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Abstrakt

Tato bakalarskd prace se zaméfuje na zakladni elektronické pochody na bunécné
membrané, zpusoby méfeni elektrickych pochodi a mozné pocetni feSeni tohoto
problému. Simulace ak¢nich napéti a membranovych proudd je dalezita k pochopeni
zakladnich elektrickych pochodt na burice. Vysledkem této bakalarské prace je program,
ktery simuluje metodu vnuceného napéti a vauceného proudu, dokaze zobrazit zakladni
membranové proudy a zvladne piepocitat hodnoty podle uzivatelem zadanych parametrt.

Priloha této bakalarské prace obsahuje podrobny navod pro obsluhu programu.

Klic¢ova slova

buiika, bunééna membrana, metoda vnuceného proudu, metoda vnucené¢ho napéti,

technika ter¢ikového zdmku, Luo-Rudy, Hodgkin a Huxley, C#

Abstract

This thesis deals with the basic electronic processes in the cell membrane, the methods of
measuring electrical processes and possible numerical solution of this problem.
Simulation of action potentials and membrane currents is important to understand the
basic electrical processes in the cell. The result of this thesis is a program which simulates
the voltage clamp method. Program can depict basic membrane currents and manages to
resolve the values according to user-specified parameters. Supplement of this thesis

contains detailed user manual.

Keywords

cell, cellular membrane, method current clamp, method voltage clamp, technique Patch
Clamp Luo-Rudy, Hodgkin and Huxley, C#
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Uvod

Jakakoli védecka ci 1ékarska Cinnost na bunécné tirovni doznala za poslednich Sedesat let
velkého rozvoje. Ziskani informaci — komunikace, chemické a elektrické procesy —
zizolovanych bunék je dilezité v mnoha oborech, ale predevsim v 1ékafstvi, kde tyto informace
mohou slouzit k vyvoji 1€kt a podobné. Elektrické procesy na izolovanych burikach Ize snimat
nékolika metodami, které jsou popsany a vysvétleny v této praci. Méfeni dé€ju na burikach
umoznilo vytvofit jejich matematické modely, diky kterym se ziskdme nové poznatky o

fungovani bunék, bunécnych systému a celého téla.

V prvni kapitole této bakalarské prace se seznamime se zakladnimi principy fungovani
bunky z elektrického hlediska. Dozvime se o tom, co je to klidovy membranovy potencial a

jak vzniké akéni a membranové napéti.

V dalsi kapitole si objasnime jednotlivé typy méfeni elektrickych d€ja na burice, jimiz je
metoda vnuceného proudu a metoda vnuceného napéti, a vysvétlime si techniku snimani
signalt z bunky zvanou metoda terCikového zamku, anglicky patch clamp, jez je v dnesni dobé
hojné pouzivanou technikou pro ziskavani elektrickych informaci jak z povrchu bunécné

membrany, tak z nitra celé buiky

Tteti kapitola podrobné€ popisuje dva vyznamné matematické modely, které jsou
vyuzivany v modelovani buné¢nych d€ja. Jedna se o model Alana Lloyda Hodgkina a Andrewa
Huxleyho a o model Ching-Hsinga Lua a Yorama Rudyho. Prvni model byl vypracovan roku 1963
a popisuje principy chovani elektrickych vlastnosti nervové buiiky. Druhy byl vypracovan o
osmadvacet let pozdéji a popisuje elektrické vlastnosti buniky srde¢ni. Na tomto modelu je zalozen

program vytvofeny v ramci této prace.

Kapitola ¢tyfi popisuje vytvoreny program. Ukazuje, jaka nastaveni mize uzivatel vyuZit,
jaké jsou grafické vystupy a jaké funkce ma. Dale seznamuje se zakladnim principem fungovani

zdrojového koda.

Posledni kapitola srovnava ziskané vysledky s literarmnimi podklady a popisuje ostatni

vystupy.



1.Membrana

Bunécné membrany jsou tvoreny fosfolipidovou dvouvrstvou, do které jsou zanofeny

proteiny. Ty slouzi jako pumpy, iontové kanaly, apod.

Mezi zakladni funkce bunéné membrany patii oddé€leni intracelularniho a
extracelularniho prostiedi, transport latek, propustnost, dynamika membranovych molekul,

zpracovani informaci a elektrické vlastnosti. [1]

Na kazdé bunééné membrané muzeme meéfit membranovy potencial, ktery je dan

nerovnomérnym rozdélenim iontd v intracelularnim a extracelularnim prostoru. [2]

1.1 Klidovy membranovy potencial

Na bunéénych membranach pii fyziologickém klidu vznika klidovy membranovy
potencial (KMP). Ten je dan nerovnomérnym rozlozenim zakladnich fyziologickych ionti (K*,

Na*, ClI" a Ca®") v intracelularnim a extracelularnim prostiedi. [1][2]

KMP ma hodnotu mezi -50 mV a -100 mV. Vnitini prostedi buriky mé zaporny potencial

vzhledem k vnéj§imu prostredi buiky. [2]

Na udrzovani KMP se podili aktivni a pasivni transport. Aktivnim transportem se
pfesouvaji v Na* z buriky a K* do buriky pomoci tzv. Na* - K* - ATPazy. Pasivni transport
funguje na principu difuze, ktera je umoznéna pomoci koncentra¢niho gradientu a pouze pro

ionty mensSich rozmért.

Rovnovazny potencial je vypocten pomoci rovnice:

RT  [X]e

Vy = * In
XTF [X];

ey

kde Vxje potencial iontd X, R plynova konstanta, T absolutni teplota, F Faradayova konstanta,

[X]e . " , . v L . ;o
a ln[X—f je prirozeny logaritmus pomeéru koncentrace v extracelularnim a intracelularnim
l

prostredi. [1][2]



Tabulka 1: SlozZeni intracelularniho a extracelularniho prostredi [1]

Tont Extracelularni koncentrace Intracelularni koncentrace
(mmol*1') (mmol*I'")

Na* | 145 7

K* 4 145

Ca** |3 8

Ccr 120 5

Tabulka udava fyziologické rozlozeni zakladnich iontd uvnitt a vné buriky, které bychom

pouzili pfi vypoctu KMP pomoci rovnice (1)

1.2 Ak¢ni napéti

Vznik akéniho napéti (AN) je zpusoben podrazdénim buriky, coz je zapficinéno
prekrocenim prahového napéti bunky. Tim dojde k otevieni iontovych kanalti, zméné pomért

iontd v intracelularnim a extracelularnim prostiedi a vzniku AN.
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Obr. 1: Priibéh AN [2]

Na Obr. 1 mazeme vidét cely pribéh AN. Prvni fazi je depolarizace, ktera je vyvolana
nadprahovym podmétem a otevienim iontovych kanalt pro sodné kationty. Pfi prekroceni
nulové hladiny dojde k transpolarizaci (vnitfek buriky ma v tu dobu kladnéjsi potencial, nez
vnéjsi prostiedi). Nasleduje repolarizace, ktera je zptisobena uzavienim sodikovych kanala.
Naslednou hyperpolarizaci vyrovnaji pasivni membranové prenasece, cimz dojde k ustaleni na

klidovém membranovém potencialu. [1]

1.3Membranové napéti

Membranu si muzeme predstavit, jako soustavu elektronickych soucastek, kde
propustnost kazdého kanalu pro specificky iont je charakterizovana vodivosti gx zapojenou do
série s napétovym clankem Ux a tento celek paralelné pfipojen na kapacitu membrany C, jak

muzeme vidét na Obr. 2.
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Obr. 2: Elektrické nahradni schéma idealizované membrany selektivné propustné pro jeden druh iontii. [3]

