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Eletrofyziologie
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m Multiple single unit recording

— Tetrody — 4 spojené elektrody s podobnym signalem, umoznuiji

— Klastrovani

= roztfideni multijednotkoveho zaznamu na jednotlive
neurony porovnanim 4 signalu z tetrody

— Firing rate maps
m zprimérovana aktivita — ztrata casové osy

— Time series
m jednotlivé epizody — detailni Casova infomace

— Neuronal ensembles (cell assemblies)

= Mnoziny funkéné propojenych neuronl vytvareji
pametoveé reprezentace




Head-mount microdrives
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m Jednotlive elektrody jsou
pripojeny ke spolecnemu
konektoru.

Jednotlive tetrody jsou
nezavisle pohyblivé pomoci
srouboveho posunu.

Legenda: A. Potkani
microdrive pro 8 tetrod
pripojenych ke konektoru
Millmax B. Vybaveny
ochranym krytem C.
Schema microdrivu D. Mysi
microdrive pro 4 tetrody
propojené ke konektoru
Omnetics.

Jog et al., J Neurosci Meth, 2002




Headstage connectors

m Headstage se pripojuje
K implantatu na hlave
zvirete.

Zesiluje signal pred
vedenim do hlavniho
zesilovace.

Je vybaven diodami
pro urceni polohy a
orientace zvirete.

Jog et al., J Neurosci Meth, 2002




Tetrodes & microdrives

Foto: archiv autora




Tetrodes & microdrives
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Multiunit recording
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m A 4 elektrody (12.5 - 25um)
jedné tetrody prenasi signal
stejnych neuronu, ale z
riznych perspektiv.

B. Jednotlivé neurony se

charakteristicky lisi pomerem
mezi jednotlivymi elektrodami.

C. Parametry vyboje

D., E. Vynesenim parametru
vyboje z ruznych elektrod proti
sobé ziskame shluky
(clustery) vyboju odpovidajici
jednotlivym neurontim.

peak height wire 4

Szymusiak & Nitz, Curr Prot Neurosci ey ||/ . 3 g
6- 16, 2002 p=ak haight wire 1 peak height wire 1




Firing rate maps
a zmeny v prostredi

Muller & Kubie, 1987

m Aktivita place cells (mistni neurony) vytvari v dlouhodobém
(20-30 min) zaznamu ohranicené shluky nazyvané firing fields
(FFs).

m V uniformnim prostfedi s jedinou orientacni znackou (cue)
nasleduji FFs posun této znacky (A-B-C).

m Pri proporcionalni zmene prostredi si FF zachovavaji svou
relativni pozici vuci orientacni znacce (A1-A2).




Firing rate maps
a zmeny v prostredi

m Pri zmenseni orientacni znacky FF sleduji
obvykle jeden z jejich okraju (A1-A2,B1-B2).
m |Instalace bariery reverzibilne narusi FFs v

jejim okoli (B,E). Muller & Kubie, 1987




Remapping
+

m Na zmeény v prostredi
reaguji place cells
dvéma zpusoby:

Rate remapping, kdy
se meni intenzita
aktivity, ale ne jeji
lokace a

Global remapping, kdy
dochazi ke zméne celé
reprezentace, vcetnée
identity aktivnich
neuronu a polohy jejich
FFs.
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Colgin et al., Trends Neurosci, 2008




Entorhinal grid cells
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m V entorinalni kure
potkanu se
vyskytuji grid cells,
jejichz aktivita
vytvari ,mrizku”
pravidelne
usporadanych
bodu.

