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Elektrofyziologické metody studia
chovani a pameéti

+

EEG a potencial blizkého pole (LFP)
- LFP a EEG u zvirat
- EEG u lidi,
- spankové EEG (pristi prednaska)

Nahravani jednotkové aktivity
- tetrody
- silikonové sondy
- vapnikové zobrazovani aktivity
- terCikovy zamek

Metody vyhodnocovani
- LFP/EEG - Fourierova transformace
- jednotky - autokorelace, vzajemné korelace,
korelacni matice



Elektroencefalogram (EEG) a
potencialy blizkého pole

‘ Zaznamenavaji se sumarni zmeény elektrického
4 s . 4 o . s
potencialu, ktere vznikaji v dusledku synchronizovane
0 7 0 O s v V4 (o]
synapticke aktivity velkeho mnozstvi neuronu.

EEG - elektroencefalogram - méri se z povrchu lebky u
lidi nebo zvirat.

LFP - local field potentials — potencialy blizkého pole,
meri se u zvirat (zrfidka u lidi v pripadé klinické potreby)
z elektrod uvnitr mozku.

Na EEG/LFP zdznamu se Casto studuji rytmické vzorce
aktivity — ,mozkové viny" -théta rytmus
-gama rytmus
-pomalé oscilace
-spankova vretena



Hans Berger — Iekar na univerzite v
neémecke Jene

Pi:vnl' nahravani EEG u lidi (1924)

Objev alfa vin

-obrazek dole ukazuje jednu z prvnich
nahravek. Horni zaznam je nahravka
EEG, spodni zaznam umeély signal s
frekvenci 10Hz.

Alfa viny se u lidi objevuji v bdélosti, kdyz je Clovek v klidu a
ma zavreneé oci.




Elektroencefalogram

Electroencephalogram (EEG)
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Schema nahravani EEG. Casto se pouziva vétsi mnozstvi
elektrod rozmisténych po povrchu hlavy.




Elektroencefalogram u hlodavcu

konekotor i .
EMG e|ektr0dy oro kabel dentalni cement upevriuje

konekotor implantat k lebce
pro kabel

Sroubky,
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U laboratornich zvirat, treba

u mysi, se EEG elektrody (v tomto pripade sroubky) upevnuji k lebce
permanentné. Sroubky jsou pripevnény ke konektoru, ktery je taky
implantovan na hlavé a k nému se béhem nahravani pripojuje kabel k
zesilovadum.




héta rytmus

Wake (running) 4-12 Hz
CA1 st WM[MM\ doprovazi aktivni
pohyb
DG gl vyskytuje se i
béhem REM spanku

REM Organizuje all<tivitu
hipokampalnich

CA1 Srw 2 neuronu

50 ms Hraje roli v utvareni
DG g pameti (LTP)

Na nasledujicich nékolika obrazcich si predstavime nékolik charakteristic-
kych typu(vzorct) EEG aktivity, které Ize pozorovat v EEG zdznamech.
Jako prvni je tzv. théta aktivita pozorovana v hipokampu u zvirat.




Theta rytmus — béhem aktivniho pohybu

+

walk still
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Cervenou je oznacena pravidelnd théta aktivita v nahravce LFP z
hipokampu potkana, ktera je pozorovana béhem aktivniho pohybu (walk).



Sharp waves - ostre viny

walk

» mmw

ooy Ay e 1 ‘H‘

Buz»s;_k_i, 1989

Beéhem lokomocni inaktivity (still) se vzorec hipokampového LFP u
hlodavct méni. V nepravidelnych intervalech se objevuji tzv. ostré viny -
sharp waves, oznaceny cervene.



Pomalé spankove viny

surface cortical EEG
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deep cortical EEG
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Contreras and Steriade, 1995

Dalsim typickym vzorcem v EEG aktivité jsou pomalé viny, které se
objevuji behem hlubokého spanku. Jsou to rytmicky se opakujici zmény v
EEG s frekveci 0,5 -4 Hz. Tyto viny jsou odrazem stfidajicich se stavu
aktivity (up states) a inaktivity (down states) v neuronech mozkové kury.