Kdyz si vSechna nahradni schémata iontovych kanala spojime do jednoho, dostaneme

nahradni schéma celé bunécné membrany (Obr. 3).
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Obr. 3: Elektrické ndhradni schéma redlné membrdany [3]
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Ze schématu miazeme vyjadrit celkovy membranovy proud jako

L, =1c+1] (2)
kde

I =Cx dcll]tm (3)

I = Ing + I +1cq +ct “)

Iva = gna * (Um — Una) ®)

Iy = gk * (U — Ug) (0)

Ica = Gca * (Um — Uca) (7

Iet = gc1 * (U — Uci) (®)

Kdyz dosadime za Un = Uk, odvodime si z predeslych rovnic vztah pro klidové membranové
napéti
9na * Una + gk * Ux + gca * Uca + ger * Ua

Upye = )
mk 9Na T 9k T Gca T 9




2.Méreni

Znacny rozvoj zaznamenalo méfeni na bunéénych membranach roku 1949 diky vynalezu
sklenénych mikroelektrod. Tyto elektrody jsou vyrabény tazenim sklenéné kapilary, ktera je
uprostied nahfata na tavnou teplotu skla. Tim vzniknou dveé stejné mikrokapilary o praméru
hrotu mensim nez 1 pm, které se naplni pipetovym roztokem, vlozi se do nich kovovy dratek

a jsou pripraveny k méteni. [4] [5]

Nejcasteji pouzivanymi meéticimi metodami jsou current clamp (metoda vnuceného

proudu) a voltage clamp (metoda vnuceného napéti).

2.1 Metoda vnuceného proudu

Metoda vnuceného proudu je metoda méfeni, ktera zahrnuje metfeni rozdilu napéti na
bunééné membrang, kdyz je do butiky poustén konstantni kladny nebo zaporny proud. Ptiklad
napétové odezvy mizeme vidét na Obr. 4. Vyuzivame ji bud’ k pochopeni toho, jak mtze byt
neuron excitovany, nebo ke studiu chovani membranového potencialu, coz je dualezité
naptiklad pro porozuméni, jak neurony reaguji na neutransmitery, které ptsobi na otevirani

membranovych iontovych kanala.

MM e

100 ms

Obr. 4: Napétové odezvy neuronové buriky na proudovou stimulaci [6]

K urceni jednoduchého vztahu mezi pfilozenym proudem (I), zdznamem napéti (U) a
vstupnim odporem membrany (R) muazeme pouzit Ohmuv zakon (U = I*R). Pokud je
transmiter aplikovan do burky, zména velikosti odezvy napéti odpovida podrazdéni
proudovym impulsem pii iontové vodivosti (g=1/R). Postupnou zménou amplitudy proudové
stimulace v urCitém rozmezi mizeme ziskat skupinu odpovedi napéti a sestrojit kiivku
zavislosti napéti na proudu (V-I). Tato kfivka poskytuje vice informaci o celkovém proudu
prechazejicim pfes membranu neuronu v ruznych hodnotach membranového potencialu.

Jakykoliv zasah do bunééného prostiedi, ktery upravuje iontovou vodivost, bude ménit 1 sklon



a tvar kiivky V-I. Snizeni sklonu kfivky V-I ukazuje zvySenou iontovou vodivost, strméjsi

sklon kifivky znaci snizenou vodivost.

V praxi probih4a méfeni tak, ze se za pomoci mikromanipulatoru zavede sklenéna tenka
mikroelektroda do konkrétni buiiky. Penetrace buiiky je signalizovana nahlym pfechodem na
velké zaporné napéti (asi -70 mV), doprovazené zvySenim vstupniho odporu. Druha elektroda
je referencni a lezi mimo buiku. Pfi této metodé méfeni se zaznamenava odezva
membranového napéti na proudové stimulaci. Cilem je ziskat pribéh zmény membranového

napéti podle velikosti stimula¢niho proudu. [7]

2.2Metoda vnuceného napéti

Metoda vnuceného napéti byla vymyslena Kenethem Colem a Curtisem a zdokonalili ji
Hodgkin, Huxley a Katz. Jeji princip je takovy, ze nastavime na bufice membranovy potencial
na urcitou hodnotu a tuto troven stimulace udrzujeme. Vystupem je zaznam proudové odezvy

bunééné membrany.

Do buiiky jsou tedy zavedeny dvé mikroelektrody. Prvni elektroda snim4a membranové
napéti a toky proudd proti zemnici elektrod€, ktera je umisténa v extracelularnim prostoru.
Elektroda je dale pfipojena na zesilovac. Druha elektroda je pfipojena ke zdroji napéti a je na

ni nastavena a udrzovana urovern potencialu.

Diky specifickym blokatorim je mozno blokovat jednotlivé proudové kanaly, coz

Hodgkinovi a Huxleimu pomohlo analyzovat jednotlivé proudy v pribéhu podrazdéni buriky.
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Obr. 5: Zarizeni pro méreni v rezZimu voltage clamp podle modelu Hodgkina a Huxleyho [8]

Realizaci jejich pokusu mizeme vidét na Obr. 5, kde do obiiho axonu sépie zavedli dva

dratky, kde jeden pouzili jako snimaci a druhy jako stimulacni elektrodu.

Postupnym blokovanim jednotlivych proudovych kanalG rozlozili AN na jednotlivé
piispévky proudi a dokazali tim, ze k prekmitu do kladnych hodnot dochazi diky tokim
sodikového proudu. [8]

2.3 Technika patch clamp - metoda tercikového zamku

S technikou patch clamp pftisli Ervin Neher a Bert Sackmen v letech 1976-1981. Roku

1991 jim za ni byla udélena Nobelova cena.

Princip techniky spociva v tom, ze sklenéna mikroelektroda, zvana mikropipeta, ktera ma
hrot o priméru 0,5 — 1 um, se priblizi k pfedem enzymaticky vycisténé bunécné membrané a
vytvori spojeni v fadu desitek MQ. I piesto, ze je tato impedance pomérné velka, v ramci
velikosti hrotu mikropipety je spojeni volné a proud tekouci pres mikropipetu zahrnuje i
proudy, které do mikroelektrody vstupuji na nedoléhajicich mistech mezi mikropipetou a

bunéénou membranou.



Pokud zptsobime podtlak v mikroelektrodé, dosahneme toho, ze hrot pfilne k bunécné

membrané témeét dokonale a my ziskdme spojeni s impedanci 10 — 100 GQ. Toto spojeni

nazyvame gigaseal a diky nému mizeme méfit jen pozadované proudy.

Existuje nékolik technik, které se v technice patch clamp pouzivaji:

Cell-attached recording, Obr. 6 (A) —jedna se o spojeni mikropipety s bunécnou
membranou, které vznikne diky podtlaku v mikropipeté, jak je popsano vyse. Sani
zpusobujici podtlak je obvykle uvolnéno po dosazeni pozadovaného stavu, tj.
mikropipetou snimame pouze tu ¢ast membrany, ktera je prisata k mikropipete.
Whole-cell recording, Obr. 6 (B) — tim, ze v metod¢ pfisati k buiice zvySime
podtlak, zpasobime prasknuti bunééné membrany, diky Cemuz bude mit
mikropipeta pfistup do vnitiniho prostfedi butiky a stale bude zachovan gigaseal,
jenom odpor mikroelektrody klesne na hodnotu 2 — 20 MQ. V tomto pripadé
meétime iontové proudy z celé buriky. Tato technika je velmi podobna technice
s béznymi vpichovymi elektrodami, ale na rozdil od nich je pouzitelnd i na
burikach o malych rozmérech.

