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Uvod

lonotropni receptorji so membranski proteini, ki delujejo kot ligandno odvisni
ionski kanali. Ob vezavi specificnega liganda se receptor konformacijsko
spremeni, kar neposredno odpre ali zapre ionski kanal. To omogoca hiter pretok
ionov Cez celicno membrano, kar povzro€i spremembo membranskega
potenciala. Pojav depolarizacije ali hiperpolarizacije membrane je odvisen od
naboja in smeri gibanja ionov skozi aktivirani ionski kanal. lonotropni receptor;ji
se razlikujejo od metabotropnih receptorjev, ki delujejo preko sekundarnih
prenasalceyv, saj so hitrejSi in neposredno povezani z ionskim tokom. Pomembni
kontrakcij, zaznavanje senzori¢nih draZljajev ter vzdrZzevanje membranskega
potenciala. Poleg tega pa sodelujejo tudi pri procesih uc€enja in spomina. Glede
na ligand, ki aktivira receptor, jih delimo na nikotinske acetilholinske, GABAA,
glutamatne, glicinske in serotoninske receptorje (slika 1) [1,2].

GABA, Glycine Nicotinic acetylchaline Glutamate SNT,
(NMOA/AMPA/Kainate)

Hyperpolarization Depolarization
(~Inhibiton) (~excitation)

Slika 1: Delitev ionotropnih receptorjev glede na ligand, ki jih aktivira [2].
Biokemija

Nikotinski acetilholinski receptor

Nikotinski acetilholinski receptorji so ionotropni receptorji, ki jih aktivira
nevrotransmiter acetilholin ali eksogeni agonisti, kot je nikotin. Prisotni so v
Ziv€evju omogocajo prenos signala z motornega nevrona na miSico, kar vodi v
misSi¢éno kontrakcijo, medtem ko v centralnem Ziv€evju sodelujejo pri procesih kot
so pozornost, u¢enje in spomin. Njihova disfunkcija je povezana z boleznimi, kot
so Alzheimerjeva bolezen, Parkinsonova bolezen in miastenija gravis.

Ob vezavi acetilholina ali nikotina na zunajcelicno domeno receptorja pride do
konformacijske spremembe, ki odpre kanal. Ta omogoc¢a prehod kationov, kjer
Na* in pogosto tudi Ca?" vstopata v celico, medtem ko K* izstopa iz nje. Neto
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rezultat je depolarizacija postsinaptichne membrane, kar vodi do ekscitatornega
odziva.

Nikotinski acetilholinski receptorji se ob vezavi acetilholina hitro aktivirajo, vendar
je njihovo delovanje kratkotrajno zaradi razgradnje acetilholina z encimom
acetilholinesteraza. Ko pa je receptor izpostavljen nikotinu, se ta veze nanj in
sprozi signalizacijo, vendar pri podaljSani prisotnosti nikotina pride do
desenzibilizacije receptorjev. V tem stanju receptor ne more veC ucinkovito
prenasati signalov, kljub prisotnosti agonista. Desenzibilizacija nastopi, ker
nikotin, za razliko od acetilholina, ni hitro razgrajen, kar povzrocCi dolgotrajno
zasedenost receptorjev. To vodi v zmanjSano obcutljivost receptorjev in lahko
sprozi kompenzacijske mehanizme, kot je poveCana regulacija Stevila receptorjev
na celi¢ni povrsini. Desenzibilizacija ima pomembno vlogo pri razvoju tolerance
in odvisnosti od nikotina [3].

GABAAareceptor

GABAAa receptorji so ionotropni receptoriji, ki jih aktivira y-aminomaslena kislina
(GABA). So glavni inhibitorni receptorji v centralnem Zzivénem sistemu, saj
uravnavajo ekscitabilnost nevronov, kar je klju¢no za prepreCevanje prekomerne
nevronske aktivnosti. Njihova disfunkcija je povezana z anksioznostjo, epilepsijo
in motnjami spanja.

Ob vezavi GABA na receptor se odpre ionski kanal, ki je selektivho prepusten za
kloridne ione. Pritok CI~ v celico povzro€i hiperpolarizacijo membrane, kar vodi
do inhibitornega odziva. To pomeni, da se zmanjSa verjetnost sprozitve
akcijskega potenciala, kar vodi do inhibicile nevronske aktivnosti. GABAA
receptor ima tudi alostericna vezavna mesta za razlicne modulatorje, kot so
benzodiazepini, barbiturati in alkohol, ki lahko povec€ajo ali zmanjSajo ucinek
GABA [4].

Glutamatni receptoriji

Glutamatne receptorje aktivira glutamat, ki je glavni ekscitatorni nevrotransmiter
v centralnem zivénem sistemu. Med ionotropne glutamatne receptorje spadajo
AMPA, NMDA in kainatni receptorji. Nahajajo se po celothnem moZzZganskem
korteksu, hipokampusu in hrbtenjaci. Sodelujejo pri sinaptiChem prenosu,
plastiCnosti, u€enju, spominu in razvoju zivénega sistema.

AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionska kislina) receptorji so
odgovorni za hiter prenos zivénega signala v centralnem Zzivénem sistemu.
Nahajajo se na postsinapti¢nih membranah in se aktivirajo z vezavo glutamata
na zunajcelicno domeno receptorja. Aktivacija povzro€i konformacijsko
spremembo, ki odpre ionski kanal in omogo i, da K* zapusti celico in Na* vstopi
v celico. Vdor pozitivno nabitih ionov vodi v depolarizacijo postsinapticne
membrane.

