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Anotace:

Predmétem diplomové prace je ,Vypocet frekvencné-admitancénich charakteristik
z namé&fenych patchclampovych dat“. Vypocet je zpracovan na zakladé studia uvedene
problematiky méfeni iontovych proudd bunécnych membran metodou patch-clamp a jejim
vyuzitim pro méfeni frekvenéné-admitanénich charakteristik. Nasledné je zvolena metoda

postupu vypoctu a realizace v prosttedi Matlab z poskytnutych dat.

Annotation:

The goal of diploma these is ‘Calculation of frequency-admittance characteristics from
measured patchlamps dates’. Calculation is made on the basis of study of mentioned
problematic measure ion current cell membrane by patch-clamp method and its using for
measure frequency-admittance characteristics. After it selected method of calculation was

realized in software calculator Matlab.
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1. Uvod

Predmétem prace je najit moznost vypoctu frekvenéné-admitancnich charakteristik
srdeéni buiky zrealné namétenych dat, kterda byla zméfena patch-clampovou metodou.
Realizovat program v prostiedi Matlab, ktery bude data zpracovavat a vytvoii graf

frekvencné-admitanc¢ni charakteristiky.

V praci jsou popsany méfici i vypocteni metody, které jsou jak pii méfeni, tak pii
vypoctech pouzivany a jsou nedilnou soucasti procesu ziskani dat. Nékteré metodiky a
postupy byly béhem prace zavrZeny, protoze nespliiovaly teoretické predpoklady a byly
hledany dalSi postupy, které se postupné blizily pozadovanému vysledku a piedpokladané
validity. Obecné lze fict ze ani jeden ze zkoumanych postupti nelze selektivné pouzit na
realizaci pfredmétu prace, protoze neexistuje idealni feSeni vypoctu, ktery by eliminoval

vSechny nevyhody.

Duvodem pro¢ studovat detailni elektrofyziologii bun¢k je skute¢nost, ze elektrické
signaly hraji primarni roli pti fizeni ¢innosti vSech hlavnich organd v téle. Tyto signaly
zabezpeCuji rychly pfenos informaci v celém organizmu a spoustéji fetézce déji, vedouci
k jejich kontrakci. Tyto déje vznikaji na bunééné Urovni a ziskani jejich vlastnosti, popisu a
chovani je dualezité pro fadu odvétvi. Jsou dilezité jak pro klinické diagnostické metody, tak
pro vyzkum a vyvoj 1éka. Zde se zabyvame konkrétné elektrofyziologii srde¢nich bunék a

kvantitativni analyzou métenych membranovych proudt.

Velkou Ulohu v ziskavani informaci o chovéani a struktute srde¢nich bunék piedstavuje
pravé Kvantitativni analyza a nasledny popis. Kvantitativni analyzou rozumime zjisténi

koncentrace riznych latek v daném vzorku.[1]

Prukopniky v modelovani elektrické aktivity bun€k jsou Alen Hodgkin a Andrej Huxley,
ktefi realizovali své pokusy na obrovském axonu sépie Loligo a dokazali tak matematicky
popsat prvni model biologické membrany tzv. H-H rovnicemi. Zde jsou popsany napétové
fizené¢ kanaly pro sodik a draslik. Pravé tyto kanaly hraji jednu z nejdilezitéjSich roli
v chovani bunéténé membrany. Za tuto praci dostali v roce 1963 Nobelovu cenu za fyziologii

a 1ékarstvi.



2. Méreni membranovych proudli metodou Patch Clamp

Metoda patch clamp je laboratorni technika v elektrofyziologii, ktera umoziuje studovat
jednotlivé nebo i vice iontovych kanalki v buiice a je mozné analyzovat elektrické iontové
proudy na molekularni drovni. Nazev metody vychazi z anglického slova ,,patch”, coz lze
pielozit jako maly kousiéek a slova ,,clamp®, které souvisi s nazvem metody ,,voltage clamp*
metoda vnuceného napéti. Jednd se tedy zjednodusené o metodu ,,voltage clamp* méfenou jen
na velmi malém vzorku membrény tak, aby obsahovala co nejméné kanali. K méfeni se
pouzivaji sklenéné mikroelektrody s otvorem velikosti okolo 1 pm. Mikroelektroda je
piiloZzena na membranu bunky a podtlakem se membrana vychlipi dovnité mikroelektrody a

pftilne ke sklu Obr. 2-1.

usek
membrany

Obr. 2-1 Metoda ,,Patch-clamp*[1]
Pii méfeni na malém useku membrany je odpor membrany tadové vétsi nez odpor
mikroelektrody, coZz nam vyhovuje pro méfeni a zdznam proudd. Bunka je buzena
generatorem napéti. Velikost méfenych proudd se pohybuje fadové v nA pii méfeni celé

buniky a pA pii méfeni jednoho kanalu. BliZSi popis této metody je popsan v literatuie [1].



3. Techniky Patch Clamp

Jedontlivé techniky se od sebe 1iSi zpisobem pfisati pipety k povrchu buiky ale také
zptisobem zaznamenavani jednotlivych kanalkd. V nésledujicim textu jsou popsany rizné
techniky zaznamu. Patch clamp technika byla poprvé pouzita Ervinem Neherem and Bertem
Sakmannem v roce 1976 na analyzu proudu skrz jednotlivé acetylcholinem aktivované
kanalky v cell-attached patches bun¢k kosternich svalt zab. Metoda, kterou pouZili, a jeji

castecné vylepSeni vedla k technikam pro vysokorozliSovaci méteni prouda.

Single channel recording, coZ je zaznam z jediného kanalku piinasi informace o jednotné
vodivosti a kinetickém chovani iontovych kanalka jiz ¢asteéné prozkoumanych klasickou
voltage clamp a Sumovou analyzou a vede k poznéni novych iontovych kanalkd. Dohromady
s metdou whole-cell, kterd dovoluje aplikaci voltage clamp bunkam, které jsou malé pro
mikroelektrodové metody. Patch clamp technika také dovoluje vySetfeni fyziologické role
iontovych kanalkt v bunikach jinak nepfistupnych voltage clamp a buinkam, které nejsou

elektricky excitované.

3.1. Metody pro patch clamp zaznam

Princip metody je izolovat patch membrany elektricky od wvné&j$iho roztoku a
zaznamenavat proud tekouci do patche. Tohoto je dosazeno upravenim pipety. Pipeta jakozto
zprvu tenkd duta sklenéna trubicka je ve stfedni Casti natavena rozehiatou spiralou a
naslednym tlakem na koncich trubiéky je tlaCena na vné&jsi stranu od sebe, jak je naznaceno na
Obr. 3-1. Pipeta se v rozzhavené ¢asti zuzi. Nasleduje druhy krok, kdy se opét pipeta ve
zUzené Casti nahieje a roztrhne, ¢imz vzniknou dvé samotné mikroelektrody, jejichz Spicky
tvorii zGzené Casti. Pipeta je naplnéna vhodnym elektrolytickym roztokem, jehoz vlastnosti se
co nejvice blizi intracelularnimu prostiedi méfené bunky. Nasledné je pipeta pritlacena na
povrch bunky a lehkym pfisatim je vytvoren kontakt s povrchem bunky. Tento proces je
Buniky se po pfisati asto zacnou hybat a maji tendenci se odtrhnout, navic cukani bunék
zpusobuje impulsy, které se objevuji v méfeni. Pohyb bunék se da eliminovat omyvanim
roztokem obsahujici bor. Roztok je po celou dobu poustén na buiku. Za piedpokladu Ze
pipeta a buné¢na membrana jsou ¢isté, vznikne gigaohmové spojeni bunky a elektrody tzv.
»gigaseal”. Za téchto podminek sklenéna pipeta a bunééna membrana budou od sebe

vzdaleny pouze jeden nm.
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Obr. 3-1 Proces vytvaieni mikroelektrody

Vysoky gigaohmovy odpor potiebujeme ze dvou diivodu. Za prvé, ¢im vyssi je odpor, tim
vétsi je izolace membranového patche od mikroelektrody. Za druhé, odpor redukuje proudovy
Sum pii zaznamenavani jednoho kanalku ve vysokém ¢asovém rozliSeni, jejichZz amplituda je
radove pA.