Outside-out patch, Obr. 6 (C) — v této metodé nechame bunécnou membranu
prasknout a po té mikropipetu odtahujeme od buiky. Béhem odtahovani se
membrana napina, dokud nepraskne a Cast z ni ziistane na mikropipeté. Tato Cast
se spoji v jednolitou membranu a dostaneme tak vnitfni stranu membrany do
vngjsiho prostfedi. Diky tomu ji mizeme vystavovat riznym latkam a zkoumat
chovani extracelularnich receptora.

Inside-out patch, Obr. 6 (D) — tato metoda nezptisobi protrzeni membrany, pouze
jeji Cast mikropipetou odtahujeme smérem od buiky, dokud nepraskne.
Membrana se opét spoji a tak ji kratce vystavime vzduchu a tim ji rozpojime. Dalsi
moznosti je provadét odtrzeni ve vapnikovém roztoku, ¢im zabranime membrané
ve spojeni. Tato metoda mize byt vyuZzita pro zkoumani cytoplazmatické regulace

iontovych kanali.
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Obr. 6: Schématickd ilustrace ctyr rozdilnych metod techniky patch clamp [9]
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Technika patch clamp se vyuziva pro zdznamy aktivity jednoho iontového kanalu na
membrané buriky nebo organely, studium proudu urcitého typu z jedné buriky, méfeni zmén
v kapacité membrany a k identifikaci iontovych kanald. Dale mizeme pouzit skenovaci patch
clamp ke studiu prostorového usporadani iontovych kanali na membrané nebo malych

bunécnych struktur. [8] [9]
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3.Modelovani

V predchozi kapitole bylo popsano, jak mizeme ziskat prabéh napéti a proudu z bunééné
membrany pomoci laboratorni techniky a skute¢nych preparati. Pokud ovSem nedisponujeme
potiebnou technikou nebo realnou burikou, ze které bychom snimali potfebné udaje, musime

pouzit nahradu, kterou mize byt matematicky model.

Modelovani je Cinnost spoCivajici v idealizaci a zjednoduSovani redlného svéta. Existuje
nékolik typth modeld. Pro simulaci naseho problému se nejlépe hodi model matematicky, jimz
se rozumi néjaka formalizovana teorie. Jde tedy o nalezeni takového matematického aparatu,
ktery odpovida modelované skuteCnosti a pritom respektuje ucel, ke kterému byl model

konstruovan. [10]

Zakladni matematicky popis elektrické aktivity na bunikach vytvofili Alan Lloyd Hodgkin

a Andrew Huxley. Jejich model byl roku 1963 ocenén Nobelovou cenou.

V roce 1991 Ching-Hsing Luo a Yoram Rudy vytvorili matematicky model, ktery je

zalozeny na modelu Hodkina a Huxleyho, a ktery vyuzivam ve svém programu. [11]

3.1 Model Hodgkina a Huxleyho

V roce 1952 se povedlo anglickym badatelim A. L. Hodgkinovi a A. F. Huxleymu zméfit
membranové napéti na nervovych vlaknech sépie. Jejich vyzkum byl zavr§en prvnim popisem
membranovych proudt Ins, Ik a I, celkového membranového proudu a vztahem pro vypocet
zmén membranového napéti. Roku 1963 dostali spolu s australskym neurofyziologem J. C.

Ecclesem Nobelovu cenu za fyziologii. [12]

3.1.1 Popis modelu Hodgkina a Huxleyho

Hodgkin a Huxley definovali iontové proudy na zakladé Ohmova zakona pomoci
vodivosti membrany pro sodikové kationty jako

Ina = GNa * (E - ENa) (10)

a pro draslikové kationty

Iy = gk * (E — Eg) (11)
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kde gna a gk oznacuji vodivost pro dany iont, E hodnotu membranového napéti a Ena a Ex
hodnotu potencialu pro dany iont.

Pro popis casového pribéhu Hodgkin a Huxley definovali aktivacni proménnou m a

inaktivacni proménnou /4. Obé proménné jsou funkci Casu:

t

m =My — (Mg — M) * etm (12)

t

h=he — (he — hy) * e (13)

kde m a h popisuji Casovou zavislost proudu, mo a ho jeho po€atecni hodnotu v ¢ase 0, m a hs

jeho rovnovaznou polohu a 7, a 7, ¢asovou konstantu aktivace.

Pravdépodobnost, 7e je membrana propustna pro sodikové kationty je m’h. Casova
zavislost vodivosti pro sodik je tedy:

Ina = Gna *m° * h (14)

kde gy, je maximalni hodnota vodivosti pro Na™.

Z predchazejicich rovnic (10), (12), (13) a (14) vyvodime Hodgkin-Huxleyho rovnici pro
sodikovy proud:

Ina = Gna *m® x hx (E — Eyg) (15)

Pro popis vodivosti drasliku pres membranu stanovili Hodgkin a Huxley proménnou n,

jenz je opét zavisla na Case.

t
N = Ny — (e — 1g) * €7 (16)

Pravdépodobnost pro prichod draslikovych kationtéi pfes membranu je n* a vodivost
vypocteme jako:

gk = gk *n* (17)
a Hodgkin-Huxleyho rovnice pro draslikovy proud je tedy

Ix = g »n* x (E — Eg) (18)
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Celkovy proud vyjadiime jako soucet proudu draslikového a sodikového spolu se

zbytkovym proudem /1, ktery zavisi pouze na napéti. [13]

I =gngxm?*hx(E—Eyg) +gg *n**(E—Ex) +g.(E — Ep) (19)

3.2Model Luo-Rudy

Modely Luo-Rudy byly publikované roku 1991 (pasivni model) a 1994 (aktivni model)

ve védecké publikaci Circilation Research.

Na zacatku osmdesatych let nebyly srdecni buiiky popsany tak dobfe, jako burky
neuronové, zvIlast’ pokud se jednalo o vapnikové kanaly. V tomto obdobi se Dr. Luo vénoval
simulacim srde¢ni arytmie, ale modely AN na srde¢nich buiikach byly bud'to zastaralé anebo
tézko pouzitelné. To ho motivovalo k vytvoreni vhodného modelu srde¢ni butiky pro vyzkum

arytmii. Prace na novém modelu zacala, kdyz se v roce 1998 pridal k tymu Dr. Rudyho. [11]

3.2.1 Pasivni model Luo-Rudy 1991

Model Luo-Rudy publikovany v roce 1991 je nazyvan pasivnim modelem, protoze
iontova koncentrace uvniti modelové buriky je neménna. Jako model vhodny pro klinické
vyuziti, by mohla byt pouzita pfimo ziva burika, ale prvnim krokem Dr. Lua bylo zlepSeni
pasivniho modelu burky. [11]

Roku 1991 byl publikovany pasivni model Luo-Rudyho, ve kterém byl vylepSeny
sodikovy a draslikovy proud. Presto, ze vapnikovy proud zustal v nezménéné podobé tak, jak
ho navrhly Beeter a Reuter v osmdesatych letech dvacatého stoleti, zazil model velky uspéch
na poli védy a bylo mozné ho pouzivat ke klinickym ucelim. To dodalo Dr. Luovi chut
pokraCovat ve vyvoji modelu. [11] [14]