Meritko teto mrizky
se systematicky
meéni dle
dorsoventralni osy.
Neurony v této
oblasti reaguji také
na pritomnost
bariér i okraju,
orientaci hlavy, a Hafting et al., Nature, 2005
rychlost pohybu.
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Intervencni techniky

‘ m Permanetni léze

— Aspiracni

— Chirurgické

— Termokoagulacni

— Excitotoxické

— Selektivni neurotoxiny

m Docasne inaktivace — funkcni leze
— Implantované kanyly pro intrakranialni injeckce
— TTX a ostatni blokatory iontovych kanalt
— AMPA antagonista CNQX
— Agonisté inhibicni neurotransmise — muscimol
— Lokalni aplikcace agonistl a antagonisti specifickych
receptoru

m Genetické manipulace

— knock-out, knock-down, knock-in




Transgenni technologie

Ah Umoznuji ,vypnuti® urcitého genu nebo naopak vneseni
genu ciziho.
— knock-out / knock-down
— knock-in
m Dlsledkem mize byt inaktivace specifické bunecné
struktury nebo specifické populace
— Germline — v€etné zarodecénych linii
— Selective

m Cre recombinase a loxP system — vystépi nebo obrati
sekvenci sevienou loxP tagy v zavislosti na jejich orientaci.

m cell type-specific promoters — CaMKIl, GFAP, PV, ...
— Inducible
m Tet-O system (tetracycline transactivator)
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IEG imaging
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= Nervova aktivita spousti expresi genti Casné
odpovéedi (immediate-early genes — IEGS) v

neuronech
— C-fos, Zif268/Egr 1/...., Narp, BDNF, Arc, Homerla

m RNA

m in situ hybridization
m Radioaktivni
s Fluorescencni - FISH

= dPCR
m Nothern blot

m Protein

m Immunohistochemistry
m Western blot




Immediate-early genes
IEGS

Exprese IEGs Arc (zelené) a zif268
(Cervene) v CA1 neuronech v klidu (a) a 2
(b), 5 (c), 15 (d), 30 (e) a 60 (f) min po
MECS, g — s RNazou; h — sense proba

Guzowski et al., 1999

R{zné druhy IEG
signalu: Arc
Intranuclear fOCI
-INF (a); Arc-
cytoplasmic (b);
double-positive
Arc signal (¢);
double label Arc
(zelene) a zif268
(Cervené)(d)




catFISH

Cellular compartment analysis of
temporal activity by FISH

caged

comrol _immediate A delay [VRRIO eI aal exprese

Arc (primarni RNA
transkript) se objevuiji v
jadrech neuront v CAl,

CA3 a v klire okamzité
po exploraci prostredi A.
Po 25 minutach se Arc
MRNA objevuje v
cytoplazmé.

Nizka exprese Arcv DG

S€ nemeni.

Guzowski et al., 1999,
Nat Neurosci




Kontextualni specificita
exprese Arc
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Guzowski et al., 1999, Nat Neurosci

Arc signal je
specificky k
behavioralnimu
kontextu: stejné
neurony jsou
aktivni ve
stejném
prostredi A, ale
odlisné skupiny
jsou aktivni v
riznych
prostredich A/B.




INF H1a kolokalizuje s
cytoplazmatickym Arc

a - 1 arc oyto » Intranuklearni signal
7 H1a foci Homerla se objevuje
B Double ve stejnych neuronech
jako cytoplasmaticky
Arc.
To umoznuije
modifikaci metody:
T .~ aktivita behem prvni
.| CORTEX behavioralni epizody
je detekovana pomoci
Homerl1a INF a druha
prostrednictvim Arc

INF.

Vazdarjanova et al., 2002, J Neurosci
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Arc/ Homerla catFISH

90 um

Vazdarjanova and Guzowski, 2004, J Neurosci

Homerl1a (zeleny
INF) znaci neurony
aktivni béhem prvni
epizody ~25-30 min
pred smrti zvirete.
Arc (Cerveny INF)
znaci neurony aktivni
béhem druhé epizody
bezprostredné pred
usmrcenim. Double-
pozitivni neurony
byly aktivni béhem
obou epizod.




Jednorazova zkusenost spousti
expresi Arcv hipokampu

‘- Populace Arc+ [g°AsTc

neurond v CA3
byly kompletni
uz po prvnim
kole, zatimco v
CAl se Arc+
populace
rozrUstala s
opakovanim.

m Arcmize byt
soucasti
molekularni
kaskady od
neuronalni
aktivity k
synaptické
plasticité.

