s i n 
c u l t u r e d n e u r o n a l c e l l s e x p r e s s i n g t r u n c a t e d a n d r o g e n r e c e p t o r p r o t e i n w i t h 
e x p a n d e d p o l y g l u t a m i n e t r a c t . J . B i o l . C h e m . 2 7 5 , 8 7 7 2 - 8 7 7 8 . 

K o r n a u , H . C . , S c h e n k e r , L . T . , K e n n e d y , M . B . , S e e b u r g , P . H . , 1 9 9 5 . D o m a i n i n t e r a c t i o n 
b e t w e e n N M D A r e c e p t o r s u b u n i t s a n d t h e p o s t s y n a p t i c d e n s i t y p r o t e i n P S D - 9 5 . 
S c i e n c e 2 6 9 , 1 7 3 7 - 1 7 4 0 . 

K o r o l c h u k , V . I . , B a n t i n g , G . , 2 0 0 2 . C K 2 a n d G A K / a u x i l l i n 2 a r e m a j o r p r o t e i n k i n a s e s i n 
c l a t h r i n - c o a t e d v e s i c l e s . T r a f f i c . 3 , 4 2 8 - 4 3 9 . 

K o r o s h e t z , W . J . , J e n k i n s , B . G . , R o s e n , B . R . , B e a l , M . F . , 1 9 9 7 . E n e r g y m e t a b o l i s m 
d e f e c t s i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e a n d e f f e c t s o f c o e n z y m e Q 1 0 . A n n . N e u r o l . 4 1 , 
1 6 0 - 1 6 5 . 

K u e m m e r l e , S . , G u t e k u n s t , C . A . , K l e i n , A . M . , L i , X . J . , L i , S . H . , B e a l , M . F . , H e r s c h , S . M . , 
F e r r a n t e , R . J . , 1 9 9 9 . H u n t i n g t i n a g g r e g a t e s m a y n o t p r e d i c t n e u r o n a l d e a t h i n 
H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . A n n . N e u r o l . 4 6 , 8 4 2 - 8 4 9 . 

K u p p e n b e n d e r , K . D . , A l b e r s , D . S . , l a d a r o l a , M . J . , L a n d w e h r m e y e r , G . B . , S t a n d a e r t , D . G . , 
1 9 9 9 . L o c a l i z a t i o n o f a l t e r n a t i v e l y s p l i c e d N M D A R 1 g l u t a m a t e r e c e p t o r i s o f o r m s i n 
r a t s t r i a t a l n e u r o n s . J . C o m p . N e u r o l . 4 1 5 , 2 0 4 - 2 1 7 . 

K u p p e n b e n d e r , K . D . , S t a n d a e r t , D . G . , F e u e r s t e i n , T . J . , P e n n e y , J . B . J r . , Y o u n g , A . B . , 
L a n d w e h r m e y e r , G . B . , 2 0 0 0 . E x p r e s s i o n o f N M D A r e c e p t o r s u b u n i t m R N A s i n 
n e u r o c h e m i c a l l y i d e n t i f i e d p r o j e c t i o n a n d i n t e r n e u r o n s i n t h e h u m a n s t r i a t a u m . J . 
C o m p . N e u r o l . 4 1 9 , 4 0 7 - 4 2 1 . 

204 



L a f o r e t , G . A . , S a p p , E . , C h a s e , K . , M c l n t y r e , C , B o y c e , F . M . , C a m p b e l l , M . , C a d i g a n , 
B . A . , W a r z e c k i , L , T a g l e , D A , R e d d y , P . H . , C e p e d a , C , C a l v e r t , C . R . , J o k e l , E . S . , 
K l a p s t e i n , G . J . , A r i a n o , M . A . , L e v i n e , M . S . , D i F i g l i a , M . , A r o n i n , N . , 2 0 0 1 . C h a n g e s 
i n c o r t i c a l a n d s t r i a t a l n e u r o n s p r e d i c t b e h a v i o r a l a n d e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l 
a b n o r m a l i t i e s i n a t r a n s g e n i c m u r i n e m o d e l o f H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . J . N e u r o s c i . 2 1 , 
9 1 1 2 - 9 1 2 3 . 

L a n , J . Y . , S k e b e r d i s , V . A . , J o v e r , T . , G r o o m s , S . Y . , L i n , Y . , A r a n e d a , R . C . , Z h e n g , X . , 
B e n n e t t , M . V . , Z u k i n , R . S . , 2 0 0 1 . P r o t e i n k i n a s e C m o d u l a t e s N M D A r e c e p t o r 
t r a f f i c k i n g a n d g a t i n g . N a t . N e u r o s c i . 4 , 3 8 2 - 3 9 0 . 

L a n d w e h r m e y e r , G . B . , S t a n d a e r t , D . G . , T e s t a , C M . , P e n n e y , J . B . J r . , Y o u n g , A . B . , 1 9 9 5 . 
N M D A r e c e p t o r s u b u n i t m R N A e x p r e s s i o n b y p r o j e c t i o n n e u r o n s a n d i n t e r n e u r o n s 
i n r a t s t r i a t u m . J ! N e u r o s c i . 1 5 , 5 2 9 7 - 5 3 0 7 . 

L a u b e , B . , K u h s e , J . , B e t z , H . , 1 9 9 8 . E v i d e n c e f o r a t e t r a m e r i c s t r u c t u r e o f r e c o m b i n a n t 
N M D A r e c e p t o r s . J . N e u r o s c i . 1 8 , 2 9 5 4 - 2 9 6 1 . 

L a u r i e , D . J . , B a r t k e , I., S c h o e p f e r , R . , N a u j o k s , K . , S e e b u r g , P . H . , 1 9 9 7 . R e g i o n a l , 
d e v e l o p m e n t a l a n d i n t e r s p e c i e s e x p r e s s i o n o f t h e f o u r N M D A R 2 s u b u n i t s , 
e x a m i n e d u s i n g m o n o c l o n a l a n t i b o d i e s . B r a i n R e s . M o l . B r a i n R e s . 5 .1 , 2 3 - 3 2 . 

L a w r e n c e , A . D . , S a h a k i a n , B . J . , H o d g e s , J . R . , R o s s e r , A . E . , L a n g e , K . W . , R o b b i n s , T . W . , 
1 9 9 6 . E x e c u t i v e a n d m n e m o n i c f u n c t i o n s i n e a r l y H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . B r a i n 1 1 9 , 
1 6 3 3 - 1 6 4 5 . 

L a w r e n c e , A . D . , H o d g e s , J . R . , R o s s e r , A . E . , K e r s h a w , A . , F r e n c h - C o n s t a n t , C , 
R u b i n s z t e i n , D . C . , R o b b i n s , T . W . , S a h a k i a n , B . J . , 1 9 9 8 . E v i d e n c e f o r s p e c i f i c 
c o g n i t i v e d e f i c i t s i n p r e c l i n i c a l H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . B r a i n 1 2 1 , 1 3 2 9 - 1 3 4 1 . 

L e a v i t t , B . R . , V a n R a a m s d o n k , J . M . , S h e h a d e h , J . , F e r n a n d e s , H . , M u r p h y , Z . , G r a h a m , 
R . K . , W e l l i n g t o n , C . L . , R a y m o n d , L . A . , H a y d e n , M . R . , 2 0 0 6 . W i l d - t y p e h u n t i n g t i n 
p r o t e c t s n e u r o n s f r o m e x c i t o t o x i c i t y . J . N e u r o c h e m . 9 6 , 1 1 2 1 - 1 1 2 9 . 

L e e n d e r s , K . L . , F r a c k o w i a k , R . S . , Q u i n n , N . , M a r s d e n , C D . , 1 9 8 6 . B r a i n e n e r g y 
m e t a b o l i s m a n d d o p a m i n e r g i c f u n c t i o n i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e m e a s u r e d in vivo 
u s i n g p o s i t r o n e m i s s i o n t o m o g r a p h y . M o v . D i s o r d . 1 , 6 9 - 7 7 . 

