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Uvod
NEURON ANATOMY

Osnova hitre in ucinkovite signalizacije, ki jo ziveni SRtk

sistem ima, so bioelektri¢ni signali - akcijski gip poDyE-\
potenciali - ki jih uravnavajo posebni proteinski ) . AXON
kanali, vgrajeni Vv celicne membrane.
o : : : AXON TERMINAL
Napetostno - odvisni ionski kanali zaznavajo SYNAPSE
.v : : SCUANN CELL
spremembe elektricnega potenciala membrane in se WRY
glede na to odpirajo ali zapirajo, kar posledicno MYELN RL—)
omogoca selektivni prehod specificnih ionov SYNAPSE CaV¥ AN\
(najpogosteje Na*, K+, Ca* ali Cl") skozi plazemsko :n'}:i‘:"‘;m'&‘““" ) |
membrano Ziv¢nih celic — temelj Zivéne aktivnosti, LOTS OF MITOCHONDRIA
misicne kontrakcije, hormonske signalizacije in o s
Stevilnih drugih procesov. VESICLE RELEASING NEUROTRANSMITTER
NEUROTRANSMITTER

DENTRITES



Uvod: Tipi kanalov
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Uvod: Natrijevi kanali ’ 1 vy
_ | R
. . - Bl o ¢ |B2
- Klju¢ni za hitro depolarizacijo membrane med Vo
akcijskim potencialom v zivénih in  misicnih —_— P
celicah. ®

- Poznanih je devet podtipov (Nav1.1 - Nav1.9), ki
se razlikujejo glede na tkivno ekspresijo, kineti¢ne
lastnosti in obcutljivost na toksine in zdravila.

- Glavna funkcija je omogociti hiter in selektiven
vstop Na* ionov v celico, in sicer takrat, ko
membranski potencial doseze doloceni prag.

1 domain of ~ (:>

the a-subunit



Uvod: Kalijevi kanali

Omogocajo selektivni iztok K+ ionov iz celice, kar
prispeva k repolarizaciji membrane po akcijskem
potencialu.

Stevilne druzine Kv kanalov, od Kvl do Kv12,
sodelujejo pri nastanku ritmi¢ne aktivnosti in se
nahajajo v razlicnih delih telesa kot so miSice,
srce in mozgani.

Selektivnost za K* je izjemno visoka, le to pa
omogoca t.i. selektivni filter, ki temelji na motivu
GYG v P-zanki med segmentoma S5 in S6.

Pore loop

i Selectivity

filter

A

2

Potassium
ion

Inside



Uvod: Kalcijevi kanali

Uravnavajo vstop Ca?* ionov v celico kot odziv na
depolarizacijo membrane.

Cav kanale delimo glede na njihovo obcutljivost na
farmakoloske blokatorje in elektrofizioloske lastnosti
na:

- L-tip (Cav1.1 - 1.4): prisotni v srcni in skeletni
misici, blokirajo jih dihidropiridini.

- S-, P/Q- in R-tipi (Cav2.1 - 2.3). prisotni
predvsem v  nevronih, sodelujejo  pri
sinapti¢nem prenosu.

- T-tip (Cav3.1 - 3.3): aktivirani pri nizkih
napetostih, pomembni pri ritmicni aktivnosti

Contraction Secretion

Synaptic transmission

Protein Enzyme
phosphorylation regulation
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Extracellular

Uvod: Kloridni kanali

- Najbolj poznana druzina so CLC kanali, ki
delujejo bodisi kot kloridni kanali bodisi kot
Cl-/H+ antiporter;ji.

Intracellular

CLC channel dimer

- Strukturno so CLC proteini organizirani kot
dimeri in za razliko od drugih napetostno
odvisnih ionskih kanalov, CLC proteini
nimajo znacilnega S4 napetostnega senzorja. Ser

CLC
Channel
Monomer

Arrows indicate orientation of
transmembrane domain



Uvod: Zgradba kanalov

Transmembranski segmenti a-podenote (51-S6).

