FunkcCni analyza NS

Elektrofyziologické metody - rychlost

- cela fada metod méreni proudu, napéti, potencialt — vyuZziti mikroelektrod

a) Intracelularni méreni — meri se jedina bunka, i malé zmény potencialu

b) Extracelularni méfeni — single unit recording (méfi se jedna bunka)
- multi-unit recording (méfi se skupina bunék najednou)
- EEG



Intracelularni mereni
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Intracelularni mereni

Metoda vnuceného napéti (voltage clamp technique)
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obvykle 2 mikroelektrody — intracelularni snima membranové napéti proti extracelularni

- bunku vystavime konstantnimu napéti a toto napéti udrzujeme
- méfime velikost/Eetnost proudl v zavislosti na nastaveném konstantnim napéti



Intracelularni mereni

Metoda vnuceného proudu (current clamp technique)

2 mikroelektrody — intracelularni a referen¢ni extracelularni
- bunku stimulujeme rtznymi pulsy proudu — méfime jeji odpoved
- meérfime zmeny membranového napeéti

- méreni spontanni a indukované aktivity



Patch clamp technique

= technika terCikového zamku

- umoznuje méfeni proudu vyvolanych aktivaci iontovych kanald

- umoznuje snimani celé bunky i jediného iontoveho kanalu v izolovaném tercCiku

-k bunécné membrané je prisata elektroda (mikropipeta) - pevné spojeni s vysokym odporem

- béhem méreni Ize ménit slozeni roztoku v okoli buriky a sledovat kinetiku iontovych kanalu.
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Cell-Attached Whole Cell
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- antibiotiky indukované pory - posun po membrané a méreni vice mist

- projdou pouze malé monovalentni ionty



Sharp electrode technique

maly prameér elektrody
intracelularni méreni
minimalni vyména iontll mezi elektrodou

a vnitfrnim prostfedim buriky (minimalni
vliv elektrolytu v elektrodé)




Extracelularni mereni

Single unit recording
- mikroelektroda (sklenéna, kovova) zavedena do mozku

- rozliSeni na 1 neuron — monitorovani aktivity 1 neuronu

Stimulating electrode
in pyramidal tract

Recording microelectrode in wrist
area of left motor cortex
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Multi unit recording — vetsi elektroda nebo system vice elektrod
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Funkcni analyza NS

EEG

zaznam Casové zmeény elektrického potencialu zplisobeného mozkovou aktivitou
tento zaznam je pofizen elektroencefalografem

neinvazivni metoda funkCniho vysetreni elektrické aktivity CNS

Sumacni signaly z neuronu jsou snimany elektrodami z povrchu skalpu

EEG signal vznika jako dusledek sumace aktivity extrémné vysokého mnozstvi
neuronu

e E T ._I_.:.-hn__——u ey
| Ao dap s it
~a4 IF /i |~-: .'_-! IH II,?- M ."""'*‘ e
| W Ll | ] v
--1Jrl’1‘. S IR Y
— | I Y (SR AL L LT L e T
| e r"., FPLATTRE ¥ o
aended Tk e b e A T Al
ﬂl: I |l : '-_I . 'I 1 | il W o
.||I"" -E. L J. .-~-.I.":!-" I Ill A
1 i\ IR ALY Y,
|J'..[,|*.’tl;~,}'ri=l 'I.

A B AU P AN e
AARVEEN AN RN AR o
et AN AR
~ % 4‘ 'I!‘;UJ'" e 1l ||I Mt U st

1 1M o R R w
|J|-|I Jnl'r'-’ | fl Il.'4 ! | | oM ot
TN T W J






Optogenetika v neurobiologil

« vyuziti svétla/laseru pro stimulaci neuronu

a) exprese iontovych kanalu aktivovanych/inhibovanych svétlem

- modulace aktivity urcité skupiny neuronu (GMO, promotory, inducibilita ...)
- channelrhodopsiny (Na+, H+)
- halorhodopsiny (Cl-)

- archaerhodopsin (inverzné H+)
- bacteriorhodopsin

- rychlost, presnost



Optogenetika v neurobiologil

Peak Response

Opsin = Variant Description
psin Typ P Spectra (nm)
Channelrhodopsins: ChR2 Widely used light-gated cation channel from 470
cation channels from Chlamydomonas reinhardtii (CrChR2)
Chlamydomonas
reinhardtii ChR2/H134  Widely used variant with larger photocurrent compared 450
to CrChR2
ChETA E123T mutation; creates faster kinetics but reduces 490

photocurrent amplitude
ChR/T159C  T159C mutation; displays increased photocurrents 470

SFOMSSFO  Step function Opsins and Stabilized Step Function 470(activ.),
Opsins. Mutations at C128 and D156 of CrChR delay the | 590(inact.)
closing of the channel

FEeaChR Red-activatable variant of CrChR2 500

https://www.addgene.org/optogenetics/guide/



Optogenetika v neurobiologil

b) exprese optogenetickych senzorl pro — neurotransmitery, ionty, membranové
napéti ...