L e i , S . , C z e r w i n s k a , E . , C z e r w i n s k i , W . , W a l s h , M . P . , M a c D o n a l d , J . F . , 2 0 0 1 . R e g u l a t i o n 
o f N M D A r e c e p t o r a c t i v i t y b y F - a c t i n a n d m y o s i n l i g h t c h a i n k i n a s e . J . N e u r o s c i . 2 1 , 
8 4 6 4 - 8 4 7 2 . 

L e o n a r d , A . S . , H e l l , J . W . , 1 9 9 7 . C y c l i c A M P - d e p e n d e n t p r o t e i n k i n a s e a n d p r o t e i n k i n a s e 
C p h o s p h o r y l a t e N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e r e c e p t o r s a t d i f f e r e n t s i t e s . J . B i o l . C h e m . 
2 7 2 , 1 2 1 0 7 - 1 2 1 1 5 . 

L e v i n e , M . S . , K l a p s t e i n , G . J . , K o p p e l , A . , G r u e n , E . , C e p e d a , C , V a r g a s , M . E . , J o k e l , 
E . S . , C a r p e n t e r , E . M . , Z a n j a n i , H . , H u r s t , R . S . , E f s t r a t i a d i s , A . , Z e i t l i n , S . , C h e s s e l e t , 

205 



M . - F . , 1 9 9 9 . E n h a n c e d s e n s i t i v i t y t o N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e r e c e p t o r a c t i v a t i o n i n 
t r a n s g e n i c a n d k n o c k i n m o u s e m o d e l s o f H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . J . N e u r o s c i . R e s . 5 8 , 
5 1 5 - 5 3 2 . 

L i , B . , C h e n , N . , L u o , T . , O t s u , Y . , M u r p h y , T . H . , R a y m o n d , L . A . , 2 0 0 2 . D i f f e r e n t i a l 
r e g u l a t i o n o f s y n a p t i c a n d e x t r a - s y n a p t i c N M D A r e c e p t o r s . N a t . N e u r o s c i . 5 , 
8 3 3 - 8 3 4 . 

L i , H . , L i , S . H . , Y u , Z . X . , S h e l b o u r n e , P . , L i , X . J . , 2 0 0 1 . H u n t i n g t i n a g g r e g a t e - a s s o c i a t e d 
a x o n a l d e g e n e r a t i o n i s a n e a r l y p a t h o l o g i c a l e v e n t i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e m i c e . J . 
N e u r o s c i . 2 1 , 8 4 7 3 - 8 4 8 1 . 

L i , J . H . , W a n g , Y . H . , W o l f e , B . B . , K r u e g e r , K . E . , C o r s i , L , S t o c c a , G . , V i c i n i , S . , 1 9 9 8 . 
D e v e l o p m e n t a l c h a n g e s i n l o c a l i z a t i o n o f N M D A r e c e p t o r s u b u n i t s i n p r i m a r y 
c u l t u r e s o f c o r t i c a l n e u r o n s . E u r . J . N e u r o s c i . 1 0 , 1 7 0 4 - 1 7 1 5 . 

L i , L . , F a n , M . , I c t o n , C D . , C h e n , N . , L e a v i t t , B . R . , H a y d e n , M . R . , M u r p h y , T . H . , R a y m o n d , 
L . A . , 2 0 0 3 . R o l e o f N R 2 B - t y p e N M D A r e c e p t o r s i n s e l e c t i v e n e u r o d e g e n e r a t i o n i n 
H u n t i n g t o n d i s e a s e . N e u r o b i o l . A g i n g 2 4 , 1 1 1 3 - 1 1 2 1 . 

L i , L. , M u r p h y , T . H . , H a y d e n , M . R . , R a y m o n d , L . A . , 2 0 0 4 . E n h a n c e d s t r i a t a l 
N R 2 B - c o n t a i n i n g N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e r e c e p t o r - m e d i a t e d s y n a p t i c c u r r e n t s i n a 
m o u s e m o d e l o f H u n t i n g t o n d i s e a s e . J . N e u r o p h y s i o l . 9 2 , 2 7 3 8 - 2 7 4 6 . 

L i , S . - H . , C h e n g , A . L . , L i , X . - J . , 1 9 9 9 . C e l l u l a r d e f e c t s a n d a l t e r e d g e n e e x p r e s s i o n i n 
P C 1 2 c e l l s s t a b l y e x p r e s s i n g m u t a n t h u n t i n g t i n . J . N e u r o s c i . 1 9 , 5 1 5 9 - 5 1 7 2 . 

L i , S . - H . , L i , X . - J . , 2 0 0 4 . H u n t i n g t i n - p r o t e i n i n t e r a c t i o n s a n d t h e p a t h o g e n e s i s o f 
H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . T r e n d s G e n e t . 2 0 , 1 4 6 - 1 5 4 . 

L i e b e r m a n , D . N . , M o d y , I., 1 9 9 9 . C a s e i n k i n a s e - l l r e g u l a t e s N M D A c h a n n e l f u n c t i o n i n 
h i p p o c a m p a l n e u r o n s . N a t . N e u r o s c i . 2 , 1 2 5 - 1 3 2 . 

L i e v e n s , J . C , W o o d m a n , B . , M a h a l , A . , S p a s i c - B o s c o v i c , O . , S a m u e l , D . , K e r k e r i a n - L e 
G o f f , L . , B a t e s , G . P . , 2 0 0 1 . I m p a i r e d g l u t a m a t e u p t a k e i n t h e R 6 H u n t i n g t o n ' s 
d i s e a s e t r a n s g e n i c m i c e . N e u r o b i o l . D i s . 8 , 8 0 7 - 8 2 1 . 

L i n , C . H . , T a l l a k s e n - G r e e n e , S . , C h i e n , W . M . , C e a r l e y , J . A . , J a c k s o n , W . S . , C r o u s e , 
A . B . , R e n , S . , L i , X . J . , A l b i n , R . L . , 2 0 0 1 . N e u r o l o g i c a l a b n o r m a l i t i e s i n a k n o c k - i n 
m o u s e m o d e l o f H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . H u m . M o l . G e n e t . 1 0 , 1 3 7 - 1 4 4 . 

L i n , J . W . , J u , W . , F o s t e r , K . , L e e , S . H . , A h m a d i a n , G . , W y s z y n s k i , M . , W a n g , Y . T . , S h e n g , 
M . , 2 0 0 0 . D i s t i n c t m o l e c u l a r m e c h a n i s m s a n d d i v e r g e n t e n d o c y t o t i c p a t h w a y s o f 
A M P A r e c e p t o r i n t e r n a l i z a t i o n . N a t . N e u r o s c i . 3 , 1 2 8 2 - 1 2 9 0 . 

L i n , Y . , S k e b e r d i s . t V . A . , F r a n c e s c o n i , A . , B e n n e t t , M . V . , Z u k i n , R . S . , 2 0 0 4 . P o s t s y n a p t i c 
d e n s i t y p r o t e i n - 9 5 r e g u l a t e s N M D A c h a n n e l g a t i n g a n d s u r f a c e e x p r e s s i o n . J . 
N e u r o s c i . 2 4 , 1 0 1 3 8 - 1 0 1 4 8 . 

206 



L i s s i n , D . V . , G o m p e r t s , S . N . , C a r r o l l , R . C , C h r i s t i n e , C W . , K a l m a n , D . , K i t a m u r a , M . , 
H a r d y , S . , N i c o l l , R A , M a l e n k a , R . C , v o n Z a s t r o w , M . , 1 9 9 8 . A c t i v i t y d i f f e r e n t i a l l y 
r e g u l a t e s t h e s u r f a c e e x p r e s s i o n o f s y n a p t i c A M P A a n d N M D A g l u t a m a t e r e c e p t o r s . 
P r o c . N a t l . A c a d . S c i . U . S . A . , 9 5 , 7 0 9 7 - 7 1 0 2 . 

