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1. UvOoD

Organofosforni spojevi (OP spojevi) ¢ine raznoliku skupinu spojeva koji su uobic¢ajeno derivati
fosfatne, fosfonske ili fosfinske kiseline. Prototipovi OP spojeva prvi su put sintetizirani u devetnaestom
stoljecu i njima srodni spojevi danas se mogu pronaci u stotinama proizvoda, poput pesticida, Ziv€anih
bojnih otrova, insekticida, lijekova, defolijanata, industrijskih otapala, usporivaca gorenja i dodataka
gorivima. Ocem moderne toksikologije OP spojeva smatra se Gerhard Schrader, kemicar koji je u prvoj
polovici 20. stoljeéa radio u vodecoj farmaceutskoj tvrtki IG Farben u Njemackoj. Schrader i njegov tim
otkrili su nekoliko vrlo efektivnih insekticida, a za neke od sintetiziranih OP spojeva (tabun, soman,
sarin i ciklosarin) ispostavilo se da su toksi¢ni za sisavce i otkrivena je njihova upotreba kao kemijskih

bojnih otrova (Bosak, 2006; Delfino i sur, 2009; Costa, 2018).

OP spojevi ¢ine veliki udio spojeva koji su genericno poznati kao pesticidi, sto ukljucuje
insekticide, fungicide, herbicide i antihelmintike. lako se Siroko rasirena upotreba pesticida Cesto
kritizira zbog rizika povezanih s njihovom toksi¢nosti za ljude i neselektivne toksi¢nosti prema drugim
vrstama, vazna uloga OP spojeva u agrikulturi vjerojatno ¢e se nastaviti u buducnosti zbog njihove
visoke ucinkovitosti, dostupnosti pesticida niske cijene i desetlje¢a iskustva u njihovu koristenju.
Upotreba OP spojeva jo$ uvijek je visoka u razvijenim zemljama, primarno zbog njihove nize cijene u

usporedbi s novijim insekticidima (Costa, 2018; Naughton i Terry Jr., 2018).

Kao i vecina drugih insekticida koji se danas koriste, OP spojevi su primarno neurotoksicni i
djeluju na Zivcani sustav ciljanih vrsta. OP spojevi su glavni pesticidi ukljuceni u akutna trovanja ljudi,
bilo zbog slucajne izloZenosti ili pokusaja samoubojstva, zbog toga Sto imaju visoku razinu toksi¢nosti
oralnim i dermalnim putem unosa u organizam (Pereira i sur, 2014; Costa, 2018). OP spojevi djeluju na
Ziv€ani sustav inhibicijom enzima esencijalnih za Zivot, acetilkolinesteraze (AChE) i butirilkolinesteraze
(BChE), Sto se smatra njihovim primarnim mehanizmom neurotoksi¢nosti. AChE hidrolizira
neurotransmiter acetilkolin na acetilkolinskim receptorima, pa inhibicija enzima dovodi do remeéenja
kolinergi¢kog sustava i prekomjerne stimulacije nikotinskih i muskarinskih receptora. Buduci da su ti
receptori prisutni i u vecini tjelesnih organa, dolazi do tzv. kolinergicke krize sto ukljucuje prekomjerno
znojenje i salivaciju, bronhokonstrikciju, miozu, dijareju, drhtaje, trzanje misi¢a i brojne simptome u
Zivéanom sustavu (mucnina, napadaji i dr.), dok zatajenje respiratornog sustava moze dovesti i do
kome i smrti (Abou-Donia i sur, 2016; Costa, 2018). IzloZenost u preZivjelima uzrokuje i Siroki spektar
dugotrajnih neuroloskih i psihijatrijskih posljedica, poput psihoti¢nih epizoda, depresije, smanjenih
reakcija na podraZaje i procesiranje informacija te problema u odrzavanju paznje, pamdeniju, rjeSavanju

problema i kognitivnoj fleksibilnosti (Pereira i sur. 2014; Naughton i Terry Jr., 2018).



Jedan od simptoma akutnog trovanja je pojava teskih epilepticnih napadaja i razvoj
epileptiCnog statusa (engl. status epilepticus, SE). Napadaji su inducirani hiperstimulacijom
kolinergickog sustava zbog inhibirane razgradnje acetilkolina i neprekidne ekscitacije neurona, no
napadaje pojafava i odriava hiperaktivacija glutamatergickog sustava koji je odgovoran za
ponavljajuée napadaje i ekscitotoksicno osStecenje Ziv€anog sustava (Aroniadou-Anderjaska i sur,
2020). Brojna su istraZivanja pokazala kako intenzivna aktivnost jednog od najbrojnijih receptora
glutamata, NMDA receptora (NMDAR), uzrokuje poveéani dotok Ca%* u neurone i neprekidan prijenos
Ziv€anih impulsa; pokazano je da antagonisti NMDAR uspjeSno zaustavljaju napadaje prouzrokovane
bojnim otrovima, Sto potvrduje Cinjenicu da NMDAR ima dominantnu kontrolu nad napadajima koji se
dogadaju nakon sto zavrsi kolinergic¢ka hiperstimulacija Zivéanog sustava (Paoletti i sur, 2013; Wang i
sur, 2021). Ekscitotoksicni signalni procesi usko su povezani s oksidacijskim stresom i sintezom
reaktivnih kisikovih vrsta, Sto dovodi do degeneracije stanica i programirane stani¢ne smrti (Eisenkraft
i sur, 2013). Nakon pojave epilepticnog napadaja takoder se aktivira nagli neurouplani odgovor u
Zivéanim stanicama kojeg obiljezavaju poviSene razine upalnih citokina i aktivacija mikroglija,
specijaliziranih stanica imunosnog sustava, Sto dovodi do dugotrajnih oStecenja i pojave ponavljajuéih

napadaja (Viviani i sur, 2014).

Brza standardna klinicka terapija za akutno trovanje OP spojevima poboljSava prezivljenje
pacijenata, no ne sprijeCava dugotrajne neuroloske posljedice. Sprje¢avanje nastanka napadaja i
epileptinog statusa primarni su cilj terapije, no Sto viSe vremena prode od trenutka trovanja do
primjene terapije napadaji manje odgovaraju na tretman, pa je lijeCenje oteZano i ostaje vise
posljedica. Epilepti¢ni su se napadaji pojavili u ljudima izloZenima bojnim otrovima tijekom Iransko-
Irackog rata i napada sarinom u podzemnoj Zeljeznici u Tokiju 1995. Recentniji napadi bojnim otrovima
u Siriji 2013. godine, Ujedinjenom Kraljevstvu te nedavni pokusaj atentata na ruskog politicara Alexeyja
Navalnyog ukazuju na potrebu za razvojem novih terapija (Williamson i sur, 2019; Steindl i sur, 2020).
Razumijevanje uloge glutamatergickog sustava Cini se klju¢nim za otkrivanje patoloskih mehanizama
neurodegeneracije, kao i za razvoj terapija koje bi efikasnije preventirale dugotrajna osStecenja

srediSnjeg Ziv€anog sustava.



2. NMDA receptor

2.1. Uloga i metabolizam glutamata

Glutamat je najobilnija slobodna aminokiselina u mozgu i sudjeluje u brojnim metabolickim
putevima, ukljucujuci asimilaciju dusika, biosintezu aminokiselina i kofaktora te djeluje kao
neurotransmiter s ekscitacijskim uc¢inkom. Esencijalan je za sve aspekte normalne funkcije mozga
uklju€ujudi sinapticku plasti¢nost, pamcenje i uenje. Ipak, u suvisku glutamat moze biti neurotoksic¢an
i imati ulogu u stvaranju i propagaciji mozdanog osteéenja u brojnim ozljedama sredisnjeg Ziv€anog
sustava (npr. trauma, trovanje i infekcije) ili kroni¢nim neurodegenerativnim bolestima poput multiple
skleroze, Parkinsonove i Alzheimerove bolesti te amiotroficne lateralne skleroze (ALS) (Eisenkraft i sur,

2013; Zhou i Danbolt, 2014).

Neuroni ne sadrZe enzim piruvat karboksilazu i ne mogu sintetizirati glutamat de novo iz
glukoze, nego postoje dva puta sinteze glutamata koja rezultiraju konverzijom 2-oksoglutarata,
intermedijera ciklusa limunske kiseline, u glutamat. Jedan put je reduktivna aminacija 2-oksoglutarata
s amonijakom kao donorom dusika pomocu glutamat dehidrogenaze (GDH), a drugi put ukljucuje
reduktivnu aminaciju kataliziranu glutamat sintazom (GItS) s glutaminom kao donorom dusika (Slika
1.). Biosinteza glutamata nije vazna samo zbog produkcije glutamata, nego i zbog Cina asimilacije
dusika u metabolizam (Bak i sur, 2006; Walker i van der Donk, 2016). Homeostaza glutamata je

kompleksna i ukljuéuje neurone i glija stanice glutamatergickog sustava, posebice astrocite.
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Slika 1. Biosintetski put glutamata (preuzeto iz Walker i van der Donk, 2016)



Glutamat se vezikulama otpusta u sinapticku pukotinu procesom egzocitoze inducirane
dolaznim akcijskim potencijalom i depolarizacijom membrane neurona u ovisnosti o Ca?*. Glutamat se
u sinaptickoj pukotini veZe na receptore te se zatim iz nje uklanja pomocu glutamatnih transportera
ovisnih o Na*. Postoji pet visoko afinitetnih glutamatnih transportera: GLAST/EAAT1, GLT1/EAAT2,
EAAC1/EAAT3, EAAT4 and EAATS (Danbolt, 2001; Hackett i Ueda, 2015; Sonnewald i Schousboe, 2016).
EAAT1 i 2 obavljaju vecinu transporta u mozgu i primarno su lokalizirani u astrocitama. Aktivnost
transportera ovisi o natrijevom gradijentu i aktivhosti Na*/K*-ATPaze; transport glutamata u stanicu je
popracen kotransportom tri iona Na* i jednog iona H*, dok se jedan ion K* transportira izvan stanice

(Danbolt, 2001; Bak i sur, 2006).

