Mehansko-obcutljivi
ionski kanalcki

Nusa Brdnik, Maja Deutsch, Mark Loborec, Klara
Razborsek, Teja Spruk



Uvod

01 02

Mehanski drazljaj Prehod ionov

Tlak, dotik, zvok, gravitacija Selektiven ali neselektiven

03 04

Hiter odziv Raznolikost

Manj kot 1ms Tako strukture kot funkcije



Mehanski drazljaj povzroci prehod kanal¢ka v odprto
stanje

Dva modela: “force from lipids” in “tethered”
Vsaj dve transmembranski domeni
Razlicne vloge (senzori¢na, odgovor na osmotski talk)

Nizek nivo izrazanja—problem proucevanja
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NajzgodnejsSe oblike Zivljenja

Zascita pred osmotskim Sokom (ohranjeno v bakterijah
in arhejah, nekaterih rastlinah)

Pri evkariontih kompleksnejsa vioga

Verjetno so novi kanalcki nastajali neodvisno



Delitev

01 02
Piezo kanalcki DEG/ENaC kanalcéki
03 04

Kalijevi kanalcki TRP kanalcki



Piezo kanalcéki



Piezo kanalcki

Transmembranski proteini - omogocajo pretok pozitivho
nabitih ionov
Aktivacija: mehanski drazljaj npr.

RAZTEZANJE
PRITISK
TOK TEKOCINE

Odkritje Sele leta 2010
Prisotni izklju¢no pri evkariontih

Pri vretencarjih Piezol (2521 aa) in Piezo2 (2752 aa) -->
vec kot 30 transmembranskih vijacnic
Pri nevretencarjih en Piezo homolog

Dr. Ardem Patapoutian je
leta 2010 odkril Piezo
kanale in za njih 2021 prejel
Nobelovo nagrado.



Struktura

e homotrimer --> zvijanje v propeler
e Prevodna pora na stiku zadnjih dveh tfransmembranskih
regij (OH in IH)

e Modularna mehanosenzori¢na domena (omogoca
prenos signala)

e  SIDRO (ANCHOR) PIEZO1 PIEZO2
e  NOSILEC (BEAM)
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Izrazanje in vioga

Piezo1 bolj pogost v celicah, ki so izpostavljene razliki v tlaku tekocin,

Piezo2 pogosto prisoten v celicah senzoricnih tkiv

Eritrociti
Zaznavanje volumna celic
in osmotskega pritiska

v

Merklove celice
Klju¢no za propriocepcijo

<, T

Rastoci nevroni
Vpliv na medceli¢ne
interakcije in mobilnost celic

B

Debelo ¢revo
Pomoc pri pravilni
prebavi, absorbciji hranil

(56)

Alveole
Sodelovanje pri
transportu kisika

G

Secni mehur
Sodelovanje pri
mikcijskem ciklu



Limfna displazija
Piezo1 loss-of-function mutacije
Motnje v nastanku limfnih Zil

Perinatalna stiska,
misi¢na atrofija ...

Piezo2 loss-of-function mutacije
Motena mehanosenzacija v
proprioceptivnih nevronih, misicah,
sklepi

Patologija

Kserocitoza
Piezo1 gain-of-function mutacije
Povecan pretok ionov skozi

membrano --> dehidracija
eritrocitov

Normal
Muscle

Atrophied
Muscle

Nevromisi¢ni sindromi

Piezo2 gain-of-function mutacije
DA5, Gordonov sindrom, Marden-
Walkerjev sindrom
Motena senzorna povratna
informacija iz misic in sklepov
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DEGenerin/Epitelijski natrijevi kanalcki



Razviti specializirani
organi za
reprodukcijo, prebavo
in koordinacijo

Visoka funkcionalna heterogenost (kar ni
znacilno za ostale druzine genov ionskih
kanalckov)

Oblika aktivacije
e  STALNO AKTIVNI

o  MEHANSKO AKTIVIRANI
e  AKTIVACLJA Z VEZAVO PEPTIDA (FANAC)
e  AKTIVACLJA Z VEZAVO PROTONA (ASIC)