3.2.2 Dynamicky model Luo-Rudy 1994

K vytvoreni modelu skute¢né buriky je potfeba vzit ohled na iontové pumpy, které slouzi
k zabezpeCeni rovnovahy ionti mezi intracelularnim a extracelularnim prostfedim, coz
znamena, ze ionty se musi po podrazdéni AN vratit na misto, odkud byly vypuzeny. Pfi
podrazdéni srdecni buiiky AN se draslikové ionty dostanou z buiiky do vnéjsiho prostiedi,
zatimco sodikové ionty se naopak z vnéjSiho prostiedi dostanou dovniti do buriky. Navic
vapnikové ionty proniknou z nitra buiiky do extracelularniho prostoru a taktéz do
sarkoplazmatického retikula, ¢imz zpasobi kontrakci svalu, coz je hlavni funkce lidského
srdce. Proto jsou iontové kanaly v bunénych membranach a v sarkoplazmatickém retikulu

dulezité k zachovani iontové rovnovahy uvniti bunky. Nastésti pro Dr. Lua bylo v osmdesatych
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letech dvacatého stoleti namétreno velké mnozstvi experimentalnich dat srdecni buiky, ktera

shromazdil a pouzil jako komponenty pro svij model srde¢ni buriky.

V roce 1991 byl nejvice diskutovanym problémem pfti sestavovani srdecniho bunééného
modelu iontovy kanal pro vapnikové ionty. Dr. Luo se rozhodl tento problém vytesit. Zaméfil
se na vapnikové kanaly a zvla§t na sodno-vapenaty vymeénik. Jeho experimenty jednak
pomohly ostatnim védcim ve vyzkumu a také mu umoznily pokrocit v tvorbé dynamického

modelu.

Model, ktery nakonec vytvofil, obsahoval nejen sodikové, draslikové a vapnikové pumpy,
vapnikovy kandl typu L, nespecifikovany kanal aktivovany vapnikem a membranové
vyméniky, ale také kanal fizeného uvoliiovani vapniku a vapnikové kanaly na membrané

sarkoplasmatického retikula s vapnikovym zasobnikem. [11] [15]

3.2.3 Rovnice modelu Luo-Rudy

Obecny postup je zalozen na numerické rekonstrukci komorového AN za pouziti

nasledujici diferencialni rovnice, ktera popisuje rychlost zmény membranového potencialu

dv 1

& (i + Ise) (20)
kde Cnm je kapacita membrany, Iy je stimulacni proud a I zahrnuje iontovy proud, ktery se
sklada z Sesti jednotlivych proudovych slozek, jimiz je rychly sodikovy proud (Ina), pomaly
vapnikovy proud (Ica), Casové zavisly draslikovy proud (Ik), Casoveé nezavisly draslikovy proud
(Ix1), draslikovy proud zavisli na fazi plato (Ikp) a Casove nezavisly proud pozadi (Ibg). Iontove
proudy jsou zavislé na iontovych kanalech a méni membranovy potencial, jenz nasledné

ovlivilyje iontové kanaly a proudy. [14]

Diferencialni rovnice jsou ve tvaru:

Y _ Yo=Y
dt T

(21
y

kde

1

=— 22
Ty ay +ﬁy ( )
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ay

Yo ="
ay + By

(23)
kde y reprezentuje jakoukoli aktivaéni proménnou, Ty piedstavuje Casovou konstantu a y« je
hodnot aktivace v ustdleném stavu dané aktivacni proménné. oy a By jsou napétoveé zavislé

rychlostni konstanty. axi a Pk jsou navic zavislé na extracelularni koncentraci drasliku.

Vsechny iontové proudy jsou pocitany pro 1 cm? z membrany. Kapacita membrany je
stanovena na 1 pF*cm™. Viechny vypodty jsou stanoveny z experimentalnich dat ziskané pfi

teploté 37°C. Koncentrace iontd v tomto modelu jsou uvedeny v tabulce dole.

Tabulka 2: Koncentrace iontit v modelu Luo-Rudy [14]

Iont Extracelularni koncentrace [mM] Intracelularni koncentrace [mM]
K* 5.4 145
Na* 140 18

proménna hodnota, jako pocatecni

2+
Ca 1,8 hodnota zvoleno 2x10™

Predpokladame, ze kratkodoba stimulace nema znatelny vliv na iontové prostiedi buriky

za normalnich podminek, a proto se iontové koncentrace v tomto modelu neméni dynamicky.

Model rychlého sodikového kanalu obsahuje aktivacni (m) a inaktivacni (h) parametry.
Formulace téchto parametru je zaloZena na udajich ze srdenich bunék kufecich embryi. Tyto
data ovSem nezahrnovala pomaly inaktivacni parametr (j). Ten byl stanoven pomoci pozdéjSich

experimentt. Rovnice pro sodikovy proud je:
Ing = Gug *m3 % h % j  (V = Eng) (24)

kde Gy, je maximalni vodivost sodikového kanalu (stanoven na 23 mS*cm?), Ena je
membranové napéti sodiku (stanovené jako (RT/F) * In ([Na]e/[Nali)) a m, h aj jsou popsany
vySe a jsou vypocteny pomoci rovnice (21).

Pomaly vapnikovy proud je popséan rovnici:

Icq = Geg *d* [+ (V= Egq) (25)

kde G., je maximalni vodivost vapnikového kanalu, d je aktivaéni konstanta, f znadi
inaktivacni konstantu a Ec, se vypocte jako (RT/F) * In ([Na]e/[Na];).
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Experimentalné byly zjistény dva poznatky:

e (Casove zavisly draslikovy proud je fizen ¢asové zavislou aktivacni branou (x) a

Casoveé nezavislou inaktiva¢ni branou (xi), z nichz ani jedna neni zavisla na

koncentraci draslikovych iontll v extracelularnim prostredi.

e vodivost jednoho kanalu je pfimo umérna /[K],.

Rovnice pro vypocet Casove zavislého draslikového proudu:

I¢ = G+ X % X, * (V = Ex)

kde zavislost [K], zavedeme prostfednictvim:

(26)

27)

E., =
K F

R«+T <[K]e + PRk * [Na]e
* In
[K]; + PRyax * [Na];

) (28)

kde PRyqux = 0,01833 je pomér propustnosti iontd Na a K. S pouzitim uvedené hodnoty

PRyux a [K]. =5,4 mM je membranové napéti drasliku Ex = -77 mV.

S pouzitim patch clamp techniky byly dokazané dvé dulezité vlastnosti Casoveé

nezavislého draslikového proudu:

e odmocnina vodivosti jednoho kanalu je zavisla na koncentraci draslikovych iontt

extracelularniho prostredi

e membranové napéti draselnych iontt je téméf shodné jako Nernstiv potencial pro

draslikové ionty, tedy draslik ma vysokou senzitivitu

Na zakladé téchto poznatka byl definovan Casové nezavisly draslikovy proud jako:

Ig, = G_K1*K100 * (V — Egq)

kde

=K
©agy + P
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S [K]e
= 0,6047 (32)

Dale byl definovan draslikovy proud zavisli na fazi platé jako:
IKp = G_Kp * Kp * (V- EKp) (33)

kde Gy, = 0,0183, Exp = Exi aKp =1/ {1 + exp[(7,488 - V) / 5,98]}.