Otpusteni glutamat reciklira se putem ciklusa glutamat/glutamin. Glutamatnim transporterima
prenosi se u astrocite gdje se transformira u glutamin enzimom specificnim za astrocite, glutamin
sintetazom (GS). Astrociti zatim oslobadaju glutamin koji uzimaju neuroni i transformiraju ga nazad u
glutamat fosfat-aktiviranom glutaminazom (engl. phosphate-activated glutaminase, PAG) te se sprema

u nove sinapticke vezikule (Bak i sur, 2006; Sonnewald i Schousboe, 2016).

2.2, Glutamatni receptori

Postoje dvije skupine glutamatnih receptora: ionotropni glutamatni receptori, iGIuR, i
metabotropni glutamatni receptori, mGluR. Obitelj iGIuR ¢ine Cetiri ionska kanala ovisna o ligandu
(engl. ligand-gated ion channels) koji stvaraju ekscitacijske Ziv€ane impulse te su podijeljeni prema
afinitetu agonista koji se vezu za njih. Obitelj mGIuR se pak sastoji od G-protein vezujudih receptorskih
kompleksa (engl. G-protein coupled receptors) koji signaliziraju putem GTP vezujuéih proteina i
sekundarnih glasnika; podijeljena je u tri podtipa (Traynelis i sur, 2010; Eisenkraft i sur, 2013).
lonotropni i metabotropni receptori mogu se pronaci na ekscitatornim glutamatergickim i inhibitornim
GABAergickim neuronima te u glija stanicama poput astrocita i mikroglija (Reiner i Levitz, 2018).
lonotropni receptori najéesce su lokalizirani u postsinapsi, no mogu se pronadii u prostoru oko sinapse
(perisinapsi) i ekstrasinapsi te zajedno s metabotropnim receptorima mogu biti u presinaptickom
terminalu. Lokalizacija metabotropnih receptora manje je jasna, ali Cini se da su receptori grupe |
pretezno locirani u postsinapsi, dok su grupe Ili lll primarno presinaptic¢ke (Slika 2.) (Popoli i sur, 2011;

Reiner i Levitz, 2018).



| an

(Glutaminase ] ¥

Glu

|
Presynaptic
neuron

L \

/ \
(( ‘o go VGLUT

Gln

AN\
A\
R

% ° EAATl/Z
/ Glial cell

Postsynaptic

Slika 2. Glutamatergicka sinapsa (preuzeto iz Popoli i sur, 2011)

lonotropni receptori glavni su ekscitacijski receptori u Ziv€anom sustavu kraljeSnjaka. U
sisavcima postoji 18 gena za ionotropne receptore koji su podijeljeni u 4 tipa: receptor N-metil-D-
aspartata (NMDAR), receptor a-amino-3-hidroksi-5-metil-izoksazolpropionske kiseline (AMPAR), &-
receptor i kainski receptor (KAR). Svi receptori su homo- ili heterotetrameri sastavljeni od cetiri
podjedinice koje formiraju neselektivni kationski kanal za Ca%, K* i Na*. Funkcionalnu razli¢itost
receptora u zivéanom sustavu omogucavaju razlic¢ite kombinacije podjedinica (Traynelis i sur, 2010;
Reiner i Levitz, 2018). AMPA receptori su posrednici vecine brzog ekscitacijskog sinaptickog prijenosa
u Zivéanom sustavu sisavaca; sastoje od cetiri podjedinice, GluA1-GluA4. Imaju klju¢nu ulogu u
sinaptickoj plasti¢nosti, sudjelujuéi u dugotrajnom potenciranju (LTP) i dugotrajnoj depresiji (LTD)
sinapti¢kog prijenosa u hipokampusu (Szczurowska i Mares, 2013). Kainski receptor (GluK1-GluK5) ime
je dobio po kainskoj kiselini koja se prirodno pojavljuje u nekim morskim algama. lonski kanal dopusta
protok Na*/K*, ali ¢ini se da takoder ima interakcije s kaskadom G proteina, $to je neobi¢no svojstvo za
ionotropne receptore. Nedavno je otkrivena njihova uloga kao modulatora otpustanja

neurotransmitera i plasti¢nosti sinapse, to jest regulacije stabilnosti i duljine trajanja Ziv€anog impulsa



izmedu dva neurona (Kim i sur, 2020; Valbuena i Lerma, 2020). &-receptor je takoder nedovoljno
istrazen; poznato je da ga Cine dvije vrste podjedinica, GluD1 i GluD2. Sudjeluje u formiranju
inhibitornih sinapsi i vaZzan je za transsinapti¢ku adheziju neurona i sinapti¢nu plasticnost (Yuzaki i

Aricescu, 2017; Reiner i Levitz, 2018; Villa i Nedivi, 2019).

Osam metabotrobnih receptora, mGluR1-mGIuRS, postoje kao dimeri i podijeljeni su u grupe
[, I1'i lll na temelju homologije u sekvenci i preferiranog G protein signalnog partnera. Receptori grupe
I, mGluR1 i mGIuR5, ekscitacijski su povezani s aktivacijom fosfolipaze C i sekundarnim glasnicima
poput inozitola i produkcije diacilglicerola. U grupi Il se nalaze mGIuR2 i mGIuR3, a u grupi lll mGluR4,
mGIuR6, mGIuR7 i mGIuR8. Receptori grupa Il i Ill uobicajeno imaju inhibitornu ulogu i reguliraju
aktivnost adenilil ciklaze. Uz uznimku mGIuR6 koji je eksprimiran u bipolarnim stanicama retine, ostali
receptori su eksprimirani diljem Zivéanog sustava s karakteristicnim uzorcima ekspresije za svaki podtip

(Reiner i Levitz, 2018; Crupi i sur, 2019).

Signalizacija glutamatnim receptorima odvija se u razli¢itim vremenskim okvirima. AMPAR i
KAR su ekstremno brzi receptori; pri visokim koncentracijama glutamata otvaraju se u manje od 1
milisekunde, stvaraju brze ekscitacijske impulse i deaktiviraju se unutar nekoliko milisekundi kada
naglo opadne koncentracija glutamata. Receptori se takoder mogu desenzitizirati pri stalno povisenoj
koncentraciji glutamata (Traynelis i sur, 2010). Nasuprot tome, NMDAR reagira puno sporije te je
njegovo vrijeme aktivacije oko 10 milisekundi, dok deaktivacija traje nekoliko stotina milisekundi, u
ovisnosti o podtipu receptora. Nadalje, NMDAR ne pokazuje desenzitizaciju induciranu ligandom i ima
veéu permeabilnost za Ca** nego AMPA ili KA receptori, $to mu omoguéava indukciju nizvodnih

signalnih kaskada (Reiner i Levitz, 2018).

2.3. Grada NMDA receptora i podjedinice

NMDA receptori fasciniraju znanstvenike jos od njihovog otkrica prije 30 godina zbog centralne
uloge u Zivéanom sustavu. Ovi transmembranski ionski kanali esencijalni su posrednici u plasti¢nosti
mozga i sposobni su konvertirati specificne uzorke neuralne aktivnosti u dugotrajne promjene u
strukturi i funkciji sinapsi, Sto je kljuéno za vise kognitivne funkcije poput uc¢enja i pamcenja. NMDAR
se razlikuju u kompoziciji podjedinica, biofizickim i farmakoloskim svojstvima, partnerima u interakciji
i podstani¢noj lokalizaciji. Sastav podjedinica varira diljem sredis$njeg Ziv€anog sustava tijekom razvoja
i patoloskih stanja, a mijenja se i u formiranim sinapsama u ovisnosti o neuralnoj aktivnosti (Paoletti i

sur, 2013).



Otkriveno je sedam razliCitih podjedinica NMDA receptora koje se mogu svrstati u tri
kategorije na temelju homologije sekvenci: podjedinica GIuN1, GIuN2 i GIuN3 (Slika 3.). Ukupan broj
aminokiselina po podjedinici varira od 900 do 1480, ¢emu je uzrok razlika u duljini unutarstanicne
karboksil (C)-terminalne domene (CTD), regije koja je ukljucena u aktivaciju signalnih kaskada i kretanje
receptora (engl. receptor trafficking) (Paoletti i sur, 2013; Lee i sur, 2014). GluN1 podjedinica je
kodirana s 4 gena i postoji 8 razliCitih izoformi: GluN1-1a-4a i GIuN1-1b-4b. GIuN1-b izoforme imaju
dodatnu N1 kazetu od 21 aminokiseline na ekstracelularnom dijelu receptora koji utjee na
farmakoloska svojstva i otvaranje kanala. GluN1-a izoforme rezultat su alternativnog prekrajanja
egzona 21 i 22 i imaju C-terminalne domene razli¢ite duljine. GIuN1 podjedinica sveprisutna je u
Zivcanom sustavu, od embrionalnog stadija do odrasle dobi, no postoje razlike u ekspresiji izoformi:
GluN1-2 izoforme su distribuirane diljem sustava, dok su GIuN1-1 izoforme koncentriranije u straznjim

dijelovima mozga, ukljucujuci korteks i hipokampus (Paoletti i sur, 2013).