Pore
'

|
it i
Selectivity filter

Selektivni filter: Med segmentoma S5 in S6 se
nahaja zanka, ki vstopa v membrano in oblikuje WWM
ionski selektivni filter.

Funkcionalnost VGIC kanalov je pogosto
modulirana s pomocjo dodatnih, neprevodnih c
podenot, ki se vezejo na osnovno a-podenoto. Closed open

Exlracellular

Intracelicne domene: VGIC kanali imajo poleg M

transmembranskih segmentov tudi pomembne T
znotrajcelicne domene, vklju¢no z velikimi

zankami med S6 in S1 naslednje podenote ter s

C- in N-terminalnimi repi.

Extracellular

b

00000 Intracellular




Uvod: Gating mehanizmi (odpiranje in zapiranje kanalov)

- Aktivirano  stanje: Ob  depolarizaciji
membrane se S4 segmenti pomaknejo

proti zunanjosti membrane, kar povzroci (8) Dotin depolarization "' MOvETentol o 1.0 me_ ' Heciy
.~ . . closed . W‘ opening ——— {refractory period)
konformacijsko spremembo, ki vodi do ncsasncilen channel ofchannel  popolarized membrane
odprtja ionske pore. I — —
|
i BEEAN LR | f ettt ==
.. . . L | I3 g \
- Inaktivirano stanje: Po odprtju kanal L BN | 3 | v /| \ ®,
R - 4] N - = S 2 e & % + & & ,‘*.‘ \ 'I,.::‘- *;*
pogosto  hitro preide v  stanje » : ¢ W\ A% o 1
. . .. v e . e Cytosol \ % Na' '
inaktivacije, kar prepre€uje nadaljnji ; votage sensin () Gate J Vier ot
pretok |Onov. 4 Channel-inactivating segmant

Slow {several ms)

Repolarization of membrane, closure of gate, and
displacement of channel-inactivating segment

- Deaktivirano (pocivajoce) stanje: Ko se
membrana repolarizira, se S4 segmenti
vrnejo v prvotno stanje in kanal se
zapre.



3D struktura

- 4 transmembranske domene okoli osrednje

ore
p . . . Tetramer
- Navin Cav: 1 a-podenota s 4 ponovitvami .
- Kv: 4 loCene podenote RAERYE:
- dve arhitekturi: &l &
. . C l
- domensko-zamenjana (VSD — sosednja WOREMY ] L Ls |
ponovitev) 2R

- nedomensko-zamenjana (VSD — ista
. Swapped Non-swapped
ponovitev) o




3D struktura

- segmenti S6 se zloZijo v snop Stirih vijacnic vsD
(¢rka V)
- definirajo spodnja vrata
- segment S5 tvori steno pore
- vijaCnica S4-S5 je znacilna za »
domensko-zamenjano« arhitekturo




Struktura: lonska selektivnost in permeabilnost

- temelji na velikosti iona, naboju, hidratacijskem ovoju
Kv kanali:

- TVGYG motiv - selektivnost za K*
- karbonilne skupine koordinirajo dehidrirane K* ione
- manjsi ioni (Na*), ne vzpostavijo stabilnih interakcij
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Struktura: lonska selektivnost in permeabilnost

)& AT
g f 9
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Cav kanali: ”,--. >\ A\ t_vd_‘d;fm'\;, "
- EEEE/EEDD motiv - visoka selektivnost za Ca* (_’ﬂ / (TN B
- model z dvema vezavnima mestoma (S1 in S2) Lj.y/. il RV
— 2gy T
Nav kanali:
Ca, (10 mM Ca?%)
- DEKA motiv - selektivnost za Na*, vloga lizina
- DEE mesto - §odelg\ianje Gluin Lys | | w’“LE s
- Lys tvori solni mostiCek, se deprotonira/reprotonira I /iﬁ‘ aF -|||
Na* 'H""?" . A
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Struktura: Elektromehanska sklopitev (EMC)

