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AXOVACS

Organizzazione del programma

Il menù principale (primo livello)

Con il comando AXOVACS seguito dal ritorno di carrello (Enter) si entra nel menù principale, situato al primo livello. Questo è il crocevia principale del programma, dal quale si sceglie il tipo di esperimento che si intende eseguire.

Si selezionano i diversi protocolli sperimentali battendo il numero della selezione seguito da Enter. 

Dai menù di secondo livello si ritorna a questo punto premendo il tasto <ESC> e rispondendo < y > alla domanda che viene visualizzata.

Il secondo livello
Al secondo livello lo schermo è suddiviso in tre parti principali:

1) l’area grafica, che occupa la maggior parte dello schermo, sulla sinistra. Al primo ingresso al secondo livello questa area contiene dei messaggi. In genere a questo punto occorre eseguire l'esperimento nelle condizioni di default (valori preselezionati): battere < r > (run) per eseguire l'esperimento.

L'esperimento può essere interrotto in qualunque istante durante l'esecuzione battendo il tasto < ESC >. Si riprende l'esecuzione premendo il tasto < c >.

2) Il riassunto delle condizioni sperimentali (area in alto a destra).

N.B.: quando si selezionano le opzioni 4 e 9 dal menù principale (Advanced Versions) in questa area compare un menù di secondo livello, che rinvia ad altri menù di livello inferiore. In questo caso per visualizzare il quadro delle condizioni sperimentali si usa il comando < v >. Il quadro riassuntivo che compare a questo punto occupa l'intera area di destra, sovrapponendosi ad entrambi i menù di secondo livello. Si ritorna a questi con il tasto di funzione F1 (fila di tasti in alto).

3) Il menù delle opzioni (area in basso a destra)

Il menù delle opzioni
Permette di indirizzare l'esperimento. Premendo il tasto < e > si entra nel menù di EDIT per modificare i parametri sperimentali (menù di terzo livello).

Premendo il tasto < i > si ripristinano le condizioni sperimentali iniziali.

Il menù di Edit (terzo livello)
Il menù di terzo livello reca a destra le indicazioni per l'uso.

Per posizionarsi sul parametro da modificare usare i cursori (frecce alto-basso).

Non è necessario battere il ritorno di carrello dopo aver modificato un parametro.

Si esce dal menù di Edit solo eseguendo l'esperimento (< r >).

Parte prima: canali

In questo gruppo di esperimenti si analizzano le proprietà dei singolo canali. Si osservino in particolare i movimenti delle porte di attivazione e di inattivazione, e come la posizione delle porte determina lo stato complessivo del canale.

Esperimento #1: canali (1 da menù principale)

· Eseguire un esperimento in condizioni di default (< r > alla prima schermata).

· Accedere al menù di Edit (< e >), porre il Membrane potential  (termine con cui qui, in realtà, si intende il potenziale a cui la membrana è comandata, e non il potenziale di membrana di riposo) pari a +50 mV, e osservarne l'effetto sulla probabilità e sulla velocità di apertura.

· Provare ad aumentare il numero dei canali  (Number of sweeps), osservare come ci si avvicina sempre più alla curva teorica.

· Commutare al canale Na. Provare a cambiare il potenziale di membrana (es. 0 e 50 mV). 

Parte seconda: esperimenti in voltage-clamp
In questo gruppo di esperimenti si studiano le correnti voltaggio-dipendenti che si sviluppano in condizioni di voltaggio imposto: variabile indipendente è il voltaggio, variabile dipendente la corrente. 
Esperimento #2. correnti (3)   

· Eseguire un esperimento in condizioni di default; cancellare (< c >).

· < e > Porre Vh (potenziale di holding) a -100 (mV).

· Modificare il potenziale di test, Vt (Membrane potential first command). Impostare Vt a -20, eseguire l’esperimento, e di seguito ripeterlo senza cancellare lo schermo con valori di Vt progressivamente più positivi. Usare incrementi di 20 mV e cercare il potenziale di inversione del sodio (potenziale di test al quale la corrente del sodio si annulla).

Il potenziale di inversione coincide con il potenziale di equilibrio Nernstiano. La denominazione indica che intorno a questo valore si inverte il verso della corrente.

Esperimento #3: conduttanze (2)  

· Eseguire un esperimento in condizioni di default. 

· < c > < e > Impostare Vh a -90 e Vt a 10. < r >.