Sum pozadi je tedy minimalizovan gigasealem. Rozdil proudového Sumu je piibuzny

s Johnsonvym napétovym Sumem, ktery je dan vztahem

Si’=4kTf, IR ,

kde k je Boltzmannova konstanta, T je teplota [°K], f. je Sitka pasma [Hz] filtru dolni
propusti. Takze pro odpor 10 GQ pti 20 °C na 1 kHz je standardni odchylka proudoveho
Sumu 0,04 pA, ale pro odpor 100 M2 to bude 0,4 pA. Pii zaznamenavani patch clamp, bude
odpor proudu zaviset na vSech odporovych cestach vedoucich do zemné ze vstupu zesilovace,
ktery se snizuje se vzrustajicim odporem. Protoze odpor patche je vysoky pfiblizné 100 (&2
nebo vice, nizky odpor spojeni pievlada a vyuasti v Sum, ktery zabrani dobremu rozliSeni
proudi menSich nez 4 nebo 5 pA. Takova byla situace v nejstarSich patch clamp
experimentech, kde odpor spojeni byl mensi nez 100 MQ. | ptes tuto obtiZz byla zisk&na
informace o acetylcholinem aktivovanych kanalcich a o bloka¢nich efektech mistnich
anestetik na tyto kanalky. Déle o glutamatem aktivovanych kanalcich hmyziho svalu. Uspéch
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vodivosti.

Téchto spojeni se vétSinou dosahuje dvoustavovym zpusobem a zpusobuje vysoké
vylep$eni poméru signal Sum. Podminky, které jsou ziejm¢ vyzadovany pro vznik gigaseal

jsou nasledujici:

1. Povrch membrany musi byt Cisty a bez extracelularniho roztoku a pojivové tkang.
Bunky v tkanové kultufe jsou Casto preferovany; dospélé buniky jsou vétSinou Cistény
enzymy nebo mechanicky.

2. Roztoky by nemély obsahovat prach a makromolekuly jakoZto komponenty séra
v tkanové kultuie prostfedi. Roztoky jsou filtrovany za pouziti 0,2 pm-etrovych filtra
bez pouziti detergentt. Bunééné Kultury jsou nékolikrat omyty, aby se odstranilo
sérum.

3. Hrot pipety je o¢istén pravé pii vytvaieni hrotu tavenim pipety.

4. Béhem vytvofeni kazdého spojeni je aplikovan maly pozitivni tlak na pipetu
k odplaveni roztoku z hrotu pipety a tak se zbrani pozustatkim a drzi ji ¢istou.[12]

Dale zde budou popsany rtizné metody patch clapm a jejich pouZiti, rozdily, vyhody a
nevyhody.
Loose-patch clamp

Prvni z metod se nazyva loos-ptach clamp. V urcitych situacich, mize byt maly odpor
spojeni pipety a bunky vyhodu. Tato vytvofend metoda dovoluje méteni rozdéleni iontovych
kanalki na membrané, vyuzivd malého odporu spojeni v mezeie, Ktera existuje mezi
membranou a pipetou, dovoluje postrani pohyb iontovych kanalkd. Pipeta ma pramér zhruba
10 pm a je pouZzita pro méfeni proudu z vice iontovych kanalki najednou. Proudy, které jsou
sbirany pipetou, musi byt nasobeny seal faktorem k; (odporem spojeni), aby korigovaly
déleni membranového proudu, ktery tee do zemé.

k _ (Rpip+Rseal)
S _—— .

Rpipseal

Tato metoda se pouZiva k vysetieni sodikovych kanalk kosterniho svalu. Kanalky jsou
aktivovany stupiiovanim membranového potencialu. Zménou napéti uvniti pipety dosahneme
zmény v membranovém potencialu, coz vyusti v rozsahlé proudy, tekouci skrz odpor spojeni
do zemniciho roztoku ve vani¢ce. Prosakujici proudy musi byt odeéteny. Navic napéti
aplikované jako Vi musi byt vétsi nez pozadovana zména v membranovém potencialu seal

faktoru, pro upraveni rozdéleni, které se vyskytuje mezi pipetou a spojenim. Tyto Upravy
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mohou byt aplikovany smiSenymi analogovymi a digitalnimi prostiedky. Jestlize je pouzita
pouze jedna pipeta, nemtze byt provedena zadna uprava pro pfidavny zdroj chyby, aktivace
nekontrolovaného napéti iontovych kanalki v membrané pod okrajem pipety, kde je
vytvofeno spojeni. Koncentrovana dvouhlava pipeta mize byt pouzita na odstranéni této

chyby.

Cell-attached patch

Elektroda je pfisata k povrchu bunky. Patch buiiky neni nijak odstranén a ani nedochazi
k destrukci ¢i prodéravéni membrany. Jsou zaznamenavany pulzy pouze jednim kanalkem.
Tato metoda slouzi k méteni charakteristik jednotlivych kanalkt. Zkoumany kanal se musi

nachézet v ¢asti membrany, ke které je elektroda ptisata.

Inside-out patch

Po pfisati elektrody k buiice je elektroda prudce odtrzena, pficemz utrzek membrany
zustane stdle piisan ke Spi¢ce elektrody. Tato metoda se pouziva pii studiu kanalkl
ovladanych vnitrobunéénym ligandem. Vyhodou je moznost snadno ménit koncentraci tohoto

ligandu zménou externiho roztoku.

Outside-out patch

Vznika aplikaci sanim a zniCeni membrany bunky. Po pfisati elektrody je odstranén
zbytek builky, pficemz vnitiek Utrzku je perforovan a membrana by méla byt opét spojena
s elektrodou. Okraje utrzku membrany sméfujici mimo vnéj$i okraj Spicky mikropipety se
spoji a vysledkem je ,,boule* na Spicce pipety, kdy je vn&jsi ¢ast membrany orientovana
vnéjSkem ven vici vnittku elektrody. Vyhodou tohoto zplisobu méfeni je opét moznost

snadno ménit koncentraci riznych latek v okoli buné¢né membrany [12].

Perforated patch

Je modifikaci techniky whole cell recording. Patii mezi gigaseal metody, ale nevyuZiva
protrhnuti a zni¢eni membrany. Vysledny elektricky kontakt s vnittkem bunky je ziskan
ptidanim antibiotika do interniho roztoku v mikropipeté. Pfidani antibiotika zpasobi naruseni
bunééné membrany a ziskani elektrického kontaktu s vnittkem bunky. Vyhodou tohoto
zpusobu méfeni, je nizka dualizace buiiky oproti klasickému whole cell recording. Zaroven je
tato technika vyuzivana k vytvofeni malych port v bunééné membrang, na nichZ je mozné
testovat schopnost difuze monovalentnich kationtti. Nevyhodou je v prvni fadé velky sériovy

odpor (soucet odporu elektrody a spojeni elektroda-bunka se v tomto piipadé pohybuje kolem



10 MQ), ktery sniZuje pfesnost méfeni pomér signal-Sum a v druhém piipadé pak nutnost
dlouho c¢ekat na ustaleni sériového odporu a perforaci membrany antibiotikem, coZ jsou
desitky minut [13].

Obrovsky patch a méreni proudti pump

Procedura byla popsana pro vytvoreni gigasealu s pipetou s velkym primérem (10-25um)
a byla pouzita pro studovani elektrogenické pumpy a transport jednosmérnych proudu. Je
pouZita varianta lipophilické emulse na zlepSeni odporu spojeni a vytvaii velké okoli
izolované membrany. Proudy generované iontovymi vyménnymi procesy jsou nazvané jako
sodiko-vapnikova pumpa. Mnoho vymén je fizeno elektrochemickym gradientem sodiku.
Jsou to velice malé rozloZeni, jako jednosmérné proudy a v normalni velikosti patche nejsou v
soucasné dobé meéfitelné. U velkych patcht jsou proudy dobfe rozeznatelné diky iontovym
méni¢im a pumpam. Ty jsou vyuZzivany pii inside-out konfiguraci dovolujici zmény na

cytosolickém povrchu, ktery upravi pomér charakteristicky métitelnych proudt pipetou.[12]

Pouziti single channel recording

Obr. 3-2 ukazuje zakladni rysy zesilovace uzité headstage v patch clamp. Je to v podstaté
operacni zesilova¢ prevadé&jici proud na napéti s velkym ziskem, kvili velké zpétné vazbé
rezistoru Rf, ktery je zatfazen jako potencial vnitiku pipety, Vref, mize byt bud’ drzeno jako

trvala troven nebo se ménit v rozumnym tvaru.

Ry

- vystup

pipeta

Vref

bunka

Obr. 3-2 Schema headstage



Vstup zesilovaée ma JFET tranzistory s nizkym vstupnim proudem a Sumem. Musi se
davat pozor, aby vstup zesilovace nebyl poSkozen v piipad¢, kdyz se soucasné dotyka zemé
pii ptipojovani pipety. Odpor ve zpétné vazbé urcuje citlivost, mira Sumu v pozadi a rozpé&ti

méfeni proudi. Jesltize iy je proud protékajici membranou a Vou-Vier je napétovy vystup.

Zpétnovazebni odpor ma podil na proudovém Sumu, ktery Se sniZuje s rostoucim

odporem.

