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UvVOD

Odziv na mehanske drazljaje je kljuénega pomena za mnoge organizme. Najsi bo to odziv na
spremembe v osmotskem tlaku, zaznavanje gravitacije, zvoka, krvnega pritiska ali dotika —
zaznavo vseh teh omogocajo mehansko obcutljivi ionski kanalc¢ki [1]. Zaradi velike
raznolikosti mehanskih drazljajev in odgovorov organizmov nanje poznamo vec¢ razli¢nih
druzin mehansko-obcutljivih ionskih kanalCkov, ki so si med seboj zelo malo podobne; kljub
temu pa si delijo eno skupno lastnost: mehanski drazljaj na celiéno membrano sprozi odprtje
ionskih kanalckov in dovoli prehod ionov glede na elektrokemijski potencial [2]. Prednost
take vrste odziva na mehanski drazljaj je zelo nizka latentnost, odziv na signal je mnogo
hitrej$i kot pri signalizaciji preko kemijskih sporocevalcev, saj se mehanski drazljaj Ze v manj
kot milisekundi pretvori v elektri¢ni impulz [3].
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Strukturno so si mehansko-obcutljivi ionski
kanalcki zelo razli¢ni, spadajo v ve¢ druZzin proteinov in imajo zelo raznolike strukture. Poleg
podobne funkcije je edina strukturna skupna lastnost prisotnost vsaj dveh transmembranskih

domen [4, 6]. Ta raznolikost je skupaj z nizkim nivojem nativnega izrazanja eden izmed
glavnih dejavnikov tezavnosti preucevanja teh kanalckov. Tezavnost prepoznavanja je celo



tako velika, da je bilo veliko kandidatov za mehansko-obcutljive kanal¢ke odkritih preko
genomskih analiz, ne pa biokemijskih preiskav ali iskanja homologov Ze znanih kanalCkov

[4].

Vloge mehansko-odvisnih ionskih kanal¢kov se razlikujejo glede na organizem, vrsto
kanalcka in vrsto celice. V bakterijah je njihova vloga relativno preprosta, zaS¢ita pred
osmotskim $okom. Ce je koncentracija ionov v celici v primerjavi z okolico prevelika, pride
do vdora vode v celico, celica nabrekne in lahko poci. Mehansko-obcutljivi kanalcki to
preprecijo, saj jih povecana napetost membrane ob nabrekanju celice aktivira ter omogoci
izstop ionov iz celice. V ta namen imajo bakterijske celice ve¢ vrst mehansko-obcutljivih
kanalCkov, pri ¢imer so najbolj znani MscS in MscL kanalcki. Oboji imajo podobno vlogo,
razlikujejo se predvsem v pragu obcutljivosti in velikosti [6]. Enako primarno vlogo
mehansko-obcutljivi ionski kanalcki igrajo tudi v arhejah, kjer pa je zaradi njihove
prilagoditve ta vloga Se dodatno poudarjena. Podobni vlogi botruje tudi homologna struktura,
saj v arhejah najdemo kanalc¢ke, homologne bakterijskim MscL in MscS [7]. V evkariontih,
predvsem v vi§jih organizmih, je vloga mehansko-obcutljivih ionskih kanal¢kov bistveno
kompleksnejsa. Vecinoma gre za vlogo aktivacije senzori¢nih sistemov, tako internih (krvni
tlak, razteg misSic) kot eksternih (dotik, zvok) [3, 4]. Ker gre v teh sistemih za hitro sprozitev
elektricnega signala (manj kot 1 ms zamika), so ti procesi prehitri za signalizacijo s
kemi¢nimi intermediati, kljub temu pa natancni mehanizmi aktivacije v ve¢ini primerov niso
znani [3].

EVOLUCIJA

Mehansko-obcutljivi ionski kanalcki so se razvili Ze zelo zgodaj, najverjetneje so se v
preprosti obliki pojavili Ze v najzgodnej$ih oblikah Zivljenja. Prvi mehansko-odvisni ionski
kanalcki so imeli le eno vlogo, zascito celic pred osmotskim Sokom. Ta vloga je v bakterijah
in arhejah, kot tudi v nekaterih rastlinah in kvasovkah, Se vedno ohranjena in omogoca
prezivetje v zahtevnih pogojih, na primer pri visokih temperaturah in slanosti [2, 7]. V
evkariontih je vloga mehansko-odvisnih ionskih kanalckov bistveno kompleksnejsa,
primarno senzoric¢na [4].

Podobni vlogi mehansko-odvisnih kanal¢kov v bakterijah in arhejah botruje tudi podobna
struktura, ki je prisotna tudi v nekaterih tipih posameznih pripadnikov evkariontske veje
evolucijskega drevesa, predvsem rastlinah, a je odsotna pri zivalih [2, 7, 8]. Glede na
podobno strukturo lahko z relativno visoko gotovostjo trdimo o obstoju neke vrste skupnega
prednika, vendar pa je to doloCevanje zaradi velike raznolikosti med seboj navidezno
strukturno nepovezanih evkariontskih kanalCkov zapleteno [2, 4]. Kljub temu so vsaj
bakterijski in arhejski kanal¢ki nedvoumno povezani, delijo si namre¢ mnogo strukturnih in
mehanskih lastnosti: Vsi se aktivirajo na podlagi deformacije lipidnega dvosloja, vsi kazejo
podobno odvisnost od pritiska in napetosti, vse inhibirajo gandolinijevi ioni ter aktivirajo



amfipaticne molekule. Prav tako imajo relativno visoko stopnjo podobnosti v zaporedju (30-
45 %) [2].

Nasprotno velja za evkariontske mehansko-obcutljive kanalcke, ki so si med seboj zelo
razli¢ni, tako po strukturi kot po funkciji [4]. Ceprav zadnje raziskave kaZejo, da se tudi ti
lahko aktivirajo po modelu deformacije lipidnega dvosloja, je za njihovo delovanje bistveno
bolj pomemben prenos sile po citoskeletu in ekstracelularnem matriksu [2—4, 9].

