Laboratdrne cvicenie ¢. 6

Meranie bioelektrickych signalov v nerve

Teoreticka cast

Generacia a $irenie nervovych vzruchov (signalov v telach zivoé¢ichov), excitacia nervovych
a svalovych buniek patria k najdoélezitejSim prejavom zivych systémov.

Nervovy vzruch sa $iri nervovymi vlaknami — axénmi. Nervova sastavu vyssich orga-
nizmov mozno vSeobecne rozdelit na centralnu a periférnu. Prave periférnu cast nervovej
stustavy, ktora zahrnuje aj axény, sprostredkiiva vzajomny prenos informacii medzi zmyslo-
vymi organmi a svalmi na jednej strane a centralnou nervovou sistavou na strane druhe;j.

Signédly sa mozu axénmi $irit jednak v smere zmyslové orgdny — centralna nervova
sustava; v tomto pripade hovorime o aferentnych signaloch. Eferentné signaly postupuju
axonmi od centralnej nervovej sustavy k svalom.

Z anatomického hladiska axény st dlhé vyrastky nervovych buniek — neurénov. Sche-
maticky pohlad na neurén je na obrazku 6.1. V nervovej bunke sa schadzaju informaécie vo
forme elektrickych signalov prichadzajacich od mnohych susednych neurénov cez spojenia
— synapsy — do jej kratsich vybezkov — dendritov.

Obr. 6.1: Strukttra nervovej bunky — neurénu (smer prenosu eferentnych signalov do sva-
lovych motorickych jednotiek je vyznaceny sipkou) 1 — dendrit, 2 — synaptické spojenie, 3
— axén, 4 — myelinovy obal, 5 — Ranvierove prstence, 6 — jadro neurénu, 7 — zakoncenie
motorického nervu, 8 — svalové vlakno.

Vyskum generacie nervového impulzu a jeho Sirenia v axoéne je v biofyzike stard a tra-
di¢né tloha. Membréanovi tedriu excitacie sformuloval v roku 1902 Bernstein. Podla tejto
tedrie vzruch (exciticia) vznikd v dosledku elektrochemickych procesov lokalizovanych
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v membrane nervovych a svalovych buniek. Tieto procesy su viazané na prenos malych
i6nov Nat, K+, Cl~ (Ciastocne Ca?").

Uz davno vedci pozorovali, Ze nervy a svaly st schopné generovat elektromotorické
napitia — biopotencialy. Elektricka aktivita buniek sa prejavuje vo forme kratkych impul-
zov (~ 1ms) s opakovanou frekvenciou od 10ms. Vo frekvencii a charaktere postupnosti
impulzov je zakddovana prenasana informacia.

Vnitro nervového vldkna sa nazyva axoplazma. Jej merny odpor je zhruba 0,1—1,0 Qm,
t. j. pri vldkne s priemerom 1pm vychadza odpor na 1m dizky 10'' az 10'2Q, ¢o je
napr. v porovnani s medenym drétom zhodnych rozmerov hodnota 10%-krat vicsia. Z toho
vyplyva, ze prenos elektrického signalu axoplazmou bez uvazenia aktivnej ilohy membrany
nervového vlakna by nebol mozny.

Pre zivé bunky je charakteristicky rozdiel v koncentracii iénov Na™, K+, CI~ na obi-
dvoch strandch ich membran. Tieto koncentracné gradienty jednotlivych iénov st udr-
ziavané v ustalenom stave membrany pomocou mechanizmov aktivneho transportu, pri
ktorom dochadza k prenosu iénov proti elektrochemickému gradientu na tkor vizbovej
energie fosfatovych zlucenin (adenozintrifosfat — ATP) pritomnych v blizkosti membrany.

Elektrické napétie merané ako rozdiel potencidlov na vonkajsej a vnitornej strane mem-
brany mozno vyjadrit Hodgkin-Katzovym vztahom

B ﬂl PxCl + PnaCl, + PaCéy

Ap = n . 6.1
PTF U POy + PraCl, + PaCl, (6.1)

kde F je Faradayov naboj, C%, C% st koncetracie prislunych iénov X zvnitra membréany
(v axoplazme) a zvonka mebrany, Px je permeabilita membrany pre i6n X, dand vyrazom
Px = uxRT/(FAx), pricom ux je pohyblivost iénov X, Az je hribka membrény.

