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Valon absorptio verkkokalvon nékoaistinsoluissa saa aikaan monivaiheisen bio-
kemiallisten reaktioiden sarjan, jossa valon sisaltdmé tieto muunnetaan soluta-
son sahkoisiksi signaaleiksi. Néiden signaalien aiheuttamia muutoksia verkkokal-
von soluvalitilan janniteprofiilissa voidaan tutkia elektroretinogrammi-tekniikalla

(ERG).

Néakoaistinsolujen ERG-signaalia voidaan rekisteroida eristetysta verkkokalvosta
kahdella tavalla: Erottamalla nidkoaistinsolujen vaste farmakologisesti ja rekiste-
roiméalld potentiaalieroa koko verkkokalvon yli (TERG) tai rekister6imélla poten-
tiaalieroa mikroelektrodeilla vain tutkittavasta solukerroksesta (LERG).

Diplomity6ssé suunniteltiin ja rakennettiin laitteisto, jolla voidaan rekisteroida sa-
manaikaisesti LERG- ja TERG-vasteita. Laitteistoa testattiin koeohjelmalla, jossa
verrattiin ulkojédsenkerroksesta rekisteroityja LERG-vasteita ja ndkoaistinsolujen
TERG-vasteita.

Tulosten pohjalta todettiin, ettd LERG-tekniikka voidaan kiyttaa ndkoaistisolujen
toiminnan kvantitatiiviseen tutkimukseen. LERG- ja TERG-vasteita vertailtaessa
huomattiin, etteivit vasteiden nousunopeus, katkaisukinetiikka, nousuaika huip-
puarvoon ja suhteelliset amplitudit poikenneet toisistaan merkittavésti. Suurin
eroavaisuus oli voimakkailla valostimuluksilla TERG-vasteisiin muodostuva nopea
transientti aalto. Téssa tyossa tehdyt kokeet vahvistavat, ettd kyseinen kompo-
nentti syntyy nakoaistinsolujen sisijasenkerroksessa.
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Absorption of light by photoreceptors in the retina causes a series of biochemical
reactions where the information carried by light is transformed into electrical cell
level signals. The resulting changes in the voltage profile of the extracellular space
can be measured with the electroretinogram technique (ERG).

The ERG signal originating in the photoreceptors can be registered from isola-
ted retina with two different methods: By isolating the photoreceptor response
pharmacologically and registering the potential difference across the whole retina
(transretinal ERG) or by registering the potential difference with microelectrodes
only from the desired cell layer (local ERG).

In this master’s thesis, a setup was built for simultaneous measurement of LERG
and TERG responses. The device was tested with experiment protocol where the
LERG-responses from the outer segment and the TERG responses from the pho-
toreceptors were compared.

Based on the results it was stated that the LERG technique can be used for the
quantitative studies of photoreceptor function. When the TERG and LERG res-
ponses where compared, no significant differences were found in the rising velocity,
recovery kinetics, time of the peak amplitude or in the relative amplitudes of the
responses. The most notable difference was the fast transient wave in the TERG
responses to bright light stimulus. The experiments conducted in this study con-
firm that it originates in the inner segment of the photoreceptors.
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1 Johdanto

Nékoaistimuksen ensimmaéinen vaihe tapahtuu silmén takaosan valoa aistivassa her-
moverkossa, verkkokalvossa. Verkkokalvon nékoaistinsolut absorboivat valoa ja muun-
tavat niiden energian sahkoisiksi solutason signaaleiksi. Valon absorboituessa nako-
aistinsoluihin kdynnistyy monimutkainen biokemiallisten reaktioiden sarja, joka joh-
taa lopulta nidkohavaintoon.

Nékoaistinsolut voidaan jakaa sauva- ja tappisoluihin. Sauvasolut vastaavat pddosin
hémaéaranaosta ja menettavat toiminnallisuutensa kirkkaissa valaistuksissa. Tappiso-
lut vastaavat paivinaostd ja mahdollistavat myos vérien erottelun. Nisakkailld né-
koaistinsolut ovat hyvin samanlaisia ja sauvasolujen toiminnassa tai rakenteessa ei
ole merkittavia eroavaisuuksia. Siten tutkimalla hiiren nékoaistisolujen toimintaa
saadaan arvokasta tietoa my6s ihmisen nékoaistin toiminnasta.

Nékoaistinsolujen toiminta perustuu aktiiviseen varauksenkuljetukseen ja solukal-
von kalvovirtojen saételyyn. Valon absorptio sulkee niakoaistinsolujen ulkojasenten
ligandiohjattuja CNG-kanavia, mistd saa alkunsa solun séahkoinen vaste, kalvojan-
nitteen muutos. Sahkoista vastetta sdddellddn nikoaistinsolujen sisdjasenen solu-
kalvon jénnite- ja kalsiumohjatuilla kanavilla. Solukalvon kalvovirtojen muutokset
saavat aikaan muutoksia verkkokalvon soluvilitilan janniteprofiilissa, jota voidaan
mitata elektroretinogrammi-menetelmélld (ERG). Janniteprofiilin muutokset heijas-
televat tarkasti ndkoaistinsolujen toimintaa, joten ERG-tekniikkaa voidaan kéyttéaa
nékoaistinsolujen toiminnan kvantitatiiviseen tutkimukseen.

Nékoaistinsolujen ERG-vastetta voidaan rekisteroida elavasta eldimesté, kokonaises-
ta silmaésté, silmén pohjasta tai silmaésté irrotetusta verkkokalvosta. ERG-signaalin
tuottoon osallistuvat kaikki verkkokalvon solutyypit, joten nékoaistinsolujen tuot-
taman vasteen erottaminen vaatii lisitoimenpiteitd. Eristetyn verkkokalvon ERG-
tekniikoissa voidaan kiyttda kahta lahestymistapaa nékoaistinsolujen ERG-vasteen
rekisterdintiin: ERG-vastetta voidaan rekisteréidé koko verkkokalvon yli (TERG)
salpaamalla signaalivilitys nékoaistinsoluista muuhun hermoverkkoon farmakologi-
sesti. Siten saadaan rekisterdityéd koko nékoaistinsolujen tuottama ERG-vaste. Toi-
nen tapa on erottaa ndkoaistinsolujen tuottama vaste mekaanisesti (LERG). Mit-
tauselektrodit voidaan asetella niin, ettd jannitemuutoksia rekisterdiddédn ainoas-
taan nakoaistinsolujen ulkojasenkerroksesta. Néin saadaan rekisterditya vain CNG-
kanavavirran muutoksia ja suoraan verrannollista ERG-vastetta. Erot TERG- ja
LERG-vasteiden aikakiyttdymisesséd johtuvat sisédjdsenen ionikanavien toiminnasta.
Talloin vertaamalla vasteita toisiinsa saadaan selvitettya, muokkaavatko siséjésenen
kanavat merkittavisti CNG-kanavavirran muutoksista seuraavaa ERG-vastetta.

Molemmilla tekniikoilla on omat hyvéit ja huonot puolensa nékdaistinsolujen va-
lovasteiden tutkimisessa. TERG-tekniikalla saadaan hyva signaali-kohinasuhde ja
pystytdan suorittamaan hyvin pitkékestoisia ja stabiileja rekisterdinteja. Valovas-
tetta tutkittaessa halutaan saada tietoa nakoaistinsolujen ulkojésenten valoherk-
kien kanavien toiminnasta. Kun kiytetddn farmakologisesti erotettua nékoaistin-
solujen TERG-vastetta, osallistuu vasteen muodostukseen myos nékoaistinsolujen



sisdjasenen kanavia, jotka muokkaavat rekisterditéavaa signaalia. LERG-tekniikassa
rekisteroinnin kohteeksi voidaan valita mika tahansa verkkokalvon kerros. Kuitenkin
tekniikassa mittauselektrodi tyonnetdaan verkkokalvon sisdén, joten se voi vahingoit-
taa rekisterdinnin kohteena olevia soluja. Liséksi tekniikka on monilta osin hyvin
haastava ja signaali-kohinasuhde on TERG-signaalia huomattavasti heikompi.

Diplomityon tarkoituksena oli suunnitella ja toteuttaa laitteisto, jolla voidaan re-
kisteroidd samanaikaisesti hiiren TERG- ja LERG-vasteita. Laitteistossa eristettyé
verkkokalvoa ravitaan elatusainevirtauksen avulla, joka tarjoaa soluille fysiologisen
suolapitoisuuden, elintéarkeét ravinteet, luonnollisen pH:n sekd happea. Valovasteen
aikaansaamiseksi verkkokalvoa stimuloidaan tarkasti saddeltévien valopulssien avul-
la ja vastetta rekisterdidaén samanaikaisesti kahden makroelektrodin ja kahden mik-
roelektrodin avulla. Lisédksi verkkokalvo on suojattu ulkoisilta séhkoisilta ja mekaa-
nisilta hairioilta sekd héiriovalon padsy nakodaistinsoluille on pyritty minimoimaan.

Laitteistoa testattiin suorittamalla koeohjelma, jossa rekisterditiin samanaikaisesti
nakoaistinsolujen TERG-vasteita ja ulkojdsenkerroksen LERG-vasteita. Vasteiden
aikakayttaytymista ja suhteellisia amplitudeja verrattiin toisiinsa ja vasteisiin sovi-
tettiin yleisid nékoaistinsolututkimuksessa kiytettyja malleja. Vertailun toteuttami-
seksi pyrittiin ymmaértadmaan ERG-signaalin syntymekanismit ja erityisesti solukal-
von kanavavirtojen vaikutus vasteen muodostukseen.

Diplomityon kirjallisessa osassa tutustutaan ensin verkkokalvon ja nikoaistinsolujen
toimintaan. Luvussa kaksi késitellaan verkkokalvon ja nakoaistinsolujen rakennetta
yleisesti ja esitelladn valovasteen syntyyn johtavat molekulaariset mekanismit. Lisék-
si tutustutaan valovasteen aktivaatiota ja deaktivaatiota kuvaaviin yksinkertaisiin
malleihin. Kolmannessa luvussa keskitytaan varauksenkuljetukseen ja kalvovirtoihin
nakoaistinsolujen solukalvolla. Luku luo pohjan ERG-signaalin synnyn ymmartami-
selle. Luvussa neljé kisitelliin ERG-signaalia ja sen eri komponentteja sekd nako-
aistinsolujen ERG-vasteen rekisterdinnissé kiytettdvia menetelmia. Luvussa keski-
tytdan TERG- ja LERG-tekniikoihin.

Viidennessa luvussa esitellaan diplomityossa suunniteltu ja toteutettu laitteisto.
Laitteistosta annetaan ensin yleiskuva, jonka jalkeen kukin laitteiston osasalue esitel-
ldan tarkemmin. Luvussa kuusi ndytetadn laitteiston testaukseksi suoritetun koeoh-
jelman tulokset ja niiden analyysi, joiden luotettavuutta pohditaan seuraavassa lu-
vussa. Luvussa seitsemén pohditaan myos laitteiston toimivuutta ja verrataan saatu-
ja tuloksia kirjallisuudessa esitettyihin arvoihin. Luvussa esitelldan lisaksi laitteiston
jatkokehityssuunnitelmia.



2 Selkarankaisten silma ja sen toiminta

Silmé on valoa aistiva elin, jonka avulla havainnoidaan ymparistoéd. Eri valolahteis-
td, kuten auringosta, saapuva valo heijastuu ympériston kappaleista ja kulkeutuu
silméén. Silméssa valo kerdtdan verkkokalvolle, jossa verkkokalvon hermosolut vas-
taanottavat, muokkaavat ja pakkaavat valon kuljettaman tiedon hermoimpulsseik-
si. Kaksi silméé, joihin samasta kohteesta saapuva valo tulee hieman eri kulmassa,
mahdollistavat lisdksi etdisyyksien havainnoinnin, jolloin saadaan vaikutelma tilas-
ta eiké ainoastaan tasomaisista pinnoista. Téssé luvussa késitelldan selkdrankaisten
silmén, verkkokalvon ja nékoaistinsolujen rakennetta ja toimintaa paapiirteittain.

2.1 Silman rakenne ja toiminta

Selkarankaisilla lajeilla silmé on rakenteeltaan hyvin samankaltainen. Silméan raken-
ne on esitetty poikkileikkauskuvassa[l] Valo saapuu silméén voimakkaasti valoa tait-
tavan sarveiskalvon lapi, mistd se etenee kohti silmédn pohjaa varikalvon aukon eli
pupillin kautta. Pupillin kokoa sdadelldén valaistustasoon sopivaksi. Pupillin jélkeen
valo taittuu mykiossé eli linssissé, jonka taittokykyé voidaan muuttaa ohuilla kova-
kalvoon kiinnittyneilla lihaksilla. Kuva tarkennetaan silmén pohjaan verkkokalvolle,
jossa valon kuljettama informaatio muunnetaan aivoihin kulkeutuviksi hermoim-
pulsseiksi. [1]

Verkkokalvo
Suonikalvo
Kovakalvo

- Sadekeha

Verkkokalvon verisuonet

Linssi
Nakidhermo o
- liris
Pupilli
Verkkokalvon keskikuoppa Sarveiskalvo
Ulommainen osa tayietty

vesimaisella nesteelia

Sisapuoleinen osa taytetty
lasiaisnesteelld

Kuva 1: Silmén poikkileikkaus. [2], muokattu

Silméa ymparoi rakenteellisesti luja ja joustava kovakalvo, joka suojaa silmén sisem-
pid rakenteita. Verkkokalvon aineenvaihdunta kuluttaa jatkuvasti suuren mé&aran
happea, energiaa ja ravinteita. Verkkokalvon ja kovakalvon vilissa sijaitsee suonikal-
vo ja pigmenttiepiteeli. Ne huolehtivat verkkokalvon ravinteiden ja hapen saannista.

I



2.2  Verkkokalvo

Verkkokalvo vastaa silméan tulevan valon informaation muuntamisesta aivojen ym-
méartaméaan muotoon. Verkkokalvo rakentuu paédosin kerroksittain jarjestyneesté her-
mosolukudoksesta. Hermokudos sisaltdd valoa aistivat nakoaistinsolut sekd muita
valon informaatiota késittelevid soluryhmia. Informaatio kulkee hermoverkossa péaa-
asiassa pitkittdissuunnassa kohti aivoja, mutta hermosoluryhmien valilla on myos
paljon poikittaisia yhteyksia.

Silmén pohjaa lahimpéna eli distaalisella puolella sijaitsevat valoa aistivat nidkoais-
tinsolut. Silmén etupuolta eli verkkokalvon proksimaalista puolta kohti siirryttéaessa
seuraavana tulevat ylemmén kertaluvun hermosolut, joihin kuuluvat horisontaaliso-
lut, bipolaarisolut ja amakriinisolut vastaavassa jarjestyksessa. Signaali etenee edel-
leen gangliosoluille, joiden kautta vasteet kulkeutuvat ndkéhermoa pitkin aivoihin.
Verkkokalvoon kuuluu myos muita soluja kuin hermosoluja. Lihes koko verkkokal-
von lapéisevat Miillerin solut tukevat verkkokalvon rakennetta ja osallistuvat io-
nitasapainon sailyttdmiseen. Valo kulkee verkkokalvossa ensin muiden solujen lépi
osuen viimeisend nékoaistinsoluihin. Rakenne mahdollistaa hapen ja ravinteiden te-
hokkaan kuljetuksen nékoaistinsoluille, koska nakoaistinsolut sijaitsevat lahimpéanéa
verisuonistoa. Verkkokalvon kerrosrakennetta on havainnollistettu kuvassa [2| []

Nékoaistinsolut jakautuvat toimintansa ja rakenteensa perusteella kahteen pastyyp-
piin: sauvoihin ja tappeihin. Thmisen verkkokalvossa on keskimédrin 92 miljoonaa
sauvasolua ja 4,6 miljoonaa tappisolua [3]. Sauvasolut pystyvit havaitsemaan jopa
yksittéisia fotoneja, mutta saturoituvat ja menettéivit toiminnallisuutensa kirkkaas-
sa valaistuksessa. Tappisolut taas ovat aktiivisia kirkkaassa valossa ja aktivoituvat
sauvoja suuremmilla valaistuksilla vastaten padasiassa paivindosta ja viarinaosta. [4]

Useilla lajeilla on verkkokalvossa niin kutsuttu tarkan naon alue, joka erottelee yk-
sityiskohtia muuta verkkokalvoa tarkemmin. Kuva tarkennetaan linssin avulla juuri
talle alueelle. Thmiselld pistemaistd tarkan naon aluetta kutsutaan foveaksi. Talla
alueella on ainoastaan tappisoluja. Esimerkiksi kilpikonnalla tarkan néaon alue taas
on viivamainen ja hiirelld tappisolut ovat jakautuneet melko tasaisesti ympari verk-
kokalvoa. [4]

Bipolaarisolut kytkeytyvéit sisemmassé synaptisessa kerroksessa nakoaistinsoluihin,
amakriinisoluihin ja gangliosoluihin. Ne kuljettavat informaatiota proksimaaliseen
suuntaan ja muodostavat aktivoivia ja inhiboivia kytkentoja solujen vélilla. Taméan
perusteella bipolaarisolut jaotellaan kahteen ryhméan: postsynpatisia hermosoluja
aktivoiviin ON-bipolaarisoluihin ja inhiboiviin OFF-bipolaarisoluihin. Bipolaariso-
luja on useita eri tyyppeja ja ne voivat olla toisesta padstaan kytkeytyneina useisiin
nékoaistinsoluihin ja toisesta useisiin amakriini- ja gangliosoluihin. Esimerkiksi jo-
kainen sauvasolu on kytkeytyneend kahdesta viiteen sauvabipolaarisoluun ja yksi
sauvabipolaarisolu kytkeytyneend vastaavasti kolmestakymmenesta viiteenkymme-
neen sauvaan [4]. Thmisen fovean alueella yksittéisella nidkoaistinsolu voi kytkeytya
yhteen bipolaarisoluun, joka kytkeytyy yhteen gangliosoluun. Tésté seuraa alueen
hyvé kyky erottaa pienié yksityiskohtia. [4], [6]
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Kuva 2: Selkédrankaisten verkkokalvon solutyypit, niiden véliset yhteydet ja jakau-
tuminen kerrokselliseen rakenteeseen. [5], muokattu

Horisontaalisolut ja amakriinisolut valittavat verkkokalvolla informaatiota lateraali-
sesti. Horisontaalisolut sijaitsevat ndkoaistinsolujen ja bipolaarisolujen vélisessa sy-
naptisessa kerroksessa. Jokainen nakdoaistinsolu kytkeytyy useisiin horisontaalisolui-
hin ja horisontaalisolu useisiin niakoaistinsoluihin [4]. Yleisesti ottaen nékoaistinsolu-
jen valovaste aktivoi horisontaalisoluja ja niiden aktiivisuus taas vihentda horison-
taalisolua ymparoivien nékoaistinsolujen vasteen vaikutusta bipolaarisoluihin. Ne
siis valittavat lateraalista inhibiitiota. [4] Horisontaalisolujen ajatellaan parantavan
kontrastia pimeén ja valoisan rajalla [7]. Amakriinisolut taas muodostavat kytkoksia
bipolaarisoluista gangliosoluihin ja toisiin amakriinisoluihin sisemmaéssa synaptises-
sa kerroksessa. Amakriinisoluja on monia eri tyyppejd ja ne vaikuttavat usein eri
tavoin verkkokalvon toimintaan, mutta niiden tehtévia ei vield tarkoin tunneta [4].