H'r

mechanical gustatory

caZ+

Zn2+
serotonin \‘\ /’/ neuropeptides

nociception ‘A// \\“ learning
roprioception / \ synaptic function
salt reabsorption

mating behaviour

vascular tone sour taste

inflammation salt taste
degeneration



Razdelitev

ENAC

Epitelijski Na* kanalcki

ASIC

,»Acid-Sensing Ion
Channels*

Zivéni sistem, epitelijske
in imunske celice
Prehodni ali dvofazni
prehod ionov ob
zunanjem zakisanju

Caenorhanditis elegans
- mehanosenzori¢no
vedenje (obcutenje

dotika in propriocepcija)



Vezavno mesto za H*

Struktura

Acidic Pocket

Zaporne lastnosti
kanal¢ka

(A Gly-Ala-Ser*
Ball and Socket Joint St § pas
Ca? Binding site Re-entrant loop
Zanka za ponovni vhod z Ohranjena motiva

organjenim ,,HG“ motivom  Zaporna in ionska selektivnost



Glycosylation
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Vloga in izrazanje

e C. elegans - odziv na mehanske stimuluse

e  POBEG0Z HITRA SPREMEMBA LOKOMOCUE Avior —
e  UPOGASNITEV V PRISOTNOSTI HRANE
e  MODULACUA PROPRIOCEPCIJE LOKOMOCUE Cﬁ
—>
e MEC-4

e  NEVRONI OBCUTLJIVINA DOTIK
o  POBEG 0B DOTIKU IN MEHANSKO INDUCIRANIH TOKOVIH

e NI POTREBEN PRI ODZIVU NA GROB DOTIK

e MEC-10 @

e  NEVRONI OBCUTLJIVINA DOTIK

o AKTIVACUA OB GROBEM IN NEZNEM DOTIKU . N
Sodelovanje pri

FLP propriocepciji —
. . Posterior Anterior
Odziv na grob dotik PVD

glave in dotik nosa



Vloga in izrazanje

e Lokalizacija MEC-4

o  MIKROTUBULARNE PODENOTE

e  ZUNAJCELICNI MATRIKS
e  KANALGEK PRIVEZAN MED NJIJU - ZAPORNA VZMET

Cuticle

A RN

DEG/ENaC

W MEC-4/MEC-10

]

-

Stomatins

Paroxonases

MEC-1, MEC-5, MEC-9
Extracellular matrix

MEC-7, MEC-
Tubulins

,\

SESALCJI ENaC

e Tvorijo interakcije z aktinom in aktin-
vezavnimi proteini
e  AKTIN REGULIRA TRANSPORT ENAC, LOKALIZACO IN
DELOVANJE

e Glikozilacija
e  N-GLIKOZILACIJA
e  LOKALIZACIJANA POVRSINI
e 2 GLIKOZILIRANA ASPARAGINA — POMEMBNA ZA
ZAZNAVANJE SILE



Patologija

e ENaC
e  |ZGUBA FUNKCIJE — POVEGANA KOLICINA POVRSINSKE TEKOCINE NA DIHALNI POTI

o  POVECANA AKTIVNOST —> ZMANJSANA KOLICINA POVRSINSKE TEKOGINE NA DIHALNI POTI

e ASIC
e  AKTIVACUA KANALCKOV — POVEGANA KONC. CA>* — POSKODBE NEVRONOV MED MOZGANSKO ISHEMIJO
o  DEGENERACIJA AKSONOV
o  NAPAKE V ASIC KANALGKIH —



Mehansko obcutljivi kalijevi kanalcki

TREK-1, TREK-2 in TRAAK



TREK kanalcki

Kalijevi dvoporotvorni kanalcki e Prevajajo K+ ione izven celice in povzrocijo hiperpolarizacijo in s
sy TASKS THIK2 tem zmanjsano ekscitabilnost celic
i e Poleg mehanske stimulacije, se aktivirajo s stevilnimi signali
B - TRESK e Mehanska aktivacija po mehanizmu sile iz membrane (angl.
o force from ljpids)
TALK-A s e Odzivajo se na vse oblike mehanske stimulacije
TWIK-1 e Zelo nizek prag in Sirok razpon aktivacije