-S4 segment: pozitivno nabiti ostanki (Arg, Lys)
- premik S4 v odziv na depolarizacijo — aktivacija (pomik navzven)
- 3qpVijacnica - nabiti ostanki poravnani
- »ramenski del« pore (S5-5S6) ostaja stabilen
- Nav: dodatna stabilizacija z disulfidnimi vezmi
- S4-S5 heliks prenaSa signal — vpliva na S6

Static core

| VSD
vsD |4

3,, helix

-- o helix|

Up

(Na1.7-WT)

S4 helix



Struktura: Inaktivacija VGIC

- po odprtju kanala ali Ze iz mirovnega stanja
N-tip:

- hiter mehanizem - N-terminalni ¢ep blokira poro 9
- model »ball-and-chain« N helix

C-tip:

- pocasna inaktivacija - razSiritev selektivnega filtra

S3

°



Struktura: Inaktivacija VGIC

Nav hitra inaktivacija:

- IFM motiv (DIII-DIV povezava)
- vstavi se med S5, S6 in S4-S5 (»door wedge« model)
- destabilizacija povezave — zaprtje kanala (kontrakcija S6)

Inaktivacija Cav kanalov:

- CDI - (L-tip) kalmodulin se veze na C-konec kanala
- VDI - (P/Q-tip) al-interakcijska domena + 3 podenote

Intracellular view

___________________________



Struktura: Inaktivacija VGIC

Inaktivacija iz zaprtja (closed-state
inactivation):

opazena pri vseh (bolj raziskana pri
Cav)

dodatni heliksi CH1Il'in CH2II iz
segmenta S6

Trp stabilizira zapiralni del pore
VSDII v deaktiviranem stanju —
asimetri¢na aktivacija

Closed-state inactivation

VSD (down)



FizioloSke vioge: Akcijski potencial

Membranski potencial

mirovni: -70 mV
kalijevi ionski kanali, Na*/K* ATPaza

mV
-70 +40
mV Ny mV Extracellular fluid
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FizioloSke vioge: Akcijski potencial

Depolarizacija

pragovni potencial: -55 mV

odpiranje Nav kanalov — vdor Na* ionov v celico
pozitivno povratna zanka delovanja

hitro

0mVv

-70 +40
mv Agl, mvV 1"'
K* channel

. Na* channel
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FizioloSke vioge: Akcijski potencial
Repolarizacija, hiperpolarizacija

- zaprti Nav kanali
- pocasno odpiranje Kv kanalov — izstop K*

- pocasno zapiranje Kv kanalov
.‘000.0... .....00'. | OOOC0)
........‘ ....0.0.l 0......

' @Na *IK* transponer ‘ .

omvVv

2
@ @ @ K* channel

sevessOeROEn l..‘......‘...“’




Fizioloske vloge: Akcijski potencial

Absolute Relative
NeOdZIvna/reerktaI’na dOba | refractory period ! refractory perlod]
S |
- absolutna refraktarna doba: ni novega £
nastanka akcijskega potenciala g
- relativna refraktarna doba: potreben mocnejsi 2
draZljaj 8
- posledica inaktiviranosti Nav kanalov E
>
_55 sl
_70 |
Tnnehﬂs]‘
| """i""‘v"»f‘-'; Closed Activated  Inactivated Closed Closed
m Closed acst(ic\)/zvtli):\g Activated Activated Closed
Extracellular @®

space
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Fizioloske vloge: Sirjenje akcijskega potenciala

- prenos akcijskega potenciala vzdolz aksona do zivénega koncica
- zaporedno odpiranje in zapiranje VGIC kanalov
- mielizirani aksoni:
- Ranvierjeva vozlisca
- skokovito prevajanje
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Fizioloske vloge: MiSi€na kontrakcija

- Cav kanali.

- izloCanje acetilholina — odpiranje kationski kanalov
miSicnih celic, vdor Na®.

- odprtje Nav kanalov — akcijski potencial.

- T-tubuli in sarkoplazemski retikulum.

- skeletna miSica: Cav1.1 - RyR1 (neposredna aktivacija).

- sréna misica: Cav1.2 - RyR2 (aktivacija s Ca®).