V ustalenom stave je pomer permeabilit pre iény Na®t, K*, C1~ nasledovny:

Px:Pna:Poi=1:0,04:045 (6.2)
Po dosadeni hodnét koncentracii z tabulky 6.1 typickych pre nervové vldkno membré-

nové napitie je
ASppokojové = +67mV (63)

Tabulka 6.1: Koncentracie iénov v roznych roztokoch

koncentracia (mmol/kg)

ion axoplazma krv morska voda
K+t 400 20 10
Na*t 50 440 460

Cl~ 40 — 150 560 940
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Pri excitdcii axénu dojde k lokdlnej zmene permeability membrany voci iénom Na™t
(vzrastie az 500-krat). Pomer permeabilit v tomto pripade je

Px :Pxa:Poi=1:20:045 (6.4)

a membranové napétie
Vexe = —43mV (6.5)

Rozdiel medzi napétim membrany v pokoji a pri excitacii sa v literatire casto uvadza
ako akény potencial a jeho hodnota pre rézne axény sa pohybuje v rozmedzi 90 — 120 mV.

Pri depolarizécii iseku membrany vznikaja elektrické prudy, ktoré pretekaju okolitym
prostredim (obr. 6.2). Tieto prudy excituji susedné tiseky membrany.

vonkajsie prostredie

membrana ez

axoplazma

membrana xR
+ + + 4+ -

+ + + + +

Obr. 6.2: Elektrické prudy vznikajice pri depolarizacii tiseku axénu

Pri tvorbe potencialu participuju 2 druhy kanalov, selektivne priepustnych pre iony
sodika a draslika. Ich otvdranie sa deje po sebe. V prvej faze excitacie vzrasta permeabi-
lita sodika, v druhej faze (s ¢asovym oneskorenim asi 1ms) permeabilita draslika. Casové
priebehy Pk a Py, st znazornené na obrazku 6.3.
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Obr. 6.3: Casova zaviskost permeabilit iénov sodika a draslika v procese excitacie tiseku
nervového vlakna

Priebeh membranového napiitia (vonkajSok voc¢i vnitru) s vyznacenymi etapami je na
obrazku 6.4. Schéma Sirenia excitacie nervovym vldknom je na obrazku 6.5.
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Obr. 6.5: Mechanizmus Sirenia excitacie axdénom

Ak teda snimame potenciél jednej elektrédy umiestnenej v blizkosti vonkajsieho povr-
chu membrany axénu vzhladom na elektrédu zasunutt do vnitra axénu, snimany priebeh
bude zodpovedaf priebehu na obr. 6.4 (tzv. jednofizova registracia akéného potencialu).
Ak snimame elektrické napétie dvoma elektrédami ulozenymi na povrchu membrany vo
vzajomnej vzdialenosti Al, vysledny priebeh dostaneme podla konstrukcie na obr. 6.6 ako
rozdiel vzdjomne posunutych casovych priebehov z obr. 6.4. Interval At = Afl/v, kde v
je rychlost irenia sa vzruchu. V tomto pripade hovorime o snimani dvojfazového akéného
potencialu.

Excitéciu v urc¢itom tseku nervového vldkna (axénu) mozno generovat znizenim jeho
membranového napitia. Pri zniZeni pokojovej hodnoty o menej ako 20 mV (tzv. podprahova
excitacia) membranovy potencial sa vrati na svoju povodni hodnotu. No pri prekroceni
tejto hranice dochadza k depolarizacii membrany spojenej so vSetkymi dejmi opisanymi
v predchadzajicom texte. Velkost depolarizacného napitia uz nezavisi od velkosti priméar-
nej nadprahovej excitacie na danom tseku axoénu.
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Obr. 6.6: Casovy priebeh potencidlov a meraného napitia pri aplikicii dvoch meracich
elektrod na povrch axénu

Experimentalna cast
Uloha

Pre vypreparovany nerv skokana zeleného meranim stanovte rychlost Sirenia sa excitécie,
zévislost prahovej hodnoty amplitidy stimulacii od frekvencie a z frekvenénych merani
odhadnite dobu refrakterity nervu. Pri registracii jednofazového akéného potencidlu urcte
jeho amplitidu pomocou kalibra¢nych impulzov.

Opis zariadenia a metéda merania

Merania akénych potencidlov v laboratornej praci vykonavame na nerve izolovanom zo
skokana zeleného. Z anatomického hladiska nerv sa sklada zo zviizku stbeznych axénov
niekolkych nervovych buniek obalenych vonkajSou membranou. Merané elektrické veliciny
bud teda zodpovedat kolektivnemu spravaniu spojenych nervovych vlakien v rdmci daného
nervu.

