Aleksandra Dimicé

Elektricni model akcionog potencijala
okidajuceg neurona vinogradarskog
puza Helix pomatia

Cilj ovog rada je uvodenje poluprovodnickih elemenata u elektricna kola Hockin-
Hakslijevog modela i modelovanje jednostrukog i viSestrukog pojavljivanja
akcionih potencijala kod Br neurona vinogradarskog puZa Helix pomatia.
Procenjena su fizicka ogranicenja modela i ispitano koliko model odgovara
zapisima akcionih potencijala Br neurona u realnom vremenu. Takode, ispitani su
uticaji jonskih kanala na viSestruko pojavljivanje akcionih potencijala. Utvrdeno
Jje da model verno prikazuje okidajuci Br neuron puZa Helix pomatia, ali samo u
odredenim opsezima.

Uvod

Odlika svake Zive celije je postojanje membranskog potencijala.
Membranski potencijal je posledica razliite permeabilnosti celijske mem-
brane za jone (Hodgkin 1975), postojanja stacionarnih anjona, uglavnom
DNK i proteina, kao i postojanja aktivnosti membranske K-Na ATPaze.
Celije koje mogu menjati svoj membranski potencijal nazivaju se nadra-
zljive Celije. Najpoznatiji primeri nadraZljivih celija su neuroni, miSi¢ne
celije i neke Zlezdane cCelije (Yarom 1985). Brzim promenama mem-
branskog potencijala éelije su u moguénosti da odgovore na razliite pro-
mene u njihovoj sredini.

Kada neka hemijska, mehanicka ili elektri¢na draz deluje na mem-
branu nadrazljive celije, ona dovodi do promene permeabiliteta membrane
za jone, Sto remeti potencijal membrane. Oscilatorna promena membran-
skog potencijala pri kojoj dolazi do promene polariteta membrane naziva
se akcioni potencijal (Kandel et al. 2000).

Membranski potencijal mirovanja iznosi oko -60 mV. Pri otpoci-
njanju akcionog potencijala prvo se detektuje influks kalcijuma koji
dovodi do porasta potencijala za oko 20 mV. Na toj vrednosti membran-
skog potencijala dolazi do otvaranja voltaZzno zavisnih natrijumovih kanala
koji posreduju u influksu natrijuma. Kada membranski potencijal dostigne
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pozitivne vrednosti dolazi do otvaranja voltazno zavisnih kanala za ka-
lijum, pri ¢emu se detektuje efluks kalijuma (Salanaki 1976).

Na modelu vinogradarskog puza Helix pomatia kod okidajuéih Br
neurona detektovano je dva osnovna oblika akcionog potencijala — osnov-
no i intermitentno stanje. Tokom intermitentnog stanja u kratkom vre-
menskom intervalu dolazi do pojave viSestruko ponovljenih akcionih
potencijala (slika 1) koji se javljaju u skupovima od 4 do 12 (Nikoli¢ et
al. 2008). Broj ponavljanja akcionih potencijala u pojedinatnom skupu
zavisi od stanja organizma puza. Pretpostavlja se da je intermitentno stanje
posledica postojanja i aktivacije kalcijum zavisnih kalijumovih kanala
(Gorman 1980).
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Medutim, kompletan mehanizam nastanka neuralne aktivnosti u pake-
tima nije potpuno razjaSnjen, kao ni faktori koji uticu na broj pojedinacnih
okidanja u skupovima. Dosadas$nji modeli akcionog potencijala se zasni-
vaju na prostornoj i vremenskoj analizi transmembranskih jonskih struja,
uglavnom struja natrijumovih, kalijumovih i hloridnih jona. Najpoznatiji
model akcionog potencijala je Hockin-Hakslijev (HH) model. Hockin i
Haksli su postavili model kao rezultat analize eksperimenata nametnute
voltaze. Kod ovog modela je ustanovljeno da je akcioni potencijal rezultat
promene provodljivosti membrane za jone Na® i K' i da ta provodljivost
na specifi¢an nacin zavisi od membranskog potencijala i vremena (Andus
2001). Iz zapisa transmembranske jonske struje moZe se dobiti informacija
o provodljivosti membrane za jon koji je nosilac registrovane struje
imajuci u vidu jednacinu (proisteklu iz Omovog zakona I = V/R):

gde je I; — jonska struja, g; — provodljivost membrane za dati jon (),

g = 1R, V,, — membranski potencijal, a E; — ravnoteZni potencijal za dati
jon (j) koji se moze se izracunati iz Nernstove jednacine:
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Slika 1.

