| “cancelli” di inattivazione dei canali K,

In alcuni canali del K+, l'inattivazione €& causata da un meccanismo “a
tappo” esercitato da un peptide che costituisce l'estremita N-terminale
delle subunita a (in totale 4) — meccanismo “ball and chain”

In altri canali del K+, il peptide & |I'estremita N-terminale di una subunita
accessoria f3

Il peptide & dotato di cariche parziali positive che prendono contatto con
cariche negative all'imboccatura intracellulare del canale.

Per i canali del Na e del Ca%t il cancello di inattivazione & un’ansa
intracellulare

A B Questo tipo di inattivazione,
viene chiamato /nattivazione di

Channel Gating
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Inattivazione lenta o di tipo C

Open N-type C-type
Inactivated Inactivated

Immobilization

Allosteric Mechanism

Probabilmente [l’inattivazione “di tipo C” €& dovuta al
movimento voltaggio-dipendente della porzione esterna del
segmento S6, che restringe il filtro di selettivita



La decodificazione dell’'intensita di uno stimolo e la sua
regolazione da parte dei K,
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Se uno stimolo depolarizante & duraturo, invece di
un solo potenziale d’azione se ne pud generare una
serie in sequenza: treno di potenziali d’azione

Il processo di decodificazione si realizza variando la
frequenza di scarica al variare dell’intensita dello
stimolo: all’'aumentare dell’intensita dello stimolo
aumenta la frequenza di scarica

| canali K, operano un “freno” voltaggio-dipendente
sulla frequenza di scarica dei potenziali d’azione

L'attivazione dei canali K, & piuttosto precoce e
contrasta l'‘azione depolarizzante dello stimolo:

frena l'insorgenza dello spike

» Ma l'inattivazione dei canali K, & tanto piu veloce

quanto piu intensa & la depolarizzazione: lo stimolo
depolarizzante prevale sull’uscita di cariche K*



Canali del potassio calcio-attivati

SOS1S2S3S4S

Calcium bow!
! [

COOH

»Sono divisi in tre sottofamiglie: alta conduttanza (BK, big100-
200 pS), conduttanza intermedia (IK, /ntermediate 20-80 pS) e
bassa conduttanza (SK, small/ < 20 pS)

»Regolati dalla concentrazione di Ca2*intracellulare

»Si aprono durante il potenziale d'azione in sequito all’entrata
(V-dipendente) di Caz*

»Mancano del sensore del voltaggio

»Partecipano alla ripolarizzazione, all'iperpolarizzazione
postuma e alla modulazione della frequenza di scarica

»Presenti anche in cellule non eccitabili, partecipano a processi
di proliferazione e controllo del volume cellulare

Dominio legante
la calmodulina

COOH




Neuroni diversi possono presentare modalita di
scarica diverse

» Scarica tonica: la frequenza di
scarica si  mantiene costante o4 Baas 17 0 K §
durante la stimolazione ed é
proporzionale all'intensita dello
stimolo

> Scarica fasica: la frequenza di ! 11711 oI ‘

scarica & proporzionale alla | M |
variazione di intensita dello dt | | l
stimolo.

»Avviene all'inizio e alla fine
dall’applicazione di uno stimolo,

] ) i 0 100 20 0 10 20 %
o quando lo stimolo cambia di e —
intensita nel tempo

- stimolo debole _j stimolo intenso

> Nei recettori della sensibilita somatica I'adattamento aumenta la percezione dei
cambiamenti di pressione. Cosi, ad esempio, la pressione costante degli abiti sul
COrpo non viene quasi pill percepita



|l processo di adattamento

» Stimoli prolungati nel tempo comportano un fenomeno di adattamento quando la
scarica & di tipo fasico

0' ----- e upabochbccncdoernnnnncdecaa

pot. di
: ingresso
HLL 3 [l § : ingres
—— B intensita
corrente
Igica)

—J stimolo depolarizzante

msecA
O 10 20 30 40 S0 60

» |l processo di adattameno si realizza in sequito all’interazione di almeno tre diversi
tipi di canali ionici selettivi per il K* (K,, Ky, Kca) € di canali per il Ca%* voltaggio-
dipendenti



Canali del potassio di background (leakage)

»Sei sottofamiglie (14 membri)
»Mancano del sensore di voltaggio

»Sono normalmente aperti al potenziale di
riposo

»Contribuiscono a stabilizzare il V,;, a riposo, in
prossimita del E,

»Sono modulati da numerosi messaggeri: ad
esempio, sono attivati da anestetici gassosi e
non gassosi, € da anestetici locali