Spankova vretena

EEG
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Amzica and Steriade, 2000

spindles filtered (7-14Hz)

Béhem mélcich stadii spanku se objevuji spankova vretena (sleep

spindles). Jsou to kratce trvajici (cca 1 - 1,5 sekundy) oscilace o
frekvenci kolem 10 Hz. V rdmci vieténka amplituda nejdFiv vzrista a pak

klesa - to vytvari charakteristicky vreténkovity tvar v zaznamu EEG.



Vznik spankovych vreten
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Tento obrazek vysvétluje jak vznikaji spankova vretena interkci mezi
aktivitou v talamu a mozkové kute. Roli hraji tfi typy neuronl: 1) inhibiéni
neurony Vv retikularnim jadru talamu maji rytmicky organizovanou aktivitu
a takto inhibuji 2) excitacni talamo-kortikalni neurony. Rytmicka aktivita
talamo-kortikdlnich neuronu se prendsi na 3) kortikdlni neurony, které
projikuji zpatky do talamu, a kruh se tak uzavira.




Nahravani jednotkoveé aktivity

+

Dale se budeme zabyvat zaznamenavanim aktivity jednotlivych
neuronu. Postupné predstavime ¢tyFi metody:

- tetrody
- silikonové sondy
- vapnikové zobrazovani aktivity

- terCikovy zamek



Tetrodove
nahravani — princip

recorded action potentials

cell1 cell2

four electrodes
of a tetrode

,,\I’

neurons

Elektricka aktivita neuronl se &asto
sleduje pomoci elektrod vyrobenych z
jemnych vodivych dratkd s izolaci na
povrchu (kromeé zakonceni). Typicky
se pouzivaji dratky s primérem 12
nebo 25 mikrometrd. Casto se Ctyfi
dratky zapletou dohromady (jako cop)
¢imz vznikne tzv. tetroda.

Konce tetrody se zavedou do cilové
oblasti mozku, kde se pak
extracelularné snima aktivita ze
skupiny blizkych neuronu. Konce &tyf
dratky tetrody jsou dostate¢né blizko
sebe, aby zaznamenali akcni
potencialy ze stejné skupiny neurond.
Kazda elektroda snima aktivitu
stejného neuronu z jiné pozice - a tak
ma zaznamenany akc¢ni potencial na
riznych elektroddch jiny tvar. To
umoznuje rozpoznat a odlisit ak¢ni
potencidly generované rliznymi
neurony.

(Tento princip je znazornén na
obrazku. Akéni potencialy modré a
¢ervené buriky maji rizny tvar a
mohou byt odliSeny.)



Tetrodové nahravani

recorded action potentials

cell1 cell2

.J‘l ‘\\ y
four electrodes
of a tetrode

\

| ! neurons

Nékolik tetrod se vestavi do jednoho
implantatu. Implantat na obrazku
vpravo obsahuje 8 tetrod a ma rozmeéry
asi 1x1x1 cm.

Implantat slouzi 1) k propojeni elektrod
s konektorem a nahravaci technikou, a
taky 2) umoznuje vertikalni pohyb
elektrod (zelena Sipka) otacenim
Sroubku (&ervena Sipka).
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Tetrodoveée
nahravani

amplitude electrode 4 (mV)
amplitude electrode 3 (mV)

.-
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amplitude electrode 3 (mV)

¢

amplitude electrode 1 (mV)

electrode

Priklad skutecnych neuronovych dat nahranych tetrodou. Pro kazdy z péti
neuronu (jsou barevné odlieny) je ukdzdna nahravka akénich potencidld
(AP) z kazdé ze ctyr elektrod. Obrazky nahore reprezentuji kazdy nahrany
AP jako tecku. Jednotlivé AP jsou zobrazeny podle amplitudy na
jednotlivych tetrodach. Vsimnéte si, ze se nahrané AP zhlukuji — poznaji
se tak AP emitovany stejnou bunkou.




Tetrodove
nahravani - priklad

roomA (1) room B roomA (2)
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Priklad aktivity 15 sou¢asné nahranych hipokampdlnich neuronu ve
dvou riznych prostifedich — v mistnosti A a v mistnosti B. Nahravka
v A byla opakovana dvakrat.