CA3, 1L-1D CA3, 4L-4D
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Optogenetika

Stanford Optogenetics Resource Center:
http://www.stanford.edu/group/dlab/optogenetics/
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Optogenetika
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Vyuziva fotosensitivni - sasom VOMR! ssgnm sgonm PR
pigmenty morskych fas ke f

kontrole neuronalni S ——

aktivity.
Tyto mohou mit povahu : e
kationtového kanalu,
chloridové pumpy, nebo
byt spfazené s G-proteiny
a pokryvaji rizné vinové
delky.

Geny pro tyto opsiny se
vnesou do cilovych unek
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Chlamydomonas Volvox Natronomonas Intracellular
reinhardtii carteri pharacnis Signaling

d cPPT
Psit Promoter WPRE

pomoci virovych nosicu
zpravidla spolecne s
fluorescencnim
indikatorem, pripadné s
dalsimi systemy (Cre/loxP,
tTA/tetO)

Zhang et al., 2010, Nature Prot
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Opsiny

Yizhar et al., 2011, Neuron

m Cilenymi modifikacemi opsint Ize ovlivnit
vinovou delku, ucinnost i casovou dynamiku

Bacterial G5 Gj

Cyclase .
m“"j ] ‘ g
-Ql?.i, !(%Ph "‘4"4.&”

w

Hyperpolarizing [l
Biocherical modulation
5.ils avi Red-shifted depolarizing
Fast Inhibition E122T/E162T Blue depolarizing @

ot Bistable depolarizing @

L) ;
e ] Step Function Opsin (bistable depolarization) ChETA variants O
Ach f VChR1

eBR @ a { ] L ]

cwi VCHRI VCHRI
ChRGR* ® LBEC‘;iSQC c1238 C1235/D151A
13T = ®  (her
Y * ¥ Opto-fi2

. we % o [ ® ® ® L]

4 LT ChR2 ChRz  ChR2 ChR2 ChR2
E123A E123T/ WT  Hi34R C1287 Ci28h  C1285 D156A  D156A/C1285
T159C

Fast Excitation Biochemical modulation

Peak Activation A (nm)

10ms 1s 10s mes f 10000 s

1 min




Chemogenetika - GPCR

G-protein-coupled receptors

‘ Lee et al., 2013, Drug Discov Today
Fy fl

Drug Discovery Today

Neuronalni aktivita mtze byt ovladana také
chemicky, pomoci designovych (umélych)
receptort spojenych s rliznymi G-proteiny.




DREADDs

‘ Wess et al., 2013, Trends Pharm Sci
Designer Receptors Exclusively oy R —— -
Activated by Designer Drugs =

Human M3 Human M4

CNO (Cloza pi ne-N -Oxide) receptor (13 Feceptor (bb)
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(Neuronal excitation) (Neuronal silencing)
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e.g. cAMP, Ca2+, Arrestin recruitment,

Drug Discavery Today TRENDS in Pharmacological Sciences
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Clarity




Clarity

m Hlavni prekazkou Sireni
svéetla tkani jsou lipidy.

= Jejich odstranéni po
predchozi fixaci
hydrofilnich biomolekul
v hydrogelove mrizce
zprostupnuje téz
tkan/vzorek pro
makromolekuly

(protilatky apod.).

Cheng et al., 2013, Nature




Clarity

m Pres zprUhlednény
mysi mozek se da
cist (a-b).

m V zavislosti na
pracovni vzdalenosti
objektivu lze
zobrazovat cely
intaktni mysi mozek.




Clarity

m Clarity
umoznuje
opakované
barveni —
skutecne trvaly
preparat




Clarity

m Kontinuita struktury
— trasovani projekci
v intaktni tkani

m Zvysene€ mnozstvi
dendritickych
muUstkd v autismu

= Nebylo by mozné
konvencnimi
histologickymi
metodami
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