NMDA receptorji (N-metil-D-aspartatni receptorji) so ionotropni glutamatni
receptorji, ki imajo pomembno vlogo pri ustvarjanju dolgoro&ne potenciacije (LTP)
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v mnogih regijah Zivénega sistema. So klju¢ni za procese povezane z u€enjem in
spominom, njihova disfunkcija pa je povezana z nevroloskimi motnjami, kot so
shizofrenija, epilepsija in nevrodegenerativne bolezni. NMDA receptorji so
pocCasnejSi od AMPA receptorjev. Za aktivacijo NMDA receptorjev sta potrebna
vezava glutamata in glicina (kot ko-agonista) ter depolarizacija membrane, ki
odstrani Mg?" iz kanala. Pri normalnem membranskem potencialu je kanal
namre¢ blokiran z Mg?*. Depolarizacija (npr. prek AMPA receptorjev) odstrani ta
blok in s tem odpre kanal, kar omogocCa pritok Na* in Ca?* ter odtok K*. NMDA
receptorji imajo daljSi ¢as odpiranja v primerjavi z AMPA receptorji, kar omogoca
dolgotrajnejSe signale. Zaradi svoje odvisnosti od membranskega potenciala in
prisotnosti Mg?* bloka delujejo kot koincidencni detektorii, saj se odprejo le, ko je
presinapticna celica aktivha (spros€a glutamat) in je postsinapticna celica Ze
delno depolarizirana [1,5,6].

Glicinski receptor

Glicinski receptorji so ionotropni receptorji odgovorni za posredovanje hitrega
zaviralnega signaliziranja centralnega Zivénega sistema. Siroko so razsirjeni v
mozganskem deblu in hrbtenjaci. Ob vezavi glicina pride do konformacijske
spremembe receptorja in odprtja ionskega kanala, ki omogoci vstop CI™ ionov v
celico. To povzro€i hiperpolarizacijo postsinapticne membrane in posledi¢no
zmanjSa verjetnost sprozZitve akcijskega potenciala ter tako zavira Zivéno
signalizacijo. Delovanje glicinskih receptorjev je hitro in reverzibilno, kar omogoca
natanéno €asovno uravnavanje inhibicije. Klju¢ni so za regulacijo motoricne
koordinacije, dihalnega ritma ter uravnavanje bolecinske signalizacije [7].

Serotoninski (5-HT( ) receptor

Serotoninski receptorji so ve€¢inoma metabotropni, vendar obstaja ena izjema, in
sicer 5-HT[] receptor, ki je ionotropni receptor. Ta receptor se nahaja v
centralnem in perifernem zivénem sistemu. Klju¢na vioga 5-HT [ receptorjev je
pri prenosu bolecCine, refleksu bruhanja, anksioznosti, prebavni regulaciji in
odzivu na draZljaje v prebavnem traktu. 5-HT[] receptor se aktivira z vezavo
serotonina (5-hidroksitriptamin, 5-HT), ki sproZi odprtje ionskega kanala, kar
omogoca pretok kationov. Skozi kanal prehajata predvsem Na™* in K*, v manjSem
obsegu pa tudi Ca?*". Vdor pozitivnih ionov v celico povzro¢i depolarizacijo
membrane in s tem ekscitatorni u€inek na Zivéno celico. Delovanje 5-HT[)
receptorjev omogoca hiter sinapti¢en prenos, kar je klju¢no pri refleksnih poteh
(npr. refleks bruhanja) in hitro zaznavanje signalov iz notranjosti telesa (npr.
stanje v prebavilih). Receptorji so tar€a Stevilnih zdravil, ki so kompetitivni
antagonisti in se uporabljajo kot antiemetiki za prepreCevanje slabosti in bruhanja

[8].
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Struktura
Nikotinski-acetilholinski receptor (hnAChR)

Nikotinski-acetilholinski ~ receptor je homo- ali hetero- pentamerni
so sestavljeni iz podenot a2Byd (embrionalni) ali a2Bed (odrasli), nevronski pa
samo iz a in B [1, 2, 3]. Obstaja vsaj devet razlicnih podenot a in pet B. Vse a
podenote imajo mocno ohranjeno zaporedje Sestih aminokislinskih ostankov, ki
tvorijo disulfidno vez med cisteinskima aminokislinskima ostankoma oddaljenima
13 aminokislin, pomembno za vezavo liganda. B podenote nimajo tega para
cisteinskih aminokislinskih ostankov, zato ne morejo vezati liganda in sta za
funkcionalni receptor potrebni vsaj dve a podenoti [4].

Vsaka podenota je sestavljena iz Stirih transmembranskih
vijacnic (slika 2), povezovalnih zank in iz N- in C- koncne
domene v zunajcelicnem prostoru. Zunajcelicne domene
skupaj tvorijo lijakasto odprtino, v kateri se koncentrirajo
kationi zaradi interakcij z aromatskimi aminokislinskimi
ostanki. Lijak se zoZi blizu srediS€a lipidnega dvosloja in
doloa odprto oziroma zaprto konformacijo receptorja.
Znotrajcelicne zanke so pomembne za povezovanje
receptorja z drugimi znotrajceliCnimi proteini, ki med drugim
dolocajo subceli¢no lokalizacijo nAChR [1, 3].