Gangliosolut kytkeytyvét bipolaarisoluihin sekéd amakriinisoluihin ja niiden aksonit
muodostavat nékohermon. Gangliosolun aivoihin vélittdméa viesti muodostuu sen
synnyttamien aktiopotentiaalien lahetystaajuudesta. Aktiopotentiaalien lahetystaa-
juuteen taas vaikuttaa gangliosoluun yhteyksissé olevat amakriini- ja bipolaarisolut.
Yleistden voidaan sanoa, ettd ON-bipolaarisolujen aktiivisuus lisédd aktiopotentiaa-
lien lahetystaajuutta ja amakriinisolujen aktiivisuus taas vihentéa sitd. Ganglioso-



luja on erityyppisia ja eri tyypit prosessoivat tiettyd osaa ndkohavainnosta kuten
esimerkiksi varia tai liikettd. Gangliosolun tehtéva riippuu kuitenkin enemmaénkin
sithen kytkeytyneisté soluista kuin itse gangliosolun spesifeistid ominaisuuksista. [4]

Verkkokalvoon tai sen valittoméan laheisyyteen kuuluvat myos Miillerin solut ja pig-
menttiepiteeli. Pigmenttiepiteeli osallistuu ravinteiden ja hapen kuljettamiseen verk-
kokalvon hermosoluille suonikalvostosta ja sen epiteelisolut ympéaroivat niakoaistin-
solujen ulkojéasenia. Epiteelisolut mahdollistavat sauvasolujen uusiutumisen. Liséksi
epiteeli eristdd ndkoaistinsoluja ympéristostd. Useilla selkdrankaisilla pigmenttiepi-
teelin solut sisdltavit tummaa melaniinia, jonka avulla ne absorboivat suuren osan
verkkokalvon lapaisseesta valosta. Tama vahentdéd valon sirontaa ja heijastumista.
Miillerin solut ovat ldhes verkkokalvon lapi ulottuvia gliasoluja, jotka tukevat verk-
kokalvon rakennetta. Miillerin solut seké pigmenttiepiteeli osallistuvat verkkokalvon
ioni- ja vélittdjaaineensaatelyyn seké yllapitavat kudosnesteen kemiallista tasapai-
noa. [4]

2.3 Nakoaistinsolujen rakenne

Nékoaistinsolut muodostuvat kolmesta osasta: ulkojéasenesté, sisdjasenesta ja synap-
tisesta pédtteestd. Ulkojisenessd sijaitsee valoa absorboivaa ndkopigmenttia, joka
sijaitsee sauvasoluissa solun sisilld kiekkokalvoissa ja tappisoluissa solukalvon las-
kostumissa. Ulkojasen osoittaa kohti silmén pohjaa ja on kiinnittynyt sisdjaseneen
ohuella kuroumalla, ciliumilla. Siséjdsenessé sijaitsevat solun tuma ja solun meta-
bolian kannalta vélttamattomat soluelimet. Sisdjasenen proksimaalisessa péadssa on
solun synapsi. Sielld viesti muutetaan kemialliseen muotoon ja vilitetddn horison-
taalisoluihin ja bipolaarisoluihin. Sauvasolujen rakenne on esitetty kuvassa . [4]

Nékoaistinsolujen ulkojisenessé sijaitsevat valoa absorboivat ndkopigmenttimole-
kyylit koostuvat kahdesta osasta: opsiiniproteiinista ja kromoforista. Opsiini on solu-
kalvon 7 kertaa lapéiseva kalvoproteiini ja kromofori sijaitsee opsiinin sisalla hydrofii-
lisessé taskussa. Selkédrankaisilta on 16ydetty kahdenlaisia kromoforeja: A1- kromofo-
ria (11-cis-retinaali) ja A2-kromoforia (11-cis-3,4-dehydroretinaali). Nisékkailta 16y-
tyvid Al-kromoforia sisdltdvid nékopigmenttimolekyyleja kutsutaan rodopsiineiksi
ja A2-kromoforia sisiltdvia porfyropsiineiksi. [4]

Néakoaistinsolujen muoto ja koko vaihtelevat suuresti eldinlajien vélilla. Vaihtelua
esiintyy myos saman eldinlajin erityyppisten solujen vélilla. Kuvassa [3[ on vertailtu
nisikkédiden ja sammakkoeldinten sauvasoluja sekd taulukkoon [1| on poimittu eri
eldinten sauvasolujen rakenteellisia mittoja.

Valon informaation muuntaminen sidhkoiseen muotoon tapahtuu nisékkéilld ja sam-
makkoeldimilld samoihin mekanismeihin perustuen, mutta lajien vélilla on huomat-
tavia nakoaistinsolujen geometriasta johtuvia eroja. Suurien nikoaistinsolujensa ta-
kia sammakkoeldimia on kaytetty yleisesti nakoaistintutkimuksessa ja suuri osa jul-
kaistuista tutkimuksista on tehty sammakkoeldimilla. Nykyadn nisakkdat ja erityi-
sesti hiiri on ldaketieteessd eniten kiytetty eldinmalli, koska nisdkéslajien perima
eroaa vain vahan ihmisen perimésta. Hiiren periméa pystytdan muokkaamaan tehok-



kaasti jopa yksittaisten geenien osalta. Liséksi hiiren nopea elinkierto, lisdantyvyys
ja helppohoitoisuus tekevat siitd hyvan koe-eldimen. Taméan takia myos nakoaistin
tutkimuksessa on siirrytty kiyttadmasan hiiria.

Ulkojgsen

Cilium

Sis@jasen

Synaptinen
padte

Kuva 3: Sauvasolun rakenne ja eri eldinten sauvasolujen muotoja A) Sauvasolun
kaavamainen rakenne. B) Rotan sauvasolu, joka edustaa tyypillistd nisdkkédan sau-
vasolua. C) Sammakon sauvasolu. [§], muokattu

Taulukko 1: Selkdrankaisten eldimien sauvasolujen koon vertailua. Hiiren sauvasolut
ovat samankokoisia kuin rotan. [9 - 13]

Sammakko | Salamanteri Rotta
pituus | & | pituus | & | pituus z
Ulkojésen (pm) 55 6 25 10 24 1,7
Cilium (um) 0,42 | 0,44 - - 2 0,41
Siséjasen (pum) 65 1-6 | <45 8 71,3 | 0,43-6,3




2.4 Nakoaistinsolujen toiminta

Nékoaistinsolut vastaavat fotonien absorptiosta ja valoenergian muuttamisesta siah-
koiseksi signaaliksi. Téahéan johtava tapahtumaketju on pééapiirteittdin samanlainen
sauva- ja tappisoluissa.

Eri lajeilla ja eri solutyypeissd on erilaisia nakopigmentteja. Kukin nédkopigmentti
absorboi fotoneja sille ominaisen absorptiospektrin mukaan. Thmisilld on vain yh-
denlaisia sauvoja, mutta kolme erilaista tappisolutyyppia, joilla on kaikilla erilainen
absorptiospektri. Taméa mahdollistaa ihmisen varindén. Ihmisen nakoaistinsolujen
spektrit on esitetty kuvassa [4]
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Kuva 4: Thmisen nédkdaistinsolujen absorptiospektrit. S = siniherkét tapit (short
wavelength), M = viherherkét tapit (middle wavelength), L = punaherkit tapit
(long wavelenght) ja R = sauvasolut. [14], muokattu

Ihmisen nékoaistin toimintaa voidaan selvittda tutkimalla hiiren nakojérjestelméa.
Heikoissa valaistuksissa toimiva sauvasolundkoé on molemmilla lajeilla samankaltai-
nen ja sauvasoluissa ei ole merkittévia toiminnallisia eikd rakenteellisia eroja. Suu-
rimmat eroavaisuudet ovat lajien tappisolunaossa. IThmisen tappisolut ovat keskitty-
neet voimakkaasti fovean alueelle, kun taas hiiren tappisolut ovat jakautuneet tasai-
sesti koko verkkokalvoon. Thmisen tappien herkkyysmaksimit ovat sinisen, vihredn
ja punaisen valon aallonpituusalueella ja hiirelld vastaavasti UV ja vihredn valon
aallonpituudella. [15]

2.4.1 Fototransduktiokaskadin aktivaatio ja deaktivaatio

Valon absorptio nakéaistinsoluun aiheuttaa monivaiheisen biokemiallisten reaktioi-
den sarjan, jota kutsutaan fototransduktiokaskadiksi. Solun reaktiota valostimuluk-
seen kutsutaan yleisesti valovasteeksi. Kaskadi on esitetty kuvassa

Kromoforin absorboidessa fotonin sen sisdltdmé cis-sidos suoristuu trans-muotoon,
jolloin kromofori pitenee. Taméa saa aikaan konformaatiomuutoksen myds opsii-
nissa, jolloin rodopsiini (Rh) muuttuu aktiiviseen muotoon (Rh*). Kiekkokalvolla
diffuusion avulla liikkuva aktiivinen rodopsiini aktivoi kohtaamiaan G-proteiineja,
transdusiineja. Kukin aktiivinen transdusiinimolekyyli sitoutuu yhteen fosfodies-



teraasimolekyyliin (PDE) muuntaen sen aktiiviseen muotoon (PDE*). Aktiivinen
PDE* katalysoi syklisen guanosiinimonofosfaatin (¢cGMP) hydrolyysié, mikéi johtaa
c¢GMP:n konsentraation laskuun sytoplasmassa. [4]
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Kuva 5: Fototransduktiokaskadin aktivaatiovaihe. [16], muokattu

Ulkojésenessé on ns. valoherkkid CNG-kanavia, joissa on sitoutumispaikkoja neljélle
cGMP-ligandille. Valon absorptio saa aikaan cGMP:n konsentraation laskun, miké
pienentda avoimien CNG-kanavien méaraé ja siten ionivirtaa CNG-kanavien lapi.
Tama johtaa solukalvon hyperpolarisaatioon, joka etenee synapsialueelle vihentden
valittdjaaineen (glutamaatin) vapautusta synapsirakoon. Glutamaatin erityksen vé-
hentyminen viestittda toisen asteen neuroneille valon vastaanotosta, ja signaali vé-
littyy eteenpéin hermoverkossa. [4]

Fototransduktioon osallistuvat molekyylit deaktivoituvat itsestddn tai ne deakti-
voidaan. Kalsiumpitoisuuden lasku valovasteen aikana toimii deaktivaation tehos-
tajana. CNG-kanavien sulkeutuminen vihentdd kalsiumionien sisddnvirtausta so-
lun ulkojéseneen. Kuitenkin kalsiumionien kuljetus ulos ulkojisenen Na™ /Ca?t K-
vaihtajien kautta jatkuu. Taméa johtaa ulkojisenen kalsiumionikonsentraation las-
kuun, mika laukaisee useat fototransduktioketjun deaktivaatiomekanismit. Kalsium
toimii siis negatiivisena takaisinkytkenténé fototranduktioketjuun. [17]

cGMP:n synteesin katalysoinnista ulkojidsenessé vastaava guanylaattisyklaasientsyy-
mi (GC) on sauvasolun 1-fotonivasteiden kannalta merkittévin katkaisunsddtomeka-
nismi. 1-fotonivasteessa sauvasolu absorboi ainoastaan yhden fotonin, joten sau-
vasolussa aktivoituu yksi rodopsiinimolekyyli. Katalysointimekanismissa kalsiumio-
nit sitoutuvat guanylaattisyklaasientsyymié aktivoivaan proteiiniin (GCAP), jolloin
GCAP ei pysty aktivoimaan guanylaattisyklaasin toimintaa. Kalsiumpitoisuuden
lasku saa kalsiumionit irtoamaan GCAP:sta, GC:n katalyysitehokkuus paranee ja
c¢cGMP:n synteesi nopeutuu. Kalsiumkonsentraation lasku myos nopeuttaa Rh*:n
deaktivaatiota ja nopeuttaa néin valovasteen katkaisua. Naméa mekanismit tehosta-
vat solun palautumista pimeatilaan.

Ulkojasenen kanavavirran muutoksia valon absorption seurauksena kutsutaan valo-
virtavasteeksi. Se muodostuu padosin CNG-kanavavirran muutoksista, mutta pienen
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osa valovirtavasteesta muodostavat myos ulkojésenen Na™ /Ca?t KT -vaihtajat. Kay-
tettdessd lyhyitd valostimuluksia heikoilla valostimuluksen voimakkuuksilla CNG-
kanavien aukiolo kiyttéytyy lineaarisesti valon voimakkuuden suhteen. Siten valon
voimakkuuden kaksinkertaistaminen sulkee kaksinkertaisen madran CNG-kanavia.
Néitéd vasteita kutsutaan lineaarisen alueen vasteiksi. Suurilla valon voimakkuuksil-
la kaikki CNG-kanavat sulkeutuvat, joten valon voimakkuuden lisd&minen ei enaé
kasvata valovirtavastetta. Téllaisia vasteita kutsutaan saturoituneiksi vasteiksi. Va-
lon voimakkuuden kasvaessa saturaatioaika kasvaa, koska cGMP:n konsentraation
palautumiseen kuluva aika kasvaa. Valovirtavasteita ja niiden kiyttdytymistd ajan
ja valostimuluksen voimakkuuden funktiona on esitelty kuvassa [6]

a) b)
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Kuva 6: Hiiren valovirtavasteita eri valostimuluksen voimakkuuksilla. Valostimu-
luksen voimakkuus on kasvatettu n. kaksinkertaiseksi vasteiden valilla. Stimuluksen
kesto 10 ms. a) Valovirta ajan funktiona. b) Valovirtavasteiden normalisoitu toimin-
takdyra eli amplitudit valostimuluksen voimakkuuden funktiona. Normalisointi on
tehty saturaatiotasolle. Valovirtavasteista kaksi pienintéd ovat lineaarisella alueella
ja kaksi suurinta vastetta ovat saturoituneita vasteita. [18], muokattu

2.4.2 Valovasteen aktivaatiomalli

Nékoaistinsolun fototransduktiokaskadi on yksi parhaiten tunnettuja solun bioke-
miallisten reaktioiden sarjoja. Nakoaistinsolujen vaste valostimuluksille pystytaan
mallintamaan jo melko hyvin ja mallit tarkentuvat sitd mukaan kuin eri molekyy-
lien pitoisuuksia ja reaktionopeuksia solussa saadaan selvitettyé.

Pelkistetyin molekyylitason valovastemalli on Lambin ja Pugh’n vuonna 1992 julkai-
sema aktivaatiomalli, joka kuvaa tilannetta, jossa kaikki valoimpulssin aktivoimat
molekyylit jaavat aktiivisiksi. Se ei siis ota kantaa valovasteen katkaisuun. Malli ku-
vaa hyvin valovasteen alkuvaihetta, mutta alkaa nopeasti poiketa valovasteesta, kun
valovasteen katkaisumekanismit kytkeytyvéit reaktiosarjaan. [19]

Molekyylitason reaktioiden pohjalta valovasteen aktivaatiota pystytddn kuvaamaan
ns. viivistytetylld Gaussisella kiyttaytymiselld, jossa aktivaatiota voidaan mallintaa
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valostimuluksen voimakkuuden @, aktivaatiovakion A ja viipeen t; avulla. Ndiden
avulla johdettu Gaussinen kuvaaja on muotoa

F(t) — €_¢A(t_td)2/2- (1)

Aktivaatiovakio A siséltaé kaskadin vahvistukseen vaikuttavat parametrit

A = vracarBsuNearp- (2)

vra kuvaa nopeutta, jolla yksittdinen aktiivinen rodopsiini R* aktivoi G-proteiineja.
G-proteiinien pitoisuus on kiekkokalvoilla niin suuri, ettéd aktiivisen rodopsiinin voi-
daan olettaa kohtaavan G-proteiineja tasaisella nopeudella. cgg on kytkentékerroin,
joka kuvaa PDE* ja G*:n syntynopeuksien suhdetta (0 < c¢gp < 1). Koska proteiinien
diffuusionopeus solukalvolla on aérellinen ja PDE-molekyylien konsentraatio on huo-
mattavasti G-proteiinien konsentraatiota pienempi, G*:ia syntyy nopeammin kuin
PDE*:a. t; kuvaa lyhytté yhteenlaskettua viivetta, joka muodostuu rodopsiinin akti-
vaatioon, G-proteiinien ja R* kohtaamiseen sekd G*:n ja PDE:n sitoutumiseen kulu-
vasta ajasta. (., kuvaa keskiméaériista nopeutta, jolla yksi PDE*-molekyyli hydro-
lysoi cCMP:téa solulimasta [mol/s|. n.gyp on ns. Hillin vakio, joka kuvaa kuinka
monta cCMP-molekyylid taytyy vahintadn olla sitoutunut, jotta CNG-kanava olisi
auki. [19]

Mallia voidaan sovittaa nakdaistinsolujen soluvalitilan virtojen tai jannitteen muu-
toksiin. Nakoaistinsolujen soluvalitilan virta J pienenee valon vaikutuksesta, koska
CNG-kanavavirta pienenee. Siten virran J(t) suhdetta voidaan verrata virtaan Jy
alkuhetkelld (¢ = 0). Jannitemittauksissa voidaan kiyttdd jannitteen R(t) poikkea-
maa suhteessa valovasteen saturaatiotasoon R, eli tilaan, jossa kaikki CNG-kanavat
ovat sulkeutuneet. Sovitus voidaan tehda jannitevasteiden alkuhetkiin, jossa janni-
teherkdt mekanismit eivat vield vaikuta vasteen kinetiikkaan.

R(t) J(t) e Ae(tty)?
1 =1 = **(ttd)/Q‘ 3
Rsat Jo € ( )

Koska malli ei huomioi valovasteen katkaisumekanismeja, sitd voidaan sovittaa vain
rajoitetulle alueelle vasteen alkuhetkiin. Aktiivisen rodopsiinin ja G-proteiinien deak-
tivaatio sekd guanalyyttisyklaasin (GC) katalyysitehokkuuden kasvu pienentyneen
solunsiséisen kalsiumkonsentraation seurauksena ovat tarkeimmaét valovasteen kat-
kaisumekanismeista [19]. Hiirella aktiivisen rodopsiinin deaktivaatio tapahtuu n.
40 ms aikavakiolla [20]. Siten deaktivaatio on merkityksellistd jo hyvin varhaisil-
la hetkilla ja aktivaatiomallia voidaan sovittaa n. 20 ms vasteen alkuhetkesté.

Voimakkailla stimuluksilla, joissa stimulus aktivoi yli 10° rodopsiinimolekyylid sau-
vasolua kohti (¢ > 10°), mallin ei voida en#é olettaa pétevin [19]. Heikoilla valosti-
muluksilla oletetut solun valovaste ei enédé ole riippumaton nékoéaistinsolun kohdas-
ta, jossa fotonin absorbointi tapahtuu, vaan CNG-kanavia sulkeutuu paikallisesti, jo-
ten malli ei endd pade heikoilla valostimuluksilla. Nailla rajoituksilla mallia voidaan
sovittaa valostimuluksien voimakkuuksilla, jotka ovat arviolta vililli 10 < ¢ < 105.
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2.4.3 Fototransduktiokaskadin katkaisukinetiikkaa kuvaavat aikavakiot

Jotta nakoaistinsolut palautuisivat valon absorptiota edeltdvian tilaan, taytyy va-
lovasteen syntyyn osallistuvat aktiiviset molekyylit deaktivoida. Siten aktiivisten
molekyyli deaktivaationopeus méaraa nopeuden, jolla vaste voi palautua alkutilaan.
Nékoaistinsolujen vasteen katkaisussa merkittavia tekijoité ovat aktiivisen rodopsii-
nin ja PDE*:n deaktivaatio, jotka maardavit cGMP:n hajotusnopeuden, seké gua-
nylaattisyklaasientsyymin (GC) katalyysitehokkuus.

Rodopsiinin ja PDE:n deaktivaation voidaan olettaa noudattavan ensimmaéisen as-
teen reaktiokinetiikkaa, jossa molekyylid A hajotetaan aikavakiolla 7.

A1y, (4)

dt T

joten A:n konsentraatioksi ajan suhteen saadaan

[AJ(t) = Ce+. (5)

Kun rodopsiinimolekyyleja deaktivoidaan valostimuluksen jalkeen, noudattaa aktii-
visten rodopsiinimolekyylien pitoisuus yhtaloa

Rh*(t) = ®e 7r, (6)
missi ¢ kuvaa valostimuluksen aktivoimien rodopsiinien méaara. [19] , [21]

PDE:n deaktivaatio noudattaa samanlaista kiayttaytymista, joten aktiiviselle PDE:1le
saadaan yhtalo

t

PDE*(t) = Z/REG_E, (7)

missé Vrgp = VraCqre Kuvaa nopeutta, jolla aktiivinen rodopsiini aikaansaa PDE-
molekyylien aktivaatiota. Koska aktiivinen rodopsiini aktivoi koko ajan lisaa PDE-
molekyyleja ja aktiivista rodopsiinia deaktivoituu jatkuvasti, saadaan PDE*:n aika-
riippuvuus yhtéaléiden @ ja konvoluutiona.