Silikonové sondy

Jako modernegjsi alternativa
K efgktrodam z dratky se
dnes cCasto pouzivaji —
takzvané silikonové sondy. V | for data cable
tomto pripadé jsou
elektricky vodiva ukonceni
rozmisténa v pevné danych
pravidelnych intervalech na
jemné jehlici, ktera se
implantuje do mozku.
Obrazek znazornuje takove
Cidlo se stovkami vodivych
zakonceni - elektrod na
sondé o Sirce 75
mikrometru.

=V nasi laboratori pouzivame
tetrody a postupné
implem,entujeme,nahrévém’ —  S—
pomoci silikonovych sond.

r.m.s. noise (1V) Site impedance

Jun et aI., 2017 (kQ)
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Silikonové sondy
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Spike-sorted single unit data from freely behaving rat medial prefrontal cortex - recorded 60 days
post-implant and after 30 days in the same location. Each colour-coded column shows spikes from a
discrete single unit. [Data courtesy Tahl Holtzman, Nick Donnelly, Jeff Dalley — University of
Cambridge, UK.]

Pfiklad nahravky nékolika neuront z 16 nahravacich mist na silikonové
sondé. Jednotlivé neurony jsou v sloupcich a jsou barevné odliseny.



Vapnikové zobrazovani aktivity

+

DalsSi metodou sledovani
neuronoveé aktivity je
zobrazovani pomoci
vapnikovych indikatorud. Toto
neni elektrofyziologicka, ale
optickd metoda. Je potreba
mikroskop, ne elektordy.

Pouziva se napr. latka Fluo-
4, ktera vyznamné zvysi
flourescenci, pokud se na
molekulu navaze vapnik.

Protoze vstup vapniku do
bunky nastava béhem
neuronalni aktivity, zvysena
flourescence signalizuje
ZVySenou neuronovou
aktivitu.



Vapnikové zobrazovani aktivity

Obrézty nahore

znazornuji mozkovou . Nissl|
klru, ve které Ize N X
identifikovat jednotlive
neurony.
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Spodni Cast ukazuje
nahore zmeény v napéti
jednoho neuronu (Vm) s
akénimi potencialy
(vertikalni linky).
Uprostred jsou zmény
ve fourescenci (dF/F),
téhoz neuronu. Spodni
krivka ukazuje derivaci
zmeén flourescene, ktera
odpovida aktivaci
neuronu.
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Vapnikové zobrazovani aktivity

3
<

A

10%/sec 5%

Priklad zdznamu
aktivity >800 neurond
pomoci vapnikového
zobrazovani.

Onset timing

Ikegaya et al. 2004, Science



Vapnikové zobrazovani aktivity

Repeat #1

+

Prikad zaznamu aktivity
>150 kortikalnich neurond.
Takovéto zaznamy umoznuji
sledovat organizaci aktivity v
neuronovych sitich.

V tomto konkrétnim
experimentu byly
identifikovany opakujici se
vzorce aktivace skupin
neuronu (oznadeny pismeny
A,B,...G). SpolecCné tyto
vzorce vytvarely opakujici se
sekvence (oznaceny jako
Repeat 1, Repeat 2).

Neuron #
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Ikegaya et al., 2004

Repeat #2




Vapnikové zobrazovani aktivity u
volné se pohybujicich zvirat

Nedavno se povedlo
miniaturizovat vapnikoveé
zobrazovani natolik, Zze ho lze
pouzit u volné se pohybujicich
zvirat.

Tady uvadim priklad
experimentu, ve kterém
nahravali neuronové odpovédi u
zvirat béhem interakce s
prislusniky stejného druhu...

Experimental design
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Ying et al.,



Vapnikové zobrazovani aktivity u
volné se pohybujicich zvirat

Time course response
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V této studii objevili neurony,
které reaguji zménou aktivity na
pritomnost druhého zvirete.
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Na obrazku je aktivita
jednotlivych neuronl zobrazena
v radcich. Zmeéna aktivity je
kddovana barevné - zvysena
aktivita je znazornéna zlutou
barvou, snizeni aktivity je
znazornéno modre.