Pro stejnosmérné nizkoSumové nahravani by mél byt Ry =50 GQ. Nicméng, protoze Vot
bude kmitat s maximalni amplitudou +- 12V, vystup headstage bude saturovany, jestlize i,
presahne 240 pA. Ve whole-cell recording proudy mohou ¢asto presahnout tuto uroven.
Hodnota Rf musi byt proto vybrana tak, aby byla vhodna pro experiment bud’to pfedchozim
vybérem vhodné headstage nebo uzitim vhodného zesilovace, ktery umozni vyzkumnikovi
piepnout hodnotu R; vzdalené. Nekolik komercnich néstrojii obsahuje toto piepinani.

Alternativou muze byt s upravenym 5 nebo 10 GQ rezistorem pro R .

Kapacitni zpétnd vazba. Sum vytvofeny odporovou zpétnou vazbou je eliminovan
vyménou za kapacitni zpétnou vazbu vedouci do invertujiciho vstupu a vytvaii proudovy
vystup, ktery je integrovan v ¢ase. Vystup je upraven derivatorem. ZlepSeni poméru signal
Sum je zhruba 30%, kdy Sum z ostatnich zdrojti je minimalizovan. Toto zlepSeni se vyplati
pro vysokorozliSovaci jednokandlové nahrdvéni. Nevyhodu je potfeba vybiti napéti do
kondenzatoru, jak se blizi vystupni napéti saturaci zesilovace, vytvaii piechodny reset, ktery
se prestoze v zadani mize objevit Castéji s SirSim rozlozenim proudu takovych, jako ty se

kterymi se setkdvame ve whole-cell recording.

Potencial v pipeté je roven Vi Tento potencidl je nastaven pro nulovy proud
vyrovnavajici potencial na zacatku experimentu. To miize byt nastaveno manualné pouzitim
search mode nebo cracking mode na patch clamp zesilovaci, ktery pouziva integra¢ni obvod
k tomu, aby drZel nulovy proud podle nastaveného V. Jak se ziska jednou vysoky odpor
spojeni tak zesilova¢ piepne do vlotage clamp modu, V¢ muze byt zménéno, aniz by
zmeénilo proud mezi pipetou a vanickou (stejné jako v metodé loos-patch). Zmeéna Ve zméni
potencial patche. VétSina zesilovact ma deseti otdCkovy potenciometr oznaceny jako Vyorp
nebo Vpip ktery dovoluje zménit potencial patche. Pulsy z externiho zdroje (Vcomanp) mizou
byt pouzity pro zménu Vi postupné. Zpravidla protoze Sumu aplikovaného na headstage

s fidicim signalem se objevuje Vv cesté proudu, fidici napéti (a Sum aplikovany s nim) se



rozdéli do 10 nebo 50 slozek v headstage, vyzadujici fidici puls 0 10 nebo 50 sloZzek vétsi nez

pipetovy potencial s lepSim signalem.

Rychlé zmény pravouhlych pulst davaji vzniknout rozsahlym proudim v dasledku
nabiti zbloudilého kapacitniho odporu spojeného s pipetou a bunikou. Ty mohou saturovat
zesilovac, ktery musi byt vybaven kompenzac¢nimi obvody. Oddélend kompenzace je obvykle

poskytnuta pro rychlé (primarn¢ zbloudilé) a pomalé (bunécné) kapacity.

Specialni pozornost je tfeba vénovat uzemnéni a stinéni. Signalova zem zesilovace by
méla byt propojena s hlavnim zemnicim bodem soustavy. Zemnici svorka headstage je
ptipojena k signalové zemi v zesilovaci a je spojena s elektrodou vanicky. VSechna kovova
prisluSenstvi métfeni (vaniCka, misky, zékladni deska, stoleCek mikroskopu, nénosnik a
kondenzator) a jejich vodivé spojeni by mélo mit ve spojeni s hlavnim zemnicim bodem
mensi odpor nez 0,%2. Skiinka headstage zesilovace muze byt pfipojena na Vi, aby se
snizilo nabijeni béhem napétovych skokl. Skiiiikka by proto méla byt izolovana od zemé, i
kdyZ je nasazena na mikromanipulator. Vs mize byt dostupny u objimky headstage, aby
mohlo byt vyuZito k minimalizovani pfechodnych kapacitnich proudi u pipiety (ochrany

potencial).

Je dulezité si zapamatovat konvenci membranovych proudii, vnéjsi tok kationtd (nebo
vnitini tok aniontl) je positivni. Vystupni polarita patch clamp mize byt + nebo — Ry i, urcena
vnitinim systémem po headstage a proto mize byt spravny pro celé whole-cell recording a

obraceny pro cell-attached.

Nésledujici néstroje jsou zvlasté uziteéné pro praci patch clamp: 4FM nebo digitalni (VTR
nebo DAT) zdznamova paska; pocitatové rozhrani a software na voltage pulses datovou

analyzu a Sifku pasma charakteristického rekordéru [12].

Patch pipety

Vysoky odpor spojeni mezi sklenénou pipetou a bunéénou membranou znamena, Ze se
zde mezi nimi vyskytuje hydrofobni chemicka interakce. Chemické slozeni sklenéné pipety
tedy muize ovliviiovat parametry spojeni, ackoliv komplexni studie Rae & Levis (1992)
nepotvrzuji Zadné velké zmény vlastnosti spojeni za pouziti riiznych sloZeni sklenénych pipet.

Dalsi fakta, kterd musi byt vzata v Uvahu pii vybéru sklenéné pipety, jsou nasledujici:



e Schopnost vytvotit pipetu, jeZ bude mit vhodnou velikost, zuZeni $picky a faktory,
které mohou ovliviiovat oblast izolované membrany v patchy nebo sériovy odpor
v whole —cell recoding.

e Sum pozadi musi byt maximalné redukovan.

e Sklo obsahuje nékteré tézké kovy, aby byl redukovan bod tani. Ionty tézkych kovi
mohou z pipety vylouhovat roztok, ktery bude ovliviiovat kanalkové vlastnosti.

Slozeni a vlastnosti riznych typu skla jsou diskutované v Rae & Levis (1992).

Nésledujici typy skel jsou bézné uzivany:

Soft Glass (s nizkym bodem tani). Tento typ skla byl z po¢atku uzivan pro patch clamp
recording, protoze se snadno tahlo a formovalo pii relativné nizkych teplotach. Vyrobila se
velka $térbina pipety s tupymi hranami. To neni obvyklé pro pouziti jako nahravaci pipety, ale
muze byt uzite€na pro vytvoreni velké apertury pro €isténi tkanovych fezl nebo aplikace 1€k.

Néktera mekka skla obsahuji stopy olova nebo barya (Ba) a hematokritové trubicky

‘Pyrex’ borosilicate glass (borokiemicité sklo)- Standardni sklenéné mikroelektrody
tohoto typu jsou obvykle pouzivany nejbéznéji jako patch pipety. Tahnuti a lesténi vyzaduje
vysoké teploty, obvykle oranzovy Zar platinoveho dratu. Nektefi autofi argumentuji, Ze
spojovaci vlastnosti t€chto druhti pipet jsou lepsi nez Soft Glass (Sakmann &Neher, 1983),
presto ze (Hamill a spol. 1981) tvrdi, Ze je spoj se sklem tohoto typu pak mélo stabilni. Nizko
odporové pipety (pramér 1-3 um; odpor 1-5 MQ) jsou vétSinou snadno tazeny z tenkého skla.
Tlusté sklo pipet zpravidla déla lepsi spojeni a ma nizsi hladinu Sumu, protoZze ma niZsi
kapacitni odpor elektrody. Piislusenstvi k pipeté je zhotoveno z elektrodového skla, které mé

obzvlast’ vyhodné tavné zhavici vlakno.