_t _t DT _t Lt
PDE*(t) = ®le” 7% * vgpe 75| = dvgp————(e > —e WD), (8)
™ —TND
missd 7p on aikavakioista 7 ja Tp maardava sekd Typ ei-madrdavi. Jos oletetaan
toisen reaktion olevan paljon toista nopeampi ja tarkastellaan riittdvan myohaista
ajanhetked, saadaan yhtélo (8)) supistumaan muotoon

PDE*(t) ~ ®Ce 7, 9)

missé vakio C' sisaltdd yhtélon vakiotermit. [20], [22] Yleisen késityksen mukaan
hiirella aktiivinen PDE deaktivoituu rodopsiinia huomattavasti hitaammin, joten
7p kuvaa PDE*m deaktivaation aikavakiota 7z [20], [55].
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Valovasteen katkaisukinetiikkaan vaikuttaa myts cGMP:n synteesinopeus. Valittaes-
sa valovasteen tila, jossa cGMP:n taso seki ¢cGMP:n synteesinopeus ovat vakioita,
saadaan

d[cGM P]

yr = a + B[cGM P| = vakio, (10)

missé a on cGMP:n synteesinopeus ja  nopeus, jolla cGMP:ta hajoitetaan. Saturoi-
van valostimuluksen jélkeen solunsisdinen kalsiumpitoisuus laskee minimiin. T&ll6in
c¢GMP:n synteesinopeus on vakio. Kalsiumpitoisuuden muutoksessa kestaa riittéavan
kauan, ettd cGMP-taso ehtii nousta tasaisella nopeudella satuuraatiotilasta paluun
alkuhetkilld. Siten riittdvén lyhyelld ajanhetkelld saturaatiotilan jélkeen o voidaan
olettaa vakioksi. 5 on suoraan verrannollinen PDE*:n konsentraatioon. Yhdistdmaél-

14 yhtalst (9) ja paddytidn yhtaloon

tsat = Toln® + vakio, (11)

missé tg,; on ajanhetki, jossa cGMP-taso sekd cGMP:n muutosnopeus ovat vakioita.
[19], [211

Kun saturoitunut valovaste on palautunut n. 20 % saturaatiotasolta, cGMP:n kon-
sentraatio ja konsentraation muutosnopeus ovat vakioita. Aika t,,;, jossa vaste saa-
vuttaa tdméan tason, muuttuu valon voimakkuuden funktiona. Kun kiytetdan eri
saturoivia valostimuluksen voimakkuuksia ® ja maééritetaédn t,,, jokaiselle saturoi-
tuneelle vasteelle samalta tasolta, voidaan maarittda yhtalon (11) mukainen suora.
Suoran kulmakertoimesta saadaan fototransduktiokaskadin katkaisukinetiikkaa ku-
vaava aikavakio 7p. [21]

Toinen fototransduktiokaskadin katkaisukinetiikkaa kuvaava aikavakio, 7,.., voidaan
maarittda sovittamalla eksponentiaalifunktiota riittdvin myohaisille hetkille heikon
valostimuluksen tuottaman vasteen paluuseen. Siten 7,.. saadaan eksponenttifunk-
tion aikavakiosta. Aikavakioiden 7p ja 7,.. oletetaan hiirelld kuvaavan saman fysiolo-
gisen reaktion deaktivaation nopeutta. Katkaisukinetiikkaa kuvaavien aikavakioiden
médritystd on havainnollistettu kuvassa [7]
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Kuva 7: a) ts ja 7p médritys [23]. ts.¢ on ajanhetki, jossa kaikki saturoituneet
vasteet ovat palautuneet saturaatiosta samalle tasolle ja vasteiden nousunopeus on
sama. Tp voidaan méaarittaa te,:n ja valonvoimakkuuden muutoksen suhteesta. b)
Pienvasteen paluuta méaaraavan aikavakion, 7,.., maaritys.
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3 Varauksenkuljetus ja kalvovirta nakoaistinsoluis-
sa

Nékoaistinsolut kuluttavat jatkuvasti suuren maéran energiaa ja valtaosa tésta ener-
giasta kuluu aktiiviseen varauksenkuljetukseen. Pimedadaptoituneen nakdaistinso-
lun sisépuoli on negatiivisesti varautunut solunulkoiseen tilaan néhden ja kalvojan-
nitteen suuruus on n. -35...-40 mV [4]. Tamén kalvojénnitteen aikaansaamiseksi ja
sen yllapitdmiseksi ndkoaistinsoluissa on aktiivisesti pidettéava ylla ionien konsent-
raatiogradientteja.

onit eivét pysty lapédiseméaédn solukalvon lipidikaksoiskerrosta. Solukalvolla on va-
rauksenkuljetukseen erikoistuneita kalvoproteiineja, joiden kautta ionit padsevat siir-
tymaan kalvon lapi. Varauksenkuljetus voidaan jakaa aktiiviseen ja passiiviseen va-
rauksenkuljetukseen. Aktiivisessa varauksenkuljetuksessa ioninkuljettimet kiyttavét
ulkoista energiaa siirtddkseen ioneja. Ulkoinen energia saadaan kiyttadmalla mm. kor-
keaenergisid ATP-molekyyleja tai toisen ionin séhkdkemiallista gradienttia.

Passiivisessa varauksenkuljetuksessa ionit liikkuvat sidhkokemiallisen konsentraatio-
gradienttinsa mukaisesti ionikanavien kautta. Yhden ionikanavan lapi voi kulkea jo-
pa 100 miljoonaa ionia yhden sekunnin aikana. Tamé on 10° kertaa nopeampaa kuin
aktiivisilla kuljetusmenetelmilld. Solukalvolla on vuotokanavia, jinniteohjattuja ka-
navia seké ligandiohjauttuja kanavia, jotka voivat olla hyvin spesifeja niita lapaise-
ville ioneille. Vuotokanavat ovat suuren osan ajasta auki ja ionit voivat lédpéista ne
vapaasti. Janniteohjattujen kanavien lapaisevyytta sdddellddn solukalvon jannitteen
ja ligandiohjattuja kanavia niiden reseptoreihin kiinnittyvien ligandien avulla. [24]

3.1 Solukalvon kalvovirta

Kalvojannitteelle ja kalvovirroille kaytetadan merkkisdantoja. Kalvojannitetta mitat-
taessa soluliman potentiaalista vihennetddn soluvélitilan potentiaali. Soluvélitilan
potentiaali valitaan nollapotentiaaliksi. Solusta ulospéin suuntautuva virta on posi-
tilvista ja soluun sisddnpéin kulkeva virta negatiivista. [25]

Solukalvon ionivirroille on kaksi ajavaa tekijaéd: potentiaaliero ja konsentraatioero
kalvon sisé- ja ulkopuolen vililld. Jokainen yksittdinen ionilaji pyrkii tasapainoon,
jossa potentiaalieron ja konsentraatioeron aiheuttamat voimat kumoavat toisensa.
Kalvojénnitetté, jossa ionilaji on sdhkokemiallisessa tasapainossa, kutsutaan tdméan
ionilajin Nernstin potentiaaliksi

RT  C,u:
= in

Ei - y

(12)

missd R on molaarinen kaasuvakio, T lampdétila, z; ionilajin varaus, F' Faradayn
vakio sekd Cy, ja C,y ionin konsentraatiot solukalvon sisé- ja ulkopuolella. [26]

Kukin ionilaji pyrkii hakeutumaan Nernstin potentiaalin ma#rittdméan tasapai-
noon, mutta ionilajeja pidetdan aktiivisella varauksenkuljetuksella epéatasapainossa.
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Solu on lepotilassaan stationéddritilassa, jota se voi muuttaa nopeasti sdiatelemalla
solukalvon ionikanavien lapaisevyytta.

Aktiivinen ioninkuljetus pitdé solukalvon negatiivisessa kalvojénnitteessé V,,, joten
kullekin ionilajille muodostuu ioneja ajava potentiaaliero

AV =V, — E;. (13)

Sama yhatlo patee myos ionikanavien kéénteispotentiaalille V., , koska V,.,,-arvolla
kyseisen kanavan virtaa ajava potentiaaliero kadntyy vastakkaissuuntaiseksi ja siten
kanavavirranvirran suunta kiaantyy. [25]

Solukalvossa on konduktansseja (resistanssin kdénteisarvo) eri ionilajeille. Siten kal-
vovirraksi kullekin ionilajille muodostuu

missa K, on ionilajin kalvovirran tiheys ja g; solukalvon konduktiivisuus kyseiselle
ionilajille.

Stationadaritila, johon solukalvo pyrkii asettumaan, riippuu kaikkien solukalvon la-
péisevien ionilajien yhteisvaikutuksesta. Solukalvon stationaéritilan potentiaali E,
saadaan Goldman-Hodgkin-Katz -yhtélostd (GHK), joka ottaa huomioon kunkin
ionilajin sisdisen ja ulkoisen konsentraation seké solukalvon permeabiliteetin eli 14-
paisevyyden kyseiselle ionilajille. Tatd potentiaalia kutsutaan yleisesti GHK-poten-
tiaaliksi. GHK-yhtélo yksiarvoisille ioneille on

RT, ZiPy+ [M; Jour + EiPy-[A ]in

7

? nzz‘PM.+ [M+]zn + EiPA? [Ai_]out’

7

E, = (15)

misséd P; on solukalvon permeabiliteetti kullekin ionilajille, [M;"] kationilajin kon-
sentraatio ja [A; | anionilajin konsentraatio. Yhtdlo ei huomio aktiivista varauk-

senkuljetusta. Solukalvon potentiaali méardytyy padasiassa kaliumin, natriumin ja
kloridin vaikutuksista. Siten GHK-yht&lo saa muodon [25]

B — ﬂlnPNa+ [Na+]out + PK+ [K+]out + PCl* [Cli]m

F PNa+ [Na""]m + PK+ [K'ﬂm + PCI— {Cl_]out .

(16)

Nettokalvovirtaa ajava potentiaaliero saadaan kalvojannitteen poikkeamasta GHK-
yhtélon mukaisesta tasapainosta. Kalvovirtaan vaikuttaa myos kapasitiivinen virta,
joten ionivirrantiheys kalvon lapi saadaan nettokalvovirran ¥; K,,, ja kapasitiivisen
virran Jo summana

AV,
missd E, on GHK-potentiaali, G' solukalvon konduktiivisuus ja C' solukalvon kapa-

sitanssi.
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3.2 Varauksenkuljetus nakoaistinsoluissa

Ionipumput yllédpitavat nédkoaistinsoluissa ionien konsentraatiogradientteja, jonka
seurauksena ulko- ja sisdjasenen vélilla kiertad pimedadaptoituneessa tilassa jatkuva
ionivirta. Tatd virtaa kutsutaan pimeévirraksi. Pimeévirta on esitetty kuvassa [§
Pimeévirran nieluna toimivat ulkojédsenen valoherkit ligandiohjatut CNG-kanavat
ja lahteena sisdjasenen kationikanavat. Pimeédvirran suuruus on lajista riippuen 10-

70 pA [16], [18].

CNG-kanavista piiisee virtaamaan soluun pidasiassa Nat- ja Ca’?T-ioneja (myos
K*- ja Mg?™-ioneja) siihkokemiallisen gradienttinsa suuntaisesti. Kanavien ionilé-
paisevyytta sdddelladn niihin kiinnittyvien cGMP-ligandien konsentraation avul-
la. CNG-kanavissa on solukalvon sisdpuolella nelja sidospaikkaa cGMP-ligandille.
Kanavan aukiolotodennékoisyys kasvaa ¢cGMP:n sitoutuessa kanavan reseptoreihin
ja se on auki suurella todennédkéisyydelld, kun siihen on sitoutunut vahintdén 3
cGMP-ligandia [27]. Valo pienentéé soluliman cGMP-konsentraatiota ja siten avoin-
ten CNG-kanavien méa#rad, minké seurauksenan myos kiertdva pimedvirta pienenee.

=
o
'l

4Na*
C32+, K

o
fy
s

Ulkojisen

Sisdjasen

2K*

3Na*
ATP

10 um

Kuva 8: Pimedadaptoituneessa nakoaistinsolussa kiertévét ionivirtaukset eli pimeéa-
virta. Nettovirran ldhteenéd toimivat padasiassa sisdjisenen K, -kanavat ja nieluna
ulkojasenen CNG-kanava. Pimeéavirtaa on havainnollistettu salamanterin sauvaso-
lussa. Kuvassa mukana myo0s samaan mittakaavaan piirretty nisdkkaan sauvasolu.
[16], muokattu

Nékoaistinsolun ulkojésenessa sijaitsevat myos valovasteen vahvistuksen saéatelyn
kannalta tirkeit Na®™/Ca?t,KT-vaihtajat. Yhden vaihtokierroksen aikana vaih-
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taja siirtdd solun ulkopuolelle yhden Ca?*-ionin ja yhden K*-ionin samalla kun se
paastii nelja Nat-ionia solun sisapuolelle. Vaihtajan toiminta aiheuttaa nettovirran
soluvalitilasta soluun. Stationéaritilassa vaihtaja vakioi solunsisdisen kalsiumkon-
sentraation, jolloin kalsiumia virtaa koko ajan CNG-kanavasta sisddn ja vaihtajasta
ulos. Valostimuluksen seurauksena CNG-kanavia sulkeutuu ja kalsiumin sisdanvir-
taus pienenee, mutta vaihtaja siirtdd yhéa kalsiumia ulos solusta. Tamé saa aikaan
solunsiséisen kalsiumkonsentraation laskun valovasteen aikana. [4]

Nékoaistinsolujen siséjdsenessa sijaitsee kaliumia spesifisti ldpéaisevid Ky-kanavia.
Pimeéssé kanavan lapi kulkee ulospéin suuntautuva kaliumionien K,-virta, joka ta-
sapainottaa CNG-kanavan lapi sisddnpéin suuntautuvaa kationivirtaa. Hyperpola-
risaation seurauksena kaliumvirtaa ajava potentiaaliero pienenee, miki pienentéiéa
K,-virtaa. Hyperpolarisaatio myos sulkee K, -kanavia. [4]

Nakoaistinsolujen sisdjasenessa sijaitsee myos hyperpolarisaation seurauksena avau-
tuvia h-kanavia. Namé kanavat ovat kiinni pimeéssa (V,,, =-35...-40 mV), mutta au-
keavat solukalvon hyperpolarisoituessa. Kanavasta kulkee Na™-ionit ja K*-ionit. Hy-
perpolarisaation seurauksena K*-virtaa ajava potentiaaliero pienenee, mutta Na™-
virtaa ajava potentiaaliero kasvaa. Kanavan kidénteispotentiaali on -30 mV, joten
Nat-ionit virtaavat avoimista kanavista soluun sisién ja syntyy solua depolarisoi-
va [p-virta. [4] Tadmé& nopeuttaa kalvojiannitteen palautumista normaalille tasolle
valostimuluksen jélkeen [28].

Nékoaistinsolun synaptisella alueella sijaitsee L-tyypin kalsiumkanavia (engl.
Long lasting), jotka avautuessaan pysyvéat pitkddn auki [25]. Namé ovat jannite-
herkkis kanavia, jotka lipiiseviit selektiivisesti Ca?*-ioneja. Solun ollessa pimeiti-
lassa soluun virtaa pieni kalsiumvirta /-,, joka saa aikaan glutamaatin vapautumista
synapsirakoon. Kun solukalvo hyperpolarisoituu, kalsiumkanavia sulkeutuu, kalsiu-
min sisadnvirtaus synaptisella alueella pienenee ja glutamaatin vapautuminen sy-
napsirakoon viahenee. Tamaé toimii signaalina valovasteesta seuraaville hermosoluil-
le. [4] L-tyypin Ca*"-kanavien toimintaa voidaan manipuloida useiden ionien avulla.
Esimerkiksi Cd?*- ja Co®"-ionien tiedetdédn salpaavan kanavia [29].

Synaptisella alueella on liséksi janniteherkkid kalsiumohjattuja kloridi- ja ka-
liumkanavia. Molemmat kanavatyypit avautuvat kalvojannitteen depolarisoitues-
sa, mutta aktivaatio riippuu solunsisiisen vapaan kalsiumin pitoisuudesta. Kalium ja
kloridi virtaavat kanavista solun ulkopuolelle, joten kloridivirta Ic;cq) on soluun si-
sddnpdin ja kaliumionivirta Ik (cq) solusta ulos. Solun hyperpolarisaatio sulkee Ca?t-
kanavia, joka johtaa Ca?" sisikonsentraation laskuun. TAmé sulkee kalsiumohjattuja
kloridi- ja kaliumkanavia. [4]

Na™-K"-ATPaasit ovat ionigradientteja yllapitavia ionipumppuja, jotka sijaitse-
vat nikoaistinsolujen sisdjiasenen alueella. Ionipumput pumppaavat soluun kaksi K+-
ionia ja solusta ulos kolme Na™-ionia yhtd ATP-molekyylia kohden. Pumpputyyppi
pitda epasuorasti ylla solukalvon kalvojénnitetta pitdmalla ylla ionilajien konsent-
raatiogradientteja solukalvon yli. Tamé mahdollistaa pimeévirran muodostumisen.
[4] Taulukkoon [2| on listattu tiivistelmé salamanterin nékoéaistinsolujen siséjdsenen
ionikanavista. Nisdkkailla ionikanavat ovat samantyyppisia.
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Taulukko 2: Salamanterin nékoaistinsolun sisdjésenen ja synaptisen alueen ionivir-
talihteité. [29] [30]

Ionivirta | Ionilajit | Kédnteispotentiaali [mV] | Salpaajat | Aktivaatio [mV]
I, Na*, K+ -30 Cs* < -50
I, K+ =75 Ba**, TEA > -60
Ica Ca*t 50 cd*t, Co** -40...50
Trca) KT 75 IbTx, ChTx | Ca2", -30..40
TEA
Tenca Cl- 20..0 NifA, NPPB | Ca®", -40...60

3.3 Kalvovirrat nakoaistinsoluissa

Valon absorptio muokkaa nékoaistinsolujen ulkojasenen kanavavirtoja, joka aiheut-
taa solukalvon hyperpolarisaation. Hyperpolarisaation seurauksena monien kanavien
ionivirrat muuttuvat joko ionivirtaa ajavan potentiaalineron tai kanavan lapéisevyy-
den muuttuessa. Kanavavirtojen muutokset aiheuttavat muutoksia myds soluvaliti-
lan janniteprofiilissa. Naitd muutoksia voidaan havainnoida ERG-tekniikalla, jota
esitellddn tarkemmin seuraavassa luvussa.

Oletetaan ndkoaistinsolut suljetuiksi systeemeiksi, joten kalvovirta ulos ja sisdén on
yhté suuri. Télloin kaikilla ajanhetkilla taytyy pated

AV,
Y = Lyao + I, + In + Ica + Loica) + Ik (ca) + INa—x + L1 + OW =0, (18)

missi [, on ulkojisenen CNG-kanavien ja Na®/Ca?*t K*-vaihtajien lipi kulkeva
virta, I; kunkin kanavatyypin kalvovirta, I; muut vuotovirrat ja C ddL;" kapasitiivinen
virta.

Nékoaistinsolun solukalvon kalvovirtoja voidaan kuvata sahkoiselld ekvivalenttipii-
rilla (kuva@[). Kanavavirtoja ajavia potentiaalieroja (V,,, — V.. ), jossa V,.,, on kana-
van kidanteispotentiaali, kuvataan jannitelahteilla. Kalvon konduktiivisuuksia kuva-
taan sdadettavind vastuksina, kalvopumppuja virtaldhteind ja kalvon kapasitanssia
kondensaattorina. Kanavavirta maaraytyy kuten yhtalossa solun kalvojannit-
teestd, kanavan konduktanssista ja kanavan kddnteispotentiaalista.

Kalvovirran ja -janniteen muodostuminen nakoéaistinsoluissa

Valostimuluksen jilkeen ulkojéasenen valoherkkia CNG-kanavia sulkeutuu nopeas-
ti ja ulkojésenvirta pienenee (kuva [10la). Valoherkkien kanavien sulkeutuminen saa
aikaan solukalvon hyperpolarisaation, koska solukalvon ldpéisevyys natriumille pie-
nenee ja kalvojéannite muuttuu nopeasti kohti kaliumin Nernstin potentiaalia. Tama
pienentdd kaliumvirran ajavaa voimaa, jolloin K, -kanavavirta pienenee. K -kanavia
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Kuva 9: Nikoaistinsolujen kalvovirtoja kuvaava ekvivalenttipiiri. Kanavavirtoja voi-
daan kuvata rinnankytkettyjen sdadettévien resistanssien ja janniteldhteiden avulla.
[30], muokattu
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Kuva 10: Salamanterin valovasteet 20 °C lampdotilassa 11 ms valostimuluksilla. Valon
voimakkuutta on kasvatettu n. kaksinkertaiseksi vasteiden valilla. a) Valovirtavaste
eli ulkojésenen kanavien virran muutos pimeétilasta valon absorption seurauksena.
b) Kalvojdnnitteen muutos valon absorption seurauksena pimeétilasta eli janniteva-
lovaste. [31], muokattu

myo0s sulkeutuu hyperpolarisaation seurauksena. Solukalvon hyperpolarisaatio avaa
viipeella janniteohjattuja h-kanavia, mikd saa aikaan natriumin sisdénvirtauksen
(I1,). Kasvanut natriumin sisdénvirtaus depolarisoi solukalvoa ja nopeuttaa solun pa-
lautumista pimeétilaan [28]. Hyperpolarisaatio ja Ij,-virran vaikutus néhddin voi-
makkailla valostimuluksilla kuvassa b kalvojénnitteen nopeana laskuna, jonka
jalkeen kalvojannite nousee hetkellisesti stationééritilaan ennen kuin fototransduk-
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tiokaskadin deaktivaation seurauksena solukalvon virrat ja jannitte palautuu pimea-
tilaan. Nisdkkddan h-kanavavirta ja K,-kanavavirta kalvojannitteen funktiona on esi-
tetty kuvassa [11]
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Kuva 11: Sian sauvasolujen a) h-kanavavirta ja b) K,-kanavavirta kalvojannitteen
funktiona. h-kanavat aukeavat K, -kanavavirta pienenee kalvon hyperpolarisoituessa.
h-kanavavirta on saatu tekemaélld jannitelukitus ensin normaalissa elatusaineessa ja
lisdtty tdman jalkeen 5 mM Cst, joka salpaa h-kanavat. Tamén jalkeen h-kanavavirta
on laskettu ndiden erotuksena. K, -virta on saatu samoin kdyttamélla 30 mM K-
kanavat salpaavaa TEA:a. Mittaukset tehty valoisassa. [32], muokattu

Baumann ym. tutkivat L-tyypin kalsiumvirtaa ekspressoimalla hiiren L-tyypin kal-
siumkanavan kanavaproteiinia HEK293-soluihin (ei nékoéaistinsolu) ja mittaamalla
patch-clamp tekniikalla kanavavirtaa. Kanavan lédpéaisevyys oli hyvin pieni fysiolo-
gisella jannitealueella eiké virta kasvanut merkittévasti hyperpolarisaation aiheut-
taman kalsiumvirtaa ajanvan potentiaalieron kasvaessa [33]. Kanavan ominaisuudet
voivat kuitenkin olla erilaiset kuin fysiologisessa tilanteessa, koska rekisterdinteja ei
tehty kanavan luonnollisessa ymparistossa. Cia ym. kokeissa sian I, kiyttaytyi va-
lossa eri tavalla Bayman ym. tuloksiin ndhden. Fysiologisilla kalvojannitteilla I,
on valoissa tehdyisséd mittauksissa hyvinkin merkittavé ja se voi toimia kalvojanni-
tevastetta moduloivana virtana. Varmojen tulosten saamiseksi kalsiumkanavavirta
tulisi karakterisoida my0s pime&ssa.

