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1. Johdanto

Saksalaiset neurotieteilijat Bert Sakmann ja Erwin Neher mullistivat neurofysiologisen
tutkimuksen esitellesséan kehittamansé patch-clamp-tekniikan vuonna 1976. Menetelmén
avulla he onnistuivat mittaamaan solun ulkopuolelta sammakon lihassyiden solukalvojen
yksittdisten asetyylikolinergisten kanavien kautta kulkevia ionivirtoja (Neher & Sakmann
1976). Ennen tatd menetelméaa solukalvojen ionivirtoja kyettiin mittaamaan ainoastaan 100
pA tarkkuudella (Ogden 1994) ja janniteherkkien ionikanavien toimintaperiaatteiden
tuntemus perustui pitkéalti olettamuksiin. T&ssd varhaisessa vaiheessa patch-clamp-
menetelmalld oli kuitenkin merkittavia rajoituksia. Pipetin ja solukalvon valisen
vuotovirran  vahentdmiseksi  jouduttiin  lihassyiden  solukalvoa  késittelemaan
entsymaattisesti. Mittausten erottelukykya rajoitti pipetin ja solun valinen suhteellisen
matala noin 50 MQ vastus. Lopullinen lapimurto tapahtui vuonna 1981, kun Sakmann ja
Neher yhteistydkumppaniensa kanssa kehittivat niin sanotun gigaliitoksen (Hamill ym.
1981) Taman erittdin korkeavastuksisen (> 1 GQ tai 10° Q) liitoksen havaittiin syntyvan
solukalvon ja pipetin vélille pipetin kérjen sulkeutuessa tiukasti solukalvoa vasten, kun
pipettiin liséttiin kevyt imu (cell-attached mode). Tdmé&n kymmenien ja joissain tapauksissa
jopa satojen gigaohmien suuruisen solukalvon ja lasin vélisen liitoksen muodostumisen
mekanismeja ei tunneta tarkasti, mutta sen keskeinen merkitys on ilmeinen. Liitoksen
korkea vastus varmistaa, etta lahes kaikki pipetin alaisen solukalvon osan lapdisevé virta
saadaan ohjattua pipetin kautta virralle herkkaan esivahvistimeen (Walz 2002).

Gigaliitos parantaa huomattavasti mittausten laatua ja erotuskykyad. Korkeavastuksinen
liitos vahentdd mittauksen sahkoiset taustahdiriot tasolle, joka mahdollistaa
mittaustarkkuuden, jolla voidaan rekisterdidd amplitudiltaan 200 fA luokkaa olevia
yksittdiskanavatapahtumia.  Liitoksen mekaaninen stabiliteetti antaa edellytykset
liitoksenalaisen solukalvon osan erottamiseen muusta solukalvosta ja sen ionikanavien
toiminnan tarkasteluun. Mydhemmin keksittiin, ettd rei’ittaméalla lasipipetin rajaama
gigaliitoksen alainen solukalvon osa imulla, sihkdpulsseilla tai ndiden yhdistelmalla
saavutetaan sahkoinen yhteys solun sisdiseen sytoplasmaan. Téassa kokosolutilassa (whole-

cell mode) voidaan solun sisdista tilaa kontrolloida tarkasti lukitsemalla solukalvon jannite



ja samanaikaisesti mittaamalla virtaa nopeasti ja tarkasti pipetin kautta. Liitoksen
mekaaninen  vakaus on elintdrkedd kokosolujannitelukitustekniikassa.  Etenkin
yksittdiskanavamittauksissa korostuu puolestaan korkeavastuksisen liitoksen héiridsignaalia
vahentava vaikutus (Scott-Ward ym. 2003). Kokosolumittauksen huuhtoutumisilmid, jossa
solun siséinen neste sekoittuu pipetin sisdiseen liuokseen vaikuttaen ndin solun
toiminnallisiin mekanismeihin, onnistuttiin ratkaisemaan Hornin ja Martyn vuonna 1988
esitteleméalld perforaatio-patch-clamp-menetelmalla (perforated patch-clamp) (Horn &
Marty 1988). Patch-clamp-tekniikka on erityisen ké&yttokelpoinen sahkofysiologinen
tutkimusmenetelma dartyvien solujen kuten neuronien, sydansolujen, haiman B-solujen ja

lihassolujen solukalvon sahkdisten ominaisuuksien tutkimiseen (Walz 2002).

Yhteiskuntamme ik&&ntymisen haasteet nostavat kroonisen kivunhoidon tarpeen yhdeksi
tdman hetken keskeisimmistd la&keteollisuuden kehityshaasteista. Esimerkkeind tallaisista
pitkakestoisia kiputiloja aiheuttavista sairauksista mainittakoon diabetes, reuma ja monet
virusinfektiot seka syovéan ja AIDS:in hoitomenetelmien sivuvaikutukset. Talla hetkella
laajassa kaytdssd olevia neuropaattisen kivun hoitokeinoja ovat tulehduskipulddkkeet
(NSAID, non-steroidal anti-inflammatory drug), opioidit, epilepsialadkkeet seka trisykliset
masennusladkkeet (Levine & Alessandri-Haber 2007). Naiden lisaksi kédytetddn yleisesti
myo6s kouristuksia ehkéisevia ladkkeita eli antikonvulsantteja (Sindrup & Jensen 2003).
Talla hetkella kaytosséd olevat ladkeaineet ovat kuitenkin riittdméattdmia tarjoamaan
pitkakestoista helpotusta kroonisesta kivusta kérsiville potilaille ja ne saattavat itsessaan
aiheuttaa kayttajalleen kestdmattomiad sivuvaikutuksia (Arreola-Espino ym. 2007). Téata
taustaa vasten on ilmeistd, ettd vallitsee kasvava mielenkiinto uusien farmakologisten

lahestymistapojen I6ytamiseksi neuropaattisen kivun hoitoon.

Diplomitydsséd pystytettiin - sahkdfysiologinen leike-patch-clamp-mittalaitteisto  Orion
Pharman tutkimuskayttoon ja suoritettiin laitteistolla pilottikoetyyppisid mittauksia liittyen
yritystd talla hetkelld kiinnostavaan tutkimusongelmaan; kroonisen neuropaattisen kivun
la&kehoidon kehittdmiseen. Ty0 kaésittdd laitteiston pystytyksen sekd mittauskéytdannon
kehittdmisen TRPAl-ionikanavien toiminnan kartoittamiseksi kontrollikoe-eldinten sek&

diabeettisesta neuropatiasta karsivien koe-eldinten selkaydinleikkeissd. Hypoteesina oli



diabeettisesta neuropatiasta kérsivien rottien selkdytimen takajuuren substantia gelatinosan
(SG, lamina II) neuronien suurempi spontaani aktiivisuus verrattuna terveiden
verrokkieldinten neuroneihin. Spontaanin aktiivisuuden kasvuun vaikuttaa muun muassa
TRPAL1-kanavien aktiivisuus. Téhan viittaavia tuloksia on raportoitu useissa tutkimuksissa,

joista keskeisimpié esitellaan ty0ssa.

Kun spontaanin aktiivisuuden hypoteesin mukainen diabeteksesta johtuva taso todennetaan,
luodaan osaltaan edellytykset diabeettisen neuropaattisen Kkivun hoitoon tarkoitetun
la&keainekandidaatin perforoimiselle leikkeeseen ladkeaineen vaikutusten tutkimiseksi.
Néiden ladkeainekandidaatin testausta taustoittavien mittausten suorittamisessa sovellettiin
patch-clamp-menetelmistd sek& kokosoluvirtamittausta ettd perforaatio-patch-clamp-

menetelmaa.

Mittauksilla oli myos tutkimusongelmaa laajempi tavoite; niiden avulla testattiin pystytetyn
laitteiston toimivuutta sindnsa ja soveltuvuutta kdyttokohteeseensa eli vastaavantyyppisiin
leiketason s&hkofysiologisiin - rekisterdinteihin, joiden tarve sek& selkdydin- ett4
aivoleiketasolla tulee olemaan ilmeinen muiden ladkekehitystyon eri vaiheissa
hyodynnettyjen menetelmien ohella. Leikemalli tarjoaa informaatioarvoltaan korkeaa
tietoa, silla se  sailyttdd  neuronien  véliset  yhteydet ja  luonnollisen
toimintaymparistokudoksen verrattain vahingoittumattomana vastaten néin esimerkiksi

eristettyja soluja paremmin fysiologista tilannetta.

Diplomityoni paatarkoituksena oli pystyttaa laitteisto, joka palvelee yritysta monipuolisesti
ja luotettavasti ladkekehitystytdssa sahkofysiologisissa leiketason tutkimusten moninaisissa

tulevaisuuden haasteissa.

Kirjallinen ty6 jakautuu kahteen osaan; kirjallisuuskatsaukseen seké kokeelliseen osuuteen.
Kirjallisuuskatsausosa esittdd teoreettisen taustan rakennettavalta laitteistolta vaadittaville
ominaisuuksille sek& mittausten suorittamiselle. Osassa ké&sitelladn aluksi tutkittavaa
kanavatyyppid ja tutkimuksen kohdekudoksen rakennetta ja toimintaa. T&std edetdan

kuvaamaan kipuaistimusta sek& neuropaattisen Kivun ilmenemistd ja taustatekijoita.



Seuraava luku esittelee paépiirteissadn aiemman keskeisen aiheeseen liittyvan tutkimuksen.
Mittauksia ja laitteistovaatimuksia taustoitetaan esittelemalla mitattavien ilmididen
ymmartdmisen  kannalta  keskeiset  sahkofysiologiset —periaatteet ja  kéytetyt
mittausmenetelmat. Ennen kokeellista osuutta kasitelladn viel&d solujen visualisoinnissa

kaytetty menetelma seka mittapipeteiltd ja liuoksilta vaadittavat ominaisuudet.

Kokeellisessa osuudessa kuvataan kootun laitteiston osat ja laitteiston toiminnalliseen
optimointiin liittyvid seikkoja. Tamén jalkeen kerrotaan seikkaperdisesti mittauksen
suorittamisen vaiheet moninaisista esivalmisteluista rekisterdinnin suorittamiseen ja
mittausten analysointiin. N&issa osioissa pyritddn kuvaamaan ainoastaan juuri tassa tydssa
hyodynnettyjd esivalmistelujen ja mittausmenetelmien sovellustapoja yleisempien
periaatteiden l0ytyessa kirjallisuusosasta. Kokeellisessa osassa esitetddn tamén jalkeen
mittausten tulokset ja tulosten arviointi. Pohdinta ja johtopaatdkset -osassa analysoidaan

tyon tulokset ja kootaan yhteen tydssa esiintulleet laitteiston mahdolliset kehittdmistarpeet.



2. Kirjallisuuskatsaus
2.1. TRP—ionikanavaperhe

Tassé luvussa esitellddn TRP-ionikanavaperhe (transient receptor potential), jolla on
keskeinen fysiologinen rooli muun muassa kipuaistimuksen valittymisessd. Luvussa
keskitytddn kuvaamaan erityisesti sen yhtd jasentd, neuropaattisen kivun valitykseen
osallistuvaa TRPALl-ionikanavaa. Luvun lopussa kuvaillaan TRP-kanavia kivunlievityksen

kohdeproteiinina toimimisen nakdkulmasta.

TRP-ionikanavaperheen tunnettu historia alkaa vuodesta 1969, jolloin Cosens ja Manning
TRP-mutanttia banaanikérpéstd (drosophila melanogaster) tutkiessaan havaitsivat
karpasten nopeasti sokaistuvan vasteena kirkkaalle valolle oletetun pitkékestoisen vasteen
sijaan. TAma johtui mutanttien fotoreseptoreissa olevan Ca®*-ioneja lapaisevan ionikanavan
puuttumisesta (Cosens & Manning 1969). Ensimmainen TRP-kanavien havaittu funktio oli
siis fotoreseptorin keskeisend osana toimiminen. Kaksi vuosikymmentd myéhemmin TRP-
geeni kloonattiin (Montell & Rubin 1989) ja myshemmin osoitettiin sen koodaavan Ca**-
lapdisevédd TRP-kationikanavaa (Hardie & Minke 1992). TRP-ionikanavaperhe ké&sittda
koko joukon spesifisid ionikanavia, jotka aktivoituvat Kirjavasta joukosta erilaisia
kemiallisia tai fysikaalisia arsykkeitd. T&st4 johtuen ne toimivat monipuolisina aistimina,
joiden ansiosta yksittdiset solut ja toisaalta kokonaiset elidt havaitsevat muutoksia

ymparistossédan (Voets ym. 2005).

Ensimmadinen nisdakkddn TRP-homologia identifioitiin vuonna 1995, mika lis&si
huomattavasti kiinnostusta ndihin kanaviin (Petersen ym. 1995). Nykyaan onkin identifioitu
ja karakterisoitu yli 30 TRP-perheeseen kuuluvaa kationikanavaa. Niistd suurin osa on
lapaisevia Ca’*- ja osa myds Mg®*-ioneille (Pedersen ym. 2005). Solunsisainen
kalsiumionien konsentraatio on keskeinen monien elintarkeiden solun prosessien kuten
lihassupistuksen, valittajaaineiden vapautumisen, solujen lisadntymisen, geenitranskription
sekd solukuoleman kannalta (Berridge ym. 2000). TRP-kanavat osallistuvat solunsiséisen
kalsiumin konsentraation saatamiseen tarjoamalla Ca®*-ioneille sisaanpaasyreitteja
sytosoliin eli soluliman nestemaiseen ainekseen, vaikuttamalla Ca®*-ioneja soluun ajaviin

voimiin ja hyvin todennakdisesti myés tarjoamalla solunsisaisia reitteja, joiden kautta Ca*-



ioneja vapautetaan soluelimistd. Kaikkien TRP-kanavien rakenteille on yhteistd nelja
identtista alayksikkoa ja kuusi solukalvon lapdisevaa osaa, jotka kokoontuvat yhteen homo-
tai heterotetrameereina muodostaen ionikanavia. Kaikki kanavat ovat kationiselektiivisia,
vaikka TRP-kanavien lapaisevyys mono- ja divalenteille kationeille vaihtelee suuresti eri
kanavatyyppien Vélilla (Clapham 2003). TRP-kanavaperheen jasenet muodostavat monessa
suhteessa heterogeenisen ryhmaén. Niitd aktivoivat esimerkiksi lampdétila, kemialliset
yhdisteet, osmolaarisuus, mekaaninen stimulaatio, lipidit, valo, oksidatiivinen stressi, hapot
ja feromonit (Levine & Alessandri-Haber 2007). Jotkut saattavat aktivoitua myos
solunsisdisen Ca”* -varaston tayttymisasteen maaraamina (Clapham 2003). TRP-kanavat
eroavat toisistaan myos sadtelymekanismeissaan: transkriptio, glykosylaatio, fosforylaatio
sekd RNA:n silmukoituminen. Muita erottavia tekijoita ovat ionivalikoivuus, fysiologiset
funktiot ja jakautuminen eri kudoksiin elimistossd (Levine & Alessandri-Haber 2007).
Aminohapposekvenssinsa  perusteella  TRP-ionikanavaperhe  jaetaan  seitsemadn
alaryhmaan. Naistd TRPA-alaryhma (A=ankyriini) on esitelty viimeisimpéna, ja silla on
ainoastaan yksi nisakéilla esiintyva jasen TRPAL (Pedersen ym. 2005). Kuvassa 2.1. on

esitetty lajikehitykselliset suhteet ihmiselld havaittujen TRP-kanavien valilla.

TRPP

TRPP3
ETRPPS
TRPP2

TRPML
TRPML3
.[[TRPMLz

TRPML1

Kuva 2.1. Kehitykselliset suhteet ihmisen TRP-kanavien superperheessa. Kuvassa TRPC2 on
kéadellisilla pseudogeeni eli niin sanottu kuollut geeni, joka on mutanttien takia menettanyt kykynsa

ilmentya proteiinina. TRPN-kanavia ei puolestaan ole identifioitu nisakkailla (Voets ym. 2005).



Selkéytimen takajuuren tumakkeista on ldydetty TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4,
TRPA1l ja TRPM8 TRP-kanavia. N&ma kaikki kanavat esittdytyvat sensorisina
muuntimina, jotka saattavat osallistua erityyppisten arsykkeiden alullepanemiin
kipuaistimuksiin. TRPV1, TRPV2, TRPV3 sekd TRPM8 ovat termosensoreita kun taas
TRPV4 ja TRPA1L ovat mekanosensoreita. Kanavista TRPV1, TRPV3, TRPMS8 ja TRPA1
ovat polymodaalisia toimien myds kemoreseptoreina ja reagoiden kapsaisiiniin,
endokannabinoideihin, kamferiin (Mogrich ym. 2005), mentoliin (McKemy ym. 2002,
Peier ym. 2002) sek& sinappi- ja kanelipuudljyyn (Jordt ym. 2004, Bandell ym. 2004).
Liséksi TRPV4 ja TRPAL toimivat my6s termoreseptoreina (Guler ym. 2002, Story ym.
2003, Watanabe ym. 2002). Viimeaikaisten tutkimustulosten valossa TRP-kanavilla
nayttdisi olevan keskeinen rooli termaalisiin, kemiallisiin ja mekaanisiin arsykkeisiin
kohdistuvassa hypersensitiivisyydessd, joka puolestaan liittyy periferaalisiin tulehduksiin ja
neuropatioihin (Levine & Alessandri-Haber 2007).

TRP-kanavien keskeinen merkitys perustuu paitsi niiden moninaisiin rooleihin sensorisessa
fysiologiassa myds demonstraatioihin, joilla on osoitettu TRP-kanavamutaatioiden liittyvan
monenlaisiin tautitiloihin kuten neurodegeneratiivisiin sairauksiin ja mukolipidoosiin

(rasva-aineiden kertymiseen kudoksiin) (Montell & Rubin 1989).

2.1.1. TRPAl-ionikanava
TRPAL on tiettdvasti ainoa nisakkaissé esiintyvd TRPA-ionikanavaperheen jasen. Niita
esiintyy karvasoluissa (Corey ym. 2004), selkdytimen takajuuren tumakkeen (DRG) sekéa
trigeminaalisen aivohermotumakkeen (TG) pienissa ja keskikokoisissa sensorisissa
neuroneissa. Tyypillisesti TRPA1 siséltad 14 toistuvaa NH,-ankyriinipaatetta (Story ym.
2003). TRPA1 aktivoituu isotiosyanaateista (sinappidljyn ja piparjuuren pistava
komponentti), valkosipulista (aktivoivana komponenttina allisiini), psykoaktiivisesta
marihuanan komponentista (THC, tetra-hydrokannabinoidi), kanelista (kanelialdehydi)
sekd bradykiniinista, mutta se on sensitilvinen my0s mentolille ja kapsaisiinille
(chilipippurien vékeva ainesosa) (Patapoutain ym. 2003, Story ym. 2003, Macpherson ym.
2005, McKemy ym. 2002). TRPA1-kanavan on raportoitu aktivoituvan myds haitallisen

kylmasta (Story ym. 2003). Tdéma on tosin kyseenalaistettu aivan hiljattain (Jordt ym.



2004). Askettain TRPA1l-ionikanavan on myds esitetty olevan nisiakkaiden kuuloaistille
valttamaton mekaanisesti sulkeutuva kanava (Corey ym. 2004). Kanava on osoittautunut
myO6s olevansa riippuvainen  sisdisestd  jannitteestddn, TRPAL1 inaktivoituu
hyperpolarisoivissa jannitteissa kuten TRPM4- sekd TRPM5-kanava (Nagata ym. 2005).
Alustavasti on esitetty, ettd kanavan rakenteessa toistuvat ankyriiniyksikot saattaisivat olla
keskeinen taustatekija kanavan mekanosensitiivisyydessa (Pedersen ym. 2005). Siséakorvan
reseptorisolujen karvakimpun mekaaninen poikkeuttaminen aiheuttaa kimppujen kérjissa
olevien ionikanavien aukeamisen ké&ynnistden &&nen havaitsemisen. TRPAZL-proteiini
saattaa itsessddn olla transduktiokanavan alayksikkd. Tahan viittaavat kokeet, joissa
havaittiin -~ TRPAL:n  ldhetti-RNA:n  ilmentyvdn  sisdkorvassa  samanaikaisesti
mekanotransduktion kanssa ja kokeet joiden mukaan erailla koe-elaimilla TRPA1-kanavien
tuhoutuminen aiheutti karvasolutransduktion inhiboitumisen (Corey ym. 2004). TRPAL-
kanavan ekpressoituminen yhdessa TRPV1-kanavan kanssa ja sen oletettu toiminnallinen
vuorovaikutus tdmdn kanavan kanssa antaisivat viitteitd TRPAL-kanavan osallisuudesta

myos tulehdukselliseen Kipuun (Levine & Alessandri-Haber 2007).

Termo-TRP-kanavien tunnusomainen piirre, joka erottaa ne toiminnallisesti muista
termodynaalisesti aktivoituvista ionikanavista, on niiden kyky aktivoitua ainoastaan
lampotilan  vaikutuksesta. Liséksi yksittdinen termo-TRP-kanava on erikoistunut
havaitsemaan aivan tiettyd lampdétila-aluetta. Osa termo-TRP-kanavista aktivoituukin
spesifisesti kuumasta, toiset taas kylméstd. DRG:n neuronit ovat pseudounipolaarisia; yksi
uloke kulkee pitkdn matkan periferaalisiin kudoksiin kuten iholle ja lihaksiin, joissa se
havaitsee sensorisia arsykkeitd, kun taas toinen haara valittdd tdman informaation
selkdytimen takasarveen. Proprioseptisten ja matalakynnyksisten mekanosensitiivisten
neuronien paatyessa spesifisiin elimiin luurankolihaksissa ja ihossa lampdtila- ja
kipuherkkien neuronien aksonit kulkevat ihon epidermaalisiin ja dermaalisiin osiin paattyen
vapaisiin  hermopdétteisiin  (Patapoutiain ym. 2003). Kuvassa 2.2. esitetddn

kosketusaistimuksen anatominen ja funktionaalinen jarjestyminen.
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Kuva 2.2. Kuvassa [a] ndhdaan afferenttien sensoristen ja efferenttien motoristen juurten
jarjestaytyminen. Motoristen neuronien solurungot sijaitsevat selkdytimen etusarvessa (ventral horn,
laminat VII-1X) ja sensoristen neuronien solurungot puolestaan DRG:ssd. Kuvassa nédkyy hyvin,
minkalaisiin alaluokkiin sensoriset neuronit jakautuvat taalla. Tyén kannalta oleellisin alue on lamina
Il eli SG, johon paatyvat lampdtilaa ja kipua aistivien neuronien aksonit. Kuvassa [b] punaiset syyt
edustavat matalakynnyksisia mekanosensitiivisia neuroneita. Vihreind kuvassa nakyvéat lampétilaa ja
kipua aistivien neuronien vapaat hermopadtteet, jotka hakeutuvat verisuonten ja karvatuppien
ldheisyyteen. Kuvassa [c] vapaat hermopaétteet on pan-neuronaalisella variaineella PGP9.5 saatu
nakyviin vihreind. Vapaita hermopaatteitda loytyy sekd epidermaalisista ettd dermaalisista ihon

kerroksista (Patapoutiain ym. 2003).

Yhteenvetona TRPA1-kanavista voidaan siis sanoa, ettda TRPA1-kanavan toiminta on Ca?*-
riippuvaista ja sillda on my0s jannitteesta riippuvia ominaisuuksia. TRPAL-kanavat
osallistuvat kivun kokemukseen, lampdtilan aistimiseen sek& mekanosensaatioon (Pedersen

ym. 2005). Kuvassa 2.3. nakyy TRPA1-kanavan rakenne.
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Kuva 2.3. Tdhdn mennessé ainoa I0ydetty TRPA-perheen jdsen on TRPA1l. Kuvassa néhtévissa

proteiinin N-terminaali ankyriinisitoutumisyksikkdjen suuri maara (Pedersen ym. 2005).

2.1.2. TRP-ionikanava kivunlievittdmisen kohdeproteiinina
Tulehduksellisen ja neuropaattisen kroonisen kivun ilmentymat kuten hyperalgesia
kylméalle, kuumalle tai mekaanisille stimuluksille vélittyvdt myelinisoimattomien
pienihalkaisijaisten C-sdikeiden ja keskisuuren halkaisijan omaavien myelinisoitujen Ad-
séikeiden sensitisaation kautta. N&ma nosiseptiset neuronit ovat luonteeltaan joko
unimodaalisia (yhdentyyppiseen fysikaaliseen drsykkeeseen reagoivia) tai polymodaalisia
(generoivat ja integroivat vasteita useammille potentiaalisesti vahingollisille termaalisille,
mekaanisille ja/tai kemiallisille arsykkeille). Tulehduksellinen tai neuropaattinen Kipu
aiheuttaa potilaille hypersensitiivisyytta edelld kuvatunlaisille arsykkeille. Nailla
kiputiloilla on erilaiset syntymekanismit ja molekuladriset vaikutusreitit. Syntymekanismit
vaihtelevat infektioista, perinndllisyydestd, kemoterapiasta, fysikaalisista vammoista ja
hermomyrkyistd immuunipuolustuksen ja aineenvaihdunnan sairauksiin. Molekul&é&risissa
mekanismeissa vaihtelua esiintyy esimerkiksi toisioléhettireiteissd ja mitokondraalisissa
funktioissa. Tastd moninaisuudesta johtuen neuropaattisen kivun ld&kehoidon kehittdminen
onkin lahtokohtaisesti erittdin haastavaa. Tehokkaan hoitokeinon kehittdminen tuleekin
kohdistaa nimenomaan sellaisiin ionikanaviin, jotka osallistuvat termaalisten, mekaanisten
ja kemiallisten arsykkeiden havaitsemiseen seka edistdvat omalta osaltaan seka

nosiseptorien sensitisaatiota ettd aktivaatiota (Levine & Alessandri-Haber 2007). Tallaisten
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molekyylien etsintdd tuki avainldytd, jonka mukaan kuuma ja kapsaisiini aiheuttivat
nosiseptoreissa kationien sisdanvirtauksen. TRP-kanavat tayttdvat nama Kkriteerit
kivunlievityksen kohteina. Niistd kuuden on osoitettu ekspressoituvan primaareissa
afferenteissa nosiseptoreissa. N&issa kipua aistivissa neuroneissa ne toimivat muuntimina
kemialliselle, termaaliselle ja mekaaniselle arsytykselle. Erds néistd kanavista on TRPAL
(Cesare & McNaughton 1996, Oh ym. 1996, Reicling & Levine 1997, Wood ym. 1988).

Yhteenvetona voidaan todeta viimeaikaisten tutkimusten osoittaneen TRPAL-kanavien
osallistuvan paitsi kylman aistimiseen myds mekanosensaatioon, tulehdukselliseen

hyperalgesiaan ja neuropaattiseen Kipuun (Namer ym. 2005, Obata ym. 2005).

2.2. Selkdytimen rakenne ja toiminta

Tassé luvussa tarkastellaan selkdytimen rakennetta ja toimintaa. Selkdytimen elintérkeat
motoriset toiminnot kuten refleksit jatetddn tarkastelun ulkopuolelle ja keskitytaan

kuvaamaan tutkimusaiheen kannalta oleellisia sensorisia toimintoja.

Selkaydin sijaitsee selkdrangan sisélla keskuskanavassa. Selkérangan lisaksi sitd suojaavat
ligamentit, selkdydinkalvot ja selkdydinneste. Kolme aivokalvojen kanssa yhtendista
sidekudoksista selkédydinkalvoa, kovakalvo (dura mater), lukinkalvo (arachnoid mater) ja
pehmedkalvo (pia mater), reunustavat selkdydintad. Aikuisilla selkdydin ulottuu aivojen
alimmasta osasta ydinjatkeesta aina toisen lannenikaman yléreunaan asti. Ulkopuolelta
tarkasteltuna selkdytimessa on nahtévissé merkittdva laajentuma kaulan ja lantion kohdalla.
Kaulan kohdalla olevan laajentuman kautta kulkevat hermot selkdytimen ja ylempien
raajojen vélilla kun taas lantioon sijoittuvasta saa alkunsa alempien raajojen hermotus.
Selkaydinhermoja on ihmiselld 31 paria; kahdeksan paria kaulahermoja, kaksitoista paria
rintahermoja, viisi paria lanne- ja ristinermoja sek& yksi héntdhermopari. Selkaytimen
rakenne on segmentaalinen. Selkdydinhermot yhdistyvat kuhunkin selkéytimen segmenttiin
kahden juuren Kkautta. Posteriorinen eli takajuuri ké&sittdd sensoriset aksonit eli
hermosolujen viejahaarakkeet ja anteriorinen eli etujuuri koostuu motorisista aksoneista
(Tortora & Grabowski 2003).
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Kaksi syvdd uurretta tyontyvét selkédytimen valkean aineen l&pi jakaen sen oikeaan ja
vasempaan puoliskoon. Selkdytimen etummainen keskihalkio on syva ja leved,
takimmainen keskiuurre taas matala ja ohut. Harmaa aine sijaitsee selkdytimesséa keskella
H-kirjaimen muotoisena valkean aineen ympérdimand alueena, kuten voidaan nahda
selkdytimen rakennetta esittelevassd kuvassa 2.4. Harmaa aine koostuu pdadasiassa
neuronien soomaosista (soluruumis, hermosolun padosa; hermosolun muu osa kuin
haarakkeet), neurogliasta eli hermotukikudoksesta, aksoneista, jotka eivat sisélla
myeliinituppea, valineuroneista sekd motorisista neuroneista. Myeliinituppi (ydintuppi) on
joitakin hermosyita pééallystavd myeliinipitoinen paallekkéisten solukalvojen muodostama
séhkoa eristdva tuppi, jonka paksuus vaikuttaa syyn johtamisnopeuteen. Valkoinen aines
koostuu puolestaan sensoristen neuronien, valineuronien ja motoristen neuronien

myelinisoitujen ja ei-myelinisoitujen aksonien kimpuista (Tortora & Grabowski 2003).
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Kuva 2.4. Selkaytimen poikkileikkauskuva (Bear ym. 2001).
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Harmaassa aineessa soomaosien rykelmat muodostavat tumakkeita. Sensoriset tumakkeet
ottavat vastaan informaatiota reseptoreista sensorisia hermoja pitkin kun taas motoriset
tumakkeet lahettavat viesteja efektorikudoksille motoristen neuronien kautta. Efektorilla
tarkoitetaan hermoimpulsseihin reagoivia lihaksia tai rauhasia. Harmaa aine kummallakin
selkdaytimen puolella jakaantuu kahteen sarveen, anterioriseen eli etu- ja posterioriseen eli
takasarveen. Etummaiset sisaltavat somaattisten motoristen neuronien ja motoristen
tumakkeiden soomaosia ja takimmaiset somaattisia ja autonomisia sensorisia tumakkeita.
Etummaisten ja takimmaisten juurien vélissa sijaitsevat viela lateraaliset eli sivuilla olevat
juuret. Ndama ovat tosin vain osassa selkdytimen segmenteistd. Ne sisaltavat autonomisten
motoristen neuronien soomaosia, jotka vastaavat silean lihaskudoksen, sydanlihaskudoksen
ja rauhasten aktivaation saatelystd. Myos valkoinen aines on jakautunut alueisiin, joista
jokainen koostuu yhteisestda lahteestd saapuneista tai yhteisen maardnpddn omaavista
samanlaista informaatiota valittavistd erillisistd aksonien kimpuista. Na&itd kutsutaan
nouseviksi ja laskeviksi radoiksi riippuen, vélittdvatkd ne informaatiota selkaydinté
yléspain kohti aivoja vai alaspéin kohti raajoja. Sensoriset ja motoriset radat ovat jatkuvia

aivojen ja selkaytimen vélilla (Tortora & Grabowski 2003).

Selkéytimen tehtdvd homeostaasin eli elimistdn sisdisen tasapainon yllapitdmisessa on
kahtalainen — hermoimpulssien vélittdminen ja informaation yhteen kokoaminen.
Valkoisesta materiaalista koostuvat selkdydinradat vélittdvat sensorisia impulsseja aivoihin
ja motorisia kaskyja aivoista luurankolihaksille ja muille efektorikudoksille. Selkdytimen

harmaa aine vastaanottaa ja yhdistéa tulevaa ja lahtevaa informaatiota (Bear ym. 2001).