Razli¢ne funkcije, strukture in nac¢ini delovanja razli¢nih druzin ionskih kanalckov kazejo na
visoko verjetnost, da so se te druzine med sabo razvile neodvisno druga od druge [8].
Prisotnost vsaj ene druzine mehansko-obcutljivih ionskih kanalckov v vseh domenah
zivljenja kaze na njihov zgodnji razvoj in pomembnost, najverjetneje kot zascito pred
osmotskim tlakom, njihova raznolikost v vlogi in strukturi, Se posebno v visjih organizmih,
pa na raznovrstnost mehanskih drazljajev v naSem okolju [2, 6, 8]. Glede na njihov zgodnji
razvoj, in ohranjenost MscL-podobnim proteinov lahko sklepamo na to, da so se razvili Ze v
skupnem predniku Zivljenja, njihova odsotnost v vi§jih organizmih pa je najverjetneje
posledica vse vecje sposobnosti regulacije notranjega okolja teh organizmov [8]. Kasneje so
se po potrebi razvile Se druge druzine mehansko-obcutljivih ionskih kanalckov, obcutljive na
draZljaje katerih prepoznavanje je bilo za vi§je organizme pomembno za prezivetje, a v
skupnem predniku ni predstavljalo evolucijske prednosti (zvok, dotik...). Za razvoj teh vrst
kanalckov je dolocevanje skupnega prednika bolj tezavno, saj velikokrat homologija med
njimi ni izrazita, preverjanje identificiranih tar¢ pa zahtevno zaradi tezavnosti izrazanja teh
proteinov v zadostnih koli¢inah in v okoljih, podobnih naravnemu, saj je za delovanje
evkariontskih kanal¢kov pogosto potrebna prisotnost drugih celi¢énih komponent [2, 3].

DELITEV

Mehansko-obcutljivi ionski kanali se delijo v 4 naddruzine: Piezo kanali, DEG/EnaC kanali,
mehansko obcutljivi kalijevi kanali in TRP kanali.

Piezo kanalc¢ki

Piezo ionski kanal¢ki so veliki transmembranski proteini, ki omogocajo pretok pozitivno
nabitih ionov (predvsem Ca?*, Na* in K*) skozi celicno membrano kot odgovor na mehanske
draZljaje, kot so raztezanje, pritisk ali tok tekocine. Odkriti so bili relativno pozno, Sele leta
2010, in predstavljajo temeljno komponento celicne mehanotransdukcije. Prisotni so
izklju¢no pri evkariontih, pri ¢emer pri vretencarjih locimo dve izoformi, Piezol in Piezo2,
medtem ko imajo nevretencarji npr. vinska musSica (Drosophila melanogaster) le en Piezo
homolog. Oba ¢loveska Piezo proteina sta izredno velika, sestavljena iz priblizno 2500
aminokislin in ve¢ kot 30 helikalnih transmembranskih regij, zaradi Cesar tvorita enega
najkompleksnejsih ionskih kanalov v celiéni membrani [10, 11].



Struktura
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Slika 2: Dolocena struktura homotrimera proteina Piezol, ki tvori Piezol kanalcek [12]. . . ..
obliko, ki spominja

na propeler (slika 2).
Prevodna pora ionskega kanala B
naj bi nastanala na stiku (B) CED (2214-2457)
zadnjih dveh
transmembranskih regij vsake
podenote, oznacenih kot OH

(outer helix) in IH (inner o
helix). Notranja helikalna Anchor Domain C (2547)
regija (IH) vsake podenote Slika 3: Topologija in domene proteina Piezol [13].

prispeva aminokislinske ostanke,

ki obdajajo sam kanal in s tem dolocajo selektivnost ter prevodnost ionov (slika 3).
Pomembna lastnost proteinov Piezo je njihova modularna mehanosenzori¢éna domena, ki
vkljucuje ve¢ funkcionalnih poddomen, kot so sidro (angl. anchor), nosilec (angl. angl.
beam), rezilo (angl. blade) in periferni heliksistruktur sta klju¢ni za prevodnost, regulacijo in
odzivnost Piezo kanalov na razli¢ne vrste mehanskih drazljajev [12, 13].

Mehanizem delovanja

Mehanizem aktivacije ni popolnoma znan, a verjetno se vsaj Piezol ne zanaSa na mehanski
signal s strani citoskeleta, kar pomeni, da je glavni signal za spremembo konformacije
sprememba lastnosti membrane. Sprememba ukrivljenosti membrane ali njeno stanjSanje
lahko povzrocita neujemanje debelin hidrofobnih regij membrane ob proteinu in hidrofobnih
regij proteina, kar lahko povzro¢i konformacijsko spremembo Piezo proteinov in posledi¢no
odprtje kanalcka (Slika 4) [13,
14]. Kanal¢ek lokalno ukrivi
membrano v svoji okolici in s
tem ustvari vboklino v celi¢ni
membrani. Trenutna hipoteza
odpiranja  kanal¢kov  Piezo
pravi, da se ob mehanskem
pritisku ta vboklina izravna, kar
spremeni konformacijo
proteinov do te mere, da se
odpre centralna pora. Pri tem

zunanjost celice [10].



morda pomaga tudi mehanizem, ki temelji na principu vzvoda in vodi konformacijsko
spremembo ob fizicnem raztezku membrane, a ta mehanizem Se ni dovolj dobro raziskan
[10].

