Cwiczenie nr 15

ANALOGOWY MODEL TRANSMISJI SYNAPTYCZNEJ

Aparatura
Komputer wraz z neurosymulatorem, Cobra3.

Przebieg ¢wiczenia

W ramach ¢wiczenia przeprowadzone zostang nastgpujace badania:
A. Wyznaczanie statej czasowej tadowania btony postsynaptycznej
B. Badanie zaleznoS$ci amplitudy depolaryzacji od nat¢zenia bodZca (natezenia pradu depolaryzujacego)
C. Badanie zalezno$ci czgstotliwosci wyladowan w aksonie od amplitudy depolaryzacji.

A. Wyznaczanie statej czasowej tadowania blony postsynaptycznej

CzynnoS$ci wstepne:

a) wiaczy¢ komputer.

b) wiaczy¢ Neurosymulator (wlacznik znajduje si¢ w goérnej czesci tylnej §cianki urzadzenia).

c) wiaczy¢ jednostke Cobra3 poprzez podlaczenie do gniazda znajdujacego si¢ po prawej stronie

wtyczki zasilacza.

d) uruchomi¢ program measure, skrét do ktérego znajduje si¢ na pulpicie ekranu.
1. Polaczy¢ przewodami: gniazdo (7) z gniazdem (11) pobudzajacego zakonczenia synaptycznego oraz
gniazdo (19) (wyjscie analogowego kanalu potencjalu postsynaptycznego) z gniazdem wejSciowym (21)
przetwornika analogowo-cyfrowego.
2. Nastawi¢ natezenie egzocytozy neuromediatora na maksimum pokretltem (1).
3. W celu przygotowania oprogramowania do nowej rejestracji kliknag¢ opcje ,,nowy pomiar” (czerwona
kropka w lewym gérnym rogu menu programu).
4. Po pojawieniu si¢ na ekranie monitora okna rejestratora:

a) wybra¢ zaktadke ,,pomiar normalny”

b) w ramce ,,Kanaty pomiar” uaktywnic¢ tylko pierwszy (lewy) kanat analogowy

¢) wpolu ,rekord X” wybra¢ ,,Czas”.

d) w ramce ,,Zakres pomiaro” (lewy dolny rég ekranu) wybra¢ opcje ,,+10V” dla obu kanatéw

analogowych.

5. Nacis$niecie przycisku ,,Dalej” spowoduje teraz przejscie do nowego okna dialogowego. W oknie tym
wybra¢ opcje ,,rozpocznij pomiar” i, po krétkiej chwili, wcisna¢ na ok. 3 sekundy przycisk 4.

Uwaga: zbyt krétki pomiar nie umozliwi ,,uchwycenia” calego badanego przebiegu zaleznosci
potencjatu postsynaptycznego od czasu!

Bezposrednio po zwolnieniu przycisku 4 zakonczy¢ rejestracje poprzez wybdr opcji ,,zakoncz pomiar”
(opcja ta uaktywni si¢ automatycznie po rozpoczeciu pomiaru).

6. Na ekranie monitora automatycznie pojawi si¢ teraz wykres zalezno$ci potencjalu postsynaptycznego od
czasu (wykres czerwony). W celu wyznaczenia z tego wykresu statej czasowej tadowania btony nalezy
uaktywnié¢ funkcje ,.zmierz”, oznaczong symbolem = (po prawej stronie drugiego wiersza menu).
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Funkcja ta wyswietla wsp6trzedne dwoéch punktow (oznaczonych na ekranie ,,1” i ,,2”), ktére mozna
dowolnie przesuwa¢ przy pomocy myszy, jak tez réznice odpowiednich warto$ci wspétrzednych miedzy
tymi punktami.

a) ustali¢ wspodtrzedne punktu rozpoczecia procesu fadowania blony (przesuwajac do niego punkt
,»17) oraz dowolnie wybranego punktu z obszaru ,nasycenia” potencjatu postsynaptycznego
(przesuwajac do niego punkt ,,2”).

b) odczyta¢ z okienka nad wykresem catkowita zmiane potencjalu postsynaptycznego AY.

c) sprawdzi¢, po jakim czasie od rozpoczgcia procesu tadowania blony przyrost potencjatu
postsynaptycznego osiggnat warto§¢ AY’ = 0.63-AY (uprzednio obliczy¢ te warto$¢!). Z
definicji bedzie to stala czasowa tadowania btony. (Najtatwiej to zrobi¢ przesuwajac punkt ,,2”
wzdluz wykresu do momentu, w ktérym réznica wspétrzednych Y tego punktu i punktu ,,1”
osiggnie warto$¢ AY’ i odczyta¢ nastgpnie odpowiednig wartos¢ AX). Wpisa¢ wyznaczong
warto$¢ stalej czasowej do odpowiedniej tabeli formularza.

7. Powtérzy¢ czynno$ci z podpunktéw 3 oraz 5-6 punktu A dla dwdch, istotnie réznigcych si¢ natezen
bodZca depolaryzujacego (zmieniamy to nat¢zenie pokretiem 1).
8. Obliczy¢ warto$¢ $rednig czasu tadowania btony i wpisac ja do Tab. 1.