2.3. Kipu
Tassd luvussa kasitellddn kipuarsykkeen vastaanottamista ja valittymistd tarkastelun

paapainon ollessa selkdytimen roolissa. Kipuaistimuksen alatyypeistd esitellaan

neuropaattisen kivun keskeisia muotoja ja ilmenemista diabeettisilla potilailla.
Kipu on elintdrke& signaali, joka varoittaa meitd vallitsevasta tai uhkaavasta vaarasta ja

laukaisee tarvittavia suojavasteita. Kivun kokemus saattaa ainakin osittain menettda

hyodyllisyytensa muuttuessaan krooniseksi. Kroonistuessaan Kipu siséltdd muutoksia
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selkdytimessa ja aivoissa, mutta myds huomattavaa modulaatiota kipuvasteiden
syntyalueilla eli priméaaristen sensoristen neuronien tasolla. Kipu on monimutkainen
signaali, jonka muodostumiseen vaikutetaan elimistéssa monella eri tasolla. Lopulliseen
kivun kokemukseen vaikuttaa Kipusignaalin vélittymisen ohella myds sen kognitiivinen ja

emotionaalinen prosessointi aivoissa (Julius & Basbaum 2001).

2.3.1. Nosiseptorit
Nosiseptiolla tarkoitetaan niitd molekuldarisia mekanismeja, joilla primaariset sensoriset
neuronit havaitsevat kipua aiheuttavat signaalit (Julius & Basbaum 2001). Nosiseptorit ovat
Kipureseptoreita, jotka aktivoituvat potentiaalisten kudostuhon aiheuttajien vaikutuksesta.
Kudostuho voi olla seurausta esimerkiksi altistumisesta voimakkaalle mekaaniselle
stimulukselle, lampdtilojen  &é&ripéille, happivajeelle tai tietyille kemikaaleille.
Nosiseptorien membraanit (solukalvot) sisdltdvat ionikanavia, jotka aktivoituvat
tdmantyyppisista signaaleista. Kivuliaan arsykkeen valitys tapahtuu myelinisoimattomien
C-saikeiden ja Ad-séikeiden vapaissa hermopéateissd. Useimmat nosiseptoreista vastaavat
sekd mekaaniseen, termiseen ettd kemialliseen stimulukseen ja niitd kutsutaankin
polymodaalisiksi nosiseptoreiksi. Kuten mekanoreseptorit, joilla kynnys mekaanisiin
aistimuksiin on nosiseptoreita alhaisempi, osa nosiseptoreista on valikoivia vasteissaan
erilaisiin stimuluksiin. Nain ollen on olemassa myos spesifisid mekaanisia, termaalisia ja
kemiallisia nosiseptoreita. Nosiseptorikipureseptoreita on useimmissa kudoksissa, kuten
ihossa, luussa, lihaksissa, useimmissa siséelimissd, verisuonissa ja sydamessa. Niitd el
kuitenkaan ole aivoissa aivokalvoja lukuun ottamatta. Nosiseptorin luonteen maarittaa
kudos, jossa sen vapaat hermopaatteet sijaitsevat (Bear ym. 2001). Kipureseptoreita on vain
vahan tai ei lainkaan my6s munuaisissa (paitsi munuaisaltaan alueella), keuhkoissa,
rustokudoksessa seké tiiviissd luussa. Né&ita elimid ymparoivat kalvot kuten vatsakalvo,
keuhkopussi, luukalvo ja aivokalvot sisaltdvat sen sijaan runsaasti Kipureseptoreita. Nain
ollen ulkoapdin aiheutuva vaurio ei helposti jaa huomaamatta, kun taas alkaessaan elimesta
itsestadn patologinen tila kuten kasvain tai keuhkotuberkuloosin kaltainen tulendus saattaa
jatkua kauankin ennen kuin se havaitaan esimerkiksi sen levittya elintd ympéroivaan

nosiseptorien kattamaan kalvoon (Nienstedt ym. 1992).
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Vasteominaisuuksien perusteella hermosyyt jaetaan alatyyppeihin. Primaarinen afferentti
nosiseptinen hermosdie, C-sdikeet ja Ad-saikeet, artyvat vasteena riittdvan voimakkaaseen,
kivuliaaksi luokiteltavaan, darsykkeeseen. Tavanomaisilla kosketus- ja asentotuntoon
liittyvillda hermoilla puolestaan (AB- ja Aa -tyyppiset sdikeet) &rsytyskynnys on matala.
Primaaristen afferenttien nosiseptisten hermosaikeiden seka niiden selkdaytimen tasolla ja
sen ylapuolella sijaitsevien projektioneuronien vasteominaisuudet muuttuvat hermovaurion

tai tulehduksen seurauksena seka pitkittyneissa Kiputiloissa (Konttinen ym. 1994).

Paata ja kehoa hermottavat syyt saavat alkunsa TG:n ja DRG:n soomaosista. Ne voidaan
anatomisten ja funktionaalisten tunnuspiirteidensa perusteella jakaa kolmeen pééluokkaan.
Suurimmista soomaosista l&dhtevat myelinisoidut nopeavalitteiset Ap-sédikeet. Useimmat,
mutta eivét kuitenkaan kaikki (Djouhri ym. 1998), néisté syista aktivoituvat harmittomista
ihoon, lihaksiin ja niveliin kohdistuvista arsykkeistd. Niilla ei ndin ollen ole vaikutusta
Kipuaistimukseen. Itse asiassa naiden suurten syiden stimulointi saattaa véhentda Kipua,
kuten on havaittavissa esimerkiksi, kun kivun aikana tulee tarve puristaa kovasti katta.
Kaksi muuta padluokkaa, pienistd ja keskisuurista soomaosista l&htevat ohuesti
myelinisoidut Ad- ja myelinisoimattomat hitaasti johtavat C-sédikeet, sen sijaan ovat

keskeisia kivunvalityksessé (Basbaum & Jessell 2000).

Ad-nosiseptorit jakaantuvat kahteen padluokkaan. Kumpikin Kipureseptorityyppi vastaa
voimakkaaseen mekaaniseen stimulukseen, mutta ne eroavat vasteissaan todella kuumiin
lampotiloihin ja tavassaan reagoida kudosvaurioon. Useimmat C-sdikeiden nosiseptorit
ovat myds polymodaalisia ja vastaavat seka voimakkaisiin termaalisiin ettd mekaanisiin
arsykkeisiin (Raja ym. 1999). Jotkut C-sdikeistd ovat unimodaalisia ja vastaavat ainoastaan
kudoksille vahingollisiin [ampatiloihin. Useimmat C-sdikeet reagoivat kuitenkin myos
voimakkaisiin kemiallisiin &rsykkeisiin kuten happoihin ja kapsaisiiniin. Lisaksi on
olemassa niin sanottuja hiljaisia tai nukkuvia nosiseptoreita, jotka vastaavat ainoastaan, kun
ne altistuvat kudostuholle. Nosiseptorien eksitatorisista vélittajaaineista yleisin on
glutamaatti (Schmidt ym. 1995).
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2.3.2. Kipuaistimuksen vélittyminen selkéytimessa
Erilaisten signaalinvalitysnopeuksiensa johdosta Ad- ja C-sdikeet tuovat informaatiota
keskushermostoon eri nopeuksilla. Niinpd ihon nosiseptorien aktivaatio johtaa
kaksivaiheiseen kipuvasteeseen. Ensimmadinen terédvd Kkipuaistimus on AJd-sdikeiden
valittdma, kun taas sitd seuraava pidempikestoinen intensiteetiltddn heikompi Kipuaistimus
on seurausta C-sdikeiden aktivaatiosta (Basbaum & Jessell 2000). Ap-mekanosensoriset
séikeet seké saikeiden, joiden halkaisija on pieni, soomaosat sijaitsevat segmentaalisessa
takajuuritumakkeessa ja tulevat siséan selkéytimen takasarvesta. Sdikeet haarautuvat heti ja
edettyadn zone of Lissauer -nimiselle alueelle ne synapsoituvat takasarven ulomman osan
soluihin. T&t4 aluetta kutsutaan substantia gelatinosaksi (SG). Tuovien eli afferenttien
Kipuséikeiden valittdjaaineen uskotaan olevan glutamaatti. Sen ohella ndmé neuronit
sisdltdvat myos substanssi P -peptidid. Substanssi P:td on rakkuloihin varastoituneena
aksonipéatteissa ja sitd vapautuu Kkorkeafrekvenssisisten aktiopotentiaalisarjojen
seurauksena. Nosiseptoriaksonit sisaelimistd saapuvat selkdytimeen samaa reittia kuin ihon
tuntoon liittyvét Kipuseseptorit. Selkdytimessa tapahtuukin melkoisesti ndiden kahden
informaatiol&hteen tietojen yhdistdmistd. Heijastekipu on seurausta tastd vuoropuhelusta.
Tyypillisena esimerkkina téllaisesta kivusta on angina pectoris, joka ilmenee kun sydan ei
saa riittdvaa maarda happea. Tallaisessa tapauksessa potilas usein paikallistaa kivun
ylempéén rintakehdan ja vasempaan kateen (Bear ym. 2001). Kuvassa 2.5. on esitetty

kipuaistimuksen vélittymiseen liittyvid yhteyksié selkéytimessa.

o brain _Substantia gelatinosa

Zane of
Lissauer Dorsal root

Ventral root

Kuva 2.5. Nosiseptisten aksonien yhteydet selkdytimen tasolla (Bear ym. 2001).
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Kivun aistimus iholta valittyy vapaiden hermopdaatteiden kautta. Kipureitti on hidas
suhteessa nopeaan paksujen myelinisoitujen AB-sdikeiden valittdmiin tuntoaistimuksiin.
Spinotalaminen kipurata valittdd tiedon kivusta ja l&mpotilasta selkdytimen takasarven
SG:sta ylospéin. Sekund&aristen neuronien aksonit ristedvat valittOmasti ja nousevat
spinotalaamista rataa pitkin. Kuten nimikin kertoo, tdmé rata synapsoi vasta talamuksen
tasolla. Termaaliset nosiseptorit aloittavat aktiopotentiaalien laukomisen, kun 45 °C:een
kriittinen raja-arvo ylittyy. Tama lampdétila on myds kynnysarvo aistimuksen muuttumiselle
lampimasta polttavan kuumaksi ja kudokset alkavatkin palaa tdssé lampétilassa. Ronald
Melzack ja Patrick Wall esittelivat 1960-luvulla kivun porttiteorian. Sen mukaan tietyt
takasarven neuronit, joista lahtee nouseva aksoni spinotalaamista rataa pitkin eksitoituvat
yhté lailla suurihalkaisijaisten sensoristen aksonien ja myelinisoimattomien Kipuaksonien
vaikutuksesta. Nouseva neuroni myos inhiboituu valineuronin toimesta, joka puolestaan
eksitoituu eli &rtyy isojen sensoristen aksonien toimesta ja inhiboituu Kkipuaksonin
vaikutuksesta. Né&in ollen tilanteessa, jossa ainoastaan kipuaksoni aktivoituu, artyy nouseva
neuroni maksimaalisesti ja tdten nosiseptiset signaalit saavuttavat aivot. Mikéli suuri
mekanosensorinen aksoni aktivoituu, samanaikaisesti aktivoituu vélineuroni ja nosiseptiset

signaalit vaimentuvat (Bear ym. 2001).

Selkéytimen alueista substantia gelatinosa (SG, lamina II) on se, johon useimmat
myelinisoimattomat primadriset afferentit saapuvat. Talta alueelta alkaa nosiseptisen
informaation prosessointi (Santos ym. 2007). Primé&éristen afferenttien hermopéétteiden
artyminen johtaa neuronin reseptorikalvon depolarisaatioon aiheuttaen aktiopotentiaaleja
(transduktio), jotka kulkevat selkdytimen takasarveen transmissioksi kutsutun prosessin
kautta. Taalla C- ja Ao -saikeistd vapautuu mitd ilmeisimmin glutamaattia, joka
ionotrooppisten non-NMDA-tyyppisten reseptorien kautta valittdd viestin transsynaptisesti
edelleen selkéytimen hermoihin (Yoshimura & Jessell 1990). Vapautuvat neuropeptidit
saattavat diffundoitua laajalle alueelle takasarven alueella. Tétd ilmidta kutsutaan
volyymitransmissioksi, joka aiheuttaa neuronien véliaineessa muutoksia myd6tavaikuttaen
kivun pitkittymiseen (Konttinen ym. 1994). SG:n eli lamina Il:n neuronit muodostavat

paikallisia neuronien valisid ratoja, jotka integroivat luultavasti informaatiota useista eri
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séietyypeistd ja valittdvat tdman informaation projektioneuroneille lamina 1:ssd ja

takajuuren syvemmilla alueilla (Yoshimura & Jessell 1990).

Hermoséikeet siis jaotellaan vasteominaisuuksiensa, ei aiheuttamiensa tuntemusten
mukaisesti. Tasta syysta primaarista afferenttia nosiseptista hermoséiettd ei tulisi kutsua
kipuhermoksi. Kivun séatelyssa tarkeitd ovat paikalliset selkdytimen tasolla vaikuttavat
estavat kytkennat. Kosketus- ja asentohermoista lahtee paikallisia kollateraaleja paikallisiin
estaviin valineuroneihin. N&ma puolestaan voivat vaikuttaa presynaptisesti primaarisiin
afferentteihin nosiseptisiin neuroneihin niiden valittdjaainevapauttamista véahentden tai
postsynaptisesti vahentdmalla projektioneuronien arsyyntyvyytta eli hyperpolarisoimalla
niitd. Selkéytimen segmentaalisissa estdvissd valineuroneissa toimivat vélittjaaineina
paitsi endogeeninen proenkefaliini ja prodynorfiiniperheen opioidit my6s etenkin
keskuhermoston toiminnan kannalta erityisen keskeinen estdva vélittdjdaine gamma-
aminovoihappo (GABA). Nain ollen GABAB-reseptorin agonistia eli myo6tévaikuttajaa

baklofeenia onkin sovellettu neuropaattisen kivun hoitoon (Konttinen ym. 1994).

2.3.3. Diabeettinen neuropaattinen kipu
Luvun alussa hieman mééritellaan, mita diabeettisella neuropaattisella kivulla tarkoitetaan.
Taman jalkeen esitellddn sen epidemiogiaa seka kliinista oireistoa. Lopuksi tutustutaan

erityisesti oksidatiiviseen stressiin.

Diabetes mellitus on yksi yleisimmistd kroonisista sairauksista ja vaikuttaa yli 100
miljoonan ihmisen eldm&&n maailmanlaajuisesti. Erdan arvion mukaan noin 60 % néista
potilaista kehittyy diabeettinen neuropatia (Galer ym. 2000). Neuropaattinen kipu liittyy
Kipuaistimuksiin, joissa Kipu esiintyy, vaikka nosiseptista stimulaatiota ei olekaan.
Useimmiten téllainen kipu liittyy vaurioihin periferaalisissa hermoissa tai niissa
keskushermoston osissa, jotka osallistuvat nosiseptisen informaation kasittelyyn (Berne
ym. 2004). Erd&dn madritelmén mukaan kyseessa katsotaan olevan diabeettinen neuropatia,

mikali oireiden ja I6ydosten perusteella muiden taustasyiden ollessa poissuljettu voidaan
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katsoa diabetes-potilaan tilan johtuvan &&reishermoston tai autonomisen hermoston

toimintahairiésta (104 www-sivu).

Neuropaattiselle kivulle tyypillisia piirteita:

= dysestesia; spontaanit epamieluisat tuntemukset

= allodynia (kuvaus tuonnempana)

= hyperalgesia (kuvaus tuonnempana)

= hyperpatia; pitkittyneet kipuvasteet

= epanormaali purkauksellinen aktiivisuus eli niin sanottu tuikekipu
(Konttinen ym. 1994).

Neuropaattista kipua esiintyy 8-26 % diabeettisista potilaista (Ziegler 2008). Backonja
esittdd, ettd 45 % diabetes-potilaista kérsii diabeettisesta neuropatiasta jossain taudin
vaiheessa Hanen mukaansa 4-5 %:lla potilaista esiintyy kivuliasta neuropatiaa (Backonja
1999). Diabeettinen neuropatia on heterogeeninen neurodegeneratiivinen komplikaatio,
joka liittyy seké& tyypin | (nuoruusién) ettd tyypin Il (aikuistyypin) diabetes mellitukseen.
Koska kliinisia oireyhtymid on suuri maéra, ei ole yhta selkedd universaalista mééaritelméaa
diabeettiselle neuropaattiselle kivulle. T&méa saattaa olla myds yksi syy siihen, ettd arviot
diabeettisen neuropaattisen kivun yleisyydesta vaihtelevat. Diabeettiseen neuropatiaan
kuuluu ilmentymid somaattisessa ja/tai autonomisessa periferaalisessa hermostossa. Namé
vaihtelevat kestoltaan ja intensiteetiltddn suuresti. Neuropaattista kipua saattaa esiintya
melkeinpd missa tahansa kudoksessa (Schmidt ym. 1995). Yleisimmin kaytetty luokittelu
erottaa nopeasti palautuvan ja pitkékestoisen symmetrisen polyneuropatian ja toisaalta
yhden pesékkeen tai useamman pesakkeen neuropatian (Sima ym. 1997). Tdéma Kipu
kasittdd monenlaisia sensorisia, motorisia ja autonomisia oireita (Serra 1999).

Riippumatta vaihtelevista taustatekijoistddn neuropaattinen kipu on useimmiten spontaania,
jatkuvaa, polttavaa, kohtauksittaista ja saa alkunsa erilaisista mekaanisista ja termaalisista
arsykkeistd (Attal & Bouhassira 1999). Diabeettinen neuropatia tunnetaankin usein
sietdmattobméan voimakkaana hoitoon vastaamattomana kipuna, johon saattaa kuulua

sensorimotorista neuropatiaa. Neuropaattinen Kipu on vain neurologisen toimintah&irion
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oire, ei tauti itsesséan. Hiljattain on identifioitu diabeettiselle neuropatialle tunnusomaisia
veren virtauksen ja neuronaalisen iskemian oireita (Cameron ym. 2001, Sheetz & King
2002).

Distaalinen sensorinen neuropatia on tyypillisen diabeettisen neuropatian tyyppi. Kivulias
diabeettinen neuropatia luokitellaan akuuttiin ja krooniseen seka arsykkeen laukaisemaan
tai arsytyksesta riippumattomaan (Vinik 2005). Kuhunkin naistd luokista kuuluu useita
diabeettisen neuropatian alatyyppeja (Schmidt ym. 2003). Taulukossa 2.1. on esitelty erés

Kliiniseen oireistoon perustuva diabeettisen neuropatian luokittelu (104 www-sivu).

Taulukko 2.1. Diabeettisen neuropatian tyypit kliinisen oireiston mukaisesti jaoteltuna (104 www-sivu).
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Diabeettinen neuropatia alkaa yleensd oireettomana ddreishermojen yleistyneend
toimintahairioénad. Yleisimmin havaittuja varhaisia diabeettisen neuropatian merkkeja ovat
muutokset hermojohtonopeuksissa ja hermon varédhdysamplitudissa tai autonomisen
hermoston toimintah&iriosta kertova alentunut sydé&men sykevaihtelu, joka voidaan
todentaa erilaisissa Kliinisissé testeissd. Taudin vaikeutuessa alkaa esiintya kliinisia oireita
ja myohemmaéssa vaiheessa komplikaatioita. Yksilotasolla seka oireet etta taudinkulku ovat
vaihtelevia ja tunto-oireita saattaa esiintyd kaikissa asteissa. Neuropatia ei etene
vaajaamatta huonompaan suuntaan. Adreishermon sensoriset oireet voidaan edelleen jakaa
hermon hypofunktiosta eli esimerkiksi kipu- ja l&mpdaistimuksen tai asentotunnon
muutoksista tai hyperfunktiosta eli esimerkiksi Kivuista ja parentesioista johtuviksi.
Yleensd hypofunktio-oireet esittdytyvat lievempina kuin hyperfunktio-oireet (104 www-

sivu).

Normaalisti nosiseptorit reagoivat vain voimakkaisiin arsykkeisiin, jotka aiheuttavat
kudostuhoa. Aiemmin vahingoittuneet tai tulehtuneet iho, nivelet tai lihakset ovat kuitenkin
epatavallisen herkkid. Kevytkin kosketus vaikkapa palaneelle iholle saattaa aiheuttaa
aarimmaistd kipua. Tama ilmié tunnetaan nimelld hyperalgesia. Hyperalgesia saattaa
esittdytya alentuneena Kipukynnyksend, kivuliaan stimuluksen kasvaneena intensiteettinad
tai jopa itsestddn syntyvénd Kkipuna. Priméaarinen hyperalgesia ilmenee vaurioituneella
alueella, mutta sitd ympéaroivatkin alueet saattavat herkistyd sekundaarisen hyperalgesian
kautta. lhon vaurioituessa vapautuu useita kemikaaleja. Suuri osa néistd vaikuttaa
nosiseptorien artymiseen. Tallaisia herkistavia kemikaaleja ovat esimerkiksi bradykiniini,
prostaglandiinit, K*-ionit ja substanssi P. Vamma-aluetta ympéardivien alueiden
sensitisoituminen substanssi P:n vaikutuksesta on erds sekund&ariseen hyperalgesiaan
johtava tekija. Keskushermoston toimintamekanismit itsessadn osallistuvat sekundaariseen
hyperalgesiaan.  Mekanoreseptiivisten ~ Ad-séikeiden  aktivoituminen  kevyestékin

kosketuksesta kudosvaurion jalkiseurauksena saattaa aiheuttaa kipua (Berne ym. 2004).
Nosiseptorit eivat reagoi ainoastaan akuuttiin Kipuun, vaan niillda on vasteensa myos

pitkakestoisiin ja patologisiin kiputiloihin. Allodyniana tunnetaan ilmid, jossa tavallisesti

harmiton kosketus tai termaalinen stimulus aiheuttaa kipua (Berne ym. 2004). Allodynia
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voi olla seurausta kahdesta erilaisesta tilasta: selkdytimen Kkivunvalittdjaneuronien
kasvaneesta reagoinnista (sentraalinen sensitisaatio) tai nosiseptorien aktivaatiokynnysten
alenemisesta (periferaalinen sensitisaatio). Sentraalisessa sensitisaatiossa kipu voi syntyé
ei-nosiseptisten primaéaristen sensoristen sdikeiden aktivaatiosta. Periferaalinen sensitisaatio
syntyy, kun nosiseptoripaateet altistuvat kudosvauriotuotteille ja tulehdukselle. Tallaisia
tuotteita ovat solunulkoiset protonit, arakidonihappo ja muut lipidien eli rasva-aineiden
aineenvaihduntatuotteet, serotoniini, bradykiniini, nukleotidit sekd NGF (nerve growth
factor) eli hermokasvutekijda. N&ma kaikki ovat vuorovaikutuksessa sensoristen
hermopaatteiden reseptorien ja ionikanavien kanssa (Basbaum & Jessell 2000).
Selkéydintason muutoksia on tutkittu hermoséikeiden regeneraatiomerkkiaineiden avulla.
Né&in on osoitettu vaurioituneiden hermojen regeneraation lisdksi myds funktionaalista ja
rakenteellista synaptisten ja ei-synaptisten yhteyksien synty, johon allodynia saattaa liittya
kevyen kosketuksen johtaessa kipuun signaalivirran kosketustuntoa vélittavistd radoista
Kipuratoihin siirtymisen kautta (Konttinen ym. 1994).

Diabeettisen neuropatian patogeneesi on epaselva. Varhaisvaiheessa aineenvaihdunnalliset
tekijat saattavat olla keskeisessé roolissa, kun taas mydhemmassa vaiheessa korostuvat
verenkiertoon liittyvat tekijat. Fokaalisten eli tietylle rajatulle alueella rajoittuvien
neuropatioiden kehittymisessa verenkiertohdirio seka painetila ovat keskeisessd asemassa.
Koeolosuhteissa aiheutettuun neuropatiaan liittyvassé aineenvaihdunnallisessa hairiotilassa
veren sokeripitoisuuden kohoaminen aiheuttaa muun muassa sorbitolin kertymisen,
alentuneen Na-K-ATPaasi-aktiivisuuden sek&@ solunsisdisen natriumpitoisuuden nousun

(104 www-sivu).

Oksidatiivinen stressi on tila, joka seuraa solun tai kudoksen epdonnistuessa saattamaan
metabolisessa toiminnassa syntyvid vapaita radikaaleja myrkyttéméédn muotoon.
Diabetekselle on tunnusomaista krooninen hyperglysemia, joka aiheuttaa solun metabolian
séatelyn hairiintymisen. Tall6in glukoosin metaboloitumisen sivutuotteena syntyvat vapaat
radikaalit kumuloituvat solussa ja tuloksena on oksidatiivinen stressitila. Mikali solun
antioksidantit eivat kykene poistamaan vapaita radikaaleja, ndma vahingoittavat solun

proteiineja, lipideja ja nukleiinihappoja. Seka krooninen ettd akuutti hyperglysemia
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aiheuttaa periferaalisessa hermostossa oksidatiivista stressid, joka edesauttaa diabeettisen
neuropatian kehittymistd. Oksidatiivisen stressin proteiinien toimintaa tuhoava vaikutus
johtaa alentuneeseen biologiseen aktiivisuuteen, joka nayttdytyy energiametabolian ja
solusignaloinnin heikkenemisend ja jopa solukuolemina. Diabeettisen neuropaattisen kivun
estoon onkin esitetty antioksidatiivisten hoitokeinojen kehittamista (Vincent ym. 2004).
Diabeteksessa neuroneita ei ainoastaan menetetd, vaan myds niiden kyky lisdéntya on
heikentynyt, etenkin pienihalkaisijaisissa hermosyissa (Polydefkis ym. 2003).
Diabeettisessa neuropatiassa solujen rappeutumista ja uudistuotantoa tapahtuu jatkuvasti
samanaikaisesti (Apfel 1999). Taudin edetessa tdma dynaaminen tila siirtyy yhd enemmaén
kohti neuronien rappeutumista uudistuotannon heikentyessa. Kyvyttdmyys neuronien
uudistuotantoon on suorassa yhteydessa  diabeettisen neuropatian  asteeseen.
Uudistuotannon vahenemiseen vaikuttavia mekanismeja ovat heikentynyt insuliinitoiminta,
kasvutekijasysteemien  heikkeneminen, proteiinikinaasi C:n  tiettyjen  muotojen
vaheneminen seka oksidatiivisen stressin aiheuttama Schwannin solujen (hermotukisoluja
aareishermostossa, voivat muodostaa myeliinitupen) toiminnan heikkeneminen.
Oksidatiiviseen stressiin vaikuttaminen edellyttdd neuronien rappeutumisen estamista seka
uudistuotannon edistdmistd. Diabeettinen neuropatia on todennédkdéisesti seurausta
mikrovaskulaaristen ja neuronaalisten heikkouksien yhteisvaikutuksesta. Oksidatiivinen
stressi  vaikuttaa merkittavasti ndihin heikkouksiin ja voi olla suora seuraus
hyperglysemialle. Myds akuutti glukoosinpuute johtaa periferaalisten neuronien tuhoon
mekanismien kautta, jotka ainakin osittain liittyvat oksidatiiviseen stressiin. N&in ollen
antioksidatiivisen  stressin  estdmiseen tarkoitetut antioksidantit ovat keskeisid
kehittdmiskohteita neuropaattisen kivun ja muidenkin diabeettisten komplikaatioiden

ehkaisyssa (Vincent ym. 2004).

2.4. Neuropaattisen kivun tutkimus

Luvun tarkoituksena on antaa yleiskuva tahanastisesta neuropaattisen kivun mekanismien

ymmartdmiseen ja ld&dkehoidon kehittdmiseen tahtadvéasté tutkimuksesta.
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2.4.1. Formaliini-indusoitu kipumalli

Formaliinimalli kehitettiin yli kolmekymmentd vuotta sitten kivun maéaarittamiseen ja
kipulddkkeiden vaikutusten arviointiin koe-eldintutkimuksissa. Kokeessa 0,5-5 %
pitoisuuteen laimennettu formaliiniliuos (aktiivinen ainesosa formaldehydi) injektoidaan
jyrsijékoe-eldimen kapélaan. Kipuun liittyvat vasteet havaitaan talléin kahdessa vaiheessa.
Ensimmaisessd, karkeassa vaiheessa jyrsija nostaa kapélansa ylos, nuolee sité ja kavahtaa
Kipuaistimusta. Tamé vaihe Kkestdd noin kymmenen minuuttia oireiden asteittain
vahentyessd. Toinen vaihe kestdd noin 30-60 minuuttia (Abbot & Franklin 1995, Tjolsen
ym. 1992). Sen uskotaan johtuvan aktiivisuusriippuvaisesta selkdytimen takajuuren
herkistymisesta (Tjolsen ym. 1992, Coderre ym. 1990, Woolf 1983). Kipumallin
ensimmadiseen vaiheeseen voidaan vaikuttaa puudutteilla, kun taas perinteiset
tulehduskipuldakkeet vaikuttavat 1&hinnd toiseen vaiheeseen (Abbadie ym. 1997, Malmberg
& Yaksh 1992).

Vaikka kipumalli oli pitkaan yleisessa kéaytossa, ei formaliinin tarkkaa vaikutusmekanismia
tunnettu. McNamara ja kumppanit osoittivat vuonna 2007 ilmestyneessa tutkimuksessaan,
ettd formaliini aktivoi afferentteja sensorisia neuroneja C-séikeiden spesifisen ja suoran
TRPA1-kationikanavan toiminnan kautta (McNamara ym. 2007). Formaliinin aiheuttama
TRPA1-kanavan aktivoituminen muistuttaa mekanismiltaan muutamien muidenkin
TRPAL-agonistien aktivaatiota, jossa kanavaproteiini aktivoituu sytoplasman puoleisten
kysteiini- ja lysiinijag&dnnosten kovalenttien modifikaatioiden kautta (Hinman ym. 2006,
Macpherson ym. 2007). TRPALl-kanava osoitettiin talla tutkimuksella kayttokelpoiseksi
kohteeksi uudenlaisten kipuladkkeiden kehitykselle (McNamara ym. 2007). Arreola-
Espinon ja kumppanien viime vuonna julkaistussa tutkimuksessa osoitettiin suun kautta
annetun melatoniinin, padasiassa nisdkk&an kapylisakkeessa tuotettavan hormonin, kyky
vahentadé formaliinilla indusoitua nosiseptiota ja tuntoaistin allodyniaa streptotsotosiinilla
diabeettisiksi indusoiduilla rotilla. Melatoniini osoittautui aineeksi, jolla voidaan véhentaa
formaliinin vaikutuksesta ilmenneitd tuntoaistimuksen allodyniaa ja epdnormaaleja kivun
prosessointimekanismeja, jotka ovat tyypillisia diabeettisille rotille (Arreola-Espino ym.

2007). Melatoniinin vaikutus on ymmarrettava, silld se on vapaiden radikaalien jatteiden
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kerddja elimistossd, jolla on epdsuoria vaikutuksia antioksidatiivisten entsyymien

ekspressoitumisen ja aktivoinnin kautta (Klepac ym. 2006, Nishida 2005).

2.4.2. Nosiseptio kayttdytymisen ja tuntohermojen toiminnan tasolla
Courteixin, Eschalierin ja Lavannen vuonna 1992 julkaistussa tutkimuksessa altistettiin
rottia, joihin oli indusoitu diabetes injektoimalla niihin streptotsotosiinia (STZ),
systemaattisesti erilaisille kivuttomille seka Kipua potentiaalisesti aiheuttaville arsykkeille.
Néissa arsykkeissa olivat edustettuina niin mekaaniset, termaaliset (kylma ja kuuma) kuin
kemiallisetkin stimulukset. Rottien vasteita ndihin arsykkeisiin seurattiin neljan viikon ajan
samanaikaisesti tarkkailemalla niiden Kliinisia oireita kuten painon, ruumiin- ja
ihonlammon sekd liikkumisen kehittymistd. Samalla seurattiin myds hyperglysemian
astetta. Tutkimuksessa havaittiin diabeettisten rottien reaktiokynnysten laskevan kivuliaan
kuumalle (44 C° ja 46 C° darsykkeet), ei-kivualiaille lampdtiloille (38-42 C°) sek&
mekaanisille drsykkeille (painetesti rotan k&paliin). Taméa voidaan tulkita kayttaytymistason
todisteena hyperalgesiasta ja allodyniasta. Hyperalgesiaan viittaavat oireet Kkehittyivat
asteittain tilastollisesti merkittaviksi noin kahdessa viikossa. Varsinaisesta hyperalgesiasta
voitiin puhua neljan viikon kuluttua sairauden indusoimisesta. Variaatiot herkkyydessa
kipuarsykkeille alkoivat kehittyd samaan aikaan painon kertymisen, ihon lampdétilan
alenemisen, hénnén liikuttamisessa havaittujen lihassurkastumien ja virtsaamistiheyden
kasvun sekad psykogeenisen runsaan veden juomisen kanssa. Kaiken kaikkiaan 55-90%:lla
nelja viikkoa diabeteksen indusoimisen jalkeen testatuista rotista esiintyi hairidita seka

vasteissa kivuliaisiin ettd kivuttomiin nosiseptisiin arsykkeisiin (Courteix ym. 1993).