Piezol se aktivira ob veliko razli¢nih fizi¢nih drazljajih; aktivira se tako ob raztezku kot ob
skréku membrane in se zelo aktivno odzove na veliko razli¢nih na¢inov mehanskega drazenja
membrane ter ima poleg tega zelo nizek vzdrazni prag v primerjavi s prokariontskimi
mehansko odvisnimi kanalCki. Prav tako lahko kanalCek aktivirajo dolocene kemijske
spojine, kot je Yodal, a ni jasno ali je podobna aktivacija prisotna tudi v bioloskih sistemih.
Piezo2 je kljub podobni strukturi nekoliko bolj selektiven za tip drazljaja. Morda ima Piezo2
funkcijo zaznavanja bolj specificnih mehanskih drazljajev, medtem ko je Piezol bolj splosen
multimodalen senzor za mehanske signale [14].

Izrazanje in vloga

Piezol se bolj pogosto nahaja v celicah, ki primarno niso namenjene senzoriki, so pa
izpostavljene razlikam v tlaku teko€in v svojem okolju, kot so eritrociti ali jukstaglomerulne
celice v ledvicah. Njegovo prisotnost so dokazali Se v kozi, pljucih, endoteliju in nekaterih
nevronih. V eritrocitih in celicah v steni Zil sodeluje pri zaznavanju volumna celic in
osmotskega pritiska nanje, sodeluje pri zaznavanju mehanskih lastnosti substrata rastocih
nevronov in s tem vpliva na njihove medceli¢ne interakcije in ima vlogo pri mobilnosti celic,
kjer je informacija o mehanskih lastnostih okolice celice pomembna. Piezol sodeluje tudi pri
diferenciaciji ziv¢nih celic, transportu kisika v alveolah, zaznavanju pretoka urina iz ledvic
[14-16].

Piezo2 je za razliko od Piezol pogosto prisoten v celicah senzori¢nih tkiv kot so Merklove
celice, celice senzornih nevronov trivejnega zivca in dorzalnih ganglijih korenin, kjer je
kljuen za propriocepcijo, saj sodeluje pri prepoznavanju lahkega dotika in Skodljivih
draZljajev. na ravni primarnih aferentnih in  somatosenzori¢nih  komponent
mehanoreceptorjev. V manjsi meri pa se nahaja tudi v debelem ¢revesju in tudi pljucih [13,
17].

Patologija

Mutacije v genih, ki kodirajo mehansko obcutljive kationske kanale Piezol in Piezo2, so
odgovorne za Stevilne dedne bolezni.

Mutacije, ki povzrocijo izgubo funkcije (angl. loss-of-function mutation) v ¢loveskem genu
Piezol, povzro€ajo avtosomno recesivno prirojeno limfno displazijo, pri ¢emer pride do
motenj v limfangiogenezi (nastanku limfnih Zil) in posledi¢no do nezadostne drenaze tkivne
tekocine, kar se kaze kot limfedem. V hujsih primerih se motnja izrazi ze intrauterino kot
neimunski hidrops fetalis, stanje, pri katerem pride do generaliziranega nabiranja tekoc¢ine v
plodu [17, 18].

Mutacije, ki povzrocijo pridobitev funkcije (angl. gain-of-function mutation) v genu Piezol,
povzrocajo trajno povecano aktivnost kanalcka, kar vodi do nenadzorovanega pretoka ionov
skozi membrano eritrocitov. To povzroci dehidracijo eritrocitov in razvoj dedne kserocitoze,
redke oblike avtosomne dominantne hemoliti¢ne anemije [19, 20].



Mutacije, ki povzrocijo izgubo funkcije v genu Piezo2, povzroc¢ijo moteno mehanosenzacijo
v proprioceptivnih nevronih, miSicah in sklepih, kar vodi v prizadet razvoj in delovanje
motori¢nega sistema. Posledi¢no pride do hude proprioceptivne disfunkcije, ki se klini¢no
kaze kot perinatalna dihalna stiska zaradi slabse kontrole dihalnih miSic, progresivna misi¢na
atrofija, artrogripoza zaradi abnormalnega razvoja sklepov ter skolioza kot posledica
neravnovesja miSicnih sil v aksialnem skeletu [21].

Mutacije, ki povzrocijo pridobitev funkcije v genu Piezo2, so povezane z nevromisi¢nimi
sindromi, kot so distalna artrogripoza tipa 5 (DAS), Gordonov sindrom in Marden-Walkerjev
sindrom. Te mutacije povecajo obcutljivost kanala na mehanske drazljaje, kar vodi do
motene senzorne povratne informacije iz misic in sklepov. Posledi¢no se ze med razvojem
pojavijo kontrakture velikih sklepov, obrazne dismorfije ter motnje gibanja in ravnotezja. Pri
bolnikih so pogosto prisotne tudi senzorne motnje, kot sta zmanj$ano zaznavanje vibracij in
slabsa prostorska orientacija telesa (propriocepcija) [22].

DEG/ENaC kanalcki

Skupna tocka zaznavanju tipa, koordinacije, gametogeneze in zaznavanja boleine je
regulacija teh mehanizmov s strani ¢lanov naddruzine DEGenerin/Epitelijskih natrijevih
kanal¢kov (DEG/EnaC). Gre za kanalcke, ki so prisotni v razli¢nih tkivih, kot so miSi¢no,
nevronsko in epitelijsko, hkrati pa so prisotni pri razli¢nih organizmih, kot so nematode, polzi,
mubhe in tudi vretencarji [23].

Za razliko od drugih kanalov, ki so se pojavili v zgodnji evoluciji, so DEG/ENaC geni
prisotni le pri zivalih z razvitimi specializiranimi organi za reprodukcijo, prebavo in
koordinacijo. Med posameznimi geni znotraj te druzine je prisotna visoka funkcionalna
heterogenost, kar ni znacilno za ostale druzine genov ionskih kanal¢kov. Kanalcki so lahko
stalno aktivni, mehansko aktivirani ali pa se aktivirajo z vezavo peptidov (FaNaC) ali
protonov (ASIC) [24].