Muita kalvojannitettd mahdollisesti muoduloivia kalvovirtoja ovat kalsiumohjattu-
jen kalium- ja kloridikanavavirrat. Niiden lapéisevyys on kuitenkin fysiologisilla kal-
vojannitteilld pieni ja lisdksi valovasteen aikana ndkoaistinsolujen sisdinen kalsium-
pitoisuus laskee, jolloin kanavien ldpéisevyys laskee. [34], [35] Suurilla valostimuluk-
sen voimakkuuksilla my6s kapasitiivinen kalvovirta voi muokata jannitevalovasteita.
Kapasitiivinen virta nékyisi vasteissa nopeina transientteina aaltoina.
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4 ERG-signaali

Elektroretinografia (ERG) on tekniikka, jolla mitataan verkkokalvossa syntyvia kent-
tapotentiaaleja. Nama kenttédpotentiaalit syntyvat nakoaistinsolujen absorboidessa
fotoneja, minké seurauksena verkkokalvon soluvélitilan virtojen muutokset aiheut-
tavat jainnitemuutoksia verkkokalvossa. ERG-signaali on yksi ensimmaisista elavisté
kudoksesta mitatuista potentiaaleista. Muita tutumpia kenttdpotentiaalimittauksia
ovat sydénsdhkokdyrdd mittaava elektrokardiografia (EKG) ja kallon péaltd aivo-
sahkokdyrad mittaava elektroenkefalografia (EEG) [17].

ERG-signaalia voidaan rekisteroida kliinisesti ihmisilté, ja sitd kdytetddn yleisesti
silmésairauksien diagnosointiin. Ihmisen tai nukutetun eldimen ERG-signaalia re-
kister6iddén silmén pinnalta piilolinssielektrodilla (in vivo -ERG). Liséksi ERG-
signaalia voidaan rekister6ida eldimesté eristetysta verkkokalvosta. Koko verkkokal-
von yli tapahtuvaa rekisteréintié kutsutaan transretinaali-ERG:ksi (TERG) ja mik-
roelektrodeilla tietystd kohdasta tehtévaa rekisterdintia kutsutaan lokaali-ERG:ksi
(LERG).

ERG-signaalin suuruusluokka on lajista ja mittausgeometriasta riippuen mikrovol-
teista millivoltteihin ja sen tuottamiseen osallistuvat useat verkkokalvon solutyypit
[17]. Tassad luvussa késitellidin ERG-signaalin eri komponentteja, nékoaistinsolu-
jen ERG-signaalin farmakologista erottamista sekd sen rekisterdimistd TERG- ja
LERG-tekniikoilla.

4.1 ERG-signaalin komponentit

ERG-vasteiden komponenttien luokittelussa kiytetdan yleisesti kahta eri tapaa. Gra-
nit tutki signaalin komponentteja kissan silmésta anestesian avulla jo 1930-luvulla.
Syventamaélld kissan anestesiaa véhitellen saatiin ERG-vasteista erotettua kolme
komponenttia: PI, PIT ja PIIT [36]. PI-komponentti oli suuri hidas positiivinen kom-
ponentti. PII-komponentti koostui nopeasta suuresta positiivisesta aallosta seké hi-
taammasta tasaisesta positiivisesta aallosta. PIII-komponentti oli kahta muuta pie-
nempi negatiivinen komponentti, joka ERG-vasteissa peittyi PII ja PIII-komponent-
tien alle. Granitin mittauksissa PI-komponentti hévisi anestesiaa syvennettiessa
ensimméisend, PII-komponentti toisena ja PIII-komponentti viimeisend. Granitin
ERG-komponenttien luokittelu on esitetty kuvassa

Toinen tapa ERG-signaalin luokitteluun on erotella siin selvésti havaittavat aalto-
muodot. Nain ERG-signaali saadaan jaettua neljdin aaltoon, jotka vastaavat hyvin
myo0s Granitin komponenttianalyysia: Signaalissa ensimméisend havaittava a-aalto
vastaa PIII-komponentin alkuosaa tai tarkemmin nopean PIII-komponentin alkuo-
saa, b-aalto PII-komponenttia ja c-aalto PI-komponenttia. Glia-komponentti vas-
taa PIII-komponentin loppuosaa. Muita tutkittuja ERG-komponentteja ovat muun
muassa oskillatoriset potentiaalit (OPs) ja ns. nendkomponentti. Eri komponentteja
on esitetty kuvassa (13|
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Kuva 12: Kissan silméastd mitattu ERG-vaste 2 s valostimulukseen. Kuvassa on nah-
tavilla PI-, PII- ja PIII-komponentit, jotka on saatu eroteltua kissan anestesian

syvyytta lisaamalla. [37], muokattu
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c-aalto
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a-aalto l 00N
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Kuva 13: Rauskun silmékupista ja eristetysté verkkokalvosta mitatut ERG-vasteet
4 s valostimuluksella. Silmakupista mitatussa vasteessa on nékyvissé a-,b- ja c-aallot
ja eristetyssa verkkokalvossa a- ja b-aallot seké glia-komponentti. Eristetyn verkko-
kalvon ERG-vasteessa ei ole c-aaltoa, koska pigmenttiepiteeli on irrotettu verkkokal-

vosta. [38], muokattu

Pime#adaptoituneet nakoaistinsolut synnyttéivat valostimuluksen seurauksena ERG-
signaalin a-aallon. Kun verkkokalvon distaalinen puoli valitaan jannitteen nollata-
soksi, a-aalto on polariteetiltaan negatiivinen. Mychemmat komponentit ovat seu-
rausta verkkokalvon muiden solujen sdhkoisestd toiminnasta. b-aallon oletetaan ny-
kykéasityksen mukaan syntyvan padasiassa toisen kertaluvun hermosolujen, ON-tyyp-
pisten bipolaarisolujen, aktivaation seurauksena. b-aalto on tehdyn merkkivalinnan
perusteella polariteetiltaan positiivinen suuri komponentti, joka peittda osaksi a-
aallon alleen. b-aalto on a-aaltoon ndhden hieman viivastynyt.
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Glia-komponentti on verkkokalvossa sijaitsevien gliasolujen, Miillerin solujen, tuot-
tama hidas negatiivinen aalto, joka osuu osaksi paillekkéin a-aallon kanssa. c-aalto
on pigmenttiepiteelin tuottama hidas ja suuri positiivinen aalto. c-aaltoa ei voida
nihda eristetyn verkkokalvon kokeissa, koska pigmenttiepiteeli on irrotettu verkko-
kalvosta.

4.2 Nakoaistinsolujen ERG-vasteen erottaminen farmakolo-
gisesti

Usein halutaan tutkia nékoaistinsolujen tuottamaa valovastetta, joka peittyy suurel-
ta osin ylemmén kertaluokan hermosolujen tuottamien vasteiden (mm. b-aalto) alle.
Yksittéisten solutyyppien tuottamien vasteiden erottamiseksi muiden solutyyppien
signaalivalitys pitaé estda. Eristetylla verkkokalvolla tehdyissé kokeissa niakoaistin-
solujen tuottaman ERG-vasteen erottamiseen kiytetdin useimmiten farmakologiaa.

Jotta voitaisiin rekistertida ainoastaan nakoaistinsolujen vastetta, on signaalin va-
litys nékoaistinsoluista katkaistava. Estamalld glutamaatin sitoutuminen postsy-
naptisiin glutamaattireseptoreihin eivét valon tuottamat muutokset enédé vélity bi-
polaarisoluille eikd néin ollen muuhunkaan verkkokalvoon. Tamé saadaan toteu-
tettua lisadmalla perfuusioliokseen glutamaattireseptoriagonistia tai -antagonistia.
Glutamaattireseptoriagonistit kiinnittyvéit postsypnaptisiin glutamaattireseptorei-
hin, joten glutamaattipitoisuuden muutokset eivat pysty moduloimaan postsynap-
tista hermopédtettd. [39] Eréds tallainen aine on aspartaatti. Jos halutaan katkais-
ta ainoastaan yhteys ON-bipolaarisoluihin, voidaan kiyttda ON-bipolaarisolujen
postsynaptisiin glutamaattireseptoreihin selektiivisesti kiinnittyviaa L- 2-amino-4-
fosfonobutyyrihappoa (APB) [40]. APB:sta on olemassa myos raseeminen DIL-seos,
jossa toimii antagonistina OFF-bipolaarisolujen reseptoreissa. Lisédksi cis-2,3-piperi-
diinidikarboksyylihappoa (PDA) voidaan kiyttdd estaméddn signaalivilitys OFF-
bipolaarisoluihin [41].

Verkkokalvon tukisolujen, Miillerin solujen, tuottama glia-komponentti peittaa al-
leen nékoaistinsolujen valovasteen paluuvaiheen. Valovasteen aikana n#koaistinso-
lujen soluvélitilan K*-ionipitoisuus laskee. Miillerin solujen K*-kanavavirta tasa-
painottaa tatd muutosta, jolloin ERG-vasteeseen muodostuu ldhes koko verkkokal-
von lipi ulottuvien Miillerin solujen K*-ionivirtojen aiheuttama glia-komponentti.
Komponentti voidaan poistaa salpaamalla Miillerin solujen K*-kanavat bariumin
avulla. Barium salpaa myos nakoaistinsolujen sisdjiasenten K*-kanavia, mutta vas-
ta suuremmilla pitoisuuksilla kuin Miillerin solujen kanavia. Siten sopivalla Ba?*-
pitoisuudella voidaan havittaa glia-komponentti vaikuttamatta merkittavasti nako-
aistinsolujen valovasteeseen. [42] Eri komponenttien poistamista ERG-signaalista on
esitetty kuvassa [14]

Nékoaistinsolujen tuottama ERG-komponentti on summa-aalto sauvasolujen ja tap-
pisolujen vasteista. Tappisolut toimivat huomattavasti voimakkaammilla valon in-
tensiteeteilld kuin sauvasolut. Tappisolut myos palautuvat kirkkaista stimuluksista
sauvasoluja nopeammin. Tappisolujen vaste voidaan erottaa kayttdmalla kirkasta
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Kuva 14: ERG-signaalin komponenttien erottaminen farmakologisin keinoin. Vas-
teessa a) on kiytetty tavanomaista elatusaineliuosta, johon ei ole lisdtty muita ai-
neita. Vasteesta voidaan erottaa ensin negatiivinen a-aalto, sitd seuraava positiivi-
nen b-aalto sekd viimeiseksi hidas negatiivinen glia-komponentti. Vasteessa b) on
lisiatty 70 uM BaCly, mikd havittaa vasteesta glia-komponentin. Vasteessa c) on li-
satty lisdksi 20 uM DL-APB, miké estédé signaalin valittymisen nékoaistinsoluilta
bipolaarisoluille ja lopputuloksena saadaan erotettua pelkistadn nakoaistinsolujen
tuottama vaste. Valostimuluksen pituus oli 2 ms.

esistimulusta saturoimaan sauvasolut, jolloin seuraava stimulus stimuloi vain tappi-
soluja. Tappivasteet voidaan myos erotella saturoimalla sauvasolut jatkuvan tausta-
valon avulla, mutta t&lloin tappivasteet ovat valoadaptoituneita.

Nékoaistinsolujen ERG-vasteisiin muodostuu voimakkailla valostimuluksilla nopea
transientti aalto, jota kutsutaan myo6s nendkomponentiksi. Toisin kuin valovirtavas-
te, joka saturoituu voimakkailla valostimuluksilla kaikkien CNG-kanavien sulkeu-
tuessa, nendkomponentti kasvaa vield tatd suuremmilla valostimuluksen voimak-
kuuksilla. Vinberg ym. ovat esittdneet nendkomponentin syntyvan valostimuluksen
aiheuttamasta siséjiasenten janniteherkkien kanavien aiheuttamasta kalvojannitemo-
dulaatiosta [43].

Kuvassal[l5|a on esitetty farmakologisesti erotettu nékoaistinsolujen TERG-vasteper-
he. Vasteperheeseen on kerdatty ERG-vasteita eri valostimuluksen voimakkuuksilla.
Kuvassa [15] b ndhdéédn tarkemmin nopea transientti nendkomponentti, joka kasvaa
valostimuluksen voimakkuuden kasvaessa. Nenakomponentin jalkeen vasteet palaa-
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vat samalle tasolle. On edelleen avoin kysymys, vastaako tdmé ERG-vasteperheissa
nihtéavé taso valovirtavasteiden saturaatiotasoa, jossa kaikki CNG-kanavat ovat sul-
keutuneet, koska siséjdsenen kanavavirrat voivat muokata tasoa. Jannitevalovastees-
sa solukalvon hyperpolarisoituessa h-kanavat depolarisoivat solukalvoa, jolloin satu-
raatiotason asettaa padasiassa h-kanavien ja kaliumkanavien madraamaé stationdari-
tila. Sama voi tapahtua myos ERG-vasteissa, jos h-kanavat tai kaliumkanavat ovat
epatasaisesti jakautuneena siséjasenen solukalvolla. My6s L-tyypin kalsiumkanava-
virta voi mahdollisesti muokata vasteiden aikakayttaytymista.

a) b)
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Kuva 15: a) Farmakologisesti erotettu hiiren sauvasolujen ERG-vasteperhe. Vastei-
ta on keréitty eri valostimuluksen voimakkuuksilla (kesto 2 ms) siten, ettd saadaan
kartoitettua lihes koko nikoaistinsolun toiminnallinen alue. b) Saman vasteperheen
nendkomponentit tarkennettuna. Nendkomponentin ndhdédédn kasvavan valon voi-
makkuuden kasvaessa, mutta saturaatiotaso pysyy ennallaan. Elatusaineliuokseen
on lisdtty 50 uM APB ja 50 uM BaCl,. Vasteet on rekisterdinyt Marja Pitkdnen
TERG-tekniikalla.

4.3 Transretinaali-ERG (TERG)

Transretinaali-ERG:114 tarkoitetaan mittaustekniikkaa, jossa verkkokalvossa kierté-
vien virtojen synnyttamia kenttédpotentiaaleja rekisteréidaan verkkokalvon yli. Téa-
mé tapahtuu sijoittamalla kaksi makroskooppista mittauselektrodia verkkokalvon
eri puolille siten, etta niilld on sdhkoinen yhteys toisiinsa ainoastaan verkkokalvon
lapi. TERG-tekniikassa kunkin verkkokalvon solutyypin aiheuttamat vasteet "kes-
kiarvoistuvat” signaalissa, koska solut ovat jarjestyneet verkkokalvossa yhdensuun-
taiseksi kerrosmaiseksi rakenteeksi. Suuresta “keskiarvostuksesta” johtuen TERG-
tekniikalla rekisterdityjen vasteiden vilinen vaihtelu on pienté.

Pime#dadaptoituneen verkkokalvon solujen kalvovirrat jakavat soluvélitilan varauk-
sia varausjakaumaan, jossa ei tapahdu keskimaaraistd varauksensiirtoa, mika na-
kyy potentiaalierona mittauselektroniikalle. Téta jénnitetasoa kiytetddn TERG-
mittauksissa referenssitasona, johon valon aikaansaamia muutoksia verrataan. Valos-
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timulus sulkee ulkojdsenen CNG-kanavia ja pienentdé néin nékoaistinsoluissa kier-
tavaa pimedvirtaa. Tama nakyy muutoksena ionien varausjakaumassa ja pienentad
mittauselektrodien vélistd potentiaalieroa.

Nékoaistinsolujen ionikanavat muodostavat nakoaistinsolukerrokseen useita virta-
nieluja ja -lahteitd, joiden jakauma muuttuu valossa. Suurin osa soluvilitilassa kier-
tavista virroista on nakoaistinsolujen pituussuuntaisia. Poikittaiset virrat ovat alle
5 % pitkittéisista virroista. [9] Olettamalla nékoaistinsolut suljetuksi virtapiiriksi
saadaan virran muutokselle ja kalvon lapéaisevélle virralle Kirchhoffin virtalain avul-
la yksinkertainen yhteys

I(z,t) + Kp(2,t) Az = I,(2 + Az, t), (19)

missi I,(z,t) kuvaa paikasta ja ajasta riippuvaa soluvélitilan virtaa ja K,,(z,t) so-
lukalvon ldpéisevad virrantiheyttd. Sama voidaan ilmaista myds derivaatan avulla
23]

dl,

— = K,,(z,1). 20

2 = Koz, (20)
Ionivirtojen kulkiessa resistiivisessa soluvilitilassa syntyy jannitehévioita, jotka muo-
dostavat ERG-tekniikassa rekisteroitdvan signaalin. Jannitehdvion laskemiseksi tar-
vitaan tietoa virtaldhteiden ja -nielujen seké soluvélitilan resistiivisyysjakaumasta.
Jakaumien avulla nédkdaistinsolujen ERG-signaali voidaan laskea integraalia

AV (z,t) = /r(z,t)[o(z,t)dz (21)

kiyttéen, missd r(z,t) on resistanssi pituusyksikkoa kohden ja I,(z,t) on virta solu-
valitilassa. Integrointi tapahtuu koko verkkokalvon tai sen kerroksen yli, josta ERG-
signaali halutaan laskea.

Yhtaloa voidaan yksinkertaistaa nakoaistinsoluille tietyin oletuksin. Pugh ym.
kiyttiviat oletuksena, ettd sauvasolujen soluvilitilan resistanssi koostuu kahdesta
osasta: sisdjidsenkerroksen ja ulkojdsenkerroksen soluvélitilan resistanssista. Lisdk-
si sisdjasenessd oletetaan olevan virtaldhteitéd ja ulkojésenessd virtanieluja tasaisin
valein. Télloin virta on maksimissaan ciliumin kohdalla, ja se laskee lineaarisesti
maksimikohdasta nollaan nékoaistinsolujen péaita lahestyttiessa. Keskiméarin puo-
let maksimivirrasta siis kulkee molempien resistanssien lapi. Yhtalo supistuu
néilld yksinkertaistuksilla muotoon

AV = Lpaa(— + =), (22)

missé [,,,, on maksimivirta, R, ulkojasenen soluvalitilan resistanssi ja R, sisdjase-
nen soluvilitilan resistanssi. [44] Transretinaali-ERG-mittausta ja Pugh ym. kytta-
méd oletusta on havainnollistettu kuvassa |16 virtapiirianalogialla. Téllainen yksin-
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kertaistus ei kuitenkaan ota huomioon sisdjéasenen alueella kiertévia virtoja tai sisé-
jasenen solukalvon janniteherkkien kanavien toimintaa. Se toimii karkeana mallina
mietittdessd valovirran syntymekanismeja.