Ahlgren ja kumppanit julkaisivat tutkimuksensa STZ-indusoiduista diabeettisista rotista
vuonna 1992. Heiddn keskeinen havaintonsa safeenahermon sensorisista neuroneista oli,
ettd sensoristen hermojen fysiologiset ominaisuudet kuten spontaanin aktiivisuuden aste ja
spontaanisti  aktivoituvien saikeiden prosentuaalinen osuus Kkaikista sahkoisesti
aktivoituvista syistd sekd yksittaisten C-sdikeiden mekaaninen ja termaalinen
arsytyskynnys, eivét poikenneet terveilld rotilla mitatuista. Sen sijaan diabeettisten rottien
C-saikeiden nosiseptoreissa havaitut kasvaneet ja pidentyneet vasteet saattavat viitata

diabeettisilla rotilla havaittuihin mekaanisen nosiseptisen arsytyskynnyksen alenemiseen
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kayttaytymiskokeissa. Myods Ad-sdikeiden vasteiden vaheneminen saattaa osaltaan
vaikuttaa hyperalgesian kehittymiseen. Muutokset Ap-sdikeissd eivdt sen sijaan
osoittautuneet merkityksellisiksi diabeettisten rottien muuttuneen nosiseption kannalta.
Neuronien kasvanut laukomistiheys arsykkeen yllapitdmisen ajan sek& sen jélkeen saattaa
osaltaan selittdd hyperalgesiaa mekaanisille arsykkeille seké& pidentyneen dysestesian eli
tuntoaistimuksen esiintymisen ilman tuntodrsykettd. Né&istd molemmat ovat keskeisia
oireita ihmisten diabeettisessa neuropatiassa. Myds ryhman demonstroimat seikat kuten
mekaanisesti ja termaalisesti hiljaisten C-sdikeiden prosentuaalisen osuuden véheneminen
ja Ad-saikeiden mekaanisen &rsytyskynnyksen aleneminen saattavat myo0tdvaikuttaa
diabeettisten rottien kayttaytymiskokeissa esiin tulleeseen mekaanisen nosiseptisen

arsytyskynnyksen alenemiseen (Ahlgren ym. 1992).

2.4.3. Synaptisen valityksen luonne ja farmakologia
Santos ja kumppanit julkaisivat vuonna 2007 tutkimuksen, jossa he tehokkaasti
identifioivat synaptisesti yhteydessd olevia valineuroneita rottien selkdydinleikkeista ja
luonnehtivat niiden eksitatorisia eli kiihdyttavia ja inhibitorisia eli estavid funktioita. He
testasivat 1500 SG-alueen neuronia suorittaen tiivisliitoksisia kokosolurekisterdinteja
soluun Kkiinnittyvaa stimulointitekniikkaa hyoédyntden. Neuroneista 102 luokiteltiin
monosynaptisiksi ja ne synapsoivat lamina I-Ill-alueelle. Yllattdvdn suuri osa
valineuroneista oli eksitatorisia (89 neuronia) ja niissé valittdjdaineena toimi glutamaatti.
Ainoastaan 15 valineuroneista oli inhibitorisia. Neuronit edelleen luokiteltiin niiden
sisdisten aktiopotentiaalien laukomisominaisuuksien perusteella. Keskeisin tulos oli
kuitenkin, ettd sensorinen integraatio SG:n sisaisissa neuronaalisissa yhteyksissd on
eksitatoristen  valineuronien  dominoimaa. Talla  neuronaalisten  yhteyksien
jarjestaytymiselld on luultavasti keskeinen rooli nosiseptisessd koodauksessa. Eksitatorinen
prosessointi on nimittain padsaantoisesti intralaminaarista erotuksena inhibitiolle, joka on
ensisijaisesti  interlaminaarista. Santos ja kumppanit osoittivat moduloimalla
valittdjdaineiden vapautumista ja stimulaation intensiteettid, ettd neuronien synaptinen
viestintd tapahtuu etupdéssa AMPA- ja osittain myos kainaattireseptorien valityksella. He
my06s nayttivat, ettd BAPTA-pohjainen solunsisdinen liuos sailytti neuronien fysiologisen

laukomisrytmin. Tastd voidaan paatelld neuronien olevan Ca”*-ionien puskuroimia
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normaaliolosuhteissa ja ettd laukomisrytmi on suuresti riippuvainen Ca®*-ioneista. Tama
sopii hyvin kuvaamme SG:n alueella olevien TRP-kanavien luonteesta.  Tassa
tutkimuksessa kokosolumittaukset suoritettiin  perforaatiopatch-menetelmalla terveista
rotista (Santos ym. 2007).

Ennen Kosugin ja kumppanien vuonna 2007 julkaisemaa tutkimusta kukaan ei ollut
osoittanut TRPA1-kanavien roolia SG:n synaptisen toiminnan séatelyssa. Tyossddn he
tutkivat rottien selkdaydinleikkeistd SG:n alueen neuroneita kokosoluvirtamittauksella
rekisterdiden TRPAL-kanavien aktivoitumisen vaikutuksia synaptiseen vélitykseen. He
superfusoivat rottien selkdydinleikkeisiin sinappidljyn padainesosaa allyyli-isotiosyanaattia
(AITC), kanelidljya ja allisiinia ja havaitsivat ndissa kaikissa tapauksissa spontaanien
eksitatoristen postsynaptisten virtojen (EPSC) frekvenssin ja amplitudin selvasti kasvavan.
AITC:n avulla aikaansaatu voimistuminen EPS-virtojen frekvenssissé ja amplitudissa oli
resistanttantti nopeisiin janniteherkkiin natrium-kanaviin vaikuttavalle tetrodotoksiinille
(TTX) ja La**-ioneille. Lisattaessa glutamaattireseptoriantagonisteja synaptinen aktiviteetti
tyrehtyi kokonaan ja Ca’*-ionien puuttuessa liuoksesta synaptinen aktiivisuus heikkeni
huomattavasti. Ruthenium red véhensi sekd amplitudia ettd frekvenssia edelld kuvatuissa
synaptisissa vasteissa. Ndaiden tulosten ja muutamien muidenkin TRPAZ-ionikanavan
karakterisiiin - ominaisuuksiin liittyvien farmakologisten altistusten ansiosta ryhma
vakuuttui TRPAL1-kanavien lasnéolosta paitsi SG:n neuronien presynaptisissa paatteissa
glutamaatin vapautumisen edesauttajina my6s primaaristen afferenttien selkdytimen
inhibitorisiin vélineuroneihin paétyvien neuronien paatteissd. Tdma sentraalinen sensoristen
signaalien modulaatio saattaa olla myo6tavaikuttamassa fysiologisiin ja patologisiin

kipuaistimuksiin (Kosugi ym. 2007).

Yoshimuran ja kumppanien vuonna 1993 julkaistussa tutkimuksessa SG:n synaptisia
ominaisuuksia tutkittiin erilaisilla farmakologisilla altistuksilla. Tyon paatulos on yhteneva
aiempien tutkimusten kanssa siltd osin, ettd primaaristen afferenttien AJd-sdikeiden
aktivointi johti glutaminergisiin EPS-virtoihin. Aktivointi johti my0ds glysinergisiin ja
GABA-ergisiin  IPS-virtoihin. Jo tdssd vaiheessa havaittiin siis my0ds inhibitorisen

valityksen oletettavasti keskeinen rooli selkdytimen nosiseptisessa valityksessd. NMDA.-
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reseptorien  todettiin  tutkimuksessa  osallistuvan ~ EPS-virtojen ~ myd6hempiin
komponentteihin. Tutkimuksessa todettiin siis seka IPS-virtoja synnyttavien inhibitoristen
valineuronien ettd NMDA-komponenttien moduloinnin olevan mahdollinen vaikutuskohde
SG:n neuronien eksitaation asteeseen ja my0s sen kestoon. Kuvassa 2.6. on
havainnollistettu heidan koeasetelmaansa leiketasolla. Huomattava piirre on, ettid tassa
kaytettiin sokkopatch-clamp-menetelmaa. Leike ja siten SG-alue oli visualisoitu, mutta
yksittdisten neuronien aariviivoja ei, joten gigaliitoksen tekeminen SG:n neuroneihin tehtiin
sokkona (Yoshimura & Nishi 1993). Yoshimura osoitti Jesselin kanssa jo tatakin
alemmassa  vuonna 1990 julkaistussa, erilaisia  farmakologisia  altistuksia
selkdydinleikkeeseen hyddyntdvassd tutkimuksessa, ettd AdS- ja C-séikeet kayttavat L-
glutamaattia tai sille l&heista aminohappoa SG:ssa synapsoidessaan. Taméan vélittdjaaineen
postsynaptiset vaikutukset valittyvat padasiassa NMDA-reseptorien vaikutuksesta. Se,
etteivat 6-syano-7-nitroquinoksaliini-2,3-dioni (CNQX) ja DL-2-amino-5-
fosfonovalerihappo (APV), onnistui kokonaisuudessaan blokkaamaan L-glutamaatin
aikaansaamaa depolarisaatiota SG- neuroneissa, nostaa esiin mahdollisuuden, etta
solunulkoisesti lisatty L-glutamaatti aktivoisi non-NMDA reseptorin. Tama olisi siis eri
reseptori kuin se, jonka kautta kulkee synaptisesti valitetty afferentti valittajaaine. Jotkut
EPSP:t siis ovat ja toiset taas eivét sensitiivisia eksitatoristen aminohappoantagonistien
ehkaiseville sivuvaikutuksille. Eli muut kuin eksitatoriset aminohapot saattavat naytella
roolia nopeassa synaptisessa transmissiossa. Kun verrattiin synnytettyjen EPS-potentiaalien
latensseja valittymisnopeuteen ja stimulusintensiteettiin ja primaarisen afferentin neuronin
aktivoitumiseen vaadittavaan stimulusintensiteettiin, havaittiin ettd lyhytlatenssiset EPSP:t
valittyvat Ad-sdikeissa ja pitkéalatenssiset EPSP:t valittyvdat C-saikeiden toimesta.
Tutkimuksessa Yoshimura hyddynsi solunsiséisida mittauksia ja osoitti primaarisen
afferentin syoton aikaansaavan sekd@ nopeita ettd hitaita EPSP:it4 takajuuren neuroneissa
(Yoshimura & Jessell 1990). Baba ja kumppanit puolestaan tutkivat rottien
selkdydinleikkeissa vuonna 1998 muskariinireseptorien agonistien ja
asetyylikoliiniesteraasi-inhibiittorien vaikutuksia GABA-ergisiin IPS-virtoihin, joiden
ajatellaan olevan osallisia selkdydintason antinosiseptioon (Yoshimura & Nishi 1995, Baba

ym. 1998). Tyossaan Baba ja kumppanit vahvistivat selkédytimen muskariinireseptorien
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agonistien seka asetyylikoliiniesteraasin inhibiittorien antinosiseptisen vaikutuksen (Baba
ym. 1998).

Suction
electrode

Dorsal root

SG

EM grid

Spinal cord

Kuva 2.6. Kaavamainen kuva koeasetelmasta (Yoshimura & Nishi 1993).

Toisaalta erds erittdin mielenkiintoinen tuore tutkimus esittelee yhden mahdollisen
la&keainekandidaatin. Ishii ja kumppanit ovat tdnd vuonna julkaistussa artikkelissaan
kuvanneet  dexmedetomidin, korkeasti  selektiivisen  op-adrenoseptori  agonistin
ominaisuuksia. Selkdytimen takajuuren pintakerroksissa op-adrenoseptorien tiheys on
todella suuri (Roudet ym. 1994, Stone ym. 1998). Tutkimus on suoritettu rottien
selkéaydinleikkeistd kokosolu-patch-clamp-tekniikalla. Faber ja kumppanit ovat vuonna
1998  julkaistussa  tutkimuksessaan  osoittaneet  ap-adrenoseptorien  agonistien
lamaannuttavan A- ja C- afferenttien sdikeiden NMDA-reseptorivalitteisen eksitatorisen
postsynaptisen  potentiaalin  (Faber ym. 1998). Dexmedetomidi hyperpolarisoi
kalvopotentiaaleja  selkdytimen takajuuren neuroneissa op-adrenoseptorien kautta
tapahtuvan G-proteiinivalitteisen K*-kanavien aktivaation kautta. Tutkimuksen pailoyté on

siis dexmedetomidin oletettava osallisuus antinosiseptioon selkaytimessé (Ishii ym. 2008).
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2.4.4. Endogeeniset kivunhallintareitit

Tutkimustietoa laskevien noradrenergisten, serotoniinisten ja dopaminergisten ratojen
vaikutuksista nosiseptioon on raportoitu jo pitk&&n, mutta vasta aivan viime vuosina néiden
vaikutusten solutason mekanismit ovat alkaneet selvitd. Tamaen ja kumppanien
tutkimuksessa tarkasteltiin dopamiinin vaikutusta tuntoinformaation valitykseen seka
kayttaytymisen tasolla ettd kokosolu-patch-clamp-mittauksissa SG:n alueella. Dopamiinilla
ei ollut merkittavaa vaikutusta miniatyyristen eksitatoristen postsynaptisten sahkovirtojen
frekvensseihin tai amplitudeihin. Dopamiinin péd&asiallinen vaikutus né&kyikin dopamiinin
taipumuksessa indusoida postsynaptisiin  SG-neuroneihin ulospdin suuntautuvia virtoja.
Tama tapahtui G-proteiinivélitteisen kaliumionikanavien aktivaation vélitykselld D2-
tyyppisten dopamiinikanavien kautta. Tamaen tutkimuksen lisdarvo aikaisempaan
dopamiiniagonistien tutkimukseen on, ettd se tarjoaa tietoa niistd solutason mekanismeista,
jotka taustoittavat dopamiinin indusoimaa antinosiseptiota ja ndin ollen tuovat astetta
ldhemmas mahdollisuuden dopamiiniagonistien ja L-DOPA:n hyddyntamiseen Kliinisessé
neuropaattisen kivun hoidossa (Tamae ym. 2005). Laskevien noradrenergisten ratojen
roolia on kasitelty esimerkiksi Sonohatan ja kumppanien tutkimuksessa, joka julkaistiin
vuonna 2003. Heidan keskeisin I0ydoksensd oli, ettd noradrenaliini vaikuttaa toisaalta
presynaptisesti heikentden kipua aiheuttavien stimulusten aiheuttamia EPS-virtoja seké
postsynaptisesti indusoiden vastaavanlaisen ulospdin suuntautuvan virran kuin dopamiinin
az-adrenoreseptorien kautta aiheuttaen ndin antinosiseptisid vaikutuksia (Sonohata ym.
2003).

Tutkimuksessaan Jiang ja kumppanit osoittivat muun muassa kokosolu-patch-mittauksilla,
ettd somatostatiini aktivoi kaliumkanavia saaden aikaan postsynaptisen hyperpolarisaation
aikuisten rottien SG-alueen neuroneissa. Vastoin aikaisempia tutkimustuloksia he
osoittivat, ettd somatostatiini ei vaikuta synaptisen vélityksen presynaptiseen
komponenttiin. Taten somatostatiinin kipua vahentdva vaikutus ei ole yhteydessa EPS-

virtoihin (Jiang ym. 2003).

2.5. Katsaus sahkofysiologisiin ilmidihin

Tassa luvussa kasitelladn neuronin sahkofysiologisen toiminnan ymmartdmisen kannalta

oleellisia solukalvon sahkdisid ominaisuuksia.
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2.5.1. Taustaa solujen séhkdisille ominaisuuksille
Ihmisessé ja eldimesséd sahkoiset signaalit kulkevat ionien vélityksella. Neurofysiologisesti
tarkeimpia varauksenkuljettajia ovat monovalentit kationit K*, Na* ja anioneista CI seka
divalentti kationi Ca?*. Solukalvon yli liikkuessaan nama ionit aikaansaavat sahkdisen
potentiaalin muutoksia kalvon yli. Potentiaalierot ovat luonteeltaan primaarisia signaaleja,
joiden tehtavana on vélittaa biologisia viesteja yhté lailla solun sisélla, solusta soluun kuin
myo6s kehon osasta toiseen. lonien liikkeet solubiosysteemeisséd selittyvat diffuusion ja

sdhkoisen potentiaalin avulla (Johnston & Miao-Sin Wu 1995).

lonit eivdt ole tasaisesti jakaantuneet biologisissa systeemeissa. Esimerkiksi K*-ionien
konsentraatio on useimpien elédinten soluissa huomattavasti korkeampi solun sisalla kuin
solunulkoisessa tilassa. Sitd vastoin Na*- ja Ca®* -ionien konsentraatiot ovat suurempia
solun ulkopuolella. Nama erot ionien jakaantumisessa aiheuttavat
konsentraatiogradientteja. Termodynamiikan peruslakien mukaan lampétilasta riippuva
ionien satunnaisliikehdintd jakaa ionit tasaisesti liuoksessa ja niiden nettovirta tapahtuu
suuremman konsentraation alueelta pienemmén konsentraation alueelle. Taméa ilmio
tunnetaan diffuusiona. Diffuusiota tapahtuu kunnes ionit ovat tasaisesti jakautuneet
solukalvon molemmin puolin, mikali mitddn muita tekijoitd ei oteta huomioon. Tama
edellyttda siis tietyn ionityypin konsentraatiogradienttia solukalvon yli seka kalvon

lapdisevyytté kyseiselle ionityypille (Johnston & Miao-Sin Wu 1995).

Koska ionit kantavat sdéhkdvarausta, niiden liikkeeseen vaikuttaa konsentraatiogradienttien
lisaksi myds sahkokentat. Useimmissa kehon osissa biologisten molekyylien nettovaraus on
nolla; tietyssa tilavuudessa positiivisten ja negatiivisten varausten lukumé&ara on siis yhté
suuri. Tarked poikkeus tastd neutraliteetista on yksittaisen solun solukalvo. Useimmat
solukalvot ovat lapéisevia joillekin ioneille ja toisille taas eivat, mistd seuraa sahkokentté
solukalvon yli. Talla sédhkdisella potentiaalierolla solukalvon ulko- ja sisdpuolen valilla on
méaéradva vaikutus ionien liikkeisiin solukalvon kanavien ja huokosten l&pi (Johnston &
Miao-Sin Wu 1995).
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Solukalvon keskeisimmat rakenneosat fosfolipidit koostuvat hydrofiilisestd polaarisesta
paasta ja hydrofobisesta ei-polaarisesta hannéstad. Fosfolipidit muodostavat solukalvon
kahtena pééllekkéisend molekyylikerroksena siten, ettd hydrofobiset hannat sijaitsevat
vastakkain ja hydrofiiliset paat osoittavat solunulkoiseen ja solunsisdiseen tilaan pain.
Tama fosfolipidikaksoiskerros eristdd tehokkaasti solunsisdisen ja ulkoisen tilan ja
mahdollistaa ndin ollen omalta osaltaan lepojannitteen ja aktiopotentiaalin. Toimiakseen
tarkoituksenmukaisella tavalla solukalvojen tulee séddella lavitseen kulkevien ionien
lilkkumista. Tamé& tapahtuu erilaisten proteiinimolekyylien muodostamien ionikanavien
avulla, jotka lapdisevat fosfolipidikaksoiskerroksen tarkasti méaéaratylla kanavatyypille
ominaisella tavalla kunkin kanavan péastéessa lavitseen méaérattyja ionilajeja (Hille 2001).
Solukalvon lapéisevat makromolekyylit muodostavat ionikanavia, jotka mahdollistavat
hydrofiilisen kanavan auetessa varauksenkuljettajina toimivien ionien passiivisen
kulkemisen solun sisa- ja ulkopuolisen tilan Vvélill4. lonikanavan toiminta maaraytyy
padasiassa kahden seikan perusteella: ionityypin, joka kanavan l&pdisee seka signaalin, joka
kanavan saa avautumaan ja sulkeutumaan. Useimmiten toimivan ionikanavan muodostavat
neljasta kuuteen samanlaista proteiinimolekyylid, joiden keskelle j&& aukko, jonka kautta
ionit virtaavat. Valikointi kanavan lapdisevien ja lapaisemattémien ionien kesken toteutuu
sekda proteiinimolekyylien rajaaman aukon koon mukaan ettd aukkoa reunustavien
proteiinimolekyylien karakterististen aminohapporyhmien ominaisuuksien perusteella.
Esimerkiksi kaliumkanavat ovat valikoivasti lapaisevia K'-ioneille, natriumkanavat Na®-
ioneille sekd kalsiumkanavat Ca®*-ioneille. lonikanavien ohella myds solukalvon l4pi
yltavilld proteiinimolekyyleilld, ionipumpuilla, on kriittinen rooli neuronien valisessa
viestinndssd. Neurofysiologiassa keskeisimmét ndistd ovat natrium-kalium -pumppu ja
kalsiumpumppu. Kuljettaakseen néité tiettyja ioneja solukalvon l&pi ne hyddyntavat ATP:n
(adenosiinitrifosfaatti) hajottamisessa vapautuvaa energiaa. Adenosiinitrifosfaatti on
nukleotidi, jonka suurienergisen fosfaattisidoksen energiaa solut hyddyntdavat muutoinkin

eri toiminnoissaan (Bear ym. 2001).
2.5.2. Tasapainopotentiaali

Jonkin ionin osalta tasapainotilanne on saavutettu, kun diffuusio ja sahkoéiset voimat ovat

yhté suuret mutta vastakkaissuuntaiset ja tdman ionin virtaus kalvon lapi on pysahtynyt.
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Lepopotentiaalilla tarkoitetaan sitd sahkoistd potentiaalieroa, joka tasapainottaa ionisen
konsentraatiogradientin. Kun tunnetaan tietyn ionin varaus ja konsentraatio solun ulko- ja
sisdpuolella sek& lampotila, voidaan sen tasapainopotentiaali madrittdd laskennallisesti
Nerstin yhtalon avulla (kaava 2.1.) (Sherman-Gold 1993).Td&mé& tasapainopotentiaali
saavutetaan, mikali solukalvo on I3dpéiseva ainoastaan kyseiselle ionityypille.
Fysikaalisessa tilanteessa neuronit ovat kuitenkin lapéisevia useammalle ionityypille (Bear
ym. 2001). Jokaisella ionilajilla on ominainen tasapainopotentiaali, joilla on hermosolun
toiminnan kannalta erityisen keskeinen merkitys. Solukalvojen signaalit syntyvét ndiden
potentiaalien asettamissa rajoissa. Kaikki solukalvon signaalit perustuvat tdhan samaan
periaatteeseen, jonka mukaisesti tiettyjen spesifisten kanavien auetessa niiden ioneihin
kohdistuvat séhkdinen voima ja pitoisuuseron aikaansaama vaikutus asettuvat
tasapainotilaan  siirtden  solukalvon  potentiaalia  kohti  kyseisen ionilajin
tasapainopotentiaalia. Reaalisessa tilanteessa useampia ionilajeja l&vitseen pdadstavét
kanavat ovat auki yhtéaikaisesti, jolloin kalvopotentiaali asettuu arvoon, joka on

erdanlainen keskiarvo naiden eri ionilajien tasapainopotentiaaleista (Kaila 1985).

RT (A, ]
—In == (2.1)
z , F [A ]

Nerstin kaava. Tassa R on kaasuvakio, T absoluuttinen lampétila, z, on ionin A valenssi (Na* ja K*, +1;
CI', -1) ja F on Faradayn vakio. lonin konsentraatio solun ulkopuolisessa tilassa on[ A,] ja sisépuolella
[As]- TAma tasapainotila on sellainen, ettd diffuusiovirta korkeammasta pitoisuudesta pienempéaan on

sama kuin sdhkokentan aiheuttama ohminen virta (Hille 2001).

2.5.3. Lepojannite
Lepotilassa solun sisé- ja ulkopuolen vélill& vallitsee jannite-ero. Sisdpuoli on negatiivisesti
varautunut suhteessa ulkopuoleen ja tasta aiheutuu lepopotentiaali, joka vallitsee solussa
aina kun se ei generoi impulsseja. Solukalvon lepojannite kuvaa siis dynaamista
tasapainotilaa, jossa ei tapahdu sa&hkdvirran nettovirtausta kalvon yli. Tyypillisella

hermosolulla sen suuruus on noin -65 mV. Lepojannite maaraytyy sellaisten solunsisaisten
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ja -ulkopuolisten ionien konsentraatioiden mukaan, joille solukalvo on lapdisevd. Mikéli
tietyn ionin konduktanssi on maéaardava, lepojannite on lahelld tdman ionin Nerstin
potentiaalia. Koska tyypillinen lepotilassa oleva solukalvo on paljon lapaisevampi
kaliumioneille kuin natrium-, kalsium- tai Kkloridi -ioneille, lepokalvojénnite on hyvin
ldhella kaliumin tasapainopotentiaalia (Sherman-Gold 1993). Jos lepdéva solukalvo olisi
ldpdiseva ainoastaan kaliumille, solukalvon lepojannitteen arvo olisi -80 mV. Mitattu
tyypillisen neuronin -65 mV:n suuruinen lepojannite johtuu siitd, ettd solukalvo on
lepotilassa myds jonkin verran ldpaiseva natriumioneille. Solukalvon suhteellinen
lapdisevyys kaliumille on siis korkea ja natriumille matala. Kaliumkanavien valikoiva
lapdisevyys onkin avaintekijid lepojannitteessd ja sitd kautta neuronien toiminnassa.
Lepojannite voidaan laskea Goldmanin yhtalélld. Kaavassa otetaan huomioon solukalvon
suhteellinen 1&pdaisevyys eri ionityypeille neuronin ollessa lepotilassa. Kun tiedetdan
lepotilassa olevan solukalvon lapaisevyyden K'-ionille olevan 40 kertaa suurempi kuin
Na'-ionille, voidaan lepopotentiaalin suuruus laskea kayttamalldi K'- ja Na' -ioneille
approksimoituja solunsisdisia ja ulkopuolisia konsentraatioita. Tallaisen approksimaation
tuloksena saadaan madriteltyd kokeellisestikin todennettu -65mV:n lepojannitteen arvo
(Bear ym. 2001).

2.5.4. Solukalvon séhkdinen luonne
Solukalvo vastaa sdhkoisesti passiivisilta ominaisuuksiltaan vastuksen (resistanssi R) ja
kondensaattorin (kapasitanssi eli varautumiskyky C) rinnankytkentdd. Rinnakkaiset
kapasitanssit ja vastukset summataan yhteen (Sherman-Gold 1993). Elektrofysiologiassa
onkin keskeistd ymmartad, minkalaisen ajasta riippuvan vasteen kalvon yli tietty virta
synnyttdd. RC-kykenttjen ajallinen asettumien noudattaa eksponentiaalista muutosta
aikavakiolla t = RC (Voipio 2004). Solukalvon kondensaattoriominaisuus johtuu siit4, etta
epatasapaino negatiivisten ja positiivisten varauksen suhteen solukalvon molemmin puolin
nayttaytyy elektrostaattisena vetovoimana solukalvon yli.  Sisdpuolen negatiiviset ja
ulkopuolen positiiviset varaukset vetdvat toisiaan vastavuoroisesti puoleensa vain alle 5 nm
(23 A = 2,3 nm (Hille 2001)) paksuisen solukalvon l4pi (Kaila 1985). Biologisilla
solukalvoilla on korkea sahkdinen kapasitanssi, 1,0 Mf/ cm? (=0,01 pF/ um?), joka on suora

seuraus ylla kuvatuista kalvojen molekulaarisista dimensioista. Solukalvojen kapasitanssi
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maaréd, kuinka monen ionin (varauksen) tulee kulkea ja kuinka nopeasti niiden taytyy
edetd tietyn sahkoisen signaalin syntymiseksi. Yleisesti kapasitanssi hidastaa minké tahansa
virran jannitevastetta tunnusomaisella aikavakiolla t, joka riippuu kapasitanssin RC:sta ja
jokaisesta efektiivisesté rinnakkaisesta vastuksesta (Hille 2001).

2.5.5. Aktiopotentiaali

Neuronien viestintd perustuu aktiopotentiaaleihin, jotka laukeavat vaadittavan
arsytyskynnyksen ylittyessa (hermosolutyypista riippuen noin 5-20 mV muutos aksonin
kalvopotentiaalissa positiiviseen suuntaan). Hermosolukalvon ollessa lepotilassa siind on
runsaasti avoimia kaliumkanavia ja kalvopotentiaali onkin lepotilassa lahellda kaliumin
tasapainopotentiaalia. Aktiopotentiaalin aikana janniteherkédt natriumkanavat avautuvat,
mika siirtdd kalvopotentiaalin hetkeksi lahelle natriumionin tasapainopotentiaalia, noin
arvoon +20 mV. Tallin solun sisdpuoli on hetkellisesti positiivinen ulkopuoliseen
kudosnesteeseen ndhden (Bear ym. 2001). Solun synnyttdmat aktiopotentiaalit ovat aina
kooltaan ja kestoltaan vakioisia riippumatta kynnyksen ylittdneen arsykkeen suuruudesta.
Tatd kutsutaan kaikki tai el mitddn -periaatteeksi. Janniteherkkyyden liséksi
aktiopotentiaaliin osallistuvien ionikanavien toimintaa méaarittda niiden toimintanopeus eli
kinetiikka. Hermosolun aksoni ei kykene laukomaan uusia aktiopotentiaaleja aivan
valittdmasti  edellisen  aktiopotentiaalin ~ laukeamisen  jalkeen  sulkeutuneiden
natriumkanavien pysyessa hetken aikaa suljettuina. Tamé& aikavali tunnetaan nimell&
refraktaaliaika. Aktiopotentiaali on kestoltaan noin kahden millisekunnin mittainen ja
suuruudeltaan noin 100-120 mV. Se ei heikkene edetesséén pitkin hermosolun aksoneita.
Neuronien valittdma viesti sisaltyykin neuronin aktiopotentiaalien laukomisen kaavaan ja
frekvenssiin (Kaila 1985).

Aktiopotentiaalin johtumisnopeuteen vaikuttavat aksonin paksuus (paksut kuljettavat
ohuempia huomattavasti nopeammin) seka gliasolujen muodostama séhkdisena eristeena
toimiva myeliinituppi (myelinisoidut kuljettavat selvésti nopeammin). Myeliinitupelisissa
aksoneissa séhkoisen signaalin passiivinen johtuminen on saltatorista eli hyppivaé; vain 1-
2 mm mittaisten tuppiosien valisissd kuroumissa on janniteherkkid natriumkanavia ja néin

ollen vain niissa syntyy aktiopotentiaali (Kaila 1985). Viesti neuronista toiseen kulkee
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synapsien kautta. Useimmat keskushermoston synapsit vélittdvat viestit kemiallisesti.
Presynaptisen valittdjdaineen vapautumisen postsynaptisessa membraanissa aiheuttamaa
akillistd depolarisaatiota kutsutaan eksitatoriseksi postsynaptiseksi potentiaaliksi (EPSP).
Vastaavasti &killinen postsynaptisen membraanin hyperpolarisaatio, jonka aiheuttaa
presynaptinen vélittdjaaineen vapautuminen, on nimeltddn inhibitorinen postsynaptinen
potentiaali (IPSP). Vastaanottavan solun kaikista synapseista kullakin ajanhetkell&
vastaanotettujen  eksitoivien ja inhiboivien signaalien yhteisvaikutus ratkaisee
aktiopotentiaalin laukeamisen. Samalla neurotransmitterivalittajaaineella voi olla erilaisia

postsynaptisia vaikutuksia riippuen siitd mihin reseptoriin se sitoutuu (Bear ym. 2001).

2.6. Patch-clamp-menetelméat

Tassé luvussa esitellddn ne patch-clamp-menetelmét, joita hyoddynnettiin diplomityon
pilottikoetyyppisissa selkéydinleike-patch-clamp-mittauksissa. Luvun lopussa vertaillaan

naiden tekniikoiden mittausteknisia vahvuuksia ja heikkouksia.

2.6.1. Kokosolujannitelukitus
Jannitelukitustekniikassa solukalvon potentiaali pidetdén tietyssa vakioarvossa samalla kun
kalvon l&pi kulkevaa virtaa mitataan. Valttamatta ei olla kiinnostuneita virrasta sinénsa,
vaan solukalvon johtavuudesta ja sen taustalla olevasta ionikanava-aktiivisuudesta.
Pitamalla kalvopotentiaali vakiona voidaan varmistua siit4, ettd mitattu virta on suoraan

verrannollinen tutkimuskohteena olevaan johtavuuteen (Sherman-Gold 1993).