Do odpiranja nAChR pride zaradi usklajenih konformacijskih
sprememb. nAChR se lahko aktivira ob vezavi endogenega
acetilholina (ACh) ali eksogenega liganda, kot je nikotin.
Vsak nAChR ima dve vezavni mesti za ACh, ki se nahajata
v zunajceli¢nih domenah podenot a blizu N-konca. Vezavni
Siika 2. Struktira nACHR mesti plsta enakovredni, ker imata a .podenotl razI!.cne
[1]. sosednje  podenote, vendar obstaja med njima

kooperativnost, zato vezava prve molekule ACh poveca
afiniteto do druge. Transmembranske vijaCnice so sestavljene predvsem iz
hidrofobnih aminokislinskih ostankov, pomembnih za stabilizacijo v hidrofobnem
okolju lipidne membrane. |1z vsake podenote je ena transmembranska vija¢nica
(TM2) usmerjena proti srediS¢u kanala. Prehod iz zaprte v odprto konformacijo je
povezan z rotacijo te vijacnice, kar povzroCi da se Leu odmaknejo iz kanala,
medtem ko se negativno nabiti Ser in Thr aminokislinski ostanki zarotirajo proti
kanalu, kar omogoci prehod kationov Na+, K+, skozi nekatere receptorje pa tudi
Caz2+[1, 3, 4, 5].
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GABAA

GABAA receptor je homo- ali hetero- pentamerni glikoprotein z molsko maso 275
kDa, ki je lahko sestavljen iz vsaj 19 razlicnih
podenot; Sestih razlicnih a, treh B, treh vy, treh p

in po ene €, &, 0 in T podenote [1, 7]. . e darogne
V eni celici je lahko prisotnih ve& razlignih izooblik ~ sgssy | f,
GABAA receptorjev. Funkcionalne lastnosti L'l’1‘~"f-"—° | neese
receptorjev so odvisne tako od vrste podenot kot i ol "\
od razporeditve. Glavna izoformna oblika pri ~ GEURGE L SOE

odraslih je sestavljena iz dveh podenot a1, dveh
podenot B2 in ene podenote y2. Priblizno
polovico vsake podenote sestavlja hidrofiina g . 3. struktura receptorja GABAA
zunajcelicna N-kon¢na domena, ki vsebuje ™~

znacilno cisteinsko zanko. Vseh pet N-konénih domen oblikuje zunanii lijak, ki se
ionske prevodnosti, pri ¢emer je kljuCna glikozilacija. Glikani se raztezajo Cez
osrednjo os kanala, kar pusc¢a relativno ozko pot za ione [2]. N-konCni domeni
sledijo Stiri transmembranske vijaCnice (M1 — M4) in kratek C-kon¢ni zunajceli¢ni
del. Podenote so razporejene tako, da vijacnice M2 vseh podenot obdajajo ionski
kanal. Med vijacnicama M3 in M4 je velika znotrajcelicna zanka, ki sodeluje pri
regulaciji s fosforilacijo. Pomembna je tudi za sidranje receptorjev v citoskeletu,
saj lahko z njo interagirajo Stevilni proteini. Za odpiranje kanala je potrebna
podenot a in B. Po vezavi sledi konformacijska sprememba, ki agonista zaklene
vV vezavnem Zepu in se prenese na transmembranske vijacnice, kar privede do
odprtja ionskega kanala [8].

Bogata farmakologija GABAR je posledica velikega Stevila votlin v
znotrajmembranskem in zunajceliCchnem prostoru. Nanj se lahko vezejo endogeni
modulatorji, kot so nevrosteroidi, ter eksogenimi modulatorji, kot so
benzodiazepini, ki se z visoko afiniteto vezejo v vezavno mesto, ki se nahaja na

fvieiv v

(slika 3) [7].

Glutamatni receptorji

Glutamatni receptorji se strukturno razlikujejo od drugih ionotropnih receptorjev.
Domena TM2 glutamatnih receptorjev ustvari zanko, ki ne preCka membrane [1].

AMPAR

Receptorji AMPA (AMPAR) so sestavljeni iz Stirih podenot in so skoraj dvakrat
vecji od nAChR zaradi velikega zunajcelicnega segmenta. Vsaka podenota je
sestavljena iz Stirih razlicnih domen: zunajcelicne N-kon¢ne domene (NTD),
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domene, ki veze ligand (LBD), transmembranske domene (TMD) in
citoplazemske C-kon¢ne domene (CTD). ZunajceliCna regija je oblikovana kot
dimer dimerov, medtem ko TMD kaze Stirikratno simetrijo. NTD so pomembne za
desenzibilizacijo receptorjev. LBD je sestavljena iz dveh polobel; D1 in D2.
Polobla D1 tvori akceptorsko mesto za vezavo pozitivnih alosteric¢nih
modulatorjev (slika 4). Ker LBD sosednjih podenot dimerizirajo preko svojih
zgornjih (D1) polobel, strukturna sprememba ob vezavi glutamata povzroCi
loCitev spodnijih (D2) polobel, kar prenese mehansko silo za odpiranje kanala na
transmembransko domeno, cemur  sledi hitra
desenzibilizacija. Transmembranska domena je
sestavljena iz S§tirih vijacnic: (slika 4). S krizanjem o
transmembranskih vijaCnic M3 nastanejo kanalska vrata, ki %
zapirajo poro. CTD, katere dolzina se razlikuje med - “
posameznimi podenotami, je pomembna za interakcije z

ostalimi proteini. Zaradi visoke teznje po samopovezovanju RIG

. . . v Nip/
NTD se najverjetneje posamezne podenote zZze med ! Y flop
translacijo povezujejo v dimere, ki se kasneje povezejo v M1 a s

tetramere [9].

Slika 4: Struktura
Edinstvena lastnost AMPAR je, da se posamezne podenote receptorja AMPA [9].
odpirajo neodvisno, zato je prevodnost kanala odvisna od koncentracije
agonistov. Aktivacija ene same podenote zadostna za zacCetno odprtje
nevronskega AMPAR, vendar vezava glutamata na LBD v eni podenoti vpliva na
vezavo v sosednjih podenotah [9].

