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Rejestracja czynnosci bioelektrycznej uktadu
nerwowego

Zagadnienia:
I. Potencjat spoczynkowy btony komorkowej, potencjat czynnosciowy
Przekazywanie sygnatu na drodze elektrycznej w uktadzie nerwowym
Przekazywanie sygnatu na drodze chemicznej w uktadzie nerwowym (synapsa cholinergiczna)
Typy rejestracji elektrofizjologicznej ze szczegdélnym uwzglednieniem metody zewnatrzkomérkowej
Periplaneta americana jako model w badaniach biofizycznych

o AW

Dziatanie toksyn na aktywnos¢ neuronalng (w odniesieniu do substancji testowanych na zajeciach - efekt
fizjologiczny, mechanizm dziatania).

A. Zanim rozpoczniesz
Zapoznaj si¢ programem ,,Spike Recorder”.
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Nagrane doswiadczenia zapisujg sig¢ automatycznie w folderze: C:\Users\...\Documents\BYB. Mozne je tam odszuka¢
a nastgpnie przeanalizowac.
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B. Zestaw do rejestracji
I. Podiacz zestaw tak, jak wskazano na rysunku:

3. Wolny koniec niebieskiej wiyczki podtacz do gniazda audio komputera

2. Niebieski i zielony przewdd widz
w odpowiednie gniazda. Zwrdé
uwage na oznaczenia kierunku

4. Przelgcz diwignie w prawo
i sprawdz, czy Swieci sie dioda kontrolna.

1. Z6ta wiyczke wiéz
w gniazdo elektrody

2. Sprawdz, czy dioda kontrolna Swieci sie¢ rownomiernie. Jezeli nie Swieci, lub gasnie, zgto$ prowadzacemu
koniecznos¢ wymiany baterii.
3. Otwoérz program SpikeRecorder (pomaranczowo-biata ikona z mézgiem).
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4. Sprawdz, czy program wykryt automatycznie podtaczony wzmacniacz. W tym celu zweryfikuj, czy przebiegi
na ekranie sa wynikiem odbieranych przez mikrofon wewnetrzny dzwigkow. Jezeli tak, to otworz
»Ustawienia”, przetacz pierwsze dwa kanaty na OFF a nastepnie trzeci lub czwarty kanat na ON wybranym
kolorem.

5. Sprawdz, czy obserwowany przebieg to linia prosta, bez nadmiernych szuméw. Mozesz lekko dotkna¢
palcem elektrody, aby zweryfikowaé jak duza bedzie odpowiedz rejestrowana przez elektrody w stosunku
do szumu. W razie potrzeby zmniejsz czuto$¢ rejestracji korzystajac z przycisku ze znakiem minus po lewej
stronie ekranu.

6. Wylacz wzmacniacz.

C. Rejestracja czynnosci bioelektrycznej odnéza karaczana

biodro

stopa golen udo

I. Za pomoca duzych nozyczek pobierz jedno odnoéze, najlepiej z ostatniej pary, i umies¢ je na korkowej
podktadce.

2. Umies¢ elektrody jak pokazano na rysunku. Elektrody musze by¢ sztywno umocowane w podkiadce
korkowe;j.

w

Za pomoca dzwigni wiacz wzmacniacz SpikerBox.

4. Zaobserwuj generowane sygnaly bioelektryczne przy réznych podstawach czasu. Zapoznaj sie z ksztattem
pojedynczych potencjatow czynnosciowych. Zanotuj zapis przy najwiekszej podstawie czasu (| s) oraz zapis
pojedynczego potencjatu czynnosciowego (przy podstawie czasu 0.01 s). Uwzglednij wszystkie ksztatty potencjatow,
ktore jestes w stanie wyodrebni¢ przy matej podstawie czasu.

Uwaga- obserwacje nalezy zaczynac po uptywie co najmniej I min od momentu
umieszczenia elektrod.

5. Peseta poruszaj stopg nogi owada. Przeanalizuj przebieg odpowiedzi oraz ilos¢ (czestotliwosc) i wielkosc
(amplitude) potencjatéw w spoczynku i po stymulacji. Opisz obserwacje.

6. Podmuchaj delikatnie, przez koncowke do pipety na podudzie nogi — zaobserwuj i zanotuj zaleznos¢ miedzy sifq
dmuchniecia i odpowiedziq — wielkosciq i czasem trwania.