Zapis intraceluralno
registrovanih akcionih
potencijala okidajuceg
Br neurona puza u
realnom vremenu
(Nikoli¢ et al. 2008).
Uocava se aktivnost
neurona u paketima.

Figure 1.

Record of action
potentials of Br neurone
in real time (Nikoli¢ et
al. 2008). Spiking
activity is observed.
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gde je [j]. — ekstracelularna koncentracija jona, a [j]; — intracelularna kon-
centracija jona (j).

Promene provodljivosti se dobijaju numerickom analizom registrova-
nih zapisa potencijala membrane i jonskih struja:

1

J

Vv —-F

m J

g, =

Sistematski menjaju¢i nametnute potencijale i mereci veliine trans-
membranskih jonskih struja, utvrduje se voltazna zavisnost jonskih provo-
dljivosti koje se aktiviraju u toku akcionih potencijala.

[m =Ii +[c

gde je I, — ukupna transmembranska struja, /. — kapacitivna struja, a I; —
transmembranska jonska struja tj.
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Hockin-Hakslijev model (slika 2) izostavlja ulogu jonskih kanala za
kalcijum. U Hockin-Hakslijevom modelu jonski kanali su predstavljeni
kao promenljivi otpornici. Medutim, postoje razmatranja da jonski kanali
ne funkcioniSu kao promenljivi otpornici, veé kao poluprovodnicki
elementi razliCitih strujno-naponskih karakteristika (Maeda i Makino
2000), na Sta sugeriSe i oblik krivih datih na slici 3.
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Slika 2.

Shema elektricnog kola
kojom su Hockin i
Haksli predstavili svoj
model

Figure 2.

Scheme of electrical
circuit given by
Hodgkin and Huxley
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r 500 Slika 3.

Prikaz strujno naponskih
karakteristika jona
kalijuma i natrijuma kao
1 sumarna strujno-
naponska karakteristika
za kanale

§
JACINA STRUJE [pA]

Figure 3.
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U membrani neurona postoji voltazno zavisni natrijumov kanal koji
je zatvoren pri negativnim vrednostima membranskog potencijala, zavisni
kalijumov kanal koji se otvara na jako pozitivnim vrednostima membran-
skog potencijala i pasivni kanali za hloridne jone koji su uvek otvoreni to
jest otpor je konstantan ali je njihov broj u membrani jako mali, tj niska je
gustina funkcionalne ekspresije (Hille 2003). Strujno-naponske kara-
kteristike pomenutih kanala ukazuju da se radi o poluprovodni¢kim
elementima i kombinacijama istih sa pasivnim elementima strujnih kola.

Cilj

Cilj ovog rada je uvodenje poluprovodnickih elemenata u elektricna
kola Hockin-Hakslijevog modela i modelovanje jednostrukog i visestrukog
pojavljivanja akcionih potencijala kod Br neurona vinogradarskog puza
Helix pomatia. Procenjena su fizicka ograni¢enja modela, i ispitano koliko
model odgovara zapisima akcionih potencijala Br neurona puZa u realnom
vremenu.