· < c > eseguire una serie di comandi depolarizzanti da -20 a +100 in incrementi di 20 mV lasciando le tracce sovrapposte.

Si osservi come si realizzi una progressiva saturazione delle conduttanze, più evidente per gK. Il fatto che gNA continui a crescere (sebbene in misura limitata) non è dovuto ad un aumento delle probabilità di apertura dei canali, ma ad una maggiore velocità della cinetica di attivazione.

Esperimento #4: tutte le opzioni del voltage-clamp (Advanced version) 
Farmacologia delle correnti voltaggio-dipendenti: effetto della Saxitossina (bloccante del canale Na+), analogo alla tetrodossina, e del TEA (tetra-etil-ammonio), bloccante del canale K+. 

· < e > scegliere la visualizzazione della corrente totale (YES in Show total current?) < r > 

· Definire il potenziale di membrana di holding (< c > < s > Vh -90), e di test (Vt +10), < r > 

· Provare il blocco della corrente sodio: < c > < p > Saxitoxin 50, < r >. 

· Provare il bolcco della corrente potassio: < c > < p > Saxitoxin 0, TEA 50, < r > < c >. 

Notare le concentrazioni alle quali i due farmaci agiscono. 

Esperimento sulla inattivazione del canale Na:

· < i > < d > scegliere il display della sola conduttanza Na+, e porre Time scale 25 ms < e > (usando i cursori destra-sinistra). 

· < s > Vh -90, Vt -10, durata 6 ms.

· < s > impostare il secondo comando con gli stessi valori del primo, impostare Starting times a 20 ms ed eseguire l'esperimento. Senza cancellare, impostare successivamente il secondo impulso a 15, 10, 9, 8, 7.5, 7 ms.

Al di sotto di un certo ritardo (calcolabile dalla differenza degli Starting times) il secondo impulso apre una conduttanza progressivamente più piccola. Al di sotto di 7.5 ms il secondo impulso è totalmente inefficace. Cercate di spiegarne la ragione.
< p > rimettere Saxitoxin, togliere TEA, e osservare come gK non vada soggetta ad inattivazione.

Soppressione della porta di inattivazione del canale Na:

· < c > < i > < h > Impostare Constant di Inactivation rates a 0 ed eseguire l'esperimento.

Questo esperimento è realmente possibile utilizzando veratridina. Si osservi come in queste condizioni il canale Na si mantenga aperto fino a che è mantenuta la depolarizzazione.
Esperimento sulle tail currents:

· < i > <d > scegliere il display della sola Ik e porre time scale 25 < e >

· < s > porre il primo stimolo a 50 /1 / 9 (Vh, start, durat.), ed il secondo a -40 / 10 / 15. < r >

· < s > cambiare il potenziale del secondo stimolo, iperpolarizzando con incrementi di -10 mV.

Osservare che la “ tail current “ (la corrente di coda alla ripolarizzazione) si inverte intorno a Ek.

Spiegarne la ragione.
Parte terza: esperimenti in current clamp.

Esperimento #5: generazione del potenziale d’azione.

Eseguire dapprima l’esperimento in condizioni di default. < c >
Esperimento sulla refrattarietà: 

(la terne di valori indicate si riferiscono, nell’ordine, all’ampiezza, al ritardo e alla durata degli impulsi)

· < e > Primo impulso durata 0.3. Secondo impulso 100/8/0.3. < r > (failure)
· < e > aumentare l'ampiezza: secondo impulso 150/8/0.3. < r >

· < e > aumentare la durata: secondo impulso a 100/8/0.5. < r >

Si osservi come in condizioni di refrattarietà relativa occorra aumentare l’efficacia dello stimolo (agendo sull’intensità e/o sulla durata) per evocare un potenziale d’azione.

· < e > ridurre il ritardo: 150/6/0.3. (failure).

· < e > aumentare l'ampiezza 200/6/0.3.

· < e > aumentare la durata 150/6/0.5.        < e > ecc...
Osservare come riducendo progressivamente il ritardo aumentando l’ampiezza e/o la durata necessarie ad evocare il potenziale d’ azione, fino a che a circa 4 ms si entra in refrattarietà assoluta.

N.B.: a Vh -80 mV parte spontaneamente un potenziale d'azione per un difetto di programmazione.