Canali del potassio inward rectifier (K,R), 0 anomalous rectifier

Il processo di inward-rectification (rettificazione entrante) & stato scoperto negli anni ‘6o da Noble nel
muscolo cardiaco e nel 1970 da Hodgkin e Adrian nel muscolo scheletrico

A B Kir channel Subtype Subfamily
Kird4 | Gprotein-
Kir3.2 | gated GIRK
Kir3.3 | (Kir3. x)
Kird.1
Kir6.1 ATP-sensitive
Kirg.2 | (Kir6.x) Karp
al Kir2.2
Kir2.3 | Classical
Kir2.4 | (Kir2.x) IRK
Kir2.1
Kir5.1
[ :'"';: K*-transport K
. s N ri. (Kir1 x, Kird x, ATP
>Sette fam Iglle (KIR1_KIR7) —| E Kird.1 Kir5.x, Kir7.x)

Kir4.2
»Sono equivalenti alla porzione interna dei canali K,, quindi mancano
del modulo contenente il sensore del voltaggio

»Hanno una relazione corrente macroscopica-voltaggio dipendente opposta a quella dei
K,, 0ssia conducono pil IK* verso l'interno che in direzione opposta

»Questa proprieta non ¢ il risultato di una voltaggio-dipendenza invertita, perché di fatto
i canali K| sono insensibili alle variazioni di potenziale e sono parzialmente attivi a riposo
(partecipano alla corrente di /eakage)




Canali del potassio inward rectifier (Kz), 0
anomalous rectifier

» La voltaggio dipendenza di
questi canali & determinata da
un blocco voltaggio-dipendente
della conduzione esercitato sul
versante intracellulare da ioni
inorganici (Mg?*) e molecole
organiche cariche
positivamente (poliammine)
che ne bloccano il poro a
potenziali positivi

>l blocco & rimosso a potenziali
negativi (attirano le cariche
positive), consentendo l'entrata
di K*

»Contribuiscono a mantenere il
V., a valori di riposo, vicini ad Ey

lon block

Selectivity filter

Kir channel

Cytoplasmic domains

Latched

Conducting

XTRACELLULAR

Unlatched

Nonconducting

Sy {

Blocker

(v.'n 2 Vr;) <0 (V.'.' r Vvq) >0

Inward K* flux Outward K* flux

(a

Vm negativo Vm positivo

Current '

Vm negativo o
iperpolarizzato (b)

40 80 80

Vm (mV)




Correnti
di stimolazione

Potenziale di membrana (mV)

Caratteristiche uniche del potenziale d’azione

+60

o
|

|

-80

Eccedenza

Potenziale
/_ di soglia

Risposta
locale

Iperpolarizzazione

1 postuma
5 —r— Corrente
4 disoglia
3 ™
1 1 1 | 1 1 | |
1 3 4 5
Tempo (ms)

Potenziale
di riposo

Il potenziale d'azione € un evento
“tutto o nulla”

Durante un potenziale d’azione la
conduttanza della membrana
cambia, mentre la sua capacita
rimane costante

Il potenziale di membrana si
inverte di segno e |'eccedenza si
avvicina al potenziale di equilibrio
del Na* (+55 mV - +60 mV)

| potenziale d’azione & un evento
rigenerativo (non decade con la
istanza)

A differenza dei potenziali
elettrotonici, i potenziali
d‘azione non si sommano tra loro
(consequenza del periodo di
efrattarieta)




Action ¥
potential

Come si propagano i segnali

a
~ IO

t=7ms

Action
K+ potential



Propagazione passiva dei segnali elettrici
Regolata dalle caratteristiche capacitive e resistive della membrana

(a) Membrane (b)
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exterior MWV interior . .
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Propagazione elettrotonica

* Iniezione
M|} ;
della corrente & o -
Y
A It I} 1 1 1
Elettrodi di
registrazione
Em
® Membrana Assoplasma 7

o : 5

c

o

o

: G
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=
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= 0.37 V,

c =

O

N

o A
a0 B (Costante dilspazio)

-1 0 1 2 3 Distanza (mm) 5

Costante di spazio (A) € la distanza alla quale il potenziale transmembrana
decade del 63% del suo valore iniziale nel punto di iniezione (v,)

A va da 0.1 mm, per assoni di piccolo calibro a 5 mm per assoni di grande calibro



Propagazione elettrotonica della corrente

‘A Area attivata

Correnti
elettrotoniche

Superficie
esterna
(positiva)

R E R,
R

Superficie interna —f
(negativa)

Correnti
elettrotoniche

Regione Regione Regione
limitrofa attiva limitrofa

Dal punto di entrata (attivazione) la corrente
elettrotonica si propaga in tutte le direzioni