Razdelitev

ENaC

ENaC kanalcki se nahajajo na apikalni membrani polariziranih epitelijskih celic in sodelujejo
pri prenosu Na' preko epitelijskega tkiva. Za razliko od drugih Na-selektivnih kanalckov, ki
sodelujejo pri nastanku elektri¢nih signalov, je osnovna funkcija ENaC v epitelijskih celicah
transcelularni prenos natrijevih ionov. Ta vloga omogoca nastanek gonilne sile za sekrecijo
K* v lumen tubulov v distalnem nefronu ledvic. V epiteliju pljué je aktivna absorpcija Na*
pomembna za ohranitev sestave tekocine na dihalni povrsini. ENaC zaznamo tudi v zlezah
slinavkah [24].

ASIC

Proteinski kanalcki, ki zaznavajo kislino (angl. Acid-Sensing Ion Channels, ASIC) so
kationski kanalcki, ki se nahajajo v Zivénem sistemu in vecih tipih epitelijskih in imunskih
celic. Gre za ionske kanalcke odvisne od protona, ki so ve¢inoma prepustni za Na*, v manjsi
meri pa tudi za Ca** in K*. Posredujejo pri prehodnem ali v dvofaznem (prehodnem in



trajnem) prehodu ionov kot odziv na zunanje zakisanje. V kozi se izrazajo v prostih Zivénih
konci¢ih nociceptorjev in drugih koznih Zivcev, ki se nadaljujejo do specializiranih
mehani¢nih  receptorjev  (npr. Meissnerjeva telesa, Ruffinijjeva telesca...). V
kardiovaskularnem sistemu se izrazajo v srénih senzori¢nih zivcih in baroreceptorjih [25].

Degenerini

Obsezne genetske studije C. elegans in njenega mehanosenzori¢nega vedenja so privedle do
identifikacije degenerinov, ki imajo klju¢no vlogo pri obcutenju dotika in propriocepciji. Vec
o le-teh sledi v podpoglavju vloga in izrazanje [24].

Struktura
Struktura ¢lanov  druzine Acidic Pocket
DEG/ENaC temelji na x-ray
strukturi homomernega
ASIC kanalcka iz kokosi, v
zadnjih letih pa so uspeli
strukturo prikazati s krio-
elektronsko mikroskopijo na
skrajSanem ¢loveskem
ENaC, izrazenem kot afy
heteromer in na pis¢anc¢jem
ASIC1 — doloditev teh dveh

; . Ca*Binding site  Re-entrant
struktur je dodala velik a?'Binding site Re-entrant loop
Slika 5: Struktura piscancjega ASICI [26].

vpogled v  mehanizem
delovanja. Oba vsebujeta
veliko globularno ekstracelularno domeno z veliko poddomen in transmembransko domeno
z dvema transmembranskima heliksoma in tvorita trimer s podobno organizacijo. Struktura
ASICI je podobna roki, ki drzi Zogo, kjer posamezne komponente ekstracelularne domene
tvorijo to strukturo. Ta struktura ustvari primarni kisli zepek (slika 5), ki je predvideno mesto
za vezavo protona. Zepek je obdan z negativno nabitimi aminokislinskimi ostanki in
pripomore k zapornim lastnostim kanalcka. Obstajajo pa tudi druga mozna vezavna mesta za
proton. Ob raziskovanju ASICI1 kanalcka so opazili tudi N-kon¢no zanko za ponovni vhod
(angl. re-entrant loop, slika) z visoko ohranjenim »His-Gly« (HG) motivom, ki oblikuje
mesto za druga, nizja kanalska vrata, ki so sestavljena iz treh histidinov. HG motiv pa je v
neposredni blizini drugega ohranjenega motiva z imenom »GAS« pas (angl. »GAS« belt), ki
ga sestavljajo aminokislinski ostanki v zaporedju Gly-Ala-Ser. Oba motiva sta zelo ohranjena
znotraj druzine DEG/EnaC in naj bi bila vpletena v zaporno in ionsko selektivnost [26].



Vloga in izraZanje

Od odkritja degenerinskih genov mec-4 in mec-10 se za razumevanje mehanske obcutljivosti
uporablja “Crve”. C. elegans se odzove na stimuluse s spremembo vedenja, ki ga lahko
preucujemo. Prevladujoci odziv na §kodljiv mehanski stimulus je pobeg oz. hitra sprememba
v smeri lokomocije. C. elegans pa prikazuje tudi druga mehanosenzorna vedenja, kot sta
upocasnitev v prisotnosti hrane in modulacija propriocepcije lokomocije. Mec-4 se izraza
samo na nevronih, ki so obcutljivi na dotik in je esencialen pri pobegu ob dotiku in mehansko
induciranih tokovih, vendar ni potreben za odziv na grob dotik. MEC-4 tvori homotrimere
ali 2:1 heterotrimere z MEC-10, medtem ko MEC-10 sam ne tvori funkcionalnih kanal¢kov.
MEC-10 se prav tako izraza v nevronih obcutljivih na dotik in se aktivira tako ob grobem kot
neznem dotiku. Sodeluje pa pri multiplih procesih v dveh parih multifunkcionalnih
nociceptorjev, ki se imenujeta FLP in PVD. V FLPjih sodeluje pri odzivu na dotik nosa in
grob dotik glave. Pri PVDjih pa sodeluje z drugimi DEG/ENaC podenotama, DEL-1 in UNC-
8 v propriocepciji. Glede na razred nevronov lahko torej razlicni DEG/ENaC kanalcki igrajo
razli¢ne vloge z detekcijo razlicnih mehanskih stimulusov in iniciacijo razli¢nih u¢inkov na
nadaljnji signalni poti [26].

Identificirali so tudi razli¢cne druge komponentne mehanosenzoricnega aparata, med njimi
tudi mikrotubularne podenote in komponentne zunajcelicnega matriksa, ki so potrebne za
lokalizacijo MEC-4 in mehanoreceptorske tokove. Atraktiven model je, da je kanal¢ek
“privezan” med zunajceli¢ni matriks in mikrotubule, kar potem deluje kot zaporna vzmet
[26].