Materijal 1 metode

Konstrukcija i analiza elektri¢nog kola sprovedena je modelovanjem i
simulacijom pomocu softverskog paketa Pspice Student 9.1. Analiza kola
je podrazumevala testiranje razliCitih vrednosti parametara pasivnih
komponenata kola i jaCine inicijalnog stimulusa. (3) Analiza je bila usme-
rena na determinaciju grani¢nih vrednosti parametara komponenata kola
izvan kojih model ne odgovara realnom sistemu.
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Rezultati 1 diskusija

Strujna kola koje su konstruisana sa ciljem modelovanja akcionog
potencijala su predstavljena na slikama 4 i 5. Akcioni potencijali u
jednostrukom (monomodalnom) obliku su dobijeni analizom potencijala
dobijenih pomocu kola na slici 4, dok u viSestrukom (polimodalnom)
pomocu kola na slici 5.
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U oba kola kapacitivne promene na membrani su modelovane
kondenzatorom C membransko. Struja curenja koja je propratna pojava u
toku elektrofizioloSkog registrovanja je modelovana otpornikom R1.
Kalijumov jonski kanal u kolu sa slike 4 modelovan je pomodu diode
Q2N3904, diode Q2N3906, otpornika R2 i R3 i izvora jednosmerne
struje. Natrijumov jonski kanal u kolu sa slike 5 modelovan je pomocu di-
ode Q2N3904, otpornika R4 i RS, kondenzatora kapacitativnosti C i
izvora jednosmerne struje. Kalijumov jonski kanal u kolu sa slike 5 mode-
lovan je pomocu diode Q2N3904, diode Q2N3906, otpornika R2 i izvora
jednosmerne struje. Natrijumov jonski kanal u kolu sa slike 5 modelovan
je pomocu diode Q2N3904, otpornika R5, R6 i kondenzatora kapacita-
tivnosti C2. Kolo sa slike 5 sadrzi i kalijum zavisan kalcijumov kanal koji
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Slika 4.

Strujno kolo model Br
neurona u
monomodalnom rezimu

Figure 4.

Electrical circuit model
of Br neurone in
mono-modal mode

Slika 5.

Strujno kolo model Br
neurona u
polimodalnom rezimu

Figure 5.

Electrical circuit model
of Br neurone in
poli-modal mode
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je modelovan pomocu dve diode Q2N3904, otpornika R3 i R4 i konden-
zatora kapacitativnosti C1.

Analizom strujnog kola sa slike 5 utvrdeni su parametri kola pri koji-
ma se dobija zadovoljavaju¢a modularnost. Ispitana su ograni¢enja modela
i uticaji pojedinih elemenata kola na modularnost.

Konstatovano je da postoji minimalni intenzitet stimulusa pri kome

dolazi do okidanje akcionih potencijala koji iznosi 2.54 pA. Sa grafika
(slika 6), na kome je strujno kolo u slobodnom reZimu uocava se da je
potrebno jako kratko vreme da se uspostavi konstantan napon membrane
neurona, dok do porasta potencijala dolazi usled uskladivanja rada kola
(punjenje kondenzatora). Porastom stimulusa dobija se manje izrazena
modularnost. Promena kapacitativnosti membrane (slika 7) ne uti¢e na
modularnost, ve¢ samo na trajanje jednog skupa ponavljanja, tj. period
okidanja, Sto je u skladu sa fiziologijom. Kad je debljina membrane veca
odgovor se brze prenosi, odnosno trajanje jednog paketica je manje.
Istovremeno, kad je membrana deblja, kapacitet membranskog konden-

zatora je manji (C ~ d—l).
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Slika 6.

Signali koje daje
intermitentno kolo pri
vrednostima stimulusa
od 0, 0.004, 0.008 i
0.05 mA

Figure 6.

Signals given by
intermittent circuit
when the values of
the stimulus are 0,
0.004, 0.008 and
0.05 mA

Slika 7.

Signali koje daje
intermitentno kolo pri
vrednostima C

membransko od 1 nF,
02 pF, 05 uFi 1 pF

Figure 7.