TASK-2

TREK-2
TREK-1 TRAAK

KCNK7




| SF2

X2

Topologija: 4M/2P

4 transmembranski heliksi (M)
zanki P1in P2 tvorita poro
PodaljSana zanka med TM1in
TM2 tvori ekstracelularno
kapico

Struktura

Kljucen strukturni element =
selektivnostni filter
Selektivna sekvenca TVGYG

Hetero/homodimerne podenote= PD1in PD2

Dve podenoti tvorita kanalcek s tetramerno
poro



Mehanizem delovanja

Glavni modeli delovanja

e Konformacijska sprememba TM4
(transmembranskega heliksa 4)
Mehanizem odpiranja vrat tipa C
Regulacija znotrajceli¢ne c-koncne regije
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Izrazanje in vioga

Sirok nabor izrazanja (centralni in periferni
ziveni sistem, notraniji votli organi,
kardiovaskularni sistem,...)

Odpiranje kanalckov sprozi hiperpolarizacijo
celic in zmanjsa prozenje akcijskega
potenciala

Vloga pri vzdrzevanju membranskega
mirovnega potenciala

V notranjih votlih organih preprecijo
nezelene kontrakcije

Vloga v nevroprotekciji in odzivu na boleCino
Vloga v zaznavanju toplote in mehanskih
drazljajev

- Quiescence during pregnancy
- Regulation of expression:

- Pressure-induced vasodilation
- Endothelium-dependent vasodilation

Pregled (pato)fizioloSkih funkcij TREK kanalCkov

Gastrointestinal tract Bladder

- Stretch-induced relaxation
- Bladder overactivity:
Decreased channel activity

= Adaptive relaxation
- Hirschprung’s disease:
Decreased channel expression

Uterus Heart
- Sinoatrial pacemaking, atrioventricular conduction

- Atrial fibrillation, ventricular arrhytmia
- Increased expression in cardiac hypertrophy

> 2

Nervous system

Stretch and sexual hormones

Vasculature

- Peripheral nervous system:
- Sensitivity to heat and mechanical stimuli
- Inflammatory and migraine pain
= Central nervous system:
- Fetal development
- Neuroprotection during ischaemia



Patologija

e Drugacnosmiselne mutacije v TM3/4 TRAAK
povzroCajo nevrorazvojni sindrom
e TREK-1-/- miSi kazejo:

o Vedja obcutljivost na ishemijo,
epilepti¢ne napade in bolecino

o Fenotip, odporen proti depresiji
e Terapevtski potencial v razvijanju
antidepresivov, ki inhibirajo TREK-1

Simptomi nevrorazvojnega sindroma, ki ga
povzrocajo TRAAK mutacije

Subject 3 ¢.515C>A (p.Ala172Glu)



Kanalcki prehodnega tranzicijskega potenciala

angl. transient receptor potencial (TRP) channels



TRP kanalcki

e senzorji za celicne in okoljske signale

e aktivacija
e  OKOLJSKI STRESNIDEJAVNIKI
o  POSKODBE TKIVA
e  SPREMEMBE TEMPERATURE, PH IN OSMOLARNOSTI
e  HLAPLJIVE SPOJINE, CITOKINI, RASTLINSKE SPOJINE

e odkritje TRP kanalckov v Drosophili melanogaster > 60. leta 20. stoletja



e 28razliénih genov

e 7 poddruzin:

TRPA- ANKIRINSKI
TRPC - KANONICNI
TRPM - MELASTATINSKI
TRPML - MUKOLIPINSKI
TRPN - NOMP

TRPP - POLICISTINSKI
TRPV - VANILOIDNI

e razvrs¢amo v dve 2 skupini

skupina 1

TRPC TRPV
TRPC1 TRPV1

+++ +4++
o TRP
X domain
+++ N +++
N
C C

skupina 2

>>»>>

TRPP TRPML
TRPP2 )