Vlastnd meracia komoérka je znazornend na obr. 6.7. Je vyrobena z plexiskla, elek-
trédy st platinové. Generaciu impulzu (akéného potencidlu) vykondme dvojicou elektréd
1 a 2 (tzv. stimula¢né elektrédy), na ktoré st privedené impulzy z impulzového generétora.
Druhy par meracich elektréd (4 a 5) umoziiuje dvojfazové snimanie akéného potencidlu
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nervu. Umiestnenie dvojice 4 a 5 mozno menit posunom dosticky vo vodiacich drazkach,
a tym moZn o prisposobif vzajomni vzdialenost dvojic elektréd podla dizky biologického
preparatu. Medzi dvojicou drazdiacich sa meracich elektréd je uzemnena platnicka. Jej
ulohou je odstranenie artefaktu drazdenia, ktory sa pri elektrickej stimulacii siri povrchom
vlhkého nervu a meni odozvu registrovani na elektrédach 4 a 5.

skleny kryt
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Obr. 6.7: Meracia komorka na snimanie akénych potencidlov nervov (opis prvkov 1 — 6 je
uvedeny v texte)

Pristroje a pomocky

Dvojlucovy osciloskop, impulzovy generator, meracia komorka na snimanie akénych poten-
cidlov nervov, zosililova¢, Ringerov roztok, vypreparovany nerv

Postup merania a vyhodnotenie

Dvojfazovy akény potencidl nervu meriame v zapojeni podla schémy na obr. 6.8.

Preparat umiestnime na elektrédy, pricom polohu dvojice meracich elektréd volime
podTla jeho dlzky. Dbame na dobry styk nervu s uzemnenou platni¢kou, aby sme pri regis-
tracii odstranili artefakt stimulécie.

Stimulaciu uskuto¢nujeme vhodnym impulzovym generatorom pravouhlych impulzov
s nastavenou opakovacou frekvenciou f = 50 Hz, amplitidou A = 0,5V, sirkou impulzov
do A = 1ms. ZvySujeme amplitidu stimula¢nych impulzov a zapiSeme prahovi amplitidu
stimulécie, ked zaregistrujeme prvy signél na meracich elektrédach. Pri dalSom zvySovani
amplitidy velkost odozvy narasté (dochadza k zapdjaniu do ¢innosti dalsich nervovych vla-
kien zo zvizku v nerve) az po maximalnu hodnotu. Pri vyssich amplitidach stimulaénych
impulzov odozva zostéava konstantnéd. Pre dalSie merania nastavime najmensiu amplitadu
stimulécie, ked pozorujeme maximalny akény potencial.

Casovo zosynchronizuje, oba priebehy na osciloskope (privedenim identickych impulzov
na oba vstupy Y; a Y5) a zmeriame odstup medzi stimulaciou a odozvou v horizontalnom
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Obr. 6.8: Schéma zapojenia pre meranie akénych potencidlov

smere. Na zaklade znadmej frekvencie stimuldcie (50 Hz) urobime prepocet zmeraného od-
stupu (S5) na ¢asovy interval (7).
Rychlost Sirenia vzruchu nervom vypodcitame zo vztahu

v = d (6.6)

T

kde d je vzdialenost stredov stimulacnej a meracej dvojice elektrdd.

Meranie opakujeme 10-krat pri zvysujucej sa amplitide stimulacnych impulzov az po
dvojnasobnt hodnotu povodne;j.

Namerané hodnoty zapiSseme do tabulky a uré¢ime priemernt hodnotu rychlosti. V dal-
som merani pri nastavenej hodnote sirky stimula¢nych impulzov A zistime frekvencnu
zavislost prahovej hodnoty amplitidy stimulacii. Uskuto¢énime 15 merani pre frekvencie do
100 Hz. Uvedenu zavislost znazornime graficky. Pri dalsom zvySovani frekvencie stimulacii
nad hranicu 100 Hz odhadneme dobu refrakterity nervu.

Porusenim nervu medzi meracimi elektrédami (rozrezanim, priloZzenim rozZeravene;
ihly) zaregistrujeme pri Standardnych podmienkach stimulacie (prva ¢ast merania) jedno-
fazovy akény potencial. Na zaklade privedenych kalibra¢nych impulzov uréime amplitidu
takto registrovaného akéného potencialu.
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