L i t c h f i e l d , D . W . , 2 0 0 3 . P r o t e i n k i n a s e C K 2 : s t r u c t u r e , r e g u l a t i o n a n d r o l e i n c e l l u l a r 
d e c i s i o n s o f l i f e a n d d e a t h . B i o c h e m . J . 3 6 9 ( P t 1 ) , 1 - 1 5 . 

L i u , L. , W o n g , T . P . , P o z z a , M . F . , L i n g e n h o e h l , K . , W a n g , Y . , S h e n g , M . , A u b e r s o n , Y . P . , 
W a n g , Y . T . , 2 0 0 4 . R o l e o f N M D A r e c e p t o r s u b t y p e s i n g o v e r n i n g t h e d i r e c t i o n o f 
h i p p o c a m p a l s y n a p t i c p l a s t i c i t y . S c i e n c e 3 0 4 , 1 0 2 1 - 1 0 2 4 . 

L l e d o , P . - M . , Z h a n g , X . , S u d h o f , T C , M a l e n k a , R . C , N i c o l l , R . A . , 1 9 9 8 . P o s t s y n a p t i c 
m e m b r a n e f u s i o n a n d l o n g - t e r m p o t e n t i a t i o n . S c i e n c e 2 7 9 , 3 9 9 - 4 0 3 . 

L u c a s , D . R . , N e w h o u s e , J . P . , 1 9 5 7 . T h e t o x i c e f f e c t o f s o d i u m L - g l u t a m a t e o n t h e i n n e r 
l a y e r s o f t h e r e t i n a . A . M . A . A r c h . O p h t h a l m o l . 5 8 , 1 9 3 - 2 0 1 . 

L u t h i - C a r t e r , R . , S t r a n d , A . , P e t e r s , N . L . , S o l a n o , S . M . , H o l l i n g s w o r t h , Z . R . , M e n o n , A . S . , 
F r e y , A . S . , S p e k t o r , B . S . , P e n n e y , E . B . , S c h i l l i n g , G . , R o s s , C A . , B o r c h e l t , D . R . , 
T a p s c o t t , S . J . , Y o u n g , A . B . , C h a , J . - H . J . , O l s o n , J . M . , 2 0 0 0 . D e c r e a s e d e x p r e s s i o n 
o f s t r i a t a l s i g n a l i n g g e n e s i n a m o u s e m o d e l o f H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . H u m . M o l . 
G e n e t . 9 , 1 2 5 9 - 1 2 7 1 . 

L u t h i - C a r t e r , R . , H a n s o n , S A , S t r a n d , A . D . , B e r g s t r o m , D . A . , C h u n , W . , P e t e r s , N . L . , 
W o o d s , A . M . , C h a n , E . Y . , K o o p e r b e r g , C , K r a i n c , D . , Y o u n g , A . B . , T a p s c o t t , S . J . , 
O l s o n , J . M . , 2 0 0 2 a . D y s r e g u l a t i o n o f g e n e e x p r e s s i o n i n t h e R 6 / 2 m o d e l o f 
p o l y g l u t a m i n e d i s e a s e : p a r a l l e l c h a n g e s i n m u s c l e a n d b r a i n . H u m . M o l . G e n e t . 1 1 , 
1 9 1 1 - 1 9 2 6 . 

L u t h i - C a r t e r , R . , S t r a n d , A . D . , H a n s o n , S . A . , K o o p e r b e r g , C , S c h i l l i n g , G . , L a S p a d a , 
A . R . , M e r r y , D . E . , Y o u n g , A . B . , R o s s , C A . , B o r c h e l t , D . R . , O l s o n , J . M . , 2 0 0 2 b . 
P o l y g l u t a m i n e a n d t r a n s c r i p t i o n : g e n e e x p r e s s i o n c h a n g e s s h a r e d b y D R P L A a n d 
H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e m o u s e m o d e l s r e v e a l c o n t e x t - i n d e p e n d e n t e f f e c t s . H u m . M o l . 
G e n e t . 1 1 , 1 9 2 7 - 1 9 3 7 . 

L u t h i - C a r t e r , R . , A p o s t o l , B . L . , D u n a h , A . W . , D e J o h n , M . M . , F a r r e l l , L A , B a t e s , G . P . , 
Y o u n g , A . B . , S t a n d a e r t , D . G . , T h o m p s o n , L . M . , C h a , J . - H . J . , 2 0 0 3 . C o m p l e x 
a l t e r a t i o n o f N M D A r e c e p t o r s i n t r a n s g e n i c H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e m o u s e b r a i n : 
a n a l y s i s o f m R N A a n d p r o t e i n e x p r e s s i o n , p l a s m a m e m b r a n e a s s o c i a t i o n , 
i n t e r a c t i n g p r o t e i n s , a n d p h o s p h o r y l a t i o n . N e u r o b i o l . D i s . 1 4 , 6 2 4 - 6 3 6 . 

M a n , H . Y . , L i n , J . W . , J u , W . H . , A h m a d i a n , G . , L i u , L . , B e c k e r , L . E . , S h e n g , M . , W a n g , 
Y . T . , 2 0 0 0 . R e g u l a t i o n o f A M P A r e c e p t o r - m e d i a t e d s y n a p t i c t r a n s m i s s i o n b y 
c l a t h r i n - d e p e n d e n t r e c e p t o r i n t e r n a l i z a t i o n . N e u r o n 2 5 , 6 4 9 - 6 6 2 . 

M a n g i a r i n i , L . , S a t h a s i v a m , K . , S e l l e r , M . , C o z e n s , B . , H a r p e r , A . , H e t h e r i n g t o n , C , 
L a w t o n , M . , T r o t t i e r , Y . , L e h r a c h , H . , D a v i e s , S . W . , B a t e s , G . P . , 1 9 9 6 . E x o n 1 o f t h e 
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H D g e n e w i t h a n e x p a n d e d C A G r e p e a t i s s u f f i c i e n t t o c a u s e a p r o g r e s s i v e 
n e u r o l o g i c a l p h e n o t y p e i n t r a n s g e n i c m i c e . C e l l 8 7 , 4 9 3 - 5 0 6 . 

M a r e n , S . , B a u d r y , M . , 1 9 9 5 . P r o p e r t i e s a n d m e c h a n i s m s o f l o n g - t e r m s y n a p t i c p l a s t i c i t y 
i n t h e m a m m a l i a n b r a i n : r e l a t i o n s h i p s t o l e a r n i n g a n d m e m o r y . N e u r o b i o l . L e a r n . 
M e m . 6 3 , 1 - 1 8 . 

M a s s e y , P . V . , J o h n s o n , B . E . , M o u l t , P . R . , A u b e r s o n , Y . P . , B r o w n , M . W . , M o l n a r , E . , 
C o l l i n g r i d g e , G . L . , B a s h i r , Z . I . , 2 0 0 4 . D i f f e r e n t i a l r o l e s o f N R 2 A a n d 
N R 2 B - c o n t a i n i n g N M D A r e c e p t o r s i n c o r t i c a l l o n g - t e r m p o t e n t i a t i o n a n d l o n g - t e r m 
d e p r e s s i o n . J . N e u r o s c i . 2 4 , 7 8 2 1 - 7 8 2 8 . 

M a u c e r i , D . , G a r d o n i , F . , M a r c e l l o , E . , D i L u c a , M . , 2 0 0 7 . D u a l r o l e o f C a M K I I - d e p e n d e n t 
S A P 9 7 p h o s p h o r y l a t i o n i n m e d i a t i n g t r a f f i c k i n g a n d i n s e r t i o n o f N M D A r e c e p t o r 
s u b u n i t N R 2 A . J . N e u r o c h e m . 1 0 0 , 1 0 3 2 - 1 0 4 6 . 

M a y e r , M . L . , W e s t b r o o k , G . L . , G u t h r i e , P . B . , 1 9 8 4 . V o l t a g e - d e p e n d e n t b l o c k b y M g 2 + o f 
N M D A r e s p o n s e s i n s p i n a l c o r d n e u r o n e s . N a t u r e 3 0 9 , 2 6 1 - 2 6 3 . 