Sklo pro nizkoSumovy jednokanalovy zaznam. Proudovy Sum ve vysokorozliSovacim
zaznamu je z divodu rozdili odporovych a kapacitnich vlastnosti tenkého skla ve $picce
pipety ovlivnén typem pouzitého skla. Tyto vlastnosti jsou zhodnoceny v Rae & Levis (1992).
Nejvyznamnéjsi poznatky jsou ve velkém zlepSeni poméru signal Sum diky potaZzeni Sylgard
nebo jinym potaZenim pipety ze vSech druht skel. Zna¢n¢ lepsi vlastnosti jsou dosazeny
s pipetami z kiemenného skla snizkou rozptylovou vodivosti ve $pi¢ce pipety. Kiemen
zmékne aZ pti vysokych teplotach zhaviciho vlakna. Pipety jsou tazeny bud’ na plynovém
ohni nebo na laserem zahtatém natahovaku.
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Efekt skla na kanalkové vlastnosti. Dv¢ studie ukazuji, Ze pouzity typ skla pro vyrobu
pipet mize ovlivnit vlastnosti kanalkového zaznamu. Cota & Armstrong (1988) ukazali dva
typy skel s nizkym bodem taveni z uhli¢itanu sodného nebo uhli¢itanu draselného, Které
produkovaly dal$i rychlé inaktivace draslikovych kanalkii ve srovnani s kanalkovymi
vlastnostmi za pouziti borokiemicit¢ho skla. To nasledné¢ ukazalo ocekdvané uvolnéni
baryovych iontt ze skla z uhli¢itanu sodného (Copello 1991). Furman & Tanaka (1988)
srovnali  vlastnosti cGMP-aktivovanych  kanalki ve fotoreceptorové membrané
zaznamenavané Sesti druhy skel. Nasli rozdily v napétové proudovém vztahu, ktery mohl byt
obraceny, kdyz EDTA nebo EGTA (ktery vaze tézké kovy) byl obsazen v mM koncentraci
V pipeté roztoku se vSemi az na jeden typ testovanych skel. Tyto a dalSi Ukazy signalizuji
nutnost nezbytn¢ se vyhnout tém typtim skel, u kterych se prokdzalo ovlivnéni vlastnosti
kanalkli a testovat zneCi$téni t€Zkymi kovy a porovndvat rtizné typy skel pfed pouzitim na

zaznamu z kanalka.

I druhy zdroj znecisténi by mél byt uveden. Ten vznika z nerezové jehly pro zakladani

pipet, které jsou povazovany za zdroj riznych iontu.

4. Zaznam meéreni membranové admitance malym

vhucenym harmonickym napétim

Princip metody spoc¢iva v méfeni admitance membrany v podminkach vnuceného napéti.
Napéti je rostouci od — 80 mV do +20 mV. Na n¢j je superponovan harmonicky signal
s urcitou frekvenci, ale dostate¢né malou amplitudou okolo 1 mV, tak aby bylo mozno
soustavu povaZovat za kvazilinedrni. Byla zméfena kmitoctova zavislost admitance [3].
Vysledkem je soustava kmito¢tovych charakteristik v komplexni roving, kde je parametrem

vhucované membranové napéti. Tato admitance je obecné vyjadiena vzorcem

y(w, Eg) = YES(ia)TES + 1) + Yk VEs (1)

'=1iwrgs+1’

kde y(w,Es) je admitance membrany, Yz . je veliCina specifické vodivosti vztazena na
jednotkovou plochu membrany, Ty, je Casova konstanta, jako funkce vnucené wrovné

membranového napéti E [3].
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Meéfeni muze probihat dvojim zpiisobem. V prvnim ptipadé je mozno ménit frekvenci pfi
konstantnim napéti a sledovat proudovou odezvu a nasledné proméfit charakteristiky pro
pozadovana napéti. V druhém piipadé mame napéti o konstantni frekvenci superponované na
nabézné napéti, které roste dostate¢né pomalu tak, abychom zachovali membranu v ustaleném

stavu. Tento zptisob je pro nas vhodnéjsi z hlediska realizace.

Jak jsme se jiz zminili, podminkou pro sprdvné méteni je ustaleny stav membrany. Toho
docilime tak, ze nabézné napéti budeme zvysSovat dostate¢né pomalu. Prvni problém nastava
pii nizkych kmitoctech, protoze nam nabézné napéti deformuje tvar harmonické slozky.
Druhy problém nastava pti vysokych hodnotach membranového napéti, kdy je bunika delsi

dobu depolarizovana a jeji zatiZeni je nepiiméiené.

Reseni prvniho problému by mohlo spoéivat v superponovani harmonické slozky na
schodovitou nabéznou stejnosmernou slozku nebo druhy zptsob métfeni konstantniho napéti a

proménné frekvence.

Vyhodou nasi pouZivané metody je vétsi odolnost proti Sumu vychazejici z kmitoctové
selektivity celého méfeni. Dalsi vyhodou je moznost ziskat popis jednotlivych proudovych
komponent bez pouZiti blokatoru a ziskat tak kvantitativni popis v redlnych fyziologicky
ptiznivych podminkéch buiiky.

Vyieseni méfeni vyslednych admitanci je mozné provést dvéma zpusoby. Jeden spociva
VvV pfimém méieni impedance pomoci impedancniho analyzatoru. Druhou moznosti je vypocet
admitance z naméfenych hodnot napéti a proudu. Vypocet je pfedmétem této semestralni

préace a bude realizovan v prostiedi Matlab.
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5. Kvantitativni analyza membranovych proudu srdeénich

bunék

Dostupna data ziskana ztéto analyzy umoznili formulovat realistické kvantitativni
modely popsané skupinou nelinearnich diferencialnich rovnic. Byly postupné doplnény
popisem nové¢ identifikovanych proudi a také déji mezi elektrickou excitaci a bunécnou
kontrakci. Jsou popsany mnohé piistupy k voltge-clamp analyze membranovych proudu, které
ptispéli k doplnéni dat potfebnych ke kvantitativnimu popisu. Ukazuje se, ze pocitacové
simulace pouzivajici tyto modely jsou cennymi nastroji pro detailni studie podminek iniciace

a farmakologické potlaéen srde¢nich arytmii. [10]

Ve své prvni praci Alen Hodgkin a Andrej Huxley (dale jen HH) vytvorili zéklad
kvantitativni analyze elektrickych jevii v excitabilnich bunkach. Pfesto ze pozdéjsi
experimentalni data vedla k dalSimu rozpracovani a generalizaci filozofie stanovena HH se
stala a zustala dosud hlavni metodou analyzy bunééné elektrické aktivity. V experimentech na
obiich nervovych vlaknech HH analyzovali odezvy membranovych proudd na trojahelnikove
napétové pulzy. Po separaci kapacitnich proudi se jim podatilo rozdélit celkovy vodivy
proud na soucet iontovych proudi pres membranové kanalky, které jsou charakterizovany
selektivnimi vodivostmi iont a kinetickymi vlastnostmi. Kazdy kanalek v el. ekvivalentnim
okruhu membrany byl ptedstavovan seriemi kombinace jeji vodivosti a elektromotorického
napéti, které zaviselo na koncentraci prochazejicich ionti na obou strandch membrény.
Napétova a Casova zavislost vodivosti byla popsana diferencialnimi rovnicemi prvniho fadu
s koeficienty zavislymi na napéti. ReSeni vysledné skupiny &tyf diferencialnich rovnic
zahrnovalo odezvu membranového napéti, které vcelku dobie korespondovalo s akénim

potencidlem zaznamenanych v experimentech.

5.1. Kvantitativni popis el. aktivity v srde¢nich bunkach
Pozdg¢ji byly identifikovany nové kanaly a byly kvantitativné popsany. Zobecnéna sada

HH rovnic muaze byt popsana vzorci

du 1 1

= —chWax)+oh, =1k @
dx; _ 1 — A
ac ~ n e U) =il ©)
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kde U je membranové napéti , I, membrénovy proud z externiho zdroje, |, ptedstavuje
celkovy iontovy proud membranovych kanalt. Bezrozmérné veli¢iny X jsou v intervalu (0;1)
a mohou byt interpretovany na molekularni drovni jako pravdépodobnosti vyskytu
kanalovych vratek v otevieném stavu. x;., jako funkce membranového napéti jsou vyjadieny
empirickymi vzorci. Veli¢iny X; se vyskytuji v popisu proudu, které neodpovidaji okamzitym
krokiim membranového napéti, ale jsou aktivovany (deaktivovany) po zpozdéni. Dva prvni
kvantitativni modely srde¢niho akéniho potencialu zalozené na analyze méfenych

membranovych proudi zahrnovaly zakladni komponenty I, [10].

6. Filtrace a filtry

V analyze signalti rozumime filtraci jako potlaceni urcitych slozek signalu. NejCastéji
myslime slozky signalu ve frekvenéni oblasti. Jedna se 0 harmonické komponenty signalu, ze
kterych je podle Fourierovy transformace signal sloZen a jejichz amplituda a faze se filtraci
zmeéni. Tyto vlastnosti jsou u filtru zobrazeny jako amplitudova a fazova charakteristika.
JelikoZ pracujeme s diskrétnimi signdly, jsou tyto charakteristiky periodické a sta¢i udavat

hodnoty jen v rozsahu kmito¢ti <0,ms/2>, kde os je Uhlovy vzorkovaci kmitocet.

PoZadavkem na tyto filtry je nulova fazova charakteristika, ktera souvisi s potiecbou
zachovat filtrovany signal nezpozdény od originalniho signalu. Obzvlasté dulezité je to v nasi

praci, kde budeme méfit fazové posunuti signali.