A Skeletal muscle fiber




FizioloSke vloge: 1zZlocanje hormonov

- inzulin iz B-celic trebusne slinavke:

viSja koncentracija ATP — zaprtje KATP
depolarizacija membrane — odprtje Cav
kanalov.

povecCana koncentracija Ca2+ —
eksocitoza inzulinskih zrn.

Nav kanali okrepijo depolarizacijo.

Kv kanali omogocijo repolarizacijo.

Repolarization
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FizioloSke vlioge: Detekcija bole€ine

- napetostno-odvisni natrijevi kanali
- kronic¢na bolecina

VGCCs
Spinal cord
Sensory neuron cast
\ neuron
\
P lonotropic

\ receptor
N

Metabotropic
receptor

= = el

1
A
Na'

TTX-sensitive
VGSCs (Nay1.3?)

Neurotransmitters



Patologija: Kanalopatije skeletno-miSichega sistema

Muscle hyperexcitability Muscle hypoexcitability
]

Hypokalemic
periodic

Andersen-
Tawil




Patologija: Kanalopatije skeletno-miSichega sistema

Kongenitalna miotonija

Potential (mV)

loss-of-function mutacije gena CLCN1
zmanjsan tok Cl ionov v celico
spontano proZenje AP

upocasnjena repolarizacija

+50 Myotonic

Contraction  Myotonia

o
L

-100 &

Hipokalemicna periodicna paraliza

mutacije genov CACNA1S ali SCN4A
nizke koncentracije serumskega K*
puscanje natrijevih/kalcijevih kanalov
“paradoksalna” depolarizacija namesto
hiperpolarizacije

onemogoceno prozenje AP



Patologija: Kanalopatije kardio-vaskularnega sistema

Sindrom dolgega intervala QT (LQTS)

- loss-of-function mutacije genov KCNQ1, KCNHZ2,
KCNE1, KCNE2, KCNJ2, KCNJ5
- zmanjsSan tok skozi kanale Kr, Ks in Kir
- niterminacije AP — podaljSan QT interval
- gain-of-function mutacije genov CACNA1C, SCN5A,
SCN4B
- zakasnjeno zapiranje in inaktivacija kanalov
- podaljsan tok ionov v celico — depolarizacija Prolonged QT

interval

Typical QT
interval

Sindrom kratkega intervala QT

- loss-of-function mutacije kalcijevih kanalov
- gain-of-function mutacije kalijevih kanalov



Patologija: Kanalopatije zivEnega sistema

Dravetov sindrom

- SMEI = severe myoclonic epilepsy of infancy
- 900 mutacij gena SCN1A
- veCinoma drugacno-smiselne
oslabljena inaktivacija kanala — povecana prepustnost za Na+ ione
zmanjsan aktivacijski prag vzdraznih nevronov — povecana vzdrazljivost
dolgotrajna depolarizacija membrane — manjsa vzdraznost inhibitornih nevronov



Patologija: Vpliv toksinov na natrijeve kanale

Vezavno mesto 1:

- blokada pore

- TTXin STX imata pozitivho nabito gvanidinsko
skupino — interakcija mt-kation med Tyr v
domeni | in gvanidinsko skupino —
stabilizacija v dolo€enih tipih natrijevih
napetostno-odvisnih kanalov

- lokalni anestetiki (lidokain), anti-aritmitiki,
anti-epileptiki

TTX, STX
u-Conotoxins

Site 1 Site 5
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Patologija: Vpliv toksinov na natrijeve kanale

Vezavno mesto 2:

- aktivno stanje

- interakcija s TM segmentom IVS6 —
alostericen mehanizem

- inhibicija inaktivacije kanalov — ves ¢as
aktivirani kanali (tudi pri MMP)

- aktivacija se pomakne k bolj negativnim
vrednostim potenciala

- podobno pri vezavi na mesto 5

TTX, STX
u-Conotoxins

Site 1 Site 5
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Patologija: Vpliv toksinov na natrijeve kanale

Vezavni mesti 3 in 6:

- nevrotoksin zaklene konformacijo segmenta 1VS4
(napetostnega senzorja)
- upocasni se inaktivacija kanala

Vezavno mesto 4:

- med depolarizacijo se zunajceli¢ni del segmenta 1154
obrne ven — dostopni ak ostanki zanke S3-S4

- nevrotoksin stabilizira aktivho konformacijsko stanje
segmenta 1154

- premik napetostno-odvisne aktivacije kanalov v smer
hiperpolarizacije

- manjSa max. amplituda toka natrijevih ionov

Site 1 Site 5
TTX, STX Brevetoxins
Conotox Clgugitroi)gnisr

. “Si J
12345 I 12345 I

by

NH,*

T

1 v

Site 2

£\ Al lf
)I )I
12345 12345
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Patologija: Vpliv toksinov na kalcijeve kanale

Blokada pore:

- najbolje okarakterizirani w-konotoksini iz morskih
polzev rodu Conus
- blokada kalcijevih kanalov tipa N
- najbolj selektiven GVIA
- manj selektiven, hitrejSa disociacija MVIIA —
zdravilo za lajSanje bolecin zikonotid (Prialt)

reduced
conductance

— control
— pore blocker

Normalized conductance
o
(¢,]

-40 0 +40
Voltage [mV]



Patologija: Vpliv toksinov na kalcijeve kanale

Inhibicija odpiranja kanala in vstopa kalcija:

- Ww-agatoksini iz strupa amerijSkega lijakastega pajka
Agenelopsis aperta

- w-gramotoksin SIA iz strupa tarantele Grammostola
spatulata

1.0 1
] Shift in V0.5 r
—control
—gating modifier

-40 0 +40
Voltage [mV]

Normalized conductance
o
(¢, ]

o
o




Patologija: Vpliv toksinov na kalijeve kanale

Blokada pore:

- toksini iz Skorpijonov, morskih vetrnic, morskih
polzev in kac e
v . v e i

- preko Lys se veZejo v Zep — fizicna blokada

Vpliv na napetostno-senzorsko domeno:

- toksini iz pajkov

- stabilizacija zaprtega stanja — tezje odpiranje
kanala

- destabilizacija odprtega stanja

- nekaj ak-ostankov se nespecificno zasidra v
membrano

a
N Wil e
e L Ls Snake il [; l:f‘ v
L\;Qy J Sea anemone
LN g /
\\ ": / Cone snail \ P
»; w\\\‘ A ; .~ Py
%V \ ‘Y! Toxin Ny e @
’.f Toxin S 4
Spider S L
. Scorpion
Extr O (P
+| HH
% S5 S6
[+ ’ scorpion toxin
bl [
Intracellular A}




Evolucija napetostno-odvisnih ionskih kanalov

- bakterije, Arheje in Evkarionti
- pred pojavom vecceli¢nih organizmov
- bickarji ovratnicarji (Monosiga brevicollis)
- homologne domene Kv, Cav, Nav
- osnovni gradniki celicne ekscitabilnosti
- uravnavanje intracelularnega Ca v cilijah in bickih
- spuzve in plakozoe
- primitivna celicna komunikacija
- kontraktilnost (cilije, kontraktilni proteini)

Diagrmnanic Representation of Placozoan Cell Structure

Deeval Eithelial Celh
T
T




Evolucija napetostno-odvisnih ionskih kanalov
Morozet et al., 2014

——Choanoflagellata

- ozigalkarji
- nevropeptidno izrazanje ﬁ,":\z(:tenophora
- nevromuskularna povezava Porifera

Placozoa

- kontrakcije, primiki, odzivi na dotik

; Cnidaria
Bilateria

R t
¥
A e i
“‘l\k\f\ SRR
o /’ 3t
i'mml .