EI) Ag/AgCl b)
:——‘T I
Ca:*,Nf(*:( ; Ca? : E .
= nNa' <
= [ I R,
out / B
] - |
4 / R
2K K [ . ’
INa* |
ATP ' [ |
K* \| |/
[
oI: —_— j \
= (h)
Ag/AgCl

Kuva 16: TERG-mittauksen periaate yksinkertaistettuna virtapiirianalogiana. a) So-
lukalvon pumppujen yllapitdmét ionigradientit toimivat lahteend ionivirralle. Solu-
valitilan resistanssi saa aikaan janniteh&vion, joka voidaan mitata mittauselektro-
deilla. b) Yksinkertaistuksessa soluvilitilan resistanssi jaetaan kahteen vakiokompo-
nenttiin: sisdjésenkerroksen (R;) ja ulkojésenkerroksen (R, ) resistansseihin. Soluvé-
litilassa kiertavan virran oletetaan muuttuvan lineaarisesti siten, ettd maksimivirta
on ciliumin kohdalla. [44]

4.4 Lokaali-ERG (LERG)

Lokaali-ERG:114 tarkoitetaan mittaustekniikkaa, jossa ERG-signaalia rekisterdidaéan
rajatulta alueelta, esimerkiksi tietystd verkkokalvon kerroksesta. LERG-tekniikkaa
voidaan kayttda soluvélitilan resistiivisyysprofiilien selvittdmiseen ja virtanielujen ja
-lahteiden seké signaalikomponenttien paikallistamiseen.

Tekniikka on hyvin samanlainen kuin TERG, mutta makroelektrodien sijaan kiyte-
tdan vahintadn yhta mikroelektrodia. Mikroelektrodina kiytetdan ohutta pipettia,
jonka kérjen halkaisija on yhdestd muutamaan mikrometriin. Pipetti tyonnetaédn
verkkokalvon sisdan haluttuun kerrokseen. Tamén jilkeen vastaelektrodina voidaan
kiyttda makroelektrodia tai toista mikroelektrodia, joka sijoitetaan niin, ettd re-
kisterdinti voidaan suorittaa halutusta verkkokalvon osasta. Esimerkiksi ulkojéasen-
kerroksen signaaleja rekisterditdessd mikroelektrodi voidaan tyontda ulkojasenker-
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roksen lépi ciliumiin asti ja vastaelektrodi voidaan jéattaa verkkokalvon distaaliselle
puolelle nestekontaktiin ulkojdsenten kanssa. Kuvassa |[17] on havainnollistettu mit-
tauselektrodien sijoittelua LERG-mittauksissa.

=P Q]

Kuva 17: LERG:n mittausasettelu. Kuvassa verkkokalvo ja mittauksessa kiytetté-
vat mikroelektrodit. Lokaalimittauksissa rekisterdiddan vain paikallisen soluryhmén
synnyttamié vasteita. Rekiserditavaan signaaliin voimakkaimmin vaikuttavat solut
on merkitty punaisella. Kuvassa rekisterointi tehdaan verkkokalvon nakoéaistinsolu-
jen puoleisen pintakerroksen ja niiden synaptisen alueen valilta.
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5 Laitteisto TERG- ja LERG-signaalien samanai-
kaiseen rekisterointiin

Diplomityon tarkoituksena oli kehittéa laitteisto ERG-signaalin rekisterdimiseen sa-
manaikaisesti nakoaistinsolukerroksen seké koko verkkokalvon yli. Laitteiston ke-
hitykseen kuului LERG- ja TERG-tekniikoiden yhdistdmiseen sopivan naytepiti-
men suunnittelu ja toteutus, elatusainevirtauksen ja lammityksen mahdollistami-
nen, mikromanipulaatiojirjestelma, valostimulusjarjestelmé, signaalinvahvistus se-
ki datankeruu. Téasséd luvussa esitellaan kehitetty laitteisto ja kasitelladn yksitellen
kutakin laitteiston osa-aluetta.

5.1 Ratkaisut laitteiston suunnittelussa ja toteutuksessa ylei-
sesti

Sekd LERG- ettd TERG-tekniikoissa preparaattina on eristetty verkkokalvo. Se alue
verkkokalvosta, jolta mitattava signaali syntyy, on pidettava mahdollisimman fysio-
logisissa olosuhteissa sekd mekaanisesti kuormittamattomana. Téata varten suunni-
teltiin avonainen naytepidinratkaisu, jossa lammitetty fysiologinen elatusaineliuos-
virtaus huuhtelee verkkokalvon pintaa.

Pimedadaptoitua verkkokalvoa stimuloidaan kontrolloiduilla valostimuluksilla. Lait-
teiston valostimulusjarjestelméssa padtettiin kayttaa tehokkaita LEDeja, joiden va-
lostimulusten kestoa ja voimakkuutta voidaan sditédd tietokoneelta. Valostimulus
ohjataan verkkokalvolle valokuidun seké optiikan avulla siten, ettd se on homogee-
ninen verkkokalvolla.

LERG-signaalia mitataan kahdella mikroelektrodilla, joita voidaan liikuttaa kol-
messa dimensiossa mikromanipulaattoreiden avulla. TERG-signaalia rekisterdidaan
verkkokalvon molemmin puolin asetetuilla makroelektrodeilla. Mitatut signaalit vah-
vistetaan ensin esivahvistimilla ja suodatetaan kaupallisella 8-napaisella Besselin
suotimella (Frequency devices™ | inc. 950 tunable active filter), jonka jilkeen sig-
naali digitalisoidaan ja tallennetaan tietokoneelle.

Sahkoisten héirididen suojaamiseksi koko laitteisto rakennettiin Faradayn héakin si-
saan. Kaikki hakin sisdan viedyt mahdolliset hairicldhteet kuten sdhkojohdot seka
nestevirtausletkut on maadoitettu erikseen signaalimaahan. Mekaanisten héirididen
valttdmiseksi laitteisto on sijoitettu tarindvaimennetulle pdydélle. Laitteisto on esi-
telty kaavamaisesti kuvassa (18|

5.2 Naytepidin

Néytepitimen tarkoitus on luoda mekaaninen tuki verkkokalvolle sekd mahdollis-
taa fysiologisen kaltaisten olosuhteiden yllédpito verkkokalvon laheisyydessé. Lisédk-
si naytepitimessd tulee olla esteeton reitti valostimulukselle sekd mittauselektro-
deille ja mahdollisuus seurata verkkokalvon tilaa mikroskooppiin kytketyn videoka-
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Kuva 18: Kaavakuva kehitetysta laitteistosta. Kuvan keskelld olevaan néytepitimeen
on asetettu verkkokalvo (punainen). Naytepidin on asennettu mikroskoopin néyte-
poydalle ja verkkokalvon tilaa voidaan monitoroida mikroskooppiin kytketyn vi-
deokameran (VK) avulla. Lammitetty elatusliuosvirtaus (vaaleanpunainen) huuh-
telee verkkokalvon pintaa mahdollistaen fysiologisen kaltaiset olosuhteet. Verkko-
kalvoa stimuloidaan LEDIll4, jota ohjataan tietokoneeseen kytketylld jannite-virta
-muuntimella (JV). ERG-signaali mitataan makro- seké mikroelektrodeilla ja se vah-
vistetaan esivahvistimilla (EV). Signaali AD-muunnetaan datankeruukortilla (AD)
ja tallennetaan tietokoneelle. Laitteisto on héirididen minimoimiseksi rakennettu
hajavalolta suojaavaan Faradayn hakkiin tarindvaimennetulle poydélle (katkoviiva).

meran avulla. Namé vaatimukset tdyttava nédytepidin suunniteltiin Autocad 2010-
ohjelmalla, ja se tyostettiin Aalto-yliopiston Perustieteiden korkeakoulun verstaalla
polykarbonaatista. Naytepidin on esitetty kuvassa [19]

Verkkokalvo asetetaan pitimeen, joka koostuu kahdesta biologisesti inertistéa polysty-
reenilevysta. Toisessa levyssa on verkkokalvolle sopivaksi muotoiltu koroke ja toises-
sa korokkeeseen sovitettu vastinosa. Verkkokalvo asetetaan levyjen viliin siten, etté
verkkokalvo puristuu reunoilta tiukasti paikoilleen. Keskelld koroketta on tehollisen
mittausalueen maéaarittava @1 mm pyored aukko. Vastinlevyssd on mittausalueen
kohdalla hieman téata suurempi aukko.

Verkkokalvon pitimen tarkoituksena on tarjota verkkokalvolle mahdollisimman hy-
va tuki, jossa verkkokalvo ei paase lilkkumaan eiké siihen kohdistu mekaanista rasi-
tusta. Pidin myo0s eristda naytepitimen nestealtaat sahkoisesti toisistaan siten, etta
sahkoinen yhteys on ainoastaan verkkokalvon lapi. Verkkokalvolle muotoillun korok-
keen aukon péélle on liimattu huokoista Millipore-paperia. Se pitaa verkkokalvon
paikoillaan, joten elatusainevirtaus ei péaase liikkuttamaan ja rasittamaan verkkokal-
voa. Huokoisuutensa ansioista Millipore-paperi ei héiritse siahkoistd yhteytta nes-
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Kuva 19: Néytepidin samanaikaiseen TERG- ja LERG- rekisterdintiin.

tealtaisiin eikd myoskdan esté ionien ja ravinteiden siirtymisté nestealtaasta verkko-
kalvolle

Tyosséa kaytettiin kahdenlaista verkkokalvon pidinté, jotka on esitetty kuvassa [20]
Verkkokalvon korokkeen vastinosan téytyy olla sellainen, ettd se ei peitd verkko-
kalvoa, jotta verkkokalvoa voidaan katsoa invertoidulla mikroskoopilla. Toinen kay-
tetyista vastinosista on téysin avonainen, joten elatusainevirtaus pédsee huuhto-
maan suoraan nakoaistinsolukerrosta. Siten virtaus kuitenkin rasittaa nékoaistinso-
lukerrosta. Toisessa vastinosassa verkkokalvo on suojattu suoralta virtaukselta, joten
verkkokalvon olosuhteet ovat stabiilimmat. Taméa kuitenkin voi heikentééd ravintei-
den kulkeutumista nékoaistinsoluille.

Verkkokalvo asetetaan verkkokalvon pitimen levyjen véliin proksimaalinen puoli ko-
rokkeeseen péin. Levyt puristetaan yhteen seké tiivistetdan tyhjiorasvalla. Verkko-
kalvon pidin asetetaan tiiviisti nédytepitimen uraan, joten minimoidaan sdhkovir-
ran vuoto verkkokalvon ohi. Verkkokalvon keskiosa lepda Millipore-paperin péaal-
14, ja sen pintaa huuhtelee elatusainevirtaus n. 1-2 ml/min virtausnopeudella. Vir-
taus tuodaan néytepitimeen @1,2 mm olevan injektioneulan kautta ja liuos poistuu
21,6 mm:sen injektioneulan kautta. Injektioneulojen véliin jaava virtaus kulkee verk-
kokalvon yli pddosin laminaarisesti, joten nestealtaan neste vaihtuu hitaasti. Néayte-
pitimen toisessa padssa on lasinen ikkuna, joka on liimattu nestetiiviisti paikoilleen.
Valostimulus kulkee ikkunan lapi horisontaalisesti nestekanavan lapi verkkokalvolle.

Samanaikaisiin TERG- ja LERG-rekisterdinteihin tarvitaan yhteensa nelja mittause-
lektrodia. Makroelektrodeina kiytetaan Ag/AgCl-pellettielektrodeja (WPI EP2).
Néytepitimessd on kaksi vaihtoehtoa makroelektrodien sijoitukselle. Kuvassa[l9mak-
roelektrodit on asetettu suoraan nestealtaisiin, joten ne altistuvat elatusaineen glu-
koosille, mikd hiljalleen heikentédé elektrodien toimintaa. Toinen mahdollisuus on
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Kuva 20: Verkkokalvon pitimet. a) Vastinlevy on avonainen, joten virtaus huuhtelee
nakoaistinsolukerrosta suoraan. b) Verkkokalvo on suojattu vastinlevylld suoralta
virtaukselta, jolla minimoidaan virtauksen aiheuttama mekaaninen rasitus.

asettaa makroelektrodit erillisiin elektrodikammioihin, joissa oleva neste on erotet-
tu elatusaineesta huokoisella materiaalilla, joka ldpéisee ioneja, mutta ei glukoosia.
Mikroelektrodit tuodaan verkkokalvolle viistosti ylhaéltapéin avonaisen nestealtaan
kautta.

Néytepitimen pohjassa on lasinen lapindkyva ikkuna, mikd mahdollistaa verkko-
kalvon katselun invertoituun mikroskooppiin kytketyn videokameran avulla. Lasi-
ikkunana kaytetddn 0,13 mm paksua peitinlasia, joka on liimattu paikoilleen ve-
sitiiviisti kéyttden tyhjiorasvaa. Verkkokalvoa valaistaan infrapunavalolla, joka ei
stimuloi verkkokalvon soluja, mutta mahdollistaa videokameran kiyton.

5.3 Mikromanipulaatio ja mikroelektrodit

LERG-tekniikassa on térkedd tuntea mittauselektrodin paikka tarkasti suhteessa
verkkokalvon pintaan. Laitteistoon kuuluu kaksi mikromanipulaattoria, joilla lasi-
kapillaarielektrodeja voidaan liikuttaa x-,y- ja z-suunnissa. Mittauselektrodin mik-
romanipulaattorissa (Narishige MC-35A) on karkea sdéto sekd hydraulinen hieno-
saato. Hienosdadon avulla mikroelektrodia voidaan litkuttaa 0,2 pum tarkkuudella.
Mikromanipulaattori on asennettu 60° kulmaan verkkokalvon tasoon néhden, joten
mittauselektrodilla voidaan tunkeutua verkkokalvoon viistosti. Siten mittauselektro-
di tyontyy rekisterdinnin kohteena olevien néakoaistinsolujen soluvélitilaan vasta ha-
lutulla syvyydella, jolloin rekisterdinnin kohteena olevia soluja vahingoitetaan mah-
dollisimman véhén. Referenssielektrodi ohjataan mikromanipulaattorin (Narishige
MN-151) avulla verkkokalvon pintaan.

Mittauselektrodina kéytetdan hyvin ohutkarkista lasipipettia, joka valmistetaan fi-
lamentillisista 1 mm lasikapillaareista (WPI 1B100F-4) vetolaitteen (Sutter Instru-
ment Co. Model P-97 flaming/brown micropipette puller) avulla. Lasikapillaareissa
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on sisalla hyvin ohut lasifilamentti, joka helpottaa pipetin tayttéd. Valmiin mikropi-
petin kirjen halkaisija on n. 1 pm. Pipetti taytetaan sdhkoisen resistanssin pienenté-
miseksi 0,3 M KCI suolaliuoksella, joka on yhteydessia Ag/AgCl-pellettielektrodiin.
Tatd suuremmat suolapitoisuudet todettiin aiheuttavan héiriota mittauksiin, joka
johtui mahdollisesti diffuusiovirtauksesta pipetin ja elatusaineen valilla.

Referenssielektrodin lasipipetti valmistettiin 1 mm filamentittomasta lasikapillaa-
rista (WPI TW100-6). Pipetin kirjen paksuus tulee valita niin, ettei referenssie-
lektrodi ole mittaustilanteessa mittauselektrodin tielld. Pipetin kérki on kuitenkin
oltava riittavéan suuri, ettei referenssielektrodi aiheuta merkittavaa lisdresistanssia
mittauselektrodiin ndhden. Sopivaksi referenssielektrodin lasipipetin kérjen halkai-
sija havaittiin n. 20-50 pm. Pipetti taytetadn suolaliuoksella, jonka suolapitoisuudet
vastaavat elatusaineen ionivahvuuksia, joten ei synny diffuusiovirtausta. Elektrodien
yhteenlaskettu resistanssi on 1-3 Mf). Suuren resistanssin takia LERG-tekniikassa
on suurempi signaalikohina kuin TERG-tekniikassa, jossa makroelektrodien yhteen-
laskettu resistanssi on vain 10 k{2 luokkaa.

5.4 Elatusaineliuosvirtaus ja lammitys

Verkkokalvoa ravitaan elatusainevirtauksella kokeen ajan, jotta verkkokalvon solut
pysyisivat mahdollisimman hyvéssd kunnossa. Naytepitimessa on mahdollisuus kéyt-
taa elatusainevirtausta verkkokalvon molemmilla puolilla, mutta alustavissa kokeissa
virtausta kaytettiin verkkokalvon distaalisella puolella ja virtausnopeutena pidettiin
1-2 ml/min.

Diplomityon kokeissa elatusaineena kaytettiin muokattua Ringerin liuosta. Ringe-
rin liuos on isotoninen liuos, jolla jaljitellaén fysiologisia solun olosuhteita. Ty0Ossé
kiytetty Ringerin liuos koostui seuraavista aineista: 133,9 mM Na™; 3,3 mM K™;
ImM Ca?*; 2 mM Mg?:a; 143,2 mM Cl~; 10 mM glukoosi; 0,01 mM EDTA; 6 mM
HEPES; 20mM HCOgj. Vetykarbonaatti eli HCO3 ja HEPES toimivat liuokses-
sa pH-puskurina. Lisdksi Ringer-liuokseen liséttiin Leibovitzin [-15 kasvatusainetta
0,72 mg/ml, joka siséltaa tdrkeitd suoloja, aminohappoja, vitamiineja ja galaktoo-
sia sekd pH-indikaattoria (Fenolipunainen). Valmista Ringer-liuosta kuplitettiin 5 %
hiilidioksidikaasulla koko kokeen ajan, jolloin bikarbonaattipuskuri ajoi pH:n fysio-
logisesti sopivaksi 37 °C lampétilassa (pH ~ 7,5). Lisdksi liuokseen liséttiin 20 uM
APB ja 100 - 120 uM BaCls, jotta saataisiin rekisteroityé ainoastaan nékoaistinso-
lujen tuottamia vasteita.

Verkkokalvon lampétilaa sdddettiin elatusaineen lampdétilan avulla. Elatusaineliuos
lammitettiin kuparisen lammonvaihtimen avulla. Lampdtila mitattiin verkkokalvon
pitimen korokkeen kohdalta elatusaineeseen upotettavan lampdvastuksen avulla en-
nen koetta ja kokeen jélkeen.
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5.5 Hairiosuojaus

Néytepidin ja osa laitteistosta on rakennettu Faradayn hékin sisdén sidhkoisten héi-
rididen minimoimiseksi. Kaikki Faradayn hékin sisélld olevat elektroniset laitteet
ja metalliosat on lisdksi maadoitettu samaan potentiaaliin. Sdhkoiset hairiot péa-
sevit kulkemaan myos liuosletkuja pitkin Faradayn hiakkiin. Faradayn hakin ulko-
puolelta tuleva liuosvirtaus on maadoitettu suolasillan ja kondensaattorin avulla.
Kondensaattori toimii yksinkertaisena ylipdastosuodattimena ja paédstaa korkeataa-
juiset héairiot signaalimaahan. Lisdksi nestekontakti liuosastiasta Faradayn hékin
siséipuolelle katkaistaan byretilld, jolloin elatusliuos kulkee tipoittain byretin lapi
liuosletkuihin ja niita pitkin Faradayn hékin sisdpuolelle.

Kokeissa kaytetdaan tarkasti kontrolloituja valostimuluksia. Héiriévalojen paasy verk-
kokalvolle minimoidaan suorittamalla kokeet pimeéssé huoneessa ja kayttamalla ha-
javaloilta suojaavaa Faradayn hékkia. Mekaanisia hairidita pyritdan valttaméadn téa-
rindvaimennetun pdydan avulla, jonka paélle laitteisto on rakennettu. Poyta toimii
paineilman avulla. Sdatamaélla pdydan ilmanpainetta voidaan vaikuttaa aikavakioon,
jolla pdyta vaimentaa ulkopuolisia mekaanisia hairioita.

5.6 Valostimulusjarjestelma

Laitteistossa kdytetddn valoldhteend kahta vihredd LEDid (Philipsin Luxeon Re-
bel LXML-PMO01-0100). LEDien aallonpituus on 532 nm (+ 0,5 nm) ja tyypillinen
spektraalinen puoliarvoleveys on 30 nm. Intensiteetti on jakautunut gaussisesti aal-
lonpituuden funktiona. LEDeji voidaan ohjata 0 - 1 A virralla. 350 mA:n virralla
LEDeille luvattu minimiluminesenssi on 100 Im. Maksimivirralla luminesenssi on
n. 185 lm. [45] LEDien valo ohjataan kaksihaaraisella valokaapelilla Faradayn héak-
kiin, jossa se kohdistetaan linssien avulla ndytepitimeen. Stimulusvalo kohdistetaan
siten, ettd se on mittausalueella mahdollisimman homogeeninen. Valojérjestelméan
valovoimakkuusprofiili verkkokalvon tasossa on esitetty kuvassa

LEDeja ohjataan Seppo Virtasen erikoistyondén suunnittelemalla kaksikanavaisel-
la virta-jinnitemuuntimella [48]. Virta-jannitemuunninta on muokattu siten, etté
molemmista kanavista saadaan 0 - 10 V ohjausjénnitteella 0 - 1 A virta. LEDejé oh-
jataan tietokoneeseen liitetylla datankeruukortilla, jolla voidaan antaa minimissain
1 ms jénnitepulsseja.