Signals given by
intermittent circuit
when the values of

C membrane are 1 nF,
0.2 pF, 0.5 pF and

1 pF
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Otpor R; ne uti¢e ni na modularnost ni na period ni na amplitudu
signala (slika 8), Sto je pozitivna strana modela, jer Ry predstavlja otpor
preko koga se kace mikrodiode pri davanju stimulusa. Postoji minimalni

R, koji iznosi 30 k€2, pri kome dolazi do uspostavljanja rada kola; to
znaci da ako mikroelektrode nisu dobro pricvr§éene eksperiment se smatra
neuspelim. Posmatranjem kanala za jone natrijuma (kanal koji se sastoji iz
diode i R,) utvrdeno je da R, uti¢e na modularnost (slika 9). Postoji opseg

vrednosti R2 pri kojima kolo funkcioni$e kao neuron (150-1000 k€),
kada vrednosti izlaze iz ovog opsega dolazi do nemoguénosti provodenja
struje kroz diodu ili do proboja diode. Povecavanjem intenziteta R,

dobija se veci broj okidanja u skupu, ali taj broj ne prelazi 4.

/\

2VL>

10 ms

Jonski kanal za kalijum ima 3 promenljive komponente (Rs, Rg i Cy).
Promenom vrednosti tih komponenti utvrdeno je da Rs i Rg ne uticu na
modularnost i nema znacajnih promena amplitude, ali da C, utie na

modularnost (slika 10). Minimalna vrednost Rs je 2 k€2, Rg mora biti u

opsegu (10-100 kQ2), a minimalna vrednost C, je 0.2 puF.
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Slika 8.

Signali koje daje
intermitentno kolo pri
vrednostima R; od
50 k€Q, 200 kQ,

1 MQilGQ

Figure 8.

Signals given by
intermittent circuit
when the values of
R are 0 kQ,

200 kQ, 1 MQ) and
1 GQ

Slika 9.

Signali koje daje
intermitentno kolo pri
vrednostima R od
100, 250, 300 i

500 kQ

Figure 9.

Signals given by
intermittent circuit
when the values of
Ry are 100, 250, 300
and 500 kQ2
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10 ms

Najmanje istraZzeni kanal je kalijum zavisan kalcijumov kanal. Prime-
¢uje se da promenom Rj dolazi samo do promene modularnosti, a da
nema promena u trajanju signala i amplitude S$to govori da je pojava vise
okidanja posledica rada ovog kanala. Svi elementi ovog kanala (R3, Ry i
C)) uticu na modularnost. Poveéavanjem vrednosti R, ili R5 ili C;, broj
pikova se smanjuje (slika 11).

Zakljucak

Uporedivanjem signala dobijenih modelovanjem i realnih signala
okidajuceg Br neurona puZa Helix pomatia utvrdeno je da teorijske
pretpostavke vaze i da model verno prikazuje realnost. Postoje tehnicka
ogranicenja mogela, stoga on funkcioniSe u odredenom opsegu vrednosti.

Zahvalnost. Zahvalnost za uspe$nu realizaciju projekta dugujem
Milosu Rokicu, dipl. biohemicaru, Ivanu Razumenicu, studentu Elektro-
tehnickog fakulteta u Beogradu, i rukovodiocu programa molekularne
biomedicine Luki Mihajlovicu, dipl. biohemicaru.
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Slika 10.

Signali koje daje
intermitentno kolo pri
vrednostima Cp od
05,1,21i5pF

Figure 10.

Signals given by
intermittent circuit
when the values of
Cp are 0.5, 1, 2 and
5 uF

Slika 11.
Smanjivanje broja
pikova usled promena
R3, R4 1 Cy

Figure 11.

Decrease in number
of spikes with change
in values of R3, R4
and C;
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Aleksandra Dimic

Electrical Model of Multispike Neuron Action Potential in
the Burgundy Snail Helix pomatia

The aim of this project is adding semiconductor elements into cir-
cuits of the Hodgkin-Haxley model and modeling single and multiple
spiking in Br neurons of the Burgundy snail Helix pomatia. The physical
limitations of the model are estimated and recordings of action potentials
of the Br neuron in real time are compared. Also, the effects of ion chan-
nels on multispiking are discused. It was found that the model faithfully
describes spiking of Br neurons of the snail Helix pomatia. However, it
has some limitations and works only in certain bands. Further analysis of
existing results can be performed in future research.
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