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NEUROSIM

Si tratta di un gruppo di programmi intesi ad approfondire alcuni aspetti del corso di neurofisiologia. Ogni programma simula un particolare aspetto del funzionamento dei neuroni. Lo studente deve selezionare i parametri sperimentali e neurofisiologici desiderati per una particolare simulazione ed eseguire l'esperimento. Il computer fornisce un display grafico del tutto simile a quello che compare sullo schermo di un oscilloscopio durante un vero esperimento di elettrofisiologia. Lo studente può quindi variare i parametri ed esplorare gli effetti delle diverse condizioni sperimentali.

Il menù principale

Dopo uno schermo introduttivo, da cui si esce battendo un tasto qualunque, si entra nel livello del menù principale. Questo è il “ centro nervoso “ del programma, nel quale si impostano i parametri, si avviano gli esperimenti, e in generale si controlla quello che succede. In qualunque punto e a qualunque livello del programma voi siate, premendo il tasto < ESC > (all'occorrenza più volte) ritornerete a questo punto.

Lo schermo è suddiviso in quattro parti principali:

1) Un piccolo riquadro in alto a sinistra reca le indicazioni F1 for HELP e F2 Prt Scrn. Da questo momento in avanti premendo il tasto F1 (nella fila di tasti in alto) da qualunque punto del programma si otterrà la visualizzazione di un HELP (aiuto) che dipende dal contesto in cui ci si trova.L'aiuto ha la forma di una “ finestra “ (riquadro) che si sovrappone a qualunque cosa ci sia sullo schermo in quel momento. Per eliminare l'aiuto premere il tasto < ESC >,e si riavrà lo schermo originario.

Talvolta il testo di aiuto è troppo lungo per essere contenuto nello spazio della finestra. In questo caso, nella parte inferiore della finestra un messaggio mostra la percentuale di testo che rimane da visualizzare. Si fa scorrere il testo di aiuto utilizzando i cursori o i comandi Pg Up e Pg Dn (page up-page down). I tasti Home e End portano istantaneamente all'inizio e alla fine del testo. Attenzione a non premere il tasto F2 (stampa dello schermo) in quanto non essendo collegata alcuna stampante il computer può andare in “ hang up “ (lett. impiccarsi) e potreste perdere il controllo della macchina (il computer non risponde ai tasti). Se questo accade occorre resettare lo strumento e iniziare la procedura dall'inizio.

2) La parte inferiore dello schermo presenta una linea di testo in caratteri invertiti (nero su bianco anziché bianco su nero). Questa linea da indicazioni molto succinte su come procedere.

3) Sulla destra dello schermo c’è una larga finestra che mostra i parametri sperimentali e neurofisiologici selezionati in quel momento. Questi indicano le condizioni in cui si svolgerà l'esperimento. I parametri possono essere modificati usando i comandi mostrati nell'ultima finestra. 

4) Sulla finestra dello schermo c’è un menù che indica le opzioni disponibili (menù delle opzioni).

Il menù delle opzioni
E’ la parte più importante del menù principale, e permette di controllare l'esperimento e i parametri sperimentali.

Le diverse opzioni possono essere selezionate in due modi:

- muovendo la linea evidenziata sulla opzione richiesta (usando i cursori alto-basso) e premendo poi il ritorno di carrello (tasto < ENTER >)

- premendo la lettera che contraddistingue l'opzione (“ a “, “ b “, ecc...). In questo caso non si deve premere il ritorno di carrello.
 Avvertimento 

Fra coloro che usano il calcolatore è frequente la citazione del motto Garbage in - garbage out (garbage è slang americano per immondizia), ovvero: se nel computer si introducono dati assurdi se ne ricaveranno poi informazioni altrettanto assurde. Questi programmi, ed i modelli su cui sono basati, sono stati concepiti per lavorare con parametri che cadono all'interno di un ambito che sia biologicamente plausibile.

Questi programmi rifiutano l'input di parametri totalmente inappropriati, ma è tuttavia sempre possibile introdurre parametri che, specialmente in combinazione, non hanno alcun senso biologico.