Neuron ID
(responding to pups)

0 5 -5 0 5




Vapnikové zobrazovani aktivity u
volné se pohybujicich zvirat

Nahrétém’ prostoroveé aktivity hippokampovych mistovych bunék - place
cells - pomoci vapnikového zobrazovani.
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Ziv et al. 2013, Nature Neurocience




Tercikovy zamek (patch clamp)

‘ Posledni metodou, kterou tady chci predstavit, je / [pawh.c.ammp ampife

metoda teréikového zamku. 45

Cell-attached recording Inside-out recording
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Whole-cell recording Outside-out recording

https://www.leica-microsystems.com/science-lab/the-patch-clamp-technique/



Tercikovy zamek (patch clamp)

Meg@ teréikového zamku se
poudiva pro elektrofyziologicke
nahravani aktivity z jednoho neuronu,
z Casti bunécné membrany, nebo
dokonce z jednoho membranového
kanalu.

Technika je zalozena na tom, ze se k

bunéné membrané neuronu prisaje

velmi malinkata sklenéna pipeta,

slouzici jako elektroda.

Po pfisati mikropipety k membrané

|ze postupovat nékolika alternativnimi

postupy:

1) Je mozné vytrhnot kousek membrany s nékolika malo proteiny a kanaly a ten
studovat jako preparat (inside-out, nebo outside-out varianty).

2) Nebo je moznost protrhnout membranu v terCiku pipety a mit celou buriku jako
preparat (whole-cell konfigurace).




Tercikovy zamek (patch clamp)

Schematickeé znazornéni
experimentalniho usporadani

pro pokus terCikového zamku.

Preparat s neurony je v
nadobce ve fyziologickém
roztoku, ktery je mozné
promyvat a vymenovat.

Mikropipeta, ktera slouzi jako
elektroda, je napojena na
elektronicke pristroje k
nahravani.

Pipeou Ize pohybovat
mikromanipulatoty a celou

situaci sledovat mikroskopem.

Solution Inflow

Headstage

Inverted Microscope

Amplifier

Bath electrode

Solution Outflow




Tercikovy zamek (patch clamp)

/m
Patch-clamp amplifier

Vm

Inside

Outside

Single-channel current

Closed Closed Closed Closed

pa]

Channel
clogsad
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Channel
open

120 Time [ms]

Priklad nahravky pomoci terCikového zamku. V tomto
pripadé lze pozorovat miniaturni elektrické proudy spojené
s otevirani a zavirani jediného kanalu. Zavienym kanalem
proud neprotéka, otevienym ano.




Tercikovy zamek (patch clamp)

Toroidal

DLP projecto

270° projection
screen

7 —» Computer

Optical _,
mouse

computer

Free-moving ball

Schéma aparatury pro pouziti metody terCikového zamku k nahravani aktivity z neuronu zivého
a bdélého zvirete.

Pro metodu terCikového zamku je dulezita mechanicka stabilita preparatu (pipeta musi zUstat
prichycena k neuronu). Stability bylo zde dosazeno tim, ze hlava potkana byla béhem pokusu
pevné ukotvena. lluze pohybu byla pro zvife navozena tim, ze mohlo béhat na povrchu velké
polystyrénové koule, ktera se pod nohama otacela, a sou¢asné bylo na sférické platno kolem
potkana promitano ménici se prostredi, jako virtualni realita.




Metody analyzy neuronalniho signalu

‘ Na zavér predstavim nekolik metod, pouzivanych k analyze
elektrofyziologickych dat.