NMDAR

NMDA receptorji (NMDAR) so heterotetrameri, sestavljeni iz dveh podenot GluN1
in dveh GIuN2, ki so izmeni¢no (1-2-1-2) razporejene okrog kanala in se aktivirajo
ob socCasni vezavi glicina ali D-serina na GIluN1 in L-glutamata na GIuN2 ter ob
sprostitvi magnezijevega iona iz ionskega kanala zaradi membranske
depolarizacije [10].

Vsaka podenota je sestavljena iz N-konéne domene (NTD), ki prispeva k nadzoru
odprtja ionskega kanala, kar je ena glavnih funkcionalnih razlik med receptorji
NMDA in ostalimi glutamatnimi receptorji. NTD vpliva tudi na hitrost deaktivacije
ter ima vezavna mesta za alostericne modulatorje, kot so cink, ifenprodil in
poliamini. Domena, ki vezZe ligand (LTD), je kljuCna za nadzor odpiranja ionskega
kanala. Transmembranska domena (TMD) tvori heterotetramerni ionski kanal, v
katerega je vezan magnezijev ion. Tetramerno krizanje vijacnic M3 v TMD zapira
pot prodiranja ionov in odpiranje NMDAR vklju€uje prerazporeditev teh vijacnic.
Za NMDAR je znacilen visok pretok kalcijevih ionov, ki je posledica niza kislih
aminokislinskih ostankov v GIuN1. C-kon¢na domena (CTD) se povezuje s
postsinapti¢nimi proteini, kar je pomembno za znotrajceli¢no signalizacijo [10,
11].
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Fiziologija

Primer delovanja nikotinskega-acetilholinskega receptorja

v w

sinapsa, ki povezuje motoricne nevrone in skeletha misicna vlakna [1]. Ta sinapsa
olajSa prenos elektricnih signalov iz somatskega Ziv€nega sistema v miSico, kar
sprozi proces kréenja [2]. Ker NMJ igra osrednjo vlogo pri prostovoljnih gibih je
klju€en pri razumevanju normalne fiziologije skeletnih misic in stanj, ki motijo

sindrom (LEMS) in botulizem [1, 2].

Primarni nevrotransmiter na Zivéno-misicnem stiku je acetilholin (ACh), ki olaj$a
prenos elektriénih signalov. ACh se sintetizira v somatskem nevronu iz holina in
acetil koencima A (acetil-CoA). Po sintezi je podvrzen vrsti spremembam, preden
se zapakira v vezikle. Ti vezikli, od katerih vsak hrani priblizno 5.000 do 10.000
molekul acetilholina, so zasidrani v specializiranih regijah na presinapticni
membrani, imenovanih "aktivhe cone". Membrane presinapti¢nih in sinapti¢nih
veziklov so opremljene s topnimi proteini SNARE (angl. Soluble NSF attachment
protein receptor). Presinapticha membrana vsebuje sintaksin in SNAP-25,
medtem ko membrana veziklov vsebuje sinaptobrevin. Ti proteini SNARE so
kriti€ni za spajanje veziklov in fuzijo [1, 2].

Misi¢no vlakno vsebuje specializirano obmocje membrane, znano kot motori¢na
konc¢na ploScica. Zanjo je znacCilna odebelitev in obseZno zlaganje v stiCne gube.
Te gube so gosto zapakirane z nikotinskimi acetilholinskimi receptorji (nAChR).
Sinapti¢na Spranja je ozka reza, Siroka priblizno 50 nm, ki lo€uje ziv€ni terminal
od membrane miSiCne celice. ACh se sprosti v ta prostor in se veZze na nAChR
na motoriéni konéni ploscici. Sinapti¢na Spranja vsebuje tudi acetilholinesterazo

v w

kratka in natan¢no regulirana [1].

Sirienje akcijskega potenciala do Zivéneqga terminala

Akcijski potencial potuje po motoricnem nevronu in doseze Zzivéni konCiC.
Sprememba napetosti povzro€i, da se odprejo napetostno odvisni kalcijevi
kanalCki v membrani Ziv€nih konciCev. Kalcij vstopi v ziveni konCi€ in se veze na
sinaptotagmin, kar povzroci njegovo konformacijsko spremembo, ki mu omogodi
interakcijo s proteini SNARE. Ta interakcija sprozi fuzijo sinapti¢nih veziklov s
presinapticno membrano, pri Eemer se preko eksocitoze sprosti ACh v sinapti¢no
Spranjo. ACh nato difundira ¢ez sinapti¢no Spranjo in se veZe na nAChR. Vezava
ACh odpre ionske kanale odvisne od ACh, kar omogo¢€i vstop natrijevih ionov v
miSicno celico in tako povzro€i depolarizacijo membrane. Potencial se premakne
iz -90 mV na -45 mV in ustvari lokalno depolarizacijo, znano kot potencial
motori¢ne plosce (EPP). V skelethem NMJ je potencial konéne plos¢e dovolj
mocan, da sprozi akcijski potencial po povrSini miSicne membrane. Akcijski
potencial potuje vzdolz miSi€nega vlakna skozi sistem transverzalnih tubulov, kar
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sprozi spro$c¢anje Ca 2* iz sarkoplazemskega retikuluma v citoplazmo misi¢ne
celice. Rezultat tega je miSiCna kontrakcja [1, 2] (slika 5).

Slika 5: Signalizacija zivéno-misSi¢nega stika [1].

Glutamatni receptorji - NMDA

Glutamat se vezZe tudi na receptorje NMDA postsinaptiCnega nevrona. To so
kljucni molekulski stroji za vzpostavljanje plasti¢nosti, zato ni presenetljivo, da so
tako reko€ vseprisotni v celothem centralnem Zivénem sistemu. Na primer,
priblizno 80 % nevronov v mozganski skorji ima receptorje NMDA [3].