Valostimuluksen voimakkuutta voidaan sdatda janniteohjauksella n. 2,5 dekadia.
Sadtovaran lisddmiseksi toisen valokanavan voimakkuus on sdddetty optisilla suo-
timilla 2 dekadia toista heikommaksi, joten voimakkuutta voidaan sdatda n. 4,5
dekadia muuttamatta stimuluksen kestoa.

LEDilta nédytepitimelle saapuva maksimi-intensiteetti mitataan kalibroidun fotodio-
din avulla. Fotodiodi muuttaa valon virraksi, joka mitataan virtamittarilla. Tietyl-
14 aallonpituudella saatu valon intensiteetti voidaan muuttaa fotodiodin teknisten
tietojen avulla yksikkoon [W/um?]. Kun tiedetéin valostimuluksen aallonpituusja-
kauma, voidaan laskea valostimuluksen intensiteetti Iy(\) yksikossé [fotonia/pum?s]
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Kuva 21: Valoldhteena kiytettyjen LEDien valovoimakkuusprofiili paikan suhteen.
Profiilia on havainnollistettu 2D-kuvassa seké erikseen x- ja y-suunnissa. Kaytetylla
mittausalueella (21 mm) valostimulus on hyvin homogeeninen. Mittaus on tehty
profiilikameralla (Spiricon Laser Beam Diagnostics Model SP503U) & 2 mm reién
lapi.

tietylla aallonpituusvélilla. LEDin spektrina kiytettiin valmistajalta saatua spektria
tyypilliselle LEDille, jonka maksimiaallonpituus on vélilla 530 - 535 nm.

Valostimuluksen voimakkuuden aiheuttamaa vaikutusta verkkokalvolla kuvataan
sen aiheuttamien fotoisomerisaatioiden maaralla sauvasolua kohti, eli kuinka mon-
ta rodopsiinimolekyylid stimulus keskiméaérin muuttaa aktiiviseen muotoon yhdessa
sauvasolussa (Rh*/solu). Fotoisomerisaatioiden méadraa voidaan arvioida ottamalla
huomioon hiiren sauvasolujen dimensiot, verkkokalvon geometria, rodopsiinitiheys
ja kvanttitehokkuus seké rodopsiinin absorptiotodennakoisyyden aallonpituusriip-
puvuus. Kvanttitehokkuudella tarkoitetaan kuinka suurella todennékoisyydelld ro-
dopsiinin kromofori isomerisoituu, kun se absorboi fotonin.

Yhden sauvasolun tehokas keruualue voidaan laskea kaavalla

wd?

- (e (23)

a. = f
missé d ja [ ovat sauvasolun ulkojéasenen halkaisija ja pituus, f kuvaa sisdjasenen va-
loa kerédévad vaikutusta (f > 1), v fotoisomerisaation kvanttitehokkuutta ja AD(\)
sauvasolun optista tiheytté valon aallonpituudella A. [49]

Diplomityon kokeissa verkkokalvo on asetettu niin, etté valo osuu ensin nakoaistinso-
lupuolelle, joten sisdjésenen valoa kerdavé vaikutus voidaan jattédé huomiotta (f=1).
Sauvasolun optinen tiheys absorption maksimiaallonpituudella \,,,. = 498 nm on
AD(Npaz)=0,016 1/um [50]. Sauvasolujen optisen tiheys tietylld aallonpituudella
AD()) saadaan Govardovskii ym. mallin mukaisista arvoista eri aallonpituuksille
AD(N)= ky AD(Mnaz) [51]. Kéyttaen sauvasolun ulkojdsenen pituutena =24 pm
ja halkaisijana d=1,4 pum [46] ja kvanttitehokkuutena y=2/3 [47| voidaan laskea
tehokas keruualue tietylld aallonpituudella acoq().
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Néisté tiedoista saadaan laskettua keskimaarainen fotoisomerisaatioiden méara sau-
vasolua kohti tietylld aallonpituudella (®(\)=[Rh*/solu]) yhtélolla

B(N) = Ip(A) * acroa(N). (24)

Kun tiedetddn LEDien spektri ja fotodiodin herkkyys kyseisilla aallonpituuksilla,
voidaan valostimuluksen aiheuttama keskiméardinen fotoisomerisaatioiden méaéara
sauvasolua kohti laskea yhtalolla

O =t Io(\) * deroa( M), (25)

missé ¢ on valostimuluksen kesto. Ty0Ossé keskiméériinen fotoisomerisaatioiden méa-
ré sauvasolua kohti laitteiston LEDille laskettiin valmistajalta saatujen tietojen pe-
rusteella kdyttden 1 nm pituista aallonpituusviliad aallonpituusaluella 432 nm:sté
632 nm:iin, jolloin valostimuluksen aiheuttama teoreettinen isomeraatioiden maara
saatiin laskettua tarkasti. Virhetta voi kuitenkin aiheuttaa fotodiodilla mitattu verk-
kokalvolle saapuva maksimivaloteho, koska fotodiodia ei saatu asetettua naytepiti-
meen, vaan verkkokalvon kohta arvioitiin ilman naytepidinta. Talléin néytepitimen
mahdollinen vaimentava vaikutus jaa huomiotta.

5.7 Datankeruu

TERG- ja LERG-signaalit vahvistuksessa ja suodatuksessa kiytetddn samanlaisia
datankeruujarjestelmia. Ag/AgCl-elektrodeilla rekisterdity signaali vahvistetaan 100-
kertaiseksi differentiaalisella esivahvistimella ja sen jélkeen 10-kertaiseksi kaupalli-
sen 8-napaisen Besselin suotimen avulla. Yhteensa vahvistus on siis 1000-kertainen.
Besselin suotimen alipaastosuodatuksen katkaisutaajuutena kiytetdan 500 Hz ja se
tuottaa 1 ms viipeen kaikilla taajuuksilla. Signaali AD-muunnetaan datankeruukor-
tilla 1000 Hz néytteenottotaajuudella ja tallennetaan tietokoneelle.

Esivahvistimen on suunnitellut Heikki Sateri kandidaatintyonédn. Esivahvistimessa
kiytetadn differentiaaliseen vahvistinkytkentddn perustuvaa ratkaisua. Lisédksi vah-
vistimessa on automaattinen siirtojannitteen nollaus, joka kumoaa mittauselektro-
dien vélisen siirtojannitteen vaikutuksen. Automaattista siirtojannitteen nollausta
kiytetaan tietokoneelta. [52] Liséksi mittauselektrodien ja esivahvistimen vélissd on
manuaalinen siirtojannitteen sadto, josta voidaan suorittaa mittauselektrodien vé-
lisen siirtojéannitteen karkea nollaus. Esivahvistimien piirikaavio on nahtavissa liit-
teessé [§

Esivahvistimen jannitevahvistus pysyy vakioero 1 kHz:n taajuuteen asti, jonka jal-
keen ndhd&an pientéd vaimennusta. Jannitevahvistus putoaa 3 dB 4,5 kHz:n kohdalla.
Esivahvistimen tuottama vaihe-ero kasvaa lineaarisesti taajuuden kasvaessa 2,5 kHz
asti. Vakioviiveen suuruus on 40 us. Robson ym. [53] tutkimuksissa todettiin nako-
aistinsolun a-aallon taajuusalueen olevan n. 0 - 500 Hz:n, joten esivahvistimen epa-
lineaarisuudet eivit vaikuttaneet mittaustuloksiin. Esivahvistimen taajuusvaste on
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esitetty kuvassa 22| Esivahvistimen taajuusvaste ei riippunut kuormasta kuorman
ollessa alle 5 M€2:a.
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Kuva 22: Esivahvistimen taajuusvaste. Samanlaista esivahvistinta kidytetddn se-
ki LERG- ettd TERG-rekisteroinneissia. Kuorma ei vaikuttanut taajuusvasteeseen
kuorman ollessa alle 5 M.

5.8 Mittausten kulku

Diplomityon mittaukset tehtiin CB57BL /6-hiirikannalla. Ennen koetta hiirid pimeé-
adaptoitiin yon yli pimeasséd huoneessa, jotta sauvasolujen herkkyys olisi mittauk-
sissa mahdollisimman hyvé. Hiiri tainnutettiin ensin hiilidioksidin avulla, minka jal-
keen se tapettiin taittamalla niskat. Silma irrotettiin ja leikattiin auki sarveiskalvon
ja kovakalvon yhtymiskohdasta eli noin silmén keskikohdasta. Silmésté poistettiin
linssi ja silmén pohja siirrettiin Ringerin liuokseen. Liuoksessa verkkokalvo irrotet-
tiin kovakalvosta, suonikalvosta ja pigmenttiepiteelistd mahdollisimman varovasti ja
siirrettiin naytepitimeen. Koko preparointi suoritettiin heikossa punaisessa valossa,
mika stimuloi hiiren sauvasoluja mahdollisimman vihan, mutta mahdollisti prepa-
roinnin.

Néytepidin asetettiin Faradayn hékkiin mikroskoopin naytepdydalle sille suunni-
tellulle paikalle ja naytepidin yhdistettiin Ringer-virtaukseen ja mittauselektroniik-
kaan. Elatusainevirtaus tasapainotettiin ja lampotila sdddettiin 37°C:seen ennen ko-
keen alkua, minka jalkeen lampovastus poistettiin ndytepitimesta. Verkkokalvon an-
nettiin stabiloitua uusiin olosuhteisiin vahintdan tunnin ajan. Lampdotila tarkastet-
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tiin vield kokeen loputtua. Lampdtilan arvioitiin vaihtelevan n. 4+ 1 °C kokeen aikana
perustuen ennen koetta ja kokeen jalkeen mitattuihin lampdtiloihin.

Mikroelektrodit asetettiin heikossa punaisessa valossa siten, ettéd verkkokalvon pinta
ja molemmat elektrodit nédhtiin samaan aikaan mikroskooppiin kytketylla videoka-
meralla. Mittauselektrodi ja verkkokalvon mittausalue saddettiin samaan tarkennus-
tasoon. Téaman jilkeen referenssielektrodi vietiin verkkokalvon pinnan tuntumaan.
Tilanne on néytetty videokameran kuvankaappauksessa (kuva .

Kuva 23: Kuvankaappaus mikroskooppiin liitetylla videokameralla. Kuvassa oikealla
on verkkokalvon pinta. Mittauselektrodi on verkkokalvon pinnassa sekéd tarkennus-
tasoa hieman ylempéana kuvan alalaidassa on referenssielektrodi.

Verkkokalvon pinnan sijainnin suhteessa mittauselektrodiin maarittdmiseksi suhtees-
sa mittauselektrodiin elektrodia vietiin hitaasti verkkokalvon pintaa kohti. Oskillos-
koopista seurattiin signaalitasoa. Kun mittauselektrodi upposi verkkokalvoon, os-
killoskoopilla ndhtiin tasomuutos elektrodien vilisessé jannitteessa. Tasta kohdasta
mittauselektrodia vietiin hyvin vihan taaksepéin, kunnes jannite oli alkuperaisella
tasolla. Tata syvyytta kiytettiin referenssisyvyytené, johon mittauselektrodin paik-
kaa verrattiin. Diplomityon kokeissa mittauselektrodia siirrettiin téaltd syvyydelta
20-25 pum syvemmalle sauvasolujen ulkojdsenkerrokseen lahelle ciliumia.

Verkkokalvosta rekisterditiin vasteita eri stimulusvalon voimakkuuksilla. Stimuluk-
sen kestona kdytettiin yhtd millisekuntia. Vasteita kerdttiin niin, ettd heikoimmat
stimulukset tuottivat n. 10 %:n vasteen saturaatiotasosta ja suurimmat saturoivat
sauvasolut selvésti.

Kaikki mittausdata tallennettiin tietokoneelle datankeruukortin avulla. Mittaukset
analysoitiin ERG-vasteiden analysointiin kehitetyn Anabin-ohjelman avulla. Ensin
vasteista vahennettiin stimulusta edeltéva jannitteen nollataso, ja samalla intensi-
teetilld otetut vasteet keskiarvoistettiin. Eri stimuluksen intensiteeteilld otetuista
vasteista koottiin vastejoukko, jota kutsuttiin vasteperheiksi. Vasteita visualisoitiin
ja vertailtiin Origin-ohjelmalla. Vasteiden analyysissé verrattiin TERG- ja LERG-
vasteiden amplitudeja seké kinetiikkaa.
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6 Ulkojasenen LERG-vasteiden ja nakoaistinsolu-
jen TERG-vasteiden vertailu

Laitteistoa testattiin rekisteréimalld samanaikaisesti LERG-vasteita ulkojéasenker-
roksesta sekd TERG-vasteita verkkokalvon yli. Koetuloksia saatiin viidesta verkko-
kalvosta, joista keréttiin yhteensd 8 vasteperhettd. Koeohjelman tarkoituksena oli
selvittda heijastelevatko TERG-vasteet CNG-virran muutoksia, ja muokkaavatko si-
sdjasenen janniteherkdt kanavat TERG-signaalin aikakiyttaytymista lyhyilla valos-
timuluksilla.

Koeohjelmassa verrattiin ulkojdsenen LERG-vasteita ja nikoaistinsolujen TERG-
vasteita analysoimalla vasteiden maksimiamplitudeja ja aikaa, jossa vaste saavut-
taa maksimiamplitudin (TTP). Lisdksi vasteisiin sovitettiin aktivaatiomallia seké
madaritettiin fototransduktiokaskadin katkaisukinetiikkaa kuvaavat aikavakiot 7p ja
Tree- Koeohjelman kokeet on numeroitu, ja samaa numerointia kiytetdan kaikissa
vertailuissa. Esitettyjen LERG- ja TERG-vasteperheiden toimintakéyriin sovitettiin
lineaarista kombinaatiota eksponentiaalisesta funktiosta ja Michaelis-funktiosta

R
Rmaac

I
e

= (1—a)(1—e ) +af (26)
misséd R on vasteen amplitudi, R,,,, vasteperheen saturaatioamplitudi, o on funk-
tioden painokerroin (0 < a < 1), I valostimuluksen voimakkuus ja S vasteiden
herkkyytti kuvaava parametri yksikossd [RR*~!| [50].

6.1 Mittaustulokset

6.1.1 LERG-vasteet nikdaistinsolujen ulkojiasenkerroksen yli

Kuvassa a on esitetty ulkojasenkerroksesta rekisteroity LERG-vasteperhe. Eri
kokeissa rekisteroityjen vasteperheiden pienimmén vasteen amplitudi oli n. 5-15 %
saturaatioamplitudista ja suurin vaste oli selvasti saturoitunut. Valon voimakkuutta
kuvattiin yksikolla [Rh*], joka kuvaa kuinka monta rodopsiinin aktivaatiota kussakin
sauvasolussa tapahtui valostimuluksen seurauksena. Pienen amplitudin ja mittause-
lektrodin suuresta resistanssista johtuvan suuren signaalikohinan takia ulkojisen-
vasteiden signaali-kohinasuhde on heikohko. Pienvasteita keskiarvoistettiin signaali-
kohinasuhteen parantamiseksi n. 30 kpl ja saturoituneita vasteita vahintaan 5 kpl.
Muiden keskiarvoistettujen vasteiden lukuméaara sijoittui nadiden vilille.

Kuvissa [24] b ja ¢ on esitetty vasteiden toimintakayra ja TTP valon voimakkuuden
funktiona. TTP maééaritettiin kohinaisesta signaalista arvioimalla signaalin kohina-
nauhan keskelta kohta, jossa vaste saavutti maksimiamplitudin. Vasteiden amplitudi
nousee valon voimakkuuden kasvaessa, kunnes se saavuttaa saturaatiotason. Taméan
jalkeen ainoastaan saturaatioaika kasvaa valon voimakkuutta lisdttdessa. Sovitta-
malla yhtélon (26 mukaista funktiota vasteiden toimintakdyrdén saatiin herkkyys-
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parametrin S suuruudeksi 0,0060 Rh*~1.

Koeohjelman mittauksista maaritettiin saturaatioamplitudin seké pienvasteiden, puo-
lisaturoituneiden ja saturoituneiden vasteiden TTP:n keskiarvo. Puolisaturoitunei-

den vasteiden TTP maééritettiin lineaarisesti interpoloimalla. Saturoituneen vasteen

TTP maaritettiin saturaatiotason alkuhetkesta sellaisesta vasteesta, joka oli saatu

1,5 dekadia saturoivaa valostimulusta suuremmalla valon voimakkuudella. Tulokset

esitetty taulukossa [3

Taulukko 3: Ulkojasenkerroksesta kerédttyjen vasteiden saturaatioamplitudi ja TTP-
arvoja sekd maarityksessa kiytettyjen kokeiden lukuméaéra n.

n | Keskiarvo | Keskihajonta
Saturaatioamplitudi (V) 6 34 10
Pienvaste ) 140 24
TTP | Puolisaturoitunut vaste | 8 110 26
(ms) | Saturoitunut vaste 4 34 10

6.1.2 Nakoaistinsolujen TERG-vasteet

Samanaikaisesti ulkojidsenvasteiden kanssa kerédttiin farmakologisesti erotetut nako-
aistinsolun TERG-vasteet. TERG-tekniikalla saadaan huomattavasti parempi sig-
naali-kohinasuhde, koska vasteiden amplitudi on suurempi ja signaalikohina pie-
nempaa. Pienvasteita keskiarvoistettiin n. 10 kpl ja saturoituneita vasteita vahin-
taan 2 kpl. Vasteperhe on esitetty kuvassa [25] a.

Kuvissa [25] b ja ¢ on esitetty TERG-vasteiden kiyttaytymistd valostimuluksen voi-
makkuuden funktiona. Suurilla valon voimakkuuksilla, joissa on nahtavilla nena-
komponentti, amplitudi mitattiin nendkomponentin kirjestéd eikd transientin nena-
komponentin jilkeiseltd saturaatiotasolta. Amplitudi nousee ensin tasaisesti ja satu-
roivilla valostimuluksilla hitaammin valostimuluksen voimakkuuden kasvaessa. So-
vittamalla yht&lon mukaista funktiota vasteiden toimintakdyrddn saatiin herk-
kyysparametrin S suuruudeksi 0,0055 Rh*~!, joka oli lihes sama kuin samaan aikaan
mitatulle LERG-vasteperheelle.

TERG-vasteille laskettiin myds saturaatioamplitudin sekd pienvasteiden, puolisa-
turoituneiden ja saturoituneiden vasteiden TTP:n keskiarvo. Puolisaturoituneiden
vasteiden TTP maéritettiin lineaarisesti interpoloimalla. Saturoituneen vasteen TTP
madritettiin nendkomponentin karjesté sellaisesta vasteesta, joka oli saatu 1,5 deka-
dia saturoivaa valostimulusta suuremmalla valon voimakkuudella. Tulokset kerattiin
taulukkoon [d] Saturaatioamplitudit vaihtelivat suuresti kokeiden vélilla. Suurin syy
tdhén on luultavasti verkkokalvolle aiheutetut vauriot, jotka syntyivéit irrotettaessa
verkkokalvoa silmésté ja asennettaessa verkkokalvoa néytepitimeen.
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Kuva 24: a) Ulkojédsenkerroksesta kerétty vasteperhe kokeesta 1. Vasteet on alipéés-
tosuodatettu 100 Hz taajuudella. Kaikkia kerattyja vasteita ei ole esitetty, jotta kuva
pysyisi selkedné. b) Vasteiden toimintakiyra johon sovitettu yhtalon mukaista
funktiota. Vasteisiin sopi paremmin eksponentiaalinen funktio (o = 0) ja herkkyys-
parametrin S suuruudeksi saatiin 0,0060 Rh*~! ¢) vasteiden TTP valon voimakkuu-
den funktiona. Elatusaineliuoksessa 100 uM BaC'ly ja 20 uM APB. Valostimulusten
arvioidut voimakkuudet olivat vililla 50 - 10 000 Rh*.
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Kuva 25: a) TERG-vasteperhe kokeesta 1. Vasteita on alipaédstosuodatettu 100 Hz

taajuudella. Kaikkia kerédttyja vasteita ei ole esitetty,

jotta kuva pysyisi selkeana.

b) Vasteiden toimintakdyrd, johon on sovitettu yhtalon mukaista funktiota.
Amplitudi on mitattu vasteen nendkomponentin kérjestd, mutta sovituksessa satu-
roituneille vasteille on kiytetty saturaatioamplitudia. Vasteisiin sopi paremmin eks-

ponentiaalinen funktio (o = 0) ja herkkyysparametrin
Rh*~1. Transientin nenikomponentin jilkeinen satura
vaakasuoralla viivalla. ¢) Vasteiden TTP valon voimakk

S suuruudeksi saatiin 0,0055
atiotaso on merkitty kuvaan
uuden funktiona. Elatusaine-

liuoksessa 100 uM BaCly ja 20 uM APB. Valostimulusten arvioidut voimakkuudet

olivat vélilla 50 - 10 000 Rh*.
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Taulukko 4: TERG-tekniikalla kerdttyjen vasteiden saturaatioamplitudi ja TTP-
arvoja sekd maéaarityksessa kaytettyjen kokeiden lukumaéré n.

n | Keskiarvo | Keskihajonta
Saturaatioamplitudi (V) 6 350 200
Pienvaste 5) 110 25
TTP | Puolisaturoitunut vaste | 8 90 21
(ms) | Saturoitunut vaste 4 14 1

TERG-vasteissa oli usein nendkomponentin lisdksi nahtavissd komponentteja, jotka
eivit ole selitettavissd CNG-kanavavirran muutoksilla. Poikkeavuudet voidaan nah-
da vasteiden aaltoiluna vasteen paluuvaiheessa. Vastaava ei esiinny valovirtavasteis-
sa. Ne véaristivat vasteita selvasti, mikd hankaloitti analyysia. Esimerkki tallaisesta
kokeesta on esitetty kuvassa [26]
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Kuva 26: TERG-vasteperhe. Vasteissa nédhtévissa useita tyypillisestd ulkojidsenvas-
teperheesté poikkeavia aaltomuotoja. Poikkeavuudet ndhdaéin vasteiden aaltoiluna
vasteiden paluuvaiheessa. Elatusaineliuoksessa 100 uM BaCls ja 20 uM APB. Va-
lostimulusten voimakkuudet olivat vililla 10 - 3 000 Rh*.
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6.2 LERG- ja TERG-vasteiden vertailu

Kuvassa a esitetty LERG- ja TERG-vasteperheet. Kuvasta nahdéaan, ettd nor-
malisoimalla ulkojiasenvasteperheen saturaatiotaso TERG-vasteperheen saturaatio-
tasolle vasteiden amplitudit seké kinetiikka vastaavat hyvin toisiaan. Suurin eroa-
vaisuus ndhddédn TERG-vasteissa voimakkailla valostimuluksilla vasteen alkuosassa.
Talloin TERG-vasteissa on nahtévilld transientti nendkomponentti (kuvassa a
hetkelld t = 0,2 s), jota ei ndhdd LERG-vasteissa.