Cetiri podjedinice GIuN2 (GluN2A, GIuN2B, GIuN2C and GIuN2D) kodirane su s ¢etiri gena te
pokazuju razliite prostorno-vremenske profile ekspresije. U embrionalnom mozgu eksprimirane su
samo GIuN2B i GIuN2D, dok ekspresija GIuN2A zapocinje kratko nakon rodenja, starenjem se polagano
povedava i u odrasloj dobi postaje eksprimirana u izobilju te se moze naéi u svakoj regiji srediSnjeg
Ziv€éanog sustava. GIuN2D se u odrasloj osobi moze nadi samo u odredenim dijelovima prednjeg i
srednjeg mozga, dok je GIuUN2B koncentrirana u prednjem dijelu. GIUN2C se pojavljuje nakon rodenja
i nalazi se u malom mozgu i olfaktornom bulbusu. GIuN2A i GIuN2B dominantne su podjedinice u
odrasloj osobi, pogotovo u visSim strukturama mozga poputa kore i hipokampusa (Paoletti i sur, 2013).
Malo je poznato o funkcionalnim svojstvima podjedinice GIUN2C, ali njena povezanost s GIuN1 rezultira
iskljucivo receptorima Ciji je ligand glicin. Funkcija podjedinice GIuN2D takoder nije dovoljno istrazena;
moZe modulirati stani¢ne odgovore na ketamin koji su relevantni u kontekstu modela shizofrenije (Kim
i sur, 2020). Dvije razli¢ite podjedinice GIuN3 receptora, GIUN3A i GIuN3B, takoder imaju razlicite
profile ekspresije. Podjedinica GIuUN3A ima maksimum ekspresije kratko nakon rodenja i nakon toga
progresivno opada, dok se ekspresija podjedinice GIUN3B postepeno povecava i u odrasloj dobi je

mnogobrojna u motori¢kim neuronima (Paoletti i sur, 2013).
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Slika 3. Shematski prikaz primarnih struktura podjedinica NMDA receptora. Heterogenost
podjedinica povecava i alternativno prekrajanje podjedinica GIuN1 i GIuN3A (preuzeto iz Paoletti i

sur, 2013)

Postojanje repertoara homolognih podjedinica omogucava stvaranje razli¢itih kombinacija pri
sastavljanju receptora i time razlicitost podtipova NMDA receptora (Slika 4.) (Paoletti i sur, 2013). Svi
podtipovi NMDA receptora sadrzavaju dvije kopije podjedinice GIuN1 koje vezu glicin i dvije kopije
podjedinice GIuN2 koje vezu glutamat ili GluN2/GluN3 podjedinice. Podjedinice GIuN3 vezu D-serin ili
glicin i eksprimirane su u cijelom srediSnjem Zivéanom sustavu, no uloge su im manje definirane nego
GIuN1/GIuN2 (Lee i sur, 2014). Diheteromerni receptori GIuN1/Glu2B i GIuN1/Glu2A ¢ine vaZzan udio
juvenilnih i odraslih NMDA receptora. Triheteromerni receptori GluN1/GIuN2/GluN3 takoder se mogu
pronaci u svim dijelovima mozga, pretezZito u hipokampusu i korteksu gdje ¢ine i do 50% sveukupne

populacije receptora, no trenutno se zna jako malo o njihovoj funkciiji (Paoletti i sur, 2013).

Di-heteromeric NMDARs Tri-heteromeric NMDARs
1/2A  1/2B  1/2C  1/2D 1/3A? 1/2A/2B  1/2A/2C  1/2B/2D 1/2B/3A

0000 O 0O O O

Slika 4. Razli¢itost podtipova NMDA receptora (preuzeto iz Paoletti i sur, 2013)



2.4. Arhitektura podjedinica

Podjedinice NMDA receptora sastoje se od 4 domene: u izvanstani¢noj regiji nalazi se par
velikih globularnih domena nalik na Skoljke koje obuhvaéaju amino (N)-terminalnu domenu (ATD),
uklju¢enu u sastavljanje podjedinica i alosteri¢ku regulaciju, i ligand-vezujué¢u domenu (engl. ligand-
binding domain, LBD) na koju se veZzu glutamat, glicin ili D-serin. Transmembranska domena (TMD)
definira poru ionskog kanala dok unutarstani¢na C-terminalna domena (CTD) sluZi za signalizaciju
sekundarnim glasnicima, mobilizaciju i usidrenje receptora u membranu. U tetramernom kompleksu
receptora domene ATD i LBD od dvije razliite podjedinice spajaju se u dimere i cjeloviti receptor
funkcionira kao , dimer dimera”. Dva konstitutivha dimera se u primjeru receptora GluN1/GIuN2B
naizmjenic¢no slazu oko pore u formi GluN1/GIluN2/GIuN1/GIuN2 (Paoletti i sur, 2013; Lee i sur, 2014).
Struktura receptora GIuN1/GIuN2 nalikuje gljivi s visinom od 150 A i $irinom od 125 x 120 A. S
dvostrukom osi simetrije domene su organizirane u trirazine s ATD slojem na vrhu, LBD u sredinii TMD

slojem unutar membrane (Slika 5) (Lee i sur,2014).

D2

Intra-dimer
interface

D2

---- Gate

Slika 5. Organizacija domena i slikovni prikaz GluN1/Glu2B NMDA receptora s GIuN1 podjedinicama u
plavoj i GIUN2B u narancastoj boji. Slikovni prikaz sadrZi dva heterodimera ATD, jedan heterodimer

LBD i TMD GIluN1 podjedinice (prilagodeno i preuzeto iz Lee i sur, 2014)



Amino terminalnu domenu cine dva reZnja (engl. lobe), R1 i R2, smjesteni iznad sloja LBD s
reznjevima R2 podjedinica GIuN2 orjentiranima u sredinu i GIuN1 prema van. Heterodimer ATD
nalikuje izokrenutom 'V' i otvoreni kraj 'V' leZzi na sloju LBD podjedinica GIuN1 (Slika 5.). Kristalne
strukture regija ATD otkrile su razli¢ite konformacije u kojima kut izmedu dva heterodimera rangira od
59° do 84° oko osi simetrije, Sto ukazuje na znatnu mobilnost sloja ATD i sposobnost da alostericki
modulira aktivnost ionskog kanala. Sloj LBD organiziran je kao ekvivalentan par GIuN1/GIuN2
heterodimera oko sredisnje osi receptora; heterodimeri nalikuju obliku skoljke (engl. clamshell), kao i
oni ATD domena. Vezanje glutamata i glicina/D-serina rezultira zatvaranjem skoljke i razdvajanjem

regija blizu transmembranske zavojnice M3, sto Cini aktivhu konformaciju (Lee i sur, 2014).

Unutar LBD sloja nalaze se dva vazna sucelja (engl. interface) (Slika 6.); intradimerne regije D1-
D1 nalaze se unutar heterodimera, dok se druge dvije interdimerne regije nalaze izmedu heterodimera.
Prva regija ukljuCuje zavojnicu G na podjedinici GIuN1 prvog dimera i omc¢u 1 na podjedinici GIuN2B
drugog dimera, dok druga regija ukljucuje zavojnicu K podjedinice GIuN2B prvog dimera koji je u
kontaktu sa zavojnicom E podjedinice GIuN1 drugog dimera. Obje interakcije omoguéavaju direktnu
rutu komunikacije kojom se promjena konformacije skoljke LBD vezanjem liganda moze translatirati u
preslagivanje sloja LBD. | intradimerna i interdimerna sucelja mogu poprimiti razli¢ite konformacije

ovisno o stanju receptora (Lee i sur, 2014).

LBD

VRN
e

S e i

Slika 6. Prikaz regija LBD i TMD receptora GIuN1/N2B. Uokvirena podrudja a, b i c predstavljaju
redom intradimernu regiju D1-D1 i dvije interdimerne regije sloja LBD (prilagodeno i preuzeto iz Lee i

sur, 2014)
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Transmembranska domena (TMD) poprima Cetverostruku simetriju i sadrzi Cetiri zavojnice,
M1-M4, i malu zavojnicu pre-M1 koja formira ,,ogrlicu” oko vanstani¢ne regije zavojnice M3 (Slika 7).
Zavojnica M1 prolazi kroz membranu i stvara interakcije sa zavojnicom M3 iste podjedinice, koji se
nalazi unutar pore, i zavojnicom M4 susjedne podjedinice. Zavojnica M4 nalazi se na periferiji TMD i
ima stabilizacijske interakcije sa M1 i M3 susjedne podjedinice. Zavojnica M3 stvara piramidalni oblik
u kanalu i zajedno sa zavojnicama M3 drugih podjedinica cini fizicku prepreku pri prolsku iona kroz
poru (Karakas i Furukawa, 2014; Lee i sur, 2014). NajuZi prolaz kroz poru kanala definiran je
aminokiselinama zavojnice M3, Thr 646 podjedinice GIuN1 i Ala 645 podjedinice GIuN2, a blizu granice
s vanstani¢nim prostorom nalazi se i visoko konzervirani motiv SYTANLAAF koji je kljucan za otvaranje

ionskog kanala (Lee i sur, 2014; Tajima i sur, 2016).

N — e
Pore loop

Pore loop

Slika 7. Prikaz transmembranske domene. a: Pogled na TMD paralelno s membranom, GluN1
podjedinice su plave, a podjedinice GIUN2B narancaste. b: Pogled na TMD, duz osi pore, sa

citoplazmatske strane membrane (preuzeto iz Lee i sur. 2014)

Citoplazmatska (C)-terminalna domena (CTD) sastoji se od dvije domene, D1 i D2; najmanje je
saCuvana regija medu podjedinicama NMDA receptora i mjesto je nekoliko regulacijskih mehanizama
specificnih za podjedinice koji imaju ulogu u ekspresiji i transportu receptora, lokalizaciji, signalizaciji i
selektivnosti pore prema ionima. Eksport iz endoplazmatskog retikuluma i sinapticki prijenos receptora
varira na temelju alternativnog prekrajanja CTD podjedinice GluN1; takoder, CTD podjedinica GIuN2A,
GIuN2B i GIuN3A sadrzi specificne motive koji kontroliraju njihov unutarstanicni i povrsinski prijenos
(Choi i sur, 2011; Paoletti i sur, 2013). CTD pridonosi i kontroli otvaranja kanala jer sinapticki NMDA
receptori sa skrac¢enim dijelom sekvence CTD u podjedinicama GIuN2A, GIuN2B i/ili GIuN2C imaju

smanjenu vjerojatnost otvorenosti receptora (Po) u kortikalnim i cerebelarnim sinapsama (Punnakkal i
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sur, 2012). CTD podjedinice GIuUN2B meta je mnogih kinaza; pretpostavlja se da fosforilacija rezultira
opustanjem strukture i otkrivanjem potencijalnih veznih mjesta za proteine. Poznato je da fosforilacija
kinazama iz porodice Src tirozin kinaza pojacava stvaranje zZiv€anih impulsa i smanjuje inhibiciju ionima

Zn** (Choi i sur, 2011).

