CANALI IONICI

A Voltaggio -dip

A Ligando-dip

A Meccano-sensibili




Tecniche di studio dei canali voltaggio -dip:

Voltage clamp (Cole and Marmont, 1949): la membrana
viene portata ad un potenziale fisso prestabilito e si

regi strano | e corrent.i necessa

(@dampata0) a quel potenzi al e.
Ad un amplificatore differenziale (A)  vengono inviati il Vme |l
Vrif , inizialmente uguali, in modo che la ddp misurata (segnale

Il n uscita dall oamplificatore s s

F = : p—— W, :
!;':":-...__ =

pu., essere misurat a, e ripri st

vol taggi o I niziano a passare d
passare un | che contrasta questo passaggio (feedback -), che

fisso Il voltaggio.

Utilizzando questa tecniddodgkine Huxleyscoprirono nel 1952 |l
meccanismo per cul le correnti ioniche danno origine al potenziale
d'azione e per questi studi condivisero il premio Nobel per la
fisiologia nel 1963.
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Whole cell: si possono registrare
tutte le correnti di membrana, le

Patch staccato: si registrano
correnti da un singolo canale Iin

Patch clamp (Neher
and Sakmann, 1976)
Registra le correnti
loniche del singoli
canali.



Four Basic Patch-Clamp Recording Configurations

Recording
Pipette

Whole-cell

(All channels recorded simultaneously)

Cell-attached

(Single channel recordings)

' Outside-out
% (Single channel recordings)

Cell —_— Inside-out
‘ . (Single channel recordings)




canali ionici voltaggio -dip:
V Superfamiglia di proteine di membrana

lipial dl membrana

£ proteina

_ dl ancoraggio
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permeabile al K apparso nei batteri 3 citopiasma

© " poro acquoso’. )

miliardi di anni fa.
V Elevata selettivita ionica

V Raggruppati in regioni specializzate
dltosbnlanc-ne

V Siti di modulazione (P)
+ s 2 K _prote!na
V Dominio P: ansa sul versante extracellulare - di ancoragglo

(parzialmente transmembrana)
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Quasi tutti i canali voltaggio -dip hanno 4 subunita formate da 2 -6 U-eliche

transmembranarie + un dominio P

|-:F. Karp. Ky (4 subunits)  canall passivi (2 subunita) K, Ko 4 Subunita)
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La selettivita del canale e dovuta a
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potenziale dl membrana

=

Coumentl dl membrana
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Lo studio dei canali ionici si e avvalso, oltre che delle tecniche di
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selettivamente i canali.

Latetrodotossina(TTX) degaal sito 1del canaleal Na responsabile del PA.
L' utilizzo di questa tossina come una sonda biochimica ha dimostrato
I'esistenza di due distinti tipi di canali del sodio regolati dal potenziale,
presente negli esseri umani: il canalensibileallatetrodotossina(T TXs

Na* channe) ed il canaleesistenteallatetrodotossina(T TXr Na+channe).
Latetrodotossinasi lega ai canali dello T-BXN& con una affinita di legame
presente gia a concentrazioni dil nmol, mentre invece i canali TINNa"
legano la TTX con una affinit®1. Le cellule nervose che contengono canali
TTXr Na sono localizzate principalmente nel tessuto cardiaco, mentre le
cellule nervose che contengono i canali del-§T™N& dominano il resto del
corpo. La prevalenza dei canali 3SIX& nel SNC rendéa tetrodotossina

un' agente importante nel "silenziaré" QI G 0 A @A dund cujuB dzNJ ¢
cellulare

Tetraetilammonio(TEAplocca i canali al K
Conotossinddloccano 1 canali al Ca.



Il canale al Na

filtro di

selettivita

"gate" di

( 1 attivazione
" " . > A
gate" di G

inattivazione

Elementifondamentalisona
V Le solite 4 subunita disposte in cerchio,
ognunacon6 STM

Vilfiltro di selettivita dato dalla
JAdzaGEF LILI2aAl A2yS RSt €S
Interposte tra S5 ed S6;

Vle gatesdi attivazione disposte
Fff QAYS 200 GdzZNI ORA U 2 LI
V i1sensori del voltaggio: 4 STM S4;

V lagate diinattivazione(modellodball and
chaire &viluppatostudiandoi canalidel K+).



