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Abstract
In this work stochastic models of voltage-gated ionic channels are developed in order to
study bioelectromagnetic interaction mechanisms at cellular level. An analysis on the
sensitivity of the model to membrane variations as well as a study of the model frequency
response has been performed.

INTRODUZIONE

Al fine di comprendere gli effetti biologici dei campi elettromagnetici di bassa intensita
(intorno e al di sotto dei limiti fissati dalle attuali normative) un possibile approccio ¢
rappresentato dallo studio dei meccanismi di interazione a livello cellulare e dallo sviluppo
di modelli. In particolare i canali ionici, che regolano i flussi di correnti attraverso la
membrana cellulare, sono una delle principali unita biologiche modellizzate [1]. Questo
lavoro vuole caratterizzare 1’'uso di macchine a stati finiti di Markov per lo studio
dell’interazione tra campi EM e canali ionici voltaggio dipendenti.

MODELLI E METODI
Dall’osservazione dei tracciati delle misure sperimentali di un singolo canale, (patch-clamp)
si deduce che un canale puo essere schematizzato come un sistema in cui lo spazio di stato
puo essere suddiviso in due sottostati, uno aperto in cui il canale conduce ed ¢ attraversato
dalla corrente ionica, ed uno chiuso in cui non fluisce corrente. Questi due sottostati possono
essere monodimensionali o pluridimensionali in funzione del tipo di canale considerato.
Esistono, infatti, canali con un solo livello o con piu livelli di conduttanza (ogni livello puo
essere associato ad un particolare stato aperto del sistema), come pure vi sono modelli di
canale che prevedono piu stati chiusi con cinetiche differenziate a seconda che si abbia a che
fare con stati disattivati o chiusi in senso stretto. Il canale fluttua in maniera casuale da uno
stato all'altro e queste transizioni avvengono in maniera istantanea.
Ipotizzando che la transizione allo stato successivo dipenda solo dallo stato presente (canale
a memoria zero) ¢ possibile descrivere la cinetica del canale tramite processi di Markov
Tempo Continuo a Stati Finiti. L'automa stocastico che simula la cinetica di un processo
markoviano ¢ definito attraverso 1 seguenti parametri:
* Un numero N di stati, elementi dell'insieme dei possibili stati energeticamente stabili che
possiede la molecola proteica.
* La topologia in senso stretto, cio¢ una rete di cammini tra i vari stati, che indica le
modalita di transizione da uno stato all'altro.
= [ coefficienti di transizione probabilistici qj; (s™1), che indicano la velocita di transizione
tra gli stati.
I coefficienti di transizione dipendono funzionalmente dalla tipologia del meccanismo che
determina I'attivita del canale ionico. In particolare per 1 canali voltaggio-dipendenti i
coefficienti di transizione dipendono direttamente dal potenziale di membrana e dalla
temperatura del microambiente acquoso intorno ad essa attraverso una relazione non lineare.
L’evoluzione temporale della permanenza del canale nei diversi stati ¢ descritta dal sistema
di equazioni differenziali: dP(t)/dt=P(t)*Q, dove P ¢ il vettore delle occupanze dei singoli



stati e Q rappresenta la matrice di transizione. Attraverso questa modellizzazione ¢ possibile
descrivere formalmente la cinetica del canale ionico, ottenendo risultati che possono essere
direttamente confrontati con i dati ottenibili dall'analisi sperimentale delle registrazioni
dell'attivita del singolo canale ionico [2, 3]. In queste tecniche, la singola corrente di canale
¢ registrata applicando gradini di tensione (voltage-jump) e mantenendo costante la
temperatura. Il modello di Markov corrispondente al canale del potassio viene riportato in
Figura 1 come esempio. Il modello possiede 5 stati ed ¢ formato da quattro sub-unita con due
conformazioni possibili ciascuna (C/O) regolate dai coefficienti di transizione o ¢ B. Il
canale presenta un solo stato aperto (quattro O).
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Figura 1: Schema del modello markoviano adottato per il canale del potassio e corrispondente matrice Q dei
coefficienti di transizione.

Il comportamento del canale pud essere riprodotto per via analitica ottenendo due possibili
tipologie di risultati: la probabilita di apertura all’equilibrio per valori di tensione nel range
di attivazione del canale stesso, I’andamento temporale della probabilita di apertura come
risposta ad un gradino di tensione. In Figura 2 ¢ possibile notare I’ottimo accordo tra tale
soluzione analitica e i dati sperimentali per il canale del Potassio.
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Figura 2: Confronto tra i risultati della soluzione analitica e i risultati sperimentali per il canale del Potassio

Questo tipo di approccio richiede la stazionarieta della soluzione; rilasciando questa ipotesi il
comportamento del canale puo essere simulato con tecniche Monte-Carlo.

La simulazione Monte-Carlo ¢ basata su un algoritmo che permette di generare un processo
stocastico casuale. Nel caso specifico una simulazione ¢ il frutto dell'introduzione di un
fattore stocastico nell'evoluzione cinetica del canale, tramite la generazione e lo sfruttamento
adeguato di una sequenza di numeri casuali. Partendo dall'ipotesi di considerare la
probabilita di trovare il sistema in un certo stato ad un certo istante come una variabile
aleatoria, ¢ possibile generare un processo casuale in cui il tempo di permanenza in uno stato



¢ ancora una variabile aleatoria, tale tecnica ¢ stata discussa in dettaglio in [1]. L'analisi del
singolo cammino cinetico rappresenta l'attivitd di un unico canale ionico. L'applicazione
ripetuta delle tecniche casuali puo generare un numero adeguatamente alto di realizzazioni da
permettere uno studio statistico del comportamento macrocinetico di una popolazione elevata
di canali. Pertanto, basandosi sulla proprieta di ergodicita del modello ¢ possibile osservare
la risposta del canale o come evoluzione nel tempo di una singola realizzazione
(distribuzione dei tempi di apertura e chiusura) o come risposta di un insieme elevato di
realizzazioni indipendenti (probabilita media d’apertura).