2.5. Mehanizam otvaranja kanala

lako se AMPA i kainski receptori aktiviraju vezanjem iskljuéivo glutamata, NMDA receptor
zahtijeva vezanje i glicina i glutamata. Vezanje ovih liganada otvara kation-selektivni kanal kroz koji uz
monovalentne katione poput Na* i K* u najveéem dijelu prolazi Ca%". Ulaz kationa u stanicu uzrokuje
depolarizaciju stani¢ne membrane i dodatni ulaz iona Ca?* u neuron putem aktivacije kalcijevih kanala
ovisnih o naponu (engl. voltage-gated calcium channel, VGCC) i propagaciju Zivéanog impulsa uzduz
aksona neurona. Promjena unutarstani¢ne koncentracije Ca?* takoder djeluje kao sekundarni glasnik
koji aktivira nizvodne signalne kaskade (Kampa i sur, 2004; Paoletti i sur, 2013). Posebnost NMDA
receptora je i u tome $to se otvara tek nakon micanja iona Mg?* koji blokira kanal, a vjerojatno ga
uklanja depolarizacija membrane zbog velikog broja ekscitatornih signala drugih neurotransmitera ili

repetitivne signalizacije iz druge stanice (Kampa i sur, 2004).

Gibb i sur. (2018) predlozili su sporu konformacijsku promjenu receptora koja ukljucuje dvije
trijade. Jednu ¢ini zavojnica pre-M1 podjedinice GIuN2 i SYTANLAAF motiv, zajedno s poveznicom pre-
M4 (engl. pre-M4 linker) podjedinice GIuN1; ove tri regije imaju konzerviranu funkciju i minimalnu
varijabilnost u populaciji (Slika 8.). Drugu trijadu ¢ini motiv SYTANLAAF i zavojnica pre-M1 podjedinice
GluN1 i poveznica pre-M4 podjedinice GIuN2; ovdje su ocuvane regije motiv SYTANLAAF i poveznica
pre-M4. Savijanje u zavojnici M3 unutar trijada mogudi je odgovor na napetost koju stvara zatvaranje
LBD skoljki prilikom vezanja liganada. Mogucde je da kretanje trijada Cini korak koji ograni¢ava brzinu
aktivacije receptora nakon vezanja agonista i prije otvaranja pore (Lee i sur, 2014; Gibb i sur, 2018).
lako je mehanizam otvaranja i zatvaranja receptora jo$ uvijek slabo razjasnjen, postoje hipoteze da bi
za povezivanje regije TMD s LBD i prijenos informacije o promjeni konformacije vezanjem liganda
mogla biti vazna zavojnica pre-M1. Otkriveno je da su klju¢ne aminokiseline Leu 550 i Phe 553; strana
zavojnice koja ih sadrZi orijentirana je prema motivu SYTANLAAF i poveznici pre-M4 susjedne
podjedinice. Klju¢na je i mreza aromatskih aminokiselina oko Leu 550 i Phe 553 koja se razlikuje izmedu
podjedinica GIuN1 i GIuN2, sto doprinosi njihovim razlikama u kontroli otvaranja receptora (McDaniel

i sur, 2021). Takoder, Cerny i sur. (2019) nedavno su identificirali razli¢ita strukturna stanja NMDA
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receptora i otkrili mehanizam koji potencijalno pojasnjava zatvaranje transmembranskog ionskog
kanala; u receptoru na koji ligand nije vezan izvanstani¢ne su domene rotirane do 45° oko uzduzne osi

receptora u smjeru kazaljke na satu u usporedbi s receptorom koji ima vezani ligand.

GluN1I

2le @D

A\ ~
\ A
M2

GluNI

Slika 8. Shematski prikaz tri klju¢na motiva regije TMD za koje se pretpostavlja da imaju

kljuénu ulogu u konformacijskoj promjeni pri aktivaciji NMDA receptora (preuzeto iz Gibb i sur, 2018)

2.6. Ligandi

Vezanje dva razli¢ita agonista, glutamata i glicina (ili D-serina) pokrece konformacijsku
promjenu u sloju LBD uzrokujuci zatvaranje dva reznja oko liganda, sto zajedno s deblokadom iona
Mg?* ovisnoj o haponu omoguéuje ulazak kalcija u stanicu i depolarizaciju membranskog potencijala.
Kristalografske i krioelektronske mikroskopske studije otkrile su konformacije regija LBD vezanih za
glutamat i glicin, kao i razne druge agoniste i antagoniste, no precizni molekularni detalji dinamickih
procesa povezanih s vezanjem liganda nisu u potpunosti poznati (Gibb i sur, 2018; Yu i Lau; 2018; Cerny
i sur, 2019). Zanimljivo je Sto se glutamat i glicin veZu na receptor razli¢itim mehanizmima unatoc

sveukupnoj sli¢nosti medu strukturama podjedinica GIuN2A i GIuN1.

Nedavna istrazivanja in silico pokazuju da glutamat prije ulaska u dZep za vezanje prvo stupa u
interakciju s Arg 692 i 518 zavojnice E na regiji LBD podjedinice GIuN2A. Zatim se prekidaju kontakti
izmedu zavojnice E i glutamata, koji se zatim premjesta u dZep za vezanje u obrnutoj orijentaciji.
Kristalne strukture zatvorene konformacije podjedinice GIUN2A s vezanim glutamatom pokazuju
interakcije izmedu a-karboksilata glutamata i R518, amina glutamata i S511, T513 i H485 te y-
karboksilata s aminima okosnice S689 i T690. Tijekom simulacija prijelaznih stanja regije LBD glutamat

uspostavlja kontakte s R518 naizmjeni¢no i na a- i na y-karboksilatima, preokrecuci se izmedu obrnute
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orijentacije i orijentacije videne u kristalnim strukturama (Yu i Lau, 2018). Za razliku od vezanja
glutamata na LBD podjedinice GIUN2A, vezanje glicina na podjedinicu GIuN1 nije karakterizirano
interakcijama s aminokiselinama izvan dZepa za vezanje. Arginini 694 i 695 zavojnice F, koja je
homologna zavojnici E, ne ulaze u znacajnu interakciju s glicinom prije ulaska u dzep. Glicin u pocetku
ulazi u pukotinu LBD i brzo se usidrava na aminokiseline dZepa. Interakcije protein-ligand stvaraju se
izmedu R523 i a-karboksilata glicina, a zatim izmedu F484 i ugljika glicina. Dalje, glicin se okrece tako
da njegov amin kontaktira karbonilni kisik P516 i hidroksilnu skupinu bo¢nog lanca T518. Kada glicin
stvori te kontakte, u onoj je konformaciji koja se vidi u kristalnim strukturama (Slika 9.) (Yu i Lau, 2018).

Mehanizam vezanja serina na podjedinicu GIuN1 joS$ nije razvijen.

s ¥
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Slika 9. Vezna mjesta glutamata (lijevo) i glicina (desno) i oznacene aminokiseline s kojima

stvaraju interakcije (prilagodeno i preuzeto iz Yu i Lau, 2018)

2.7. Alostericki modulatori

Posebnost NMDA rceptora u odnosu na AMPA i kainski receptor je Siroki spektar alosterickih
modulacija, od nanomolarnih koncentacija cinka i protona do lijekova ifenprodila, ketamina,
memantina i MK-801 (Paoletti i sur, 2013). Nije sasvim razjasnjeno kako alostericki inhibitori poticu
zatvaranje vrata ionskog kanala unatoc istovremenom vezanju agonista. Odgovor barem djelomicno
mora biti komunikacija izmedu slojeva ATD i LBD i izmjena regije LBD iz aktivhe konformacije u
neaktivnu; R2 rezZnjevi podjedinica GIUN1 smjeSteni su iznad srodnih regija LBD i takoder blizu
intradimernog sucelja D1-D1 i s njima tvore kovalentne interakcije, Sto omogucéava potencijalne
molekularne puteve za prijenos alosterickih signala na LBD (Lee i sur, 2014). Unatoc¢ zatvaranju LBD

Skoljki oko agonista, vrata ionskog kanala su u zatvorenom blokiranom stanju, pruzajuéi prvi uvid u
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strukturnu osnovu za alostericku inaktivaciju NMDA receptor i sugerirajuéi da plasti¢nost LBD sloja

moZe pruziti mehanizam za modulaciju recepcije receptora (Lee i sur, 2014).