Nakonec byl definovan proud pozadi rovnici:
Ibg = @ * (V- Ebg) (34)

Tento proud je zavisly pouze na zmén& AN a kde Gpg = 0,03921 a Epg = -59,87 mV.
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4.Aplikace

Cela aplikace je psana jazykem C# v programovém prostredi Visual Studio Express 2013
pro Windows Desktop od spolecnosti Microsoft s licenci freeware pomoci technologie WPF
(Windows Presentation Foundation), coz je rozhrani, které umoziiuje navrh a zobrazeni
uzivatelského prostiedi. Je to nastupce technologie WinForm, oproti které umoziuje

programatorovi plné€ individualizovat aplikaci podle jeho pozadavku. [16]

Program je zkompilovan do jediné spustitelné aplikace s ptiponou exe. Lze jej spustit na
pocitacich s operaCnim systémem Windows s nainstalovanym Framework 3.0 nebo vyssim a

nepotiebuje zadné dalsi programy.

Pfi spusténi programu se jako prvni zobrazi uvodni okno (Obr. 7), kde je uveden nazev
Skoly, fakulta, nazev programu, jméno autora a rok vytvoreni a na jehoz pozadi se provadi

vypocty s vychozimi pfedem definovanymi hodnotami.

]

_;fy

\9j

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FACULTY OF ELECTRICAL ENGINEERING
AND COMMUNICATION

Application for simulation of action
potentials and membrane currents

Aplikace pro simulaci prib&hu akénich napéti a membranovych proudd

Klouba Lukas 2015

Obr. 7: Spoustéci dialogové okno programu

Nasledné se spusti samotny program, ktery je rozdélen na dvé pomysiné ¢asti, jak je
patrné na Obr. 8. Oblast A, vyznacena na obrazku Cervenou barvou, je Cast programu, kde
pozorujeme vypocitané prabehy. Jedna se o Cast zobrazujici grafy. Druha, zelena oblast B
slouzi uzivateli ke zméné parametri modelu, pfepinani mezi metodami a ukladani grafi ve

formé obrazku.
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Obr. 8: Spustény program; A — oblast grafit; B — oblast uzivatelskych oviddacich prvkii
4.1 Nataveni parametri modelu

V prvni fadg je nutné si zvolit, jaky typ experimentu budeme pouzivat. Na vybér jsou dvé
zakladni metody. Prvni metodou je metoda vnuceného napéti (voltage clamp) a druhou
metodou je metoda vnuceného proudu (current clamp). Vybér provedeme zalozkami v horni

Casti programu (Obr. 9). Karty jsou popsany odpovidajicimi nazvy experimentt.

Voltage Clamp | Cument Clamp

Save araf Fonm resst

Obr. 9: I'ybér typu experimentu

Pfi spusténi programu je jako vychozi nastaveni zvolena metoda vnuceného napéti

(voltage clamp). Ptepinani provadime kliknutim na zvolenou kartu.
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Obr. 10: Nastaveni experimentu voltage clamp

V rezimu metody vnuceného napéti (voltage clamp, Obr. 10) stimulujeme buriku

napétovym pulsem. Zakladni parametry programu pro vypocet v tomto rezimu jsou:

e Start [ms] — zaCatek stimulace od zacatku experimentu v milisekundach
o Length [ms] — délka stimulacniho pulsu v milisekundach
o Size [mV]

o From —klidova hodnota napéti v milivoltech

o to —hodnota napéti v milivoltech pfi stimulaci

o Length of measuring [ms] — délka experimentu uvedena v milisekundach

Dale vidime zaskrtavaci policka, ktera slouzi k zobrazeni graft jednotlivych proudu, a
tlacitko Resolve, po jehoz stisknuti se prepocitaji grafy s pfenastavenymi hodnotami.
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Obr. 11: Nastaveni experimentu current clamp

V experimentu metody vnuceného proudu (current clamp, Obr. 11) je stimulacni impuls
proudovy. Proudovou stimulaci mizeme provadét bud’ jednim, nebo dvéma proudovymi
impulsy. Druhou stimulaci zprovoznime tak, ze v poli Start 2 doplnime misto nuly jakykoliv

Ciselny udaj, ktery je smysluplny.
Zakladnimi parametry nastaveni jsou:

e Start I [ms] —doba v milisekundach od zacatku stimulace, po které je vyslan prvni
proudovy puls

e Start 2 [ms] — doba v milisekundach od zacatku stimulace, po které je vyslan
druhy proudovy puls (pokud je hodnota nastavena na nulu, druhd stimulace
neprobiha)

o Size I [uA/cm?] — velikost proudového impulsu v mikroampérech na centimetr
Ctverecni

o Length of measuring [ms] — délka experimentu uvedena v milisekundach

Stejné jako u predchoziho experimentu je nastaveni zakonceno tlacitkem Resolve, diky

kterému program piepocita grafy s uzivatelskymi hodnotami.
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4.2 Grafické vystupy

Grafické vystupy obou experimentd jsou na sobé nezavislé, takze mizeme provadét
kteroukoliv simulaci bez toho, abychom si smazali vystup simulace druhé.

Oba experimenty maji stejné rozlozeni grafti (Obr. 12, Obr. 13). Vrchni graf slouzi v obou
ptipadech pro zobrazeni proudu a spodni graf zobrazuje napétovou ¢ast. Hlavni rozdil je v tom,
ze v experimentu voltage clamp (Obr. 12) je stimulace provadéna napétovym pulsem, a tak je
vystup simulace zobrazen v hornim grafu jako proudova odezva, kdezto v experimentu current
clamp (Obr. 13) stimulujeme proudovymi impulsy, takze vystupem je napétova odezva

znazornéna ve spodnim grafu.

Current
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8
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Obr. 12: Graficky vystup simulace experimentu voltage clamp
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Obr. 13: Graficky vystup simulace experimentu current clamp
Y r
4.3 DalSi funkce programu

Jednou z dopliikovych funkci grafu je moznost pfiblizeni. Pfiblizit se da vzdy jen ten graf,
ktery zobrazuje snimanou slozku. Ve voltage clamp je to tedy graf proudd a v current clamp
je to graf napéti.

Priblizovani se provadi kurzorem mysi, kterou nad pfiblizovanou plochou vytvofime
obdélnik (Obr. 14) kliknutim a drzenim myS$i v jednom rohu pomyslného pfiblizovaného

obdélniku, presunutim uhlopfi¢né do jeho druhého rohu a uvolnénim mysi.

" Current
= }
TR w
L
AN J
=
o
=
I 0 100 200 300 400
Time [ms]

Obr. 14: Mysi vytvorend plocha pro pribliZeni

Po priblizeni se na grafu zobrazi posuvniky pro pohyb po pfiblizeném grafu a na jejich
koncich se objevi krouzky, oznac¢ené na Obr. 15, které piiblizeni rusi.
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Time [ms]
Obr. 15: Priblizeny graf se zvyraznénymi tlacitky pro ruseni pribliZeni
Priblizeni lze téz zrusit tlaCitkem Zoom reset (Obr 16), které je umisténo nad grafem.

Vedle tohoto tlacitka je umisténa dalsi doplitkova funkce, ktera vyvola dialogové okno a

uzivatel si mize praveé otevieny graf ulozit ve formé obrazku pomoci tladitka pojmenovaného
Save graf (Obr 16).

Save graf Zoom reset

Obr 16: Ukladaci tlacitko a tlacitko pro ruseni pribliZeni
4.4 Postup vypoctu

Jak jiz bylo zminéno, tento program pracuje na matematickych modelech Luo-Rudyho.
Ukazeme si prubéh vypoctu vapnikového proudu.