Sesal¢ji ENaC so izrazeni v razliénih tkivih. Igrajo esencialno vlogo pri kontroliranju Na*
reabsorpcije v ledvicah in v arterijah, kjer se odzivajo na laminarno strizo silo. To lastnost si
delijo predstavniki EnaC, ki nimajo tipi¢ne afy zgradbe. ENaC tvorijo interakcije tako z
aktinom, kot tudi z aktin-vezavnimi proteini. Aktin igra pomembno vlogo pri transportu
ENaC, regulira njegovo lokalizacijo in delovanje na apikalni membrani, torej regulira tudi
Na* absorpcijo. N-glikozilacija ENaC igra tudi pomembno vlogo pri izraZzanju na povrsini,
saj sta dva glikozilirana asparagina pomembna za zaznavanje sile. ENaC in MEC-4 sta
podvrzena podobnim procesom regulacije in sicer tako, da se ju odstrani iz celi¢ne povrSine,
¢emur sledi ubikvitinacija z E3 ubikvitin ligazo [26].

Patologija

Funkcionalni pomen ENaC v celicah dihalne poti se kaZze pri dveh boleznih. Pri
vecsistemskem psevdohipoaldosteronizmu izguba funkcije ENaC vodi do povecane koli¢ine
povrsinske tekocine na dihalni poti, pri cisticni fibrozi pa se kaze pove€ana aktivnost ENaC,
kar prispeva k drastiénemu pomanjsanju koli¢ine teko¢ine na povrSini dihalne poti. Zaradi
tega je zmanjSana zmoznost odstranjevanja tujkov, kot so delci prahu, mikrobi in virusi, kar
prispeva h kroni¢nim okuzbam dihal, kar je tipi¢no za cisti¢no fibrozo [27].

Predstavniki ASIC so zelo pomembni v mozganskem tkivu. Trenutno vemo, da aktivacija
teh kanalckov lahko povzroc¢i poskodbe nevronov med mozgansko ishemijo, saj povecajo



koncentracijo Ca?* ionov v celicah, kar povzroci aktivacijo citotoksi¢nih kaskad. Na podoben
nacin vplivajo ASIC kanalcki tudi pri multipli sklerozi, kjer povzrocajo degeneracijo
aksonov. Napake v ASIC proteinih lahko privedejo tudi do vec¢ epilepti¢nih napadov, saj so
ASIC sicer odgovorni za zmanjSanje le-teh (ob napadu se pH zniza in acidoza prekine
epilepti¢no aktivnost) [25].

Mehansko obcutljivi kalijevi kanalcki

Med kalijeve mehansko obcutljive kanalcke uvrS¢amo tri kanalcke iz skupine kalijevih
dvoporotvornih kanal¢kov (K2P), in sicer TREK-1, TREK-2 in TRAAK, ki predstavljajo
podskupino ti. TREK kanal¢kov (slika 6C) in prevajajo kalijeve ione izven celice. Za razliko
od drugih mehansko obcutljivih kanal¢kov, kot so npr. Piezol, ki se odzivajo predvsem na
mehanske drazljaje, proteini TREK zaznavajo Sirok nabor signalov. Aktivirajo jih toplota,
znotrajcelicna acidoza, depolarizacija, lipidi, hlapni sploSni anestetiki in polinasi¢ene
mascobne kisline PUFA, zavirajo pa jih PKA in PKC fosforilacijske poti. Ti drazljaji tudi
medsebojno vplivajo en na drugega, npr. e je kanalcek Ze aktiviran preko drugega drazljaja,
bo zmanjS$ana obcutljivost na mehanski drazljaj (tj. manjsi u€inek), medtem ko ¢e bodo ostali
draZzljaji Sibkejsi, bo mehanski drazljaj dosegel vecji u¢inek; npr. lazje odpiranje kanalcka [3,
28].

Za mehansko aktivacijo kanalc¢kov TREK zadostuje Ze samo pozitiven ali negativen tlak na
membrano, se pa odzivajo na vse oblike mehanske stimulacije. Aktivira jih mehanska sila
preko direktne interakcije membrane s kanalc¢kom, zato delujejo po mehanizmu sile iz
membrane. To glavno interakcijo pa spremljajo modulacijski u¢inki ekstra- in intracelularnih
proteinov in druge signalne poti. Z metodami vpete membrane (angl. patch membrane) so
pokazali, da imajo kanal¢ki TREK Sirok razpon aktivacije v odziv na raztezanje membrane
in relativno nizek prag aktivacije (priblizno 0,5 — 4 mN/m) [29].
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Struktura

Kanal¢ki TREK so sestavljeni iz hetero-/homodimernih
podenot, pri ¢emer vsako podenoto sestavljajo Stirje
transmembranski segmenti TM, znotrajcelicna N-kon¢na
in C-kon¢na domena ter dve porotvorni zanki P1 in P2
(slika 6 A,B). Na zunajceli¢ni strani kanalc¢ka, nad poro,
podaljSana zanka (med TM1 in TM2) tvori zunajceli¢no
kapico (angl. extracellular cap). Taka topologija (4
TM/2P) je edinstvena za dvoporotvorne kalijeve kanalcke,
saj je za druge skupine kalijevih kanalckov znacilna
struktura ene domene P na eno podenoto [30]. Podenote se
sestavijo bilateralno simetri¢no tako, da zanki P1 in P2
zanki tvorita K* selektivno poro, pri ¢emer sta enaki zanki
diagonalno nasprotno usmerjeni preko centralne pore.
Selektivnostna pora oz. filter je kljucen strukturni element,
znacilen za kalijeve kanalcke, ki zagotovi, da se izklju¢no
K™ prenese ¢ez membrano. To omogoca visoko ohranjena
selektivna sekvenca TVGYG, katere karbonilne skupine
aminokislin tvorijo §tiri vezavna mesta, ki popolno vezejo