Jannitelukitus on yksi parhaista keinoista ionikanavien toiminnallisten ominaisuuksien
tutkimiseen. Siind aiheutetaan solukalvon jannitteeseen asteittaisia muutoksia, jotka saavat
kalvon kanavat siirtyman eri toiminnallisten tilojensa valill4. NA&it4 siirtymi& voidaan
seurata muutoksina solukalvon virroissa. Muutoksien ajallinen asettuminen eri tilojen
valilla siséltdd paljon informaatiota ionikanavien porttitoiminnasta. Taman lisaksi
jannitelukitusta voidaan kéyttdd eri kanavapopulaatioiden valikoivaan aktivointiin. N&in
voidaan esimerkiksi biologisilla tai farmakologisilla manipulaatioilla merkittyja spesifisia
kanavia identifioida ja tutkia yksityiskohtaisesti. Perinteisesti tatd menetelmaa on kéytetty

janniteherkkien ionikanavien toiminnan tutkimiseen, mutta sitd on alettu hyodyntda myds
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ligandiherkkien kanavien, synaptisten potentiaalien ja solujen eritystoiminnan eli

eksosytoosin tutkimiseen (Jackson 1997).

Kokosolujannitelukitustekniikassa kdytetadn yhtd ja samaa elektrodia samanaikaisesti sek&
jannitteen vV kontrollointiin  ettd  virran |  mittaamiseen  (kuva 2.7.)
Sarjaresistanssikompensaationa tunnetun menetelmén kautta pyritadn eliminoimaan virhe,
joka aiheutuu saman elektrodin kayttdmisestd ndissa kahdessa tarkoituksessa. Jotta
sarjaresistanssikompensaatio toimisi toivotulla tavalla, tdytyy mikropipetin vastuksen olla
kohtuullisen matala verrattuna solun impedanssiin. Tassa tarkoituksessa pyritdankin
rikkomaan solukalvo siten, ettd mikropipetilld on matalaresistanssinen paasy koko soluun.

Tasta menetelmén nimi kokosolu-patch-clamp (Sherman-Gold 1993).

amplifier

Kuva 2.7. Solu kokosolu jannitelukitusmittauksessa. Kuvassa nahdaan patch-elektrodi ja vahvistin.
Pipetin sisélla oleva liuos perfusoi solun siséan. Koska patch-clamp-vahvistimen piiri yllapitaa samaa
jannitettd kahdessa sisddntulossa, potentiaali V. lisatddn soluun. Vahvistimen ulostulo on

verrannollinen solukalvon virtaan, I, (Jackson 1997).

Pipetin karjessa mitattu jannite on kokeentekijan kontrolloiman kalvopotentiaalin Vi, ja
virran indusoiman jannitehdvion summa pipetin yli. Pipetin sarjaresistanssin ja
rikkoutuneen kalvon j&anneresistanssin lapi kulkeva virta on usein riittdvan suuri
aiheuttamaan merkittavid jannitevirheitd. Naiden virheiden kompensointiin on olemassa
erilaisia tekniikoita. Virheiden suuruuden arvioimiseksi kuvitellaan tilanne, jossa
sarjaresistanssikompensaation maksimi on 80 %. Taman arvon ylittdessdén systeemi
oskilloi ja solu tuhoutuu. Oletetaan liséksi, ettd padsyresistanssi (access resistance; pipetin

resistanssin ja rikotun solukalvon resistanssin summa) R, on 5 MQ. Kompensaation jalkeen
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vastuksen efektiivinen arvo Ry ¢ on vain 1 MQ. Tassé tapauksessa siis 10 nA virta
aiheuttaisi 50 mV suuruisen kompensoimattoman jannitevirheen, joka saataisiin
vahennettyd 10 mV:iin kompensoinnin avulla. Talla tekniikalla ei selvastikdan voida mitata
suuria virtoja. Pienimpidkin virtoja mitattaessa on tdrkedtd Kkiinnittdd huomiota
sarjaresistanssin kompensaatioon ja ottaa huomioon myds tésta toimenpiteestd huolimatta
jaljelle jaava jaannevirhe. Myos kokosolu-patch-clampin ajalliseen resoluutioon vaikuttaa
Ra, e ja siten silld on vaikutuksensa myos kalvon kapasitanssiin (t = Ry, efCry). Taten
tekniikkaa rajoittuu myds siind mielessa pieniin soluihin, ett4d aikavakion tulee olla
tavoitellun aikaresoluution rajoissa (Shermam-Gold 1993).

2.6.2. Perforaatio-patch-tekniikka
Perforaatio-patch-tekniikalla voidaan mitata kokosoluvirtoja, yksittéisten kanavien virtoja
ja solukalvon jannitettd vahemman invasiivisesti kuin standardeissa patch-clamp tai
mikroelektrodimittauksissa (Sherman-Gold 1993). Kokosolu-patch-clamp-menetelmé
saattaa johtaa solunsisaisen plasman ja mikropipetin tayttoliuoksen dialyysiin aiheuttaen

taten postsynaptisen vasteen alasajon (Ye-Hong ym. 2004).

Alkuvaiheessaan tama perforaatio-patch-clamp-menetelmé perustui elektrodiliuokseen
lisaityn ATP:n kayttodon. Tama mahdollisti solukalvon jannitteen kontrolloinnin ja pienten
syottosolujen (mast cell; sidekudoksen mm. hepariinia ja histamiinia jyvasissaan sisaltdma
solu) solukalvojen s&hkdvirtojen mittauksen. Tamé vaati kuitenkin kohdesolun, jonka
kalvolla oli ATP-reseptoreita, joten tekniikan varhaisessa vaiheessa mittaukseen soveltuivat
ainoastaan muutamat solutyypit syottosolujen lisdksi. Tassa vaiheessa soluyhteys (access)
oli vastukseltaan suhteellisen suuri noin 100-500 MQ (Rae & Fernandez 1991).

Nykypéivana kéytetddn useimmiten amfoterisiini-B:t4 tai nystatiinia sahkoisen soluun
paasyn aikaansaamiseksi. Nama polyeeniantibiootit muodostavat reikia kolesterolia tai
ergosterolia siséltaviin solukalvoihin. Kummankin perforoituvan yhdisteen muodostavat
reidt ovat sellaisia, ettd ne padstavét lavitseen monovalentteja kationeja ja Cl-ioneja,
mutteivat multivalentteja ioneja kuten Mg®*tai Ca®*. Monovalentit kationit ovat naiden

kanavien kautta yhdeksénkertaisesti lapdisevampia kuin Cl™-ionit. Molaarisissa
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suolakonsentraatioissa mitattaessa amfoterisiinikanavien yksittdiskanavajohtavuus on

kaksinkertainen nystatiinikanaviin nahden (Sherman-Gold 1993).

2.6.3. Tekniikoiden vertailua
Tavallisella kokosolumittauksella on muutamia keskeisida ongelmia. Ensinnékin
solunsisdinen aines sekoittuu mittapipetin sisalla olevaan liuokseen. Tdma tunnetaan
huuhtoutumisilmiona. Siind sytoplasman biokemikaalit, joita tarvitaan ionikanavien
aktivoitumiseen, laimenevat epdaktiiviseen  pitoisuuteen.  Yleisid  esimerkkeja
huuhtoutumisilmion vaikutuksista ovat kalsiumkanavien toiminnan heikkeneminen sek&
reseptoriaktivoituvien toisiolédhettien vasteiden puuttuminen hetki soluyhteyden
saavuttamisen  jalkeen. Toinen ongelma on normaalien solunsisdisten Ca®'-
puskurointimekanismien hairiintyminen. Perforaatio-patch-clamp-tekniikka kehitettiin
naiden ongelmien ratkaisemiseksi. Erona kokosolumittaukseen on myos sahkoisen
yhteyden vahvistuminen solun sisdosan ja mittaelektrodin vélilla (Korn & Marty 1991).
Perforaatio-patch-clamp-tekniikan vahvuuksiin kuuluu, ettei perforoiva yhdiste itse lapéise
aikaansaamiaan reikid, eik& néin ollen diffundoidu solun sisadn ja vaikuta siten solun

sytoplasmiseen biokemiaan (Rae & Fernandez 1991).

Perforaatio-patch-clamp-menetelmén edut perustuvat sille yksinkertaiselle tosiasialle, etta
solun virtoja, jannitteitd ja kapasitanssia kyetdan mittaamaan mittaelektrodin penetroimatta
sytosoliin ja menetelmd on t&ssd mielessd ei-invasiivinen (Rae & Fernandez 1991).
Kumpikin tekniikoista alkaa gigaliitoksen muodostamisella mittapipetin ja solukalvon
valille. Perinteisessa kokosolumittauksessa tdma matalavastuksinen yhteys luodaan
useimmiten ainakin osittain imulla ja/tai jannitepulsseilla kun taas perforaatio-patch-clamp
-menetelméssa tdma saadaan aikaan aiheuttamalla solukalvoon pienié reikid, jotka ovat
erittdin valikoivia pienille monovalenteille ioneille. Gigaliitoksen synnyttyd se on
jokseenkin  herkka edelld  mainituille  perinteisessa  kokosolumittaustekniikassa
hyodynnetyille solun rei’ittdmisen keinoille. Téss& mielessd perforaatio-patch-clamp on
soluille hellavaraisempi menetelmé&. Siin& aikaansaatu gigaliitos menetetddn huomattavasti
harvemmin kuin traditionaalisessa kokosolumittauksessa (Sherman-Gold 1993). Suurimmat

sytoplasmiset molekyylit pysyvat myos solussa reikien pienen [|&pimitan ansiosta.
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Nystatiinin kdytdén on esitetty parantavan huomattavasti soluyhteyden (access) vastusta.
Sen avulla péastdan noin 15-50 MQ vastukseen pipetin kérjen ja solukalvon valilla.
Nystatiinia voidaan myos kéyttdd kaikkien kolesterolia tai ergosterolia sisaltdvien
solukalvojen penetrointiin (Rae & Fernandez 1991). Perforaatio-patch-clamp-tekniikassa
aikaansaatu  verrattain  matala  péasyresistanssi on  my6s  stabiilimpi  Kkuin
standarditekniikassa saavutettu. Kokosolukompensaatio, josta tarkemmin mittausosiossa,
on my6s useimmissa soluissa helpompi tehda perforaatio-patch-clamp- kuin perinteisella
kokosolumenetelmallda (Sherman-Gold 1993). Perforaatio-patch-clamp-menetelmé sallii
my0s traditionaalista kokosolumittausta laajemman pipetin lasimateriaalivalikoiman kayton
(Rae & Fernandez 1991).

Perforaatio-patch-clamp-tekniikalla on toisaalta my0s heikkoutensa perinteiseen
kokosolumittaukseen verrattuna. Samanlaisissa mittausolosuhteissa sarjaresistanssi on
perforaatio-patch-clampin tapauksessa kolme kertaa suurempi, mikd lisdd kaikkia
sarjaresistanssista riippuvaisia jannitelukitustilassa ilmenevia virheitd. Nain ollen
mittaukset rajoittuvat virtoihin, jotka eivat ole lilan nopeita tai suuria. Esimerkiksi
tetrodotoksiiniherkkia Na'-virtoja voidaan vain harvoin mitata perforaatio-patch-clamp-
menetelmalld (Korn & Marty 1991). Perforaatio-patch-clamp-mittauksissa sahkdisen
soluyhteyden aikaansaaminen kestdd huomattavasti kauemmin kuin imu- ja/tai
jannitepulsseilla aikaansaatu. Miké&li halutaan seuloa suuri maaré soluja jonkun solukalvon
ominaisuuden tutkimiseksi, tall& saattaa olla hyvinkin suuri merkitys (Sherman-Gold 1993).
Huuhtoutumisilmion ~ vaikutus ~ on  suurimmillaan  mitattaessa  pienia  soluja
kokosolumittauksessa. Suurten solujen tapauksessa huuhtoutumisen vaikutukset voidaan
kiertdd yksinkertaisesti kayttamalla kérjen halkaisijaltaan pienempid mittapipetteja. Niinpa
suurten solujen tapauksessa perforaatio-patch-clamp-menetelma on usein tarpeeton (Korn
& Marty 1991). Se ettei pipetin siséltd diffundoidu solun sisdén pienid ioneja lukuun
ottamatta, saattaa tutkimusongelmasta riippuen olla myds perforaatio-patch-clamp-
menetelman heikkous. Taten pipetin siséltdmien perforoimattomien yhdisteiden vaikutusta
solunsiséisiin signalointimekanismeihin ei t&lld menetelmélld voida tutkia toisin kuin
traditionaalisilla menetelmilld, joilla sytosoli voidaan dialysoida ja sen sisalté voidaan
korvata halutunlaisella (Sherman-Gold 1993).
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Pipettiliuos ja solun sytoplasma ovat Donnanin tasapainossa. Siten pipetin tulee sisaltda
sytoplasmaa vastaava, solukalvoa heikosti l&péisevien anioni- ja CI° -konsentraatio,
muutoin syntyy kloridi-ionien sisdén- tai ulosvirtaus riippuen virheen suunnasta. Td&ma
aiheuttaa varauseroa tasapainottavan solun tilavuutta muuttavan kationi- ja vesivirran.
Amfotesiini-B:n tai nystatiinin muodostamien kanavien kationipermeabiliteettia heikompi
CI" -ionien lapéisevyys johtaa tasapainotilan hitaaseen muodostumiseen. On vaikea l6ytaa
sellaisia solukalvoja lapdisemattomia anioneja, jotka vastaavat solun sisdisten solukalvoa
lapdiseméattomien anionien efektiivistd valenssia. Ulkoiset hairiotekijat vaikuttavat
perforaatio-patch-clamp-tekniikassa herkasti solun volyymimuutoksiin
jannitelukitustekniikassa. Tatd ongelmaa ei niinkaan ole kokosolukonfiguraatiossa, jossa
solutilavuus pysyy kohtuullisen vakioituna pipetin tayttonesteen suuren tilavuuden ja

pipetin k&rjen suuren hydraulisen johtavuuden johdosta (Sherman-Gold 1993).

2.7. Solujen visualisointi leike-patch-clamp-tekniikassa

Tassa luvussa esitelldédn leike-patch-clamp-tyGskentelyssa  hyddynnettdva tehokas
visualisoimistekniikka  IR-DIC  (infraded differential-interface-contrast).  Lisaksi
perendytddn tamén visualisoimistekniikan avulla saavutettaviin etuihin; sopivien
mittaussolujen valintaan sek& gigaliitoksen syntymistd helpottavan pipetti-solu-rajapinnan

muodostumisen karakterisointiin.

2.7.1. IR-DIC-tekniikka
Infrapunavalon kayttaytymiseen perustuva IR-DIC-tekniikka on tehokas valine neuronien
visualisointiin leikkeesséd. IR-DIC-videomikroskopiatekniikan korkea erotuskyky parantaa
merkittdvasti leikkeen hienorakenteiden né&kyvyyttd sek& neuronien identifiointia.
Leikkeiden tulee tosin olla verrattain ohuita (300400 pm) riittdvan tarkkuuden

saavuttamiseksi talla visualisointimenetelmalla (Ye-Hong ym. 2004).

IR-DIC-videomikroskopiatekniikalla saadaan nakyviin myos solut, joiden tuma on selkeasti
nakyvissé. Namaé solut ovat usein soveltumattomia ainakin pitkakestoisiin mittauksiin kuten
seuraavassa alaluvussa tarkemmin kay ilmi. IR-DIC-teknologian hy6ty tuleekin esiin

keskeisena mittaussolun valintatilanteessa, jossa tdman teknologian ansiosta saadaan
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suhteellisen helposti valittua solu, joka Kkestdd mittaamista jopa useita tunteja
séhkofysiologisten ominaisuuksien heikentymaéttd. Terveen solun solukalvo nayttaytyy IR-
DIC-kuvassa siledn ja kirkkaana. Néiden solujen kalvossa ei myoskaan esiinny kuplia tai
painaumia ja ne nayttaytyvat kolmiulotteisina. Téllaisen solujen tarkan esivalinnan
tuloksena ei ole lainkaan epéatavallista saada kelvollinen kokosoluvirtamittaus jopa 80-100
%:ssa mittaukseen valituista neuroneista. Tassa arviossa ei tosin oteta huomioon kokeen
epaonnistumisia, jotka johtuvat esimerkiksi elektrodin karjessa olevasta ylimaardisesta
soluvéliaineksesta tai pipetin vetovaiheessa kérkeen jadneestd lasimateriaalista tai
mekaanisista ongelmista kuten mikromanipulaattorin toimintahairidista (Walz 2002).

Konventionaalisella mikroskoopilla visualisoitaessa solujen soomaosat ovat vain heikosti
erotettavissa, puhumattakaan dendriiteistd ja pienemmistd neuroneista. Brian MacVicar
esitteli vuonna 1984 ensimmdisend infrapunavaloa (IR) ja videokameraa neuronien
visualisoinnissa hyodyntédneen aivoleiketutkimuksensa. IR-filtterdidyllda wvalolla on
merkittavid etuja verrattuna aiemmissa tutkimuksissa hyddynnettyyn nékyvan spektrin
aallonpituuden valoon. IR-valon pidempi aallonpituus mahdollistaa valon penetroitumisen

syvemmélle kudosleikkeeseen nakyvaa valoa véahaisemmalla sironnalla (Walz 2002).

IR-valon ja videokameran yhdistelméatekniikka on tehnyt mahdolliseksi paksumpienkin
leikkeiden visualisoinnin ja mittaukseen valittavien solujen entistd tarkemman
esiseulonnan. Ennen IR-DIC-teknologiaa jouduttiin k&yttdma&n vieldkin ohuempia
leikkeitd (<=150 um), jotta kyettiin ndkemaan riittdvan hyvin leikkeiden sisélla sijaitsevat
neuronit. IR-DIC-videomikroskooppimenetelman ansiosta voidaan visualisoida hyvinkin
tarkasti myos syvempid aivo- ja selkdydinleikkeiden rakenteita. Paremman neuronien
yhteyksien séilymisen ja taten todellista fysiologista tilannetta vastaavan tilanteen
séilyttamiseksi onkin jarkevaa kayttad 400-500 um paksuisia leikkeitd (Walz 2002).

Tallekin visualisoimistekniikalle on tosin aivan viime aikoina Kkehitetty vield
hienostuneempi vaihtoehto. Eré&ssa aivan tuoreessa tutkimuksessa selvitettiin, voivatko eri
segmentaalisista takajuurista perdisin olevat C- ja A& -afferentit konvergoida

monosynaptisesti yksittaiseen substantia gelatinosan (SG, lamina Il) neuroniin. T&ssa
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tarkoituksessa tutkimuksessa visualisoitiin SG:n neuronit rotan selkéydinpreparaatissa koko
lannelaajentuman alueelta, johon on kiinnittyneena kaikki kuusi segmentaalista takajuurta.
Né&iden yksittdisten neuronien visualisoiminen ilman vdriainetta oli mahdollista
tutkimuksessa hyddynnetyn uuden LED-pohjaisen kuvantamistekniikan —ansiosta.
Tutkimuksen tarkeimpéna tuloksena selvisi, ettd kolmasosa SG.n neuroneista vastaanottaa
monosynaptista syottod kahdesta neljaédn eri segmentaalisesta takajuuresta N&in ollen
tutkimuksessa paadyttiin ehdottamaan uutta primadrien afferenttien mallia, jonka mukaan
jotkut C- ja Ad -sdikeet, jotka hermottavat yhtd kutaanista (ihoon liittyvad) aluetta
(periferaalinen konvergenssi) ja nousevat yhteista periferaalista hermoa pitkin, saattavat
hajaantua selkéydinhermojen tasolla ja tulla selkdytimeen eri segmentaalisten takajuurien
kautta, mutta lopulta kuitenkin uudelleen konvergoida monosynaptisesti yksittdiseen SG-
neuroniin. Td&m& organisaatio saattaa olla keskeinen tarkkojen ja karkeiden neuraalisten
kehon pintaa edustavien karttojen muotoutumisessa selkdytimen tasolla. Diplomitydssé
pystytetyn laitteiston kehittdmisen nakokulmasta erityisen kiinnostavan tutkimuksesta tekee
siind kaytetty visualisoimistekniikka, joka saattaisi olla mahdollinen kehitysaskel
tulevaisuudessa diplomitydssé pystytetyn laitteiston edelleenkehityksessa. Infrapuna-LED-
kuvantamistekniikka mahdollisti Pinton ja kumppanien tutkimuksen tapauksessa
mustavalkoiseen CCD-kameraan (charge-coupled device camera) verrattuna vaaditun

valotusajan lyhenemisen 5-30 ms ja paransi nain kuvantamisnopeutta (Pinto ym. 2008).

2.7.2. Visualisoinnin tarkeimmat edut
Sopivan solun valinta on vélttdméaton edellytys onnistunutta patch-rekisterdintia silmalla
pitden. Jokaisessa leikkeessd on seka terveitd, ettd kuolleita ja eri tavoin vaurioituneita
neuroneja. Huonokuntoinen solu on joko tdysin soveltumaton patch-mittaukseen tai sitten
se kuolee hyvin pian mittauksen aloittamisen jélkeen. Lahimpané leikkeen pintaa olevat
solukerrokset koostuvat poikkeuksetta kuolleista soluista; vahintddnkin 25 pum leikkeen
pinnasta alaspéin on kuollutta solumassaa. Kuolleille soluille on tunnusomaista turvonnut
ulkomuoto ja usein myds suuri nakyvé tuma seka selkeésti erottuva tumajyvanen. Kuvassa
2.8. on kaksi esimerkkia tallaisista kuolleista pyoreista soluista, jotka eivét ole patch-
mittauskseen soveltuvia. Tallaiset solut usein rajahtavat lahestyvan mittaelektrodin

positiivisen paineen vaikutuksesta (Walz 2002).
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Ennen tehokkaita solujen visualisoimistekniikoita leikkeiden terveys maaritettiin ainoastaan
lepokalvojannitteen arvon ja aktiopotentiaalien koon kaltaisten parametrien avulla.
Visualisoinnilla saadaan siis aikaan merkittdva parannus kokeenkestoon, kun mittaukseen
soveltuvat solut voidaan melko suurella varmuudella poimia huonovointisten ja kuolleiden

joukosta jo ennen kuin niihin edes yritetadn saada gigaliitosta (Ogden 1994).

Kuva 2.8. IR-DIC-videomikrograafeja visuaalisesti terveistd ja epaterveistd neuroneista 400 pm
paksuisessa aivoleikkeessd. A-kuvassa nakyy esimerkkeja kuolleista soluista peririnaalikorteksin
kerroksesta V. Téassd ainoat nakyvat rakenteet ovat pydred sooma ja erottuva tuma — oletettavasti
johtuen somaattisen kalvon rikkoutumisesta. Yhdessd kuvan A soluista tuma on merkitty kuvaan
katkoviivalla rajatulla ympyralla ja muut tédhdelld. Kuvassa B on muutamia epéterveitd neuroneita
samalta alueelta kuin kuvassa A. Naissa soluissa tuma on selvasti nakyvissa somaattisen kalvon lapi.
liman IR-DIC-videoteknologiaa nama solut eivat olisi erotettavissa terveista patch-clamp-mittaukseen
soveltuvista neuroneista. Itse asiassa useimmat kuvan B-tyyppiset solut voidaan valita patch-clamp-
mittaukseen, mutta ne eivat useimmiten kesta kuin 5-30 minuuuttia, vaan kuolevat verrattain nopeasti.
Kuvassa C on esimerkkeja terveistd patch-mittauksen kannalta optimaalisista pyramidaalisoluista
samaisesta solukerroksesta kuin aiempien kuvien solut. Solut muistuttavat kovasti kuvan B soluja,
mutta néissd soluissa tuma ei ole nadkyvissé. Ainoastaan téllaisilla soluilla on mahdollista suorittaa
stabiileja pitkékestoisia kokosolumittauksia, jotka ovat kestoltaan esimerkiksi 1-5 tuntia. Kuvassa C
esitetty kuvia A—C koskeva skaalapalkki on pituudeltaan 10 um (Walz 2002).

Myos kutistuneet tai kaksiulotteiset neuronit ovat mittaukseen soveltumattomia, vaikkakin
eroavat edelld kuvatuista siing, ettd niiden dendriittirakenne on edelleen néhtavissa.
Kaksiulotteiset solut ovat tunnistettavissa siten, ettd niiden syvyysvaikutelma puuttuu
siirryttdessd fokustasossa ylos- ja alaspdin. Kutistuneisiin tai kaksiulotteisiin soluihin
voidaan kylla useimmissa tapauksissa saada aikaan gigaohmien suuruusluokkaa oleva
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liitos, mutta kokosoluvirtamittauksen tekeminen on kuitenkin naissd soluissa todella

vaikeaa, vaikka lisattaisiin suurikin imu (Walz 2002).

Lahestyttaessa valittua solua pipettid vieddan varovasti yha lahemmaés, kunnes positiivinen
niin kutsuttu takapaine saa aikaan pienen kuopan (dimple) solukalvon pintaan.
Oikeankokoinen kuoppa on visualisoitu kuvassa 2.9. Oikeankokoisen kuopan ilmestyessa
positiivinen paine nopeasti poistetaan ja hyvin hento imu lisatddn gigaliitoksen
aikaansaamiseksi. Mikali positiivista painetta ei poisteta ajoissa, se aikaansaa hyvin suuren
kuopan solukalvon pintaan, joka saattaa vahingoittaa solukalvoa. Takapaine lis&tdan alun
perin siksi, ettd pipetin karki pysyisi puhtaana nesteessé ja leikkeessa liikuttaessa (Walz
2002).

Sokkomenetelmalla (blind method) voidaan mitata miniatyyrisia postsynaptisia virtoja ja
lisatd mitta-asetelmaan erilaisia laékeaineita tai proteiineja, jotka saavuttavat sytoplasman
elektrodin  tayttoliuoksen ja solunsisdisen plasman liuosvaihtuvuuden ansiosta.
Sokkomenetelmalld ei kuitenkaan voida suoraan havainnoida mittaukseen valitun solun
kuntoa. Usein tassa menetelmassa epdonnistutaankin séilyttdméan laadukkaan patch-clamp-
mittauksen vaatima mittauskonfiguraatio johtuen mittaukseen valitun solun heikosta
kunnosta. Sokkometodia on kuitenkin mahdollista soveltaa menestyksekkaasti sellaisilla
leikkeen alueilla, joissa neuronien tiheys on suuri. Téllainen alue on juuri pinnanpuoleinen
lamina Il eli SG-alue selkdytimen takajuuressa. Sen sijaan syvemmissé takajuuren alueissa
(lamina 111-V) sokkomenetelma on erittdin tehoton neuronien harvan esiintymistiheyden
takia (Ye-Hong ym. 2004).
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Kuva 2.9. Tassa kuvassa nahdaéan esimerkkeja kuopista (dimple), jotka on saatu solukalvon pintaan
aikaiseksi  kokosolu-patch-pipetin  positiivisella ~ paineella.  A-kuvasarjassa on IR-DIC-
videomikrograafeja, jotka esittivat tyypillisia sopivia kuopan kokoja. B-kuvissa nakyvét kuopat ovat
lilan suuria. Visuaalisesti terveiksi havaituissa soluissa liian suuri kuoppa seuraa joko liian suuresta
positiivisesta paineesta pipetissd tai epdonnistuneesta paineen péastdmisestd. Paine tulisi paastaa
valittdmasti kuopan tultua nékyviin. B-kuvaparissa stabiilin kokosolumittauksen suorittaminen on

epatodennakdistd. Kuvissa esiintyva skaalapalkki on pituudeltaan 10 um (Walz 2002).

Esimerkiksi Yoshimuran ja kumppanien tutkimuksessa vuodelta 1993 kéytettiin
sokkomenetelmdd  SG:n  neuronien  kokosolu-patch-clamp-mittauksissa.  Heilla
todenndkoisyys saada aikaan gigaliitos oli sokkomenetelméan soveltamisesta huolimatta
korkea. Yli 70 % yrityksistda he onnistuivat aikaansaamaan 2-10 GQ vastuksisen
gigaliitoksen. Kuitenkin todenndkdéisyys saada aikaan kokosolu-patch-clamp-rekisterdinti
jai 20 % tasolle. Tama johtui oletettavasti siitd, ettd gigaliitos saattoi sokkomenetelméssa
muodostua yhta lailla esimerksiksi membraanin pirstaleen kuin terveen eldvan solun
membraanin ja pipetin vélille (Yoshimura ym. 1993). Niinpd, vaikka sokkomenetelmé&
onkin mahdollinen tutkimuksemme kohdealueella selkéytimen takajuuren SG:ssa, ovat
visualisoimisen edut kiistattomat niin mittasolujen valinnassa, mittauksen vaatiman

séhkdisen yhteyden aikaansaamisessa kuin mittauksen yllapitdmisessé.
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2.8. Patch-pipetit ja liuokset

Tassa luvussa tarkastellaan kokosolu-patch-clamp-mittauksessa kaytettavien pipettien
lasimateriaalin valintaan sek& pipettien valmistamiseen ja k&yttoon liittyvid seikkoja
yleiselld  tasolla. Té&mén jalkeen esitellddn periaatteita  pipettiliuoksen eli
intrasellulaariliuoksen,  solunulkoisen liuoksen eli  ekstrasellulaariliuoksen  sek&
leikeliuoksen koostumuksen suunnitteluun. Luvun lopussa esitellddn mittauksien kannalta

olennaisia pipetin RC-ominaisuuksia.

Lasipipetin ja solukalvon vélisen gigaliitoksen erittdin suuri vastus viittaa siihen, ettd
naiden valilla vallitsee hydrofobisia kemiallisia vuorovaikutuksia. Lasimateriaalin
kemiallinen koostumus saattaa néin ollen vaikuttaa liitosten syntymisen todennékoisyyteen
(Ogden 1994). Tosin Rae ja Levis esittavat, ettei voida tehda yksiselitteisia ja pitavia
johtopaatoksia erityyppisten lasien liitoksentekosoveltuvuudesta (Rae & Fernandez 1991).

Muita huomioonotettavia seikkoja lasimateriaalin valinnassa ja tydstamisessa ovat muun
muassa pipetinkérjen halkaisija ja muoto sekd taustamelun vahentdmisen tarpeen aste.
Tavoitepipettien karjen koko ja muoto vaikuttaa kokosolukonfiguraatiossa sarjaresistanssiin
(Ogden 1994).

Pipetin ~ rooli  patch-clamp-mittauksessa ei  pelkisty ainoastaan  gigaliitosten
muodostamiseen. Pipetti toimii my0ds nestesiltana, joka yhdistdd virralle herkan
vahvistimen solun pintaan (Walz 2002). Patch-mikropipetti koostuu AgCI-paallystetysta
Ag-metallilangasta, joka on sijoitettu liuoksella taytettyyn lasimikropipettiin. Pipetin siséalla
oleva elektrolyyttiliuos tarjoaa nesteyhteyden solusta elektrodiin. Niinpéd vetolaitteella
valmistetut lasielektrodit eivédt ole itsessadn elektrodeja, vaan geometrialtaan sopivia
kanavia, joiden kautta tdmé sahkdinen nesteyhteys luodaan. Téstd syystd mikroelektrodeja

usein kutsutaan pipeteiksi tai mikropipeteiksi (Sherman-Gold 1993).
Elektrodit konvertoivat liuoksen ionivirrat metallilangan elektronivirraksi. Ne on

valmistettu materiaalista, joka voi osallistua liuoksen sisaltdman tietyn ionityypin kanssa

palautuvaan reaktioon. Elektrofysiologiassa yleisimmin kéytetty elektrodimateriaali on
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hopea, joka paallystetdadn, niin sanotusti kloridoidaan, hopeakloridilla. Talla elektrodilla
kloridi-ionien liuoksessa kantama virta konvertoidaan elektroneiksi seuraavalla reaktiolla,

joka on kuvattu alla kaavassa 2.2. (Sherman-Gold 1993)

CI'+ Ag= AgCl +¢ (2.2)

Erilaiset preparaatit ja koetyypit vaativat erilaisia lasipipettejd. Lasipipettien sahkoiset
ominaisuudet riippuvat ké&rjen geometriasta ja valitun lasimateriaalin johtavuudesta.
Kokosolumittauksessa vaadittu matalavastuksinen pipetin kérki edellyttad, ettd pipetin
karjen kaventuminen tapahtuu jyrkéssa kulmassa ja sisdhalkaisija on suhteellisen suuri.
Siséhalkaisijan tulee olla niin suuri kuin on mahdollista silla edellytykselld, ettd tiukan

liitoksen muodostaminen on edelleen mahdollista.