Il canale voltaggidlipendente del Na(Nay = Of 2y I G2 Fff Q!y
Kyoto da e Coll.
9 Cbstituitoda
dzy QS y iNivits
alfa, formatada 4
dominiiomologhi(l, I,
I, IV)solitamente
associata subunita
accessorig ).
Le anse extracellulari
sono abbondantemente
glicosilate quelle
Intracellulari
possiedono siti di

In . siti di legame per la TTX fosforilazione

B-

extracell.

Tl :lnm

intracell.

. gate di inattivazione



Nel |l Ouomo 9) g e RubunI@A d!)ihi ] Vc'tzge Gated Scdium lon Channel
tessuti diversi:

Nav 1.1, 1.2, 1.3, 1.6 nel SNC

Nav 1.7, 1.8, 1.9 nel SNP
Navl.4 nel muscolo scheletrico
Nav 1.5 nel cuore

Active state Inactivateable

Resting state

La corrente e sempre
entrante perVn<VegNa

/| NBAOS LJSNI f
gNAe poi diminuisce per
diminuzione della fem.
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La corrente di Na persistentg{l) € una corrente che non inattiva
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-Soglia di attivazione-65 mVY al di sotto del livello soglia per attivare i
normali canali del Na inattivanti e quindi per generare un PdA

b

Proprio per questo tale corrente (non inattivante) € in grado di aumentare o
favorire la risposta di un neurone ad uno stimolo depolarizzante (PPSE)
sebbene sotto soglia

Analogamente, uno stimolo iperpolarizzante (PPSI) puo causare
deattivazione dellayl,,che a sua volta determinera una iperpolarizzazione
piu marcata

Onap @lUta a raggiungere la soglia




Canali per IK

Tra tutti | tipi di canale ionici, quelli per iI K+ sono certamente i piu
diversificati. Sono presenti in tutte le cellule procariote ed eucariote. |l
dominio P rappresenta il filtro si selettivita (scoperto da Mac Kinnon, Nobel
per la chimica 2003).

La spiegazione si trova naturalmente a livello molecolare; nei mammiferi piu
di 70 geni codificano per questa proteina.

Esistono 12 famiglie di canali per il K aperti dalla depolarizzazione (canal
Kv) espressi in neuroni, cellule muscolari ed endocrine.

Hannoin generestruttura tetramerica(4 subunitah cheformanoil poro) e
possonoesserenon solo omotetramer, ma anche eterotetrameri (slicing
alternativodi uno stessogene)
Cipossoncessereanchesubunitaregolatrici(l )



Il numerodi tipi diversidi canali K+ descritti negli ultimi anni e
cresciuto a'\tal punto da rendere praticamente impossibile una

classificazionsubasefunzionale

Oggi si preferisce raggrupparli sulla base della loro struttura
molecolare(nAdi segmentitransmembranab), in tre categorie
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Ca-dipendenti
Kyl Ky2 K3 Ky4 K5 Kb K8 K9 eag erg ek K1 K. 2 K3 K4 K5KB6K.7
- - - O o e e
voltaggio-dipendenti GIRK




Primogruppa- le 4 subunita® hanno6 STM9 { modulo consuetodei VD
lonic channels,comune ai canalidel Na+ e del C&+, con 4 sensoridel
voltaggia

Questogruppocomprende

a) la famiglia dei K,, (K,1-K/9, ognuno con
diversevariant)

Y KV14 é quello/che assomigliadi piu al
ftipo-Ao (hainattivazionemolto rapid3.