Linearni ¢asov¢ invariantni filtry jsou hlavni aplikaci diskrétnich lineérnich systému a

realizuji konvoluci mezi svou impulzni charakteristikou a vstupnim originalnim signalem [8].

6.1.  FIR filtry
FIR (finite impulse response) filtry pati mezi filtry s kone¢nou impulzni charakteristikou.
Mezi zékladni vlastnosti FIR filtrG patfi stabilita, moZnost linearity fazové charakteristiky,
velky fad prenosové funkce, hife se dosahuje strmost mezi propustnym a nepropustnym
pasmem, je nerekurzivni a zasahuje vzdy do ¢asového i frekvenéniho pribéhu. Zprvu budeme
pouzivat filtry jen pro potlaceni Sumu typu dolni propust. Potfebujeme linearni fazovou
charakteristiku a strmost mezi propustnym a nepropustnym padsmem nepotiebujeme nijak

zvlast strmou. V piipadé potieby FIR filtru se strmou charakteristikou je mozné toho
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dosahnout dlouhou impulzni charakteristikou, ale vypocet takového filtru je velice profesné a
¢asove€ narocny.
Tyto filtry jsou definovany N hodnotami impulzni charakteristiky tvofici vektor

systemovych konstant h= [h,], n€<0,N —1 > . Diferen¢ni rovnice hodnot vyjadiuje

konec¢nou diskrétni konvoluci

Yn = legz_(}(xn—khk) 4)

FIR filtry 1ze navrhnout s linedrni fazovou charakteristikou. Abychom docilili linearity,

potiebujeme, aby impulzni charakteristika splfiovala jednu z podminek

hn=h(N-1-n) NEDO hy=-N(N.1-n),
coZ je tzv. symetrickd resp. antisymetrickd charakteristika. Detailngjsi vlastnosti filtrd,

metody navrhi a realizaci najdeme v literatute [8] a[9].

6.2. IR filtry

IIR (infinite impulse response) filtry patii mezi filtry snekonecnou impulzni
charakteristikou. Mezi zakladni vlastnosti IIR filtri patii maly fad pfenosové funkce, relativné
malé zpozdéni pti zpracovani vstupniho vzorku, nestabilita, nelinearni fdzova charakteristika
a jsou rekurzivni. Vzhledem k nelinearni fazové charakteristice se v naSem ptipadé IIR
filtrim snazime vyhnout. Ve srovnani s FIR filtry jsou IIR filtry pfi srovnatelné kvalité
zpracovani signali fadové méné naroné na rozsah vypoéti. Pokud bychom chtéli vyuzit
vyhod IIR filtrti je tu moZnost pti znamé fazové charakteristice tuto nevyhodu korigovat avsak

takovy zasah je velice pracny a zptsobil by neptfesnosti ve vypoctech.
IR filtry jsou popsany rekurzivnimi diferen¢nimi rovnicemi
— \'T m
Yn = Zi=o(LiXn—i) = Xi=1(Kiyn—;) (5)

Kde L; a K; jsou systémové koeficienty v dopiednych resp. zpétnych vazbach, r je pocet

zpozdéni v nerekurzivni a m v rekurzivni ¢asti systému [8].
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7. Metoda nejmensich étvercu

Jednou z mnoha Gloh matematiky je aproximace funkci. Aproximace se pouziva napiiklad
pro prolozeni funkce dané funkéni tabulkou namétfenych hodnot. Tyto hodnoty mohu byt
napiiklad vysledky méfeni. Diky této aproximaci najdeme dany ptedpis funkce z hodnot,
ktery jsme namé&fili a ze kterych neni jasny predepsany prubéh funkce. Nejjednodussi piiklad
aproximace vidime na Obr. 7-1 kdy prokladame vSechny naméfené body piimkou neboli
polynomem prvniho fadu s rovnici y = f(u) = k;u + k, dostaneme z normélni soustavy

rovnic vztahy

ky = NY UY=L Ui X Yi

NS ut-Cup)? | ©)

foo = 2w By i ui S uiy,
0 nTut-Cu)?

(")

MNC
8 T T T T T T T

O  namerene hodnoty D

aproximovana funkce @) @)
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Obr. 7-1 Aproximace MNC

Pro aproximaci parabolou plati aproximace srovnici y = f(u) = kyu? + kju + k.

Optimalni parametry k; ziskdme feSenim soustavy rovnic

ATAx = |Tu} Yo} = [Zyiw | =D (8)

Yuf YuP Xuilrk, Yy u?
o
Yuz Tuf n Jlko Y yi
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Pro naSe ucely je dualezity pouze princip vypoétu prolozeni funkce, kdy budeme prokladat
¢ast prab&hu sinusovou funkci o zname frekvenci, ale neznamé amplitudé a fazi. Funkci

prokladdme podole vzorce

2nft+(p)

oz ) (9)

Ae'
a stejn€ jako v predchozich ptikladech hleddme takové A a ¢, kdy je soucet ploch Etverct
nejmensi. Vytvarime tim vlastné amplitudovy a fazovy demodulédtor. V urcitych situacich
muze byt problematické spravné rozeznat fazovy posuv (naptiklad rozeznani 0 a 180°). Takto
velky rozdil v redlnych signélech sice nenastane, ale pokud se vyskytuje v signalu chyba ¢i
velky $um, miZe byt problém rozeznat spravnou fazi. Re$enim je upraveni vypoétu do
adaptivni podoby tak, aby bylo rozhodnuto o spravneé fazi z piedchoziho vysledku sousednich
vypoctii a pfipadné i ndsledujicich vypoctii, aby nemohly byt vysledky chybné ovlivnény

hned od zacatku vypocti.

8. Adaptivni Filtrace

Adaptivni filtraci se rozumi pouziti filtru umoznujicitho optimalni odhad originalniho

signalu na zakladé zaSuméné nebo zkreslené verze.

Filtr pracuje v neznamém prostiedi, v némz piedbézna identifikace neni mozna nebo jde o
casové promeénné prostfedi, jehoz vyvoj do budoucna neni znam. Proto je tfeba vytvorit
adaptivni filtr, ktery je schopny se béhem filtrace ucit a ménit své koeficienty v pribéhu
filtrace. Takovy filtr bude pomaleji nebo rychleji reagovat na zmény signalu. Jelikoz
adaptivni filtry nevyzaduji piedbéznou identifikaci zdroje, je nutné mu prabézné dodavat
informace v podobé tzv. trénovaciho signalu, ktery je ptivadén do filtru. Tento trénovaci
signal Uzce souvisi se signalem, ktery pozadujeme jako vystup z naseho filtru a da se fict, Ze
je jeho aproximaci. V nejjednodussim piipadé je trénovaci signal identicky s vystupnim

signalem filtru.

Na Obr. 8-1 je obecné schéma adaptivniho filtru, ktery mé dva vstupy v podobé
pozorovaciho signalu y, ktery je filtrem zpracovavan a trénovaci signal x,, ktery se svymi
parametry blizi pozadovanemu vystupu. Vystupy z filtru jsou X, odhadovany signal, ktery je
aproximaci originalu. Dale tu je e, =Xn-xn chybovy signal a h,, coz je posloupnost okamZitych

hodnot vektoru parametrti filtru.
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™ filtr h, ~
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Obr. 8-1 obecné schéma adaptivniho filtru

Adaptivni filtry mohou byt navrZzeny jako filtry s nekone¢nou nebo kone¢nou impulzni
charakteristikou. A vsSak presné€jsi odhad umoznuji filtry s obecné rekurzivni strukturou typu
ARMA. Jejich nevyhodou je, Ze mohou byt nestabilni a vyzaduji komplikovanéjsi opatieni

v adapta¢nim mechanizmu. BliZ§i informace jsou popsany v [8].

V naSem piipadé budeme pouzivat adaptivni filtr typu FIR tj. filtr s kone¢nou impulzni

charakteristikou, ktery je popsan v kapitole 6.1.

St /\ .
o 2

v

1
= FR Y

v

Obr. 8-2 Blokové schéma adptivniho filtru

Ve skuteCnosti je pouzita koncepce adaptivniho filtru pro adaptivni potlaeni ruseni.
Vychazime z ptedpokladu, Ze ruSeni je harmonicky signal snadhodnou fazi r, ktery je
korelovan se signdlem rl. Soudet s+r vyjadiuje harmonicky signal v souctu s nosnym
rampimpulzem. Vysledkem je odhad Sumu y, kterym je pravé ten harmonicky signal, ktery
chceme ziskat. DalSim vystupem je signal e, ktery je zbaven harmonického signalu a

reprezentuje nechténou slozku signalu.
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V souhrnu jde o nasledujici postup. Mame dva signaly, jeZ jsou zaznamenany z burky.
Jde o napétovy signal se superponovanou harmonickou slozkou a signal proudu, kde je
nezndmym zpisobem superponovan harmonicky signal o stejné frekvenci. Jelikoz frekvenci
harmonického signalu zname, miizeme vyuzit odhad této harmonické slozky. Odecteni uz je

jen kontrolou pro spravny postup.