TRPMI
+++ +++
G Cytoplasm
N C
+4++ e+
N




Struktura

e kationski kanalcki s 6 transmembranskimi vijaénicami

e ankirinske ponovitve (N-koncni del), TRP domena, kinazna domena (C-

koncni del)

e zelo variabilno tudi med kanalcki iz iste poddruzine

TRPC TRPV
TRPC1 TRPV1

TRPM TRPA

TRPM7 TRPA1

++4+ +44
Cytoplasm

++ Kinase e

N domain
N

Cc o}

z

TRPN
TRPN1

TRPP TRPML
TRPP2 TRPMI
++4 e
c Cytoplasm
N C
+++ +++
N



Struktura

TRPP
TRPP2

TRPML
TRPMI

TRPCA

| -

793 aa | B9 [ [ RS
TRPV1
839 aa [ [ |

TRPM2
150322 NN e 000

TRPA1
PO | EnEEEEEmEGEEE - i

TRPML1

580aa I

TRPP2
968aa I

Transmembrane span

Coiled coil

TRP box

ER retention signal

N
=
|

EF hand B caMbinding
PH-like domain iz Phosphorylation site
Ankyrin repeat = N-glycosylation site

NUDIX domain



skupina 1 skupina 2




S$1-S4 transmembrane domains
Weak voltage sensing

Gate

P &

Selectivity filter and upper gate

Anchoring and/or protein interaction
1
kR kR kR  AnkR

kR kR kR AnkR
TRPM homology region

Gating lever

TRPV TRPV: 725-871 amino acids
TRP box PDZ (TRPV3)
TRPC e - TRPC: 793-1,172 amino acids
2 P RPC4 TRP!
TRP box CC DZ (TRPC4 and 'C5)
TRPM - " TRPM: 1,104-2,022 amino acids
ADP ribose N
TRP box " = N
il L PLIK (kinase) (TRPNG.7)
EF hand (TRPP2) )
TRPP e TRPP: >609 amino acids
2+ s/
Ca ER retention
TRPML #= TRPML: 553-580 amino acids

—
ER retention



Mehanizem

e razlicni mehanizmi aktivacije:

VEZAVA LIGANDA

SPREMEMBE V TEMPERATURI IN NAPETOSTI

KOVALENTNE MODIFIKACIJE AMINOKISLINSKIH OSTANKOV
DIREKTNA AKTIVACIJA Z MEHANSKIMI IN 0SMOTSKIMI DRAZLJAJI
KONSTITUTIVNA AKTIVACIIA

e regulacija aktivnosti kanalckov:

POSTTRANSKRIPCIISKE MODIFIKACIJE
MEHANIZMI, POVEZANI Z GPCR
(DEJFOSFORILACLJA

UBIKVITINACLJA



Mehanizem

e napetost membrane

Neurotransmitters, Temperature, endogenous ligands Intracellular ATP, temperature,

® LIGANDI IN SPREMEMBE TEMPERATURE LAHKO SPREMEN”O mechanical, ROS mechanical, osmotic stress, redox ROS, mechanical, natural ligands

PRAG AKTIVACLIE
o  ARGINLYS OSTANKI NN

e membranski fosfolipidi VAV,
e  PIP2- FOSFATIDILINOZITOL 4,5-BISFOSFAT S TRE o
e TRPM5IN 8 = CA?* - PLC- INAKTIVACIJA / DESENZITIZACIJA repeats c

e fosforilacija N
e  PROTEIN KINAZA C v N \

TRP box

Enzyme domain
TRPM2, TRPM7

c

A J

o  DIREKTNA AKTIVACIJA ALI SAMO SENZITIZACIJA (TRPV1) o N\ o Nt N Ce Mg

v /

Regulation of cell function

e TUDI INAKTIVACLIA (TRPMS)

e ligandi
o  EKSOGENI IN ENDOGENI
e  TRPM8 —> MRAZ IN MENTOL



Izrazanje in vioga

vsi tipi tkiv in celic

vse celicne membrane (razen jedro in
mitohondriji)

plazemska membrana
e  TRANSPORT CAZ*, MG?* IN DRUGI KOVINSKI IONI

senzorne funkcije
e  FEROMONSKO SIGNALIZIRANJE
o OKUS
e NOCICEPCUA
o  OBCUTENJE TEMPERATURE
homeostatske funkcije
e  (OSMOREGULACLA
e  REABSORPCUA CA?* IN MG