CABLE - Proprietà di cavo

Questo programma è stato ideato per simulare le proprietà passive, o di cavo, di un neurone. La situazione sperimentale è la seguente:

- Si dispone di un assone di lunghezza infinita e non in grado di generare potenziali d’ azione, nel quale sono inseriti a distanze diverse, 4 microelettrodi. Uno di questi è usato per iniettare impulsi di corrente depolarizzante ad onda quadra, gli altri tre servono per misurare il voltaggio. Si possono variare la durata e l'ampiezza dello stimolo, e si può cambiare la posizione degli elettrodi di registrazione rispetto al punto di iniezione della corrente.

- Si possono modificare le caratteristiche dell'assone definendo le proprietà della membrana.

Scopo della simulazione è di mostrare come  la risposta in voltaggio ad un impulso di corrente varia con il tempo e la distanza, a seconda delle caratteristiche fisiche dell'assone. Queste proprietà sono di fondamentale importanza nella determinazione delle proprietà integrative di un neurone nel sistema nervoso centrale.

Caratteristiche fisiche dell'assone (Build Axon)
Definizione: Cm, Rm, Ri sono valori riferiti ad una unità di area (cm2). cm, rm ed ri = sono riferiti ad una unità di lunghezza dell'assone (). La conversione tra gli uni e gli altri si può facilmente eseguire conoscendo il raggio dell'assone:

rm = Rm / (2 * * raggio)              ri = Ri / (* raggio2)            cm = Cm * 2 *  * raggio 

Le caratteristiche fisiche dell'assone possono essere variate solo entro ambiti ben determinati (“valori accettabili”). Si possono specificare i seguenti parametri:

- Resistenza dell'assoplasma (Ri). Valori accettabili: 0.02 - 0.5 K cm2
- Resistenza di membrana (Rm). Resistenza di un cm2 di membrana. Può variare ampiamente nei diversi tipi di assoni. Valori accettabili: 0.1 - 50 Kcm2.

- Capacità di membrana (Cm). Capacità di un cm2 di membrana. Essendo determinata in larga misura dallo spessore e dalla composizione del doppio strato lipidico (relativamente costante in tutte le cellule), non cambia molto tra i vari assoni. Valori accettabili: 0.1 - 10 F/ cm2.

- Raggio dell'assone. Valori accettabili: 0.1 - 500 m.

Costanti di spazio e di tempo.

Nel loro insieme le caratteristiche primitive dell'assone specificate sopra determinano le costanti di tempo e di spazio dell'assone e la sua resistenza di ingresso (input resistance) secondo le seguenti equazioni:

costante di tempo           = Rm * Cm = rm * cm
costante di spazio           = (rm / ri)
input resistance                  = 0.5 (rm / ri)

Caratteristiche dello stimolo
Definisce i parametri di due impulsi di corrente distinti che vengono iniettati automaticamente nell'assone in funzione di stimolo. Impulsi supplementari possono essere iniettati in qualunque momento premendo la barra spaziatrice. Si possono specificare i seguenti parametri:

Ampiezza: Valori accettabili: 0 - 999 nA

Durata: Valori accettabili: 0 - 99 ms

Intervallo: Valori accettabili: 0.5 - 999 ms.

Posizione degli elettrodi

Avete tre microelettrodi di registrazione (E1-E3) posti a distanze diverse (in mm) dal sito di iniezione della corrente. Qualunque elettrodo posto a distanze superiori a 4 costanti di spazio dal sito di iniezione della corrente potrà registrare solo variazioni di tensione piccole o nulle. Più di un elettrodo può essere inserito ad una data distanza; in questo caso le tracce si sovrapporranno. Valori accettabili di distanza: 0 - 999 mm.

Attivazione/disattavazione delle tracce (Toggle traces)
Le tracce possono essere attivate o disattivate singolarmente.

Scale
Le scale possono essere dimensionate secondo i bisogni dell'operatore:

Voltaggio (scala a sinistra): valori accettabili: 1 - 999 mV.

Corrente (scala a destra): valori accettabili: 1 - 999 nA.

Base dei tempi (scala orizzontale) valori accettabili: 1 - 999 ms.N.B.: se la base dei tempi è pari a meno di un decimo della costante di tempo il grafico sarà molto approssimativo.

Esercitazione
Esercizio #1: costante di tempo e impedenza di ingresso
 Caricare il file di parametri c1.