Tarkoituksenmukaisen lasielektrodin valmistamisessa on useita vaiheita. Ensin tulee valita
sopiva lasimateriaali. Kokosolumittauksessa keskeista on saada aikaan niin tylppa ja
matalavastuksinen elektrodi, ettd se on tarkoituksenmukainen muodostamaan gigaliitoksen
solukalvon kanssa (Walz 2002). Kokosolumittapipetin kannalta matala hairigtaso ei ole niin
keskeinen kuin yksittaissolumittaukseen tarkoitetun pipetin. Kokosolumittauksessa
taustahdirio on elektrodiresistanssin dominoima (itse asiassa access resistanssin), joka on
sarjassa koko solun kapasitanssin kanssa. N&in ollen kokosolutilanteessa, toisin kuin
yksittaissolumittauksessa, pipetin vaikutus mittauksen taustah&irioon ei ole niin tarkeéda
(Walz 2002). Jotta mittaukseen aikaansaataisiin kokosoluvirtamittaukselle sopiva
kaistanleveys ja saataisiin rajoitettua virheita asetetussa jannitteessd, pipetin vastus ei saisi
ylittdd muutamaa megaohmia. Useimmat patch-clamp-pipetit valmistetaan borosilikaatti
lasista, kuten myos standardit mikroelektrodit (Ogden 1994). Ne pehmenevat vasta
suhteellisen  korkeissa 700-850 CC°een ldmpdtiloissa  (Sherman-Gold  1993).
Kokosolumittauksessa  kéytetyt pipetit voivat olla ohutseindisid, toisin  kuin
yksittdiskanavamittauksessa kaytetyt. Kokosolumittauksessa pipetin seindn paksuudesta
riippuvaiset hairiot ovat toissijaisia muihin hairidlahteisiin verraten. Liian kapea seindmi
on kuitenkin pahasta, silla talloin pipetin karki saattaa helpommin penetroida solun siséén

liitoksen tekovaiheessa. Sopiva pipetin OD/ID-suhde eli ulkohalkaisijan ja sisahalkaisijan
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suhde kokosolumittapipetille on 1,2-1,4 (Walz 2002). Matalavastuksisia pipetteja (pipetin
karjen lapimitta 1-3 pm; vastus noin 1-5 MQ) saadaan helpoimmin vedettyd ohuesta
lasista (Ogden 1994).

Pipettien veto tapahtuu siten, ettd kapillaarin keskiosaa lammitetddn samalla kun péita
vedetaan erilleen toisistaan. Lammitys ja veto tapahtuvat sykleissa, joiden lukumaaréa ja
parametreja voidaan vaihdella tavoitteena olevien pipetin ominaisuuksien mukaan. Tassé

vaiheessa metodologiset yksityiskohdat riippuvat kéytetysté vetolaitteesta.

In-vitro leikepreparaattitutkimuksen arvo perustuu osaltaan mahdollisuuteen saatéa
systemaattisesti ja kontrolloidusti tutkimussolujen solunulkoisen nesteen ja jopa
solunsisdisen nesteen koostumusta (Walz 2002). Pipettiliuoksissa (intrasellulaariliuos)
kaytetddn hyvin laajaa valikoimaa erilaisia liuoksia riippuen koeasetelmasta.
Kokosolumittausta tehtdesséd on keskeista Kiinnittdd huomiota siihen, ettd pipetin sisaltd
diffundoituu perusteellisesti soluun ja laimentaa néin olen kaikkien normaalien neuronin
sisdlla olevien yhdisteiden pitoisuudet. N&in ollen on térke&a valita sellainen pipettiliuos,
joka ei peruuttamattomasti muuta mitattavan ilmién kannalta oleellista neuronaalista
toimintaa tai aiheuta mitattavien virtojen heikkenemistd. Solunulkoista liuosta kédytetaan
preparaattileikkeen jatkuvaan perfuusioon kokeen aikana seka leikkeiden inkubaatioon
leikkeiden teon jalkeen (Walz 2002, Ogden 1994).

Seka solunulkoisen ettd solunsisdisen liuoksen koostumuksen suunnittelussa tulee ottaa
huomioon gigaliitoksen tekemisen helppous, preparaatin sailyminen hyvéssa kunnossa seké
tutkimuskohtaiset spesifiset lahtokohdat. Kokosolumittauksessa solunulkoisen seké&
pipetintayttdliuoksen koostumukset ndyttelevat erittdin Kriittistd roolia. Koska hyvinkin
pieni maara roskaa pipetin karjessd saattaa estdd gigaliitoksen muodostamisen, tulee

pipetintayttoliuos aina steriilifiltroida ennen pipetin tayttamista (Ogden 1994).
Patch-clamp-pipettiliuoksen valinnassa keskeistd on matkia solunsisdista nesteymparistoa.

Niinpa avainasemassa on Ca*-ionien konsentraatio. Vapaan kalsiumin konsentraatio solun

sisélla tiedetaan alhaiseksi, mutta kuitenkaan ei ole yhta saantod, kuinka Ca®*-ionien
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konsentraatio tulisi pipetintayttoliuoksessa sadtaé. Etyleeniglykolitetraetikkahappo (EGTA)
on yleisimmin kaytetty kalsiumin puskuri. Yleisimmin lisdtdan 10 mM EGTA:a 1mM
CaCl, kohti, jolloin vapaa Ca’*-ionikonsentraatio on noin 25 nM 7,2 pH:ssa. Vapaan
kalsiumin ma&&ra liuoksessa riippuu tosin muistakin tekijoistd ja on herkkd EGTA:n
puhtaudelle. Mikali halutaan suorittaa mittaus matalalla intrasellulaariliuoksen EGTA-
pitoisuudella, on gigaliitoksia hyvin paljon vaikeampi saada aikaan ja mittaukset ovat
huomattavasti epastabiilimpia. BAPTA on toinen yleisesti kaytetty kelaattori. Se sitoo
Ca’*-ioneja huomattavasti nopeammin kuin EGTA. T4ta kaytetaankin, kun halutaan saada
aikaan erityisen tiukka solunsisaisen kalsiumin kontrolli (Ogden 1994). Erdiden tutkijoiden
mukaan BAPTA on kuitenkin epastabiili ja aiheuttaa Rs:n kasvun (Bean 1992). Yleisesti
ottaen on mahdotonta  tehda kokosolu-patch-clamp-mittauksia  sellaisella
intrasellulaariliuoksella, johon on lisatty Ca®*-ioneja, muttei lainkaan kelaattoria (Ogden
1994).

Koska K*-ioni on péadasiallinen sytoplasman Kationi, tulee pipettiliuoksen sisaltda K*-
suoloja, ellei ole jotain erityisen hyvééa syyta jattaa sita pois. Sytoplasman CI -konsentraatio
vaihtelee riippuen solutyypista, ja se on yleensé valilla 5-40 mM. Vaikka CI" -ioneja usein
kaytetddn pipetintayttoliuoksissa, fysiologisempaa on korvata se orgaanisella anionilla
kuten esimerkiksi glukonaatilla, aspartaatilla tai sitraatilla. Useimmissa koetyypeissé patch-
clamp-mittapipetin tayttoliuoksen pH saddetddn valille 7,1-7,3 ja se puskuroidaan
HEPES:I1& pysyma&én tassa arvossa. Monien kanavien aktiivisuus riippuu 1-10 mM ATP:n
lisaamisestd. Tassa tarkoituksessa kaytetaankin intrasellulaariliuoksissa Mg?*-suoloja.
Lisattdessa erilaisia mahdollisesti eksoottisiakin aineita solunsisdisiin liuoksiin kanavien
toiminnan saatelemiseksi, esimerkiksi proteiinien tai muiden signalointimolekyylien avulla,
tulee ottaa huomioon aika, jonka pipetintdyttoliuoksen ja solunsisdisen aineksen véliseen
diffuusioon kuluu (Ogden 1994). Téhdn vaihdokseen kuluva aika on karkeasti ottaen

eksponentiaalinen aikavakiolla t (sekunneissa). Tata voidaan approksimoida yhtalolla 2.3.

r=(0.60+£0.17)-R, -M*? (2.3)
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Tassé yhtélossa T on aikavakio sekunneissa, R, on MQ, ja molekyylipaino M on ilmoitettu
daltoneissa. Tulee kuitenkin pitad mielessd, ettd ndma aikavakiot taytyy muokata sopiviksi,
mikali solun koko tai geometria poikkeaa standardina pidetystad kromaffiinisolusta. Ndiden
solujen kapasitanssi on Co= 5,91 pF ja keskimé&&rdinen séde ro = 7,68 um. Tassa oletetaan
siis pallomainen geometria, jolloin solun keskimaarainen tilavuus on noin 1897 (um)°.

Standardista poikkeavankokoisille soluille saadaan skaalattua aikavakio verrannolla 2.4.
(2.4)

v
7, Vo

Tassa 1o on laskettu ylla esitellyn aikavakion yhtalon avulla. Pallonmuotoisille soluille

diffuusion aikavakio saadaan skaalattua joko solun sdteen tai sen kapasitassin avulla

I (LJ (2.5)
To o

T {C—MJ | (2.6.)

verrannoilla 2.5. ja 2.6.

Esitetyt yhtdlot ovat empiirisesti kehitettyja ja pohjautuvat siten rajalliseen maaraan
substansseja, kuten proteiineihin, dekstraaneihin, nukleotideihin, indikaattorivariaineisiin ja
pieniin ioneihin (Pusch & Neher 1988).

Solunulkoisen keinotekoisen selkdydinnesteen koostumus riippuu hyvin pitkalti kdytetysta
preparaatista. Yleispatevad on, ettd glukoosikonsentraatio s&&detdén tasolle, joka on
korkeampi kuin fysiologisessa ympéristossa. Normaalisti glukoosin pitoisuus liuoksissa on

10-26 mM, kun se fysiologisissa olosuhteissa aivoissa on 4 mM (Walz 2002).

George Aghajanianin ryhma osoitti vuonna 1989 tutkiessaan kasvohermotumakkeen

motoneuroneita aikuisten rottien aivoleikkeissd, ettd leikkeitd tehtdessa on hyddyllista
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korvata leikeliuoksen NaCl samalla konsentraatiolla sakkaroosia. Téllaista leikeliuosta
kayttdmalla he onnistuivat saamaan kyseisessa preparaatissa stabiileja ja korkealaatuisia
solunsiséisia rekisterdintejd, joiden toteuttaminen ennen tata leikeliuoksen koostumuksen
vaihdosta ei ollut onnistunut (Aghajanian & Rasmussen 1989). Talld uskottiin olevan
vaikutusta passiivisen kloridi-ionien  sisd&nvirtauksen neurotoksisten vaikutusten
vahentdjana. Naitd vaikutuksia olivat solujen turpoaminen ja hajoaminen leikattaessa
preparaattia. NaCl korvaaminen iso-osmolaarisella sakkaroosikonsentraatiolla palvelee
kahta tarkoitusta. Ensinnékin se vahentdaa natriumin sisdénvirtausta, jota tapahtuu neuronien
ollessa taipuvaisia depolarisoitumaan leikkeidentekotilanteen hapenpuutteen takia.
Hetkittaista hapenpuutetta on mahdotonta valttdd dissekointi-, preparaatinkésittely- ja
leikkaustilanteissa. Toiseksi se minimoi jo edelld mainitun solujen turpoamisvaikutuksen,
joka alkaa passiivisella kloridisisdénvirtauksella ja jatkuu kationien ja veden sisdantulolla
(Walz 2002).

2.8.1. Pipettien RC-ominaisuudet
Solukalvon lisdksi myds mittalaitteiston eri osilla on tutkimuksen kannalta merkittavia
séhkoisia ominaisuuksia. Mitattaessa solun s&hkofysiologisia tapahtumia, korostuvat
erityisesti  mittapipetin  kdrjen ominaisuudet. My0s pipettia voidaan tarkastella
kondensaattorien ja vastusten muodostamana rakenteena, jossa pipetin ohuen karjen korkea
resistanssi ja sen jélkeiset pipetin seindman ja pipetin sis&- ja ulkopuolisten
nesterajapintojen muodostamat kapasitanssit voivat vaaristdd mittatuloksia. Vastus-
kondensaattori-kytkennoéissa voidaan puhua niin kutsutuista RC-alipaastésuodatuksesta ja
RC-ylipaastosuodatuksesta. Mitattaessa RC-sarjaankytkennédssa (vaihto)jannitelahteen
signaaleita kondensaattorin yli, havaitaan nopeat muutokset kondensaattorin aikavakiosta
riippuen vaimentuneina, mik&li kondensaattori ei ehdi tdysin latautua lyhyen
signaalijannitepiikin aikana kokonaan, vaan signaalin loppuessa alkaa jo purkautua.
Jannitehdviot kondensaattorissa pienenevat puolestaan signaalitaajuuden kasvaessa, jolloin
yh& suurempi osa jannitehdvidista tapahtuu vastuksessa — molemmat ilmi6t vaikuttavat
olennaisesti  mittaustuloksiin ~ mitattaessa  solufysiologiassa ~ ominaisia  nopeita
jannitemuutoksia. Pipetin  dimensiot vaikuttavat osaltaan pipetin  kapasitanssiin;

eristekerroksen paksuuden kasvaessa kapasitanssi pienenee. Pipetin
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kondensaattoriominaisuudet riippuvat myods pipetin syvyydestd nesteliuoksessa. Mité
suuremman ulkopinta-alan neste kostuttaa, sitd suuremmaksi muuttuu pipetin seindman
kapasitanssi. ~ Samoin  kasvaa  RC-aikavakio,  joten  mitattavan  signaalin
alipaéstosuodattuminen lisdantyy (Voipio 2004). Mitta-asetelmassa vaikuttaa myos neste-
ilma-rajapinta. Mikali neste kostuttaa pintajannityksen vaikutuksesta vain ohuena
kerroksena pipetin pintaa, voidaan ohut nestepinta mieltdd pipetin kapasitanssin kanssa

sarjaan kytkettyna vastuksena (Walz 2002).
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3. Kokeellinen osuus

3.1. Laitteisto

Tassd luvussa kerrotaan tydsséd pystytetyn leike-patch-clamp-laitteiston kokoamiseen,
ominaisuuksiin ja toiminnan optimointiin liittyvistd seikoista. Sahkofysiologisen laitteiston
pystyttdminen  esitetddn  ongelmaldhtoisesti, niistd  vaatimuksista  kasin, joita

mittauslaitteistolle on asetettu.

3.1.1. Lahtokohtia laitteiston pystyttamiselle
Leikepatch-clamp-tekniikan ylivertaisuuden perustana on mahdollisuus hyodyntad patch-
clamp-mittausmenetelmi& verrattain intaktiin hermostoon. Kokosolu-mittauskonfiguraatiota
kayttamalla neuronien resistanssi ja kapasitanssi ovat luokkaa, joka mahdollista muutaman
PA suuruisten virtojen mittaamisen ja sallii mittausten 1 kHz suuruisen kaistanleveyden.
Elektrodin vastus eli sarjaresistanssi kokosolumittauksen tapauksessa sekd kapasitanssi

ovat avainasemassa mittauksen kaistanleveyden méaédraamisessa (Ogden 1994).

Laitteiston huolellinen  pystyttdminen ja jo tdss& vaiheessa sen eri osien
toimintaperiaatteisiin ja hallintaan perehtyminen on keskeistd varsinaisten mittausten
menestyksekkéaan lapiviennin kannalta. Esimerkiksi mikromanipulaattorin ja mikroskoopin
séatdjen dynaaminen ja sujuva yhteishallinta on koetilanteessa onnistumisen valttaméaton

edellytys.

Sahkofysiologisen laitteiston osat; laitteet, elektroniikka ja analyysiohjelmisto voidaan
hankkia usealta eri valmistajalta ja koota yhteen monella sovelluksesta ja resursseista
riippuvalla tavalla. Tassé luvussa esitelldén erityisesti vaativaa leike-patch-clamp-sovellusta
silmalla pitden suunniteltu ja pystytetty laitteisto. Sahkofysiologisella laitteistolla on nelja
paavaatimusta: (1) ympéristo eli keinot, joilla preparaatin pidetd&n hengissé ja terveend, (2)
optiikka, eli keinot preparaatin visualisoimiseen, (3) mekaniikka eli keinot, joilla saadaan
mahdollisimman tarkasti mittaelektrodi kohdennettua ndytteessé ja (4) elektroniikka eli
keinot, joilla signaali vahvistetaan ja nauhoitetaan (Finkel & Bookman 2001). Laitteiston
rakenne ja pystyttdminen kaydaan l&pi tdmén jaon pohjalta ja téssa jarjestyksessa.

Tietokoneohjelmien rooli laitteistossa on erittdin keskeinen sekd perusvaatimusten kaksi
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ettd nelja tayttdmisessd. Kuvassa 3.1. nakyvat laitteiston padosat. Ne laitteiston osat, jotka
on sijoitettu tietokoneen nayton alle péallekkain, ovat ylhaalta alas lueteltuina analogi-
digitaalimuunnin, lammittimen keskusyksikko, mikromanipulaattorin ohjausyksikko seké&
vahvistin. Nama osat nakyvat paremmin laitteiston elektroniikkaa esittelevan alaluvun

yhteyteen liitetyssé kuvassa.

Faradavn hékki _ " perfuusioliuokset

poistoilma
IR-DIC kamera
mikroskooppi h b tietokone
T, i T
] HET Y
I 4 i /
W

A

imuri ja imulaitteiston
poistoastia

tarindnestopoyta

Kuva 3.1. Pystytetyn leike-patch-clamp-laitteiston paéosat.
3.1.2. Laitteisto ja preparaatti
Leike asetetaan mittauksen ajaksi mittausaltaaseen, jonka lapi kulkee jatkuva perfuusio.

Kuvassa 3.2. nakyvat mittausallas ja siihen Kiinnittyvat laitteiston osat. Mittausaltaan

vasemmassa laidassa nakyva referenssielektrodi on hopeinen pellettielektrodi, joka on
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kloridoitu kuten mittauselektrodikin. Jokaista mittausta ennen tulee tarkastaa elektrodien
Kloridipinnoitteen tasaisuus ja referenssielektrodin juotosten pitdvyys. Mittausallasta
ympardiva pyored levy saatiin Kiristettyd tiukasti paikalleen. Mittaustilanteessa néiden
mittausallasta ympérdivien laitteiston osien kuten myds mikromanipulaattorin osien
stabiilius on erittdin tarkeata. Lampdvastukset kiinnitettiin mittausaltaan alustan yl&- ja
alapéassa oleviin kiinnityspaikkoihin ja lampdétila-anturi asetetiin altaan pohjan reunamille
niin, ettd se on mahdollisimman véhan tielld, mutta kuitenkin hyvin kosketuksissa
nesteeseen altaan vasemmassa paadyssa, jossa neste on kulkenut jo altaan ulkopuolella
sijaitsevan esilammittimen l&pi ja on myo6s ehtinyt lammetd mittausaltaassa kiinni olevien
lampovastusten vaikutuksesta. Fysiologista lampdtilaa l&hentelevét koe-olosuhteet ovat
huoneenlampdétilaa suotuisammat siitd ilmeisestd syystd, ettd ne vastaavat paremmin
elimistossa vallitsevaa tilannetta, jossa fysiologiset ilmiot kuten diffuusio tapahtuvat

nopeammin kuin huoneen lampotilassa.

Lampdtilaa saadeltiin kaksikanavaisen lammityslaitteen avulla. Taéman lammityslaitteen
malli on TC-344B. Lammitysvoimakkuus saddelld&n laitteessa automaattisesti
takaisinkytkentaluupin  vélitykselld&. Lammittimen kontrollipaneelin kanavalle yksi
asetettiin mittausaltaan liuoksen tavoiteldmpdtila ja oikealla kanavalla ndkyi reaaliaikainen
lampodanturin  kautta mitattu todellinen lampétila mittausaltaan liuoksessa. Aina kun
lammityslaitteen takaisinkytkentd k&ynnisti [ammitystoiminnon, syttyi laitteessa LED-valo
merkiksi l&mmitystoiminnon aktivaatiosta. Mittauksissa kéytettiin kanavalla yksi 36,4
Cc°:een tavoitelampdtilaa, jolloin todellinen mittaustilanteen ldmpd6tila mittausaltaan
liuoksessa asettui noin 32 C° lampdétilaan. Lampd6tilan sdatd osoittautui suhteellisen
stabiiliksi. Kunkin rekisterdinnin aikainen l&mpd6tila merkittiin - kuitenkin - muistiin,

lampotilan fysiologisten ilmididen nopeuteen vaikuttamisen takia.
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Kuva 3.2. Mittausallas, jossa leike paikallaan leikepitimen alla mittausaltaan pohjalla, ja siihen
yhteydessa olevia laitteiston osia.

Mittausaltaan valon lapaisyn mahdollistava lasinen pohjalevy on vaihdettavissa ja nain
taytyykin erittain suurella todennékoisyydelld menetelld ainakin jossain vaiheessa syysta tai
toisesta. Lasipohja on herkkd rikkoutumaan, eikd siihen tarvitse kohdistua suurtakaan
painetta esimerkiksi jonkin neljasta kuvassa nakyvésta kiristysruuvista ollessa liian tiukalla,
jolloin siihen saattaa syntyda murtumia. Samoin, mikali mittausaltaan pohjassa oleviin uriin
levitetty silikonieristys osoittautuu jostain kohdasta puutteelliseksi, tulee pohjalevy poistaa
ja puhdistaa hyvin ja silikonieristys uusia. Pohjalasia vaihdettaessa tuleekin noudattaa
tarkkuutta ja huolellisuutta, jotta valtyttéisiin ikaviltd viivastyksiltd koetilanteessa.
Silikonieristeen annostelussa kannattaa myds olla tarkka, silla liika eriste sotkee lasin
mittausaltaan pohjan puolella ja heikentédd leikkeen visualisoinnin optiikkaa. Jokaisen
mittauspéivan lopuksi on hyva puhdistaa mittausallas perfusoimalla sitd milli-Q-vedella ja

pyyhkimélla etanolilla. Myds imurin toimesta tygon-poistoletkun kautta mittauspdydén alla
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olevaan imulaitteiston poistoastiaan péivan kuluessa kertynyt ekstrasellulaarineste on hyva
tyhjentdd ja astia puhdistaa paivittéin, silla ekstrasellulaariliuos on mieluinen kasvualusta

mikrobeille.

Liuokset perforoidaan mittausaltaaseen kapeaa muoviputkea pitkin gravitaation voimalla.
Letku Kiinnitettiin Faradayn hékin seindmaan ja se kulki ruiskun l&pi, johon yhdistetyn
venttiilin avulla virtausnopeutta saatiin sédadettya. Perfuusioliuoksen tuloputki kulkee myds
mittausaltaan etualalle sijoitetun esilammittimen Idpi. Perfuusioliuoksen tuloputken pé&a
leikattiin ovaalin muotoiseksi ulostulo pinta-alan maksimoimiseksi. Preparaatin pitamiseksi
hengissé ja terveena tuloputken kautta tuleva liuos, jonka koostumus perustuu pitkalti tahan
leikkeen solujen hengissa pysymisen funktioon, pidettiin jatkuvassa happikuplituksessa.
Perfuusion toimivuutta ja tahtia pidettiin silmalla koko kokeen ajan. Mikéli altaan reunoista
paasi vahankin nestetta yli reunojen, mika tyypillisimmin saattoi tapahtua leiketta altaaseen
asetettaessa, jarkevintd oli kuivata allas huolellisesti kokonaan ja vieda leike takaisin
inkubaatiokammioon siksi aikaa, kun liuoksen virtausnopeus oli saadetty uudelleen

kohdilleen ja varmistettu, ettei nesteyhteyttd altaan reunojen ulkopuolelle endi ollut.

3.1.3. Optiikka
Visualisoinnin haasteet kasvavat mikéli solut ovat kooltaan pienid ja mikali niitd on
tarkoitus visualisoida leikkeessd. SG:n neuronien kooksi on esitetty noin 25-50 um
(Kobayashi  1998). Selkéaydinleike-patch-clamp-sovelluksessamme namé& molemmat
vaatimukset tayttyvat, joten haastetta visualisoinnille riitti. Visualisoinnissa kaytettiin
infrapunavalon hyddyntdmiseen erikoistunutta Qlmaging-kameraa QICAM-IR ja
Olympuksen BX51 WI-vesi-immersiomikroskooppia. Kuvien esikatselu, muokkaaminen ja
tallentaminen tapahtuivat QCapture-ohjelman kautta. Ohjelman avulla voitiin saataa
kameran optiset asetukset esikatselun aikana, jotta kuvista tulisi mahdollisimman tarkkoja.
Y hdistettynd mikroskoopin s&&tdihin ohjelman avulla saatiinkin suhteellisen helposti kuvan
parametrit kohdilleen ja nékyvyys leikkeessd varsin hyvaksi. Usein riitti, kun saadettiin
ohjelman valotusikkunasta valotus- ja vahvistusparametrit sopiviksi ohjelman
histogrammin mukaisesti. Mikroskoopissa kaytettiin infrapunasuodatinta resoluution

parantamiseksi. Vesi-immersiomikroskopiassa saavutetaan tavanomaista mikroskopiaa

58



parempi resoluutio véltettdessd valon taipuminen ndytteen, ilman ja objektiivin vélisilla
rajapinnoilla. Naytteen liikuttaminen tapahtui mikroskoopin tasoa liikuttamalla x- ja y-

akselinsaadinten avulla ja samalla seurattiin kuvaa tietokoneen monitorin kautta.

3.1.4. Mekaniikka
Laitteiston mekaaniseen hallintaan liittyvid osia ovat tarindnestopdyta, mikromanipulaattori

seka U-putken siihen liitettyjen letkujen kautta toimiva paineensaatdsysteemi.

Faradayn hakin sisdén erityisesti verkkovirtahdirioltd suojaan sijoitetut laitteiston osat
asetettiin tarindnestopdydan paalle, mekaanisen stabiliteetin parantamiseksi pipetin ja
mittauksen kohdesolun valilla. Tarindnestopdydan toiminta perustui paineilman kayttoon.
Tarinanestopdytana kaytettiin  IsoStation™ Vibration Isolated Workstation-poytaa.
Tallainen tarindnestopdyta tarjoaa suojan seka vertikaalista ettd horisontaalista erityisesti

20-50 Hz tarinaa vastaan.

Laitteiston hienostuneimpiin osiin kuuluu kiistatta MP-285-tyyppinen mikromanipulaattori.
Sen ROE-saadin (rotary optical encoder) oli todella kayttokelpoinen tarkassa ja
hienovaraisessa kohdesolun lahestymisessa mittaustilanteessa. Kuvassa 3.3. nakyy tdma

mikromanipulaattorin elektroninen osa.

y A

ylos-alas liikesuunnan saadin

X-suunta

karkea- /
hienosaato-
kytkin

Kuva 3.3. Elektronisen mikromanipulaattorin ROE-saadin

59



Jokaisessa kolmesta ROE-séatimelld kontrolloitavasta mikromanipulaattorin liikesuunnasta
mikropulssien nopeus ja esiintymisrytmi riippuivat kayttdjan tavasta ja nopeudesta
pyorittad kiertosaatimia seka siité, oliko valittuna karkea/ vai hienosaatdinen etenemistyyli,
joka maérasi yksittdisten kiertamiselld saddettdvien mikroaskelten koon. ROE-s&atimen
digitaalinen ulostulo muunnettiin - mikromanipulaattorin MP-285-ohjainyksikon kautta
signaaleiksi, jotka liikuttivat mikromanipulaattorin askelmoottoreita. Ohjainyksikon, jonka
paikka tietokoneen nayton alla nakyy kuvassa 3.6., avulla olisi ollut mahdollista ohjelmoida
esimerkiksi “kotiin”-k&skyn avulla mikromanipulaattorin muistiin - mittauselektrodin
lahtopaikka, jossa se voitiin mittausten valilld vaihtaa uuteen. Mittaussovelluksemme
kannalta tallaisella ohjelmoidulla alkupisteeseen palaamisella ei néhty erityist4 arvoa, joten
sitd ei otettu kayttoon ja manipulaattorin liikkeitd tyydyttiin ohjaamaan manuaalisesti
kiertoséatimia pyorittdmalla. Sen sijaan karkea-/hienosééatokytkimen kaytt0 osoittautui
erityisen kayttokelpoiseksi. Mikromanipulaattorin avulla paastiin erityisen tarkkaan
liikkeen resoluutioon, karkeaséatotilassa 0,2 um erotuskykyyn ja hienosaatétilassa jopa 40
nm liikkeen saatotarkkuuteen. Kuvassa 3.4. nakyy mikromanipulaattorin mekaaninen osa,
johon vahvistimen péé&taso ja sen kautta elektrodinpidin oli mekaanisesti ja elektronisesti
yhdistetty. Mikromanipulaattorin mekaanisen osan optimointiin uhrattiin jonkin verran
aikaa. Oikean ldhestymiskulman ja -etdisyyden saavuttamiseksi lisattiin mekaaniseen osaan
lisdlevy. Huolellisesta laitteston pystyttamisvaiheessa suoritetusta saaddstd huolimatta
mekaanisen osan kulmaa jouduttiin vield mittausten aikana hienosaatdmaan, mihin palataan

viela.
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Kuva 3.4. Kuvan yldosassa laitteiston mikromanipulaattorin mekaaninen osa ja vahvistimen péétaso,

jonka etupuolella on kiinnityskohta pipetinpitimelle ja takapuolelle yhdistetdén referenssielektrodin

yhdyskaapeli ja alaosassa mikromanipulaattorin manuaalista perdisin oleva kuva mekaanisen osan

kulman saatamisesta. Alempi kuva on valmistajan manuaalista.

Lasinpuhaltajalla tilaustyona valmistettu U-putki yhdistettiin pipetinpitimeen muoviputkien

avulla. U-putkesta lahti myds imuletku, jonka paahan yhdistettiin pipetinkarjestd muotoiltu

suukappale, jonka kautta voitiin imed tai puhaltaa. U-putkeen laitettiin vettd, ja

paineensddatbominaisuus perustuikin tdman vesipatsaan korkeuden saatamiseen kokeen

aikana kokeen eri vaiheissa. Laitteiston pystyttdmisvaiheessa imun voimakkuutta

optimoitiin kayttdmalla jaykkaseindisida muoviputkia ja katkaisemalla ne mahdollisimman
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Iyhyiksi optimaalisen voimakkaan imutehon aikaansaamiseksi ja varmistamalla putken
osien liitoskohtien pitavyys. MyoOs pipetinkérjestd muokatun suukappaleen reikaa
suurennettiin  imutehon optimoinnin tarkoituksessa. U-putken rakennetta ja toimintaa
havainnollistaa kuva 3.5. Takapaine asetettiin puhaltamalla putkeen suukappaleen kautta.
Puhalluksen aikana U-putken venttiili sulki yhteyden U-putken ja pipetin valilla. Sopiva
nestepatsaan korkeus, joka oli noin neljan cm luokkaa, lukittiin kadantamalla U-putken
venttiilid puhaltamisen jalkeen siten, ettd U-putki yhdistyi pipettiin ja nestepatsas aiheutti
takapaineen pipettiin. Takapaineen poistovaiheessa gigaliitosta tehtédessad U-putken venttiili
ka&annettiin hyvin nopeasti yhdistdmaan imuputki ja pipetti ja hyvin pian tdmén takapaineen
poistamisen jalkeen liséttiin U-putken kautta vélittyvd kevyt imu. Paineensaddon roolia

mittaustilanteessa kasitellddn mittausten teknistd suorittamista koskevassa luvussa

tarkemmin.
Qi i e=a
,,, \e\ || saatoventtiili
TAKAPAINEEN ASETUS < @
U -putki
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Py, 0\@@
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Kuva 3.5. Lasikapillaarielektrodin imu-/takapainejarjestelma. Saatoventtiilin asentoja 1, 1l ja 1l

vaihtamalla voidaan lasikapillaarin paine asettaa mittausasetelman kulloisenkin vaiheen vaatimusten

mukaiseksi. Kaavakuvan ympyran sisalla olevan mustan nuolen suunta osoittaa paineen suunnan.
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3.1.5. Elektroniikka
Patch-clamp-laitteiston elektronisista komponenteista tarkein on vahvistin ja siind
erityisesti vahvistimen paataso. Se on virtajdnnitemuunnin, joka suoraan mittaa ja vahvistaa
mitattavia soluvirtoja (Scott-Ward ym. 2003). Rakennetun laitteiston elektronisiin
komponentteihin kuuluu vahvistimen lisdksi A/D-muunnin. Vahvistin ja muunnin
yhdistettiin toisiinsa vahvistimen ohjelmistoa asennettaessa esiin tulleiden vaiheittaisten
toimenpiteiden osoittamalla tavalla kiinnittdmalla yhdistavat johtimet oikeisiin ulos- ja
sisdtuloihin. Sek& vahvistimen ettd mitattavan signaaliin digitalisointiin  kdytetyn
muuntimen toiminta oli kiintedsséd yhteydessa tietokoneeseen. Mittauksissa kaytetty
tietokone oli IBM Intellistation M Pro, joka osoittautui kaytossé toimivaksi ja riittdvan
tehokkaaksi mittausten suorittamiseen. Suurempikokoinen ja tilan rajallisuuden takia
mielellddn litted ndyttd olisi tulevaisuudessa mukava lisa laitteistoa edelleen kehitettédessa
samanaikaisesti kaytossa olevien ikkunoiden madrdn ollessa koetilanteessa suuri.
Samanaikaisesti halutaan pitda esilla ja kaytettavissa esimerkiksi membraanitestivalikkoa
pipetin kérjen vastuksen seuraamiseksi, vahvistimen ohjausvalikkoa eri mittausteknisten
toimintojen suorittamiseksi ja kameran kuvaa mitattavan solun tarkastelemiseksi. Lisétila
naytolla helpottaisi ndiden ikkunoiden kayttod. Erilaisilla ohjelmistoilla oli keskeinen
laitteiston toiminnan monitorointia ja ohjaamista suorittava merkitys.  Mittaustiedon
keruuohjelmana kaytettiin ~ Clampex-ohjelman  uusinta  versiota Clampex 10.0.
Mittaustiedon analysoinnissa hyddynnettiin niin ikdin uusinta versiota, Clampfit 10.0-
analyysiohjelmaa. Nama molemmat ohjelmat kuuluivat pPCLAMP 10 -ohjelmistopakettiin.
IR-DIG-kuvien tarkasteluun, muokkaamiseen ja tallentamiseen kéytettiin puolestaan

QCapture-ohjelmaa.