b

PI P2
A=
NH2

COOH

c TASK-3  THIK-2

TASK-1
THIK-1
TRESK

TWIK-2

TASK-5

TALK-2

TALK-1

TWIK-1
TASK-2

TREK-2 KCNK7
TREK-1 TRAAK

Slika 6: T 5p070gija kanalckov TREK A(a,b) in
razdelitev skupine kalijevih dvoporotvornih
kanalckov (c) (Dedman, 2009)

dehidriran ion K* [31, 32]. V strukturi kanalcka je klju¢na regulatorna C-konc¢na regija, na
katero delujejo fosfolipidi, regulatorni proteini in fosforilacija/protonacija. Ob deleciji te

regije kanalcek izgubi mehansko obcutljivost, vendar mehanizmi regulacije C- kon¢ne regije

Se niso dobro poznani [33, 34].
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Mehanizem delovanja

Obstaja ve¢ predlaganih modelov delovanja [a Glosag T4 conformational change -
kanalckov (slika 7), saj mehanizem delovanja Se ni - streton

povsem razjasnjen. Trenutni konsenz je, da sta za

odpiranje in zapiranje kanalcka klju¢ni dve regiji; A : ‘
konformacijsko fleksibilen heliks TM4 in | 2. %
selektivnostni filter. TM4 se namre¢ lahko nahaja o ke | Up
v dveh konformacijah v strukturi kanalcka, in sicer [ | e
usmerjen “navzgor” (proti zunanjosti celice) ali - rr

“navzdol”. V konformaciji TM4 heliksa “navzdol” .

se preko lateralnih odprtin kanal¢kov pozicionirajo AN =2

acil lipidne verige in steri¢no blokirajo pretok Q ‘b[:

ionov. Membranska tenzija sprozi konformacijsko — o

spremembo TM4 v pozicijo navzgor, s ¢imer se [c PSR hRBR IOl
lateralne odprtine zaprejo, onemogocijo dostop =~ Low pH ~
lipidom in stede pretok K' izven celice [33, 34]. =T e

- I

Vendar so novejSe raziskave pokazale, da je o |

TREK-2 kanaléek lahko aktiven v obeh A /“
konformacijah, kar izpodbija ta model delovanja in D@!ﬂ)ﬁ{@ _?)/ |

kaze, da je mehanizem delovanja uravnavan na

nivoju selektivnostnega filtra [29], kar imenwjemo g, 7- Modeli delovanja TREK kanalckov. a)

mehanizem odpiranj a tipa C (angL c-type gating), konformacijska sprememba TM4, b) mehanizem
L . . . . . . odpiranja tipa C, ¢) regulacija odpiranja kanalcka

pri Cemer je odpiranje/zapiranje kanalcka ,rero C-koncne regije [34]

posledica konformacijskih sprememb samega

selektivnostnega filtra. TREK-1 C-kon¢na domena pa ima pri tem regulatorno vlogo in deluje

kot prenasalec modulatornih signalov do aktivacijskih vrat tipa C [28, 35].

Izrazanje in vloga

Sprva so odkrili, da se ti kanalcki izrazajo v centralnem in perifernem ziv€evju, predvsem v
senzori¢nih dorzalnih koreninskih ganglijih, kjer naj bi imeli vlogo pri zaznavanju toplote in
mehanskih stimulusov [36]. Pri miSih, kjer so geni za te kanalc¢ke deletirani, opazimo vecjo
obcutljivost na mehanske drazljaje. Odpiranje teh kanalckov povzro¢i hiperpolarizacijo celic
in zmanj$a prozenje akcijskega potenciala, s ¢imer vzdrzujejo mirovni membranski potencial.
To deluje v nasprotju z drugimi mehansko obcutljivimi kanalcki, kot so Piezol, ki v celico
spuscajo katione in povzrocajo depolarizacijo in s tem prozenje akcijskih potencialov, zato
sklepajo, da TREK kanalcki delujejo kot protiutez u¢inku kationskih kanal¢kov, kar pomaga
ohranjati ravno pravo obcutljivost na mehanski stres. Izven zivénega sistema so prisotni v
mnogih tkivih, v gladkomi$i¢nih celicah notranjih votlih organov prepre€ijo neZelene

kontrakcije tako, da hiperpolarizirajo in s tem stabilizirajo membrano, v jetrnih celicah §¢itijo
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pred poskodbami mehanskega stresa in naj bi imeli tudi potencialno mehansko vlogo v
zilnem sistemu. Dosedanji izsledki nakazujejo na sploSno zascitno vlogo teh kanalckov, zato
so postali kandidati za terapevtske tarce [28].

Patologija

Vedno ve¢ Studij kaze na pomembno vlogo TREK kanalckov v Stevilnih (pato)fizioloskih
procesih, a je majhen delez takih, ki bi kazale na neposredno vlogo mehanske aktivacije teh
kanalckov, zato je to podrocje Se zmeraj predmet diskusije [28]. Najvec izsledkov je iz Studij
na misih z izbitimi geni (angl. gene knockout). Misi, pri katerih so deletirali gene za zapis
TREK-1 so bolj obcutljive na ishemijo, epileptiéne napade in na bolecino, kar kaze na
nevroprotektivno in protibolec¢insko vlogo. Povecanje aktivnosti kanalov TREK v
senzori¢nih nevronih naj bi preprecilo depolarizacijo, ki jo ob bolecinskih drazljajih
povzrocajo neselektivni kationski kanali, in s tem uti$alo bole¢ino. Zaradi tega v zadnjih letih
veliko raziskujejo na podrocju odkrivanja agonistov teh kanal¢kov [37]. Misi z deletiranimi
geni za TREK-1 kaZejo tudi vecjo ucinkovitost nevrotransmicije serotonina in vecjo
odpornost na depresijo, zato se Ze razvijajo antidepresivi, ki delujejo inhibitorno na ta
kanaléek. Pred nekaj leti so tudi odkrili, da drugacnosmiselne mutacije (angl. missense) v
TM3/4 kanalcka TRAAK povzrocijo zaprtje lateralnih odprtin kanalcka in oslabelo
obcutljivost na mehanske draZljaje, kar se manifestira kot nevrorazvojni sindrom, za katerega
je znacilna hipertrihoza (prekomerna porascenost), epilepsija in intelektualna zaostalost [29,
38, 39].