NMDAR sadrzi mnoga regulatorna mjesta za vezanje pozitivnih ili negativnih alosterickih
modulatora; brojne tvari koje se endogeno nalaze u mozgu poput protona, poliamina i Zn?* djeluju kao
snazni modulatori (Slika 10.). Protoni preferencijalno inhibiraju receptore koji sadrze podjedinice
GIluN2B ili GIUN2D, dok izvanstani¢ni poliamini mogu imati i inhibirajudi i aktivirajuci ucinak na razne
podjedinice (Lee i sur, 2014; Hackos i Hanson, 2017). Najbolje proucavani poliamin je spermin. Ucinak
potencijacije specifican je za GIuN2B, dok inhibicijski u¢inak vrijedi za sve druge podjedinice. Spermin
potencira GIuN2B samo kada je pH u fizioloSkom rasponu (pH 6-8). U uvjetima gdje je pH > 8,0 spermin
djeluje kao blokator ionskog kanala, a kada je pH < 6,0 receptor je u potpunosti inhibiran ¢ak i u
prisutnosti spermina (Hackos i Hanson, 2017). Suprotno tome, ioni Zn?" i vrijednost pH djeluju kao
visoko specifi¢ni antagonisti receptora GluN1/GluN2A. Regije ATD podjedinica GIuN2A i GIuN2B sadrze
vezna mjesta za Zn?*, ali razlika u afinitetu je takva da kada se primijene nanomolarne koncentracije
cinka on ¢ée djelovati samo na receptore koji sadrze GIuN2A, dok pri mikromolarnim koncentracijama
djeluje na one koji sadrze podjedinicu GIuN2B. Jalali-Yazdi i sur. (2018) pokazali su kako vezanje cinka
na ATD izaziva strukturne promjene koje se prevode kroz LBD i rezultiraju suzenjem vrata ionskog
kanala. Protoni takoder izrazito moduliraju aktivnost NMDAR; vjerojatnost otvorenosti receptora (Po)

smanjuje se s porastom koncentracije protona. Inhibicija protonima snazno je povezana s inhibicijom
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Slika 10. Slikovni prikaz konformacija podjedinice GIUN2A u nizu fizioloski relevantnih koncentracija
iona cinka i protona, Cije vezanje izaziva strukturne promjene koje utjeCu na vjerojatnost otvorenosti

receptora (Po) i suZenje vrata ionskog kanala (preuzeto iz Jalali-Yazdi i sur, 2018)
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Sve veci broj farmakoloskih spojeva takoder moZe razlikovati podtipove NMDA receptora.
Najbolje karakterizirani lijekovi specificni za odredene podjedinice su ifenprodil i njegovi derivati
(poput Ro25-6981), sintetski spojevi koji selektivno inhibiraju receptore koji sadrze GIuN2B, djelujuci
na ATD sucelju podjedinica GIuN1 i GIuN2B. Zanimljivo je da se podjedinice GIuN2A i GIuN2B u dZepu
vezanja ifenprodila razlikuju samo u jednoj aminokiselini; GIuUN2B sadrZi izoleucin, a GIuUN2A metionin.
Suprotna osjetljivost receptora koji sadrze GIuN2A i GIuN2B na Zn?* i ifenprodil uobi¢ajeno se koristi za

razlikovanje receptora koji sadrze GIuN2A ili GIuN2B (Paoletti i sur, 2013; Glasgow i sur, 2015).

2.8. Podjedinica GIuN2 uvjetuje svojstva receptora

Otkrivene su velike raznolikosti svojstava koja ovise o sastavu podjedinica NMDA receptora,
ukljucujuéi kinetiku deaktivacije, potenciju agonista, propusnost iona Ca?*, ovisnost otvaranja kanala o
naponu, osjetljivost na blok vanjskim ionom Mg?* i osjetljivost na endogene inhibitore. Unato¢ njihovoj
detaljnoj karakterizaciji (Traynelis i sur, 2010; Paoletti i sur, 2013; Jalali-Yazdi i sur, 2018; Yu i Lau,
2018), malo je poznato o mehanizmima koji su uzrok medusobnih razlika; Cini se da najviSe ovise o

podjedinici GIuN2 sadrzanoj u diheteromernim NMDA receptorima (Glasgow i sur, 2015).

Ovisnost svojstava otvaranja receptora i vezanja liganda u velikoj su mjeri posljedica varijacija
na domeni ATD podjedinice GIuN2 i poveznici regija ATD i LBD (engl. ATD-LBD linker) (Slika 11.). Gielen
i sur. (2009) istraZivali su ovisnost osjetljivosti podtipa NMDAR na endogene alosteri¢ke inhibitore Zn2*
i protone. Mjesto vezanja Zn** nalazi se u pukotini i podjedinice GIuUN2A i podjedinice GIuN2B, gdje
vezanje iona Zn** stabilizira zatvorenu konformaciju domene ATD. Kristalografija Zn?* vezana za GIuN2B
ATD pokazala je daion Zn?* izravno kontaktira aminokiselinske ostatke histidina i glutamata u GIuN2B,
dok su to histidin i asparagin u podjedinici GIUN2A zajedno s barem jednim dodatnim ostatkom

histidina (Traynelis i sur, 2010; Glasgow i sur, 2015).
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Slika 11. Shematski prikaz jedne podjedinice GluN2 NMDA receptora s klju¢nim funkcionalnim

domenama (preuzeto iz Glasgow i sur, 2015)

Mijesto GIuN2 S/L druga je vaZna regija na receptoru koja uvjetuje svojstva kanala u ovisnosti
o podjedinicama. Utvrdeno je da identitet aminokiseline na mjestu GIuN2 S/L kontrolira ovisnost
podtipa NMDAR o osjetljivosti na Mg?*, propusnost Ca%* i otvaranje kanala ovisno o naponu (Glasgow
i sur, 2015). Nalazi se u zavojnici M3 regije TMD te ukljucuje amonokiseline Ser 632 ili Leu 657; receptori
kod kojih je ostatak leucin pokazuju svojstva receptora GluN1/Glu2D. Suprotno tome, receptori u
kojima se nalazi serin pokazuju svojstva receptora GIuN1/Glu2A (Siegler Retchless i sur, 2012). Bududi
da se mjesto GIuUN2 S/L nalazi u bazi zavojnice M3 transmembranske domene malo je vjerojatno da
izravno komunicira s ionima u pori; vjerojatno kontrolira svojstva kanala kroz interakciju zavojnice M3

od GIuN2 i zavojnice M2 od GIuN1 (Siegler Retchless i sur, 2012; Glasgow i sur, 2015).

2.9. Podtipovi receptora u ovisnosti o stani¢noj lokaciji

Podtipovi NMDA receptora, osim po sastavu podjedinica, takoder se razlikuju po stanicnoj
lokalizaciji. Receptor se uobic¢ajno nalazi postsinapticki; u prednjem mozgu odrasle osobe to su
pretezno diheteromerni receptori GIuN1/GIuN2A i triheteromerni receptori GIuN1/GIluN2A/GIuN2B,
iako se njihovi omjeri mogu znacajno razlikovati. Suprotno tome, peri- i ekstrasinapticka mjesta
obogadena su receptorima koji sadrze podjedinicu GIuN2B. Medutim, ideja da su odredene
podjedinice lokacijski ograni¢ene pretjerano je pojednostavljenje. Podjedinice GIuN2C i GIuN2D

sudjeluju u sinapti¢kom prijenosu u specificnim regijama mozga i trenutno im nije poznata sinapticka
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lokacija (Paoletti i sur, 2013). Sinapticki i ekstrasinapticki NMDA receptori mogli bi imati razli¢ite uloge
u neurotransmisiji, razvoju neurona, ucenju i paméenju, kao i neuroloskim poremedajima zbog razlika
u sinaptickom i ekstrasinaptickom mikrookoliSu koji uvjetuje interakcije s razli¢itim adaptornim,

citoskeletnim i signalnim proteinima (Sun i sur, 2018).

NMDA receptori su pokretni, posebno oni koji sadrze GIUN2B, i vjerojatno se razmjenjuju
lateralnom difuzijom izmedu sinaptickih i ekstrasinaptickih mjesta omogucujuci finu regulaciju broja
receptora i sastava podjedinice. Fosforilacija PDZ vezuju¢eg motiva, regije za interakciju s proteinima
MAGUK (engl. membrane-associated guanylate kinases) koji imaju klju¢nu ulogu u usidrenju receptora
u membranu, pomocu kazein kinaze 2 (CK2) na CTD podjedinice GIuN2B, ali ne i GIUN2A, narusava
povezanost s MAGUK i moZe objasniti razliku izmedu podjedinica (Sanz-Clemente i sur, 2010). Nekoliko
drugih kinaza, ukljuéujuéi kinazu 5 (CDK5), protein kinazu A (PKA), protein kinazu C (PKC) i tirozin kinazu
Src, fosforiliraju specificna mjesta podjedinica GIuN2 i stoga vjerojatno sudjeluju u kretanju i
signalizaciji specifi€noj za podjedinice. Heterogenost podtipova NMDA receptora moZe se dodatno
povecati postojanjem ,bazena“ s atipicnim (GIuN2C ili GIuN3) sastavima podjedinica u astrocitima i

oligodendrocitima (Paoletti i sur, 2013).

Presinapticki NMDA receptori s varijabilnim sastavom podjedinica vjerojatno olaksavaju
glutamatergicko stvaranje impulsa povecanjem spontanih i izazvanih ekscitacijskih postsinaptickih
struja (engl. excitatory postsynaptic currents EPSC); moguce je da ih aktivira otpustanje glutamata iz
astrocita. Sastav podjedinice razlikuje se ovisno o regijama mozga i razvojnim fazama pojedinca. U PF-
PC sinapsama (engl. parallel fibre (PF) — Purkinje cell (PC) synapses), presinapticki NMDA receptori
uglavhom se sastoje od diheteromernih receptora GIuN1/GIuN2A. U zrelim kortikalnim i
hipokampalnim sinapsama, presinapticki NMDA receptori uglavhom sadrze podjedinice
GIluN1/GIuN2B, dok ih u vizualnom korteksu pretezno tvore triheteromerni receptori koji sadrze

GIuN3A (Larsen i sur, 2011; Paoletti i sur, 2013)

2.10. Triheteromerni receptori

Unatoc rasprostranjenosti triheteromernih receptora u cijelom Zivéanom sustavu, strukturne
studije na NMDA receptorima gotovo su iskljucivo ograni¢ene na diheteromerne receptore. Medutim,
triheteromerni NMDAR imaju kinetiku aktivacije i farmakologiju receptora koja se razlikuje od

diheteromernih receptora koji sadrze GIuN2A i GIUN2B; primjer su alostericki antagonisti specifi¢ni za
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GluN2A i GIuN2B koji na razli¢it na¢in moduliraju diheteromerne i triheteromerne receptore koji sadrze
te podjedinice (LG i sur, 2017). Nedostaju kvantitativni podaci koji opisuju vaina svojstva
triheteromernih GIuN1/2B/2D receptora, poput vremenskog toka deaktivacije, bloka izvanstani¢nim

ionima Mg?* i selektivne alosteri¢ke modulacije podjedinice (Paoletti i sur, 2013).