Laitteiston vahvistimena toimi MultiClamp 700B, tietokoneohjattu mikroelektrodin virta-
ja jannitevahvistin. Multiclamp 700B on analoginen sisaantulo/ulostulo-vahvistin kuten
konventionaaliset ~ vahvistimet  (Multiclamp  700b).  Perinteisen  etupaneelin
saatokoskettimien ja vipujen sijaan vahvistinta ohjataan ohjelmistopohjaisesti MultiClamp
700B-kontrolli-ikkunan kautta, joka kommunikoi vahvistimen kanssa USB-kaapelin
valityksella. Taman kontrollirajapinnan kautta onnistuvat saadot kuten pipetin offset-

kompensaatio, pipetin ja kokosolun kapasitanssikompensaatio seka niinkin korkeatasoiset
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toiminnot kuin systeemin suojaaminen oskillaatiolta. Esimerkiksi
sarjaresistanssikompensaatiota tehtdessa ohjelma automaattisesti varoitti oskillaatiosta,
mikali prosentuaalinen Rs-kompensaatio oli sééadetty lilan korkeaksi. Nain saatiin nopeasti
tdta kompensaatioaroa pienentdmalld estettyd solun tuhoutuminen ja mittausta pystyttiin
jatkamaan, kunhan sopiva kompensaatiotaso oli 16ydetty. Vahvistimen asetukset kuten
vahvistus, suodatuksen frekvenssi, kokosolun kompensaatio ja mittauksen tallennustila
valitettiin automaattisesti suoraan mittaustiedon keruuohjelmalle. Multiclamp 700B -
ohjausrajapinta on itsendinen datankeruulaitteistosta mukaan lukien tdhén tarkoitukseen
kaytetyt ohjelmistot. Kuitenkin saman valmistajan tarjoamat Pclamp-ohjelmisto ja Digidata
1440A -digitalisointilaite takaavat taydellisimman ja yhtendisimman ratkaisun (molecular-
devices www), johon péaadyttiinkin diplomitydssa pystytetyn laitteiston osalta. Vahvistimen
mikromanipulaattorin mekaaniseen osaan yhdistettiin sen CV-7-tyyppié oleva paataso-osa,
joka on tarkoitettu mittaussignaalin matalahairidiseen ja joustavaan mittaamiseen. Siihen
voitiin yhdistdd myds vahvistimeen kuuluva mallisolu PATCH-1U, jonka avulla laitteiston
toimintaa voitiin testata laitteiston pystytysvaiheessa ja mydhemminkin erilaisissa
epamaaraisissa hairiotilanteissa, joissa hairiolahdetta pyrittiin paikallistamaan. Mallisolua
kaytettiin laitteiston pystyttdmisvaiheessa vahvistimen toiminnan kalibraatiossa. Laitteiston
kokoamisvaiheessa testattiin MultiClamp 700B-ohjausikkunan kaskyjen toimivuutta ja

hairidtasoa.

Jotta alip&astosuodatettu  patch-clamp-vahvistimen analoginen signaali  saataisiin
muunnettua digitaaliseksi virtasignaaliksi tietokonetarkastelua, analyysia ja tallentamista
varten, tarvitaan analogi-digitaalimuunnin. Rakennetun laitteiston Digidata 1440A-
digitaalimuunnin on korkean erotuskyvyn matalah&iriétasoinen muunnin, joka yhdistettiin
vahvistimeen ja jonka tehtdvé oli lahettdd ja ottaa vastaan signaaleja vahvistimelta sek&
kommunikoida tietokoneen kanssa USB 2.0-kaapelin kautta. Digidata 1440A-
digitaalimuunnin on kytke-ja-kdyta-tyyppinen laite, jonka Windows automaattisesti
tunnistaa. Digidata 1440A digitaalimuunnin digitoi sen 16 itsendista analogista
sisdantulotulokanavaa 250 Hz taajuudesta ylospain kunkin ja sillda on neljé itsendista 16-
bittistd analogista ulostuloa. Siind on myo6s kahdeksan digitaalista ulostuloa (0-7)

etupaneelissaan, joille sovelluksessamme ei tosin ollut kéyttda. Laitteistossamme tarvittiin
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ainoastaan yhta analogista sisadntuloa ja yhtd analogista ulostulokanavaa, jotka kytkettiin
Multiclamp 700B-vahvistimen etupaneeliin kanavalle 1. Digidata 1440A:n asentaminen ja
kayttoonotto olivat suhteellisen suoraviivaisia toimintoja ja pPCLAMP 10-ohjelmisto sisélsi
my0s Digidata 1440A:n ajurit. Vahvistin ja digitaalimuunnin, kuten muutkin tietokoneen

nayton alle sijoitetut laitteiston osat, nakyvat kuvassa 3.6.

|

-~ —
~Z- | -

ohjausyksikko

Kuva 3.6. Kuvassa nakyvat kahdella kaapelilla toisiinsa yhdistetyt A/D-muunnin ja vahvistin seka
muita laitteiston osia.

3.1.6. Laitteiston esitestaaminen
Patch-clamp-laitteiston toiminnan mahdollisimman tarkka optimointi esitestaamisen kautta
ennen varsinaisten mittausten aloittamista on ensiarvoisen tarkedd. Sahkoiset ominaisuudet
testataan mallisolun avulla ja samalla saadaan testattua asennettujen ohjelmistojen
toimivuus. Mikroskoopin optiikka s&adetddn kohdilleen ja samoin kameran asetukset
mahdollisimman tarkan kuvan aikaansaamiseksi. Perfuusion toimivuus ja sopiva nopeus
sédddetddn myos ennen mittausten aloittamista. Mikromanipulaattorin toiminta ja sen
hallinta tulee my0s olla korkealla tasolla ennen varsinaisten kokeiden aloittamista.
Pipetinpitimen oikea kulma on aiheellista koettaa s&atdd mahdollisimman sopivaksi jo tasséa
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vaiheessa. Vaara kulma voi aiheuttaa esimerkiksi sen, ettd pipetinpidin ottaa Kiinni
mittausaltaan reunaan estden ndin pipetin paasyn mittauksen kohdesolun saavuttamisen
kannalta riittdvan syvélle leikkeessa. Pipetinpitimen vaarénlainen asento saattaa myos estaa
kokonaan kohdealueen saavuttamisen. Sen asento tuleekin optimoida kaikissa kolmessa
liikesuunnassa. Mittausten kuluessa kulma saattaa ikéva kylla vaatia uudelleen optimointia
esimerkiksi siitd syystd, ettd on jouduttu syysté tai toisesta vaihtamaan leikettd ja uuden
leikkeen paikka mittausaltaassa ei ole aivan suotuisa sé&adetyille pipetinpitimen
parametreille. Tamé& ei ole kuitenkaan mikdan ylitsepdédsematdn ongelma. Joskus vaatii
kuitenkin jonkin verran karsivéllisyytta sdatda kulma kohdilleen ja tassd tuhraantuu myos
helposti muutama pipetti uudelleensddadetyn kulman testaamiseen. Usein kulman
saataminen on hyvin pienesté kiinni, eika ole lainkaan tavatonta, etté pipetilla paéasee aivan
kohdesoluksi valitun neuronin solukalvon tuntumaan, ennen kuin huomaa, ettei pipetin
lilkkumavara aivan riitdkaan kohdesolun ja pipetin valisen gigaliitoksen synnyttdmiseen.

Tassakin saatdmisessad harjaannuttiin tosin onnistumaan nopeasti toistojen kautta.

Sahkolaitteiden toiminnasta aiheutuva sahkoinen hdiridtaso tulee pyrkid saamaan
mahdollisimman alhaiseksi ennen rekisterdintien aloittamista. Erityisesti 50 Hz
verkkohairié tuli pyrkid kokonaan eliminoimaan laitteistolla rekisterditavan signaalin
siistimiseksi esimerkiksi maadoitusten kautta. Téahan suurin vaikutus oli lammityslaitteesta

Faradayn hékkiin vedetylla maadoituskaapelilla.

3.2. Esivalmistelut

Tassa luvussa kéaydaan lapi kaikki valmistelevat toimenpiteet, jotka ovat varsinaisen
mittaamisen edellytyksend. Keskeisimpiin selkdydinleikekokeiden esivalmisteluihin
kuuluvat niin liuosten, pipettien kuin leikkeidenkin tekeminen. Esivalmistelujen optimointi
oli ehdottomasti aikaavievin ja haastavimmaksi osoittautunut kohta diplomity6n

koeasetelman toteuttamisessa.
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3.2.1. Liuokset
Menestyksekkéadssa selkédydinleikkeiden tekemisessa ja séilyttdmisessa ovat térkedssa
roolissa sopivien liuosten kaytto leikkeidenteko-, inkubaatio- ja mittaustilanteissa. T&assé

luvussa esitellaan tutkimuksessa kdytetyt liuokset ja niiden valmistus.

Ekstrasellulaariliuos:

NaCl 117 mM [SIGMA]

KCI 3,6 mM [SIGMA]
CaCl,+2H,0 2,5 mM [Merck]

MgCl, 1,2 mM [Merck]
NaH,PO, 1,2 mM [Merck]
NaHCO; 25 mM [SIGMA]
glukoosi 11 mM [Riedel-de Haén]

Solunulkoisen liuoksen koostumus on sama kuin Yoshimuran ja Nishin tutkimuksessa
kaytetty (Yoshimura & Nishi 1993). Tatd solunulkoista liuosta valmistettiin aina kerralla
viisi litraa. Yhden pdivan kokeellinen tyd vaati yhdestd puoleentoista litraan solunulkoista
liuosta. Selkdydinleike-ekstrasellulaariliuosta tehtdessa kuiva-aineet liuotettiin noin neljan
litran tilavuuteen milli-Q-vettd magneettisekoittajaa apuna kayttéen ja vasta tdman jalkeen
séédettiin tilavuus milli-Q-vedella tarkasti viiteen litraan. Lopuksi mitattiin osmometrilla
liuoksen osmolaliteetti. Kokeellisen tyén aikana kaytettyjen ekstasellulaariliuoserien
osmolaliteetit vaihtelivat valilla 279-284 mOsm. Lopuksi jaettiin viiden litran tilavuus
viiteen lasiseen mittapulloon, jotka sailytettiin kylmahuoneessa mittausten véliaikana. CaCl
ja NaHCOg3 liuotettiin aina omina erinddn ennen lisdédmistd muiden aineiden joukkoon,
etteivat aineet sakkaisi, vaan liuos on kirkasta ja koostumukseltaan tasaista. Tatd liuosta
perforoitiin koko mittauksen ajan mitta-altaaseen, jossa leike oli. Liuos laitettiin aina heti
paivan  alkajaisiksi ~ Faradayn  h&kin  pdadlle  happikuplitukseen  (kaasusuhde
95%happi/5%hiilidioksidi) odottamaan mittausten aloittamista. Sitd kaytettiin myds
dekantterissa, johon leikkeet siirrettiin sdilytettavéksi pdivan ajaksi suoraan leikkurista.
Tassa leikkeiden inkubaatioon kaytetyssé astiassa oleva ekstrasellulaariliuos laitettiin myds

heti aamusta happikuplitukseen. Molemmat kuplitukset pidettiin paalla koko péivan ajan
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aina mittausten loppuun saakka. Leikkeiden solujen hengissa sdilymisen kannalta tdman

happikuplituksen merkitys on keskeinen.

Leikeliuos tehtiin aina kahden litran tilavuuteen. Sitd kaytettiin disekoitujen
selkdydinpreparaattien sailytysdekantterissa seka leikkurissa. Aineet liuotettiin noin 1,2
litraan milli-Q-vetta ja taméan jalkeen saddettiin pH:n 7,4:4an 2 M NaOH:lla pH-mittarin
avulla. Osmolariteetti saadettiin jalleen osmometrin avulla arvoon, joka sijoittui valille

300-304 mOsm/I lisaamélla milli-Q-vett4 tarvittava mééara.

Leikeliuos:

sakkaroosi 250 mM

KClI 2,5 mM [SIGMA]
CaCl,+2H,0 0,1 mM [Merck]
Na,HPO,*2H,0 1mM

MgS0O,+ 7H,0 4 mM

glukoosi 11 mM [Riedel-de Haén]
HEPES 15 mM [SIGMA]

Intrasellulaariliuosta, jonka resepti on alla, kokeiltiin sellaisenaan seka tamén liséksi
laimennettuna 111pl/5 mi- ja etenkin 222ul/5ml -suhteessa milli-Q-vedelld huolellisesti
vorteksilla sekoittaen  Eppendorf-putkessa liuoksen ja milli-Q-veden keskendan
tasakoosteisen liuoksen aikaansaamiseksi. Tdumé& resepti on Kosugin ja Nagatsukan
ttkimuksesta (Kosugi ym. 2007).

Intrasellulaariliuos:

kaliumglukonaatti 135 mM [SIGMA]
KCI 5 mM [SIGMA]
CaCl,*2H,0 0,5 mM [SIGMA]
MgCl, 2 mM [Merck]
EGTA 5mM

HEPES 5 mM [SIGMA]
ATP-Mg 5mM
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Tasséa pH oli saadetty 7,2:een ja osmolaarisuus 285 mOsm/I. Liuos pakastettiin 4 ml:n

erissa Eppendorf-putkissa.

Koeasetelmassamme solunulkoisen liuoksen tulisi olla intrasellulaarista vékevampaa
optimaalisten koeolosuhteiden aikaansaamiseksi. Intrasellulaarisen liuoksen tulisi siis olla
hypo-osmolaarinen  verrattuna  ekstrasellulaariliuokseen.  Taman  mahdollisimman
optimaalisen ekstrasellulaari/intrasellulaari osmolaarisuussuhteen I6ytdmiseksi kokeiltiin
edelld kuvatulla tavalla valmistettuja laimennoksia. Naistd 222 pl -laimennoksella
saatiinkin sopiva osmolariteettiero aikaiseksi. Ta&mé& liuos osoittautui gigaliitosten
tekemisessd erittdin toimivaksi, kuten myos seuraavaksi esiteltdva Safranov-artikkelin

reseptin mukainen intrasellulaariliuos.

Safranovin ja kumppanien artikkelin mukainen intrasellulaariliuos (jonka kayttéon

lopulta paadyttiin):

KClI 3 mM [SIGMA]
K-glukonaatti

(=D gluconic acid) 150,5 mM [SIGMA]
MgCl, 1 mM [Merck]
BAPTA 1 mM [Merck]
HEPES 10 mM [Merck]

Tatd mittapipetintayttoon tarkoitettua intrasellulaariliuosta valmistettiin kerrallaan 100 ml
tilavuus, joka jaettiin 5 ml Eppendorf-putkiin. Kuiva-aineet liuotettiin 90 ml:aan milli-Q-
vettd, minké jalkeen saadettiin liuoksen pH 7,3:een KOH:lla. Lopuksi taytettiin tilavuus

tarkasti 100 ml:aan milli-Q-vedelld. Liuosta siséltadvat putket pakastettiin.

Perforaatio-patch-clamp-kokeissa kaytetty amfoterisiini-B punnittiin ensin noin 4-6 mg
erissa tarkkuusvaa'an avulla erillisiin muoviputkiin ja kunkin eran tarkka paino kirjattiin
ylos. Tamén intrasellulaariliuoksen valmistuksessa hyodynnettiin alla esitetyn reseptin
mukaista intrasellulaariliuosta, johon sekoitettiin  dimetyylisulfoksidiin  (DMSO)
huolellisesti liuotettua (vorteksointi \Vortex-sekoittimella ja sonikointi sonikaattorilla)

amfoterisiini-B-kuiva-ainetta. Kun amfoterisiini-B:n sisaltava DMSO oli sekoitettu
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intrasellulaarisiuokseen, kéytettiin tdma valmis liuos vield kertaalleen sonikaattorissa, silla
amfoterisiini-B on vaikeasti liukenevaa ainetta, jonka rakenne sonikaattorilla saatiin
tehokkaasti rikottua ja aine néin ollen liuotettua. Liuos valmistettiin siten, ettd lopullisessa
intrasellulaarinesteessé amfoterisiini-B:n maara oli 100 pg millilitraa kohti. Amfoterisiini-B
on valoherkkaa ainetta, joten tayttoruisku séilytettiin kokeen ajan pimedssa. Amfoterisiini-
B:n kuiva-aine-eréat sailytettiin jadkaapissa koepéivien Vélilla niin ikaan valolta suojatussa
séilytyslaatikossa. Amfoterisiinin kéyton toinen haaste oli, ettd aine on optimaalisen
tehokas vain 1-3 tuntia liuotuksesta, joten uusi liuos jouduttiin valmistamaan tarvittaessa

useamman kerran yhtend mittauspéivana.

Intrasellulaariliuos:

NaCl 5 mM [SIGMA]
K-glukonaatti 145 mM [SIGMA]
HEPES 10 mM [SIGMA]

N&ma aineet liuotettiin 90 ml:aan milli-Q-vettd ja pH sé&&dettiin KOH:lla 7,3:een. Tdman
jalkeen lisattiin liuoksen milli-Q-veden maé&raé niin, etta lopputilavuudeksi saatiin 100 ml.

Tama tilavuus jaettiin 5 ml Eppendorf-putkiin ja putket sdilytettiin pakastettuina.

Kuten liuosten  resepteistd n&hd&an, niiden  koostumukset ovat hyvinkin
kirjallisuuskatsausosiossa esiteltyjen periaatteiden mukaisia.

3.2.2. Pipettien valmistaminen ja tayttd
Mittauksissa kaytetyn pipetin parametrien sek& pipettilasin ominaisuuksien valinnan
kriittisyys korostuivat koeprotokollan optimoinnissa ja osoittautuivat lopulta koko
mittauksen suorittamisen kannalta ratkaisevaksi tekijaksi.

Perforaatio-patch-mittauksen alkuvalmistelut tehtiin ja kokosolumittauskonfiguraatioon téata
kautta siirtymisté yritettiin yhteensd 16 mittauspéivana ja kokosolu-patch-clamp-mittauksen
alkuvalmistelut tehtiin sekd kokosolumoodiin siirtymista yritettiin 13 mittauspaivané ennen
lapimurron tapahtumista. Usko oli koetuksella ennen kuin ratkaiseva lasimateriaali ja sille

sopivat parametrit 16ydettiin. Taman jalkeen kokosoluvirtamittaustilanteeseen siirtyminen
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onnistui vahintddnkin joka kolmannella yrittdmalla. Yritysten lukumaérasta johtuen
voidaan melko suurella varmuudella sanoa, ettéd ratkaiseva tekija oli nimenomaan pipetin
lasimateriaali. Aiemmin sovelletulla lasimateriaalilla oli ehditty kokeilla pipetin
vetoparametrejakin hyvin laajasti, vastusten vaihdellessa yhdestd megaohmista lahelle
kahtakymmentéd. Gigaliitoksen aikaansaaminen sindnsa ei ollut erityisen ongelmallista
ennen lapimurtoa sovelletulla lasimateriaalilla valmistetuilla pipeteilld. Sen sijaan solun

rei”ittdminen tuolloin hyddynnetyilla pipeteilld osoittautui ylitsepadsemattoman vaikeaksi.

Ennen  rei’ittdmisen  onnitumista  pipetit  valmistettiin  standardin  mukaisista
borosilikaattilasipipeteistd, joissa OD/ID-suhde oli 1,5:0,86. Empiirisen kokeilun tuloksena
saatiin ohjelma, jonka parametreilld valmistetuilla pipeteilld onnistuttiin ldhes kaikkina
mittauksen yrityspdivind saamaan aikaan gigaliitoksia. Ohjelmalla saatujen pipettien
vastukset kaytetyilla liuoksilla asettuivat vélille 4-13 MQ. Myds pipetinvetolaitteessa
valmiiksi ohjelmoituna ollut, laboratoriossa rutiinimaisesti tutkittavien solutyyppien
manuaali-patch-clampissa sovellettu ohjelma, tuotti leikepatch-clamp-sovelluksessamme
gigaliitosten tekoon soveltuvia pipettejd, joiden vastus kéytetyissa liuoksissa asettui valille
2-6 MQ. Ennen solun rei’ittdmisen onnistumista kaytettiin pipetinvetolaitteena Sutter
Instrument co:n horisontaalista vetolaitetta, jonka malli oli P-2000. Tama laite nakyy

kuvassa 3.7.

Kuva 3.7. Kaytetty pipetinvetolaite P-2000. P-2000 yhdistda CO2-laserpohjaisen lammityslahteen ja
perinteisen vetolaiteteknologian. Lammdonlahteeksi P-2000 on valittu CO2-laser useasta syysta. Kvartsi,

borosilikaatti ja muut perinteiset pipetinvalmistusmateriaalit voidaan sulattaa sopivalla laservalolla,
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minka liséksi laserlammitys on puhdas ldmmitystapa ja siind ei ole mahdollisuutta, ettéd pipetin
karkeen jaisi metallijaédmiad, kuten perinteisissd lammitykseen kéaytettévissa filamenteissa. Laser
voidaan myds sdatdd hetkessa péaalle ja pois péélta, toisin kuin perinteinen filamentti. Kaytt4ja voi
helposti ohjelmoida kaytetyn lammoén maaran ja jakautumisen eri lammityssyklien valille (Sutter,
www-sivu). Lasikapillaari kiristettiin kuvassa keskella nakyvan kammion sisddn molemmilta puolin ja
kammion sisélla laser lammitti kapillaarin keskiosaa samalla kun kapillaarin paita vedettiin erilleen
saadetyilla vetoparametreilla; vedon nopeutta ja voimakkuutta voitiin sdatdd. Nama lammitykset ja

vedot tapahtuivat sykleissa ja eri ohjelmat saatiin talletettua vetolaitteen muistiin.

Lapimurtopipetit valmistettiin Sutter instruments co:n horisontaalisella vetolaitteella P-
80/PC. Lapimurron yhteydessa ja sen jélkeisissd mittauksissa hyddynnettavat pipetit olivat
huomattavasti ohuempia kuin aiemmin kaytetyt. Niiden OD/ID-suhde oli 1,5:1,12. Lisaksi
ndma borosilikaattilasipipetit sisalsivat filamentin. Téssa ohjelmassa lammityslampotilat
olivat huomattavasti korkeammat kuin aiemmin hyddynnettyjen pipettien vetovaiheessa
kaytetyt. Aiemmissa ohjelmissa lammityslampétilat sykleissa vaihtelivat valilla 325-700
C°, kun lapimurtopipeteissd kaytetyt lampotilat asettuivat vélille 714-735 C°. Mitd
korkeampi lammityslampétila sitd pidemmaéksi pipetin kérki muotoutuu ja sitd korkeampi
niiden karjen resistanssi on. Myds vetoparametrien arvot olivat lampimurtopipeteisséa
korkeammat. Vetoparametrien arvojen kasvattaminen vaikuttaa pipetin karjen muotoon
samansuuntaisesti kuin l&mmon kasvattaminen. N&ma lukuarvot eivét toki ole suoraan
verrattavissa, silla aiemmin hyodynnettyjd ohjelmiahan sovellettiin paksumpiseindiseen

lasimateriaaliin, kun taas lapimurtopipetit olivat ohutseindisia.

OD/ID-suhde, jota suositellaan kokosolu-patch-clamp-mittapipeteille, on 1,2-14.
Lapimurtopipettien ulko-/sisdhalkaisijan suhde asettuu juuri télle valille. T&mén suhteen
toimivuus perustuu sen matalampaan vastukseen annetulle kérjen ulkohalkaisijalle kuin
paksumpiseindisissd pipeteissd (Walz 2002). Toimimattomiksi todetuissa pipeteissahan

tdma suhde oli 1,7 eli ylitti yll& esitetyn suosituksen.

Toimivien pipettien tehokkuuden avaimena oli luultavasti ainakin ulkoseiné/sisaseina
suhteen pienuus eli toisin sanoen lasin ohuus. Pipetin karjen kohdalla tdméa suhde pysyy
vakiona, vaikka ké&rjestd tulee ohuempi. Kuvassa 3.8. nakyy standardipipetin seka

lapimurtopipetin lapileikkaus.

72



Kuva 3.8. Pipettien lapileikkauskuva Vasemmalla puolella standardityyppinen paksuseindinen pipetti
ja oikealla puolella kapeaseinainen filamentillinen lasikapillaari (World Precision Instruments, www-

sivu).

Pipetit valmistettiin  yksinkertaisesti katkaisemalla lasiputki lasin leikkaamiseen
tarkoitetulla pienelld sahalla ennalta maaratyn pituiseksi, minkad jéalkeen sulatettiin
lasikapillaareja tylsasta paastdan kaasuliekilld, etteivat ne kuluttaisi Kloridointipintaa
mittaelektrodin  karjestd lilan nopeasti. Seuraavassa Vvaiheessa ne pyyhkaistiin
keskikohdastaan etanolilla, jotta syntyvien kahden lasikapillarin karjet olisivat varmasti
puhtaita. Sitten kapillaari asettiin vetolaitteeseen niin ettd valmistuvat kaksi pipettia olisivat
mahdollisimman  tasamittaiset, mik& osaltaan  myotévaikuttaa  sithen,  ettei
mikromanipulaattorin kulmaa tarvitse uudelleen saatdd pipetin vaihdon ja eri solujen
rekisterdintien valilla. Taman jalkeen valittiin laitteeseen tallennettu sopivaksi todettu

ohjelma.

Pipetin tayttoliuos on aina steriilifiltroitava ruiskun kérkeen asetettavan 0,2 pm suodattimen
lapi. Karjen tayttaminen tapahtui kaksivaiheisesti; ensin kérki taytettiin ruiskun alipaineen
avulla ja tdman jalkeen pipetti taytettiin takaapéin ruiskulla, jonka kérjessa oli pitké neula.
Pipetti tdytettiin ainoastaan korkeuteen, jossa sen sisddn laitettava kloridoitu hopealanka
ylsi nesteeseen. Ylimaarainen neste pipetin sisalla olisi aiheuttanut turhaa kohinaisuutta
mittaustilanteessa. Pipettid taytettiin niin pitkalle, ettd vain noin 1-2 mm Ag/AgCI-
elektrodista upposi pipetin tayttonesteeseen. Filamentin siséltdvaa pipettia ei periaatteessa
tarvitse tayttad kaksivaiheisesti. Kaksivaiheisen tayton tarkoitus on nimenomaan varmistaa,
ettd aivan pipetin karkeen asti pé&see tayttoliuosta. Filamentillisen pipetin tapauksessa
filamentti johtaa nesteen automaattisesti pipetin kérkeen saakka. Téyttdessa on tarkeéda

naputella sormenpaalla mahdolliset kuplat pipetin kérjesta pois, etteivat ne hairitsisi
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séhkdisen yhteyden toimivuutta pipetin lapi. Illmakuplat pipetisséd voivat aikaansaada
avoimen virtapiirin estden ndin virran mittaamisen. Kaksivaiheisessa taytossa kuplia
automaattisesti ilmaantui ainakin tayttotilavuuksien valiin. Siirryttdesséd ohutseindisiin
pipetteihin tdma naputteluvaihe tuli suorittaa entistakin helldvaraisemmin, jottei pipetin
kapea kérki rikkoutuisi. Amfoterisiini-B:n sisaltavissd mittauksissa kaksivaiheinen taytto
oli erityisen keskeisessd roolissa. Karki taytettiin tayttoruiskun imun avulla aivan
normaalilla intrasellulaariliuoksella ja takaapdintdyttd suoritettiin amfoterisiini-B:ta
sisaltavalla liuoksella. Silla hetkelld, kun tayttdjen vélinen kupla oli n&pdytetty sormilla
pois, alkoi amfoterisiinin diffundoituminen kohti pipetin kérked. Talléin tuli koettaa toimia
nopesti pipetin asettamisessa pipetinpitimeen ja sen saattamisessa mittaukseen valitun
kohdesolun pintaan, jotta gigaliitoksen tekovaiheessa pipetin karjessa olisi viela normaalia
intrasellulaariliuosta ja vasta gigaliitoksen synnyttyd amfoterisiini-B alkaisi virrata solun
kalvoon rei’ittden sen. Kuitenkin kokeen jarkevan keston kannalta ja solujen kunnon
optimoinnin kannalta on tarke&é, ettei amfoterisiini-B:n solukalvolle virtaamisen alkaminen

kesté liian kauaa. Oikea tayttosuhde 16ydettiin kokeilujen kautta.

Pipetin tayttotilanteessa karkea arvio karjen lpimitasta ja siten pipetin soveltuvuudesta
voitiin tehda jo tdyttdvaiheessa kokemukseen perustuvilla havainnoilla siitd, kuinka
helposti ja pitkéalle pipetin kérki tayttyi ruiskulla imettdessa. Luonnollisesti liian
suurihalkaisijaisen pipetin  kérki tayttyi paljon helpommin ja pidemmélle Kkuin
kapeampihalkaisijainen karki, jonka vastus oli suurempi. Kaksivaiheisen tdyton valissa ja
jalkeen Kkatsottiin aina valomikroskoopilla, oliko pipetin karjessa kuplia ja naputeltiin
etusormella mahdollisesti kuplat pois. Talla taytetyn lasipipetin mikroskoopin avulla
suoritetulla tarkastelulla s&&stettiin huomattavasti aikaa. llman t&td vaihetta mahdolliset
kuplat olisi havaittu vasta, kun laitteistoon liitetyn pipetin vastus mitattiin ja havaittiin sen
olevan liian korkea tai viimeistdan kun laitteistoon liitetyn pipetin kérki saatiin tarkennettua
laitteiston mikroskoopin fokukseen ja nahtiin siella oleva kupla. Téssd tarkoituksessa

kaytettiin samaa valomikroskooppia kuin selkéydinpreparaatin kasittelyvaiheessa.

Pipetit tuli valmistaa ja tayttd4 aina samana paivéana juuri ennen mittausta. Mikali pipetti on

pidemmén aikaa suolaliuoksella taytettynd, se murentuu. Kuvassa 3.9. nékyvat yhtena

74



mittauspéivana hyddynnetyt borosilikaattilasipipetit. Ne séilytettiin kannellisessa rasiassa,

kun ne oli poistettu vetolaitteesta, ettei karkeen paasisi pientdkaan roskaa.
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Kuva 3.9. Borosilikaattilasipipetit sdilytysrasiassa

Tulevaisuudessa pipettien toimivuutta voitaisiin  edelleen optimoida esimerkiksi
pinnoittamalla niitd. Pipetin seindman ollessa eristeena kahden johtavan liuoksen vélilla se
toimii kapasitaattorina ja siten héiridldhteend. Kapasitanssi on k&antédenverrannollinen
seindman paksuuteen, joten paksummalla lasilla se on matalampi. Kapasitanssia voidaan
siten pienentad paallystamalla pipetti ei-johtavalla materiaalilla. Toinen keino on pipettien
kiillotus. Laboratorioon tilattiinkin kiillotuslaite tulevaisuuden pipettiominaisuuksien viel&
parempaa optimointia silmalla pitden. Kiillotuksen ideana on puhdistaa pipetin karki
entistakin tehokkaammin. Téall4 taataan pipetti-solukalvo-yhteyden puhtaus ja ndin ollen
helpotetaan gigaliitoksen muodostumista. Pipetin karki voidaan siten puhdistaa ja

pehment&é tallaisella kiillotuslaitekasittelylla (Walz 2002).