INTERAZIONE CON IL CAMPO ELETTROMAGNETICO

Un segnale elettromagnetico esogeno che agisce su un canale puod essere esaminato in base
alla sua ampiezza, frequenza portante e andamento temporale. In termini di interazione il
segnale EM indotto sulla membrana cellulare ¢ responsabile di una perturbazione (Ving)
della tensione transmembranale (V= Viansmembrt Vind ) agendo sul modello attraverso una
variazione dei coefficienti di transizione [1]. Di conseguenza appare di fondamentale
importanza comprendere la minima variazione di tensione transmembranale che il modello ¢
in grado di rilevare in relazione ai parametri che descrivono il processo, come ad esempio il
numero di realizzazioni utilizzato o il tempo di osservazione del fenomeno.

RISULTATI

I risultati proposti sono stati ottenuti con la tecnica Monte-Carlo la quale ¢ in grado, per
quanto detto, di seguire 1’evoluzione dinamica del canale nel tempo e pertanto adatta a
studiare [’interazione con il campo EM. Il confronto con la soluzione analitica
(deterministica e stazionaria) ¢ stato utilizzato come criterio di “calibrazione” della soluzione
stocastica in condizioni fisiologiche non perturbate. Si ¢ scelto di adottare come parametri
delle simulazioni Monte-Carlo una finestra di osservazione della risposta al “clamp” pari a
T= 300 ms e un numero di realizzazioni N=100000, avendo riscontrato per tali valori risultati
di probabilita media di apertura che si discostano meno dell’1% dalla soluzione analitica in
tutto ’intervallo di attivazione del canale.

Il problema della minima variazione di tensione transmembranale che il modello ¢ in grado
di rilevare ¢ stato affrontato simulando ’attivita del canale in presenza di una perturbazione
costante nel tempo e di intensita crescente in un intervallo di Vi,gda 0 a 1000 uV. I risultati
di ognuna di queste simulazioni sono stati elaborati attraverso un’analisi statistica del primo
ordine sulla differenza tra la soluzione analitica non perturbata e le soluzioni numeriche
sotto le diverse condizioni di Vi,g. Tale analisi (Figura 3) ha evidenziato come in questa
situazione operativa non sia possibile distinguere perturbazioni significative fino a valori di
Ving= 100 nV. Tuttavia le distribuzioni dei valori delle differenze intorno al valore medio
rappresentato in Figura 3 non presentano uguali caratteristiche al variare dell’intensita della
perturbazione. Da un’analisi statistica del secondo ordine (differenze quadratiche medie nel
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assestamento si giunga a valori stabili e distinti del parametro md? per condizioni di
perturbazione fino a Vi,g= 1 uV. Tali risultati sono stati ottenuti similmente per altri valori
di tensione transmembranale evidenziando un comportamento analogo; in Tabella I sono
riportati i valori di variazioni percentuali di md*.



Differenza media
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differenza quadratica media calcolato in tre diversi
Figura 3: Valore medio e deviazione standard della valori di tensione transmembranale.
differenza tra soluzioni numeriche in condizioni
perturbate e soluzione analitica in condizioni non
perturbate. La linea unita rappresenta il valor
medio della differenza in assenza di perturbazione
(Ving=0), le linee doppie la deviazione standard.

\

Quando la perturbazione della tensione transmembranale ¢ indotta da un campo
elettromagnetico essa ¢ temporalmente variabile e assume una forma del tipo Ving= |Vind|*{(t).
Per studiare la risposta a campi di diversa frequenza lo studio ¢ stato condotto per
f(t)=sin(2ntfepmt) € in condizioni di ottima sensibilita per il modello: [Viyg/=1mV, senza volere
correlare questo valore ad una specifica esposizione reale per la quale si rimanda a [1]. La
risposta del canale a questo tipo di perturbazione ¢ stata analizzata con le medesime tecniche
precedentemente descritte ed ha evidenziato nell’andamento temporale della differenza
quadratica media una correlazione con la frequenza fgym, anche per frequenze superiori a
quelle implicate dalle costanti cinetiche del modello. Questo tipo di risposta pud essere
spiegato facendo riferimento alle modalita di funzionamento del modello illustrate
precedentemente e in [1]. Il canale risulta “sensibile” al valore della tensione solo fra un
passaggio di stato e 1’altro, questo comporta un campionamento temporale asincrono della
forma d’onda di Vjyg. Di conseguenza il canale ¢ sicuramente in grado di ricostruire 1’azione
di un segnale di bassa frequenza (fem inferiore alle frequenze di transizione del canale) ma
potrebbe essere in grado di recepire componenti portanti ad alta frequenza e componenti
modulanti a bassa frequenza.

CONCLUSIONI

In questo lavoro si ¢ evidenziato come sia possibile studiare canali di membrana esposti a
campi EM tramite opportuni modelli a macchine a stati di Markov. Si sono ottenuti risultati
della sensibilita di tali modelli a variazioni di tensione di membrana attraverso un’analisi
statistica del primo e del secondo ordine. Nello studio della risposta in frequenza si ¢
riscontrata una loro capacita di rilevare componenti di alta frequenza e modulanti.
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