Na zacatku si definujeme konstanty, které jsou pro vypocet nezbytné.

double gCa = 0.09; // vodivost kandlu v milisiemens/pF
double ECa = 7.7 - 13.0287 * Math.Log(2e-4); // hodnota membranového napéti v mv
double U = double.Parse(from.Text); // nacteni hodnoty napéti v mv

Po nacteni konstant zacneme s vypoctem pomocnych napétové zavislych rychlostnich
konstant oq, Ba, of a Bt

double alfad
double betad
double alfaf
double betaf

0.095 * Math.Exp(-0.01 * (U - 5)) / (1 + Math.Exp(-0.072 * (U - 5)));
0.07 * Math.Exp(-0.017 * (U + 44)) / (1 + Math.Exp(@0.05 * (U + 44)));
0.012 * Math.Exp(-0.008 * (U + 28)) / (1 + Math.Exp(©.15 * (U + 28)));
0.0065 * Math.Exp(-0.02 * (U + 30)) / (1 + Math.Exp(-0.2 * (U + 30)));

ze kterych vypocteme aktivacni proménné m a h

double d
double f

alfad / (alfad + betad);
alfaf / (alfaf + betaf);
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Protoze programovaci jazyk C# nedisponuje funkci pro vypocet kvadratickych rovnic,
tak si musime model upravit pomoci Eulerovy metody. Ta zahrnuje opakované vypocty, ¢ehoz
docilime pouziti cyklu for.

V cyklu jako prvni definujeme proménnou, do které budeme ukladat hodnotu proudu.
V naSem piipadé€ si ji pojmenujeme podle vapniku Ic.. Do ni rovnou zaznamename hodnotu
vapnikového proudu v pocatku vypocetniho Casu.
double ICa = gCa * d * f * (U - ECa); //Vypocet vapnikového proudu
Poté proud ulozime do grafu

graf.Series["Proud 2"].Points.AddXY(i / 100, ICa); // zaznamenani hodnoty proudu v case
i/100

Nasleduje vypocet ¢asovych konstant td a tf a hodnot aktivace v ustaleném stavu doo a foo.
Casové konstanty jsou v programu pojmenovany taud a tauf a konstanty hodnot aktivace

v ustaleném stavu jsou pojmenovany infd a inff.

double taud = 1 / (alfad + betad); // casovd konstanta aktivaéni proménné d
double infd
stavu

double tauf
double inff

stavu

alfad / (alfad + betad); // aktivacni konstanta proménné d v ustaleném

1 / (alfaf + betaf); // casova konstanta aktivacni proménné f

alfaf / (alfaf + betaf); // aktivacni konstanta proménné f v ustaleném

Pokracujeme piepisem puvodnich hodnot ¢asovych konstant pomoci Eulerovy metody a
cyklus zakonime opétovnym vypocltenim pomocnych napéfoveé zavislych rychlostnich

konstant otm, Bm, o a Ph.

d=4d+ dt * ((infd - d) / taud);
f=Ff +dt * ((inff - f) / tauf);
alfad = ©.095 * Math.Exp(-0.01 * (U - 5)) / (1 + Math.Exp(-0.072 * (U - 5)));
betad = 0.07 * Math.Exp(-0.017 * (U + 44)) / (1 + Math.Exp(0.05 * (U + 44)));
alfaf = 0.012 * Math.Exp(-0.008 * (U + 28)) / (1 + Math.Exp(©.15 * (U + 28)));
betaf = 0.0065 * Math.Exp(-0.02 * (U + 30)) / (1 + Math.Exp(-0.2 * (U + 30)));

Nyni jen ukon¢ime cyklus a tim docilime toho, Ze se vypocty opakuji po ureny pocet
opakovani.
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S5.Vystupy programu

V nasledujici kapitole (5.1) budou presentovany vysledky, kterych bylo dosazeno
s pomoci navrhnutého programu a budou srovnany s literarnimi podklady. V néasleduyjici

kapitole (5.2) budou ukazany dalsi vystupy navrhnuté aplikace bez porovnani.

5.1Srovnani s literarnimi podklady

Na Obr. 1 je odezva membranového proudu na vnucené napéti, které je v prvnim piipade
(a) pod prahem excitace, v druhém piipadé (b) t€sné nad prahem excitace a v poslednim ptfipadé
(c) je napéti dost vysoké na to, aby vyvolalo excitaci.

A

Um

= U,

k ] Ca

[Na

a b C

Obr. 17: Odezvy membranového proudu na vaucené impulzy membrdanového napéti do iirovné pod (a) a nad (b, c)
prahem excitace [5]

Pro srovnani jsou uvedeny taktéz tfi odezvy membranového proudu na impulsy napéti.
V prvnim piipadé¢ (Obr. 18) pfi srovnani s grafem (a), jen vidét podobnost. Rozdil je hlavné ve
velikosti kapacitnich Spicek. V nasledujicim grafu (Obr. 19) je taktéz vidét shoda s (b), az na
mirny pokles proudu v generovaném grafu viditelny kolem 50 ms. V poslednim grafu (Obr.
20) je zde patrny hlavné rozdil v ¢asti, ktera je na Obr. 17 onacfena jako proud Ica. V nasem
ptipadé neni tento proud tak strmy a rychly, ale spiSe pozvolny.

-28 -



Current [pA]

Waltage [m\]

Current [pA]

Waltage [m\]

Current

-
o
o - ———
o
100 200 300 400
Time [ms]
= Voltage
&
5
2
B
=3
' 100 200 300 400
Time [ms]
Obr. 18: Stimulacni napéti pod prahem excitace
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Obr. 19: Stimulacni napéti tésné nad prahem excitace
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Obr. 20: Stimulacni napéti, které simulovanou buiku zcela excituje

Dalsi srovnani bude provedeno s Obr. 21, kde mizeme vidét rozklad celkového proudu,
ktery vznikl jako odezva na napétovy impuls.

l]H (]

i
L4

Obr. 21: Rozklad membranového proudu na hlavni sloZky u komorové srdecni buiiky [5]
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Sodikovy proud (In.) na Obr. 21, se svym tvarem shoduje s proudem, ktery mizeme vidét
na Obr. 22
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2
I 0 100 200 300 400
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Obr. 22: Sodikovy proud (Ina)

Draslikovy proud (Ix) z Obr. 21 ma velmi podobny pribéh jako proud vygenerovany

programem Obr. 23. Ten ma ovSem o néco linearnéjsi charakter.
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Obr. 23: Draslikovy proud (Ix)
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Proud véapnikovy (Icq) z Obr. 21 se s proudem na Obr. 24 shoduje pouze v aktivacni Casti.
Inaktivacni ¢ast proudu generovaného programem je mnohem pozvolnéjsi a konci kapacitni
$pickou.
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Obr. 24: Vapnikovy proud (Ica)

Proud pozadi (I5¢) na Obr. 21 se tvarové shoduje s Obr. 24.
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Proud I;, (transient outward current) je na Obr. 25 uzsi, nez na Obr. 21. Pomérna vyska

vsak odpovida.
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Obr. 25: Proud I, (transient outward current)

Pii porovnani zakladnich proudu je patrné, ze program funguje dobfe, az na mensi
odchylky, které jsou zanedbatelné. Hlavni problém se tyka vapnikového proudu, ktery
vybocuje z definovanych parametri nejvice.