Farmacologia sul potenziale d’azione (opzione 7 dal menù principale) 

Effetto della Saxitossina e del TEA.  

· Eseguire un esperimento in condizioni di default (< r > alla prima schermata). 

· < e > Saxitossina a 1, 2, 5, 10, 50, senza cancellare  

· < c > < i > < r >; 

· < e > TEA 2, 10, senza cancellare.

Il blocco progressivo dei canali Na+ porta ad una progressiva diminuizione della velocità di crescita del potenziale d’ azione e ad una diminuzione della eccitabilità: lo spike diventa più lento. più piccolo, e si possono osservare failures.

Il blocco dei canali K+ lascia inalterata la prima fase del potenziale d’ azione ma ne ritarda progressivamente la ripolarizzazione: lo spike ha una maggiore durata. 

Esperimenti di sostituzione ionica (opzione 8 dal menù principale) 

In questi esperimenti si immagina di cambiare i rapporti delle concentrazioni interne ed esterne degli ioni Na+ e K+ (e quindi i rispettivi potenziali di equilibrio Nernstiani) osservandone le conseguenze sulle rispettive correnti voltaggio-dipendenti.  

· Eseguire l'esperimento in condizioni di default.  

· < e > [Na]o/[Na]i =0.3, 0.1, 2, senza cancellare.

· Ripristinare le condizioni iniziali e rieseguire l’esperimento: < c > < i > < r >  

· < e > [K]o/[K]i = 2, 0.3

Ridurre il rapporto [Na]0/[Na]i equivale a ridurre la concentrazione esterna, ovvero aumentare la concentrazione interna, dello ione. Come conseguenza si avrà una diminuzione del potenziale di equilibrio del sodio (ENa meno positivo), e quindi una diminuzione della sua driving force. Viceversa per l'aumento di [Na]o/[Na]i. Spiegare cosa accade con la variazione di [K]o/[K]i.
· Tornare al sistema operativo (opzione 0 dal menù principale)

Parte quarta : esperimenti sul potenziale d’ azione.
Potenziale d’ azione nell'assone gigante di calamaro secondo il modello di Hodgkin e Huxley

Dal prompt del DOS digitare HHAP.

Impostare  protocolli sperimentali con le seguenti caratteristiche:

                                                        Amp.    Durata   Vrest     Temp
1 - Studio della soglia:                    

                                                         10        1            -80         10          failure

                                                         18        1            -80         10          si

                                                         16        1            -80         10          failure

                                                         16        1.2         -80         10          si

_ Uno stimolo sotto soglia può diventare efficace aumentando l'ampiezza e la durata.

                                                         16        1            -70          10         si

_ Uno stimolo inefficace ad un certo potenziale può evocare un potenziale d’ azione ad un potenziale più depolarizzato (si confronti con la prova #3 sopra)

2 - Studio della iperpolarizzazione postuma:

                                                         16        1            -60           10

                                                         18        1            -80           10

Spiegare perchè l'iperpolarizzazione postuma non si osserva in quest’ ultimo caso.

3 - Effetto della temperatura:

                                                         16        1            -60            4
                                                         16        1            -60            20

_ Notare l'importanza della temperatura nella durata del potenziale d’ azione. Nei mammiferi, una variazione di temperatura di 2 C, come si osserva durante uno stato febbrile o in seguito ad un intenso esercizio fisico, comporta una riduzione della durata del potenziale d’ azione del 20%.

Potenziale d’ azione in un neurone di mammifero (solo demo)
Dal prompt DOS digitare ogni volta SPIKESCG.

                                                        Vrest                    Durata  Amp.

                                                        -80        D             1             20
                                                        -60        D             1             5

                                                        -80        S             -              0.5
_ E’ una ricostruzione del potenziale d’ azione in un neurone simpatico di mammifero che tiene conto delle cinque principali conduttanze voltaggio-dipendenti presenti: oltre ad una corrente sodio e una corrente potassio rettificatrice ritardata (INA e Ikv) analoghe a quelle dell'assone gigante di calamaro, qui sono presenti una corrente calcio (Ica) e due altre correnti potassio: una corrente transiente (IA, con una cinetica simile a quella della corrente sodio) ed una corrente  K+ Ca-dipendente (IKCa). Il contributo relativo delle diverse conduttanze nella genesi del potenziale d’ azione dipendente dal potenziale di membrana di riposo.                                                                                                                 
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