TRPV4

TRPM2/3//14/617

TRPML1

TRPV1/4

TRPM2/4/5/8

TRPV1/4

TRPM3/8

Trigeminal

nerve TRPV1/4

Spinal nerves

DRG

TRPV1/4

TRPM2/5/8

TRPV1/4/5/6

TRPM3/4/6/7

TRPV1/2/4

TRPM4/5/6/8

TRPV1/4



Patologija

e rakava obolenja

e  TRPM7 -> RAK JACNIKOV, MEHURJA, DOJK

IN GLIOBLASTOM

o  TRPV4 - MEHANIZMI, POVEZANI Z

NASTANKOM RAKA

e vnetni procesi
e TRPAT1 - ARTRITIS

e imunski odziv
e TRPA1—> ANAFILAKSA

e (kroni¢na) bolecina
e TRPA1INTRPV1

Injury / Agonists
Histamine e
Cytokines TS Proinflammatory
Neuropeptides es ©° compounds
Chemokines e :’
Serotonin °
S_':#yk'"'" ¥  Primary oo
ATP afferent °
®
L ]
. o’
Ca*
gza;aicin - o TRPV1
D CGRP CGRP
7 SP
NGF
PKC S
GDNF  ° S
P:-iin

DRG cell body

Schwann cell

rcaz.
e TRPA1

,NO*I

_NO ~ ROS —-

Spinal cord

- Pain

To brain



Povzetek vseh kanalckov

Tip kanalcka

Piezo kanal&ki

DEGenerin/
Epitelijski natrijevi
kanalcki

Mehansko odvisni
kalijevi kanalcki

TRP kanalcki

Predstavniki

Piezo1
Piezo2
Piezo homolog
(nevretencarji)

ENaC
ASIC
Degenerini
FNaC

TREK-1,
TREK-2,
TRAAK

TRPA, TRPC, TRPM,
TRPN, TRPV, TRPP,
TRPML

Strukturne
znacilnosti

Homotrimer v obliki
propelerja
Topologija +30TM

Struktura roke
Hetero/homotrimeri

Topologija 4TM/2P
Tetramerna pora

6 transmembranskih
vija¢nic, homotetramer

Model mehanizma

Sprememba lastnosti
membrane

Model, privezan na
citoskeletin
membranske proteine
in model sile iz
membrane
Stalno aktivni,
Aktivacija z vezavo
peptida ali protonov

Sila iz membrane

Ligandi, napetost
membrane, fosfolipidi,
fosforilacija

lzrazanje

Piezo1 (celice
izpostavljene razlikam
v tlaku tekocin)
Piezo2 (celice
senzoricnih tkiv)

Epitelijsko tkivo,
nevronsko tkivo,
misiéno tkivo, celice
imunskega sistema

Periferni in centralni
Ziveni sistem,
Gladkomisi¢ne celice

Vsi tipi celic v vseh
tkivih

(Pato)fizioloski
pomen

Piezo1 (zaznavanje
volumna, transport
kisika ...)
Piezo2 (prepoznavanje
lahkega dotika)

Mehanosenzoriéno
vedenje, nocicepcija,
ohranitev sestave
tekoc€ine v dihalni poti,
sekrecija K* v lumen
tubulov

Zaznavanje draZljajev,
vloga pri bolecini,
nevroprotekciji,depresij
i in anesteziji

Vloga pri rakavih
obolenjih, imunski
odziv, vnetja, bolecina
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