Kot Zze omenjeno, se more za njihovo delovanje zgoditi ve€ stvari hkrati. Najprej
se morata 2 molekuli glicina vezati na receptor NMDA. VezZe se na zunanje
sinapti¢ne receptorje. Drugic, 2 molekuli glutamata se morata vezati na receptor.
Vendar ni nujno da se kanal odpre, tudi Ce izpolnjuje oba pogoja, saj se magnezij
veze na mesta na receptorju NMDA in s tem blokira transmembranski ionski
kanal. Da bi bil kanal prepusten za kalcij, je treba magnezij odstraniti iz celice z
depolarizacijo postsinapticnega nevrona. Do tega pride, Ce se aktivira receptor
AMPA, ki lahko depolarizira postsinapti¢no celico in izlo€i magnezij, kar omogoci
odprtje kanala [3, 4].

Pri tem se lahko pojavijo trije moZzni odzivi: kratkotrajna potenciacija, dolgotrajna
potenciacija in ekscitotoksicnost. Majhna depolarizacija postsinapticnih celic le
delno premakne magnezij, kar omogoci vstop majhnega Stevila kalcijevih ionov v
celico. Ti kalcijevi ioni sluzijo kot sekundarni prenasalci, ki za¢asno pritegnejo vec
AMPA receptorjev v celico. To pritegovanje pove€a moznost prihodnje
depolarizacije. UCinek te spremembe traja najveC€ nekaj ur, zato je ta proces znan
kot kratkotrajna potenciacija. Velika depolarizacija popolnoma premakne
magnezij, kar omogocCi vstop velike koli€ine kalcija v celico. Ta kalcij lahko
interagira s transkripcijskimi faktorji in spodbuja rast nevrona. Ta rast je znana kot
dolgotrajna potenciacija in je mehanizem sinapti¢ne plastiCnosti oz. sposobnosti
mozganov, da se preoblikujejo. Pretirano dolgotrajna depolarizacija pa omogoca
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nereguliran prehod kalcija v celico, kar je zanjo smrtonosno, in ta u€inek je znan
kot ekscitotoksiCnost. Ta proces se pojavlja pri Stevilnih nevroloskih boleznih
(Alzheimerjeva bolezen, Huntingtonova bolezen, tudi epilepsiji in mozZganski
kapi) [3,4].

GABAA\ receptor;ji

Receptorji GABAA so glavni inhibitorni receptorji v mozZganih in so lokalizirani na
membranah sinaps in zunaj sinaps. Sinapti¢ni receptorji GABAa posredujejo
fazno inhibicijo, medtem ko zunaj sinapti¢ni receptorji GABAAa posredujejo toni¢no
inhibicijo. Tako fazne kot toni¢ne inhibicije uravnavajo nevronsko aktivnost.
Disfunkcija obeh sinapti¢nih receptorjev GABA a je bila povezana z nevroloSkimi
motnjami [5].

GABA deluje na GABAa receptorje (GAR) po dveh poteh: (1) vezikularno
sproS¢anje GABA v sinapti¢no Spranjo, ki aktivira postsinapticne GAR, in (2)
prisotnost nizkih koncentracij GABA v zunajcelicnem prostoru aktivira zunaj
sinapticne GAR. Pakiranje GABA znotraj presinapti¢nih veziklov in regulacija
zunajcelitcnega GABA obstaja v dinamiénem ravnovesju, ki ga ureja vecl
dejavnikov: sinteza preko L-glutamat dekarboksilaze, razgradnja preko GABA-
transaminaze, nevronski in glialni privzem preko membransko vezanih
prenasalcev GABA in cikel GABA-glutamin-glutamat. Ti procesi sluzijo kot toCke
disfunkcije in farmakoloSska manipulacija za zdravljenje stanj, za katere je
znacilno pomanjkanje nevronske inhibicije [6].
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Patologija ionotropnih receptorjev

Miastenija gravis

Miastenija gravis (MG) je kroni¢na zivéno-miSi¢na bolezen, ki povzro€a Sibkost
precnoprogastih misic. Mednje spadajo miSice, ki se pripenjajo na kosti, miSice
obraza, grla in diafragme. Te s kontrakcijo omogocajo premikanje rok, nog in so
nujno potrebne za dihanje, poziranje in obrazno mimiko [1]. MG je avtoimuna
bolezen, ki prekine kaskado dogodkov, ki vodijo do zanesljive miSicne kontrakcije
[2]. VecCina pacientov, kar 85 %, vsebuje protitelesa, ki se veZejo na nAChR [3].

Nikotinski AChR je heteropentamer, sestavljen iz dveh a podenotinene 3,diny
podenote, ki se nahajajo okoli centralne pore. Protitelesa, ki se vezejo na a
podenoto so bolj patogena, kot tista, ki se veZejo na B. Ta pa predstavljajo vsaj
polovico vseh. Razlog morda lezi v lokaciji a podenote znotraj strukture
receptorja, saj je ta bolj izpostavljena in s tem laZje dostopna protitelesom, zaradi
njene viloge pri modulaciji obcutljivosti receptorja na vezavo acetilholina in
nenazadnje receptor vsebuje dve a podenoti in le eno 8 [2].

Protitelesa, ki se tvorijo, so v vecini tipa 1IgG1 in IgG3 [2]. PatoloSki mehanizem
delovanija protiteles (slika 6) se razlikuje in se lahko deli na (b) odstranitev NAChR
z membrane zaradi pre€nega povezovanja nAChR in sledece internalizacije, (c)
blokiranje delovanja nAChR bodisi z blokiranjem vezave ACh na receptor bodisi
s prepreCevanjem odpiranja kanalCka in (a) aktivacija komplementa in tvorba
kompleksa MAC, ki povzroCi fokalno (oz. osrednjo) lizo [2,3]. Slednji je
prevladujo€. Liza povzroCi poskodbo postsinaptiécne membrane in unienje
sinapticnih gub, ki vsebujejo NnAChR in z njim povezane proteine, kot so od
napetosti odvisni natrijevi kanalCki [2].