- rebrace
- konvergentna evolucija
- natrijevi kanali s selektivnimi filtri




Evolucija napetostno-odvisnih ionskih kanalov

- toksi¢nost Ca ionov in nagib k uporabi Na* ionov
- dvoj zaporednih podvojenj enodomenskih

proteinov
- I+in+ 1V
- Cav — Nav

- dve celogenomski podvojitvi pri vretencarjih
- iz Stirihizoform v 8, in natov 10
- raznolikost Cav, Nav in Kv
- hitrost aktivacije/inaktivacije
- interakcije z regulacijskimi podenotami
- specializirane Zivéne in misi¢ne
funkcije

() Bilateral symmetry

& Radial Symmetry

@ Bi-radial Symmetry
Single Origin

Independent Evolution

Eumetazoa

— *;’ Chordata

-

G

N Hemichordata

&

m— Echinodermata
%% Arthropoda
F’@ Annelida

\QMollusca

“ Nematoda

Cnidaria

X

Placozoa

~ Porifera

tenophora

Choanoflagellata



Evolucija: Natrijevi kanali

- najstarejSi napetostno-odvisni ionski kanali
- enodomenski 6TM-kanali
- domena s poro (selektivno za K* ione)
- napetostno obcutljiva domena (51-54)
- prokarionti
- arheja Aeropyrum pernix
- bakterija Listeria monocytogenes
- Enocelicni evkarionti
- koanoflagelat Monosiga brevicollis
- Plakozoe, Rebrace

hKvl.2
Shaker

TaKv XP_002114266.
TaKv XP_002107932.
TaKv XP_002117304.

ML004421a
ML18152a
ML049627a

MbKv XP_001746676.
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- zaporedne duplikacije genov za
enodomenske predhodnike
- postopno zdruzevanje domen
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Morska vetrnica Hidre Spuzve (Porifera)

Nematostella vectensis LU Vecinoma izgubljeno, le geni za
44 genov za Kv 35 genov za Kv napetostno-neodvisne kalijeve
EREIE

DruZina genov Shaker (20)




Evolucija: Kalcijevi kanali

stara, a redko prisotna druzina ionskih kanalov
Stevilni prokarionti
protisti
- ciliati (Paramecium), alge (Chlamydomonas),
diatomeje, dinoflagelati
- stresni odzivi, infekcije, bioluminiscenca in gibanje
alternativni mehanizmi za vnos kalcija (ligandsko-odvisni ali
TRP kanali) - protisti in glive
pomembnost pri Zivalih
- aktivacija ob depolarizaciji membrane, vstop Ca™ ionov
uravnava sproscanje nevrotransmitorjev, transkripcijo
genov, aktivacijo od Ca* odvisnih encimov




Evolucija: Kalcijevi kanali

- kanali z visokim pragom aktivacije (Cav1 in Cav2)
- kanali z nizkim pragom aktivacije (T-tip ali Cav3)

- bickarji ovratnicarji - oba tipa

- spuzve, rebrace brez T-tipa

- ozigalkariji, vretencarji - podvajanje Cav genov
- ozigalkarji 6 Cav genov (stabilno Ze 500 milijonov let)
- vretencarji 10 Cav kanalov - ve¢ja raznolikost \2RY




Evolucija: Natrijevi kanali

- zacetek in Sirjenje elektricnega signala v Zivénih celicah
- visoko konzervativen filter (Asp-Glu-Lys-Ala)
- bakterije
- NaChBac, podoben selektivni filter
- homologi enoceli¢nih evkariontov

(bickarji ovratnicariji) NaChBac
- Thecamonas trahens
- Monosiga brevicollis Outside

- plakozoa (rod Trichoplax)
- rebrace (rod Mnemiopsis)
- ni homologov pri spuzvah

+
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Evolucija: Natrijevi kanali

- Nav2 kanali

predniki metazoj (plakozoji, rebrace,
koanoflagelati, ozigalkarji, tudi Crvi)
ni izrazite selektivnosti (tudi Ca™ ioni)

- Nav2.5 kanali

le oZigalkarji

podtip Nav2

v€asih prevaja tudi Ca*ione

predoh splosnih kanalov v specializirane

- Nav1 kanali

dvojna podvojitev genov za Nav2 kanale
bilateralne Zivali

hitri akcijski potenciali

specificni za Na* ione

zuzelke, gliste, vretencariji
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