3.2.3. Koe-elaimet
Kokeissa, joissa ei onnistuttu aikaansaamaan reikaa solukalvon pintaan, eika néin ollen
paasty rekisterointilanteeseen asti, koe-eldimind kaytettiin sek& kontrolli- ja ett4
diabeettisten koe-elédinrottien tapauksessa Han Wistar -urosrottia.  Kokeissa, joissa
kokosolumittauskonfiguraatioon péastiin, kéaytettiin uroskontrollirottia, jotka olivat tata
samaa rotua, kun taas rekisterdintiin johtaneissa kokeissa diabeettiset urosrotat olivat

Hannovers-rotuisia. T&ma rotujen vélinen ero tulee pitdd mielessa tuloksia tarkasteltaessa,
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vaikkei silla todennékaisesti ole kovinkaan suurta merkitysta tulosten keskindisen vertailun

validiteetin kannalta.

Diabetes mellitus indusoitiin rottiin streptotsotosiini-injektiolla hannan tyveen annoksella
60 mg/kg injektiotilavuuden ollessa 1 ml/kg. Streptotsotosiini liuotettiin sitraattipuskuriin
ja kontrollirotille injektoitiin ainoastaan tatd sitraattipuskuria. Noin viikon kuluttua
indusoinnista diabeettisiksi indusoitujen rottien veren sokeripitoisuus ylitti kynnysarvona
pidetyn 14,3 mmol/l. Tamé&n arvon ylittyessé katsottiin diabeteksen kehittyneen riittavalle
tasolle. Néissé koe-elainten valmistelumenetelmissa mukailtiin Pertovaaran ja kumppanien
vuonna 2001 julkaistua tutkimusta (Pertovaara & Wei 2001). Streptotsotosiinilla
diabeettisiksi indusoiduilla rotilla oli diabeettisen neuropatian kehittyminen todennettu
kayttaytymisen tasolla, kosketukseen liittyvana allodyniana, joka todennettiin mittaamalla
vasteen kynnysarvoa, sekd mekaanisena hyperalgesiana.

3.2.4. Leikkeiden teko
Koe-eléinrotat altistettiin l4&ketieteelliselle karbogeenikaasulle tatd tarkoitusta varten
kehitetyssé laatikossa, jossa oli lasikansi. Koe-eldin lopetettiin riittdvaksi havaitulla
kaasuannoksella. Taméan jalkeen eldin dissekoitiin terévid saksia kayttamalla siten, ettd
mahdollisimman pitkid ehjia selkdydinpéatkid saatiin siirrettyd leikeliuosta sisaltavaan
dekantterilasiin. Paadyttiin menettelyyn, jossa ensin leikattiin pitkittaissuuntaisesti rotan
seldn keskilinjaa pitkin viilto ja tdmén jalkeen paljastunut selkaranka leikattiin erilleen
muusta kudoksesta molemmin puolin. Seuraavaksi siirryttiin kdyttdmaan hyvin pienia ja
teravakarkisia saksia, joilla selkdydinkudos saatiin erotettua selkérangan siséltd. Tama oli
tarkkaa tyota, silla selkdydinkudoksen pintaa ei haluttu vaurioittaa teravilla saksen karjilla
ja kudos haluttiin tastd huolimatta irrottaa mahdollisimman nopeasti, jotta happivaje jéisi
mahdollisimman lyhyeksi. Normaalisti otettiin kolme tai nelja tiiviskudoksista noin puolen
senttimetrin  mittaista selkaydinkudospalaa, jotka laitettiin leikeliuosta siséltavassa

dekantterilasissa jadpaloilla taytettyyn kylmalaukkuun.

Selkéydinpatkét kasiteltiin kuvassa 3.10. ndkyvan valomikroskoopin alla siten, etta niista

poistettiin pehmedkalvo ja lukinkalvo leikkaamalla erittdin pienilla ja teravilld saksilla
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jaapaloilla taytetyn petrimaljan paalla leikeliuoksella kostutetun imupaperin paalle asetettua
selkaydinkudospétkaa mikroskoopin kautta operaatiota seuraten. Tassé apuna kéaytettiin
myos terdvakarkisid pinsettejd. Taman tarkkaa kaden- ja silmdn yhteispelid vaativan
toimenpiteen huolellinen suorittaminen oli todella keskeista, silld mikali kalvot jatettiin
selkdydinkudoksen ympérille, ne tarttuivat leikkurin teraan leikkeiden valmistustilanteessa,
jolloin tasapaksujen, siistien ja sdénndllisen muotoisten leikkeiden teko estyi. Kalvoa ei
tarvinnut jaada kuin pieni kaistale kudospreparaatin pintaan, kun se jo vaikeutti

huomattavasti siistien leikkeiden tyGstamisté.

Kun kalvot oli poistettu, selkdydinpétka leikattiin teravélld partakoneen terédlld vieldkin
matalammaksi. Usein noin puolen senttimetrin pituinen patk& viela puolitettiin. Liian
korkea selkaydinpala oli hankala tukea leikkurissa niin, ettei se olisi liikkunut terén térinén
vaikutuksesta. Leikepala liimattiin kuvassa 3.10. ndkyvan leikkurin altaan pohjalla olevaan
pyoreddn metallialustaan pystysuunnassa, niin ettd leikkauspintana oli selkéytimen
horisontaalisuuntainen poikkileikkauspinta. Leikkeet olivat siis konfiguraatioltaan
transversaalileikkeitd. Ennen selkdydinpreparaatin liimaamista Super attack —liimalla,
liimattiin leikkurin altaan alustaan hieman kudospreparaattia levedmpi agar-geelipala, jonka
tarkoitus oli tukea selkdydinnéytettd leikkurin kayton aikana. Selkaydinleikepreparaatti
siirrettiinkin leikkurin alustaan varovasti aivan Kiinni etualalla olevaan agar-blokkiin.
Vélittdmasti lilmaamisen jalkeen leikkurin allas taytettiin hieman selkdydinnéytteen
ylareunaa korkeammalle leikeliuoksella, joka otettiin k&yttdon suoraan jaakaappikylméana.
Leikkurissa kaytettiin terdn vibtraation arvona parametria 11, joka oli juuri sopiva
tdmantyyppisiin leikkeisiin. Leikkeiden paksuus saadettiin manuaalisesti. Paadyttiin
tyostamaan 400 um paksuja leikkeitd. Tama paksuus oli kayttokelpoinen halutun noin
kolmannen solukerroksen saavuttamiseen ja visualisointiin mittatilanteessa. Té&ssa
paksuudessa laitteiston visualisointiominaisuudet olivat juuri optimaaliset. Paksummassa
leikkeessd nakyvyys olisi ollut heikompi. Télla paksuudella saatiin my6s varmasti riittava
maard kauniita leikkeitd. Leikkeitd tehtiin useimmiten jopa neljasti erikseen leikkuria
varten kasitellystd ja liimatusta selkdydinleikepreparaattipalasta, jotta leikkeet varmasti
riittdisivat  mittaustilanteessa ja  jotta saatiin  pidettyd kerralla  ty0stettdvan

selkdydinkudospalan korkeus riittdvdn matalana sen riittdvan paikallaanpysymisen
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takaamiseksi leikkuria kaytettdessd. Teran eteneminen selkdydinkudospalan 1&pi oli
kasisaatoista. Leikkurin etualalla ndkyy kuvan 3.10. oikeanpuoleisimmassa kuvassa kampi,
jota hitaasti ja tasaisesi pyOrittden saatiin terdn etenemisnopeus sen koko ajan taristessa
séédettya sopivaksi. Nopeutta sdddettiin sen mukaan, miten leike ldhti irtoamaan terén

lilkkuessa preparaatin yli. Tamankin laitteen hallinta saavutettiin nopeasti kokeilun kautta.

leikkeen
paksuuden
sdadin

terén tarina-
nopeuden
saadin

alustan
kiristinruuvit

alusta, johon

agar-pala ja
selkdydinkudos al_ta_lan _
-pala liimattiin kiristysruuvi

teran etene-
misnopeuden
séatdkampi

irrotettava
leikeallas

Kuva 3.10. Ylhaallad vasemmalla nahdaén selkdydinkudospatkan kalvojen poistossa ja preparaatin
pilkkomisessa pienempiin paloihin hyddynnetty valomiksroskooppi, joka oli malliltaan Olympus SZ61.
YIhaalla oikealla nékyy tutkimuksessa kéytetty leikkuri World precision instrumentsin NVSL manual
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advance vibroslice, jossa on Valet-merkkinen partaterd kiinni. Alimmainen kuva on laitevalmistajan
kotisivuilta. Siind nédkyy myds allasosa, joka ei keskimmaisessd kuvassa ole vielé paikallaan (World

Precision Instruments, www-sivu).

Leikkurin alusta oli irrotettava, mista olikin hyotyé selkéydinpalan vaihtotilanteessa, jolloin
leikeliuoksella téytetty allas saatiin alustaan liimaamisen ajaksi jaapalojen paélle. Allas

kokonaisuudessaan, siis alustan kanssa, sailytettiin mittauspéaivien valilla pakastimessa.

Leikkurilla valmistetut 400 um paksuiset leikkeet siirrettiin imupipetilld, josta oli tehty
tylppakéarkinen leikkaamalla karjen kaventuva osa pois, inkubaatiodekantteriin, jossa oli
aivan paivan alusta asti kuplitettu ekstrasellulaariliuosta. Tassa siirtamisessa kaytettiin
apuna kapeata sivellinta, jolla voitiin ohjata leikurin altaan pohjalla oleva
selkéydinpreparaatista irti leikattu leike pipettiin. Leikkeet Kkoetettiin asettaa
inkubaatiokammiona toimivaan dekantteriin niin, ettd kukin leikkeista oli verkon paalla
muista leikkeistd erilldadn eli kosketuksissa kuplitettuun ekstrasellulaariliuokseen seké
paalta ettd alapuolelta. Kuvassa 3.11. nakyy erdédnd koepdivana tehtyja leikkeitd
inkubaatiokammiona toimineessa dekantterissaan. Leikkeiden annettiin aina toipua tunti
inkubaatiokammiossa ennen kuin leike voitiin siirtdd mittausaltaaeen ja aloittaa mittaukset.
Leikkeet séilyivat hyvind koko mittauspdivan tdssa inkubaatiokammiossa jatkuvassa
happikuplituksessa olevassa ekstrasellulaariliuoksessa. Myohaan illallakin ne olivat viel&
mittauskelpoisia ja SG:n alueelta I0ytyi terveen nakdisid ja toimivia neuroneita.
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Kuva 3.11. Inkubaatiokammio, jossa nakyy yksittaisia 400 um paksuisia transversaali leikkeita
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Tallaisen tarindmikrotomileikkurin kaytolla on Kiistattomat etunsa suhteessa etenkin
aiemmin leikkeiden teossa hyddynnettyyn kudosleikkuriin. Leikkeen leikkauspinta on
huomattavasti siistimpi kuin perinteistd kudosleikkuria kayttamalla saatu. Salaisuus piilee
laitteen korkea-amplitudisessa térindssé, hitaaksi ja tasaiseksi manuaalisesti sd&detyssa
etenemisnopeudessa ja kylmand pidetyssa leikeliuoksessa, joka ympérdi koko ajan
leikkurissa olevaa kudosta. Solut ndissa tarindvibratomileikkurilla valmistetuissa leikkeissé
ovat myods silminndhden terveempid. In vitro elektrofysiologisissa tutkimuksissa onkin
suurelta osin siirrytty kéyttdmaan néitd tarinddn perustuvia leikkureita (Walz 2002).
Leikkurin terd vaihdettiin uuteen noin viikon vélein. Terd saatiin pidettyd siistind
pyyhkimélla se jokaisen kayttokerran jalkeen etanolilla ja sailyttdmalla se erilladn muista

leikkeiden teossa kaytetyista metalli-instrumenteista.

3.2.5. Muut esivalmistelut

Jokapadivaisiin  mittausta edeltaviin esivalmisteluihin  kuului virtauksen nopeuden
sadataminen. Tahan voitiin vaikuttaa asettamalla imuri sopivalle korkeudelle suhteessa
mittausaltaan nestepinnan korkeuteen ja asettamalla perfuusioletkun yl&padssd oleva
venttiili sopivaan asentoon, jotta solunulkoista liuosta ei virtaisi lilan nopeasti tai toisaalta
lilan hitaasti. Liuosnopeus saadettiin silmamaaréisesti ja kokemusperéisesti siten, ettd
mittausaltaaseen menevaa ekstrasellulaariliuoksen tuloletkua pidettiin ilmassa mittausaltaan
paéllad samalla saatamalla venttiilin asentoa. N&in menetellen oli helppo havaita, millaisella
nopeudella solunulkoisen liuoksen nestepisarat tuloletkun karjesta tippuivat. LAmmitinlaite
laitettiin luonnollisesti paalle vasta kun virtaus oli kunnossa, etteivat mittausaltaan
lampovastukset olisi polttaneet mittausaltaan ohutta lasipohjaa lammitettdvan liuoksen
vield puuttuessa. Muut laitteiston elektroniset osat oli kdynnistetty jo ihan aamusta ennen
leikkeidentekoa vaiheessa, jossa kuplitettavat liuokset laitettiin kuplitukseen.

Tarpeen mukaan suoritettavia esivalmisteluja olivat esimerkiksi mittaelektrodin kloridointi
ja agar-geelin valmistaminen. Mittauselektronin kloridoinnin tarpeeseen vaikutti toisaalta
mittapipettien vaihtamisen maard, mitd enemman vaihtoja sitd enemman pinnoitus kuluu, ja
toisaalta myds se, kuinka hyvin lasipipetin tylppé paa oli pyoristetty kaasuliekilla, ettei sen

terdva leikkuupinta naarmuttanut elektrodin péallystetta pois. Runsas sahkdisten impulssien
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kaytt6  solun  rei’ittamistarkoituksessa  kulutti  myds  osaltaan  kloridointia.
Kloridointitarkoituksessa  kéytettiin ~ Huco  Sachs  elektronikin ~ automaattista
kloridointilaitetta mallia D-79232. Kuvassa 3.12. né&kyy vastaava automaattinen
kloridointilaite. Elektrolyyttinen kloridaatio on yksinkertainen tapa kloridoida Ag/AgCl-
elektrodi. Laite paallystaa hopealangan pinnan AgCI-filmilld, joka on veteen liukenematon.
Elektrolyyttiliuoksena laitteessa voidaan kéyttdd mitd tahansa suolaliuosta. Tassé
tarkoituksessa kéaytettiinkin NaCl:a sisaltavaa solunulkoista liuosta. Kloridointi talla
laitteella oli suoraviivaista ja muutaman toiston jalkeen saattoi hyvinkin arvioida ajan, joka
kului sopivanpaksuisen pinnoitteen syntymiseen. Virransyoton nopeudeksi laitteessa
valittiin low. Autokloridointilaite toimii vakioisena virtaldhteend. Kloridoinnin alku ja
loppu voidaan sdatdd manuaalisesti.  Vastaelektrodina  (katodina)  kaytetaan
hiililasikeraamista astiaa. Talla& materiaalilla on suuri johtavuus ja se on erittdin pysyva
fysiologisesti sekd vastustuskykyinen korroosiolle ja hapettumiselle. AgCI-filmiin ei ndin
ollen tapahdu kontaminaatioita vapaiden metalli-ionien vaikutuksesta, toisin kuin olisi
tilanne esimerkiksi ruostumattomasta teréksesta valmistettua katodia kaytettdessa (Harvard
Bioscience, www-sivu). Kuvassa X. sopivasti Kloridoitu mittauksessa kéytetty elektrodi,
joka on jo Kkiinni pipetinpitimessd. Kuvaustilanteessa sen ympariltd puuttuu vield
intrasellulaariliuoksella  valittémasti  pipetinpitimeen  asettamista ennen  tdytetty

borosilikaattilasipipetti.

ﬂ
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Kuva 3.12. Vasemmanpuoleisessa kuvassa nékyy vastaavantyyppinen automaattinen kloridointilaite
kuin mittauksissa hyddynnetty sekd osina ettd koottuna (Harvard Bioscience, www-sivu).

Oikeanpuoleisessa kuvassa koetta varten kloridoitu elektrodi, joka on paikallaan pipetinpitimessa.
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Leikkurissa kaytettiin agar-geelipalaa tukemassa selkéydinleikekudospalaa, jotta se pysyisi
leikkurin teran liikkuessa paikallaan ja leikkeista tulisi nain ollen helpommin tasapaksuisia
ja  kokonaisia. Agarin valmistuksessa kéaytettiin 3 grammaa agaria 100 ml
solunulkoistanestettd kohti. Tamé& sekoitettiin hyvin ja seosta lammitettiin mikrossa, minka
jalkeen se jatettin jadkaappiin jahmettymaén. Geeli oli sopivan jahmettynytta kéaytettavaksi

seuraavana paivana.

Kun kaikki oli valmista mittauksen aloittamista varten, siirrettiin leike mittauskammioon,
jossa siis perfuusio oli jo s&&detty sopivalle tasolle. Leike tuettiin altaan pohjalle
leikepitimelld, joka on valmistettu hopealankasilmukasta, jonka sisalla kulkevat tasavéliset
nylonlangat. Nylonlankojen liian tiehed véli leikepitimessa olisi ollut huono, silla
nylonlangat peittdvat talloin turhan suuren osan leikkeen pinta-alasta. N&in ollen p&adyttiin
kayttdmaan leikepidintd, jossa nylonlangat olivat suhteellisen harvassa. Leikepidin
kannattaa kostuttaa pinsettien avulla mittauskammion ekstrasellulaarinesteesséd ennen sen
asettamista leikkeen péalle, ettei se jaa ikavasti kellumaan leikkeen kanssa virtauksen
mukana, vaan asettuu stabiilisti paikalleen altaan pohjalle. Leikkeen asettaminen
mittausaltaan pohjalle on hieman haastavaa, silla mittausaltaassa on koko ajan paalla
virtaus. Imurin korkeutta voikin hetkeksi nostaa leikkeen asettamisen ajaksi, jottei
virtausnopeus olisi aivan niin suuri. Tassa vaiheessa tulee toimia nopeasti, ettei liuosta ehdi
kertyd mittausaltaaseen liikaa leikkeen ja leikepitimen asettamisen aikana, jolloin vaarana
on vesivahinko, mikéli neste ehtii tulla mittausaltaan reunojen yli. Leike tulisi pyrkia
saamaan mahdollisimman keskelle mittausallasta ja luonnollisesti tulisi valttdd sen
taittumista reunoilta. My0os leikkeen asettaminen samoin pain jokaisessa mittaustilanteessa
olisi toivottavaa mittauksen kohdealueen helpomman loytdmisen ja saavuttamisen kannalta.
Tassa vaiheessa on risking, ettd leike saatetaan menettdd. TAma on yksi syistd, joiden takia

leikkeitd on hyva valmistaa useita.

3.3. Mittausten suorittaminen

Tassa luvussa esitelldadn selkéydinleike-patch-clamp-mittauksissa kdytetyt protokollat. Ne
kuvataan yksityiskohtaisesti juuri siind muodossa, kuin ne tassa diplomitydssa suoritetuissa

kokeissa toimeenpantiin.
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3.3.1. Mittauksia pohjustava manuaali-patch-clamp-kokeilu
Ennen leike-patch-clamp-laitteiston pystyttdmistd ja mittausten aloittamista pystytetylla
leike-patch-clamp-laitteistolla kokeiltiin gigaliitosten tekoa ja kokosolumittaustilanteeseen
siirtymistd manuaali-patch-clamp-laitteistolla. Taméa patch-clamp-laitteisto on ollut
laboratoriossa jo pitkaan kaytossd. Talla laitteistolla tutustuttiin ndiden perus-patch-clamp-
mittaustoimintoihin kohdistettuna lasilevylle kasvatettuihin soluihin. Tédmén kokeilun
tarkoituksena oli saada tuntuma patch-clamp-laitteiston kayttdmiseen ja toimintaan
yksinkertaisessa  tapauksessa. Esimerkiksi erilaisten mittauksen  vaatimien
kompensaatioiden tekeminen jaa jossain madrin abstrakstiksi, kun ne suoritetaan leike-
patch-clamp-laitteistoon kuuluvan ohjelmiston kautta napin painalluksina. Manuaali-patch-
clamp-laitteistossa  tallaiset toimenpiteet suoritetaan kasisaatoisesti  patch-clamp-
vahvistimen ohjauspaneelin  s&adinten kautta. Manuaali-patch-clampissd  kéytetty
koeasetelma ei ollut yhtd haastava kuin leikeasetelma, silla lasilevylle kasvatetut ndytteet,
eivat sisélld samassa madrin soluja ja niitd ympéaroivaa kudosmateriaalia kuin leike.
Yksittaisten solujen tavoittaminen mittapipetilla seké visualisointi suoraan mikroskoopin
avulla on verrattain yksinkertaista. Naitd soluja varten toimivat liuokset ja pipettien
parametrit oli my6s optimoitu entuudestaan, joten voitiin suoraan siirtyd kokeilemaan
gigaliitoksen tekemistd ja kokosolumittaustilanteeseen siirtymistd. Ensikosketuksen
luominen patch-clamp-mittausmenetelmaan manuaali-patch-clamp-laitteiston avulla oli
opettavaista ja osoitti konkreettisesti, millaisia toimenpiteitd pystytettavélla leike-patch-
clamp-laitteistolla oli tarkoituksena tehdd koeasetelmaan liittyvén vaikeustason noustessa

monessa suhteessa.

3.3.2. Kokosolumittauskonfiguraation protokolla
Aivan aluksi etsittiin aina objektiivin 0,25-kertaisella suurennoksella oikea kohdealue
leikkeestd. Substantia gelatinosa nayttaytyi leikkeessa osittain lapindkyvand kaarevana
alueena. Alue oli lahes aina helposti tunnistettavissa liikuteltaessa mittausaltaan sisaltavaa
mikroskoopin tasoa niin, ettd kameran kuvasta tietokoneen néytoltd voitiin koko ajan
tarkastella leikkeen reunoja myotéilevad etenemistd. Kuvassa 3.13. nékyy yhdessa
mittaustilanteessa paikallistettu kohdealue. Kun oikea alue I0ydettiin, vaihdettiin

objektiivin suurennos nelinkertaiseen. Talla suurennoksella saatiin yksittdiset neuronit
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hyvin nékyviin. Téassa vaiheessa kameran ja mikroskoopin parametreja jouduttiin usein
optimoimaan. Kun sopiva solu I6ydettiin, haettiin se kuvaan keskelle ja siirryttiin takaisin

0,25-kertaiseen suurennokseen.

Kuva 3.13. Substantia gelatinosan alue selkdydinleikkeessd. Kuvassa nakyy myds leikepitimen

nylonlangat, joista yksi menee myds substantia gelatinosan poikki.

Tasséd vaiheessa taytettiin pipetti, mink& jalkeen se liitettiin pipetinpitimeen, joka
puolestaan ruuvattiin kiinni vahvistimen paatasoon (head stage). Ennen kuin pipetti voitiin
laskea nesteeseen, taytyi siihen lisata takapaine puhaltamalla U-putken ja siihen liittyvan
imuletkun avulla. U-putkivélitteisen paineensaddon periaatteet on kuvattu laitteiston
esittelyn yhteydessa. Takapaineella pyrittiin vahentdmaén ylimaaraisen aineksen tarttumista
pipetin karkeen. Erityisesti ilma-nesterajapinnalla on taipumus kerédtd likaa, ja onkin
tarkeéatd, etté pipetissé on ylitettdessa tdma rajapinta riittdva takapaine. Takapaine poistettiin
vasta sitten, kun pipetti oli aivan kiinni kohdesolun kalvossa ja pipetin kérjen ja solukalvon
valilla oli sopivankokoinen kuoppa (dimple). Mikéli kaikki sujui suunnitelmien mukaan,
solukalvon ja pipetin valille muodostui tassa vaiheessa gigaliitos. Mita korkeampi liitoksen
vastus on, sitd paremmin pipetinalainen membraanikohta on sahkoisesti eristetty.
Toisekseen korkea liitoksen resistanssi minimoi myds mittauksen taustahairiotasoa (Ogden
1994). Useimmiten parhaat eli kestdvimmat ja erityisen korkeavastuksiset liitokset
syntyivat verrattain nopeasti, ja jos liitoksen vastuksen kohoamista gigaohmitasolle
jouduttiin - odottamaan muutamaa sekuntia pidempddn, se oli usein verrattain

matalavastuksinen ja mekaanisesti epastabiilimpi. Joskus gigaliitoksen kehittyminen saattoi
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kestdd jopa muutamia minuutteja, mutta tdma ei siis ollut suotavaa. Mittauksissa
aikaansaadut gigaliitokset vaihtelivat vastukseltaan gigaohmista parhaimmillaan yhdeksaan

gigaohmiin.

Ennen kuin gigaliitosta paastiin muodostamaan tuli pipetti ohjata valitulle alueelle. Tassa
harjaannuttiin onnistumaan hyvinkin nopeasti. Kuvassa 3.14. nékyy suurennoksella 0,25
pipetin kérki. Kun pipetin karki talla suurennoksella 16ydettiin keskelle, voitiin vaihtaa
jalleen nelinkertaiseen suurennokseen ja alkaa hitaasti laskea pipettida kohti kohdesolua,
mik&li kéarki naytti hyvaltd ja puhtaalta ja sen leikkauspinta tasaiselta. Té&ssé vaiheessa
edettiin  aluksi  mikromanipulaattorin  mekaanisessa 0sassa olevan hienosaato-
/karkeasaatokytkimen ollessa karkea-asetuksella. Aina ensin fokusoitiin pipetin alapuolelle
ja vasta sitten laskettiin pipetti télle fokustasolle. Ndin voitiin varmistaa, ettei pipetilla
edetty lilan alas suhteessa valittuun soluun. Laskeuduttaessa talla tavalla mittausaltaassa
olevassa nesteessa alkoivat solut pikkuhiljaa tulla ndkyviin eli nesteessa oli tassa vaiheessa
edetty pipetilla leikkeeseen asti. Tassé vaiheessa vaihdettiin mikromanipulaattorin asetukset
hienos&atdoasentoon. Na&in oli mahdollista jatkaa kohdesolun l&hestymista erittain
hienovaraisesti, mika oli merkittavé etu oikeankokoisen solukalvon ja pipetin karjen valisen

painauman muodostamisessa, josta on kerrottu tarkemmin kirjallisuusosassa.

Kuva 3.14. Toimivan filamentillisen lasipipetin karki.

Tutkimuskohteeksi valittu solu pyrittiin aina I6ytdmaén noin kolmannen neuronikerroksen
tasolta leikkeen pinnasta laskettuna. Tama osoittautui kokemuksen Kkarttuessa hyvaksi
syvyydeksi, silla tassé syvyydessa solut olivat jo hyvékuntoisia, kun taas lilan pinnassa ne
olivat kuolleita ja usein paisuneessa muodossa, jossa soluseinét esittaytyivat paksuina ja
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solujen muoto oli turvonneen pallomainen. Toisaalta tdma kerros ei ollut mydskéén liian
syvélla. Se oli siis vielda kohtuullisen helposti saavutettavissa pipetilla ilman ettd jouduttiin
penetroimaan kovin syvélle leikkeessd, jolloin on kasvava riski, ettd pipetin kérkeen tulee
epéatoivottavaa ainesta, mika lahes poikkeuksetta estdd gigaliitoksen tekemisen. Solun
valinnalla tésta kerroksesta saatiin siis minimoitua kontakti mittaukseen kelpaamattomien
solujen ja soluvéliaineksen kanssa ja pitamaan ndin pipetti varmemmin puhtaana ja
toimintakykyisena. Kun oltiin jo lahelld solua, fokusoitiin viela soluun ja merkittiin ndayton
kuvaan piirtoty6kalulla solun rajat. Nain tehtdessa saatettiin solua ylempéna olevaan pipetin
kéarkeen fokusoitaessa nahda, ettd pipetti varmasti oli oikeassa kohdassa suhteessa
kohdesoluun, mielellddn mahdollisimman keskelld neuronia, jonka kalvolle se sitten

hitaasti ja tasaisesti laskettiin.

Erityishaasteena solua lahestyttdessa oli pipetinpitimen ja siten mittapipetin oikeanlainen
solun lahestymisen kulma. llman leikettd kulman sai saddettyd kutakuinkin oikeaksi, mikali
pyrki asettamaan leikkeen aina mahdollisimman keskelle mittausallasta samassa
konfiguraatiossa. Silti mittaustilanteessa leikkeen ollessa hieman eri kohdassa mittausaltaan
pohjassa tai leikkeen ollessa hieman erikokoinen, saattoi kulma osoittautua vaaréksi ja
pipetin kérjen vieminen valitun solun solukalvolle asti estyd. Leikkeet saattoivat olla
halkaisijaltaan hieman erisuuruisia, silla selkdaydinkudos oli eri selkdytimen korkeuksilla
hieman eri paksuista. Leikkeiden paksuus oli kuitenkin aina vakio, leikkurin
kayttotilanteessa saddetty 400 pum. Mikali kulma osoittautui vaaréksi soluun pipetilla
laskeuduttaessa, ei auttanut muu kuin nostaa pipetti pois leikkeesta ja liuoksesta ja koettaa

séataa kulma paremmaksi ennen pipetin vaihtamista uuteen.