Y KV3.1 é&-quello che assomigliadi piu al
ndelayed rectifiero. di H&H (inattivazione

praticamentassentg
La loro aperturacausala ripolarizzazionedella

membranajmportanti per limitare| 60 e c c |
dellamembrana KA Ky2 K3 K4 K5 KB K8 K9 eag erg el

Sonobloccatidal TEA. =T, e ——




b) la famiglia dei canali del K+ Cadipendent]
attivati dal Caintracellulare Presentiin molte
cellule Mantengonof QS f §«&Jé quindi le
correnti ripolarizzantj in seguitoad eventi che
fanno aumentare [C&+]int. Nel muscolpo
scheletricosono presenti i BK,a conduttanza
molto alta, gli altri canali KCa non sono
voltaggicedip e hannoconduttanzabassa(SK)o
iIntermedia(lK)




| canalial Ksonorettificanti: permettonoil passaggiali correntein unasola
direzione( f £ QS.4 (0 S Ny 2




Alcuni di questi hanno una latenza di

apertura solodelayedrectifier.

Per molti anni si e pensatoche il classico
cdelayedrectifiet (K) R S £ f Qdigardie?
che non presenta Iinattivazione fosse
f Q dzganalel+esistente

Poi fu scoperto un canale al K+ con inattivazione molto
rapida (quasiinsensibileal TEAma sensibilealla 4-amino-
piridina (4AP); questotipo fu chiamatoccanaleAs (K,) .

olenzlake
d memirana | | =100 m¥
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Esistonocanali per il K a rettificazione entrante (inward 5 STM
rectifier, Kir),\ formati da subunita a 2 domini
transmebranari \ Hanno blanda voltaggiedipendenza e iy ?&@QIIV\IQQQ% %33
guinid sono sempreaperti, bloccatida Mg e poliammine e

Impartanti per il Vmnei cardiomiociti Inserirefig 7.1 e 44.6
aloisi

| canali GIRK'sono controllati da proteine G es t Q!
rilasciatadal’'n. vagoli attiva nelle cellule pacemakerdel

cuore, inducendoiperpolarizzazione K1 K2K3Ka4KSBEKSEK.T
Ir Ir Ir Ir Ir Ir Ir
|- KatPsono inibiti R I { {eCattigati da MgATP In casodi

elevate concentrazionidi ATP si chiudono e causano
depolarizzazione\ellecelluleB del Pancreagndocrina

it :-I.I'|-:-IJI passhvl (2 subunits)

| |
Esisteinfine unaclassedi canalik completamentevoltaggio lnrm:ﬁ H:H Ft
cindipendente responsabildel Vm




A) In alcuni canalidel K+ dovuta | £ f QIdil e 8i un peptide che costituisce
f QS & O NBriviikaledella subunita a (una odballé; in realta 4; una per subunitd,

collegato alla restante parte della molecola da un tratto flessibile (una dchairg 0
meccanismalel tipo dballandchaire.

JU Ly FfONR OF yI f A NRminhaledi udfagububhiiSacdgssdis §
(beta).

Il peptide edotato di caricheparzial
positive,che prenderebberocontatto con

posizionatd: f f QA Y oirgrazéllilaredaN
canale

NB:guestomodellopresupponecheil
canaleprimasiapra, e poisiinattivi.

Questotipo di inattivazione vienechiamatoinattivazione di tipo-N.

NBI canalidel Na+e del C&+ hannoun mododi inattivarsiconcettualmente
simile,solochelagate(h)nonéf QS & (NM@virkalé dellamolecola ma
(IIHIV per Na+,I-Il per C&+.

)

QX
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N-type C-type
Inactivated Inactivated

Immobilization

Allosteric Mechanism

Probabilmentef QA y I (i (0/R@pb I/ k& gofuta al movimento voltaggic
dipendente della porzione esterna del segmento &, che



Caratteristiche elettrofisiologiche dei canali K

Correnti di K* in voltage-clamp

Ka

Anche il canale ;{come il canale }k(delayed rectifier), e selettivo per
Il K, ma ha le seguenti caratteristiche:

- Attiva a potenziali piu negativi di Kv (attivazione precoce)
- Inattiva tanto piu rapidamente quanto maggiore e la depolarizzazione



Se |o stimolo depolarizzante e duraturo
nel tempo, invece di un singolo
potenziale doazi one
una serie in sequenza:

scaricaotrenod | potenzi al i

¢.10

time (s)