Si noti che solo la traccia dell'elettrodo E1 è attivata, che lo stimolo è regolato in modo da dare un impulso di corrente di lunga durata, e che l'elettrodo E1 è posto nel punto di iniezione della corrente.

Si esegua l'esperimento.

 Si usi il cursore per misurare il valore finale del voltaggio misurato da E1, e dimostrare che il valore di impedenza di ingresso è quello indicato nella finestra dei parametri. Si può modificare la velocità del cursore mediante i tasti + e -. Se non si ricorda il valore della resistenza di ingresso teorica si può riavere la tabella premendo il tasto < ESC >. Si ritorna al grafico rieseguendo l'esperimento.

N.B.: Se si vuole utilizzare il cursore per misurare la corrente occorre posizionarlo sulla traccia della corrente (in giallo, in basso).
 Ora si misuri il voltaggio ad una costante di tempo (10 ms). Che in percentuale è del voltaggio finale ?

In molti libri di testo leggerete che la costante di tempo è il tempo necessario per raggiungere il 63 % del valore finale. Tuttavia, questa definizione si applica solo a cellule sferiche che possono essere modellate come un semplice circuito RC. Non conserva la sua validità per i lunghi assoni di questo esperimento.

Tornare al menù principale senza cancellare lo schermo (premendo il tasto < ESC >).

 Caricare il file di parametri c2. Notare che tutti i parametri sono identici, ad eccezione della capacità di membrana, che è raddoppiata. Eseguire l'esperimento e misurare nuovamente la percentuale del voltaggio finale raggiunta ad una costante di tempo..

Tornare al menù principale senza cancellare lo schermo.

 Caricare il file di parametri c3. Notare che la capacità di membrana è tornata al valore iniziale, mentre la resistenza di membrana è raddoppiata. Eseguire l'esperimento ripetendo le misure.

Perché il voltaggio finale è diverso ?

Che considerazioni si possono fare sulla velocità con cui si sviluppa il processo ?

Tornare al menù principale senza cancellare lo schermo.

 Caricare il file di parametri c4. Notare che la resistenza e la capacità di membrana hanno riassunto il valore iniziale, ma il diametro dell'assone è cambiato.

Che effetto ha questa modifica quando si esgue l'esperimento ?

Tornare al menù principale senza cancellare lo schermo.

 Infine, caricare il file di parametri c5. Si osservi che tutto è rimasto come prima, ad eccezione della resistenza dell'assoplasma. Che effetto ha questa modifica ?

Ora si prema c per cancellare e tornare al menù principale.

 Caricare il file di parametri o1. Misurare l'ampiezza del decadimento a tempi diversi (1, 2, 3, 5, 10, 15, 30 ms.

Esercizio #2: costante di spazio.
 Caricare il file di parametri c6. Si osservi che ora tutti e tre gli elettrodi sono attivati, e posti a distanze diverse dal sito di iniezione della corrente.

Eseguire l'esperimento e misurare il voltaggio finale raggiunto in ogni sito di registrazione.

Spostare gli elettrodi in posizioni intermedie e ripetere  le misure. Realizzare un grafico log (tensione finale) (y) in funzione della distanza (x). Non posizionare gli elettrodi a distanze superiori a 4 .

A quale distanza il valore finale del voltaggio si è ridotto al 37 % del potenziale al sito di iniezione della corrente ? Confrontare questo valore con la costante di spazio mostrata nella finestra dei parametri del menù principale.

 Si modifichino i parametri dell'assone che erano stati modificati  nell'esercizio #1 e si osservino gli effetti sulla costante di spazio.

 Caricare ed eseguire il file di parametri c7. Questo è identico a c6, ma sono state espanse le scale e la base dei tempi è più veloce. Notare il progressivo aumento del ritardo nel fronte di salita delle risposte quando il punto di registrazione si allontana dal sito di iniezione della corrente.

Sebbene in teoria si debba registrare una risposta in voltaggio da ogni elettrodo, indipendentemente dalla sua posizione, nello stesso istante in cui ha inizio l'iniezione della corrente, (o almeno con il ritardo dovuto una velocità di propagazione pari a quella della luce), il fronte di salita delle risposte diventa un sigmoide progressivamente più appiattito mano a mano che l'elettrodo viene allontanato dal sito di iniezione, cosi’ che, in pratica, c’ è un aumento del ritardo nella risposta in voltaggio.