TRP kanalcki

Kanalcki prehodnega receptorskega potenciala (angl. transient receptor potential) oziroma
TRP kanalcki so multimodalni ionski kanalcki, ki delujejo kot senzorji za celic¢ne in okoljske
signale. Med drugim jih aktivirajo okoljski stresni dejavniki, kot so poskodbe tkiva,
spremembe v temperaturi, pH in osmolarnosti, hlapljive spojine, citokini in rastlinske spojine
[40, 41].

Odkritje teh kanalckov sega v 60. leta 20. stoletja, ko so v Drosophili melanogaster nasli
mutanto, ki je kazala prehoden odziv na daljSo izpostavitev svetlobi. Gen trp so kasneje
klonirali in ugotovili, da kodira kalcijev ionski kanalcek, ki ga aktivira svetloba [42].

Poznamo 28 razlicnih genov za TRP kanalcke, ki jih lahko glede na homologijo
aminokislinskega zaporedja proteinov in topoloske znalilnosti razdelimo v 7 poddruzin:
TRPA - ankirinski (angl. ankyrin), TRPC — kanoni¢ni (angl. canonical), TRPM -
melastatinski (angl. melastatin), TRPML — mukolipinski (angl. mucolipin), TRPN (no-
mechano-potential, NOMP), TRPP — policistinski (angl. polycistin) in TRPV — vaniloidni
(angl. vanilloid). Teh 7 poddruzin naprej uvrs¢amo Se v dve skupini, in sicer skupino 1
(TRPC, TRPV, TRPM, TRPN in TRPA) ter skupino 2 (TRPP in TRPML). Dodatno poznamo
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Se poddruzino TRPY, ki vklju¢uje TRP kanalcke iz kvasovk (7TrpY1), ki so daljno sorodni
skupinama sesalskih kanalckov [40].

Vecina TRP kanal¢kov se nahaja na plazemski membrani, vendar nekateri svojo vlogo
opravljajo tudi na znotrajcelicnih membranah. Taki kanalCki sodelujejo pri regulaciji
endolizosomalnega sistema [43].

Struktura

Kanal¢kom iz obeh skupin je skupno, da vsebujejo 6 transmembranskih vija¢nic (Slika 8) in
so prepustni za katione [40].

a Group 1 TRPA, TRPV in TRPC kanal¢ki
TRPM TRPA PN vsebujejo ankirinske ponovitve v svojih
... znotrajceli¢nih N-konénih  strukturnih

U} domenah. Stevilo teh ponovitev je zelo
variabilno, vendar imajo verjetno vlogo

Cytoplasm

z

«+| pri tetramerizaciji in pri interakcijah
kanalcka z ligandi oziroma drugimi

¢ proteini. TRPC in TRPM vsebujejo v
b Group 2 svoji C-kon¢ni domeni blizu
TRPP transmembranskega segmenta s prolini

N bogato t.i. "TRP strukturno domeno'. V
nekaterih primerih ima lahko
znotrajceli¢ni C-konec encimsko

aktivnost, kot je hidrolazna domena v
TRPM2 oziroma kinazna domena pri
TRPMS6 in 7, ki je vpletena v regulacijo

Slika 8: Struktura domen kanalckov iz naddruzine TRP — skupina funkcije teh dveh kanal¢kov. Domene in

1 (a)in skupznq 2 {b) Pomen oznqk.' a.nkmnske ponovitve (4), motivi, ki lahko Vplivajo na funkcijo 0
domena ovite vijacnice (cc), protein kinazna domena (samo

TRPMG6/7), pora, ki prepusca katione (p), transmembranska zelo variabilni tudi med kanalcki iz iste

(T%C%meggﬁrzﬁm za katione (++), IRP domena (samo 1 qqryzine. Med take domene $tejemo
ovito vijacnico (angl. coiled coils),
vezavna mesta za kalmodulin, domene za interakcijo z lipidi, EF-dlan (angl. EF hand) in

fosforilacijska mesta [40, 41, 44].

Kanal¢ki iz druge skupine (TRPP in TRPML) imajo visoko homologijo zaporedja v
transmembranskih strukturnih domenah in so le daljno sorodni skupini 1. Najbolj ocitna
razlika med skupinama je ogromna zunajcelicna domena med transmembranskima
vija¢nicama S1 in S2 pri skupini 2 [40].

Funkcionalno obliko pri ve€ini TRP kanal¢kov predstavlja homotetramer, opisali so tudi ze
heterotetramere (predvsem med TRPC kanalcki), a se ne ve, ¢e se ti tvorijo tudi v celici.
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Vsaka od 4 podenot, ki sestavljajo kanalcek, vsebuje 6 transmembranskih domen, pri ¢emer
kratke hidrofobne regije med transmembranskima domenama S5 in S6 tvorijo kation-
prepustno poro [40, 44, 45].

Citoplazemski konec vijacnice S6 oblikuje t.i. 'spodnja vrata' (angl. lower gate), ki se odprejo
in zaprejo ter tako regulirajo vstop kationa v kanal¢ek. Domene S1-S4 so tudi vkljucene v
regulacijo zapiranja oziroma odpiranja vrat, saj lahko zaprejo poro kot odziv na vezavo
liganda. Vsi elementi razen regije S5-S6 sodelujejo pri povezovanju podenot ter delujejo kot
linker za elemente, ki nadzorujejo zapiranje kanalcka [40, 45].