T T T T T T T T T
I I
1250 f AR 1o A AR
I‘IJ|J||,||||I"I|' ‘Hlll'rl,'illl-lnlll
-1300 | i -
AR
)] Wil
-1350 I“l i -
|I||Lalf‘1i|
e W rTI‘I||
S -1400 | | ~I'I,||,|| .
= [l .
i) m"”(',';.]l' zasumeny signal
-1450 | r\ } ~-1'i',\|‘i|{"ll| — wfiltrovany signal | ]
-1500 | }‘J -
|
-1550 ‘l -
1 1 1 1 1 1 1 1 1
0.5 1 15 2 2.5 3 35 4 45 5
50 - T T T T T T T T
'q_:' 0 [l ll
=
Sor , , , , , , odhad sumu |]
0.5 1 15 2 2.5 3 35 4 4.5 5

IivZ]

Obr. 8-3 Ukazka prace adaptivniho filtru

Na Obr. 8-3 vidime cast realného proudového signalu. Vysledny odhad Sumu je

harmonicky signal, ktery je pfipraven k dalSi analyze.

9. Analyza namérenych dat

Naméfena data potidil vySe popsanou metodou pomoci programu ,,pclamp 10.0 —
complex 10 [4] vedouci prace Ing. Milan Rychtarik. Data byla uloZena do souboru abf (axon
binary files v 2.0). Jelikoz jsou data uloZena ve formatu, ktery Matlab neumi samostatné cCist
ani zpracovavat, musel byt pouzit skript import_abf“ a knihovny ,abf2mat.m* a
»abf2mat.m_batch*, ktery dokaze data pievést a nacist do Matlabu. Autorem skriptu je John
Bender [7].
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Na Obr. 9-1 vidime pribéh postupné rostouciho vnuceného membranového napéti.
Uroveti se pohybuje od -80 aZz do +20 mV. Na toto napéti je Superponovéna stfidava slozka o
frekvenci 1 Hz o amplitudé¢ 1 mV. Vzorkovaci frekvence, kterou je signal sniman byl zvolen

10 kHz. Vzorkovaci frekvence je dostate¢nd, maximalni frekvence superponované slozky je

4
vz — 2% =25 vzorki. Zaznam byl
F 400

puvodné dlouhy 64 sec, obsahoval v3ak zbyte¢né informace z nasledujiciho méteni. Proto

400 Hz, coz nam dava na jednu periodu zaznamu vz =

budeme pracovat jen se signalem dlouhym 63 sec., coZ plati i pro proudovou odezvu.

40 T T T T T T

20

0

-20

U [mV]

-100 | | | | | |
0 10 20 30 40 50 60 70

t[s]

Obr. 9-1 Vnucené membranové napéti a superponovana slozka 1 Hz

Typicky prubéh proudové odezvy je vidét na Obr. 9-2. Na prvni pohled je zietelné vidét
odezva na harmonicky signal. Sum se vsignalu vyskytuje na relativné malé tGrovni,
pohybujeme se fadové v pA. Za pozornost stoji i kolisani proudu v rozmezi 25-40 sec, coz

vypovida o nelinearité systému.
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Obr. 9-2 proudova odezva na vnucené napéti pro 1Hz

Tyto a podobné prubéhy byly zméteny pii konstantnim kmitoctu 1, 4, 10, 40, 100 a

400 Hz. Detailni analyza bude provedena v nasledujicich kapitolach.

10. Dukaz funkénosti pouzitych metod vypocétu faze a

amplitudy

Byl vygenerovan um¢ly signal dle vzorce:

A sin (2:7’: +0), (10)

kde A- je amplituda periodické funkce, t-Cas neboli ¢asovy usek signalu, fvz-vzorkovaci
frekvence a ¢ —pocateéni fazovy posuv. Amplituda periodické funkce je zvolena 4 [mV],
frekvence 4 [Hz] a ¢asovy tsek signalu byl zvolen 64 [s] pii vzorkovaci frekvenci 10 [kHz],
coZ odpovida realn¢ naméfenym signalim. Tento signal byl nasledné fazové modulovan,
modulacni prub¢h je vidét ve spodni ¢asti obrazku Obr. 10-1 Vygenerovany umély signal a

pribéh jeho faze. Dale byl pfipoéten nabézny ramp impulz v rozsahu -80 az +20 [mV].
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testovaci signal 4 Hz

U[mvV]

.50 F -

-100 1 1 1 1 1 1

x10
fi

15¢f =

firad]
'_\

x10°
Obr. 10-1 Vygenerovany umély signal a pribéh jeho faze

10.1. Metoda,,proloZeni sinus*
Byla zkouméana jen pro testovani proloZzeni amplitud segmentu signalu. Faze je u této

metody vypocitana spravné a vysledkem je na Obr. 10-3 ¢erny prubéh.

Signal je rozdélen na segmenty, ve kterych se ur¢i amplituda a faze. Plivodné byl kazdy
segment zbaven nabézného impulzu odeCtenim smeérnice, kterd byla ziskana metodou
nejmensich ¢tverci viz. kap. 7. Takto ziskana smérnice vSak neodpovidala skute¢nému
nabéznému impulzu. Proto je vyzkouSen nasledujici krok, aby odhalil, zda bude ziskana

amplituda a faze zavisla na skute¢né smérnici signalu.

Nasledné byla na kazdy segment aplikovana funkce proloZeni kosinusovou funkci danou

exponencialnim tvarem komplexniho ¢isla

2nft

A e oz TP )

Pfi neznamych hodnotach Amplitudy A a faze ¢, déle viz. Metoda nejmensich ¢tverci.
Délka segmentu byla zvolena na dvé periody, aby byl ziskan dostatecny pocet hodnot a
zaroven pii takto kratkém segmentu se nejvice projevi chyba zptisobend ndbéznym impulzem.

Pribéh vypoctenych koeficientt faze a amplitudy jsou zobrazeny na Obr. 10-3. (pro tuto
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metodu ¢ernou barvou). Pokud jde o fazi, vidime, ze odpovida modula¢nimu pribéhu z Obr.
10-2. Pti pozorngjsim pohledu zjistime, Ze faze nezacina v nule, coz je zpusobeno jen
ofiznutim signalu pii vypoctu, ktery je nutny hlavné pro druhou metodu. Avsak vypoctena
amplituda periodické funkce se pohybuje v rozmezi 4,02 az 4,12 [mV], coz odpovida chybé
pohybujici se v rozmezi 0,5 aZ 2,49 %. Pii dané amplitudé 4 [mV].

10.2. Metoda,,adaptivni filtr a proloZeni sinus*
Vyuziva stejny postup, jako je popsdn v piedchozi metodé, ktery je vSak doplnén o
adaptivni filtr. Cilem je dokazat Ze adaptivni filtr neztrati fazi hledaného signalu. Adaptivni

filtr je uzit také pro ziskani periodického signalu z Sumu.

Piesuneme se do bodu, kdy mame jiZ vygenerovany testovaci signal, na ktery je aplikovan
adaptivni filtr viz Adaptivni Filtrace. Filtru je zadan pomocny signél, podle kterého se filtr

adaptuje. Pomocny signal zadavame ve tvaru

A sin (2:7’: +0), (10)

pricemz je jedno jakou zvolime fazi. Velikost zvolené¢ amplitudy, ovliviiuje rychlost adaptace
filtru. Pfesto je vhodné zvolit amplitudu rovnu jedné. Dale volime rychlost adaptace a tad
filtru. Vhodnd rychlost adaptace je zavisla na vSech hodnotach nastaveni filtru a zaroven na
hledaném signalu. JelikoZ je hledany signél s velmi malou frekvenci (v tomto pifipadé 4 Hz),
je zvolen nejmensi vyhovujici fad filtru 5000. Dusledkem velkého fadu filtru je zna¢né delsi

vypocet.