Esercizio #3: velocità di conduzione.
 Caricare ed eseguire il file di parametri c8. Questo simula l'iniezione di un breve impulso di corrente 

(simile a quello che si realizza nella membrana postsinaptica durante la trasmissione di un impulso) e mostra le risposte in voltaggio registrate in tre siti diversi. Si osservi come vi sia una velocità di conduzione apparente, quando il picco della depolarizzazione si propaga lungo l'assone, e come questo picco si attenui in ampiezza.

Misurare le ampiezze ed i ritardi dei picchi. Realizzare altre misure spostando gli elettrodi in modo da ottenere i valori intermedi e annotare ampiezze e ritardi dei picchi.

Mettere in grafico le latenze in funzione della distanza (posizione degli elettrodi).

Calcolare la velocità di conduzione.

La velocità di conduzione è costante o cambia lungo l'assone?

Mettere in grafico le ampiezze in funzione della distanza.

Questo grafico mostra una curva con lo stesso profilo e con la stessa costante di tempo di quella ottenuta nell'esercizio #2?

 Caricare ed eseguire il file di parametri c9. La capacità di membrana è cambiata, con conseguente cambiamento della costante di tempo. Cosa comporta questo sulla velocità di conduzione e sulla attenuazione del segnale?

Infine, caricare ed eseguire il file di parametri c10. Cambia la resistenza dell'assoplasma, con conseguente cambiamento della costante di spazio. Cosa comporta questo sulla velocità di conduzione e sulla attenuazione del segnale?

Esercizio #4: sommazione.
 Caricare ed eseguire il file di parametri c11. Questo esperimento mostra l'effetto di due stimoli identici separati da un breve intervallo. La risposta della membrana al primo non è ancora estinta quando viene evocato il secondo stimolo, e pertanto le risposte si sommano.

Usare il cursore per misurare i picchi di voltaggio, e calcolare il rapporto tra i due picchi registrato da ogni elettrodo. Il rapporto è lo stesso per ogni elettrodo?

Che cosa vi dice sul modo in cui la sommazione di potenziali condotti passivamente cambia con la distanza?

Ora provate a modificare le caratteristiche dell’assone (Cm, Rm, Ri e diametro) e misurate nuovamente i rapporti. Quali parametri hanno l'effetto maggiore sulla sommazione?

Il programma vi permette di iniettare impulsi addizionali di corrente premendo la barra spaziatrice, cosi’ che potete effettuare esperimenti con impulsi di corrente sovrapposti.

PSP - Potenziali post-sinaptici

Questo programma simula la risposta di un neurone ad un input sinaptico. Si assume che il neurone possa essere approssimato ad una sfera (ovvero sia ettrotonicamente compatto), e che possa pertanto essere descritto da un semplice circuito equivalente RC. 

Nel neurone sono inseriti due microelettrodi, uno per registrare il potenziale di membrana ed uno per iniettare corrente. Il neurone riceve quattro diversi tipi di input sinaptici, indicati SI-S4. 

· S1 è una sinapsi eccitatoria diretta, di tipo colinergico nicotinico, che media un EPSP. 

· S2 è una sinapsi inibitoria diretta, di tipo GABAA, che media un IPSP. 

· S3 è una sinapsi eccitatoria indiretta a decremento di conduttanza, dei tipo colinergico muscarinico. 

· S4 non sarà usata in questa esercitazione. 

E' possibile specificare il tempo in cui questi eventi si verificano e quindi esaminare le interazioni reciproche. Il neurone post-sinaptico può dare o meno origine ad un potenziale d'azione, e la soglia è modificabile dell'operatore. Impulsi di corrente possono essere iniettati per modificare il potenziale di membrana di riposo e quindi alterare l'ampiezza delle risposte post-sinaptiche, permettendo anche la determinazione del potenziale di inversione. 

SYNAPTIC ACTIVITY 

· Definisce il ritardo con cui le quattro sinapsi S1-S4 sono attivate rispetto all'inizio della traccia. Eventi addizionali possono essere evocati in qualunque momento durante la simulazione premendo i tasti 1-4. Un ritardo superiore alla durata della traccia permette di escludere la sinapsi. 