M a z a r a k i s , N . K . , C y b u l s k a - K l o s O w i c z , A . , G r o t e , H . , P a n g , T . , V a n D e l l e n , A . , K o s s u t , M . , 
B l a k e m o r e , C . , H a n n a n , A . J ' . , 2 0 0 5 . D e f i c i t s i n e x p e r i e n c e - d e p e n d e n t c o r t i c a l 
p l a s t i c i t y a n d s e n s o r y - d i s c r i m i n a t i o n l e a r n i n g i n p r e s y m p t o m a t i c H u n t i n g t o n ' s 
d i s e a s e m i c e . 2 5 , 3 0 5 9 - 3 0 6 6 . 

M c B a i n , C . J . , M a y e r , M . L . , 1 9 9 4 . N - m e t h y l - D - a s p a r t i c a c i d r e c e p t o r s t r u c t u r e a n d 
f u n c t i o n . P h y s i o l . R e v . 7 4 , 7 2 3 - 7 6 0 . 

M c C a m p b e l l , A . , T a y l o r , J . P . , T a y e , A . A . , R o b i t s c h e k , J . , L i , M . , W a l c o t t , J . , M e r r y , D . , 
C h a i , Y . , P a u l s o n , H . , S o b u e , G . , F i s c h b e c k , K . H . , 2 0 0 0 . C R E B - b i n d i n g p r o t e i n 
s e q u e s t r a t i o n b y e x p a n d e d p o l y g l u t a m i n e . H u m . M o l . G e n e t . 9 , 2 1 9 7 - 2 2 0 2 . 

M c G e e r , E . G . , M c G e e r , P . L . , 1 9 7 6 . D u p l i c a t i o n o f b i o c h e m i c a l c h a n g e s o f H u n t i n g t o n ' s 
c h o r e a b y i n t r a s t r i a t a l i n j e c t i o n s o f g l u t a m i c a n d k a i n i c a c i d s . N a t u r e 2 6 3 , 5 1 7 - 5 1 9 . 

M c G e e r , E . G . , M c G e e r , P . L . , 1 9 7 8 . S o m e f a c t o r s i n f l u e n c i n g t h e n e u r o t o x i c i t y o f 
i n t r a s t r i a t a l i n j e c t i o n s o f k a i n i c a c i d . N e u r o c h e m . R e s . 3 , 5 0 1 - 5 1 7 . 

M c l l h i n n e y , R . A . , M o l n a r , E . , A t a c k , J . R . , W h i t i n g , P . J . , 1 9 9 6 . C e l l s u r f a c e e x p r e s s i o n o f 
t h e h u m a n N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e r e c e p t o r s u b u n i t 1 a r e q u i r e s t h e c o - e x p r e s s i o n o f 
t h e N R 2 A s u b u n i t i n t r a n s f e c t e d c e l l s . N e u r o s c i e n c e 7 0 , 9 8 9 - 9 9 7 . 

M c l l h i n n e y , R . A . / L e B o u r d e l l e s , B . , M o l n a r , E . , T r i c a u d , N . , S t r e i t , P . , W h i t i n g , P . J . , 1 9 9 8 . 
A s s e m b l y i n t r a c e l l u l a r t a r g e t i n g a n d c e l l s u r f a c e e x p r e s s i o n o f t h e h u m a n 
N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e r e c e p t o r s u b u n i t s N R 1 a a n d N R 2 A i n t r a n s f e c t e d c e l l s . 
N e u r o p h a r m a c o l o g y 3 7 , 1 3 5 5 - 1 3 6 7 . 

M e d d o w s , E . , L e B o u r d e l l e s , B . , G r i m w o o d , S . , W a f f o r d , K . , S a n d h u , S . , W h i t i n g , P . , 
M c l l h i n n e y , R . A . , 2 0 0 1 . I d e n t i f i c a t i o n o f m o l e c u l a r d e t e r m i n a n t s t h a t a r e i m p o r t a n t 
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i n t h e a s s e m b l y o f N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e r e c e t o r s . J . B i o l . C h e m . 2 7 6 , 
1 8 7 9 5 - 1 8 8 0 3 . 

M e g g i o , F . , P i n n a , L . A . , 2 0 0 3 . O n e - t h o u s a n d - a n d - o n e s u b s t r a t e s o f p r o t e i n k i n a s e C K 2 ? 
F A S E B J . 1 7 , 3 4 9 - 3 6 8 . 

M e n a l l e d , L . B . , C h e s s e l e t , M . F . , 2 0 0 2 . M o u s e m o d e l s o f H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . T r e n d s 
P h a r m a c o l . S c i . 2 3 , 3 2 - 3 9 . 

M e t z l e r , M . , L e g e n d r e - G u i l l e m i n , V . , G a n , L , C h o p r a , V . , K w o k , A . , M c P h e r s o n , P . S . , 
H a y d e n , M . R . , 2 0 0 1 . H I P 1 f u n c t i o n s i n c l a t h r i n - m e d i a t e d e n d o c y t o s i s t h r o u g h 
b i n d i n g t o c l a t h r i n a n d a d a p t o r p r o t e i n 2 . J . B i o l . C h e m . 2 7 6 , 3 9 2 7 1 - 3 9 2 7 6 . 

M e t z l e r , M . , L i , B . , G a n , L . , G e o r g i o u , J . , G u t e k u n s t , C . A . , W a n g , Y . , T o r r e , E . , D e v o n , 
R . S . , O h , R . , L e g e n d r e - G u i l l e m i n , V . , R i c h , M . , A l v a r e z , C , G e r t s e n s t e i n , M . , 
M c P h e r s o n , P . S . , N a g y , A . , W a n g , Y . T . , R q d e r , J . C , R a y m o n d , L . A . , H a y d e n , M . R . , 
2 0 0 3 . D i s r u p t i o n o f t h e e n d o c y t i c p r o t e i n H I P 1 r e s u l t s i n n e u r o l o g i c a l d e f i c i t s a n d 
d e c r e a s e d A M P A r e c e p t o r t r a f f i c k i n g . E M B O J . 2 2 , 3 2 5 4 - 3 2 6 6 . 

M e t z l e r , M . , G a n , L . , W o n g , T . P . , L i u , L . , H e l m , J . , L i u , L . , G e o r g i o u , J . , W a n g , Y . , 
B i s s a d a , N . , C h e n g , K . , R o d e r , J . C , W a n g , Y . T . , H a y d e n , M . R . , 2 0 0 7 . N M D A 
r e c e p t o r f u n c t i o n a n d N M D A r e c e p t o r - d e p e n d e n t p h o s p h o r y l a t i o n o f h u n t i n g t i n i s 
a l t e r e d b y t h e e n d o c y t i c p r o t e i n H I P 1 . J . N e u r o s c i . 2 7 , 2 2 9 8 - 2 3 0 8 . 

M i c h a e l i s , E . K . , 1 9 9 8 . M o l e c u l a r b i o l o g y o f g l u t a m a t e r e c e p t o r s i n t h e c e n t r a l n e r v o u s 
s y s t e m a n d t h e i r r o l e i n e x c i t o t o x i c i t y , o x i d a t i v e s t r e s s a n d a g i n g . P r o g . N e u r o b i o l . 
5 4 , 3 6 9 - 4 1 5 . 

M i l n e r w o o d , A . J . , C u m m i n g s , D . M . , D a l l e r a c , G . M . , B r o w n , J . Y . , V a t s a v a y a i , S . C , H i r s t , 
M . C , R e z a i e , P . , M u r p h y , K . P . , 2 0 0 6 . E a r l y d e v e l o p m e n t o f a b e r r a n t s y n a p t i c 
p l a s t i c i t y i n a m o u s e m o d e l o f H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . H u m . M o l . G e n e t . 1 5 , 
1 6 9 0 - 1 7 0 3 . 