Na Obr. 26 mtuzeme vidét AN, které je z clanku [14] publikovaného v 1ékarském Casopisu
Circulation Research doktorem Ching-Hsing Luo roku 1991.
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Obr. 26: AN srdecni buriky [14]

Pro srovnani je uveden vystup z programu v rezimu experimentu current clamp (Obr. 27).
AN z horniho obrazku ma amplitudu 41,7 mV a dobu trvani ptiblizné 380 ms, podle uvedeného
mefitka. Tyto hodnoty koresponduji s hodnotami grafu vypocteného nasim programem, coz je

o¢ekavatelné, protoze program pracuje s rovnicemi z uvedeného ¢lanku.
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Obr. 27: Vystupni graf programu v reZimu current clamp
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5.2Dalsi vystupy programu

Na nasledujicim obrazku (Obr. 28) mtuzeme vidét simulaci proudu sinoatrialniho uzlu,

neboli funny current (Iy).
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Obr. 28: Funny current - proud SA uzlu (Iy)

V programu slouzi tento proud pro nazornou predstavu pribéhu proudu SA uzlu. Prvni

odezva je vzdy nejveétsi, coz je zpusobeno rychlym napétfovym impulsem, ktery je pouZzit na

PP

Na nasledujicich dvou obrazcich (Obr. 28, Obr. 29) je vystup z experimentu current
clamp, kde mazeme vidét, Ze mezi dvéma podrazdénimi je simulovana burika aktivovana, a
tak dalsi proudovy stimul, ke kterému dojde dfive, nez se burika opét otevie, nevyvola

patfi¢nou napét'ovou odezvu (Obr. 28).
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Ale kdyz uz bunka aktivovana neni, je mozné ji opét excitovat, coz muzeme vidét na

Obr. 29.
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Z.aveér

Cilem této prace bylo prostudovat vznik klidového a akcniho napéti na bunécnych
membranach a popsat prubéh obou téchto veli¢in. Dale bylo nutné se seznamit s moznostmi
simulace ak¢nich napéti a membranovych iontovych proudi a ve vhodné zvoleném
programovacim prostiedi vytvofit samospustitelnou aplikaci, kterda umozni simulovat

membranové napéti a jednotlivé proudové slozky.

Prvni kapitola byla vénovana struktufe buiiky a jejimu fungovani, objasnéni pojmu
klidovy membranovy potencial a vysvétleni klidového a akEniho napéti na bunéfnych

membranach.

V druhé kapitole jsme si objasnili dvé metody méfeni na bunécnych membranach,
presnéji metodu voltage a current clamp, a jednu techniku pouzivanou pro snimani

elektrickych de&jii na burice nazyvanou patch clamp.

Kapitola tfeti se vénovala matematickym modelim umoziiujicim simulovat déje na
bunécné membrané. Podrobnéji se vénovala matematickému modelu Ching-Hsinga Lua a

Yorama Rudyho. Tento model byl nasledné pouzit ve zdrojovém kodu programu.

Program byl popsan v predposledni kapitole, kde jsme se dozvédéli o jeho funkcich

moznostech a nastavenich a ukazali jsme si, jakym stylem probihal vypocet jednoho z proudu.

Posledni kapitola obsahovala srovnani vystupt s odbornymi materialy, hodnotila rozdily

a odchylky mezi nimi a popisovala ostatni vystupy programu.

Zavérem muzeme fici, ze vysledny program je vhodny jako ukazkovy material pro osoby,
které se ubiraji smérem Iékafského bioinzenyra, ¢i pro osoby, které se problematikou
bunéénych deéju chtéji zabyvat nebo se ji zabyvaji. Nejedna se ovSem o védecky projekt na
takové urovni, aby se jim daly zkoumat zakonitosti a d€je na srdecnich burikach, ze kterych by

se mohly vyvozovat plnohodnotné zavéry.
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Seznamy zkratek, symbolu a priloh

AN ak¢ni napéti

Cn kapacita membrany

d aktivacni konstanta

Ex hodnota membranového napéti

f inaktivacni konstantu

ex maximalni hodnota vodivosti pro iontovy kanal X
h inaktivacni proménna

I proud

Ibg Casove nezavisly proud pozadi

Ica pomaly vapnikovy proud

Li zahrnuje iontovy proud

Ik Casove zavisly draslikovy proud

Ix1 Casové nezavisly draslikovy proud

Ikp draslikovy proud zévisli na fazi plato

IL zbytkovy proud

INa sodikovy proud

Ist stimula¢ni proud

j pomaly inaktivacni proménna

KMP klidovy membranova potencial

m aktivacni proménna

n pomocna konstanta pro draslikovy proud
R plynova konstanta

T absolutni teplota

Ux napéti iontu x

V-1 zavislosti napéti na proudu

Vx potencial iontd x

X Casove zavisla aktivacni proménna

Xi Casove nezavisla inaktivaéni proménna
y jakakoli aktiva¢ni proménna

Yoo hodnot aktivace v ustaleném stavu dané aktivacni promeénné
Oy napét'ove zavisla rychlostni konstanta

By napét'ove zavisla rychlostni konstanta

Ty Casova konstanta dané aktiva¢ni proménné
Priloha A Manual
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1.Minimalni pozadavky

Tak jako kazdy program i tento potiebuje pro sviij chod pocitac s urcitymi parametry.

Tab. 1: minimalni systémové poZadavky

Minimum Doporuceno
Operacni systém Windows XP! Windows 7 a novéjsi
Framework V3.0 V45
RAM 1GB? 2GB
CPU 2 x 1,4GHZ? 2 x 2GHz

! Na star§im OS nebylo zkouseno

2 Niz§i kapacita paméti RAM nema vliv na funk&nost programu, pouze vypoéty zaberou

vice ¢asu

3 Niz§i takt procesoru ani procesor s niz§im potem jader nez dvé nebyl testovan

_3-
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2.Spusténi programu

Program spustime dvojklikem na ikonu aplikace (Obr. 1)

Simulation_membrane_current.exe

Obr. 1: Ikona aplikace

Nacitani aplikace signalizuje ivodni obrazovka (Obr. 2). Program se spusti do 5-15 vtefin

(zélezi na vykonu pocitace, na kterém je aplikace spousténa).

T
ENY

|
|
\VIE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
FACULTY OF ELECTRICAL ENGINEERING
AND COMMUNICATION

Application for simulation of action
potentials and membrane currents

Aplikace pro simulaci pribéhu akénich napéti a membranovych proudd
Klouba Lukas 2015

Obr. 2: Uvodni obrazovka

Program je nacten, jakmile se objevi okno s grafy a s nastavenim (Obr. 3).

Vokage Clamp | Curert Clamp
Savegd | | Zoom reset
[ . Current
O o —
0 e Bl 1./
Ol z ¥
O g @
ok g =
o 2
Statt [ms] =
20 B
Length fms] o 100 200 300 400
360 Time [ms]
Size V] Voltage
From |83 | to |25
(] Custom setting &
Length of measuring ms] Y
i E
e
Resol )
"o 100 200 300 400
Time [ms]

Obr. 3: Spusténd aplikace

2014 Klouba Lukas



3.Prace s programem

V nasledujicich podkapitolach bude podrobné rozepsano, jak lze program nastavovat

v jednotlivych experimentech a dalsi ovladani.