S

€

C



Affincheil processo di codificazione si possa realizzare e necessario
f OAYUSNIBSY (G2 RA dzy | f GNR, GALZ RA

| canall K operano dafreno

voltaggio-dipendente sulla

frequenza di scarica del
LI2OSYT AFEA RQFI




Infatti:

| &tivazionedel canall Ik che e piuttosto precoce,
O2YyUNY &l QT A2yS RSLIZE | NA

1

ma.

f imattivazionedei canali (e tanto piu veloce quanto
piu intensa e la depolarizzazione

g



Gli ioni Ca svolgono molte funzioni:

V controllano la contrazione muscolare,

Vinnescano Il rilascio di neurotrasmettitore a livello delle sinapsi, e degli
ormoni nelle cellule secretorie,

Vi egol ano | 6espressione geni ca, | Cl C
V mediano processi di morte cellulare.

[Caz+]int 10-100 nM; [Caz+]ext 1 mM, qui nd.i | Oapertura di
crea una Ica in ingresso, che fa rapidamente aumentarne i livelli intracellulari.

Canali per il Ca voltaggio-dipendenti (Cav)



La struttura molecolaredei canalidel C&* e nel suo insieme del tutto
simile a quella dei Na, sebbene (piccolg differenze nelle sequenze
cambinoprofondamentela selettivitg, il gating e lasensibilitaai farmact

extracell.
| canalidel CaVDsonotutti

bloccati (pur con sensibilita
diverse)dal Cadmio (Cd2+)
e dai ametalli pesanté
(Ni2+, Ca2+ e La3+).

accoppiamento
eccilazione-
\ -contrazione

_/

P Inattivazione
Inattivazione Ca-dipendente "P

V-dipendente

Alla subunitaalfa 1 sono costantementeassociatesubunitaaccessorigein numero
maggioredi quelledelNa+t 2,1 Sel.



Organizzazione strutturale dei canali del Ca VD

o i el o lI
- . ! 5 I |I A
Stimulation | -
I

I
= |
o

Infracellular

BD AD/ A

R =N /

i
[ 111/
oo S

Ancharing and
regulation

Subunitaal: 4 domini omologhi{IlV),
con 6 segmentiransmembranaiascuno,
forma un canale funzionale;

Subunitab: intracellulare, costituita da piu
a eliche;

Subunitaa2 d: in giallo le regioni
idrofobiche

| siti di interazione tra lsubunitasono

Indicati da frecce bipolari. .
Almeno 10 geni suddivisi in 3 famlglle

codificano lesubunitaam Yy St £ Qdz2 Y



Canali del calcio voltaggio-dipendenti

Si aprono con la depolarizzazione; poiche il Veq del Ca e molto elevato, le correnti
sono sempre entranti. Nelle cellule del nodo senoatriale sono i responsabili della
depol ari zzazione dell a membrana dur ant
Inserire Fig 44.6



Classificazione in base alle proprieta elettrofisiologiche:

a) Canali LVA (low-voltageactivated (-70mV), avendo una spiccata inattivazione
voltaggio-dipendente | sono stati chiamati canali T ¢ & 0 NJ Yy Sdn& seisibil
I £ £ QI YDafin@uddo&fiassidi Carelativamentepiccolie di brevedurata

b) €analiHVA (highvoltageactivated (-30m/-20V), hannodzy QA Y I G G A DI | A ;
molto piu lenta.

Correnti di Ca HVA
0 mV

Correnti di Ca LVA
-40 mV

Poia QiStochesitratta di unafamigliacomprendentemolti membri, chesonostati
indicatidalettere (P, Q, FRecc)



Voltaggio Proteina

alto voltaggio

alto voltaggio

alto voltaggio

voltaggio intermedio

basso voltaggio

Localizzazione

Muscolo
scheletrico, ossa
(osteoblasti),
miociti
ventricolari**,
dendriti dei
neuroni corticali

nel cervelletto

neuroni, cellule
con attivita
pacemaker, ossa
(osteociti)

