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Trovanje organofosfornim spojevima

= OP spojevi su derivati fosfatne, fosfonske ili fosfinske kiseline
= pesticidi i bojni otrovi
primarno neurotoksicni - oralni i dermalni put unosa u organizam

inhibicija acetilkolinesteraze (AChE) i butirilkolinesteraze (BChE) — kolinergicki sustav

— hiperaktivacija glutamatergickog sustava
— epilepticni napadaji
— oksidacijski stres i neuroupala

— degeneracija i apoptoza neurona

= standardna klinicka terapija za trovanje ne sprijeCava nastanak dugotrajnih neuroloskih ostecenja




Glutamatergicki sustav

presinapticki glutamat

neuron

= homeostaza neurotransmitera glutamata u zivCanom

sustavu - ciklus glutamat/glutamin

= glutamatni transporteri lokalizirani u astrocitima

= jonotropni (iGIuR) receptori:

> NMDA receptor (NMDAR)
> AMPA receptor (AMPAR)
> kainski receptor (KAR)

> O-receptor

postsinapticki

= metabotropni receptori (MGIuR): mGluR1-mGIuR8 neuron

glija stanica

Prikaz glutamatergicke sinapse.




NMDA receptor

receptor N-metil-D-aspartata

transmembranski ionski kanal za Ca?*, K*i Na*

GluN1 |

ekscitacijski ziv€ani impulsi GluN2A |

GluN2B [
podtipovi se razlikuju u kompoziciji podjedinica, biofizickim i GluN2C |
GluN2D |
GluN3A |
GluN3B !

farmakoloskim svojstvima, stanicnoj lokalizaciji...

sastav podjedinica se mijenja ovisno o starosti, bolesti i
Ziv€anoj aktivnosti

o _ - . Shematski prikaz primarnih struktura podjedinica NMDA receptora.
sedam podjedinica (na temelju homologije sekvenci):

» 8izoformi GIuN1-1a-4ai GluN1-1b-4b
> GIUN2A, GIuN2B, GIuN2C and GIuN2D
» GIUN3A i GIuUN3B




= svi su podtipovi NMDAR sastavljeni od 4 podjedinice:
> dvije kopije GIuN1 koje vezu glicin

> dvije kopije GIuN2 koje vezu glutamat ili GIuN2/GluN3 podjedinice

= GluN3 podjedinice vezu D-serin ili glicin
= diheteromernii triheteromerni receptori

= GIuN1, GIuN2A i GIuN2B dominantne su podjedinice u odrasloj osobi

Diheteromerni NMDAR Triheteromerni NMDAR
1/2A 1/2B 1/2C 1/2D 1/3A? 1/2A/2B 1/2A/2C 1/2B/2D 1/2B/3A
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Razli¢itost podtipova NMDA receptora.




Grada NMDA receptora

amino (N)-terminalna domena (ATD) - uklju¢ena u sastavljanje

podjedinica i alostericku regulaciju
ligand-vezuju¢a domena (LBD) - veze glutamat, glicin ili D-serin
transmembranska domena (TMD) - Cini poru ionskog kanala

unutarstani¢na C-terminalna domena (CTD) — signalizacija i

mobilizacija receptora

tetramerni kompleks - domene ATD i LBD od dvije razlicite
podjedinice spajaju se u dimere i cjeloviti receptor funkcionira

kao ,dimer dimera“

Konfiguracija podjedinica i domena GIuN1/Glu2B NMDAR
(GIuN1 podjedinice u plavoj i GIUN2B u narancastoj boji).




Amino terminalna domena

= reznjevi R1iR2 smjesteniiznad LBD
= heterodimeri nalikuju obliku Skoljke

= kutizmedu dva heterodimera varira od 59° do 84° oko osi simetrije - alostericka modulacija ionskog kanala

Intra-dimer

interface 4
-—-- Gate

Slikovni prikaz sadrzi dva heterodimera ATD, jedan heterodimer LBD i TMD GluN1 podjedinice.