LERG- ja TERG-vasteiden amplitudeja ja TTP-arvoja on vertailtu kuvissa [27] b ja
c. LERG-vasteperheen saturaatiotaso on normalisoitu TERG-vasteperheen saturaa-
tiotasolle. Skaalatut vasteet muistuttavat mittaustarkkuuden rajoissa hyvin toisi-
aan. Poikkeamaa alkaa syntyé saturoituneissa vasteissa, joissa TERG-vasteisiin al-
kaa muodostua sisdjasenessd syntyvia nopeaa nendkomponenttia. Se nopeuttaa ja
suurentaa TERG-vasteiden alkuosaa suhteessa ulkojiasenvasteisiin.

LERG- ja TERG-vasteperheiden saturaatiotasoja verrattiin toisiinsa. Ulkojdsenvas-
teperheen saturaatioamplitudin ja TERG-vasteperheen saturaatioamplitudin suh-
de laskettiin kuudesta kokeesta. Keskiarvona saatiin, ettd nikoaistinsolujen ERG-
signaalista syntyy n. 13 + 7 %:a ulkojisenkerroksessa. Yhdessi kokeessa mitattiin
ensin ulkojasenkerroksen vasteita, jonka jalkeen mikroelektrodi siirrettiin nékoais-
tinsolujen synaptiseen kerrokseen (100 pm). Téll6in mittauksen kohteena olevien
solujen olosuhteet ja herkkyys olivat oletettavasti hyvin lahella toisiaan. Mahdolli-
set herkkyyserot voivat johtua mittauselektrodin aiheuttamista vahingoista. Ulkojé-
senkerroksessa muodostuva vaste oli talloin n. 10 % nékoaistinsolukerroksen ERG-
vasteesta.
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Kuva 27: LERG-vasteet (punainen) ja TERG-vasteet (musta). a) LERG- ja TERG-
vasteet kokeesta 1 skaalattuna siten, ettd vasteperheiden saturaatioamplitudit ovat
samassa tasossa. b) Amplitudien vertailu a-kohdan skaalauksella. Saturaatiotaso
on merkitty vaakasuoralla viivalla. ¢) TTP-arvojen vertailu. Elatusaineliuoksessa
100 uM BaC'ly ja 20 pM APB. Valostimulusten arvioidut voimakkuudet olivat valilla
50 - 10 000 Rh*.
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6.2.1 Valovasteen aktivaatio- ja katkaisukinetiikka

Valovasteiden aktivaatio- ja katkaisukinetiikkaa vertailtiin sovittamalla vasteperhei-
siin aktivaatiomallia ja maarittamalla katkaisukinetiikkaa kuvaavat aikavakiot 7p ja

7-’T‘GC .

Aktivaatiomallin sovitukset

Aktivaatiomallia sovitettiin kolmeen vasteperhepariin. Sovituksissa kdytettiin sa-
maa aktivaatiokertoimen A ja viipeen t; arvoa yhden vasteperheen kaikkiin vastei-
siin. Sovituksen aktivaatiokertoimen arvot vaihtelivat suuresti vasteperheiden viélilla
niin suhteellisesti kuin absoluuttisestikin. Sovituksissa saadut aktivaatiokertoimen
arvot on listattu taulukkoon [5| ja aktivaatiosovitus kokeesta 2 on esitetty kuvassa
Viive t4 vaihteli valilla 3 - 7 ms. Kokeen 2 sovituksissa LERG-vasteisiin malli so-
pi paremmin saturoituneisiin kuin pienempiin vasteisiin. Kaikissa sovituksissa saa-
tiin suurempi aktivaatiokerroin TERG-vasteperheelle. Mittaustarkkuuden rajoissa
ei kuitenkaan voida sanoa TERG-vasteiden aktivaation olevan nopeampaa.
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Kuva 28: Aktivaatiomallin sovitus a) LERG-vasteperheeseen kokeesta 2 ja b) TERG-
vasteperheeseen kokeesta 2. Malli sopii hyvin vasteen alkuhetkille, mutta alkaa poi-
keta vasteesta, kun vasteen katkaisumekanismit kytkeytyvéit vasteisiin. Elatusaine-
liuoksessa 120 uM BaClsy ja 20 uM APB. Valostimulusten arvioidut voimakkuudet
olivat vélilla 10 - 3 000 Rh*.

Taulukko 5: Aktivaatiomallin sovitusten aktivaatiokertoimet kolmesta kokeesta.

Aktivaatiokerroin (s7%)
LERG TERG
Koe 1 5,0 6,5

Koe 2 11 14

Koe 3 1,4 3,1
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Aikavakio 1p

Aikavakio 7p:n médrityksen teoria on esitetty luvussa 2.4.3. 7p mééritettiin viidesté
verkkokalvosta sekii LERG- ja TERG-vasteperheisté. t4,; mitattiin saturoituneista
tai lahes saturoituneista vasteista samalta tasolta. Taso valittiin jokaisessa kokeessa
erikseen siten, etté vasteet olivat palautuneet n. 20-40 % saturaatiotasolta. ¢, ja 7p
médritystd on esitetty kuvassa [29] Méadritettyjen aikavakioiden 7p arvot on esitetty
taulukossa [l
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Kuva 29: 7p:n méaéritys kokeesta 1. a) Tason valinta, jolta ty,, méaritettiin TERG-
vasteperheestd (vaakasuora viiva). b) s, mééritetty eri valostimuluksen voimak-
kuuksilla LERG- ja TERG-vasteista. Saatuihin pisteisiin on sovitettu suorat, joi-
den kulmakertoimesta saatiin maégritettya 7p. Ulkojasenvasteet ja sovitus on esitet-
ty punaisella sekd TERG-vasteet ja sovitus mustalla. Elatusaineliuoksessa 100 M
BaCl, ja 20 uM APB. Valostimulusten arvioidut voimakkuudet olivat vélilla 300 -
3 000 Rh*.

Taulukko 6: 7p maéritettyna viidesta kokeesta.

7p (ms)
LERG | TERG
Koe 1 110 110
Koe 2 170 100
Koe 3 105 190
Koe 4 160 190
Koe 5 130 200
Keskiarvo 135 160
Keskihajonta 30 50
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Aikavakio 7.

Aikavakio 7,... méiaritettiin kahdesta kokeesta sovittamalla eksponenttifunktiota pien-
vasteen paluuvaiheen loppuosaan. TERG-vasteissa oli usein 7,...:n maéritysta hairit-
sevid komponentteja, jonka takia maéritys ei onnistunut kaikissa vasteperheissa.
Tree Madritys ja madrityksen estdvd TERG-komponentti on esitetty kuvassa Trec
madritettiin kokeista, joissa pienvasteiden paluuvaiheissa ei ollut ylimaaraisia aal-
tokomponentteja. Saadut 7,.. arvot koottiin taulukkoon [7] Mééritetyt aikavakiot
vastasivat samoista kokeista maaritettyja 7p:n arvoja.
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Kuva 30: LERG-vaste punaisella ja TERG-vaste mustalla a) 7,..:n méaéritys ko-
keesta 1. Aikavakio médritettiin sovittamalla eksponenttifunktiota pienvasteen pa-
luuvaiheen loppuosaan b) Bikarbonaattia siséltévissi elatusaineessa ndhdain usein
komponentteja, jotka héiritsevat 7,...:n maaritysta. Naistd vasteista ei maaritetty
Tree:nl arvoa. Elatusaineliuoksessa 120 uM BaCly ja 20 uM APB. Valostimuluksen
voimakkuus oli 10 Rh*.

Taulukko 7: 7,... maaritettynd kahdesta kokeesta. Vertailun vuoksi maaritetyt 7p
arvot samoista kokeista

Tree (MS) Tp (ms)
LERG | TERG | LERG | TERG
Koe 1 120 90 110 110
Koe 2 180 110 170 100
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7 Pohdinnat

Kehitetylla laitteistolla pystyttiin rekisteréimiaan LERG-vasteita hiiren ulkojasen-
kerroksesta. Vastaavaa mittausta ei ole vield julkaistu aikaisemmin. Samanaikaisesti
pystyttiin myos rekisteréiméén farmakologisesti erotettuja nikoaistinsolujen TERG-
vasteita. Koeohjelmassa saatiin alustavia tuloksia LERG- ja TERG-vasteiden ver-
tailusta. Téassa tyossa tehtyjé kokeita tullaan jatkossa suorittamaan lisdé ja tulokset
tullaan julkaisemaan kansainvalisessa tieteellisessé sarjassa.

LERG- ja TERG-vasteita vertailtaessa huomattiin, ettd normalisoitaessa molem-
pien vasteperheiden saturaatiotasot samalle tasolle myos ei-saturoituneiden vastei-
den amplitudit olivat yhta suuria. Vasteet kiyttaytyivat myos ajallisesti samalla ta-
valla. Taéman perusteella voidaan olettaa TERG-vasteissa ndhtévin saturaatiotason
madrdytyvan vain valovirrasta eli se vastaa nékoaistinsolujen tilaa, jossa kaikki CNG-
kanavat ovat kiinni. Suurin eroavaisuus vasteita verrattaessa oli TERG-vasteisiin
muodostuva nendkomponentti, jota ei ndhda ulkojasenvasteissa. Nendkomponentti
muodostuu siis sisdjasenkerroksessa.

Vasteiden T'TP-arvot olivat ulkojésenvasteissa hieman hitaampia. Ero ei kuitenkaan
ole ei-saturoituneilla vasteilla merkitseva, koska LERG- ja TERG-vasteiden TTP-
arvot ovat toistensa virherajojen sisdlla. Saturoituneiden TERG-vasteiden TTP-
arvot olivat LERG-vasteiden TTP-arvoja pienempié, joten voidaan sanoa TERG-
vasteisiin muodostuvan nendkomponentin nopeuttavan vasteiden TTP-arvoja.

Vertailtaessa vasteiden aktivaatiota ja katkaisua huomattiin aktivaatiomallin sovi-
tuksissa TERG-vasteiden aktivaation olevan kaikissa sovituksissa nopeampaa. TERG-
vasteiden nendkomponentti voi olla aktivaatiota ndenndisesti nopeuttava tekija. Tal-
16in nendkomponentti ei seuraisi CNG-kanavavirran muutoksia, vaan syntyisi siité
erillisend komponenttina. Sovituksissa oli kuitenkin hyvin paljon hajontaa, mink&
takia tulosta ei voida pitad luotettavana. Katkaisukinetiikkaa kuvaavan aikavakion
Tp madrityksessé saatiin virherajat huomioon ottaen samat arvot LERG- ja TERG-
vasteperheille. Siten sisdjasenen janniteriippuvat kanavat eivat nayttéisi vaikuttavan
vasteen katkaisun alkukinetiikkaan. Yksittaisten kokeiden 7,.. sovituksista saatiin 1&-
hes samat arvot kuin 7p méarityksista. Tulosten perusteella voidaan olettaa néaiden
aikavakioiden kuvaavan hiiren sauvasoluissa samaa asiaa eli aktiivisen PDE:n deak-
tivaation aikavakiota.

Kun verrattiin LERG- ja TERG-vasteita toisiinsa samanaikaisesti suoritetuista ko-
keista, olosuhteiden aiheuttamat erot minimoituivat. Kuitenkin TERG- ja LERG-
vasteissa havaittiin usein herkkyyseroja. Ulkojdsenkerroksen mittauskohtaa valit-
taessa paikallistettiin verkkokalvolta silmamaééraisesti sellainen alue, jossa verkko-
kalvo vaikutti olevan hyvéssé kunnossa. Lisdksi vasteperheitd keréttiin vain alueil-
ta, jossa ulkojdsenvasteiden saturaatiotason amplitudi oli yli 20 pm. Siten valitun
alueen solut olivat mahdollisesti herkempié kuin solut keskiméérin. Toisaalta ulko-
jasenkerroksesta mitattaessa mittauspipetti voi vahingoittaa mittausalueen soluja,
mikd pienentédd vasteiden herkkyytta.

TERG-mittauksissa vasteet "keskiarvoistuvat” kaikista mittausalueen soluista. Siten
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my0s reuna-alueen huonokuntoiset solut voivat vaikuttaa rekisterdityjen vasteiden
herkkyyteen. TERG-vasteiden amplitudin voidaan olettaa kertovan verkkokalvon
yleisestd kunnosta. Kuitenkaan kokeissa, joissa TERG-vasteiden amplitudi oli kor-
kea, ei nahty merkittévia eroja vasteiden kinetiikassa verrattaessa kokeisiin, joissa
TERG-vasteiden amplitudi oli selvésti pienempi.

TERG-vasteiden paluuvaiheessa néhtiin usein komponentteja, jotka vaikeuttivat
analyysid. Namé ovat todennékoisesti seurausta sisdjasenen jéanniteherkkien kana-
vien toiminnasta tai ovat mahdollisesti toisen kertaluvun hermosolujen tuottamia
komponentteja. Yleensd komponentit korostuvat TERG-vasteissa erityisesti kéy-
tettdessa vetykarbonaattia sisaltavda elatusainetta, jolloin vasteiden amplitudi on
my0s suurempi kuin kdytettdessd pH-puskurointiin vain HEPES:sté ilman vetykar-
bonaattia. Nakoaistinsolujen signalointi bipolaarisoluihin estettiin APB:n L- ja D-
muotojen raseemisella seoksella. Sen tiedetaén estavan tehokkaasti synpasivélityksen
ON-bipolaarisoluihin, mutta se ei salpaa synapsista yhteyttda OFF-bipolaarisoluihin
yhtéd tehokkaasti. On my6s mahdollista, ettd TERG-vasteissa ndhdyt komponentit
olivat seurausta sisemmaissé verkkokalvossa OFF-bipolaarisolujen kautta syntyvisté
ionivirroista.

TERG-tekniikalla suoritetut rekisteréinnit ovat LERG-tekniikkaa sekd imupipetti-
tekniikkaa stabiilimpia, mikd mahdollistaa TERG-tekniikalla pidempikestoiset ko-
keet kuin LERG- ja imupipettitekniikalla. Sisdjésenen janniteherkdt mekanismit
muokkaavat valovasteen alkuhetkid voimakkailla stimulusintensiteeteilld (nendkom-
ponetti) ja niiden on uskottu muokkaavan myos vasteiden paluuvaihetta. Kuiten-
kaan 7p sovituksissa paluuvaiheen alun kinetiikassa ei havaittu merkitsevaa eroa
TERG- ja LERG-vasteiden vililla. Kokeissa, joissa TERG-vasteiden paluuvaihees-
sa el havaittu "ylimééraisiad” komponentteja, TERG-vasteiden aikakéyttdytyminen
seké suhteelliset amplitudit seurasivat CNG-kanavavirran muutoksia yllattavan tar-
kasti. Jatkokokeissa tullaan tutkitaan TERG-signaalin aikakayttaytymista verrattu-
na LERG-signaaliin ainoastaan HEPES-puskuroidussa elatusaineessa seka tarken-
netaan tuloksia vetykarbonaattia siséltévassé elatusaineessa.

7.1 Kirjallisuusvertailu

Koeohjelman tuloksia vertailtiin kirjallisuuden avulla muissa tutkimusryhmissé saa-
tuihin tuloksiin. ERG-tekniikkaa ei ole yleisesti kiytetty tekniikka néakoaistinsolu-
jen tutkimuksessa. Suurin osa tutkimuksista on tehty kayttden imupipettitekniik-
kaa, jossa mitataan yksittédisten nédkoaistinsolujen ulkojédsenen kalvovirtaa. LERG-
tekniikalla rekisterdidddn saman kalvovirran aiheuttamia muutoksia soluvilitilan
janniteprofiilissa. Téassa tyossa tehtyjen kokeiden perusteella myos TERG-tekniikalla
saatuja tuloksia voidaan siis verrata imupipettikokeiden tuloksiin.

Vasteiden amplitudeja vertailtaessa huomattiin nékoaistinsolujen olleen tehdyissa
kokeissa epaherkempié kuin yleisesti ajatellaan. Kokeesta 2 méaritettyjen herkkyys-
parametrien S suuruus molemmilla tekniikoilla oli noin kolme kertaa pienempi kuin
kirjallisuusarvo samassa lampotilassa TERG-tekniikalla mitattuna [50]. Myos TTP-
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arvot ovat huomattavan nopeita [54]. Téllainen kiytds on ominaista valoadaptoi-
tuneen verkkokalvon vasteille. Valoadaptaatio nopeuttaa vasteiden katkaisua, joten
mitatut vasteet ovat pimedadaptoituneita vasteita nopeampia ja amplitudiltaan pie-
nempié [50]. Valoadaptaatio ei vaikuta valovasteen aktivaatioon tai 7p:m arvoon [55].
Pipetin aiheuttama vahinko voi aiheuttaa LERG-vasteiden epéherkistymistd, mut-
ta se ei vaikuta TERG-vasteisiin. My6s valostimuluksen maksimivoimakkuuden ar-
viointi todellista suuremmaksi nahtaisiin vasteiden nédennéisena epaherkistymisena.
Ilmeisesti verkkokalvot ovat olleet lievasti valoadaptoituneita tehdyissé kokeissa joko
verkkokalvon monitoroinnin tai vuotovalon takia, mikd on todennédkoéisesti ainakin
osasyy poikkeamiin kirjallisuusarvoista.