M i l n e r w o o d , A . J . , R a y m o n d , L . A . , 2 0 0 6 . S y n a p t i c a b n o r m a l i t i e s a s s o c i a t e d w i t h 
H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . I n : D i t y a t e v , A . , E l - H u s s e i n i , A . ( E d s . ) , M o l e c u l a r M e c h a n i s m s 
o f S y n a p t o g e n e s i s . S p r i n g e r U . S . A . , N e w Y o r k , p p . 4 5 7 - 4 7 2 . 

M o d r e g g e r , J . , D i P r o s p e r o , N . A . , C h a r l e s , V . , T a g l e , D . A . , P l o m a n n , M . , 2 0 0 2 . P A C S I N 1 
i n t e r a c t s w i t h h u n t i n g t i n a n d i s a b s e n t f r o m s y n a p t i c v a r i c o s i t i e s i n p r e s y m p t o m a t i c 
H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e b r a i n s . H u m . M o l . G e n e t . 1 1 , 2 5 4 7 - 2 5 5 8 . 

M o n y e r , H . , S p r e n g e l , R . , S c h o e p f e r , R . , H e r b , A . , H i g u c h i , M . , L o m e l i , H . , B u r n a s h e v , N . , 
S a k m a n n , B . , S e e b u r g , P . H . , 1 9 9 2 . H e t e r o m e r i c N M D A r e c e p t o r s : m o l e c u l a r a n d 
f u n c t i o n a l d i s t i n c t i o n o f s u b t y p e s . S c i e n c e 2 5 6 , 1 2 1 7 - 1 2 2 1 . 

M o n y e r , H . , B u r n a s h e v , N . , L a u r i e , D . J . , S a k m a n n , B . , S e e b u r g , P . H . , 1 9 9 4 . 
D e v e l o p m e n t a l a n d r e g i o n a l e x p r e s s i o n i n t h e r a t b r a i n a n d f u n c t i o n a l p r o p e r t i e s o f 
f o u r N M D A r e c e p t o r s . N e u r o n 1 2 , 5 2 9 - 5 4 0 . 
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M o r i s h i t a , W . , L u , W . , S m i t h , G . B . , N i c o l l , R A , B e a r , M . F . , M a l e n k a , R . C . , 2 0 0 6 . 
A c t i v a t i o n o f N R 2 B - c o n t a i n i n g N M D A r e c e p t o r s i s n o t r e q u i r e d f o r N M D A 
r e c e p t o r - d e p e n d e n t l o n g - t e r m d e p r e s s i o n . N e u r o p h a r m a c o l o g y [ E p u b a h e a d o f 
p r i n t ] . 

M u , Y . , O t s u k a , T . , H o r t o n , A . C . , S c o t t , D . B . , E h l e r s , M . D . , 2 0 0 3 . A c t i v i t y - d e p e n d e n t 
m R N A s p l i c i n g c o n t r o l s E R e x p o r t a n d s y n a p t i c d e l i v e r y o f N M D A r e c e p t o r s . 
N e u r o n 4 0 , 5 8 1 - 5 9 4 . 

M u c h o w s k i , P . J . , S c h a f f a r , G . , S i t t l e r , A . , W a n k e r , E . E . , H a y e r - H a r t l , M . K . , H a r t l , F . U . , 
2 0 0 0 . H s p 7 0 a n d h s p 4 0 c h a p e r o n e s c a n i n h i b i t s e l f - a s s e m b l y o f p o l y g l u t a m i n e 
p r o t e i n s i n t o a m y l o i d - l i k e f i b r i l s . P r o c . N a t l . A c a d . S c i . U . S . A . 9 7 , 7 8 4 1 - 7 8 4 6 . 

M u r p h y , K . P . , C a r t e r , R . J . , L i o n e , L A , M a n g i a r i n i , L . , M a h a l , A . , B a t e s , G . P . , D u n n e t t , 
S . B . , M o r t o n , A . J . , 2 0 0 0 . A b n o r m a l s y n a p t i c p l a s t i c i t y a n d i m p a i r e d s p a t i a l c o g n i t i o n 
i n m i c e t r a n s g e n i c f o r e x o n 1 o f t h e h u m a n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e m u t a t i o n . J . 
N e u r o s c i . 2 0 , 5 1 1 5 - 5 1 2 3 . 

N a s i r , J . , F l o r e s c o , S . B . , O ' K u s k y , J . R . , D i e w e r t , V . M . , R i c h m a n , J . M . , Z e i s l e r , J . , 
B o r o w s k i , A . , M a r t h , J . D . , P h i l l i p s , A . G . , H a y d e n , M . R . , 1 9 9 5 . T a r g e t e d d i s r u p t i o n o f 
t h e H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e g e n e r e s u l t s i n e m b r y o n i c l e t h a l i t y a n d b e h a v i o r a l a n d 
m o r p h o l o g i c a l c h a n g e s i n h e t e r o z y g o t e s . C e l l 8 1 , 8 1 1 - 8 2 3 . 

N e u w a l d , A . F . , H i r a n o , T . , 2 0 0 0 . H E A T r e p e a t s a s s o c i a t e d w i t h c o n d e n s i n s , c o h e s i n s , 
a n d o t h e r c o m p l e x e s i n v o l v e d i n c h r o m o s o m e - r e l a t e d f u n c t i o n s . G e n o m e R e s . 1 0 , 
1 4 4 5 - 1 4 5 2 . 

N i c h o l l s , D . G . , W a r d , M . W . , 2 0 0 0 . M i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l a n d n e u r o n a l 
g l u t a m a t e e x c i t o t o x i c i t y : m o r t a l i t y a n d m i l l i v o l t s . T r e n d s N e u r o s c i . 2 3 , 1 6 6 - 1 7 4 . 

N o n g , Y . , H u a n g , Y . Q . , J u , W . , K a l i a , L . V . , A h m a d i a n , G . , W a n g , Y . T . , S a l t e r , M . W . , 2 0 0 3 . 
G l y c i n e b i n d i n g p r i m e s N M D A r e c e p t o r i n t e r n a l i z a t i o n . N a t u r e 4 2 2 , 3 0 2 - 3 0 7 . 

N o w a k , L . , B r e g e s t o v s k i , P . , A s c h e r , P . , H e r b e t , A . , P r o c h i a n t z , A . , 1 9 8 4 . M a g n e s i u m 
g a t e s g l u t a m a t e - a c t i v a t e d c h a n n e l s i n m o u s e c e n t r a l n e u r o n e s . N a t u r e 3 0 7 , 
4 6 2 - 4 6 5 . 

O h a n i a n , V . , W o l f e , L . C , J o h n , K . M . , P i n d e r , J . C . , L u x , S . E . , G r a t z e r , W . B . , 1 9 8 4 . 
A n a l y s i s o f t h e t e r n a r y i n t e r a c t i o n o f t h e r e d c e l l m e m b r a n e s k e l e t a l p r o t e i n s 
s p e c t r i n , a c t i n , a n d 4 . 1 . B i o c h e m i s t r y 2 3 , 4 4 1 6 - 4 4 2 0 . 

O k a b e , S . , M i w a , A . , O k a d o , H . , 1 9 9 9 . A l t e r n a t i v e s p l i c i n g o f t h e C - t e r m i n a l d o m a i n 
r e g u l a t e s c e l l s u r f a c e e x p r e s s i o n o f t h e N M D A r e c e p t o r N R 1 s u b u n i t . J . N e u r o s c i . 
1 9 , 7 7 8 1 - 7 7 9 2 . 