Tako MG vodi do motenj kaskadne signalizacije in zmanjSa Stevilo nAChR.
Posledi¢no pride do neucinkovitega Zivéno-miSiCnega prenosa, ki se odraza v
oslabljenosti miSic, ki se poslabsa ob naporu. NajpogostejSi simptomi so oCesni,
dvojni vid in ptoza (poveSenost zgornje veke). Prizadete so lahko tudi bulbarne,
dihalne miSice in miSi¢ne okoncine. MG je bolezen, ki jo je mogocCe zdraviti,
vendar lahko povzro€i tudi smrt, najpogosteje zaradi okvare dihal [2].

[ - . ¢
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Slika 6: Patoloski mehanizmi delovanja protiteles pri Miasteniji gravis. A — nastanek kompleksa MAC,
B — internalizacija nAChR in C — blokiranje vezave ACh [https://www.intechopen.com/chapters/66655].
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Epilepsija

Epilepsija je kroni€na mozganska motnja, pri kateri nevroni posiljajo signale hkrati
in veliko hitreje kot obiCajno. Ta val prekomerne elektricne aktivnosti lahko
povzro€i nehotene gibe, obCutke in vedenje ali celo izgubo zavesti, kar poznamo
kot epileptiCni napad. Ta je torej najverjetneje posledica neravnovesja v nevronski
ekscitaciji in inhibiciji [4,5].

Pomembno vlogo pri prenasanju ekscitacijskih signalov ima glutamat, zato je
njegova zunajceliCha koncentracija v centralnem zivénem sistemu strogo
nadzorovana. Med epileptiCnim napadom (iktalna faza) se koncentracija
glutamata poveca, kar ima lahko nevrotoksicne ucinke [5], kot so podaljSana
aktivnost epilepticnih napadov in z njim povezana ekscitotoksiCha poskodba
moZzganov [6].

Na drugi strani imamo GABA, ki je inhibitorni nevrotransmitor, ki regulira zivéno
ekscitacijo z vezavo na GABAa receptorje [7]. Oslabljena inhibicija zaradi
prenizke koncentracije GABA prav tako lahko povzroCi pove€ano ekscitacijo, Ki
lahko vodi v nastanek epilepsije [8].

Na uravnavanje signalizacije pa ne vplivata le koncentraciji glutamata in GABA-
e, ampak tudi mehanizem desenzitacije, njuni receptorji in njihovi transporter;ji [5].

NMDA receptoriji

Receptorji NMDA se velinoma izraZzajo v postsinaptiCnih - ekscitacijskih
nevronih, v manjsi meri pa tudi v predsinapti¢nih - inhibitornih nevronih. Mutacije
podenot NMDAR lahko delimo na mutacije, ki povzrogijo (1) izgubo funkcije (ang.
loss-of-function), (2) pridobitev funkcije (ang. gain-of-function) in (3) mutacije, ki
ne povzrocijo spremembe (ang. no-change-in-function) [5].

NajpogostejSa mutacija vodi do izgube funkcije receptorja, ki ji pravimo tudi
"hipo-NMDA funkcija". Ta lahko privede do hudih bolezenskih fenotipov, posebej,
¢e je mutacija v GIuN1 podenoti (gen GRIN1), ki je kljuéna za delovanje NMDA
receptorja. lzguba funkcije NMDA receptorja pomeni zmanjSana ekscitacija
inhibitornega nevrona, kar vodi v njegovo utiSanje. Posledicno to poveca
aktivnost ekscitatornega nevrona [5].

Mutacije, ki povzrocijo pridobitev funkcije, direktno povec&ajo ekscitacijo NMDA
receptorjev. Pravimo, da ima "hiper-NMDA funkcijo" [5]. Te mutacije povzrocijo
epilepti¢ne krée in napade, ki so posledica povetanega dotoka Ca?* v celico, kar
podaljSa ekscitacijo [6]. "HiperNMDA funkcija" previlada nad GABAergi¢no
inhibicijo, saj je Stevilo GABAergi¢nih nevronov in inhibitornih sinaps veliko
manjSe v primerjavi z glutamatergi¢nimi nevroni in ekscitatornimi sinapsami.
Rezultat je pove€ana nevronska ekscitacija [5].

12



lonotropni receptorji BioloSke membrane

AMPA receptoriji

AMPA receptorji, ki vsebujejo GIuA2 podenoto so neprepustni za kalcij in se
nahajajo na ekscitatornih nevronih, medtem ko se AMPAR brez GluA2 podenote
nahajajo na inhibitornih internevronih, kjer prepuscajo kalcij [5].

Mutacije AMPA receptorja so manj pogoste kot pri NMDAR in veCinoma vodijo do
izgube funkcije ali spremembe njegove aktivnosti oziroma rektifikacije navznoter,
kjer AMPA prenaSa ione v celico, Ceprav je elektrokemijski gradient v nasprotni
smeri [5].