Funzione

contrazione del
e del

rilascio di

rilascio di

Regolarita def



https://it.wikipedia.org/wiki/Canale_del_calcio_di_tipo_L
https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Cav1.1&action=edit&redlink=1
https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Cav1.2&action=edit&redlink=1
https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Cav1.3&action=edit&redlink=1
https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Cav1.4&action=edit&redlink=1
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?match=CACNA1S
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?match=CACNA1C
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?match=CACNA1D
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?match=CACNA1F
https://it.wikipedia.org/wiki/Muscolo_liscio
https://it.wikipedia.org/wiki/Muscolo_cardiaco
https://it.wikipedia.org/wiki/Canale_del_calcio
https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Canale_del_calcio_di_tipo_P&action=edit&redlink=1
https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Tipo_Q&action=edit&redlink=1
https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Cav2.1&action=edit&redlink=1
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?match=CACNA1A
https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Neuroni_Purkinje&action=edit&redlink=1
https://it.wikipedia.org/wiki/Neurotrasmettitore
https://it.wikipedia.org/wiki/Canale_del_calcio
https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Canale_del_calcio_di_tipo_N&action=edit&redlink=1
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?match=CACNA1B
https://it.wikipedia.org/wiki/Cervello
https://it.wikipedia.org/wiki/Neurotrasmettitore
https://it.wikipedia.org/wiki/Canale_del_calcio
https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Canale_del_calcio_di_tipo_R&action=edit&redlink=1
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?match=CACNA1E
https://it.wikipedia.org/wiki/Cervelletto
https://it.wikipedia.org/wiki/Canale_del_calcio
https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Canale_del_calcio_di_tipo_T&action=edit&redlink=1
https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=CACNA1H&action=edit&redlink=1
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?match=CACNA1G
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?match=CACNA1H
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?match=CACNA1I
https://it.wikipedia.org/wiki/Seno
https://it.wikipedia.org/wiki/Canale_del_calcio
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Neuronal o4 subunit isoforms

Ca,1.2,Ca,1.3, Ca, 1.4
Ca,2.1
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Synprint region
Syntaxin1, SNAP-25, Rim,
CSP,

synaptotagmini (P/Q-type)

L-type
P/Q-type
N-type
R-type
T-type

COOH

Calmodulin
CaBP1 (P/Q-type)
VILIP-2 (P/Q-type)

TRENDS in Neurosciences




Appartengonaalla classedei canaliHCN ccanalicationiciattivati R I £ € QA LIS NJ.d2otlutath\d& hutldotidi
ciclice. Vengonaattivati allafine di ognipda, guandola membranasiiperpolarizza

YSYALFKAMSHMLECIGYG

La loro apertura genera una corrente
entrante che  depolarizzando la
membrana produce il prepotenziale
quindiil pdasuccessivo
Sonopermeabilia Na e K, presentinelle
cellule pace maker del cuore dove
trasportano la Ifunny; attivata
RIf f QA LIS N1.Jght koNtfiblidce | A 2
Ciascunalelle4 subunitapresenta alladepolarizzaziondiastolicalenta.

6-DTM comei canaliKv

S4riconosciutacomesensoralel voltaggioperl'elevatapresenzali residuicarichipositivamente

motivo GYG nellinker S5S6,tipico delfiltro di selettivitadei canaliKv

nel C-terminalee presentein dominioCNB comeneicanaliCNG

si pensachei canalisianoformatida TETRAMERI come canaliKv

Extracellular




Si attivanoin seguitoal legameconi nucleotidi
ciclici, cGMPe cAMP

Permeabiliai cationi

Importantiper latrasduzionalel segnalenel
sistemavisivo e uditivo.
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Membrana Membrana Liquido
del disco plasmatica del extracellulare
bastoncello

Rodopsina L
<

Transducina } >

GTP  Corrente al buio
Ingresso di Na*

e
,,/’
Guanilato [
ciclasi

Fotone

Rodopsina:

Transduclna/

Guanilato [
ciclasi &

* <y
“Scemp

La transducina attiva
la fosfodiesterasi




Canali TRP (transient
receptor potential)