Amplituda v proloZzenych bodech je téméf konstantni a chybu Ize zanedbat (Obr. 10-3
modry priibéh). Chybu vamplitudé prolozenych signdli miizeme cekat pifi o silné
zdeformovaném prubehu hlavné v proudovych signalech ve stfedni ¢asti. Takovou chybu
vSak nemizeme povazovat jako chybu metody, ale jako chybu méteni, kterd by mohla byt
odstranéna zprimérovanim vysledkt z vice méfenych bun€k pribéhu. Pribéh faze z Obr.
10-3 odpovida také modulacnimu signalu. Vidime, Ze zacatek pribchu se mirné lisi od
predchozi metody. Je to zplsobeno postupnou adaptaci filtru. Toto odchyleni od skutecnosti
by bylo mozné fesit tim, Ze by se pied zkoumany signal umistil stejny signal, na ktery by se
adaptivni filtr adaptoval. AvSak takové feSeni bude méné ucinné u redlnych prabéhu, kde je
vyZadovana adaptace filtru v pribéhu casu. Nepiesnost zpusobenou adaptaci filtru

povazujeme za akceptovatelnou chybu.
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Obr. 10-2 Pfedzpracované testovaci signaly
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Obr. 10-3 Amplituda a Faze vypo¢tené z obou metod
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Pfipominam, ze na Obr. 10-3 jsou pouze vysledky amplituda a faze vypocitané
proloZenim, nikoli komplexni hodnoty, které jsou cilem této studie.
Komplexni hodnoty se ziskaji po dosazeni vypoctenych hodnot do vzore¢ku
. 2TTft
==+
X=A4e Croz (p). (11)
Kde se dosadi za A a ¢. V Matlabu x=A.*exp(§ - *(Ww/fvz*f +Fi)).

Vysledkem je komplexni Cislo X které je zobrazeno na Obr. 10-4, jehoz funkci je Cas
(nebo muzeme napsat i modulaéni fazovy prabéh z Obr. 10-2. Pti bliz§im zkoumani Obr. 10-4
je vidét, ze pribéh zacind v pravém spodnim rohu, kam se ke konci opét vrati, coz odpovida
zméné faze a jeji vraceni na puvodni hodnotu. Amplituda signalu je v grafu zobrazena jako

vektor zacinajici v nule, ktery bude opisovat zobrazenou funkci podle vzorce:

A =+re? + im?2. (12)

Komplexni tvar

25

re[mV]

prolozeni

151 adaptivni filtr + prolozeni |

05 | | | | |
-2 -1 0 1 2 3 4

im[mV]

Obr. 10-4 Komplexni tvar zobrazeni ocbou metod
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10.3. Metoda,,adaptivni filtrace a spektralni analyza*

Je kombinaci postupti, jez byly feSeny diive u adaptivniho filtru. Jedna se o spektralni
analyzu. Signal je nejdfiv podroben adaptivnimu filtru (vysledek Obr. 10-2 spodni ¢ast).
Tento signal je rozdélen na 10 segmentli podle napét'ové urovné rampimpulzu po 10 mV.
Ptedchozi pribéhy byly rozdéleny na 110 segmentd, tudiz byl prubéh daleko jemnéjsi. Na
Obr. 10-5 je vidét vysledek v komplexni roviné a je srovnatelny s pfedchozimi metodami.
Prvni hodnota, ktera je mimo piedpokladanou pozici, je vysledkem prvniho segmentu signalu,

kde jesté neni filtr adaptovan.

45 T T T T T
adaptiwni filtr + spektralni analyza

re[mV]
N
a1
1

15t T

05 | | | | |
-2 -1 0 1 2 3 4

im[mV]

Obr. 10-5 Komplexni tvar metody adaptivniho filtru + spektralni analyza
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11. Dukaz druhy — amplituda signalu

Pro detailngjsi studovani prabéhu amplitudy v signalu byla na zakladni harmonicky signal

modulovana faze i amplituda, jejichz zakladni modula¢ni funkce jsou na Obr. 11-1.

fi
2 T T T T T T
15r .
i<}
g 1F .
0.5 -
O | | | | | |
0 1 2 3 4 5 6 7
I[vz] x 10°
A
15 T T T T
>
E 1f -
o)
05 | | | | |
0 1 2 3 4 5 6 7
I[\z] x 10°
Obr. 11-1 Faze a amplituda
testovaci signal 4 Hz FM+AM
40 T T T T T T

UlmV]

Izl x 10°
Obr. 11-2 Vysledni signal modulovany fazové i amplitudové
Op¢t byly pouzity metody z ptedchozi kapitoly. Bylo vypocitano 110 hodnot ze segmenti
signdlu a byla na né aplikovana interpolace. Na Obr. 11-4 a Obr. 11-5 vidime srovnani
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vypocitanych prubéhd s originalnimi modula¢nimi signaly. Zde jiz vidime, Ze metoda

pouhého prolozeni ndm zavadi zna¢nou chybu obzvlasté amplitudového prubehu.

Fazova char.testovaciho signalu
4 T T T T T T T T T

| | | | | | | | |
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
flHZ]

Obr. 11-3 Fazova charakteristika testovaciho signalu

Chyba je zavedena nabéznym rampimpulzem, kterého se metodou pouhého prolozeni

nezbavime a velice pfiznivé pro zbaveni chyby se jevi adaptivni filtr a nasledné prolozeni.

U[mV]

Amplituda s interpolaci
18 T T T T T

AF+ prolozeni
P orig
1.4v // y prolozeni ]

1.2 -
1 -
0.8 -
0.6 i

04 | | | | |
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Izl x 10°

Obr. 11-4 Vysledna amplituda
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Faze s interpolaci
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Obr. 11-5 Vysledna faze
Za povSimnuti stoji i odchylka na zacatku prab&éhu , AF+prolozeni‘*, kterd se
minimalizuje pravé velkym poétem vybranych segmentd oproti Obr. 10-5, kde je prvni bod

zcela chybné vypocten.
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12. Segmentace

Jiz bylo zminéno, Ze segmentace signdlu nam zavadi chyby a nepfesnosti pfi vypoctu.
S pocatku se jevi, ze pii rozdéleni signalu na velky pocet segmenti je zavedena mensi chyba.
Na nasledujicim Chyba! Nenalezen zdroj odkazi. vidime originalni modulaéni signal faze a
amplitudy ve srovnani sdeseti vypoétenymi hodnotami. Kazda hodnota predstavuje
vodorovny Usek, jehoZz délka je rovna délce segmentu, ze kterého byl vypocet proveden. Je
vidét ze vypoCtené hodnoty jsou primérem vSech hodnot dané délky segmentu jak u

amplitudy tak u faze.

Amplituda se segmentaci

1.5 ]' T E T T T T —
>
E 1r 1
) AF+ prolozeni
orig /'74
05 | | — | |
0 1 2 3 4 5 6
I[vz] x 10°
Faze se segmentaci
2 T T T T T

fi[rad]

AF+ prolozeni
orig

O | | | | |
0 1 2 3 4 5 6

I[\z] x 10°

Obr. 12-1 Porovnani segmentace

Pokud chceme dosahnout vysledka co nejblizsi realité, je dobré zvolit délku pocitaného
segmentu rovnu dvou perioddm signalu. Pro nizké kmito¢ty do 10 Hz se zd& tato délka
segmentu nutna. Pro vyssi kmito¢ty 100 az 400 Hz bychom ziskali velké mnozstvi hodnot a
postup by byl velice vypocetné naro¢ny. Muzeme tedy zvolit segmenty o délce az
desetinasobku periody pfi¢emz bereme v potaz to, Ze vypocitané hodnoty jsou primérem celé
délky segmentu. Pokud se celé délce segmentu objevi chyba, ktera nebyla odstranéna
piedeslou filtraci, projevi se ve vypoéitanych vysledcich. Resenim je opét vybirat pouze

segmenty o délce dvojnasobku periody, kde je projevi chyba s mensi pravdépodobnosti.

30



13. Z&kladni vypocet admitance

V této kapitole jsou uvedeny postupy a pokusy vypoctu admitance na redlnych signalech
méfenych ze srde¢nich bungk laboratornich potkant. Zakladni metody byly pouzity pti feseni
V ramci semestralni prace a nebyly oznacCeny za vhodné k vypoctu frekvencné-admitancnich
charakteristik. Pfesto jsou zde uvedeny zaklady, které jsou vyuzity u jinych pouZitych metod.

Pro vypocet admitance Ize pouzit vzorec

Y =—[5] (13)

L
U
a dosadit kazdou hodnotu proudu a napéti vstupniho signélu. Vysledek vidime na Obr. 13-1.

x10" admitance membrany pro f=1 Hz
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t[s]
Obr. 13-1 Ukazka chybné vypoétené admitance membrany

Prvni problém vznika pii snaze déleni nulou (hodnoty v okoli 50s), kdy vysledek

Z matematického hlediska vychazi nekonecné velky.

Druhy problém je, Ze vysledkem nejsou komplexni ¢isla a tudiz nelze povazovat vysledek
za admitanci, ale pouze jako realnou sloZku vodivosti i piesto, Ze je parametrem harmonicky

signél. Do vysledku tak neni mozné zapocitat informaci o imaginarni slozce.
Z tohoto ditvodu byl zvolen jiny zplisob vypoctu, ktery fesi problematiku zna¢né odliSné.