Potencial blizkeého pole (local field potential), EEG
Fourierova transformace

Neuronalni aktivita autokorelace
vzajemna korelace (cross-correlation)

analyza populaénich vektoru

Smyslové a behavioralni korelaty neuronalni aktivity

stimulus-response function (funkce
podnétu a odpoveédi)
dekodovani pozice



Fourierova transformace - analyza
periodicky se opakujicich vzorcu
| (oscilaci) v EEG

Aktivita EEG je Casto rytmicka, l .
periodicky se opakujici. Obrazek T n'u';'l ||| Al |'||||,.n.|..|||'w |.||"|'||||||I.|
vpravo ukazuje priklady takové N

aktivity. Pro kvantitativni analyzu
periodickych jevu se Casto pouziva
Fourierova transformace.
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Fourierova transformace - princip

Frequency

1Hz

Power
spectrum

0 5 10 15 20
frequency (Hz)

Fourierova transformace rozklada signal na
komponenty o riznych frekvencich. Toto Ize
ukazat na pfikladu umele vytvoreného
signalu vlevo nahore, ktery se sklada ze
dvou sinusoid s frekvenci 1 Hz a 10 Hz.

Tento signal je rozlozen na sinusoidy o
frekvencich 1Hz, 2Hz, 3Hz... a kazdé
frekvenci je pfifazena hodnota podle
zastoupeni kazdé frekvence v puvodnim
signalu. V naSem pripadé je tato hodnota 1
pro frekvence 1 Hz a 10 Hz (jen ty jsou
zastoupeny v puvodnim signalu) a 0 pro
ostatni frekvence.

Zastoupeni jednotlivych frekvenci pak Ize
zobrazit pomoci vykonového spektra (angl.
power spectrum) na obrazku vievo.



Fourierova transformace - priklad
realneho pouziti

nonREM spanek REM spanek
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Oyanedel et al., 2015

Priklad vykonovych spekter signald z mozku potkana béhem nonREM spanku
a REM spanku. BEhem nonREM spanku prevladaji v EEG frekvence <4Hz,
které odpovidaji pomalym vinam. BEhem REM spanku dominuje theta rytmus s
frekvenci kolem 7 Hz.



Fourierova transformace

awake nonREM REM

1 sec

cec ovhbyhiiltn NG

EMG Wm D e

1200 pv

Fourierova transformace vyjadruje
rozloZeni a zastoupeni riiznych
frekvenci v analyzovaném signalu. Na
el ey ; { obrazku vlevo je mozno sledovat
A - MMMWV&” zmény vykonového spektra EEG v
P wated ¢ase, to muUze naptiklad pomoci
identifikovat rlzne spankové stavy.
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Casova sekvence akénich potencialu
neuronu

bunka 1 |Bll
bunka 2 IR L1 LSRR DL S

bunka 1
bunka 2

Dale se budeme zabyvat tim, jak analyzovat a charakterizovat aktivitu
jednotlivych neuronl a vztahy mezi aktivitou rdznych bunék. Aktivitou
neuronu tady rozumime ¢asovou sekvenci akénich potenciald.



Histogram intervalt mezi akénimi potencialy
(inter-spike-interval histogram)

Casto pouzivand metoda je tzv. inter-
spike interval histogram. Ten
charakterizuje délku intervall mezi
nasledujicimi akcnimi potencialy.
Priklad vpravo ukazuje neuron, ktery
Casto emituje akc¢ni potencialy v
rozmezi neékolika malo milisekund.
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Klausberger et al.,
2003

Autokorelace

Vypocet autokorelace je
podobny prikladu na predesiée
strané s tim rozdilem, ze zde
je znazornéné rozlozeni
intervall mezi véemi ak&nimi
potencialy, nejenom tésné po
sobé nasledujicimi. Metoda
ukazuje pravdépodobnost, ze
po akénim potencialu bude
neuron znovu aktivni v
ruznych ¢asovych intervalech.
Na prikladu vlevo vidime, ze
neuron pali se zvysenou
pravdépodobnosti v intervalu
asi 120 milisekund. Je to
proto, ze aktivita tohoto
neuronu je synchronizovana s
théta rytmem.