O l i v e i r a , J . M . A . , C h e n , S . , A l m e i d a , S . , R i l e y , R . , G o n c a l v e s , J . , O l i v e i r a , C . R . , H a y d e n , 
M . R . , N i c h o l l s , D . G . , E l l e r b y , L . M . , R e g o , A . C , 2 0 0 6 . M i t o c h o n d r i a l - d e p d e n t C a 2 + 

h a n d l i n g i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e s t r i a t a l c e l l s : e f f e c t o f h i s t o n e d e a c e t y l a s e 
i n h i b i t o r s . N e u r o b i o l . D i s . 2 6 , 1 1 1 7 4 - 1 1 1 8 6 . 
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O r d w a y , J . M . , T a l l a k s e n - G r e e n e , S . , G u t e k u n s t , C . A . , B e r n s t e i n , E . M . , C e a r l e y , J . A . , 
W i e n e r , H . W . , D u r e , L S . 4 t h , L i n d s e y , R . , H e r s c h , S . M . , J o p e , R . S . , A l b i n , R . L . , 
D e t l o f f , P . J . , 1 9 9 7 . E c t o p i c a l l y e x p r e s s e d C A G r e p e a t s c a u s e i n t r a n u c l e a r 
i n c l u s i o n s a n d a p r o g r e s s i v e l a t e o n s e t n e u r o l o g i c a l p h e n o t y p e i n t h e m o u s e . C e l l 
9 1 , 7 5 3 - 7 6 3 . 

O r l a n d o , L . R . , A l s d o r f , S . A . , P e n n e y , J . B . J r . , Y o u n g , A . B . , 2 0 0 1 . T h e r o l e o f g r o u p I a n d 
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q u i n o l i n i c a c i d t o x i c i t y . E x p . N e u r o l . 1 6 7 , 1 9 6 - 2 0 4 . 

O r r e n i u s , S . , 2 0 0 4 . M i t o c h o n d r i a l r e g u l a t i o n o f a p o p t o t i c c e l l d e a t h . T o x i c o l . L e t t . 1 4 9 , 
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C u r r . O p i n . P h a r m a c o l . 6 , 1 - 9 . 
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m u t a n t h u n t i n g t i n - i n d u c e d t o x i c i t y b y p h o s p h o r y l a t i n g s e r i n e 4 2 1 o f h u n t i n g t i n . E u r . 
J . N e u r o s c i . 1 9 , 2 7 3 - 2 7 9 . 

R a y m o n d , L . A . , M o s h a v e r , A . , T i n g l e y , W . G . , H u g a n i r , R . L . , 1 9 9 6 . G l u t a m a t e r e c e p t o r 
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t r a n s p o r t o f N - t e r m i n a l h u n t i n g t i n s u g g e s t s e a r l y p a t h o l o g y o f c o r t i c o s t r i a t a l 
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H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e i n t r a n u c l e a r i n c l u s i o n s c o n t a i n t r u n c a t e d , u b i q u i t i n a t e d 
h u n t i n g t i n p r o t e i n . E x p . N e u r o l . 1 5 6 , 9 2 - 9 9 . 
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L e a v i t t , B . R . , H a y d e n , M . R . , 2 0 0 3 . S e l e c t i v e s t r i a t a l n e u r o n a l l o s s i n a Y A C 1 2 8 
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n e u r o n a l e x c i t a b i l i t y . J . N e u r o s c i . 2 6 , 4 5 0 9 - 4 5 1 8 . 

S o r n a r a j a h , L . , 2 0 0 4 . U n d e r s t a n d i n g p r o t e i n - p r o t e i n i n t e r a c t i o n s i n t h e p a t h o l o g y o f 
H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . B . S c . t h e s i s . 
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d i s e a s e . T r e n d s G e n e t . 1 9 , 2 3 3 - 2 3 8 . 

S u n , Y . , S a v a n e n i n , A . , R e d d y , P . H . , L i u , Y . F . , 2 0 0 1 . P o l y g l u t a m i n e - e x p a n d e d h u n t i n g t i n 
p r o m o t e s s e n s i t i z a t i o n o f N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e r e c e p t o r s v i a p o s t - s y n a p t i c d e n s i t y 
9 5 . J . B i o l . C h e m . 2 7 6 , 2 4 7 1 3 - 2 4 7 1 8 . 

S u o p a n k i , J . , G o t z , C , L u t s c h , G . , S c h i l l e r , J . , H a r j e s , P . , H e r m a n n , A . , W a n k e r , E . E . , 
2 0 0 6 . I n t e r a c t i o n o f h u n t i n g t i n f r a g m e n t s w i t h b r a i n m e m b r a n e s - c l u e s t o e a r l y 
d y s f u n c t i o n i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . J . N e u r o c h e m . 9 6 , 8 7 0 - 8 8 4 . 

S z e b e n y i , G . , M o r f i n i , G . A . , B a b c o c k , A . , G o u l d , M . , S e l k o e , K . , S t e n o i e n , D . L . , Y o u n g , 
M . , F a b e r , P . W . , M a c D o n a l d , M . E . , M c P h a u l , M . J . , B r a d y , S T . , 2 0 0 3 . 
N e u r o p a t h o g e n i c f o r m s o f h u n t i n g t i n a n d a n d r o g e n r e c e p t o r i n h i b i t f a s t a x o n a l 
t r a n s p o r t . N e u r o n 4 0 , 4 1 - 5 2 . 

T a b r i z i , S . J . , C l e e t e r , M . W . , X u e r e b , J . , T a a n m a n , J . W . , C o o p e r , J . M . , S c h a p i r a , A . H . , 
1 9 9 9 . B i o c h e m i c a l a b n o r m a l i t i e s a n d e x c i t o t o x i c i t y i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e b r a i n . 
A n n . N e u r o l . 4 5 , 2 5 - 3 2 . 

T a g a w a , K . , M a r u b u c h i , S . , Q i , M . - L . , E n o k i d o , Y . , T a m u r a , T . , I n a g a k i , R . , M u r a t a , M . , 
K a n a z a w a , I., W a n k e r , E . E . , O k a z a w a , H . , 2 0 0 7 . T h e i n d u c t i o n l e v e l s o f h e a t s h o c k 
p r o t e i n 7 0 d i f f e r e n t i a t e t h e v u l n e r a b i l i t i e s t o m u t a n t h u n t i n g t i n a m o n g n e u r o n a l 
s u b t y p e s . J . N e u r o s c i . 2 7 , 8 6 8 - 8 8 0 . 

T a k e u c h i , K . , K a w a s h i m a , A . , N a g a f u c h i , A . , T s u k i t a , S . , 1 9 9 4 . S t r u c t u r a l d i v e r s i t y o f 
b a n d 4 . 1 s u p e r f a m i l y m e m b e r s . J . C e l l S c i . 1 0 7 , 1 9 2 1 - 1 9 2 8 . 

T a n g , T . - S . , T u , H . , C h a n , E . Y . W . , M a x i m o v , A . , W a n g , Z . , W e l l i n g t o n , C . L . , H a y d e n , 
M . R . , B e z p r o z v a n n y , I., 2 0 0 3 . H u n t i n g t i n a n d h u n t i n g t i n - a s s o c i a t e d p r o t e i n 1 
i n f l u e n c e n e u r o n a l c a l c i u m s i g n a l i n g m e d i a t e d b y i n o s i t o l - ( 1 , 4 , 5 ) t r i p h o s p h a t e 
r e c e p t o r t y p e 1 . N e u r o n 3 9 , 2 2 7 - 2 3 9 . 

T a n g , T . - S . , T u , H . , O r b a n , P . C , C h a n , E . Y . W . , H a y d e n , M . R . , B e z p r o z v a n n y , I., 2 0 0 4 . 
H A P 1 f a c i l i t a t e s e f f e c t s o f m u t a n t h u n t i n g t i n o n i n o s i t o l 1 , 4 , 5 - t r i s p h o s p h a t e - i n d u c e d 
C a 2 + r e l e a s e i n p r i m a r y c u l t u r e o f s t r i a t a l m e d i u m s p i n y n e u r o n s . E u r . J . N e u r o s c i . 
2 0 , 1 7 7 9 - 1 7 8 7 . 

218 



T a n g , T . - S . , S l o w , E . , L u p u , V . , S t a v r o v s k a y a , I . G . , S u g i m o r i , M . , L l i n a s , R . , K r i s t a l , B . S . , 
H a y d e n , M . R . , B e z p r o z v a n n y , I., 2 0 0 5 . D i s t u r b e d C a 2 + s i g n a l i n g a n d a p o p t o s i s o f 
m e d i u m s p i n y n e u r o n s i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . P r o c . N a t l . A c a d . S c i . U . S . A . 1 0 2 , 
2 6 0 2 - 2 6 0 7 . 