· Valori ammessi 0 - 999 ms. 

SYNAPSE ONE 

· Questa sinapsi, dei tipo colinergico nicotinico, può essere attivata ad una frequenza prestabilita e mostra facilitazione ed antifacilitazione. Possono essere specificati i seguenti parametri: 

· lnterval - definisce l'intervallo tra due attivazioni successive di S1. Fino a 100 EPSPs possono comparire in una singola traccia. Valori ammessi: 1-999 ms. 

· Facilitation rate - In questa simulazione viene usato un modello di facilitazione semplice: se si verificano due EPSPs separati da un breve intervallo la conduttanza dei secondo è posta uguale alla conduttanza dei primo moltiplicata per un fattore di facilitazione. Pertanto un fattore di facilitazione 1 significa che non c'è cambio di conduttanza, un fattore di facilitazione >1 significa che il secondo EPSP è facilitato, mentre un fattore <1 significa che il secondo EPSP è antifacilitato. All'aumentare dell'intervallo tra i due EPSP il fattore di facilitazione va, con legge esponenziale, verso il valore 1, e quindi due EPSP molto distanziati saranno approssimativamen-te uguali in ampiezza, qualunque sia il fattore di facilitazione. 

· La facilitazione è cumulativa, e quindi quando si verificano treni di EPSP la conduttanza di un singolo EPSP è influenzata da tutti quelli che lo precedono, ma con un effetto che decresce con l'aumento dell'intervallo di tempo. Ammessi i valori compresi tra 0 e 2. 

· Facilitation time constant - La facilitazione decresce esponenzialmente con l'aumento dell'intervallo tra stimoli. Questo parametro definisce la costante di tempo del processo. Valori ammessi: 2 - 50 ms. 

ExpeRiMENTAL CURRENT 

· Definisce i parametri della corrente iniettata nel neurone per modificare il suo potenziale di membrana. Si possono specificare i seguenti parametro: 

· Latency., Ritardo rispetto al punto di inizio della traccia. Valori accettabili: 0-999 ms. 

· Amplitude: Ampiezza della corrente iniettata per controllare il potenziale di membrana. 

· Width: durata dell'impulso di corrente. Valori accettabili: 1.5 - 999 ms. 

SPIKE PROPERTIES 

· Spiking (Y/N) Definisce se la membrana è eccitabile, e può quindi dare uno o più potenziali d'azione se supera la soglia indicata al punto successivo (Y) o se è ineccitabile (N). 

· Threshold. Definisce la soglia di eccitabilità dei neurone. Valori ammessi: da -70 a -30 mV. 

DISPLAY SCALES 

· Le scale possono essere dimensionate secondo i bisogni dell'operatore.

· Timebase: durata dei display. Valori ammessi 1 - 999 ms. 

· Voltage: definisce il punto di mezzo della scala (base) e la deviazione dal punto di mezzo (range). Es.: base -50, range 15 darà una scala centrata a -50 mV e compresa tra -65 e -35 mV. Valori ammessi: da -100 a 0 mV per base, da 1 a 200 mV per il range. 

· Experimental current. definisce la scala della corrente. Valori ammessi 1-999 nA. 

· Synaptic current. definisce la scala della corrente sinaptica. Valori ammessi 1 - 999 nA.

· Conductance: definisce la scala della conduttanza di membrana. Valori ammessi 1 - 999 S. 

TUNE PROGRAM 

· Questo menù, cui si accede dal menù principale, permette di modificare alcuni parametri fisici della cellula (resistenza e capacità), di adattare il programma alla velocità dei calcolatore in uso e di variare la durata dell'evento sinaptico. 

· lntegration time step. Questo parametro è già stato ottimizzato per l'esperimento da eseguire. E' possibile rallentare l'avanzamento della traccia riducendone il valore fino a 0.01. 

· Input capacitance: definisce la capacità di membrana; il valore è relativo all'intera cellula. Valori ammessi: 0.1 - 9.9 F. 

· Input impedance: definisce la resistenza di membrana. Valori ammessi 0. 1 -9.9 M. 