U triheteromernom receptoru regija ATD dimera GluN1/Glu2A ostvaruje viSestruke interakcije
sa LBD, dok je ATD dimera GluN1/Glu2B odvojen od LBD sloja prazninom ispunjenom otapalom.
Pretpostavlja se da su ove razlike u velikoj mjeri posljedica razli¢itih konformacija poveznice ATD-LBD
(engl. ATD-LBD linker) (LU i sur, 2017). Dok ATD i LBD sucelje GIuN2A ima suZenu poveznicu, koji
posreduje opsezne ATD-LBD interakcije, poveznica GIuN2B ima prosirenu konformaciju i ne "ispunjava"
prostor izmedu ATD i LBD, $to rezultira kontaktnim podrucjem koje je 40% vece od onog u GIUN2A.
Ova Cinjenica podupire istrazivanja koja su pokazala da su triheteromerni NMDAR manje osjetljivi na
GIluN2B specificne alostericke modulatore, zadrzavajué¢i pritom znacajnu modulaciju malim

molekulama specificnim za GIuUN2A (Li i sur, 2017).

Usporedbom zavojnice M3 triheteromernog receptora GIuN1/2A/2B i diheteromernog
receptora GIluN1/Glu2B uocdeno je da za razliku od diheteromernog NMDAR s Cetverostrukom
simetrijom, regija TMD triheteromernog receptora ima dvostruku os simetrije zbog produZenja
podjedinice GIuN1 od osi pore. Raspored zavojnice M3 podjedinice GIuN1 neizravno je izmijenjen
asimetri¢nim suceljem ATD GIuN2 i poveznice ATD-LBD, Sto uzrokuje "potiskivanje" zavojnice M3 od
srediSnje osi pora. Prisutnost dvije razlicite podjedinice GIuN2 daje NMDA receptoru vecu raznolikost
u strukturi i funkciji, obogacujuci slozenost receptora pri signalizaciji u kemijskim sinapsama i

povecavajuéi njegovu ucinkovitost kao potencijalne mete za terapiju (Ll i sur, 2017).
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3. ULOGA NMDA RECEPTORA

3.1. U epilepti¢nom statusu

Epilepticni status (engl. status epilepticus, SE) definiran je kao stanje dugotrajnog epilepti¢nog
napadaja koji traje od 5 do 10 minuta ili viSe napadaja zaredom prilikom kojih osoba ne dolazi k svijesti.
MoZe se podijeliti u tri faze: ranu kolinergic¢ku fazu koja se odvija od pocetka trovanja do prvih 5 minuta,
nakon cega slijedi prijelazna faza s mijeSanom kolinergickom i nekolinergickom aktivnoscu koja traje
do 40 minuta nakon pocetka, i kona¢no nekolinergicka faza ostecenja stanica (McDonough i Shih,
1997). Aktivnost napadaja zapocinje na lokaliziranim regijama u piriformnom korteksu, hipokampusu
i/ili amigdali i Siri se na druga podrucja (Skovira i sur, 2010). Kao sto je ve¢ spomenuto, glavni
nekolinergicki ucinci na razvoj napadaja rezultat su aktivacije AMPA i NMDA receptora (McDonough i
Shih, 1997; Eisenkraft i sur, 2013). Glutamatergicka hiperaktivnost inducirana je zbog inhibicije

acetilkolinesteraze i povisenja koncentracije acetilkolina u mozgu.

Mehanizmi pomocu kojih hiperstimulacija muskarinskih receptora acetilkolinom pospjesuje
oslobadanje glutamata i kulminira stvaranjem napadaja joS uvijek nisu u potpunosti razrijeSeni. Dokazi
upucuju na to da dolazi do sveukupnog povecanja spontanih ekscitatornih postinaptickih struja (eng.
excitatory postsynaptic current, EPSC), prvenstveno putem presinaptickog ucinka na sinapse stanica u
hipokampusu (Kozhemyakin i sur, 2010) ili putem kationske struje aktivirane hiperpolarizacijom
prouzrokovanom M1 muskarinskim receptorima u bazolateralnoj jezgri amigdale, koja je zajedno s
hipokampusom regija mozga najsklonija stvaranju napadaja (Aroniadou-Anderjaska i sur, 2009; Miller
i sur, 2017). Potencijalnu ulogu mogli bi imati i KCNQ2/KCNQ3 kanali, K* kanali ovisni o naponu (engl.
voltage-gated K* channels) koji se aktiviraju i deaktiviraju pri malim promjenama membranskog
potencijala te moduliraju stvaranje impulsa i hiperpolarizaciju u neuronima. Cini se da su ti kanali
prisutni na pocetnom segmentu aksona te na presinaptickim terminalima neurona hipokampusa (Yue

i Yaari, 2004; Kozhemyakin i sur, 2010).

Jos$ jedna znacajka samoodrZivog epilepticnog statusa je progresivni, vremenski ovisni razvoj
farmakorezistencije. Trenutni standardni klini¢ki tretman kod trovanja sastoji se od antikolinergi¢kog
spoja atropina, antagonista muskarinskim receptorima, za smanjenje perifernih nuspojava; oksima za
reaktivaciju inhibirane acetilkolinesteraze (kao sto je pralidoksim; 2-PAM) i benzodiazepinskog
antikonvulziva (Newmark, 2019). Benzodiazepini su pozitivni alostericki modulatori inhibitornih GABA
receptora i koriste se kao prva linija lijecenja epilepti¢cnog napadaja bez obzira na njegovu etiologiju
(Chen i Wasterlain, 2006; Newmark, 2019). Medutim, djelotvornost benzodiazepina se smanjuje kako

odmice vrijeme primjene od pocetka SE, pa se stoga ti lijekovi preporucuju za rano lijeCenje (Trinka i
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Kalvidinen, 2017). Uz to, suzbijanje napadaja benzodiazepinima je privremeno i popraceno je
lijeCenjem drugim antikonvulzivima ili uz ponovljene i vece doze benzodiazepina, riskirajuci depresiju
disanja i potencijalnu smrt. Stovise, znacajan postotak SE sluajeva otporan je na benzodiazepine

(Aroniadou-Anderjaska i sur, 2020).

Ogranicena ucinkovitost ovih spojeva i razvoj farmakorezistencije moZe se pripisati procesu
endocitoze GABA receptora i povecanoj regulaciji ionotropnih glutamatnih receptora u sinapsi (Niquet
i sur, 2016). Dok su GABA receptori internalizirani i suprimirani tijekom SE, na povrsini stanica unutar
1 sata od pocetka SE znacajno se povecava broj AMPA, kainskog i NMDA receptora; ovaj proces
drastiéno mijenja ekscitabilnost neurona, mijenjaju¢i broj dostupnih inhibicijskih i ekscitacijskih
receptora u sinaptickoj pukotini (Mazarati i sur, 1998; Vizi i sur, 2013). Posebno se povecava udio
NMDA receptora koji sadrze podjedinicu GIuN2B, koja ima istaknutu ulogu u ekscitotoksi¢nosti (Naylor
i sur, 2013; Vizi i sur, 2013). Naime, ulazak iona Ca?* kroz sinaptitke NMDA receptore koji sadrze
podjedinicu GIuN2A inducira ekspresiju BDNF (engl. brain-derived neurotrophic factor), koji je ukljucen
u neuroprotektivno djelovanje glutamatergickih sinapsi (Léveillé i sur, 2008). Nasuprot tome,
prekomjerna ekscitacija glutamatom uzrokuje ulazak Ca?* i kroz ekstrasinapti¢cke NMDA receptore koji
sadrze podjedinicu GIuN2B, Sto blokira indukciju neuroprotektivnih faktora i uzrokuje osStecenje

neurona, oksidacijski stres i staniénu smrt (Slika 12.) (Hardingham i sur, 2002).

-

GIluN2B
(extrasynaptic)

o
i

GIuN2A
(synaptic)

Slika 12. Sinapticka (GIuN2A) i ekstrasinapti¢ka (GIuN2B) lokalizacija NMDA receptora. Kao odgovor
na pretjeranu i produljenu aktivaciju glutamatergickih neurona, glutamat koji se oslobada u sinapsi
moze aktivirati ekstrasinapti¢ni NMDAR s podjedinicom GIuN2B (prilagodeno i preuzeto iz Vizi i sur,

2013)
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Nasuprot benzodiazepinima, blokatori NMDAR ostaju vrlo ucinkoviti u zaustavljanju napadaja,
¢ak i kasno u njihovom tijeku (Chen i Wasterlain, 2006). Potencijalni novi kandidat za lijecenje je
ketamin, poznati nekompetitivni antagonist NMDAR; S(+) izomer ketamina ima priblizno 4 puta veci
afinitet za NMDAR od racemic¢nog ketamina. Kombinacija midazolam-ketamin ili midazolam-ketamin-
valproat znacajno je smanijila ekscitaciju Ziv€anog sustava i sat vremena nakon tretmana bojnim
otrovom somanom (Lumley i sur, 2021). Ovi rezultati podupiru hipotezu da je smanjenje broja
sinaptickin GABA receptora i povedanje broja receptora glutamata kljuéni element pokretanja i
odrzavanja SE, te oba sustava treba lijeciti kako bi se prevladala farmakorezistencija do koje dolazi kada
je lije¢enje odgodeno. Kombinacije lijekova koje bi ukljuéivale agonist GABA receptora i antagonist
NMDA receptora (npr. midazolam-ketamin-valproat) bile bi ucinkovitije u smanjenju teZine napadaja

od monoterapija ve¢im dozama ili drugih kombinacija lijekova (Lumley i sur, 2021).