T h o m a s , C . G . , M i l l e r , A . J . , W e s t b r o o k , G . L . , 2 0 0 6 . S y n a p t i c a n d e x t r a s y n a p t i c N M D A 
r e c e p t o r N R 2 s u b u n i t s i n c u l t u r e d h i p p o c a m p a l n e u r o n s . J . N e u r o p h y s i o l . 9 5 , 
1 7 2 7 - 1 7 3 4 , 

T i n g l e y , W . G . , E h l e r s , M . D . , K a m e y a m a , K . , D o h e r t y , C , P t a k , J . B . , R i l e y , C . T . , H u g a n i r , 
R . L . , 1 9 9 7 . C h a r a c t e r i z a t i o n o f p r o t e i n k i n a s e A a n d p r o t e i n k i n a s e C 
p h o s p h o r y l a t i o n o f t h e N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e r e c e p t o r N R 1 s u b u n i t u s i n g 
p h o s p h o r y l a t i o n s i t e - s p e c i f i c a n t i b o d i e s . J . B i o l . C h e m . 2 7 2 , 5 1 5 7 - 5 1 6 6 . 

T o b i n , A . J . , S i g n e r , E . R . , 2 0 0 0 . H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e : t h e c h a l l e n g e f o r c e l l b i o l o g i s t s . 
T r e n d s C e l l B i o l . 1 0 , 5 3 1 - 5 3 6 . 

T o v a r , K . R . , W e s t b r o o k , G . L . , 1 9 9 9 . T h e i n c o r p o r a t i o n o f N M D A r e c e p t o r s w i t h a d i s t i n c t 
s u b u n i t c o m p o s i t i o n a t n a s c e n t h i p p o c a m p a l s y n a p s e s i n v i t r o . J . N e u r o s c i . 1 9 , 
4 1 8 0 - 4 1 8 8 . 

T r e t t e l , F . , R i g a m o n t i , D . , H i l d i t c h - M a g u i r e , P . , W h e e l e r , V . C . , S h a r p , A . H . , P e r s i c h e t t i , F . , 
C a t t a n e o , E . , M a c D o n a l d , M . E . , 2 0 0 0 . D o m i n a n t p h e n o t y p e s p r o d u c e d b y t h e H D 
m u t a t i o n i n S T H d h ( Q 1 1 1 ) s t r i a t a l c e l l s . H u m . M o l . G e n e t . 9 , 2 7 9 9 - 2 8 0 9 

T r o t t i e r , Y . , D e v y s , D . , I m b e r t , G . , S a u d o u , F . , A n , I., L u t z , Y . , W e b e r , C , A g i d , Y . , H i r s c h , 
E . C , M a n d e l , J . - L , 1 9 9 5 . C e l l u l a r l o c a l i z a t i o n o f t h e H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e p r o t e i n 
a n d d i s c r i m i n a t i o n o f t h e n o r m a l a n d m u t a t e d f o r m . N a t u r e G e n e t . 1 0 , 1 0 4 - 1 1 0 . 

T r u a n t , R . , A t w a l , R . , B u r t n i k , A . , 2 0 0 6 . H y p o t h e s i s : h u n t i n g t i n m a y f u n c t i o n i n 
m e m b r a n e a s s o c i a t i o n a n d v e s i c u l a r t r a f f i c k i n g . B i o c h e m . C e l l B i o l . 8 4 , 9 1 2 - 9 1 7 . 

T r u a n t , R . , A t w a l , R . S . , B u r t n i k , A . , 2 0 0 7 . N u c l e o c y t o p l a s m i c t r a f f i c k i n g a n d t r a n s c r i p t i o n 
e f f e c t s o f h u n t i n g t i n i n H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . P r o g . N e u r o b i o l . 
d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j . p n e u r o b i o . 2 0 0 6 . 1 1 . 0 0 4 ( A r t i c l e i n P r e s s ) . 

T r u s h i n a , E . , D y e r , R . B . , B a d g e r , J . D . I I , U r e , D . , E i d e , L , T r a n , D . D . , V r i e z e , B . T . , 
L e g e n d r e - G u i l l e m i n , V . , M c P h e r s o n , P . S . , M a n d a v i l l i , B . S . , V a n H o u t e n , B . , Z e i t l i n , 
S . , M c N i v e n , M . , A e b e r s o l d , R . , H a y d e n , M . , P a r i s i , J . E . , S e e b e r g , E . , D r a g a t s i s , I., 
D o y l e , K . , B e n d e r , A . , C h a c k o , C , M c M u r r a y , C . T . , 2 0 0 4 . M u t a n t h u n t i n g t i n i m p a i r s 
a x o n a l t r a f f i c k i n g i n m a m m a l i a n n e u r o n s i n v i v o a n d i n v i t r o . M o l . C e l l . B i o l . 2 4 , 
8 1 9 5 - 8 2 0 9 . 

U s d i n , M . T . , S h e l b o u r n e , P . F . , M y e r s , R . M . , M a d i s o n , D . V . , 1 9 9 9 . I m p a i r e d s y n a p t i c 
p l a s t i c i t y i n m i c e c a r r y i n g t h e H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e m u t a t i o n . H u m . M o l . G e n e t . 8 , 
8 3 9 - 8 4 6 . 

V a n D i j k , J . G . , V a n d e r V e l d e , E . A . , R o o s , R . A . , B r u y n , G . W . , 1 9 8 6 . J u v e n i l e H u n t i n g t o n 
d i s e a s e . H u m . G e n e t . 7 3 , 2 3 5 - 2 3 9 . 
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V a n R a a m s d o n k , J . M . , P e a r s o n , J . , R o g e r s , D . A . , B i s s a d a , N . , V o g l , A . W . , H a y d e n , M . R . , 
L e a v i t t , B . R . , 2 0 0 5 . L o s s o f w i l d - t y p e h u n t i n g t i n i n f l u e n c e s m o t o r d y s f u n c t i o n a n d 
s u r v i v a l i n t h e Y A C 1 2 8 m o u s e m o d e l o f H u n t i n g t o n d i s e a s e . H u m . M o l . G e n e t . 1 4 , 
1 3 7 9 - 1 3 9 2 . 

V e y h l , M . , K e l l e r , T . , G o r b o u l e v , V . , V e r n a l e k e n , A . , K o e p s e l l , H . , 2 0 0 6 . R S 1 ( R S C 1 A 1 ) 
r e g u l a t e s t h e e x o c y t o t i c p a t h w a y o f N a + - D - g l u c o s e c o t r a n s p o r t e r S G L T 1 . A m . J . 
P h y s i o l . R e n a l P h y s i o l . 2 9 1 , F 1 2 1 3 - F 1 2 2 3 . 

V i c i n i , S . , W a n g , J . F . , L i , J . H . , Z h u , W . J . , W a n g , Y . H . , L u o , J . H . , W o l f e , B . B . , G r a y s o n , 
D . R . , 1 9 9 8 . F u n c t i o n a l a n d p h a r m a c o l o g i c a l d i f f e r e n c e s b e t w e e n r e c o m b i n a n t 
N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e r e c e p t o r s . J . N e u r o p h y s i o l . 7 9 , 5 5 5 - 5 6 6 . 

V i e l , A . , 1 9 9 9 . A l p h a - a c t i n i n a n d s p e c t r i n s t r u c t u r e s : a n u n f o l d i n g f a m i l y s t o r y . F E B S 
L e t t . 4 6 0 , 3 9 1 - 3 9 4 . 

V i s s e l , B . , K r u p p , J . J . , H e i n e m a n n , S . F . , W e s t b r o o k , G . L . , 2 0 0 1 . A u s e - d e p e n d e n t 
t y r o s i n e d e p h o s p h o r y l a t i o n o f N M D A r e c e p t o r s i s i n d e p e n d e n t o f i o n f l u x . N a t . 
N e u r o s c i . 4 , 5 8 7 - 5 9 6 . 