Menjava AMPA receptorjev v sinapsi je relativno hitra, kar pomeni, da na novo
sintetizirani receptorji prispevajo k spremembi sinaptiénega potenciala kot
odgovor na draZljaje, kar vodi do plasticnosti sinaps [5]. Nekatere ugotovljene
mutacije povzro€ijo zmanjSano ubikvitinacijo dolo¢enih podenot (Nedd4-2),
zmanj$ajo internalizacijo (ATAD1) receptorja ali spremenijo transport podenot na
povrsino (RAB39B). To lahko vpliva na povec¢ano koli¢ino receptorja na povrsini,
kar povzroCi mocnejSe in pogostejSe ekscitatorne signale, ki lahko vodijo do
ekscitotoksicnosti. Hkrati to lahko vpliva na heteromerizacijo in s tem na sestavo
receptorjev, ki vpliva aktivhost receptorja. Na sestavo vplivajo tudi mutacije, ki
povzroCijo spremembo Vv ravni izrazanja doloCenih podenot [5]. V ekscitatornih
nevronih mutacije, ki zmanjSajo vgrajevanje GluA2 podenote v receptor,
povzrodijo povetano prepustnost za Ca?*, ki prav tako vodi v poveéano
ekscitacijo nevronov, ki lahko sprozijo epileptic¢ni napad [5,6].

GABAA receptoriji

Vlogo inhibicije prenosa signalov ekscitatornih nevronov nosi GABA, ki se veze
na GABAAa receptorje. Mutacije teh receptorjev imajo prav tako pomembno viogo
pri nastanku razli¢nih oblik epilepsije. Mnoge vodijo do zmanjSane funkcije
receptorja in posledicno do zmanjSane inhibicije signalov, kar povzroCi pove¢ano
ekscitacijo nevronov. Mutacije, ki povzro€ajo izgubo funkcije, se lahko pojavijo
znotraj razliénih podenot, ki so kljuéne za vezavo GABA (GABRB3), so
pomembne pri odpiranju/zapiranju kanalov (GABRB2) ali so potrebne za
transport receptorja na membrano (GABRGZ2). Redkeje pa lahko pride tudi do
pridobitve funkcije z mutacijo, kjer zaradi mutacije v dolo¢enih podenotah pride
do povelane obcutljivosti na GABA. Te mutacije so povezane s hujSimi fenotipi
in z zgodnjim zaCetkom pojava epilepsije [9,10].
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Zdravljenje bolezni povezanih z ionotropnimi
receptorji

Ceprav se razvija vedno ved& uéinkovin za zdravijenje motenj centralnega
Zivénega sistema in ker za veliko motenj enoznacnega zdravila Se ni, je glavna
pot naCrtovanja samih zdravil usmerjena proti zdravljenju simptomov posamezne
motnje, pri cemer je cilj ¢im manj stranskih u€inkov same ucinkovine na pacienta.
Rezultati delovanja mnogih zdravil za nevroloSke, nevrosinapticne,
nevrodegenerativne in nevrorazvojne motnje pa se od pacienta do pacienta zelo
razlikujejo; nekatera zdravila so povsem ucinkovita, nekatera povzrocijo prevec
stranskih ucinkov, spet druga ne delujejo znotraj ene skupine preiskovanih
pacientov. V zadnjih desetletjih pa se prav tako Siri znanje o ionotropnih
receptorjih, katerih nepravilno delovanje so lahko vzrok za nastanek motnje
centralnega zivénega sistema, kar omogoca raziskovanje in razvoj novih
ucinkovin usmerjenih proti zdravljenju vzroka nastanka bolezni [1].

Epilepsija

Najbolj pogosto uporabljena zdravila za zdravljenje epilepsije spadajo v dve
skupini, glede na njihov mehanizem delovanja (slika 7). Prva skupina omeji
ekscitabilnost nevronov, tako da podaljSa ¢as ko so natrijevi napetostni kanali v
mirujoCem oziroma neaktivnem stanju. Druga skupina zdravil pa ojaca sinapti¢no
inhibicijo GABA s pozitivho alosteri¢no regulacijo GABAAa receptorja, lahko pa tudi

ucinkujejo na sproSCanje nevrotransmiterja z delovanjem na presinapti¢ne
kalcijeve ionske kanale [1].

Receptorji GABAA so glavna tar€a ucinkovin, kot so benzodiazepini, barbiturati,
nevrosteroidi in splodni anestetiki. Vecina benzodiazepinov deluje kot agonisti
receptorjev GABAAa in povecajo njihovo aktivnost. Posamezne u€inkovine znotraj
te skupine so si razlicne glede na ucinkovitost pri specificnih modelih epilepti¢nih
napadov in stranskih ucinkih. Barbiturati poleg povecanja aktivnosti receptorjev
GABAA zmanjSajo tudi €as, ko so nevronski natrijevi kanali odprti in s tem
inhibirajo ponavljajoCi elektricni potencial, kar doprinese k antiepielpticnem
delovaniju [2].

Razvijajo se mnogi antagonisti receptorjev AMPA za zdravljenje epilepsije in
dosegajo dobro ucinkovitost v predklinicnih Studijah. Negativni alosteri¢ni
modulatorji (NAM) imajo vedji klinicni potencial kot kompetitivni antagonisti
recpetorjev AMPA saj imajo visoko farmakokineticno kompatibilnost z drugimi
zdravili. Vendar se pri nekaterih od teh zdravil kot stranski u€inek lahko pojavi
depresija ali prehodno sedacijo [3].

Primer negativnega alosteri¢nega modulatorja receptorjev AMPA je topiramat, ki
poleg tega inhibira tudi napetostno odvisne natrijeve kanale in ojata od GABA
odvisni prenos. V predklinicnih Studijah na podganah so pokazali tudi, da
topiramat zniza zunajceli¢ni glutamat v hipokampusu. Samo zdravilo lahko zniza
epilepticne napade ko je dano pacientom v kombinaciji z drugimi zdravili,
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predvsem v primerih na zdravila rezistentne fokalne epilepsije. Edina u€inkovina,
ki selektivho inhibira receptorje AMPA in je odobrena za klinicho uporabo pri
zdravljenju epilepsije s strani FDA in EMA je perampanel. Klasificira se kot
negativni alosteri¢ni modulator receptorjev AMPA in jih inhibira ko je administriran
v terapevtski koncentraciji, pri visjih koncentracijah pa lahko inhibira tudi NMDA
in kainatne receptorje [3].