3.2. U ekscitotoksi¢nosti i oksidacijskom stresu

Eksitotoksicnost glutamata hipoteza je koja navodi da pretjerana ekscitacija sustava
glutamatom uzrokuje oksidacijski stres koji vodi do disfunkcije i degeneracije neurona. Kako je
glutamat glavni ekscitacijski neurotransmiter u srediSnjem Zivéanom sustavu, implikacije
ekscitotoksi¢nosti glutamata brojne su i dalekoseZne; povezan je s ishemijom, neuropatskom boli,
mozZdanim udarom, traumatskim ozljedama mozga, zloupotrebom droga i brojnim kroni¢nim
neurodegenerativnim poremecajima kao S$to su amiotroficna lateralna skleroza (ALS), multipla
skleroza, Parkinsonova i Alzheimerova bolest i dr. Opce je prihvaéeno da OP spojevi, osobito u visokim
koncentracijama, mogu uzrokovati oksidacijski stres i oSte¢enje DNA u stanicama (Pearson i sur, 2015,
Lau i Tymianski, 2010). Osim akutnih izloZzenosti OP spojevima, studije pokazuju da subakutne i
kronic¢ne izloZenosti uzrokuju ¢ine Stetu u stanicama cak i u odsustvu inhibicije AChE (Zepeda-Arce i

sur, 2017; Vanova i sur, 2018).

Do oksidacijskog stresa dolazi pretjeranim dotokom Ca?* u postsinapticke stanice i aktivacijom
unutarstaniénih signalnih kaskada ovisnih o Ca?, ¢iji je krajnji rezultat disfunkcija mitohondrija i
deregulacija oksidativne fosforilacije u sprezi s generiranjem reaktivnih kisikovih i dusikovih vrsta (engl.
reactive oxygen and nitrogen species, ROS/RNS) (Lau i Tymianski, 2010; Vanova i sur, 2018). Povisena
koncentracija iona Ca?* takoder uzrokuje aktivaciju brojnih kinaza, nukleaza i citosolnih proteaza koje

razgraduju stani¢ne komponente i uzrokuju stani¢nu smrt (Favaron i sur, 1990; Mills i Kater, 1990).
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Skupni izraz, reaktivne vrste (engl. reactive species, RS), odnosi se na kisikove radikale poput
superoksida (-02°), hidroksilne radikale (-OH), vodikov peroksid (H203) i reaktivne dusikove vrste kao
Sto je duSikov oksid (-NO) i peroksinitrit (ONOQO~). U tijelu su glavni izvori reaktivnih vrsta mitohondriji
(putem lanca transporta elektrona), NADPH oksidaza (eng. NADPH oxidase, NOX) i sintaza duSikovog
oksida (NOS). Sintetizirani ROS/RNS modificiraju biomolekule i remete stani¢nu organizaciju, fizioloske
procese i signalne kaskade te doprinose stvaranju mPTP (engl. mitochondrial permeability transition
pore) koja dodatno remeti funkciju mitohondrija i propusta citokrom c u citosol, gdje se aktiviraju

putevi apoptoze (Slika 13.) (Ischiropoulos i Beckman, 2003; Bae i sur, 2011; Shekh-Ahmad i sur, 2019).

NMDA receptor

( NADPH

Na*K* ATpPase
NADP* Na* Failure

Decreased ATP

DNA damage

Enzyme inactivation
St £ h
K Lipid peroxidation Apoptosise_/'Cytoc rome C

Slika 13. Prikaz mehanizama koji vode sintezi reaktivnih vrsta i apoptozi stanice nakon povecanog

ulaska kalcija putem NMDA receptora (preuzeto iz Shekh-Ahmad i sur, 2019)

Hiperaktivacija NMDA receptora moZe dovesti do stvaranja reaktivnih vrsta kroz vise
mehanizama. Sattler i sur. (1999) utvrdili su da je NMDAR vezan za sintazu dusikovog oksida (engl.
nitric oxide synthase, NOS) putem proteina postsinapticke gusto¢e molekulske tezine 95 kDa (engl.
postsynaptic density protein of 95 kDa, PSD-95). PSD-95 veZe se na CTD podjedinice GIUN2B putem
PDZ1 domene i na NOS putem domene PDZ2. U ovom se modelu u postsinapsi formira mikrookolis u
kojem Ca? koji ulazi u neuron preferencijalno aktivira NOS putem kalmodulina. Poveéani
unutarstanicni kalcij takoder moZe pospjesiti pretvorbu ksantin dehidrogenaze u ksantin oksidazu,

¢ime zapocinje prekomjernu proizvodnju -02 i H,0, (McCord, 1985).
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Mitohondriji su takoder izvori -02" i H,O, zbog pojacanog istjecanja elektrona iz lanca
transporta elektrona i prijenosa u molekularni kisik da bi stvorili -02". Uz to, oksidacijska modifikacija
moZe inhibirati kompleks I, Sto dovodi do sekundarne generacije -02" i H,0, (Ryan i sur, 2012). -02
sluzi kao preteca za mnogo toksic¢nije RS. H,0,, generiran spontanom ili enzimatskom dismutacijom i
peroksidazama moze proizvesti visoko reaktivni -OH koji lako oksidira proteine, lipide i DNA. -02
reagira s NO dajudi joS jedan visoko reaktivan proizvod, ONOO~, koji je snazan oksidans i dokazi
sugeriraju da se stvara kao posljedica napadaja izazvanih OP spojevima. Vazan metabolicki dogadaj
povezan s epilepsijom je povecanje iskoriStavanja glukoze tijekom napadaja, praéeno
hipometabolizmom glukoze u fazama izmedu napadaja, $to vodi neuravnotezenoj proizvodnji ATP-a i

remecenjem normalne funkcije neurona (Chugani i sur, 1994).

Istrazivanja Liang i sur. (2018a i 2018b) pokazala su da je akutna izloZenost modelnim OP
spojevima, diizopropilfluorofosfatu (DFP) i somanu, dovoljna da promijeni omjer reduciranog
glutationa (GSH) u korist oksidiranog glutationa (GSSG). Osim Sto u ovim modelima sluZi kao specifican
i pouzdan pokazatelj trajnog oksidativnog stresa, obilje GSSG sugerira okruZenje koje favorizira
oksidativni stres. Glioza i degeneracija neurona pocinju se pojavljivati ve¢ 4 do 8 sati nakon izlaganja,
a 24 sata nakon izlaganja degeneracija neurona vidljiva je u amigdali, hipokampusu, piriformnom

korteksu i talamusu (Li i sur, 2011).

Medu mnogim dostupnim antioksidativnim strategijama, u istraZivanjima je najcesce
ublazavanje oksidacijskog stresa pomoc¢u malih molekula koji uklanjaju RS na stehiometrijski nacin,
poput a-tokoferola (vitamin E), askorbinske kiseline (vitamin C) i tiola (npr. N-acetil cistein ili glutation
esteri). U modelima toksi¢nosti OP spojeva na Stakorima lijeCenje vitaminom E sprijecilo je iscrpljenje
ATP-a, oksidacijsko ostecenje i neurodegeneraciju (Zaja-Milatovic i sur, 2009; Jaiswal i sur, 2014). S
druge strane, kataliticki antioksidansi sadrie redoks-aktivne metalne centre koji kataliziraju
dismutaciju reaktivnih vrsta slicnu sposobnosti endogenih antioksidansa, omogudujuci regeneraciju
mati¢nog spoja (Pearson-Smith i Patel, 2020). Manganov(lll) mezotetrakis (di-N-etilimidazol) porfirin
ili Mn"TDE-2-ImP>* (u literaturi oznaden kao AEOL 10150) jedan je od metaloporfirinskih antioksidansa
za koje je dokazano da kataliticki uklanjaju -02°, H,0, lipidne perokside i ONOO™ (Kachadourian i sur,
2004). U modelu trovanja Stakora somanom i DFP-om, AEOL 10150 je pokazao povoljnu
farmakokinetiku i u plazmi i u mozgu, prolazi krvno-mozdanu barijeru u klini¢ki relevantnim
koncentracijama, znacajno je umanjio smrtnost, indekse oksidativnog stresa u hipokampusu,
neurodegeneraciju i oStecenje ucenja i pamcenja (Pearson i sur, 2015; Liang i sur, 2018a; Liang i sur,

2018b).

24



3.3. U neuroupalnim procesima

Dugo se pretpostavljalo da je neuroupala, uo¢ena u modelima akutnog trovanja OP spojevima,
odgovor na ekscitotoksi¢nu neurodegeneraciju. Prezivjeli se pacijenti uz standardno lijeCenje napadaja
Cesto suocavaju sa znacajnim dugotrajnim posljedicama, poput kognitivne disfunkcije i spontanih
ponavljajuéih napadaja koji se tipicno manifestiraju dugo nakon $to se oporavi aktivnost inhibirane
kolinesteraze na razinu prije izloZzenosti (Pereira i sur, 2014). OP spojevi pokre¢u neuroupalne odgovore
koji se razlikuju s obzirom na vrstu spoja te razinu i trajanje izloZzenosti. Brojni eksperimentalni dokazi
podupiru mogucnost da neurotoksini uzrokuju oslobadanje i stvaranje proupalnih citokina, Sto
predstavlja poveznicu s poremecajima u ponasanju i napredovanjem neuroloskih bolesti (Viviani i sur,

2014).