Vstupni signal, kterym budime bunénou membranu a proudova odezva, ptedstavuji
spektrum harmonickych sloZek, které dale zpracujeme. Ve spektru nas zajima pravé ta
harmonicka slozka, pro kterou dany vypocet provadime. Potiebujeme ziskat admitanci, pro

kterou bude parametrem frekvence a uroven vnuceného membranového napéti. Je nutné
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stanovit jednotliva spektra pro kazdy Usek napéti zvlast. Rozdélime si tedy signaly napéti na
deset ¢asti a stanovime spektra pro zvolené ¢asti signalu po 10 mV a v ¢asovém useku 6,3 sec.
ProtoZe je vzorkovani 10 kHz, tak se kazda cast bude skladat z 63 000 vzorku, coZ je

dostate¢né pro realn¢ zobrazené spektrum i pro frekvence do 400 Hz.

Spektrum jednotlivych usekii signalii vnuceného membranového napéti a proudové
odezvy zobrazime pomoci rychlé Fourierovy transformace v Matlabu pomoci funkce ,,fft*
Obr. 13-2. Na obrazku vidime jen ¢ast spektra, protoZe ostatni slozky jsou fadové mensi a
nejsou v grafu videét.
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Obr. 13-2 Spektrum jednoho useku napéti, vidét je stiidava superponovana slozka 100 Hz
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Obr. 13-3 Spektrum jednoho Useku proudu, vidét je stéidava superponovana slozka 100 Hz

Z obou spekter vybereme pouze odpovidajici harmonickou slozku a opét na né aplikujeme
jednoduchy vzorec (2). Rozdil spoc¢iva v tom, ze nyni po¢itame v komplexnim oboru hodnot a

predpokladame, Ze ptredstavuji pozadované informace pro vypocet admitance.

25 T T T

20+

15

im[ns]

re[ns]

Obr. 13-4 Vypodltena admitance pro =10 Hz
Ukazky vypoctt admitanci vidime na Obr. 13-4 a Obr. 13-5.

Pribéh admitance na Obr. 13-4 vychazi podle teoretickych piedpokladd. Pribéh na Obr.
13-5 méa v3ak odlisny charakter. Dale bude potieba analyzovat spektra, zda vybrané kmitocéty

zobrazuji pravdivé informace.
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Obr. 13-5 Vypo¢tena admitance pro =100 Hz
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Kompletni postup ziskané admitance je nazna¢en na blokovém schématu Obr. 13-6.

Ramp impulz -80
az +20 mV
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Adaptivni filtrace
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Obr. 13-6 Blokové schéma kompletniho postupu ziskané admitance
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13.1. FFT v matlabu
Protoze pouzivame fft (Discrete Fourier transform), je potieba si uvédomit, Ze tato
metoda vyuZiva casti signalu, jejiz délka je ve dvojkové fadé. Pokud signal rozdélime po
60 000 vzorcich, matlab si kazdou ¢ast signalu pted pouzitim transformace doplni o nuly tak,
aby byl signal dlouhy 65 536 vzorku a teprve potom na ni aplikuje fft a vytvoii spektrum, coZ
nam mize zanést do signalu nezadané harmonické slozky. ReSenim tedy je rozdélit signal po
vzorcich dvojkové fady. Tato fada se mlize bez problému piekryvat a mizeme tedy rozdélit

signal opé€t na deset casti.

13.2.  Pouziti oken
Vhodnym Gdkonem, ktery nam pomize ke kvalitngj$im vysledkim, je pouZiti oken
jinych nez obdélnikovych. Pokud vymezime pouze ¢ast signalu, zpusobime tak umélé
posunuti faze superponované harmonické slozky a deformujeme tim veSkeré vysledky. Je
tedy tfeba vybrat vhodné okno pro pouziti fft. Nejjednodussim piipadem by mohlo byt

Hammingovo okno Obr. 13-7. MozZnost pouZiti jinych oken je také realna.

-} Figure Mo. 1: Window Yisualization Tool - 10| x|
File Edit Wiew Insert Tools ‘Window Help

lanra /|20 |18

— Window Wiewer

k?

Time domain Frequency domain

Amplitude
lagnitude (dB)

0 . . . . . . 100 : : : :
10 20 30 40 =0 =11 1] 0z 0.4 0E 0.5
Samples Mormalized Fregquency (<@ radizample)
Leakage Factor: 0,03 % Fielative zidelobe attenuation; -42.5 dB tdainlobe width [-2dB]; 0033063

Obr. 13-7 Hammingovo okno a jeho pFenosova charakteristika
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13.3. Sumace spektra
DalSi metoda, kterd by mohla vést k lepsim vysledkiim, je secteni vysSich harmonickych

slozek. Pokud se podivame detailnéji hlavné na spektrum proudu, vidime zde vysSi
harmonické slozky a slozky subharmonické. O jejich puvodu lze diskutovat. AvSak pii
bliz§im zkoumani spektra napéti nalezneme vyS$i harmonické, subharmonické a dalsi
parazitni slozky i zde. Lze tedy fici, Ze membrana neni buzena ¢isté sinusovou funkci a i tyto
slozky bychom méli do vysledku zapocitat. Nelze vsak pouze sumovat celé spektrum, ale
musi se odstranit stejnosmérna slozka. Problém nabyva na intenzité, pokud feSime soustavu

pro velice nizké kmitocty, kdy ndm zasahuje hlavni harmonicka slozka do frekvenci, které

nam urcuji ramp impulz.

14. Frekvencéné-admitancni charakteristika
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e ===

50 | 200[HZ] o
,-"100 [Hz] S._ 400
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Obr. 14-1 Vysledna admitance AF a proloZeni
Vysledna admitance byla ziskana metodou ,Adaptivniho filtru a prolozeni sinus
Admitance jsou vypocteny pro frekvence 400, 200, 100, 40, 20, 10, 8, 5 Hz. Prib¢h
admitance pro 40 Hz je z neznamych diivodi mimo piedpokladanou pozici. Jeden z divodu
by mohl byt Spatné prokladani, kdy se ptevrati hodnota amplitudy a faze, ¢emuz odpovidaji
zaporné hodnoty na realné ose.
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Obr. 14-2 Vysledna admitance SA a prolozeni
Vysledna admitance vypoc¢itana metodou ,Adaptivniho filtru a spektralni anlyzy* je velice

podobna predeslym vysledkim. Pribéh admitance 40 Hz je zde uz podle predpokladu.

15. Zaveér

Tématem diplomové prace byl ,VYPOCET FREKVENCNE-ADMITANCNICH
CHARAKTERISTIK ZNAMERENYCH PATCHCLAMPOVYCH DAT“, za tim u¢elem

bylo nezbytné sestrojit program pro vypocet frekvenéné admitan¢ni charakteristiky.

Zakladni problém vSak nespocival v samotné realizaci programu, ale ve zpusobu vypoctu
admitance. Byly zkouseny a analyzovany ruzné metody vypocétu, Které se vice ¢i méné
ptiblizily k pfedpokladanému spravnému vysledku. Nejvétsi problém predstavovaly signaly
s nizkymi kmitocty, které ve spektru splyvaji s kolisavou stejnosmérnou slozkou vytvoienou
odezvou srde¢nich bun¢k na zvySovani napétové urovné budiciho periodického signalu, ktery

byl modelovan jako rampipmulz.

Prvni zplsob feSeni problematiky je pouziti adaptivniho filtru a nasledné prokladani

sinusovou funkeci, kterou jsou zjistény potiebné parametry.

38



Druhy zptisob feSeni je pouziti adaptivniho filtru a frekvencni analyzy, kdy pfi vypoctu

admitance pouzijeme danou spektralni slozku.

Pro jednodussi a ptesnéjSi vypocet charakteristik je dulezité mit k dispozici kvalitné
nameétené pribehy signalt.

V diplomoveé praci jsou diskutovany zndmé vlivy souvisejici sbuzenim burniky a
snimanim odezvy signali. Metoda “Méfeni membranové admitance malym vnucenym

harmonickym napétim* je v souCasné dobé predmétem vyzkumu. Je mozné ocekdvat jak

zvyseni validity méfenych signald, tak vypoctu charakteristik, kterym se zabyva i tato prace.

Problematika analyzy signalll v extracelularnim a intracelularnim prostfedi méfené bunky
podléha pribéznému vyvoji a lze ptredpokladat, ze problematika uvedena a diskutovana
v diplomové praci bude slouzit k navazani dalSich praci pro rozvoj a dosazeni optimalnich

vysledkii naslednych vyzkumnych praci.
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