Inter-spike interval histogram a
autokorelace - ptiklady dvou neurond
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Pyramidalni bunka (complex spike cell) charakteristicky vysila kratké
davky akénich potenciall s intervaly <10 ms, interneuron ne. Aktivita
obou bunek je modulovana théta rytmem.
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Vztah mezi aktivitou dvou neuronu

Pearson correlation
(parametricky)

r=0.80, p<0.0001

spikes cell 1

spikes cell 2

60

Kendall correlation
(neparametricky)

tau=0.53

spikes cell 1

Vztah mezi aktivitou
dvou neuront muze byt
vyjadren pomoci
korelaénich koeficientd.
Na obrazku je priklad
dvou soucasné nahranych
hipokampovych neuronu
mista s prekryvajicimi se
aktivacnimi misty. Na
grafech ve spodni Casti je
znazornéna aktivita obou
neuronud b&hem
jednovterinovych
intervald. Je vidét, ze
aktivita je pozitivné
korelovana. Kvantifikovat
korelaci Ize napriklad
pomoci Pearsonova nebo
Kendallova korelacniho
koeficientu.



Vzajemna korelace (cross-correlation)

cellc
celld

theta
rhythm

Vzajema korelace je dalSi pouzivany parametr, ktery vyjadruje, s jako
pravdépodobnosti pali jeden neuron v rlznych ¢asovych intervalech po aktivaci
druhého neuronu.

Priklad vlevo ukazuje situaci, kdy jsou dva neurony aktivni skoro soucasné. Jeden z
nich se aktivuje nejvic asi 20 milisekund po druhém. (Oba neurony jsou aktivni ve
stejné fazi théta rytmu.)

Pfiklad vpravo ukazuje situaci dvou neurond, které se velmi zfidka aktivuji
soucasné, aktivuji se nejvic s intervalem (pauzou) 70 ms. (Neurony jsou aktivni v

opacné fazi théty.)



Vzajemna korelace - realné priklady

Cell 1 Cell 1 Cell 2

- - e

Priklady vzajemné
korelace aktivity mezi
pary hipokampalnich
neuronu mista. Nékteré
pary neuronu se
aktivuji souCasng, jiné
pary nepali spolu, ale
spiS s rozestupem ~50
mSs.
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Analyza aktivity neuronovych ansdmblu

roomA (1) room B room A (2)
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Pfiklad aktivity 15 sou¢asné nahranych hipokampdlnich neuronu ve
dvou riznych prostifedich — v mistnosti A a v mistnosti B. Nahravka

v A byla opakovana dvakrat.




Korelace vektoru aktivity neuronalniho ansambilu,
korelacni matice

roomA(1) room B room A (2)
roomA (1) roomA (2)
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r=0.86 korelace mezi vektory

Kelemen & Fenton, 2013 Pearson correlation (r)

Aktivita celého souboru 15 neurond v libovolném &asovém intervalu muze byt
vyjadiena vektorem aktivity - ten zndzortiuje aktivitu kazdého z 15 neuronu
béhem daného intervalu. Aktivita mezi intervaly pak mize byt porovnana
pomoci korelace. Korelace mezi véemi pary ¢asovych intervald muze byt
znazornéna korelacni matici, kde Cervené barvy znazornuji vysokou pozitivni
korelacia a modré odstiny nizkou nebo negativni korelaci.



Stimulus-response function (funkce
podnétu a odpovedi)
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Aktivita neurontd muze byt korelovdna s behaviordlnimi a senzorickymi
parametry. V horni radé jsou priklady korelace aktivity s pozici u place cell a
grid cell a korelace aktivity head direction cell se smérem hlavy potkana. Ve
spodni ¢asti je korelace aktivity neuronu opice s rlznymi obrazky — neuron
reagoval nejvic, kdyz zvire vidélo oblicej.



Urcovani polohy zvirete na zaklade aktivity
hipokampalnich neuronu mista.

cell 1 cell 2 cell 3 cell 4 cell 5 cell 6 cell 7 cell 8 cell 9 cell 10 cell 11 cell 12 cell 13 cell 14 cell 15
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Korelace aktivity neurondy
s neéjakym behavioralné
relevantnim parametrem
(treba pozici potkana)
muZe byt pouzita k
predikci onoho parametru
na zakladé neuronalni
aktivity.

Na prikladu vievo je
4.21 4.49 . 4.65 4.89 ukazka dekddovani pozice
) potkana podle aktivity

observed decoded decoding error in cm S E]sllsVAs]Ele=Re=l [
o__———- o,—.——-
Kelemen & Fenton, 2013
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