1. Il fronte di avanzamento di un Potenziale d’Azione é
un potenziale elettronico soggetto alla teoria di cavo

,}‘E@(,r °°°"oo o @ |[Z0mv

+
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e S current \
+
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® @ o oy S
.0.0‘0 0 00— 0

® Local current

U

Pane della corrente depolarzzante
- Hisce pssivamente lungo 'assone
|

stimodo, generando un
potenziale d'wmone in
questo punto

I canali del Na™ si aproeso '
localmente in nsposta allo

FCamale del Na™

V. (';qlnk? del K™ Membrana

K
Punto A Punto B Punto C




Hodgkin dimostra che la membrana
antistante il fronte di avanzamento
di un potenziale d’azione si
depolarizza elettrotonicamente

(b)

Potential (mV)

0
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Distance beyond block (mm)

Y
Cold =
block =
D
B e e e ek —P\/—\
Nerve
E
-———————— P T
F
-_—————— - — e i S
I I I
0 4 38

Hodgkin, 1937 Time (ms)



2. |l potenziale d’azione & un evento rigenerativo
Ciclo di Hodgkin

stimolo, generando un
potenziale d'umone in
questo punto

I canali del Na™ si aproso 7
localmente in nsposta allo

Pane della corrente depolarezanie
- Hisce prssivamente lungo assone
, Ve FCamade del Na®

/ Camade del K™ Membrana
/’

I"apertura dei canali del Na™ confinanti

La depolartzzanone locale provoca
¢ geners un potenzale in questo panto
L k o 9

Punio A ':\ Punto B Punto (

A monte, 1 canab del Na® sonattivano, mentne
canali Jel K* st apromo, 11 potenaale di membrans
s npolanize e Passone in questo punto @ refrallano




3. Il Potenziali d’Azione si propagano anterogradamente e non
si sommano a causa del periodo di refrattarieta della
membrana

Extracellular fluid

— + + + + + + + +

® Cytosol
Current flows through activated patch of

‘membrane, depolarizes adjacent patch. |

+ + » + +

After refractory \ .

period, again ready Process continues
to be activated

Direction of propagation ——



Propagazione di un potenziale d’azione

<+—— Distanza —

ER . W

——————— 4

P T e

Moot

Il Potenziale d’Azione non decade con la distanza



L‘intensita di uno stimolo viene mantenuta dalle variazioni
di frequenza dei potenziali d’azione

®
omv p }
Wl T8 L] )
Pt \\/""")\v——} \% \
J Corrente debolmente depolarizzante —
"l e
w )| Iljl e 1y ty U
e /k\/r = y\&/r e \VVJ\S

\ Corrente mediamente depolarizzante




Canali voltaggio dipendenti per Na+ si aprono
Na+ entra nell’assone

Zona di innesco

T e e e o
+ +
" e Na*
La zona di innesco é interessata
da una depolarizzazione sopra soglia
Na*
+ + +
A ? ? -memememeEewee e o=

Na+ che entra determina una depolarizzazione della membrana,

che porta all’apertura di altri canali per il Na+

= R T R

VVVY YV - - o- .-
++ +++

Ricapitolando

attiva si spostano verso la zona vicina,
ancora a riposo generando un flusso di

4+o— Nat —— 4 corrente locale

+%___ Nat — 7 H Le cariche positive presenti nella zona
+

Regione Regione

Regione
inattiva

refrattaria attiva

P
- TYYY P
La zona di innesco € in perlodo K"' t+++

aperti e i canali al Na+ sono inattivati.

-
L'uscita di K+, ripolarizza Ila -~ Na* ak

K+ +++++

d 11 flusso di corrente locale

E +d+'
refrattario. | canali al K+ si sono *':\?—‘m i| determina la depolarizzazione

)| delle parti piu distali dell’assone

membrana. 28 4+*+4.-.'-....

1
/++ 1.-:1.'.'1.'4-4-4-:0- ++ ++




Velocita di propagazione di un potenziale d’azione

r“temps perdu”
il

Lever moves
N when muscle
1 v 2R contracts

~«—— $Sooty paper moves

Chimografo/miografo

1945: Hermann von Helmholtz misura
per la prima volta la velocita di
propagazione dell'impulso nervoso
lungo un nervo di rana (25 m/sec)

V,=Ad/ At

b~ Pinza cardiogrifica de Marey aislada v funcionando,




La resistenza assiale e la capacita limitano la velocita
di propagazione di un potenziale d’azione

Il tempo necessario perché la depolarizzazione si propaghi lungo l‘assone &
funzione della resistenza assiale (r,) e della sua capacita (C,) per unita di
lunghezza