3.1 Experiment Voltage clamp

Ovladani experimentu voltage clamp

v jednotlivych bodech:
Voltage Clamp | Cument Clamp

1. Zaskrtavaci policka (checkboxy)
slouzi k vybéru proudu nebo proudu, které

~——— chceme ve vysledném grafu zobrazit.
=——— 2. Do zadavaciho pole Start vkladame
“——— Casovou hodnotu v milisekundach, ktera
< T fik4, pojaké dobé od zaatku experimentu
:E ¥ chceme zagdit provadét stimulaci.
S5 %9 3. Pole Length udiva délku trvéni
i_— stimulace. Délka je opét v milisekundach.
:_— 4. Polozka From udava klidovou

0 hodnotu v milivoltech.

2
3 5. Do pole to vkladdme hodnotu
5

stimulace. Hodnota je v milivoltech.

6. Zaskrtavaci policko Custom setting

€] Costom octt 6 S 4—— nam umozni pouzit pole &. 7.
., LISIom Seting
et of measunng (s 75E— = 7. Length of measuring je polozka, ktera
200 © se da zménit pouze pii zaskrtnuti
E
£ checkboxu €. 6. Tato polozka udava délku

provadéného experimentu. Délka je

zadavana v milisekundach.

8. Tlacitko Resolve provede piepocet

grafl se zménénymi parametry.

Obr. 4: Popis nastaveni experimentu voltage clamp
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3.2 Experiment Current clamp

Moznosti nastaveni experimentu current clamp v jednotlivych bodech:

Voltage Clamp | Cument Clamp

Save graf Zoo
, .
—_—
o> 2
ize [uA/emZ] 35
600 =
T o=
2
| Custom setting 4' 3
ength of measuring [ms] 5 cu |
g0
-4
0
7
=
N !
=
od
=
E g
= :
£ g
[=] "
=
=
e
=
e
=
S 1
0
Obr. 5: Popis nastaveni experimentu current clamp
-6 -
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1. Do pole Start I vkladame Easovou
hodnotu v milisekundéch. Jedna se o dobu
uplynutou od zacatku experimentu, po
které vySleme stimulacni impuls.

2. Do pole Start 2 zadavame, stejné jako
do pole Start 1, ¢as v milisekundach. Je to
doba, za kterou chceme vyslat druhy
stimulacni impuls. Pokud je hodnota
nastavena na 0, druhy stimulacni impuls
neni aplikovan.

3. Pole Size udava velikost stimulaéniho
proudu v mikroampérech na centimetr
ctverecni.

4. Zaskrtavaci policko Custom setting
nam umozni pouzit pole €. 5.

5. Length of measuring je polozka, ktera
se da zmeénit pouze pii zaskrtnuti
checkboxu €. 4. Tato polozka udava délku
provadéného experimentu. Délka je
zadéavana v milisekundach.

6. Tlagitko Resolve provede piepocet

grafli se zménénymi parametry.
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3.3 Priblizovani

Priblizovani mize poslouzit k detailn€jSimu prohlédnuti vysledného grafu. Provadi se
pomoci ukazatele mysi vytvorenim pfiblizovaciho obdélniku. Ten sestrojime tak, ze v jednom
jeho pomyslném rohu klikneme a drzime ukazatel mysi a poté ho prfesuneme po uhlopiicce do
rohu druhého. Postup znazortiuje Obr. 6.

Save graf Save graf

o o~

= =

o \—..__ o \—..__
T v T v
i e
3 = 3 =

= =

o y N

= =

0 100 ‘o 100

Obr. 6: Vytvoreni pribliZzovaciho obdélniku

Priblizeni mizeme nasledné zrusit tlacitkem Zoom reset nebo tlacitky s krouzky na
koncich posuvnych list zvyraznénych na Obr. 7.

sme

Currant [LA]

Obr. 7: PribliZzeny graf
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3.4 Ukladani

Pokud chceme vysledny graf ulozit, napiiklad pro vlozeni do vypracovavaného
protokolu, mizeme pouzit dopliikovou funkei uloZeni.

Ulozeni se provede stisknutim tlacitka Save graf nad vykreslenymi grafy (Obr. 8). Uklada
se v§e, co je v grafech vykresleno, v€etné priblizeni.

P | Cument Clamp

Save graf Zoom reset

0

-2

¥

t{nA)
A

-G

~UTren

-8

Obr. 8: Tlacitko pro uloZeni grafii

Kliknutim na tladitko Save graf vyvolame dialogové okno (Obr. 9), do kterého zadame
nazev souboru a vybereme, kam soubor ulozit. Pak uz jen potvrdime tlacitkem UloZit.

@ = 1 | v Tentopoéitaé » Dokumenty » v & Prohledat: Dokumenty

Mazev souboru: | nejaky_nazeﬂ

Ulo#it jako typ: | PNG Image (*.png]

* Prochazeni sloiek

Obr. 9: Dialogové okno pro uloZeni grafii
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4.Priklady pouziti
Jako priklad pouziti 1ze uvést tkoly, které je mozné s programem fesit.

4.1 Ukol pro experiment voltage clamp

Zadani ukolu:

Zjistéte, na kolik milivoltd musime simulovanou bunku podrazdit z jejiho klidového stavu

(-83 mV), aby sodikovy proud nebyl v absolutni hodnoté vétsi, nez 2 pA.
ReSeni:
Postupnou zménou pole to v oddilu Size upravujeme stimulacni napéti. Sledujeme

sodikovy proud a nakonec si zazna¢ime napéti, pii kterém proud klesl v absolutni hodnoté pod
2 uA.

4.2 Ukol pro experiment current clamp

Zadani ukolu:

Zjistéte, za jaky Casovy interval je simulovana buiika opét schopna podrazdéni po prvni
stimulaci pii velikosti proudového impulsu 2,6 mA/cm?,

ReSeni:

Prvné si nastavime start prvniho impulsu na nulu. Spustime vypocet (Obr. 10) a pokusime

se odhadnout, kde kon¢i ak¢éni napéti na burice.

Current

o

nt [mA]

o=

Curres

Time [ms]

Voltage

Woltage [mb]

Sl 8060 40220 0 20 40 G0

Time [ms]

Obr. 10: Reseni tikolu pro metodu current clamp, cast 1
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Poté zadame odhad do pole Start 2 a nechame probéhnout vypocet znovu. Mohou nastat

dvé situace:

Current

Current [mA]

o 200 400 600 800 1000
Time [ms]

Voltage

N,
A\

o 200 400 600 800 1000

altage [my]
80 60 -40 20 0 20 40 6O

s

Time [ms]

Obr. 11: Reseni tikolu pro metodu current clamp, dst 2

Na obrazku vysSe (Obr. 11) nastala situace, kdy byl nas odhad mensi, nez doba potiebna
k opétovnému vybuzeni buiky, takze pokracujeme postupnym zvysovanim Casu, nez dojdeme
k bodu, kdy se burika dokaze vybudit.

Current

Current [mA]

o 200 400 600 800 1000
Time [ms]
2 Voltage
=
= = panin
: e I~ ™
5 \ N\
N\l \
I o 200 400 600 800 1000
Time [ms]

Obr. 12: Resent tikolu pro metodu current clamp, cdst 3

Na obrazku vySe (Obr. 12) nastala situace, kdy byl na§ odhad vétsi, nez doba potiebna
k opétovnému vybuzeni buiiky, anebo spravny, takze pokracujeme postupnym snizovanim
casu, nez dojdeme k bodu, kdy se burka jiz nedokaze vybudit. Hledany Cas bude ten, ktery
jsme zadali pfed bodem, kdy se burika jiz nedokazala vybudit.

- 10 -
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