· Synaptic duration: Ogni EPSP è modellato come variazione della conduttanza di membrana ad una specie ionica immaginaria caratterizzata da uno specifico potenziale di inversione. ] cambi di conduttanza hanno profili ad onda quadra. Questo parametro definisce la durata dei cambio di conduttanza. Valori ammessi: 0.1 - 9.9 ms. 

Esercitazione 

Esercizio #1: costante di tempo ed impedenza di ingresso. 

· Caricare il file di parametri P1A ed eseguire l'esperimento. Questo mostra la risposta dei potenziale di membrana ad un impulso di corrente ad onda quadra iniettato nella cellula. 

· Dal tracciato calcolare la costante di tempo, m, e, con la legge di Ohm, la resistenza di membrana, Rm. 

Si rammenta che questa è una cellula elettrotonicamente compatta e quindi la costante di tempo è il tempo necessario per raggiungere il 63% dei valore finale. E' certamente superfluo ricordare che il tempo va misurato a partire dall'inizio dell'impulso di corrente, non dall'inizio della traccia. 

Nota: L'impedenza di membrana risulta diversa dalla resistenza di membrana, indicata nella tabella iniziale, perché la sinapsi S3, non eliminabile In questa simulazione, è di un tipo particolare (a diminuzione di conduttanza), che si immagina costituita da canali sinaptici sempre aperti e chiusi dal neurotrasmettitore. 

· E' ora possibile calcolare la capacità di membrana della cellula, dato che la costante di tempo m, è il prodotto della capacità Cm per la resistenza Rm. 

Esercizio #2: fisiologia di base dell'EPSP 

· Cancellare, caricare il file di parametri P2 ed eseguire l'esperimento. Questo mostra un singolo EPSP di tipo S1 (colinergico nicotinico). La simulazione è approssimata con l'assunzione che la conduttanza sinaptica abbia un decorso temporale ad onda quadra. Tuttavia, la corrente sinaptica risultante è leggermente asimmetrica, mentre il potenziale sinaptica risultante è fortemente asimmetrico. 

La ragione della asimmetria della corrente sinaptica durante lo stato ad alta conduttanza è che la driving force si riduce in quanto la depolarizzazione indotta dalla corrente sinaptica provoca un avvicinamento del potenziale di membrana al potenziale di equilibrio della sinapsi. 

La ragione della asimmetria della risposta in voltaggio è più complessa. Una delle ragioni è che per ogni data corrente la costante di tempo della variazione di potenziale della membrana dipende dalla costante di tempo  della cellula. Questa è uguale al prodotto della capacità e della resistenza effettiva della membrana. Durante il fronte di salita dell'EPSP la resistenza di membrana è diminuita a causa dell'apertura di canali sinaptici, e pertanto la costante di tempo viene ad essere ridotta. Durante la fase ripolarizzante dell'EPSP, invece, i canali sinaptici sono chiusi, e la resistenza di membrana è tornata al suo valore originario. Quindi c'è una costante di tempo più lunga e la risposta in voltaggio è rallentata. 

· Cancellare, caricare ed eseguire i file di parametri P3 e P4 sovrapponendo le tracce. Questo mostra come variazioni dei potenziale di membrana di riposo, ottenute sperimentalmente iniettando corrente nella cellula, modificano l'ampiezza dell'EPSP. Si osservi che sia la corrente che il potenziale sinaptico cambiano. 

· Si cercherà ora di calcolare il potenziale di equilibrio di questa sinapsi, di tipo colinergico- nicotinico. Calcolare e caricare il file di parametri P4A. Depolarizzare la membrana iniettando corrente di diversa ampiezza (menù experimental current, vi si accede con e; si suggerisce di usare valori compresi tra -20 a +140 nA). Osservare la progressiva riduzione e quindi l'inversione di segno della corrente. Misurare le ampiezze e porre in grafico l'ampiezza della variazione di potenziale di membrana al picco dei segnale sinaptico (y) in funzione dei voltaggio (x). Calcolare graficamente il potenziale di inversione. 

Un valore più accurato dei potenziale di inversione si può ottenere dall'intercetta della retta di repressione con l'asse x. Chi dispone di una calcolatrice scientifica è invitato a calcolarlo. 

· Questo da il potenziale di equilibrio per questo tipo di sinapsi. Si osservi che con la membrana in grado di dare potenziale d'azione (spiking ON) non si potrebbe realizzare questo esperimento. 