Ca2+
- single proteiny

Pericams CatchER



Optogenetika v neurobiologil

A

Ca2+
- dva proteiny (FRET)



Optogenetika v neurobiologil

Caz+
- bioluminiscence
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Méreni aktivity neuronu pomoci
fluoroforu (chemickych senzoru)

Neinvazivni

* Invitro — tkanoveé kultury, fezy mozku, bunécné kultury ...
* In vivo — zvifeci modely




Méreni aktivity neuronu pomoci
fluoroforu (chemickych senzoru)

— fluorofory citlivé na zmény napéti, koncentrace iontu...

Aplikace flouroforu - mikroinjekci (jsou-li bunky dost velké)
- ve formé esteru (ester loading)

Fluorofory obvykle nepfechazeji pres membranu — hodné nabité pfevazné na
karboxylovych skupinach — jejich esterifikaci vznika nenabita sloucenina,
muze se dostat do bunky a tam je aktivovana esterazami — trosku problem
pak je Ze indikator se dostane vsude do bunky, v riznych ¢astech ruzné
aktivni esterazy a tedy rizné mnozstvi aktivni latky

- |ze dlouhodobé monitorovani zmén v realném case



High Affinity Calcium Indicators

Indicator Kd for Excitation (nm), emission Notes
Ca— {nm)
(nMM)
Calcium Green-1 190 400ex 531 em single wavelength
Fluo-3 325 5006 ex 526 em single wavelength
Fluo-4 345 404 ex 516 em single wavelength
Fura-2 145 363/335ex 512 em dual excitation/ single emission
Indo-1 230 488 ex 405/485 em single excitation/dual emission
Oregon Green 488 170 488 ex 520 em single long wavelength
Bapta-1
Fura-4F 0.77 336/366 ex. 51lem Ratiometric Exitation / Single
eMIss10n
Fura-5F 0.40 336/363 ex, 512em Ratiometric Exitation / Single
EMIS5100
Calcium Crimson 185 590ex 615 em single long wavelength

X-thod-1 0.7 580 ex.602 em Single excitation/emission




Funkcni analyza NS

Functional brain imaging — neinvazivni, simultanni méreni vice struktur najednou

CT (pocCitaCova tomografie) — rentgenovy paprsek, detektor, rotace, az 3D
- vysoka rozliSovaci schopnost
- rozdil mezi vstupni a vystupni intenzitou zareni
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FunkcCni analyza NS

PET — pozitronova emisni tomografie

- vyuziva pozitronovych zafi¢u a detektoru zareni
- positrony-emitujici isotop (napf. v glukdze) do krve — akumulace v metabolicky aktivnich mistech

- hodnoceni - regionalniho metabolizmu
- prokrveni mozku jako ukazatele neuronalni aktivity
- u€inek psychofarmak in vivo
- detekce malych funk€nich abnormalit mozku u psychickych poruch




Funkcni analyza NS

SPECT - single-photon emission computerized tomography

- opét injekce nebo ihnalace radioaktivniho izotopu a detekce gamma-zareni
- izotopem je zde zdroj gamma-zareni




FunkCni analyza NS & » ﬁ"#
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MRI — magneticka rezonance

- pusobeni vysokofrekvencniho magnetického pole na atomova jadra (protony a neutrony)
- 0sa otaceni (spin) se podle magnetického pole orientuje — paralelné a antiparalelné

- po odpojeni vysokofrekvenéniho magnetického pole — jadro se vraci do klidové polohy
- pouziva se vice magnetickych poli s riznou orientaci a frekvencemi

- pfi urcité frekvenci pusobeni ur€ité atomy poskytuji rezonancni signal (radiofrekvencni
energie) — klasicky pro vodik 42,58 MHz (pro indukci 1 Tesla)

- rozdilna intenzita signalu u ruznych tkani




Funkcni analyza NS

Funkcni MRI (fMRI) oxyhemoglobin/deoxyhemoglobin

— MRI rozliSi zda hemoglobin ma navazany kyslik — podle toho ovlivni
rezonancni signal vodikovych jader v blizkosti

- aktivace urcité casti mozku specialnim ukolem — urcita ¢ast mozku potrebuje
vice kysliku, zvySi se prutok krve k ni, zména v rezonancnim signalu —
neprime sledovani mozkove aktivity




Funkcni analyza NS

Magnetoencefalografie
- mapovani mozkové aktivity pomoci citlivych magnetometru
- elektricka aktivita neuronu vede i ke vzniku malého magnetického pole

- pro mereni nutné stineéni od okoli

t=220.0 ms
MNE SNR=3.0
0.0 ..0.1..0.2 *1e-10