TRP kanalcki so naceloma neselektivni, med izjeme spadajo TRPM4 in 5, ki sta selektivna
za monovalentne katione, ter TRPVS in 6, ki sta selektivna za Ca®" [45].

Mehanizem delovanja

Druzina kanal¢kov TRP vsebuje kanalcke z raznolikimi mehanizmi delovanja, mednje sodijo
vezava liganda, spremembe v temperaturi in napetosti ter tudi kovalentne modifikacije
nukleofilnih aminokislinskih ostankov. Kanal¢ki se lahko aktivirajo tudi direktno z
razliénimi mehanskimi in osmotskimi drazljaji, nekateri pa so lahko aktivirani kostitutivno.
Aktivirani kanalCki povzroc¢ijo depolarizacijo celicne membrane, kar povzroc¢i aktivacijo
napetostno-odvisnih ionskih kanalckov, to pa povzro¢i spremembo znotrajcelicne
koncentracije Ca?" ionov. Sodelujejo pri regulaciji transceli¢nega transporta ionov, kot sta
Ca*" in Mg?*, poleg tega pa so pomembni pri funkeiji celi¢nih organelov [40, 46].

Aktivnost TRP kanalCkov je regulirana z ve¢ razliénimi mehanizmi. Na splosno ta proces
vkljucuje posttranskripcijske modifikacije, mehanizme, povezane z GPCR, (de)fosforilacijo
in ubikvitinacijo [44].

Veliko TRP kanal€kov je intrinzi¢no odvisnih od napetosti membrane. Od napetosti odvisna
aktivacija TRP kanalckov je povezana tudi z drugimi sprozilci, kot so prisotnost ligandov ali
spremembe v temperaturi, ki lahko spremenijo prag aktivacije za ve¢ 100 milivoltov. Pri tem
so verjetno vpleteni pozitivno nabiti argininski in lizinski ostanki v transmembranski S4 in v
predelu med S4 in S5. Raziskave kazejo na vpliv membranskih fosfolipidov na aktivnost TRP
kanal¢kov. Veliko se jih odziva na fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat (PIP2). Za TRPMS8 in
TRPMS je bil predlagan mehanizem delovanja v povezavi s PIP>. Povecana znotrajceli¢na
koncentracija Ca>" ionov povzroci aktivacijo fosfolipaze C (PLC), kar zmanjsa koli¢ino PIP»
in delno inaktivira kanal¢ek. To se zgodi tudi zaradi desenzitizacije kanal¢kov na njune
ligande — mentol za TRPMS in Ca?* pri TRPMS. Aktivacija PLC povzrodi tudi aktivacijo
protein kinaze C (PKC). Od te kinaze odvisna fosforilacija lahko povzro¢i direktno aktivacijo
kanalcka, lahko pa pomeni samo senzitizacijo kanalcka za druge draZljaje. Na primer,
fosforilacija TRPV1 senzitizira le-tega na toploto in kapsaicin. V nekaterih primerih pa PKC
zmanjSa aktivnost, pri TRPMS8 na primer povzroci defosforilacijo in s tem kanal¢ek inaktivira.
Vecina TRP kanalckov je moduliranih tako s strani eksogenih kot tudi endogenih /igandov.
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Kanalcki, ki so odvisni od temperature, so ve¢inoma tarce za spojine, ki prihajajo iz rastlin.
Primer je TRPV, ki ga aktivira vezava strukturno nesorodnih rastlinskih molekul kapsaicina,
resiniferotoksina, piperina in kafrovca. TRPMS, ki je obcutljiv na mraz, aktivirata tudi
mentol in evkaliptol [44].

Izrazanje in vloga

TRP kanalcki se izrazajo v skoraj vseh tipih celic — tako v vzdraznem in nevzdraznem tkivu.
Nahajajo se na vseh celiénih membranah, razen na jedrni membrani in na mitohondrijih.
Vecina jih je lokalizirana na plazemski membrani, kjer imajo klju¢no vlogo pri vstopu
oziroma transceli¢nem transportu Ca?*, Mg?" in nekaterih drugih kovinskih ionov. Vse to je
pomembno za vec fizioloskih procesov, kot so senzorne (feromonsko signaliziranje, okus,
nocicepcija in obcutenje temperature) in homeostatske funkcije (osmoregulacija in
reabsorpcija Ca?* in Mg?"). Pomembni so tudi pri drugih funkcijah, kot sta kontrakcija misic
in vasomotori¢na kontrola [44].

Funkcije TRP kanal¢kov na specifi¢nih lokacijah so pogosto modulirane s pomoZznimi
proteini ali z oblikovanjem signalizacijskih kompleksov z razli€nimi signalizacijskimi
proteini [44].

Patologija

TRP kanalcki so povezani z razlicnimi boleznimi in obolenji. Med drugim imajo okvare
njihovega delovanja oziroma mutacije vlogo tudi pri razvoju in metastaziranju raka. V
razli¢nih tipih raka je spremenjeno izrazanje TRPM?7, katerega visje izrazanje je v raku
jajénikov povezano z vecjim epitelijsko-mezenhimskih prehodom, kar je zacetni del
metastaziranja. Ta isti kanalcek je prav tako bolj prisoten pri raku mehurja, dojk in
glioblastomu, kjer je povezan s celi¢no proliferacijo, migracijo in invazijo. TRPV4 igra vlogo
v ve¢ mehanizmih, povezanih z nastankom raka — proliferacija, apoptoza, angiogeneza,
migracija in invazija. TRP kanal¢ki imajo vlogo tudi pri vnetjih in v povezavi z imunskim
sistemom. Izrazanje TRPA1 v nevtrofilcih so povezali z artritisom, vlogo ima verjetno tudi
pri anafilaksi [43].
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