- Phenytein and its analogs
- Carbamazepine and its analogs

- Lamotrigine - Vigabatrine

; Excitatory neuron Inhibitory neuron
- Lacosamide (3.;) Ul Glial cell - Valproate (G/%A)
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- Rufinamide _-Glutamine . 4 ! presenaenenanes .
- Valproate o . 1 @ Glutamate !
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Pl GABA "
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Slika 7: Pozitivni in negativni alosteri¢ni modulatorji ter njihov vpliv na glutamatne in GABAA receptorije.

V nasprotju z ucinkovitostjo zdravil, ki so usmerjene na receptorje AMPA,
ucinkovine z vezavo na receptorje NMDA kazejo slabSe rezultate. Antagonisti
receptorjev. NMDA niso ucinkoviti pri zdravljenju polno razvitih epilepti¢nih
napadov in se uporabljajo le v primerih, kjer alternativha antiepilepti¢na zdravila
ne delujejo in kjer je epilepsija tako resna, da predstavlja tveganje aplasti¢ne
anemije in odpovedi jeter. Primer epilepticnega zdravila, ki deluje kot antagonist
NMDA receptorjev je felbamat in primer Sibkega inhibitorja je remacemid, ki je
bolj ucinkovit kot Ze prej omenjeni carbamazepine. Vredno je omeniti tudi zdravilo
ketamin, ki je prav tako antagonist NMDA receptorjev in se primarno uporablja za
zdravljenje depresije in obvladovanje bolecin, vendar so raziskovalci pokazali
njegov ucinek preprecevanja napadov pri otrocih z hudo refraktorno epilepsijo [3,
4].

Pri pacientih, kjer antiepilepti¢na zdravila ne delujejo je skrajni nagin zdravljenja
mozen tudi z odstranitvijo dela hipokampusa ali amigdale z restrektivno operacijo

[1].

15



lonotropni receptorji BioloSke membrane

Shizofrenija

Shizofrenija je kompleksna in dolgoro€na mentalna motnja, ki prizadene skoraj
1% celotne populacije. Patologija bolezni temelji na mnogih hipotezah, glavna je
dopaminska hipoteza, ki govori o prekomerni sintezi dopamina v presinapsi. K
simptomom bolezni pa pripomorejo tudi nedelujoCi ionotropni receptorji NMDA,
AMPA in GABAA. Trenutna zdravljenja shizofrenije imajo precej omejitev, saj so
ucinkovita samo za priblizno polovico pacientov in so primarno usmerjena samo
proti pozitivnim simptomom; halucinacijam in miselnim motnjam. Med tem ko se
negativni in kognitivni simptomi, kot sta motnji uenja in pozornosti, ne targetirajo
oziroma zdravila na njih ne ucCinkujejo, kot bi Zeleli. Uporabljajo se tipicni
antipsihotiki, ki inhibirajo dopaminske receptorje in atipcni antipsihotiki, ki
targetirajo tako dopaminske in serotoninske receptorje z manj stranskimi ucinki,
hkrati pa se raziskujejo tudi u€inkovine, specificne za ionotropne receptorje.
Primer zdravila je clozapine, ki spada med atipicne antipsihotike in deluje tudi kot
Sibek agonist receptorjev NMDA. Razsikave so pokazale ucinkovitost clozapina
tudi na negativne in kognitivhe simptome, kot tudi daljSa adminisitracija zdravila
zniza izrazanje receptorjev NMDA v hipokampusu [5, 6].

AMPAKini so pozitivni alostericni modulatorji glutamatnih receptorjev AMPA in
predstavljajo enega od moznih nacinov zdravljenja nevroloskih motenj, kjer je
okvarjena signalizacija preko receptorjev AMPA. Motnji s tako okvaro sta poleg
shizofrenije tudi Alzehimerjeva bolezen in ADHD. Primer nedavno raziskovanega
AMPAKina je CX691 ali pod imenom farampator in spada v skupino nizkovplivnih
AMPAKinov. Slednja podskupina le delno spremeni desenzitacijo receptorja in ne
vpliva na vezavno afiniteto agonistov receptorjev AMPA, kar jih naredi bolj
potentne kot nekatere visokovplivne AMPAkine. Specificno CX619 spremeni
desenzitacijo v hipokampusovih podroc¢jih in dobro prehaja barierio med krvjo in
mozgani, v nekaterih Studijah so tudi pokazali izboljSanje kognitivnih simptomov
ob uporabi kombinaciji uporabe CX691 in drugih antipsihotikov. Ceprav se je
raziskava vpliva farampatorja ustavila zaradi nekonsistentnih ucinkov, se
raziskujejo druge oblike AMPAKinov, kot moznih zdravil za shizofrenijo [7].

Miastenija Gravis

Za zdravljenje ze v prejSnjem poglavju omenjene redke avtoimune bolezni,
miastenija gravis, poznamo ve¢ moznih nac¢inov med katere spadajo inhibitorji
acetilholinesteraz, kotrikosteroidi in imunosupresorji. Ena od moznih terapij, ki se
trenutno raziskuje pa je inhibicija kloridnega ionskega kanala, CIC-1, ki je
specifiten za skeletne miSice. Inhibicija ionskega kanala vpliva na misi¢no-
specificno kinazo. Ceprav sam ionski kanal ni iontropni receptor, $tudija
potencialnega zdravila na CIC-1 predstavlja korak naprej v napredku pri
zdravljenju miastenije gravis [8, 9]
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