· Si cercherà ora di calcolare il potenziale di equilibrio di una sinapsi GABAergica. Cancellare e caricare il file di parametri P4B. Depolarizzare la membrana iniettando corrente di diversa ampiezza (si suggerisce da -50 a + 50 nA) in modo da osservare la progressiva riduzione e quindi l'inversione di segno della corrente. Costruire un grafico come per il caso precedente. A quale potenziale ha luogo l'inversione? 

Esercizio #3: sommazione 

Questo gruppo di esercizi ha lo scopo di mostrare il modo in cui avviene la sommazione temporale, processo che permette al neurone di effettuare l'integrazione degli eventi sinaptici nel dominio del tempo. 

· Caricare ed eseguire il file di parametri P5. Questo mostra l'attività ripetitiva di una sinapsi di tipo colinergico nicotinico. Gli EPSP sono sufficientemente separati (si provi a calcolare quante  intercorrono tra uno e l'altro) da non dare luogo a sommazione. 

· Caricare ed eseguire il file di parametri P6. L'intervallo tra due EPSP è stato ridotto in modo che ogni EPSP inizi prima che l'evento che lo ha preceduto sia completamente estinto. Questo da luogo a sommazione. 

Notare che la sommazione non è lineare, in quanto aumentando la depolarizzazione di membrana la corrente ionica si riduce, a parità di variazioni di conduttanza: lo si verifichi misurando l'ampiezza della corrente sinaptica.

· Rendere la membrana spiking, porre Cm pari a 2 nF (rnenù Tune) ed eseguire l'esperimento. 

Si osservi che in questo caso Cm non è riferita ad una unità di superficie, ma alla capacità dell'intera cellula. Pertanto una riduzione di Cm equivale ad una riduzione della superficie cellulare. A parità di corrente iniettata, quindi, il condensatore di membrana si carica maggiormente.

· Caricare il file P6A. La resistenza di membrana è stata aumentata (2 M), le altre condizioni sono praticamente identiche a quelle del caso precedente. 

La variazione di Rm permette di apprezzare l'effetto di variazioni della costante di tempo sulla sommazione temporale ( = Rm x Cm, meno chiaro per variazioni di Cm per le ragioni viste sopra). 

Nota tecnica: E' stato necessario iniettare corrente per mantenere costante il potenziale di membrana di riposo: per un difetto di programmazione, in questa simulazione la variazione della resistenza di membrana porta ad una variazione dei potenziale di membrana di riposo. 

Esercizio #4: facilitazione 

· Caricare ed eseguire il file di parametri P7, La frequenza degli EPSP è come in P5 ma ora c'è facilitazione: la conduttanza sinaptica cresce con eventi successivi. 

· Provare diversi valori di costante di facilitazione. 

Esercizio #5: interazioni sinaptiche 

· Caricare ed eseguire il file di parametri P11. Questo mostra due EPSP di tipo S1. Il primo è isolato; il secondo è seguito dopo un breve intervallo da un IPSP di tipo S2. Notare come la ripolarizzazione risulti accelerata. 

· Ora caricare ed eseguire il file P12. In questo caso l'IPSP è sincrono con l'EPSP, e l'ampiezza di quest'ultimo risulta ridotta. 

Le interazioni tra EPSP ed IPSP sono complesse: 

· caricare ed eseguire il file di parametri P13. Questo mostra un treno di EPSP facilitati che portano ad un potenziale d'azione sul terzo EPSP. 

· Ora caricare ed eseguire il file P14. Un IPSP iperpolarizzante è sincronizzato con l'ultimo EPSP e lo attenua in misura appena sufficiente ad impedire l'insorgenza dei potenziale d'azione. 

Esercizio #6: Sinapsi a decremento di conduttanza 

· Caricare ed eseguire il file di parametri P15. Questo mostra un EPSP di tipo S3, generato da una sinapsi eccitatoria a decremento di conduttanza. 

· Caricare ed eseguire successivamente i file P16 e P17. 

· Applicando i protocolli sperimentali già visti in precedenza determinare il potenziale di inversione di questa sinapsi. 

La corrente sinaptica da quale specie ionica potrebbe essere mediata? 

Esercizio #7: play around   .... 

__________________________________________________________________________________________
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