Ligand-vezujuca domena

L, VA
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= sadrZi mjesta vezanja liganada

= vazne regije ukljucene u promjenu konformacije

“Skoljke”:
> intradimerne regije D1-D1 — hidrofobne

aminokiseline zavojnica D i J

dvije interdimerne regije:

zavojnica G podjedinice GluN1 prvog dimera i

omca 1 na podjedinici GIuN2B drugog dimera

zavojnica K podjedinice GIUN2B orvog dimera i Prikaz regija LBD i TMD receptora GIuN1/GIuN2B; uokvirena podrucja a, b

i c predstavljaju redom intradimernu regiju D1-D1 i dvije interdimerne

zavojnica E podjedinice GIuN1 drugog dimera )
regije LBD.




Vezanje glutamatai glicina

= vezu se na receptor razlic¢itim mehanizmima unatoc sli¢nosti struktura podjedinica GIuN1 i GIuN2A

= glutamat: interakcije s Arg na pozicijama 692 i 518 zavojnice E GIuN2A, zatim ulazak u dzep za vezanje i

stvara interakcije s Arg 518, Ser 511, Thr 513 i His 485

= glicin: interakcije s Arg 523, a zatim Phe 484 i Thr 518 podjedinice GIuN1

Vezna mjesta glutamata (lijevo) i glicina (desno) i aminokiseline s kojima
stvaraju interakcije.




Transmembranska 1 C-terminalna domena

Cetverostruka simetrija TMD - Cetiri zavojnice M1-M4 + regija pre-M1 koja formira ,,ogrlicu” oko zavojnice M3
zavojnice M3 imaju piramidalni oblik i ¢ine fizicku prepreku pri prolsku iona kroz poru
CTD - sluzi za signalizaciju sekundarnim glasnicima, mobilizaciju i usidrenje receptora, eksport iz ER...

regija velike raznolikosti medu podjedinicama NMDAR — alternativno prekrajanje

re loop

Pore loop

Prikaz transmembranske domene. a: pogled na TMD paralelno s membranom; b: pogled duz osi
pore, sa citoplazmatske strane membrane.




Mehanizam otvaranja kanala

potrebno vezanje i glicina i glutamata
ion Mg?* blokira kanal ovisno o naponu— potrebna prethodna depolarizacija stanice

ulaz kationa u stanicu uzrokuje depolarizaciju i dodatni ulaz iona Ca?* u neuron putem aktivacije kalcijevih kanala

ovisnih o naponu (VGCC) - propagacija ziv€anog impulsa duz aksona
’GluN1
Ca?* djeluje i kao sekundarni glasnik koji aktivira nizvodne signalne kaskade

spora konformacijska promjena receptora - tri motiva unutar dvije konzervirane trijade

— korak koji ogranicava brzinu aktivacije

GluN1

Shematski prikaz tri kljuéna motiva u

trijadama regije TMD.




Alostericki modulatori

= vezanje niza fizioloski relevantnih koncentracija iona cinka i protona izaziva strukturne promjene koje utjecu

na vjerojatnost otvorenosti receptora (P,) i suzenje vrata ionskog kanala

W= GluN1 B Glutamate

22— MV

8.0 pH
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Slikovni prikaz konformacija podjedinice GIuN2A.




Vaznost podjedinice GIuN2

*= malo je poznato o mehanizmima koji uvjetuju raznolikost svojstava podtipova NMDAR

= kinetika deaktivacije, potencija agonista, propusnost iona Ca®*, ovisnost otvaranja kanala o naponu,

osjetljivost na blok ionom Mg?*...

= Cini se da najvise ovise o podjedinici GIuN2:
» varijacije na domeni ATD i poveznici regija ATD i LBD (engl. ATD-LBD linker) -
Zn%* u GIuN2A koordiniran s His i Glu, a u GIuN2B s dva His i Asn

» mjesto GIuN2 S/L na zavojnici M3 TMD — receptori sa Ser 632 pokazuju
svojstva GIuN2A, as Leu 657 GIuN2D

Shematski prikaz jedne podjedinice GIuN2 NMDA
receptora s klju¢nim funkcionalnim domenama.