B. Badanie zaleznosci amplitudy depolaryzacji od nateZenia bodica (nateienia prgdu depolaryzujgcego)

1. Zachowujac dotychczasowa konfiguracje eksperymentalna (podpunkt A.1), dodatkowo potaczyé
gniazdo 7 z gniazdem wejsciowym 22 przetwornika analogowo—cyfrowego. Umozliwi to dodatkowo
rejestracje pradu postsynaptycznego rownolegle z rejestracja potencjalu postsynaptycznego.

2. Za pomoca pokretta (1) ustawi¢ natezenie bodzca tak, aby kreska widoczna na pokretle pokrywata sie z
poczatkiem skali znajdujgcej si¢ nad pokrettem.

3. W programie ,measure” klikng¢ opcj¢ ,,nowy pomiar”’, a nastepnie uaktywni¢ w ramce ,,Kanaly
pomiar” drugi kanat analogowy.

4. Powtarzajac czynnosci (3) oraz (5) wymienione w punkcie A, dokona¢ jednoczesnej rejestracji natezenia
bodzca pradowego oraz potencjatu postsynaptycznego.

5. Po zakonficzeniu rejestracji na ekranie monitora, podobnie jak poprzednio, pojawi si¢ wykres zaleznosci
potencjalu postsynaptycznego od czasu (wykres czerwony) oraz dodatkowo wykres zaleznosci czasowej
bodzca pradowego (wykres niebieski).

Uwaga: of rzednych odnosi si¢ teraz do potencjatu postsynaptycznego!

6. Stosujac w sposdb wyzej opisany (podpunkt A.6) funkcje ,,zmierz” odczyta¢ amplitude depolaryzacji (to
jest odchylenie stacjonarnego, ,nasyceniowego” potencjalu postsynaptycznego od jego wartosci
spoczynkowej) i wpisa¢ ja do odpowiedniej kolumny w tabeli pomiarowe;.

7. W celu odczytania natezenia bodzca pradowego (proporcjonalnego do napigcia, stad jednostki napiecia)
klikna¢ pole ,,U1”. Spowoduje to, ze 0§ rzgdnych odnosi¢ si¢ bedzie do bodzca pradowego - na ekranie
pozostanie tylko wykres niebieski. Przy pomocy funkcji ,,zmierz” odczyta¢ natezenie bodzca i wpisa¢ je do
odpowiedniej kolumny tabeli pomiarowe;.

5. Dla co najmniej o$miu réznych, rosnacych nat¢zen bodzca pradowego zmierzy¢ ich warto$¢ oraz
odpowiedniag amplitude¢ depolaryzacji, powtarzajac czynnosci (4) do (7). Nalezy zadba¢ o to, aby
pojedynczy przyrost nat¢zenia nie byl zbyt duzy, gdyz w przeciwnym przypadku nie zostanie osiggnigta
zadana liczba punktéw pomiarowych!

6. Wykresli¢ na papierze milimetrowym zalezno$¢ amplitudy depolaryzacji od natg¢zenia bodzca
pradowego.
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C. Badanie zaleznosci czestotliwosci wytadowan w aksonie od amplitudy depolaryzacji

1. Zlikwidowac¢ potaczenie gniazd 22 i 7, a nastgpnie potaczy¢ gniazdo 22 z gniazdem 20 Neurosymulatora,
co umozliwi rejestracje przez komputer potencjalu btonowego aksonu.

2. Wybra¢ opcje¢ ,,nowy pomiar” w programie ,,measure”.

3. Klikna¢ zakladke ,,pomiar szybki” (spowoduje to pewna zmian¢ w sposobie rejestracji, opisang ponizej w
podpunkcie (6)).

4. Zachowa¢ wybor zakresu pomiarowego gérnego kanatu analogowego (+10V), zas zakres dolnego kanatu
analogowego ustawi¢ na *0,1'V.

5. ,,Czestotliwo$¢” (probkowania) ustawi¢ na 10 kHz - spowoduje to, ze program ,,measure” bedzie
rejestrowal co 0,1 ms chwilowe warto$ci potencjalu postsynaptycznego oraz potencjalu btonowego
aksonu. Poniewaz rejestracja obejmuje 2048 punktéw pomiarowych, sam pomiar potrwa nieco ponad 0,2
sekundy. Po zakonczeniu rejestracji danych program komputerowy przygotowuje je jeszcze przez krotki czas
do prezentacji na ekranie monitora.

6. Kliknag¢ przycisk ,,Dalej”. Spowoduje to pojawienie si¢ nowego okna z komunikatem ,.czekaj na
wyzwalacz”. W odréznieniu od poprzedniej sytuacji (punkty A i B), w trybie ,,pomiar szybki” uzycie
przycisku 4 powoduje automatyczng rejestracj¢ danych pomiarowych przez komputer i nastepnie ich
prezentacje na ekranie monitora.

UWAGA: przycisk 4 zwalnia¢ po czasie nie krotszym niz 0,2 s!