Mittaustilanteeseen edetessa pipetin ja ympériston valisten sahkodisten suhteiden muutokset
aiheuttavat herkésti mittatulosten véaaristymaa. Muutosten vaikutuksia pyritdan eri vaiheissa
kompensoimaan Multclamp 700B -ohjelman avulla. Kun pipetti oli laskettu mittaliuokseen,
suoritettiin  pipetin kérjen offset-kompensaatio. Tassé vaiheessa tuli olla valittuna
ohjelmiston IC- eli virransyottotila. Offset-kompensaatiossa kompensoidaan pipetin sisé- ja
ulkopuolen liuosten ionikonsentraatio- ja mobiliteettierojen muodostaman liitospotentiaalin

aiheuttama virta. Liitospotentiaaliksi kutsutaan nesteiden liitoskohdan — téssa pipetin karjen
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aukon - yli olevaa potentiaalieroa. Kompensoitava potentiaali on luokkaa 2-12 mV (Ogden
1994). Liitoksen muodostuessa pipetin ja solukalvon valille ja yhteyden soluun auetessa,
tulee tehty offset-kompensaatio jalleen huomioida oikean nollatason madrittamiseksi.
Offset-kompensaation jalkeen, pipetin kérjen ollessa liuoksessa, siirryttiin ohjelman VVC- eli
jannitelukitustilaan, jossa pipetin kérjen vastus mitattiin 10 mV suuruisen testipulssin
avulla. Toimivien elektrodien vastus kéytetyissa liuoksissa vaihteli valilla 3-12 MQ. Tama
ei ollut ongelmallista, silld myds kohdealueen neuronien koot vaihtelivat suhteessa aivan
yhté paljon. Mittaukseen valitun solun oli hyvé olla ainakin kolminkertainen halkaisijaltaan
mittapipetin halkaisijaan n&hden. Tdémé& ei kuitenkaan ollut aivan valttdmaton edellytys
gigaliitoksen ja kokosolumittaustilanteen aikaansaamiseksi. VC-tilassa oltaessa avattiin
Clampex-ohjelmasta membraanitesti-ikkuna. ~ Testipulssin  esiintymistaajuus  saatiin
sdadettyd ikkunan valikosta sopivalle tasolle. Patch-clamp-elektrodin resistanssia tuli
tarkkailla jatkuvasti, silla muutosten resistanssissa tulisi kuvata patch-elektrodin ja
solukalvon fysiologista suhdetta. Mikali vastus kasvaa kovasti ennen kohdesolun kalvon
saavuttamista, kannattaa yritys lopettaa heti, silla tdssa tapauksessa karki on ainakin jossain
madrin tukkeutunut ja on epdtodenn&koistd, ettd saadaan gigaliitos aikaiseksi. Kuvassa
3.15. on esitetty testipulssin muoto kokeen eri vaiheissa. Kun elektrodi oli kiinni
solukalvossa, kasvoi membraanitesti-ikkunassa tarkasteltu vastus usein noin kahdella tai

kolmella megaohmilla.
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Kuva 3.15. Testipulssi tuottaa erilaisia virtavasteita riippuen kokosolu-jannitelukitus-patch-clamp-
mittauksen vaiheesta. Vasemmalla on kuvattu patch-elektrodin ja solukalvon fysiologinen suhde
kussakin tilanteessa ja oikealla testipulssin muoto ndisséa tilanteissa. Virranmuutos, jonka testipulssi
tuottaa, laskee sitd mukaa kun elektrodin karjen vastus kasvaa. Niinpa testipulssin virran
madaltuminen tarkoittaa lahempaéd kontaktia pipetin kérjen ja solukalvon vélilla. Tilanteessa A
elektrodi on juuri solukalvon pinnan ylapuolella, mutta ei viela suorassa yhteydessd kalvoon. Tassé
vaiheessa resistanssi on matala, valilla 1-10 MQ ja testipulssin virta on korkea. B-kuvassa elektrodi
koskettaa solukalvon pintaa resistanssin noustessa hieman ja testipulssin virran pienentyessa. C-
kuvassa gigaliitos on muodostunut helldvaraisen imun seurauksena ja pieni osa solukalvosta on
tyontynyt pipetin kéarjesta sisdan. Tassa vaiheessa vastus on korkea, yli gigaohmin luokkaa, ja
testipulssin virta on nollissa lukuun ottamatta nopeita (transientteja) heilahduksia, jotka nékyvat
kuvassa selvasti. Kuvassa D nama elektrodikapasitanssin lyhytkestoiset heilahdukset kompensoidaan.
kuvassa E on saatu aikaan solukalvon rei“ittyminen nopealla ja voimakkaalla imupulssilla. Tassa
vaiheessa rei‘ittyy pipetinsisdinen solukalvon osa muun solukalvon sekd gigaliitoksen sailyessé
intakteina. Resistanssi laskee ja suuret kapasitiiviset piikit ndkyvét testipulssin virrassa. Solun siséosan
perfusoituminen pipettiliuoksella kaynnistyy tassa vaiheessa. Kuvassa F kokosolu-mittaustianteen
kapasitiiviset piikit on kompensoitu. Koska vaiheet D ja F ovat puhtaasti sdhkoisia sdatdja, solun ja
pipetin fysiologista suhdetta havainnollistavat kuvat ovat samat kuin naita edeltévissa kohdissa C ja E
(Jackson 1997).
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Gigaliitoksen muodostumista voitiin usein helpottaa lisadmalla heti takapaineen
poistamisen jalkeen ja samaan aikaan imuun siirtymisen kanssa -70 mV pitopotentiaali
(holding potential) jannitelukituksen saavuttamiseksi. Jannitelukitus tenhd&an lahelle solun
lepopotentiaalia, jolloin jannitelukituksen aikaansaamiseksi tarvittava virta (holding
current) voidaan pitdd minimissaan (Johnston & Miao-Sin Wu 1995). Kuvassa 3.16. nakyy
yhden rekisterdintiin johtaneen koetilanteen vaiheita. Ylemmaéssa kuvassa solukalvon ja
pipetinkérjen valilla on gigaliitoksen aikaansaamiseksi tarvittava oikeankokoinen kuoppa ja
samanaikaisesti on myo6s havaittu membraanitesti-ikkunassa sopivasti kohonnut vastus.
Aalemmassa kuvista ndkyy tilanne, jossa gigaliitos on muodostunut ja solukalvoa imetty
hieman pipetin sisdan. Gigaliitoksen muodostuttua kompensoitiin aina testipulssin
yhteydessd ilmenevat lyhytkestoiset eli transientit, toisilleen vastakkaissuuntaiset
virtapiikit. Virtapiikit muodostuvat elektrodin ja vield ehjan imualueen solukalvon
kapasitanssien latautuessa (testipulssin alussa) ja purkautuessa (testipulssin lopussa).
Kompensaation aikana tulee séilyttad pipetin syvyys nestepintaan nahden tarkasti vakiona,
silla nesteen kostuttama pipetin pinta-ala vaikuttaa suoraan pipetin kapasitanssiin (Jackson
1997).

Kuva 3.16. IR-DIC-kuvia saman solun eri mittaustilanteista; ylemmassd kuvassa voidaan n&hda
kuoppa pipetin kéarjen ja solukalvon valilla ja alemmassa kuvassa néiden vélille muodostunut

gigaliitos.
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Seuraavaksi siirryttiin kalvon rei’ittdmiseen. Tdma toteutettiin joko pelkastaan kovalla ja
nopealla, pulssittaisella imulla, sahkdvirtapulsseilla tai ndiden yhdistelmilla. Séhkdvirtaa
syotettiin useimmiten, mikali pelkat imupulssit eivat riittdneet kalvon rei”ittdmiseen. Naita
korkeita s&hkopulsseja annettiin Multiclamp 700B -ohjelmavalikon kautta nousevassa
sarjassa alkaen aivan lyhytkestoisista pulsseista, 25 s aina 50 ms kestaviin saakka, mikali
tarve vaati. Tutkimussolut olivat hyvin kestavéa tyyppid, eivatka solut silminndhden
karsineet, vaikka ajoittain  jouduttiin  kdyttama&an suhteellisen pitké&kestoisiakin
séhkopulsseja soluyhteyden aikaansaamiseksi. Imu oli tarkeda lopettaa heti reiédn synnyttyd,
silla tamén jélkeen jatkettu imu rikkoo solun helposti. Jatkuva kevyt imu ja kasvavassa
sarjassa annetut virtapulssit osoittautuivat yhdistelmand parhaaksi tavaksi rei’ittda
solukalvo, mikali kokosolutilanteeseen ei paasty jo heti gigaliitoksen tekovaiheessa eli
pelkdn imun vaikutuksesta. Mollemanin kaytdnnon ohjeissa parempia patch-clamp-
mittauksia varten esitettiin, ettd mittapipeteilld, joiden vastus on pienempi kuin kolme
megaohmia yleensd parhaiten toimii imu, kun taas yli kuuden megaohmin pipeteille
puolestaan tehokkaammin toimivat virtapulssit. Rekisterintiin johtaneissa mittauksissa
pipettien vastus vaihteli vélilla 2,5-11,9 MQ, joten sopivin solukalvon rei’ittdmisen
strategia tuli valittua mittaustilannekohtaisesti. Todenndkoisimmin, tilantennekohtaisista

tekijoista riippumatta, toimi virta- ja imupulssien yhdistelmamenetelma.

Solun kalvon perforoituessa testipulssiin ilmaantuu edellisia transientteja piikkeja selkeésti
suuremmat kapasitiiviset piikit. Suuret piikit syntyvat testipulssien ladatessa patch-alueen
solukalvon sijasta koko solun sisuksen. Ohjelmassa siirryttiin membraanivastuksen testi-
ikkunassa bath-tilasta cell-tilaan solun rei’ittymisen jdlkeen. Té&ssd tilassa pystytaan
edelleen seuraamaan membraanin vastusta Ry ja myos soluuntulovastusta R, (access
resistance). Tassd vaiheessa suoritettiin kokosolukompensaatio nollaamalla testipulssin
aikaansaamat suuret kapasitiiviset virtapiikit. Kuvassa 3.17. vasemmalla nédkyy Multclamp
700B -ohjelman valikko ja oikealla kuva membraanitesti-ikkunasta kokosolutilassa.
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Kuva 3.17. Vasemmalla vahvistimen komentoikkuna ja oikella membraanitesti-ikkuna esimerkki-
kokosolukonfiguraatiossa ennen kapasitiivisten piikkien kompensaatiota (Molecular Devices, www-

sivu).

Jotta péastiin riittdvan matalaan tulovastukseen, jouduttiin toteuttamaan sarjaresistanssin

kompensaatio. Sarjaresistanssin  kompensaatio toteutettiin lisdaméallad jannitehdviota
syntyy

kompensaatioprosentin kasvaessa; mittalaitteiston séhkdinen piiri lahestyy saturaatiota ja

kompensoiva, alkuperdistd signaalia  taydentdva signaali. Ongelmia
piirin stabiliteetti jarkkyy, piirin muuttuessa lahella 100% kompensaatiota oskillatoriseksi.
Kaytannossa oskillaation raja on huomattavasti matalammilla prosenttiosuuksilla pipetin ja
solukalvon epéideaalisuuksien johdosta. Elektroniikan saturaation ongelmallisuus voitaisiin
teoriassa valttaa kayttdmalla korkeajannitevahvistimia (+/- 120V), mutta vastaavien
vahvistimien suurempi melu rajoittaa niiden kayttod. Kuvassa 3.18. esitetddn esimerkKi

sarjaresistenssin kompensaatiosta positiivisella takaisinkytkennalla (Sherman-Gold 1993).
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Kuva 3.18. Sarjaresistanssikompensaation mekanismi. Kuvassa yksittéista pipettia kayttamalla

muodostetaan solun jannityslukitus. Vahvistin Al toimii virta/jannite-muuntimena ja vahvistin A2
poimii pipetin potentiaalin V, luodakseen antovirran V,. Osa V,:sté () summautuu V,: hallintaan
kaytettavan komentopotentiaalin V¢ng kanssa. Tama aikaansaa hetkellisen ja pitkkestoisen V, kasvun
verrattuna Vnqg:hen. Taten solukalvo varautuu nopeammin ja jannitehavio elektrodin resistanssissa

kompensoituu seka kaistan leveys kasvaa (Sherman-Gold 1993).

Sarjaresistanssin  kompensoinnin prosentuaalinen suuruus saadettiin mahdollisimman
korkeaksi niissa rajoissa, kuin oli mahdollista ilman, ettd systeemi alkoi oskilloida.
Oskilloidessaan systeemi oli vaarassa romahtaa eli ohjelman varoittaessa oskillillaatiosta
tuli sarjaresistanssin Rs-kompensaatiota vélittomésti pienentdd. Ty0ssé asetimme noin 40
MQ raja-arvon ilman sarjaresistanssin kompensaatiota arvoksi, jonka alittuessa voitiin
aloittaa varsinainen rekisterdinti. Rekisterdinti suoritettiin gap free -koeprotokollalla. Tassa
tilassa yksinkertaisesti digitoidaan ja tallennetaan suuri madrd tietoa passiivisesti.
Mittauksissa yksi rekisterginti saattoi jakaantua useampaan tiedostoon, silld vélilla
rekisterdinti oli keskeytettdvd, kun kaytiin tarkistamassa membraanivastuksen testi-
ikkunassa sisadntulovastuksen ja membraanivastuksen riittdvd taso mittauksen
jatkamiseksi. Rekisteroitaessa alipaastosuodatin séadettiin 1 kHz taajuudelle, jolloin voitiin
ainakin olla varmoja, ettei mitd4dn oleellista mittaustiedosta suodatu pois ja

signaalivahvistusta kasvatettiin mittaussignaalista riippuen sopivaan arvoon.
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3.3.3. Perforaatio-patch-clamp-konfiguraation protokolla
Tama mittausprotokolla eroaa edellisestd mittapipetin taytossa, joka on jo kuvattu aiemmin
sekd kokeen kestossa. Kun gigaliitos on luotu voi kulua pitk&kin aika ennen kuin
amfoterisiini-B on perforoinut solukalvon, jolloin paastdadn kokosolutilanteeseen. Kun
ldpimurto tapahtui ja solukalvo onnistuttiin rei’ittamaan amfoterisiini-B:n avulla, siirryttiin
tdman jalkeisissa mittauksissa standardiin kokosolu-patch-clampiin, silld se on nopeampi ja
mittausaltaassa oleva leike my0s séilyy pidempddn ja samaa leikettd voidaan k&yttaa
useamman solun rekisteréintiin. Mikali pipetilla liikutaan leikkeessa riittdvén kauan, alkaa
amfoterisiini-B:td  sisaltdvdaa liuosta diffundoitua leikkeeseen pipetin  karjesta.
Ideaalitilanteessa gigaliitosta tehtdessa karjessa olevaa normaalia intrasellulaariliuosta olisi
vield jéljell& ja amfoterisiini-B alkaisi tihkua vasta t&ssd vaiheessa kalvolle lopulta rei’ittden
sen. Perforaatio-patch-clamp-konfiguraatiossa on varminta vaihtaa leike uuteen, kun yhta
solua on rekisteroity riittavan kauan, silld leike saattaa edelld kuvatusta syystd olla
amfoterisiini-B:n kontaminoima. Kun rekisterdinti saatiin alkamaan perforaatio-patch-
clamp-konfiguraatiossa, suljettiin aina valilla mikroskoopin valonl&hde, jolloin ei siis ndhty
leikkeeseen. Tama siksi, ettd amfoterisiini-B on valoherkk& aine, eika sitd haluttu altistaa
valolle enempé& kuin oli pakko. Ainoassa amfoterisiini-B:lla suoritetussa mittauksessa,
jossa paastiin kokosolu-tilanteeseen ja saatiin ndin ollen aikaan varsinainen rekisterdinti,
siirryttiin jo suoraan gigaliitoksen tekovaiheessa kokosolu-konfiguraation eli solu rei’ittyi
erittdin helposti pelkdn imun avulla. T&sta syysta ei pystytd arvioimaan, kauanko tdssa
koeasetelmassa amfoteriini-B:Il& olisi kestanyt rei’ittdd solukalvo. Amfoterisiini-B:n
diffundoitumisnopeuteen vaikuttaa ainakin mittapipetin karjen muoto, pipetin karjessa
kaytetyn normaalin intrasellulaariliuoksen maaré seké takapaineen suuruus. Mitd suurempi

takapaine sitd kovemmalla nopeudella pipetin siséll& oleva liuos diffundoituu ulos karjesta.
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3.4 Tulokset

Kokeellisen osuuden mittauksia edeltaneiden esivalmistelujen aikana havaittiin selkeé ero
eri mittapipettien vélilla onnistuneen soluyhteyden luomisessa. Filamentillisten, ulko- ja
sisdhalkaisijoiden véliseltd suhteeltaan 1,5:1,12 (OD/ID-suhde) borosilikaattipipettien
kayttoon ottaminen aiemmin kaytettyjen filamentittomien, OD/ID-suhteeltaan 1,5:0,86
pipettien tilalla mahdollisti soluyhteyden aikaansaamisen ja kokosolumittausten
suorittamisen. Edes amfoterisiini-B:n kayttdminen ei auttanut soluyhteyden saamisessa
OD/ID-suhteeltaan suuremmilla pipeteilld. Eroa gigaliitosten onnistumisessa ei kuitenkaan

havaittu pipettien valilla.

Rekisteroitdessa eksitatorisia postsynaptisia virtoja (EPSC) streptotsotosiinilla indusoitua
diabetesta sairastavilta Hannovers-urosrotilta ja terveiltd Han Wistar -kontrolliurosrotilta
havaittiin sairaiden koe-eldinten spontaani aktiivisuus amplitudiltaan ja frekvenssiltdén
terveitd suuremmaksi. EPS-virtojen frekvenssi oli mittauksissa kaikilla amplitudeilla
suurempi sairailla koe-eldimilla kuin terveilld verrokeilla, kuten kuvasta 3.19. voidaan
havaita; 20 pA EPS-virtojen keskimadrédinen frekvenssi oli sairaiden el&inten soluilla yli
kuusinkertainen. My6s EPS-virtojen maksimaalinen amplitudi oli diabetesta sairastavilla
koe-elaimilla terveitd suurempi. Suurin havaittu yksittdisen EPS-virran hetkellinen arvo
oletettuun nollatasoon verrattuna diabetestd sairastavilla rotilla oli (-)143 pA. Kuvassa 3.20.
esitetddn paallekain yksittdisten diabeetikko- ja verrokkirotan solujen EPSC-kuvaaja ajan

funktiona.
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Kuva 3.19. Streptotsotosiinilla indusoitua diabetesta sairastavien (sin) ja terveiden verrokkirottien
(pun) EPSC-frekvenssi mitatun virran amplitudin funktiona. 20 pA EPSC frekvenssi oli sairailla koe-

elaimilla yli kuusinkertainen.
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Kuva 3.20. Neljan sekunnin ote sairaan (sin) ja terveen konrollikoe-eldimen (pun) yksittéisten solujen
140 Hz alipéastosuodatetusta EPSC-mittauksesta. EPSC-amplitudi on esitettu ajan funktiona. Kuvasta
voidaan helposti havaita sairaan koe-eldimen solun yli 20 pA EPSC huomattavasti suurempi frekvenssi.

Yksittaisen nelion korkeus on 20 pA ja leveys yksi sekunti.
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3.5 Pohdinta ja johtopaatokset

3.5.1. Mittaustuloksista
Diplomityon hypoteesina oli diabeettisesta neuropatiasta karsivien rottien selkaytimen
takajuuren substantia gelatinosan neuronien suurempi spontaani aktiivisuus verrattuna
terveiden verrokkieldinten neuronien aktiivisuuteen. Koe-eldinten behavioraalisten testien
perusteella on uskottu vastaavaa jo ennen solutason mittauksia, muun muassa Courteix ja
kumppanien tutkimustulosten perusteella (Courteix ym. 1992). Substantia gelatinosan
solujen ja primaéariafferenttien Kipuaistisolujen vélisida muutoksia diabeteksessa ei
kuitenkaan ole aiemmin tutkittu solutason leike-patch-clamp-mittauksin. Mitattaessa
terveiden rottien spontaania aktiivisuutta on aiemmissa t0issa saatu diplomityon terveiden
koe-eldinten mittaustulosten kanssa yhtenevid havaintoja. Muun muassa Yoshimuran ja
Nishin mittauksissa postsynaptisten virtojen frekvenssi vaihteli valilla 1-20 Hz ja amplitudi
valilla 1-50 pA (kuva 3.21) (Yoshimura & Nishi 1993). Diplomitydn kokeellisen osuuden
mittausten aikana k&vi jo pian selvéksi selked ero diabeettisten ja terveiden koe-eldinten
SG-neuronien solun sahkofysiologisessa aktiviteetissa. Mittaustulokset olivat siis tdysin

hypoteesin mukaisia.

—~—TTTN

Kuva 3.21. Terveiden kontrollirottien spontaaneja EPS-virtoja. Ylin mittaustuloksista on diplomity6n
koe-eldimen solusta mitattu, nelja alempaa Youshimuran ja Nishin tutkimuksesta (Yoshimura & Nishi
1993)
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3.5.2. Koelaitteiston ja leiketutkimusasetelman soveltuvuudesta diabeettisen
neuropatian tutkimukseen

Diplomityon  tutkimusongelman  kannalta samalla  koe-eldinmallilla  suoritetut

behavioraaliset ja hermosyytason testit luovat pohjan séhkofysiologiselle mittaamiselle;

diabeettisen neuropatian tunnusmerkit nakyvét kaytostasolla, mutta leike-patch-clamp-

menetelmalld saadaan sahkoisen aktiviteetin  muutokset ndkymaan myos solutason

selkaydinleikerekisterdinneissa.

Wan Ye-Hongin ja kumppaneiden tutkimuksessa vuodelta 2004 mitattiin IR-DIC -
tekniikkaa hyddyntéen rottien selkdydinleikkeistd muun muassa spontaaneja eksitatorisia
postsynaptisia virtoja, joita valittivdt A- ja C- tyyppiset primaarit afferentit sdikeet.
Mittaukset suoritettiin -70 mV:n jannitelukituksessa. Taman tutkimuksen asetelma oli
hyvin samanlainen kuin omassa mittauksessamme sek& kontrollirottien ettd diabeettisten

rottien selkéydinleikkeissa hyodynnetty (Ye-Hong ym. 2004).

Diabeettisen neuropatian tutkimuksessa tarvittiin diabetestd sairastavia koe-el&dimia.
Diplomitydssé kéytetty menetelma diabeteksen aikaansaamiseksi koe-elaimille ei olekaan
uusi. Muun muassa Courteix ja Ahlgren kumppaneineen ovat kdyttaneet streptotsotosiinia
diabeteksen indusoimiseksi (Courteix ym. 1992, Ahlgren ym. 1992). Menetelmén etuna on
paéstd tutkimaan diabeteksen kokonaisvaltaisia vaikutuksia koe-eldimen fysiologiassa.
Haittapuolena diabeteksen indusoiminen koe-eldimeen vaatii aikaa — jo verensokerin
nouseminen diabeteksen tasolle vaatii noin viikon ajan — ja koe-eléin joutuu sairastamaan
tautia sen kehittyessd, jo ennen varsinaista tutkimusta. Diplomityon suorittamisessa eli
odottamisesta Kkoitunut merkittdvia ongelmia, silld mittalaitteiston pystyttdminen ja

koeasetelman optimoiminen vaativat aikaa tyon alkuvaiheessa.

Leike-patch-clamp-menetelmd tuo diabeettisen neuropatian vaikutusten spesifiseen
tutkimukseen huomattavaa lisatarkkuutta verrattuna karkeisiin behavioralisiin ja
séhkofysiologisiin testeihin. Menetelmélld saatiin tarkasteltua diabeettista neuropatiaa
kudostasolla sailyttden Kipureitin ensimmaisten neuronien véliset yhteydet ja synapseja

ympardivan soluvélitilan luonteen. Leikkeiden sisemmissa kerroksissa neuronit séilyvat
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hyvin ja kehonulkoisen ympdriston vaikutukset minimoituvat. Vaikutusta tuki naytteen
pitdiminen mittaustilanteessa mahdollisimman fysiologisissa olosuhteissa niin lampdtilan,
pH:n kuin hapen kierron suhteen. Diplomitydn koeasetelmaa vastaavia lampétilan ja pH:n
parametreja on aikaisemmin hyoddynnetty menestyksekkaasti (Yoshimura & Nishi 1993,
Santos ym. 2007, Kosugi ym. 2007).

Diplomitydssé valmistetun koelaitteiston suurimpia etuja ovat mahdollisuus visualisoida
naytteeseen eteneminen ja liitosalue sekd hienovaraiset litkkeet mahdollistava
mikromanipulaattori. Visualisointi nopeuttaa merkittavasti terveen solun I6ytdmistd ja
oikeanlaisen pipetin ja solukalvon valisen kontaktin luomista. Ohjelmistopohjainen
kayttoliittyma on looginen ja suhteellisen kayttajaystavallinen. Tulevaisuudessa sen edut
suhteessa manuaali-patch-clamp-laitteistoon edelleen korostuvat monimutkaisempia
mittauskonfiguraatioita kadytettdessa. Mittauksissa voidaan hyoddyntdd esimerkiksi ennalta
ohjelmoituja, saannollisesti toistuvia virransyottépulsseja. Pystytetty laitteisto sijaitsee
tutkimuskeskuksen  pohjakerroksessa ikkunattomassa tilassa kaukana ulkoisista
mekaanisista tai sahkoisista hairiolahteista. Laitteiston sijoittaminen alimpaan kerrokseen
vahentdd muun muassa tarindhdirioitd. Tarked merkitys tdssa suhteessa on my0s
tarindnestopoydalld, jollaista aiemmin kayttamissani sdéhkofysiologisissa laitteistoissa ei ole
ollut. Leikkeiden valmistamisessa kaytetty mikrotomi ja disekointivélineet toimivat
erinomaisesti. Jokaisessa valmistetussa leikkeessa voitiin IR-DIC-menetelmélld 10ytaa
mittaukseen  soveltuvia hyvékuntoisia soluja sopivalla syvyydelld leikkeessa.
Leikkeidenteon luotettava onnistuminen on ehdoton edellytys leike-patch-clamp-

mittaustoiminnalle.

Pilottikokeissa onnistuttiin luomaan kokonaisuudessaan toimiva koeasetelma. Leikkeiden
yllapitoliuosten toimivuuden osoitti solujen sailyminen hyvékuntoisina silminnéhden seka
toiminnallisesti pitk&dnkin mittauspdivan iltaan saakka. Pipettien dimensiot ja materiaali
saatiin lopulta optimoitua tasolle, joka mahdollisti gigaliitoksesta kokosolukonfiguraatioon
padsemisen noin joka kolmannella yrittdmalla. Menestyksekk&asti kaytettyjen pipettien
dimensiot ja karjen vastukset ovat kuitenkin vaihdelleet aiemmin julkaistuissa

tutkimuksissa, vaikka kokosolu-patch-clamp-mittauksissa suositeltu OD/ID-suhde on noin

98



1,2-1,4 (Walz ym. 2002). Pipetit ovat saattaneet olla paksu- tai ohutseindisid,
filamentillisia tai filamentittomia. Toimineet paksuseindiset pipetit oli tutkimuksissa
késitelty kiillotuslaitteella. (Kosugi ym. 2007, Santos ym. 2007, Yoshimura & Nishi 1993).
Monissa artikkeleissa pipettien ominaisuuksien esittely on kuitenkin vahéistd jopa
puutteellista. Diplomitydn koe-osuudessa varsinaisen gigaliitoksen aikaansaaminen ei
kuitenkaan osoittautunut kynnyskysymykseksi, vaan liitoksen aikaansaaminen onnistui
pipettityypistd riippumatta hyvélla todennakdisyydelld. Tosin gigaliitoksia saatiin hieman
enemman 1,5:1,12 OD/ID-suhteen omaavilla filamentillisilla pipeteilld. Laboratorioon

tilattiinkin Kkiillotuslaite pipettien liitoksenteko-ominaisuuksien parantamiseksi entisestaan.

Koelaitteistoa voi toki parantaa. Esimerkiksi vield parempaan visualisointiin saatetaan
paasta hyodyntdmalla LED-pohjaista valaistustekniikkaa (Pinto ym. 2008). Mikali jokin
koeasetelma pystytetylla laitteistolla vaatii tulevaisuudessa laajamittaisempaa perforaatio-
parch-menetelmén kayttod, tulisi hyoddyntdd indikaattorivariainetta, joka varoittaisi
perforoidun solukalvoalueen laajamittaisesta rikkoutumisesta ja pipetin sisdisen ja

solunsiséisen nesteen sekoittumisesta (Santos ym. 2007).

Leike-patch-clamp-tekniikka soveltuu hyvin diabeettisten ja verrokkien spontaanin

aktiivisuuden tutkimukseen.

3.5.3. TRPA1-kanavien rooli; aiempi tutkimus ja tulevaisuus
Kosugi ja kumppanit esittivat artikkelissaan vuonna 2007 (Kosugi ym. 2007) substantia
gelatinosan neuronien kokosolumittauksissa saamiensa tulosten perusteella neuronien
eksitatoristen postsynaptisten virtojen amplitudin ja virtapiikkien frekvenssin kasvavan
tilastollisesti merkittavasti, kun tutkimusnéyteleikkeen solut altistettiin 100 uM allyyli-
isotiosyanaatille (AITC). AITC on selektiivinen TRP-kanavien agonisti. Tutkimuksessa
havaitut sahkdisen toiminnan muutokset AITC:td kéaytettdessa - EPS-virtojen
esiintymisfrekvenssin ja amplitudin kasvu — vastaavat hyvin diplomityon mittauksissa
diabeettisilla koe-eldimilla havaittuja. Vaikutukset havisivat kéytettdessa 300 uM
ruthenium red -liuosta (RR). RR on tutkimukseen hyvin soveltuva TRP-kanava-antagonisti.

Uusia agonisti- ja antagonistitesteja suorittamalla voidaan todenndkdisesti erotella TRP-
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kanavien vaikutukset muista spontaaniaktiivisuuden eroja selittavistd ilmidistd entista
tarkemmin. Mikali TRPAl-kanava varmistuu yhtd potentiaaliseksi selektiiviseksi
vaikutuskohdaksi diabeteksen aiheuttamien kipuhermosyiden aktiivisuuden kasvun
kumoamisessa, on TRPAl-kanava erittdin houkutteleva kandidaatti l&aakekehityksen

kohdeproteiiniksi.

Tulevaisuudessa  tulee  myds  kartoittaa  tarkemmin  TRP-kanavien  sijainti
primé&ariafferenttien kipuhermosyiden ja SG:n neuronien synapsialueella. Tall4 hetkell&
TRP-kanavien on esitetty sijaitsevan presynaptisesti primé&ariafferentin hermosolun
sentraalisessa padssa, niin synapseissa SG-neuronien kuin alueen inhibitoristen
interneuronien kanssa (Kosugi ym. 2007). Kanavien mahdollisesta esiintymisesté

kipuradan sekundadriafferenteissa (SG:n) neuroneissa ei kuitenkaan ole tarkasti tutkittu.
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4. Yhteenveto

Aiemman diplomityon aiheeseen liittyvan tutkimuksen perusteella voidaan olettaa, etta
diabeettisesta neuropatiasta ké&rsivien rottien selkdytimen takajuuren substantia
gelatinosassa neuronien spontaani aktiivisuus on suurempaa kuin terveiden kontrollikoe-
elainten vastaavan alueen neuronien aktiivisuus. Kirjallisuuskatsausosiossa esitetdan tata
hypoteesia tukevia aikaisempia tutkimustuloksia kKipuaistimuksen valittymiseen
osallistuvien TRPAZ1-kanavien roolista neuropaattisessa kivussa seka taustoitetaan
muutoinkin tutkimusaihetta ja -asetelmaa. Kirjallisuuskatsausosiossa esitelladn myos
tutkimuslaitteiston pystyttdmisessa seka mittausten suorittamisessa hyoddynnettavia
esivalmisteluja, pystytettavalta laitteistolta vaadittavia ominaisuuksia ja sovellettuja patch-

clamp-mittausmenetelmid yleisten periaatteiden tasolla.

Diplomityon kokeellisessa osassa kuvataan pystytetty leike-patch-clamp-laitteisto ja
esitetdan seikkaperaisesti laitteiston pystyttamisessa ja mittausten suorittamisessa vaaditut
esivalmistelut ja mittausprotokollat diplomityon koeasetelman tapauksessa. Koeasetelman
haastavimmaksi ja lopulta peréti ratkaisevaksi osoittautunut esivalmistelukysymys oli
pipettien dimensioiden saattaminen optimaalisiksi solun rei’ittdmisen kannalta. Yllattavaa
tydssa olikin, ettei kynnyskymymykseksi osoittautunut gigaliitosen aikaansaaminen vaan
haastavaa oli nimenomaan solun rei’ittdminen gigaliitoksen muodostuttua. Tamakin
ongelmakohta onnistuttiin ratkaisemaan ja lopulta paastiin tdamén ja muiden koelaitteiston
esivalmistelujen ja  optimoinnin  kautta varsin  hyvaan  onnistumisprosenttiin
kokosoluyhteyden muodostamisessa ja sitd kautta leiketason kokosolu-patch-clamp-
mittausten suorittamisessa. Kokeellisessa osassa my0s esitetddn mittausten paatulos eli
diabeettisesta neuropatiasta karsivien rottien selkdytimen takajuuren substantia gelatinosan
neuronien selvasti suurempi spontaani aktiivisuus verrattuna terveiden verrokkieldinten
neuronien aktiivisuuteen. Tulos oli siis taysin hypoteesin mukainen. Jatkotutkimustarpeita
arvioitaessa keskeiseksi nousee TRPA1-kanavien roolin ja toimintaperiaatteiden tarkempi
kartoitus. Tamén jalkeen, mikali tarkentavat mittaukset ovat tahanastisten taustoittavien

mittausten  mukaisia eli saadaan erotettua TRPAl-kanavien rooli  muista
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spontaaniaktiivisuutta kasvattavista tekijoista ja edelleen vahvistettua sen mééradva rooli

tassa tarkoituksessa, siirrytadn ladkeainekandidaatin vaikutusten testaamiseen.

Laitteisto tulee mitd todennakdisimmin lunastamaan paikkansa informaatioarvoltaan
korkeaa tietoa tarjoavana keskeisend osana tulevaisuuden la&kekehitysta tukevissa
sovelluksissa, joissa halutaan todentaa leiketason hermostollisia vasteita. Tallainen tieto on
keskeinen lisda muille solu- ja molekyylitason tutkimuksille ympérdivan kudoksen

suhteellisen intaktin sdilymisen vuoksi.

Diabeettisen neuropatian ladkehoidon Kkehittdmisen tarve on Kiistatta keskeinen ja
diplomity6n valossa naiden oireiden ladkehoidon kehittdmisen mahdollisuus nayttaa tyon
lahtokohdista hyvin lupaavalta. Keskushermostovaikutusten leiketason tutkimukselle on
kuitenkin jo talla hetkelld laajempikin tarve. Esimerkiksi Alzheimerin taudin ladkehoidon
edelleen kehittdmisessé riittdd haasteita, joissa pystytettyd laitteistoa voidaan hyodyntéa
kunhan koeasetelman mukaiset esivalmistelut kuten pipettien parametrit ja liuosten
koostumus on optimoitu tdmén tutkimusongelman kannalta sopiviksi. Sahkofysiologisilta
(erityisesti suhteellisen matala signaalin hairiétaso) ja mekaanisilta ominaisuuksiltaan
(erityisesti hienovaraisen tydskentelyn mahdollistava mikromanipulaattori) seka leikkeiden
valmistamisen ja sdilyttdmisen periaatteiden osalta (erinomainen leikkeidenteon
onnistumisprosentti ja séilyvyys hyvakuntoisena l&pi mittauspéivan) ja tehokkaan
visualisointimenetelméansd ansiosta laitteisto itsessdén lienee sovellettavissa hyvinkin

monipuolisesti hermostotason sdhkofysiologisten toimintojen tutkimukseen.
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