Stanicna lokalizacija

sastav podjedinica se razlikuje ovisno o regijama mozga i razvojnim fazama
NMDAR uobicajeno unutar sinaptickog terminala, no moze biti i peri- i ekstrasinapticki
presinapticki i postsinapticki

razliCite uloge u neurotransmisiji, razvoju neurona, ucenju i pamcenju, kao i neuroloskim poremecajima

— mikrookolis uvjetuje interakcije s razliCitim adaptornim, citoskeletnim i signalnim proteinima
lateralna difuzija receptora izmedu sinaptickih i ekstrasinaptickih mjesta (GIuUN2B)

,bazeni”s atipicnim (GIuN2C ili GIuN3) podjedinicama u astrocitima i oligodendrocitima




Uloga NMDA receptora

u epilepticnom statusu
u oksidacijskom stresu

U neuroupalnim procesima




U epilepticnom statusu

napadaj koji traje od 5 do 10 minuta ili viSe napadaja zaredom prilikom kojih osoba ne dolazi k svijesti

mehanizmi povezanosti kolinergickog i glutamatergickog sustava jos nisu razjasnjeni

progresivni razvoj farmakorezistencije — smanjena ucinkovitost terapije
internalizacija inhibitornih GABA receptora i povecanje broja NMDAR

ekscesivni glutamat uzrokuje ulazak Ca?*i kroz ekstrasinapticke NMDAR

koji sadrze podjedinicu GIuN2B

indukcija apoptoze Glun2 |l
(extrasynaptic) (synaptic)

blokatori NMDAR ostaju vrlo ucinkoviti u zaustavljanju napadaja - ketamin
Sinapticka (GIuN2A) i ekstrasinapticka (GIuN2B)
lokalizacija NMDA receptora.




U oksidacijskom stresu

ekscitotoksicnost - pretjerana ekscitacija glutamatom

vodi do oksidacijskog stresa i degeneracije neurona

NMDA receptor

nme— sinteza reaktivnih kisikovih i duSikovih vrsta (ROS/RNS)

2

NADP*  Na* o
.— Ca?* . o

? \ | izvori: mitohondriji (putem lanca transporta elektrona),
- N

ROS NADPH oksidaza (NOX) i sintaza dusSikovog oksida (NOS)

NO
%m ' PSD-95 je poveznica NOS i NMDAR - veZe se na CTD

podjedinice GIuN2B putem domene PDZ1 i na NOS
ostecenje DNA

inaktivacija enzima P
\ lipidna peroksidacija i é_’,,./Cytochrome C ) p utem d omene P DZZ

nova terapija katalitickim antioksidansom - AEOL 10150

Prikaz mehanizama koji vode sintezi reaktivnih vrsta i apoptozi stanice nakon
povecanog ulaska kalcija putem NMDA receptora.




U neuroupalnim procesima

dugotrajne posljedice - kognitivne disfunkcije i spontani ponavljajuci

napadaji

interleukin 1 (IL-1B) i faktor nekroze tumora alfa (engl. tumour

necrosis factor alpha, TNF-a)

aktivacija glija stanica, oslobadanje signalnih molekula NO i

arahidonske kiseline, stvaranje drugih upalnih citokina
interakcije receptora interleukina 1 (IL-1RI) i NMDAR

ionski kanal TRPV4 (engl. transient receptor potential vanilloid 4) —

nova meta za terapiju
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Prikaz sinapse i medudjelovanja astrocita, mikroglija
i neurona u neuroupalnom odgovoru.




Zakljuak

jedan od najtezih simptoma akutnog trovanja je pojava teskih epilepticnih napadaja — intenzivna aktivnost

jednog od najbrojnijih receptora glutamata, NMDAR

Pretjerana ekscitacija glutamatom uzrokuje ekscitotoksicnost i aktivaciju neuroupalnog odgovora koji

vode do dugotrajnih neuroloskih osStecenja i pojave ponavljajucih epilepticnih napadaja

djelotvornost terapija se smanjuje kako vrijeme odmice od trenutka trovanja i razvija se

farmakorezistencija

nasuprot benzodiazepinima, antagonisti NMDAR ostaju vrlo ucinkoviti u zaustavljanju napadaja
brojne nepoznanice o mehanizmima otvaranja receptora i veznim mjestima antagonista NMDAR

razvoj efikasnih terapija za lijeCenje trovanja OP spojevima




HVALA NA PAZNJI!