7.1.1 Valovirran osuus nakoaistisolujen TERG-signalista

Valovirran muodostavan virtasilmukan osuus niakoaistinsolujen ERG-vasteiden muo-
dostumisessa voidaan arvioida karkeasti Hagins ym. rotalle julkaiseman resistiivi-
syysprofiilin sekd yhtalon perusteella [9]. Yhtalossd valovirran lahteiden olete-
taan jakautuneen tasaisesti ulkojiasenen pituudella ja nielujen koko sisédjésenen alu-
eelle, joten maksimivirta saadaan ciliumin kohdalta. Yksittdisen rotan sauvasolun
kalvovirran suuruudeksi on mitattu n. 10 pA, joka vastaa ciliumin kohdalla soluvali-
tilassa kiertdvéd virtaa yhté sauvasolua kohti [18]. Sauvasolujen tiheydeksi oletetaan
d = 3-107 sauvaa/cm? m. Siten saadaan rotan pimeévirrantiheyden maksimiksiar-
voksi tpmer = d-Jeire = 0,3 mA/ch. Keskimaaraiseksi resistiivisyydeksi saadaan
ulkojésenkerroksessa p, ~ 100 2 c¢m ja tiukemmin pakatussa sisdjasenkerroksessa
ps =~ 500 Q cm [44]. TAméa on karkea arvio Hagins ym. rekister6iméstéd nékoaistin-
solukerroksen resistiivisyysprofiilista [9]. Liséksi tarvittavat ulkojisenen ja sisdjise-
nen pituus ovat z, = 24 um ja zs = 73,3 pm [9]. Yhtéloa joudutaan hieman
muokkaamaan vastaamaan annettuja yksikoitéd, jolloin se saa muodon

. Pu Zu Ps s
AV % ina A(GE + B2)). (27)

Sijoittamalla arvot yhtéloon saadaan jannitemuutokseksi AV =~ 0,6 mV. Tamén
arvion perusteella ERG-vasteesta muodostuisi ulkojasenkerroksessa 6 % ja sisaja-
senkerroksessa 94 %. Tulos vastaa melko hyvin myos kokeellisesti havaittua hiiren
nakoaistinsolujen ERG-vasteen saturaatioamplitudia hyvakuntoisessa verkkokalvos-
sa. Tamén tyon tuloksena saatiin, ettd ndkoaistinsolujen ERG-vasteista syntyy n.
13 & 7 % ulkojasenkerroksessa. Tama vastaa hyvin yksittaisen kokeen tulosta, jossa
ERG-vasteita rekisterditiin LERG-tekniikalla sekéd ulkojésenkerroksesta ettd nako-
aistinsolujen synaptiselta alueelta. Ulkojasenkerroksessa syntyvén vasteen suhteel-
liseksi osuudeksi saatiin nain 10 % nékoaistinsolukerroksen ERG-vasteista. Myos
Hagins ym. tutkimuksissa saatiin samansuuntaisia tuloksia ulko- ja siséjdsenkerrok-
sessa syntyvien vasteiden suhteesta. He saivat LERG-tekniikalla rotan ERG-vasteen
maksimiamplitudiksi 30 pm syvyydelld on n. 18 % synapsialueella mitatusta vas-
teesta [9]. Talloin ulkojasenkerroksessa (z, = 24 pum) muodostuva vaste olisi tasté
pienempi.
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7.1.2 Kinetiikka

Kirjallisuudessa aktivaatiomallin sovituksissa on saatu hiiren sauvasolujen vahvis-
tuskertoimeksi imupipettitekniikalla A = 8,3 £ 1,4 [54] ja TERG-tekniikalla A =
5,640, 7 [56]. Eldvéin hiiren in vivo -ERG-vasteista méaritetyn aktivaatiovakion arvo
on myos samaa luokkaa (A = 7,2+1,5) [57]. Sovitus tehdédén in vivo -ERG-kokeissa
a-aallon kérkeen, koska vasteissa ei nahdé saturaatiotilaa kuten TERG-vasteissa. Ak-
tivaatiomallin sovituksista kokeen 1 tulokset ovat ldhelld kirjallisuusarvoja. Tyossa
tehtyjen sovitusten vililla on kuitenkin suurta hajontaa. Tyon sovituksissa saatiin
viitteitd, ettd TERG-vasteiden aktivaatio olisi ulkojédsenvasteita nopeampaa. Taméa
viittaisi, ettd nendkomponentti ei ajallisesti seuraa CNG-kanavavirtan muutosta,
vaan muodostuu erillisend komponenttina jo vasteen alkuvaiheessa. Kirjallisuudesta
saatujen tulosten perusteella taas ulkojasenvirtaa mittaavalla imupipettitekniikalla
mitattujen vasteiden aktivaatiot ovat ERG-vasteita nopeampia.

Hiirelle julkaistuja 7p:n ja 7,...:n arvoja on esitetty taulukossa [§] Aikavakioiden ar-
vot ovat médritetty imupipettitekniikalla. Ainoastaan Vinberg ym. ja Lyubarsky
ym. julkaisuissa on kiytetty TERG-tekniikkaa [23] ja in vivo -ERG-tekniikkaa [57].
Kirjallisuusarvoissa havaitaan suurta hajontaa, jota aiheuttavat oletettavasti eri tut-
kimuksissa kiytetyt toisistaan poikkeavat elatusliuokset seké eri hiirikannat. Saman
tutkimusryhmén julkaisemat 7p:n ja 7,..:n arvot vastasivat toisiaan kahdessa ta-
pauksessa [20], [58], mutta poikkesivat yhdessd tapauksessa [60]. Téssé tyosséa ulko-
jasenkerroksesta mitattujen 7p:n ja 7T.e.:n arvot olivat kirjallisuusarvoja pienempié.
TERG-tekniikalla saatu 7p:n arvo oli virherajat huomioon ottaen samaa luokkaa
kirjallisuusarvojen kanssa, mutta 7,..-arvo oli huomattavasti pienempi. molemmilla
tekniikoilla 7p:n ja 7,..:n méadrityksen poikkeamiin kirjallisuusarvoista vaikutti to-
dennékoisimmin liian pieni otanta. LERG-tekniikalla méaarityksia vaikeuttaa teknii-
kan huono signaali-kohinasuhde. Jotta voidaan luotettavasti magrittaa 7p:m ja 7...:n
arvot LERG- ja TERG-tekniikoilla, tarvitaan enemmén stabiileja tuloksia. Jatkos-
sa pyritdan tekeméadn pidempikestoisia kokeita, joissa suurella keskiarvoistuksella
parannetaan LERG-tekniikan signaali-kohinasuhdetta sekd molemmilla tekniikoilla
saatujen vasteiden luotettavuutta.

7.2 Laitteiston jatkokehitys

Nykyisté laitteistoa voidaan hyvin kiayttdd LERG- ja TERG-vasteiden rekisterdin-
tiin. Vasteet olivat toistuvia valostimulusten valilla, mutta pitkdan kesténeissa ko-
keissa vasteiden amplitudit laskivat. Stabiileja vertailukelpoisia vasteita saatiin re-
kisteroitya n. tunnin ajan. Suurin ongelma oli elatusainevirtausletkuissa elatusainee-
seen muodostuvat kaasukuplat, jotka aiheuttivat hetkellisid virtausnopeuden vaih-
teluja seké liikuttivat verkkokalvoa néytepitimesséd. Virtausnopeuden vaihtelut sai-
vat verkkokalvon liikahtelemaan. Siten LERG-mittauspipetin syvyys verkkokalvon
pintaan ndhden muuttui ja samalla mittauspipetti aiheutti vahinkoa rekisteréinnin
kohteena oleville soluille. Kaasukupla saattoi myos irrotessaan osua verkkokalvon
pintaan, mikd my6s vahingoitti soluja. Kun niin tapahtui, vasteiden rekisterointi
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Taulukko 8: Hiiren 7p ja 7... kirjallisuusvertailu saatuihin tuloksiin. Vinberg ym.
tutkimus on tehty TERG-tekniikalla ja Lyubarsky ym. tulokset in vivo -ERG-
tekniikalla, mutta muuten kirjallisuusarvot on saatu imupipettimittauksista.

Tp (ms) Trec (IMS)
Gross, Burns (2010) 204 £ 17 (n=8) [20] | 220 £ 10 (n=18) [20]
Vinberg ym. (2010) 180 4+ 6 (n=15) [55]
C. Chen ym. (2010, 2000) | 185 £ 11 (n—21) [58] | 180 £ 10 (n—12) [59]
Krispel ym. (2006) 246 + 13 (n=29) [60] | 190 + 9 (n=33) [60]
Nikonov ym. (2006) 235 % 20 (n—26) [54]
Doan ym. (2009) 320 £ 10 (n=15) [61]
7. Chen ym. (2010) 185 £ 11 (n-25) [62]
Lyubarsky ym. (1996) 206 £+ 53 (n=>5) [57]
Diplomity6 LERG 130 £ 30 (n=b) 150 £ 40 (n=2)
Diplomityé TERG 160 + 50 (n=>5) 100 + 20 (n=2)

jouduttiin keskeyttamaén, verkkokalvon annettiin stabiloitua uuteen tilaan ja valit-
tiin uusi mittauskohta.

Kaasukuplien muodostus johtui todennékoisesti elatusaineen lampdtilavaihteluista.
Kaasujen liukoisuus veteen pienenee lampdtilan kasvaessa [63]. Huoneenlammossé
kuplittamalla saturoitu elatusaineliuos jouduttiin riittavin verkkokalvon lampd&ti-
lan saavuttamiseksi lammittaméadn ennen naytepidintéa erillisella ldmmonvaihtimel-
la, jonka takia liuokseen pédsi ydintyméaan kaasukuplia lammityksen aikana. Kaik-
ki kaasukuplat eivat ehtineet liueta takaisin elatusaineliuokseen liuoksen jadhtyessa
ennen verkkokalvoa, vaan sulautuivat yhteen aiheuttaen rekisterointid haittaavan
kaasukuplan.

Kaasukuplien aiheuttamia ongelmia pystyttiin vahentamaén kiayttamalla kuvan 20 b
mukaista suojattua verkkokalvonpidinta. Talloin kaasukuplat eiviat osuneet verkko-
kalvoon, mutta virtausnopeuden vaihteluihin ratkaisu ei vaikuttanut. Kaasukuplien
muodostus pyritddn jatkossa estamaéén poistamalla virtausjirjestelmésta lamponie-
lut. Siten liuoksen lampdétilaa ei tarvitse nostaa merkittavasti verkkokalvon 1ampo-
tilaa korkeammalle. Taéméa vahentdd kaasukuplien muodostuu liuokseen.

Muita tulevia kehityksenkohteita ovat verkkokalvon héiriévalosuojaus ja yleinen sah-
koisten héiriotasojen minimointi. Mahdolliset hajavaloldhteet minimoidaan seké va-
lon péasy verkkokalvolle estetdan parantamalla Faradayn hékin valosuojausta. Li-
siaksi verkkokalvon irrotukseen ja mittauselektrodien etsintaan kiytetty heikko pu-
nainen valo tullaan korvaamaan pimeanéakélaitteella, joka ei stimuloi verkkokalvon
soluja.

Nykyisessa laitteistossa hallitseva sdhkoisten héirididen aiheuttaja on LERG-mit-
tauselektrodin suuri resistanssi. LERG-tekniikassa kohinataso oli kymmenkertai-
nen TERG-tekniikan kohinatasoon verrattuna. LERG-mittauselektrodin resistanssia
voidaan pienentéd optimoimalla mittauspipetin kirjen halkaisijaa ja mittauspipetis-
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sé kiytetyn suolaliuoksen vahvuutta. Kérjen halkaisijan suurentaminen ja pipetti-
liuoksen vahvistaminen pienentévat resistanssia. Pipetin halkaisijan taytyy olla kui-
tenkin riittavin pieni, ettei se aiheuta merkittaviaa vahinkoa mitattavissa soluissa.
Jatkossa tutkitaan pipetin halkaisijan vaikutusta mitattaviin soluihin ja valitaan tar-
koitukseen sopivin pipetin kérjen koko. Pipettiliuoksen vikevoittadminen lisdd ionien
diffuusiovirtausta pipetistd néytepitimeen, miké aiheuttaa signaalitason huojuntaa.
Myos pipetin karjen halkaisijan kasvatus liséda ionienvaihtoa pipettiliuoksen ja nay-
tepitimen nesteen vélilla. Eri pitoisuuksia testaamalla pyritddn jatkossa loytdmaan
sopivin pitoisuus héirididen minimoimiseksi.

7.2.1 Naytepidin

Nykyisessa naytepitimessa yksi suurimmista ongelmista on kosteuden tiivistyminen
tai vuotaminen néaytepitimen ulkopuolelle, jolloin néytepitimestd voi syntyd nes-
teyhteys signaalimaahan. Nykyisessé naytepitimessé sdhkoinen yhteys voi muodos-
tua myos suoraan verkkokalvon puolten vilille, jos verkkokalvon pitimen tiivistys
tai kiinnitys epédonnistuu. Nykyisen verkkokalvon pitimen koko ja muoto eivit ole
taysin optimaalisia hiiren verkkokalvolle. Téméa voi heikentdd mittausten ajallista
stabiiliutta.

Uutta naytepidintéd kehitettdessd minimoidaan mahdolliset vuotovirtareitit. Vuoto-
virran mahdollisuudet eliminoidaan naytepitimen tiiviimmilla liitoksilla ja suurem-
milla materiaalivahvuuksilla. Verkkokalvolle suunnitellaan pidin, jossa ei pysty ole-
maan siahkoistd vuotoa verkkokalvon ohi. Pitimen korokkeesta tyostetddn leikattu
kartio, jonka pohjan halkaisija on 4 mm ja padadyn 2 mm. Vastinosa tyostetaan tdhan
sopivaksi. Tamén kaltaisen ratkaisun on todettu toimivan TERG-rekisterdinneissa.
Tulevassa ratkaisussa kiytetaédn markoelektrodeja, joiden liuostila on eristetty ela-
tusaineliuoksesta, joten elektrodien huokosiin padse glukoosia. Naytepitimen seuraa-
va kehitysversio on kuvassa [31].

7.2.2 Lammitys

Diplomityon mittauksissa verkkokalvo pidettiin 37°C lampotilassa. Lammitys toteu-
tettiin lammittamalla elatusaineliuosta siten, ettd liuosvirtaus asetti verkkokalvon
sopivaan lampdotilaan. Naytepidinté ei lammitetty erikseen, joten se toimi lamponie-
luna. Siten verkkokalvon ympéaristoon syntyi lampotilagradientteja, jotka saattoivat
aiheuttaa kaasukuplien ydintymisen elatusaineliuokseen. Liséksi kiytetyssa geomet-
riassa lampotila on hyvin riippuvainen virtausnopeudesta, joten virtausnopeutta ei
voi sdadella vaikuttamatta verkkokalvon lampdtilaan.

Jatkossa laitteistoon suunnitellaan lammitysjarjestelmé, joka pitdd naytepitimen
lampdtilan tasaisena koko kokeen ajan. Siten verkkokalvon ympéristoon ei synny
lampotilagradientteja eikd lampdtila ole herkkd virtausnopeuden muutoksille. Li-
siaksi naytepidin eristetdan kotelolla, joka vihentdd ldAmmonsiirtoa ympéaristoon ja
suojaa samalla verkkokalvoa héiriovaloilta. Lammitysjarjestelmé toteutetaan mes-
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Kuva 31: Néytepidinratkaisun seuraava kehitysversio. Naytepidin rakennetaan kah-
desta osasta, joissa toisessa on verkkokalvolle sopiva koroke ja toisessa korokkeeseen
sovitettu upotus. Osat kiristetddn yhteen ruuvikiinnityksella. Toisesta nestealtaas-
ta luovutaan ja se korvataan nestekanavalla, joka on yhteydessd makroelektrodiin.
Rajapintojen tiiveys toteutetaan tiivisteilld ja tyhjiorasvan kaytostd pyritddan luo-
pumaan.

sinkisend lammonvaihtimella, johon tehdaan upotus néytepitimelle. Limmonvaihdin
eristdd naytepitimen ymparistosta ja samalla lukitsee ndytepitimen paikoilleen.

7.2.3 Valostimulusjirjestelmin automatisointi ja optimointi

Valostimulaatiomahdollisuuksien monipuolisuutta kasvatetaan tulevaisuudessa lisda-
mélld jarjestelméadn useilla LEDejé eri spektreilld. LEDit kytketadn kiekkoon, jota
pyoritetddn askelmoottorin avulla. Siten tietokoneelta voidaan valita molemmille
kanaville erikseen kiytettdva LED ja saman kokeen aikana voidaan kayttdad moni-
puolisempia valostimuluskombinaatiota.

Talld hetkelld valosédde ei tule nékoaistinsoluille tdysin niiden optisen akselin suun-
taisesti. Siten mitatun valon voimakkuuden aiheuttama rodopsiinien aktivaatioiden
méara voi hieman poiketa todellisesta aktivaatioiden maarésta. Jatkossa valostimu-
luksen kohdistusta parannetaan ja valotehoa optimoidaan, jotta LEDien valovoimak-
kuuden dynaaminen alue saadaan kaytettyd mahdollisimman tehokkaasti hyodyksi.
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8 Yhteenveto

Diplomityosséa suunniteltiin ja toteutettiin laitteisto ERG-signaalin samanaikaiseen
rekisterointiin nakoaistinsolukerroksesta ja verkkokalvon yli. Laitteisto rakennettiin
Aalto-yliopiston lddketieteellisen tekniikan ja laskennallisen tieteen laitoksen labo-
ratoriotiloihin.

Laitteistokokonaisuudesta saatiin toimiva, vaikka selvia kehityskohteitakin on mm.
vasteiden stabiiliuden sailyttdmisessd kokeen kuluessa. Hiiren nékoaistinsolujen ul-
kojésenvasteita mitattiin ensimmaéisté kertaa lokaali-ERG-tekniikalla (LERG). Saa-
dut ulkojasenvasteet nayttivat lupaavilta, joten tekniikkaa voidaan alkaa kiayttda né-
koaistin toiminnan kvantitatiiviseen tutkimukseen. Teknisesti helpommalla verkko-
kalvon yli mitattavalla ERG-tekniikalla (TERG) saatiin rekisterdityé vasteita hyval-
14 signaali-kohinasuhteella. Mittausten stabiiliutta taytyy kuitenkin kehittaa, koska
vasteet pysyivat riittdvan stabiilina vain n. tunnin ajan tyon mittausjarjestelyllé.

Laitteistoa testattiin koeohjelmalla, jolla pyrittiin selvittaméaan, muokkaavatko na-
koaistinsolujen sisdjdsenen janniteherkédt kanavat ulkojdsenen CNG-kanavien sul-
keutumisen seurauksena muodostuvaa ERG-vastetta. LERG-tekniikalla saadaan re-
kisteroityda CNG-kanavien valovirtaan suoraan verrannollista jannitesignaalia ulko-
jasenkerroksesta. Kun farmakologisesti erotettuja nékoaistinsolujen TERG-vasteita
ja LERG-vasteita verrattiin, niiden todettiin heijastelevan samaa nékoaistinsolujen
toiminnallisuutta. Vasteiden nousunopeus, katkaisukinetiikka, nousuaika huippuar-
voon sekéd vasteiden suhteelliset amplitudit poikkesivat virherajojen puitteissa vain
vahén toisistaan tekniikoiden vélilla. Suurin eroavaisuus néahtiin voimakkailla va-
lostimuluksilla. T&lloin TERG-vasteiden nousevaan reunaan muodostui nopea tran-
sientti aalto, jota ei nahty ulkojédsenvasteissa. Myos TERG-vasteiden paluuvaihees-
sa nahtiin vaihtelevasti kokeiden vililli LERG-vasteista poikkeavia aaltomuotoja.
Eroavaisuudet olivat todennékoisesti seurausta sisdjasenen jénniteherkkien kanavien
toiminnasta valovasteen aikana.

Koeohjelman tuloksia verrattiin kirjallisuudessa julkaistuihin arvoihin. Rekisteroi-
dyt valovasteet olivat padsaantoisesti epaherkempié ja nopeampia kuin kirjallisuu-
dessa julkaistut. Téméa voi johtua verkkokalvojen mahdollisesta valoadaptaatiosta
kokeen aikaisen hajavalon seurauksena. Ero voisi osin selittyd myos lilan suurek-
si arvioidusta valostimulusten voimakkuudesta. Myos LERG-vasteista méaéaritetty
katkaisukinetiikkaa kuvaava aikavakio 7p oli kirjallisuusarvoja pienempi, vaikka va-
loadaptaation ei uskota vaikuttavan aikavakion arvoon. Tamé voi johtua tekniikan
huonon signaali-kohinasuhteen vaikeuttamasta analyysista.

Laitteiston kehittamista jatketaan suunnittelemalla ja toteuttamalla uudet nayte-
pidin- ja lammitysjarjestelméaratkaisut. Lisdksi valostimulusjirjestelmaa monipuolis-
tetaan lisadmalla useita uusia LEDeja eri spektreilld. Valostimuluksen intensiteettia
parannetaan optimoimalla valon siirtoon kiytettyd optiikkaa. Hairiovalosuojausta
kehitetddn parantamalla Faradayn hékin valotiiveyttd. Uudistuksilla parannetaan
verkkokalvon elinolosuhteita ja mahdollistetaan stabiilien pitkdkestoisten kokeiden
suoritus TERG- ja LERG-tekniikoilla.
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Liite A Esivahvistin

Esivahvistimen instrumentointivahvistinkytkennéssé alunperin kiytetyt operaatio-
vahvistimet (AD797) on korvattu OP497 nelikkovahvistimella, jonka operaatiovah-
vistimilla on huomattavasti suurempi sisadnmenoimpedanssi. Talloin mittauspiirin
suuri resistanssi ei vaikuta esivahvistimen ominaisuuksiin. Esivahvistimen piirikaa-
vio on esitetty kuvassa ja piirilevy komponentteineen kuvassa [A2]

Kompensointipiiri

Summausvahvistin

Instrumentointivahvistin

\

Jénnitteenseuraaja Invertoiva vahvistin

Kuva A1: Differentiaaliseen vahvistinkytkentéén perustuvan esivahvistimen piirikaa-
vio. [52)

Kuva A2: Esivahvistin piirilevy komponentteineen.
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