D. Rejestracja czynnosci nerwowej rejestrowanej z centralnego uktadu
nerwowego owada

I. Przygotuj preparat — odstoniety fancuszek nerwowy karaczana na podstawie filmu dostepnego pod linkiem:
https://youtu.be/ldL]Oyi_SL8?si=RrNBdVWWRYo_QDPbvo
2. Etapy preparaciji, o ktorych musisz pamigtac to:

a. Usunigcie gtowy, odnozy oraz skrzydet


https://youtu.be/ldLJ0yi_SL8?si=RrNBdWRYo_QDPbvo
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b. Przymocowanie karaczana do korkowej podkiadki za pomoca 2 szpilek wbitych w |) pierwszy
segment tutowia oraz 2) pod blaszka rylcowa.

c.  Usuniecie kutikuli z cze$ci odwtokowej. Pamigtaj, Ze zalezy nam na dostepie do ostatniego zwoju

odwtokowego. Ciecia wykonuj miedzy srodkiem a krawedzia odwtoka.

Usun uktad pokarmowy i nasieniowody.

Oczys¢ preparat z ewentualnych resztek innych tkanek, np. tluszczowe;.

Podaj jedna krople ptynu fizjologicznego na odstoniety fancuszek nerwowy.

m ™o o

Podtacz elektrody do tancuszka nerwowego. Elektrody nie moga go bezposrednio przebija¢, ale
musza go dotykaé. Elektrody powinny by¢ wbite w odlegtosci min. 0,5 cm od siebie, tak jak na
zataczonym zdjeciu:

Elektrody

3. Obserwuj aktywnos¢ spontaniczna fancuszka nerwowego — staraj si¢ nie stymulowaé mechanoreceptorow
swoim zachowaniem — receptory te znajduja sie glownie na wyrostkach rylcowych.

7. Ponownie obserwuj generowane sygnaty bioelektryczne przy réznych podstawach czasu. Zapoznaj sig z
ksztattem pojedynczych potencjatéw czynnosciowych. Zanotuj zapis przy najwiekszej podstawie czasu (I s) oraz
zapis pojedynczego potencjafu czynnosciowego (przy podstawie czasu 0.0 s). Uwzglednij wszystkie ksztatty
potencjatéw, ktére jestes w stanie wyodrebnic¢ przy matej podstawie czasu.

Uwaga- obserwacje nalezy zaczynaé po uptywie co najmniej | min od momentu
umieszczenia elektrod.

lle réznych ksztattow zbiorczych potencjatow jestes w stanie wyodrebni¢ w czasie rejestracji z tancuszka nerwowego,
a ile w czasie rejestracji z odnéza? Jak myslisz, jaka jest tego przyczyna?

4. Stymuluj mechanoreceptory na wyrostkach rylcowych ruchami powietrza z lewej i prawej strony na lewy i
prawy wyrostek. Opisz obserwacje.

5. Po zapoznaniu sie z dziataniem preparatu wykonaj zapis kontrolny aktywnosci spontanicznej preparatu

trwajacy |0 s, za pomocg ikony nagrywania znajdujacej sie w prawym goérnym rogu programu E]
6. Na preparat, najlepiej w okolice ostatniego zwoju odwtokowego, podaj 20 pl bendiokarbu:
a. Najpierw w stezeniu 10-6 M i obserwuj efekt. Kiedy zaobserwujesz zmiang aktywnosci, wykonaj
kolejny |0s zapis (moze to potrwac kilka minut).
b. Nastepnie podaj wyzsze stezenie: |10-# M. Podobnie jak poprzednio, wykonaj |10 s zapis aktywnosci.
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7. Przeanalizuj ilosciowo liczbe potencjatow generowanych przez preparat w kontroli (przed podaniem

toksyny) i po podaniu toksyny. W tym celu:

a.

b.

Otworz pierwszy z zapisow wyszukujac go po dacie i godzinie wykonania klikajac w ikone @

Wybierz opcje analizy zapisu, klikajac w ikone kolbki

Program za pomoca biatych kropek zaznaczyt wszystkie wykryte szczyty amplitud potencjatow.
Jednakze, jezeli w twoim zapisie znajdowato sie sporo szumow, program mogt uwzglednic takze je.
Ustaw fioletowe kursory (prawa strona zapisu) tak, aby gérny znajdowat sie powyzej najwyzszych
potencjatoéw, natomiast dolny znajdowat sie NAD szumem ale POD najnizszymi z potencjatow.
Program w prawym goérnym rogu podat ile potencjatéw zarejestrowat. Mozesz wykorzystac te
warto$c¢ do ponizszej analizy ilosciowej, pamietajac ze 1Hz = %

Mozesz tez wrocic ikong kolby do widoku rejestracji. Teraz program réwniez zaznacza biatymi
punktami szczyty amplitud potencjatow. Zaznaczajac dowolny obszar prawym klawiszem myszy
mozesz odczytac czestotliwos¢ generowanych potencjatéw (pojawia si¢ ona w lewym gornym rogu).
Przeprowadz analize ilosciowa podajac czestotliwos¢ generowanych sygnatow w obecnosci réznych
toksyn

Pamietaj, ze efekt toksyny moze zaleze¢ od jakosci przygotowanego preparatu.