A Superficie extracellulare B Superficie extracellulare

e — ‘/— S

1 \ =

‘ r 1 |
Crits|sas m Cottt|tas l — I 2elee
m —60MV e —60MV e V s —40MV e

: e LT t

T I = \T i

\ =<4

VAYAVAYS
rl
/ Maggiore & la C,, maggiore dovra
Maggiore & la r,, minore sara la essere la carica (Q) per far variare il
corrente (I) che passa nel tratto di potenziale

membrana adiacente
Per determinare una data

E' necessario piu tempo per depolarizzazione, la | deve scorrere
depolarizzare la membrana per un tempo maggiore



Quindi: la velocita di propagazione di un potenziale
d’azione € inversamente proporzionale alla R, e alla C,

v ~1/r,C,
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I |
11
— A

|
T

Membrana

AN
Citoplasma

Per aumentare la velocita di propagazione si puo:

sAumentare il diametro assiale della fibra nervosa
*Diminuire la capacita della membrana




Relazione tra velocita di conduzione e diametro assonale
L

~ ~ Y ~ ~
\ \ \ \ A
\ \ \ \ \
[} [} [} [} \
| 1 | 1 1
| 1 1 | 1
i ] 1 1 1
\ ' ' i ' i
l 1 ’ ’ '
2 ’ s 4 ’
s ’ 7’ s,

Rp,=1/r

(in quanto l‘area della superficie di un cilindro di lunghezza L, € A;= 2xnrL)

R =1/r2

(in quanto l‘area della sezione trasversa dell’assone & A= ntr2)

Per ogni incremento di r la riduzione di R sara maggiore della riduzione di Ry,

Poiché A=/ Rm = = i//xr2 = v/_—
R, 1/r2

P = > A
T = Ry X Gy, rimane costante perché:

C,, aumenta proporzionalmente all’area della superficie

R, diminuisce prorzionalmente all'laumento dell’area di membrana




Registrazioni extracellulari della conduzione dell'impulso

/In vivo:

Elettrodo vicino ad una sorgente elettrogenica: segnali di singole unitd (a-c)
Elettrodo capta sorgenti differenti: Segnale (potenziale) di campo (d)

(a) 1‘11 t|2 tla tf' tls In vitro (su fettine di preparato).
Impulse ! : 1 ' ‘\-;* E/R
—— I & . AR /
Electrode 1] Electrode 2?_|> 1 ~Amplifier (4 .
' | | | ] a
' |
' | : { : 2
' | [ [ | EERETD
i | | | |
(0) : | [ 1 | C:
o ' ' Injured section il 1] B
' ' J == = =7 __Amplifier 7 »
A S S _F \ =
[ [ [ [ |
IR
MEA: multi electrode array
|
Y - F || i ‘
| ' ' | ' i 2 Derivazione di segnali elettrici
1 | | | | Time = acba"bec ‘ I
© 1\ | l | | N —— da molti punti di un preparato
contemporaneamente
[ 1T | 2o |
] . [ |
| | | | | [ 1
l : : ; : 2 . .
T3 5 Axon | medesimi elettrodi possono
4 essere utilizzati per applicare

stimolazioni al preparato



Registrazioni extracellulari da nervo sciatico di rana

Nerve trunk Crushed
(a) b hj]

a Stimulus @

== = = __Amplifier

__-__ﬁ a
H\M

ac ba bc [3
Time —» ﬁ\

Time =—>

Impulse

Axon
Table 6-1  The diameter of frog axons and the presence or absence of
myelination control the conduction velocity.
Sono faTTor‘l deTer‘m I nanT' : Fiber type Average axon diameter (pum) Conduction velocity (m-s~1)
Myelinated fibers
o .
diametro assonale Aa 185 42
AB 14.0 25
Ay 11.0 17
o . . ; ‘
presenza d| una gual na B Approximately 3.0 4.2
o e e Unmyelinated fibers
mielinica c 5 0405
Source: Erlanger and Gasser, 1937.




Relazione tra velocita di conduzione e presenza di
una quaina mielinica

(a) Oligodendrocyte

200 um-2 mm

Myelin sheath
composed of layered
glial cell membrane

(fino a 200 strati di membrana)

Plasma membrane

/
7% /
7 J of axon

)-’ / Node of Ranvier

1opum

(b)

Node of
Ranvier

Axon

Terminal
loops of
myelin

Myelin

Node of Ranvier Node of Ranvier
Axon
Terminal

loops
of myelin

Myelin



Conduzione rapida negli assoni mielinici

Nodo di Ranvier (2um)

La mielina aumenta Ia | | | = ieling
resistenza di membrana (R,,)
e riduce la capacita (C,)
effettiva della membrana
neuronale

Aumento della A = aumento dell’efficienza di diffusione longitudinale
della corrente

Riduzione di C,, = riduzione della forza elettrostatica tra le cariche