7. Dla co najmniej 8 réznych natezen bodzca, poczynajac od takiego ustawienia pokretta 1, w ktérym
kreska na nim pokrywa si¢ ze Srodkiem skali umieszczone] powyzej niego, przeprowadzi¢ jednoczesne
rejestracje zaleznosci czasowej potencjatu postsynaptycznego (wykres czerwony) i potencjalu btonowego
aksonu (wykres niebieski).
8. Dla kazdego zastosowanego nat¢zenia bodzca:
a) przy uzyciu funkcji ,,zmierz” odczyta¢ z czerwonego wykresu, w sposdb wyzej opisany, amplitudg
depolaryzacji i wpisa¢ ja do tabeli 3,
b) zmierzy¢ czgstotliwos¢ wyladowan w aksonie w stanie stacjonarnym i wpisac ja do tabeli 3. Azeby
o$ rzednych odnosita si¢ do potencjatu blonowego aksonu (wykres niebieski), nalezy klikna¢ opcje
,»U1”!l W celu wyznaczenia czestotliwosci wyladowan trzeba zliczy¢ liczbe ,,iglic” potencjatu
czynnosciowego N w przedziale czasowym (7, , Tj), gdzie T, = moment pojawienia si¢ pierwszej
zliczanej iglicy, natomiast T, to moment pojawienia si¢ ostatniej zliczanej iglicy'. Poniewaz
wyznaczana czestotliwos¢ wytadowan odnosic¢ sie ma do stanu stacjonarnego neuronu, wartos¢ T,
powinna by¢ wigksza od statej czasowej tadowania blony, wyznaczonej w punkcie A! Nastepnie za
pomocg funkcji ,,zmierz” wyznaczy¢ dlugo$¢ przedziatu czasowego (7-T,). Czestotliwos¢ f
wyladowan w aksonie, odpowiadajaca stanowi stacjonarnemu neuronu, wyliczamy ze wzoru:

_ N-1
f‘(Tk—Tp)

Czestotliwosé f wyrazamy w hercach (1 Hz=15s").
9. Narysowa¢ wykres zaleznosci czestotliwosci wytadowan w aksonie od amplitudy depolaryzacji.

" W przeciwienstwie do rzeczywistej sytuacji fizjologicznej, poszczegélne ,.iglice” moga rézni¢ si¢ dos¢ znacznie
amplituda. Wynika to ze skoficzonej czestotliwos$ci probkowania przez komputer potencjalu btonowego aksonu, a
doktadnie z faktu, ze czas pomigdzy zbieraniem kolejnych prébek jest przy czgstotliwosci probkowania 10 kHz
zaledwie kilka razy mniejszy niz szeroko$¢ potdwkowa ,,iglicy” (zatem nie zawsze ,trafiamy” z pomiarem w szczyt

Higlicy”).
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Wymagane wiadomosci teoretyczne

1. Omoéwic¢ bierne wiasciwosci elektryczne bton, znajomos$¢ pojec: pojemnos$¢ elektryczna, opor
elektryczny, stala czasowa blony

2. Omoéwic elektryczny model zastepczy btony komorkowej; wyjasni¢, w jaki spos6b zmiana wartosci
potencjatu blonowego zalezy od nat¢zenia pradu jonowego ptynacego przez bton¢ komérkowa.

3. Oméwic wlasciwosci i mechanizm generowania potencjatu czynno$ciowego w neuronie: rola kanatow
sodowych i potasowych bramkowanych napigciem,

4. Opisa¢ strukturg synapsy chemicznej (nerwowo-nerwowej) wraz ze znajomoscia neuroprzekaznikow
synaps pobudzajacych i hamujacych

5. Omoéwi¢ mechanizm funkcjonowania synapsy chemicznej, w szczegdlnosci mechanizm wydzielania
neuroprzekaznika (rola kanaléw wapniowych bramkowanych napieciem);

6. Omoéwi¢ mechanizm generowania i funkcje postsynaptycznego potencjatu pobudzajacego (EPSP) i
postsynaptycznego potencjatu hamujacego (IPSP). Czym jest sumowanie czasowe i przestrzenne
sygnaléw postsynaptycznych.
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Tabela 1. Pomiar statej czasowej tadowania btony.
Nr pomiaru Stata czasowa tadowania btony [ms]
1
2
3

Warto$¢é Srednia

Tabela 2. Zaleznos$¢ amplitudy depolaryzacji blony od natgzenia bodzca pradowego.

Natezenie bodzca

pradowego [V]' Amplituda depolaryzacji [V]

“"Prad o stalym nateZeniu plynacy przez element o danym oporze wytwarza miedzy koncami tego elementu state
napigcie, co usprawiedliwia uzycie jednostki napigcia jako miary nat¢Zzenia ptyngcego pradu.

Tabela 3. Zaleznos¢ czestotliwosci wytadowan w aksonie od amplitudy depolaryzacji.

Amplituda depolaryzacji | Czestotliwo$¢ wyladowan w aksonie
[V] [Hz]
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