Citokini, medu kojima su interleukini 1 (posebno IL-1B) i faktor nekroze tumora alfa (engl.
tumour necrosis factor alpha, TNF-a), otkrivaju se nedugo nakon trovanja i dosezu maksimum izmedu
6 i 48 sati, ovisno o citokinu i mozdanom podrucju. Nakon maksimuma primijecen je pad, ali ne uvijek
potpuni oporavak (Svensson i sur, 2001; Dhote i sur, 2007; Dillman i sur, 2009). OP spojevi Ciji je u¢inak
eksperimentalno povezan s poveéanjem IL-1B i TNF-a unutar razlicitih podrucja mozga su soman, sarin,
dimetoat i diklorvos; neki od uocenih neurotoksi¢nih ucinaka bili su napadaji ovisni o aktivnosti
NMDAR, ostecenja neurona i aktivacija glija stanica, napadaji i oStecenje mozga (Chapman i sur, 2006;
Dillmani sur, 2009; Dhote i sur, 2012). Oba citokina takoder imaju porast u mozgu ili u cerebrospinalnoj
tekudini bolesnika pogodenih akutnim i kroni¢nim neurodegenerativnim bolestima poput
Alzheimerove i Parkinsonove bolesti, moZdanog udara, traumati¢ne ozljede mozga i demencije
povezane s HIV-om (Viviani i sur, 2014). Primijecena je veza izmedu citokina i toksi¢nosti glutamata na
modelima ekscitotoksi¢nosti; oSte¢enje mozga izazvano lokalnom primjenom NMDA povedalo je
ekspresiju TNF-a i IL-1B (Hagan i sur, 1996; Jander i sur, 2000; Pearson i sur, 1999). Takoder, zapaZanje
da se koncentracije i IL-1b i TNF-a smanjuju pod utjecajem antagonista NMDA receptora neovisno o
neuronskoj smrti (Jander i sur, 2000), a ekscitotoksi¢nost smanjuje primjenom antagonista receptora
za interleukin-1 (Relton i Rothwell, 1992) dalje jaca koncept da se ekscitotoksi¢nost i proupalni citokini

medusobno ne iskljucuju.

Mikroglije i astrociti vazan su dio upalnog odgovora u Zivéanom sustavu; stanice proliferiraju i
aktiviraju se pod utjecajem citokina pri invaziji patogena, oStecenju tkiva i izloZzenosti neurotoksinima.
IL-1B i TNF-a upalnom odgovoru pridonose aktivacijom glija stanica, oslobadanjem mnogih signalnih
molekula, stvaranjem prostaglandina i drugih upalnih citokina i stimulacijom invazije imunih stanica u
tkiva (Montgomery i Bowers, 2012; Haroon i sur, 2017; Viviani i sur, 2014). Takoder djeluju

remeéenjem glutamatergickog prijenosa, sto je zajednicko s razli¢itim patoloskim i toksikoloskim
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stanjima i smatra se osnovom za kognitivnhe poremedaje i apoptozu neurona (Viviani i sur, 2014;

Haroon i sur, 2017).

Mikroglije, astrociti i neuroni razli¢ito doprinose mehanizmima interakcije citokina i glutamata
(Slika 14.). Glija i imunosne stanice prvo su aktivirane, a zatim i same oslobadaju IL-1f3 i TNF-a; astrociti
uobicajeno eksprimiraju glutamatne transportere GLAST/EAAT1 i GLT1/EAAT2 i utjecu na sinapticku
aktivnost uklanjanjem glutamata iz sinapticke pukotine, no ekspresija oba transportera je smanjena
kao posljedica neuroupale (Takaki i sur, 2012; Mandolesi i sur, 2013). Uz to, TNF-a pogoduje
izvanstani¢noj akumulaciji glutamata oslobadanjem dodatnog glutamata iz astrocita (Bezzi i sur, 2001),
dok IL-1B povecava eksport glutamata putem izmjenjivaca cistein/glutamat (Fogal i sur, 2007; Viviani i
sur, 2014). Prekomjerna aktivacija NMDA receptora dovodi do povisenog priljeva iona Ca®* u neurone,
proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsta, oksidacijskog stresa i u konacnici rezultira apoptotskom i
nekrotiénom stanicnom smréu. Prekomjerna stani¢na smrt pokreée neuroupalne reakcije, ukljucujudi
povecane razine IL-1P i TNF-a, ¢ime se uspostavlja mehanizam pozitivne povratne sprege koji doprinosi

dugotrajnom ostecéenju Ziv€éanog sustava (Haroon i sur, 2017; Guignet i Lein, 2018).
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Slika 14. Prikaz sinapse i medudjelovanja astrocita, mikroglija i neurona u neuroupalnom odgovoru

(preuzeto iz Haroon i sur, 2017)
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Sto se ti¢e uklju¢enosti ionotropnih glutamatnih receptora, izlaganje primarnih neurona
hipokampusa rekombinantnom IL-1B poja¢ava unos Ca%* u stanice putem NMDAR i dovodi do stani¢ne
smrti; moguci razlog tome je fosforilacija tirozina podjedinice GIuN2B pomodu Src porodice kinaza. U
membrani postsinapse receptor interleukina 1 (IL-1RI) lokaliziran je zajedno s podjedinicom GIUN2B i
s njom ima direktne interakcije; ¢ini se da ima koordinacijsku ulogu u u interakcijama IL-1B i NMDAR
(Viviani i sur, 2003; Huang i sur, 2011). Sposobnost citokina da moduliraju ionotropne glutamatergicke
receptore novi je i joS uvijek podcijenjen mehanizam koji objasnjava medusobnu povezanost
neuroupale i ekscitotoksi¢nosti. Ovaj bi ucinak mogao predstavljati jedinstvenu prednost u
modauliranju neuroupalnog odgovora, pruzajudi alternativu klasiénom pristupu usmjerenom na gasenje
proizvodnje citokina u cijelom zZiv€anom sustavu i na takav nacin djelujuéi i na neurotoksi¢nu i na

neuroprotektivnhu komponentu upale.

Wang i sur. (2021) predlozili su TRPV4 (engl. transient receptor potential vanilloid 4), ¢lana
obitelji TRPV ionskih kanala, kao novu klju¢nu metu u tretiranju epilepti¢nih napadaja i ozljeda neurona
uzrokovanih trovanjem OP spojevima. Aktivacija TRPV4 uzrokuje priljev iona Ca?* u stanicu; izvije$teno
je da TRPV4 igra klju¢nu ulogu u poremecajima srediSnjeg Ziv€anog sustava i ozljedama poput
Alzheimerove bolesti, ishemijskog mozdanog udara, traumati¢ne ozljede mozga i epilepti¢nih napadaja
(Lu i sur, 2017; Men i sur, 2019). Zanimljivo je otkri¢e da aktivacija TRPV4 tijekom ishemije pozitivho
modaulira funkciju NMDAR, $to ukazuje da bi zatvaranje TRPV4 kanala moglo biti neuroprotektivno
protiv eksitotoksi¢nosti posredovane NMDAR (Li i sur, 2013). Rezultati Hunt i sur. (2012) ukazuju da
postojati moguéa povezanost izmedu TRPV4 i NMDAR tijekom epilepsije, a to potkrepljuje istrazivanje
Shibasaki i sur. (2007) koje pokazuje da aktivacija TRPV4 depolarizira membranu kultiviranih neurona

hipokampusa i olak$ava oslobadanje iona Mg?* u NMDAR, ¢ime TRPV4 potencira ekscitotoksi¢nost.

Poznato je da su neurotoksi¢nost i porast razine citokina povezanih s upalnim putem NLRP3
blokirani upotrebom antagonista TRPV4, Sto znacajno povedava broj prezivjelih stanica u
pilokarpinskom modelu epilepsije kod miseva (Wang i sur, 2019). Aktivacija TRPV4 agonistom
uzrokovala je epilepti¢ne napadaje i aktivaciju neuroupalnog odgovora, dok je blokada aktivnosti ili
delecija TRPV4 imala zastitnu ulogu u napadajima i neuroupali uzrokovanoj trovanjem somanom.
Mehanizmi djelovanja TRPV4 ukljucivali su smanjenje ekscitotoksicnosti uzrokovane NMDA
receptorom i suzbijanje neuroupalnog odgovora posredovanog inflamasomom NLRP3 (Wang i sur,
2021). Blokiranje kanala TRPV4 vjerojatno inhibira NMDAR smanjenjem depolarizacije membrane a ne
izravnim blokiranjem receptora (Chen i sur, 2017), sugerirajuci da je TRPV4 nova obecavaju¢a meta za
lijeCenje. Medutim, potrebna su daljnja istrazivanja i razlucCivanje specificnih mehanizama

medudjelovanja TRPV4 i NMDAR.
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4. ZAKUUCAK

Trovanje organofosfornim spojevima primarno djeluje na Ziv€ani sustav inhibicijom enzima
acetilkolinesteraze (AChE), blokiranjem razgradnje neurotransmitera acetilkolina i prekomjernom
stimulacijom njegovih receptora, Sto vodi do stvaranja tzv. kolinergicke krize s brojnim simptomima
koji mogu imati fatalan ishod. Jedan od najtezih simptoma akutnog trovanja je pojava teskih
epilepti¢nih napadaja koji su prouzrokovani prekomjernom ekscitacijom glutamatergickog sustava u
mozgu i intenzivnom aktivnoS¢u jednog od najbrojnijih receptora glutamata, NMDA receptora
(NMDAR). Pretjerana ekscitacija glutamatom uzrokuje ekscitotoksi¢nost i aktivaciju neuroupalnog
odgovora, koji mogu dovesti do dugotrajnih neuroloskih ostecenja i pojave ponavljajucih epilepti¢nih

napadaja.

Benzodiazepini se koriste kao standardna terapija za lijeCenje epilepticnog napadaja, no
njihova se djelotvornost smanjuje kako vrijeme odmice od trenutka trovanja i razvija se
farmakorezistencija. Nasuprot benzodiazepinima, antagonisti NMDA receptora ostaju vrlo ucinkoviti u
zaustavljanju napadaja, ¢ak i kasno u njihovom tijeku. Postoji jo§ mnogo nepoznanica o NMDA
receptoru, no mnogobrojna istraZivanja ukazuju da njegova inhibicija ima klju¢nu ulogu u suzbijanju
hiperaktivnosti Zivcanog sustava, neurotoksi¢nosti i moduliranju upalnog odgovora. Potrebno je dalje
razjasniti njegove interakcije sa signalnim proteinima, mehanizam otvaranja kanala, potencijalna
mjesta vezanja alosterickih modultora i antagonista te rasvjetliti njegove kompleksne interakcije s

proteinima imunosnog sustava kako bi se razvile efikasnije terapije za lije¢enje trovanja OP spojevima.
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