V o n H o r s t e n , S . , S c h m i t t , I., N g u y e n , H . P . , H o l z m a n n , C , S c h m i d t , T . , W a l t h e r , T . , B a d e r , 
M . , P a b s t , R . , K o b b e , P . , K r o t o v a , J . , S t i l l e r , D . , K a s k , A . , V a a r m a n n , A . , 
R a t h k e - H a r t l i e b , S . , S c h u l z , J . B . , G r a s s h o f f , U . , B a u e r , I., V i e i r a - S a e c k e r , A . M . , 
P a u l , M . , J o n e s , L . , L i n d e n b e r g , K . S . , L a n d w e h r m e y e r , B . , B a u e r , A . , L i , X . J . , R i e s s , 
O . , 2 0 0 3 . T r a n s g e n i c r a t m o d e l o f H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . H u m . M o l . G e n e t . 1 2 , 
6 1 7 - 6 2 4 . 

V o n s a t t e l , J . P . , D i F i g l i a , M . , 1 9 9 8 . H u n t i n g t o n d i s e a s e . J . N e u r o p a t h o l . E x p . N e u r o l . 5 7 , 
3 6 9 - 3 8 4 . 

V o n s a t t e l , J . P . , M y e r s , R . H . , S t e v e n s , T . J . , F e r r a n t e , R . J . , B i r d , E . D . , R i c h a r d s o n , E . P . J r . , 
1 9 8 5 . N e u r o p a t h o l o g i c a l c l a s s i f i c a t i o n o f H u n t i n g t o n ' s d i s e a s e . J . N e u r o p a t h o l . E x p . 
N e u r o l . 4 4 , 5 5 9 - 5 7 7 . 

W a e l t e r , S . , B o e d d r i c h , A . , L u r z , R . , S c h e r z i n g e r , E . , L u e d e r , G . , L e h r a c h , H . , W a n k e r , 
E . E . , 2 0 0 1 . A c c u m u l a t i o n o f m u t a n t h u n t i n g t i n f r a g m e n t s i n a g g r e s o m e - l i k e 
i n c l u s i o n b o d i e s a s a r e s u l t o f i n s u f f i c i e n t p r o t e i n d e g r a d a t i o n . M o l . B i o l . C e l l 1 2 , 
1 3 9 3 - 1 4 0 7 . 

W a n g , L . H . , R o t h b e r g , K . G . , A n d e r s o n , R . G . , 1 9 9 3 . M i s - a s s e m b l y o f c l a t h r i n l a t t i c e s o n 
e n d o s o m e s r e v e a l s a r e g u l a t o r y s w i t c h f o r c o a t e d p i t f o r m a t i o n . J . C e l l B i o l . 1 2 3 , 
1 1 0 7 - 1 1 1 7 . 

W a n g , Y . , J u , W . , L i u , L , F a m , S . , D ' S o u z a , S . , T a g h i b i g l o u , C , S a l t e r , M . , W a n g , Y . T . , 
2 0 0 4 . A l p h a - a m i n o - 3 - h y d r o x y - 5 - m e t h y l i s o x a z o l e - 4 - p r o p i o n i c a c i d s u b t y p e 
g l u t a m a t e r e c e p t o r ( A M P A R ) e n d o c y t o s i s i s e s s e n t i a l f o r 
N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e - i n d u c e d n e u r o n a l a p o p t o s i s . J . B i o l . C h e m . 2 7 9 , 
4 1 2 6 7 - 4 1 2 7 0 . 
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W a n g , Y . T . , L i n d e n , D . J . , 2 0 0 0 . E x p r e s s i o n o f c e r e b e l l a r l o n g - t e r m d e p r e s s i o n r e q u i r e s 
p o s t s y n a p t i c c l a t h r i n - m e d i a t e d e n d o c y t o s i s . N e u r o n 2 5 , 6 3 5 - 6 4 7 . 

W a n g , Y . T . , S a l t e r , M . W . , 1 9 9 4 . R e g u l a t i o n o f N M D A r e c e p t o r s b y t y r o s i n e k i n a s e s a n d 
p h o s p h a t a s e s . N a t u r e 3 6 9 , 2 3 3 - 2 3 5 . 

W a n g , Y . T . , Y u , X . M . , S a l t e r , M . W . , 1 9 9 6 . C a ( 2 + ) - i n d e p e n d e n t r e d u c t i o n o f 
N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e c h a n n e l a c t i v i t y b y p r o t e i n t y r o s i n e p h o s p h a t a s e . P r o c . N a t l . 
A c a d . S c i . U . S . A . 9 3 , 1 7 2 1 - 1 7 2 5 . 

W a n k e r , E . E . , R o v i r a , C , S c h e r z i n g e r , E . , H a s e n b a n k , R . , W a l t e r , S . , T a i t , D . , C o l i c e l l i , 
J . , L e h r a c h , H . , 1 9 9 7 . H I P - 1 : a h u n t i n g t i n i n t e r a c t i n g p r o t e i n i s o l a t e d b y t h e y e a s t 
t w o - h y b r i d s y s t e m . H u m . M o l . G e n e t . 6 , 4 8 7 - 4 9 5 . 

W a r b y , S . C . , C h a n , E . Y . , M e t z l e r , M . , G a n , L , S i n g a r a j a , R . R . , C r o c k e r , S . F . , R o b e r t s o n , 
H . A . , H a y d e n , M . R . , 2 0 0 5 . H u n t i n g t i n p h o s p h o r y l a t i o n o n s e r i n e 4 2 1 i s s i g n i f i c a n t l y 
r e d u c e d i n t h e s t r i a t u m a n d b y p o l y g l u t a m i n e e x p a n s i o n in vivo. H u m . M o l . G e n e t . 
1 4 , 1 5 6 9 - 1 5 7 7 . 

W a r r i c k , J . M . , C h a n , H . Y . , G r a y - B o a r d , G . L . , C h a i , Y . , P a u l s o n , H . L . , B o n i n i , N . M . , 1 9 9 9 . 
S u p p r e s s i o n o f p o l y g l u t a m i n e - m e d i a t e d n e u r o d e g e n e r a t i o n i n D r o s o p h i l a b y t h e 
m o l e c u l a r c h a p e r o n e H S P 7 0 . N a t . G e n e t . 2 3 , 4 2 5 - 4 2 8 . 

W a x m a n , E . A . , L y n c h , D . R . , 2 0 0 5 . N - m e t h y l - D - a s p a r t a t e r e c e p t o r s u b t y p e s : m u l t i p l e 
r o l e s i n e x c i t o t o x i c i t y a n d n e u r o l o g i c a l d i s e a s e . N e u r o s c i e n t i s t 1 1 , 3 7 - 4 9 . 

W e l l i n g t o n , C . L . , E l l e r b y , L . M . , H a c k a m , A . S . , M a r g o l i s , R . L . , T r i f i r o , M . A . , S i n g a r a j a , R . , 
M c C u t c h e o n , K . , S a l v e s e n , G . S . , P r o p p , S . S . , B r o m m , M . , R o w l a n d , K . J . , Z h a n g , 
T . , R a s p e r , D . , R o y , S . , T h o r n b e r r y , N . , P i n s k y , L . , K a k i z u k a , A . , R o s s , C . A . , 
N i c h o l s o n , D . W . , B r e d e s e n , D . E . , H a y d e n , M . R . , 1 9 9 8 . C a s p a s e c l e a v a g e o f g e n e 
p r o d u c t s a s s o c i a t e d w i t h t r i p l e t e x p a n s i o n d i s o r d e r s g e n e r a t e s t r u n c a t e d f r a g m e n t s 
c o n t a i n i n g t h e p o l y g l u t a m i n e t r a c t . J . B i o l . C h e m . 2 7 3 , 9 1 5 8 - 9 1 6 7 . 

W e l l i n g t o n , C . L . , S i n g a r a j a , R . , E l l e r b y , L. , S a v i l l , J . , R o y , S . , L e a v i t t , B . , C a t t a n e o , E . , 
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