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SAMMANFATTNING

Syftet med arbetet var att studera metodvariationen for elektroretinografi (ERG) av friska be-
aglehundar.

Undersokningarna gjordes pa sex tikar av rasen beagle fran kliniska vetenskaper hos SLU. Hun-
darna bedémdes som friska innan undersékningarna gjordes. Undersokningarna gjordes under
narkos och med ett ERG-protokoll som grundar sig pa European College of Veterinary
Ophthalmologists standardprotokoll.

Stor variation sags for amplituder och lagre variation sags for implicit-tider mellan individer,
mellan 6gon och mellan méttillfallen. Ingen statistiskt signifikant skillnad kunde visas mellan
dgonen pa samma individ. Ingen statistiskt signifikant skillnad kunde ses mellan mattillfallen
forutom for den morkeradapterade b-vagen.

Den hér studien har tagit fram normalvéarden samt variations- och repeterbarhetskoefficienter
som skulle anvéndas for att hjélpa differentiera mellan sjukliga férandringar och normalvariat-
ion. Det finns ett antal faktorer som kan forklara den observerade variationen och som sérskilt
visar vikten av noggrann preparation av patienten, samt traning och erfarenhet hos undersoka-
ren. For mer generella resultat eller normalvarden for andra raser behovs ytterligare studier.

SUMMARY

The purpose of this study was to study the method variations of electroretinography (ERG) in
healthy beagle dogs.

The examinations were performed on six female Beagles from the Clinical Sciences department
of SLU. The dogs were evaluated as healthy before the examinations. The examinations were
performed under general anaesthesia and with an ERG protocol based on the European College
of Veterinary Ophthalmologists standard protocol.

A large variation in amplitudes was seen and lower variations was seen in implicit times be-
tween individual dogs, between eyes and between different examinations of the same dog. No
statistically significant difference was seen between the eyes of the same dog. No statistically
significant differences were seen between the repeated examinations for the same individual
except for the dark-adapted b-wave.

This study has produced normal values, coefficients of variation and repeatability that can be
aid in differentiating disease and normal variation. There are several factors that contribute to
the observed variation and that emphasize the importance of meticulous preparation of the pa-
tient, as well as training and experience of the examiner. For a more general result or normal
values for other breeds additional studies are required.
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INLEDNING

Elektroretinografi (ERG) &r en objektiv och icke-invasiv metod dér elektriska potentialer mats
over retina vid olika ljusstimuli (Ropstad & Narfstrom, 2007; Ekesten, 2013). Registreringen
ger en kurva som ger information om retinas funktion pa cellniva. ERG anvands for att stalla
diagnos pa sjukdomar i retina och for att kontrollera retinas funktion infor kataraktoperationer.

For att kunna bedéma om ett djur &r friskt eller sjukt behdvs normalvarden som referens. Kun-
skap om hur normalvéarden varierar mellan olika undersokningstillfallen ar ocksa viktig for att
bedéma om férandringar 6ver tid beror pa forbattring/forsamring eller pa normala variationer
mellan olika mattillfallen.

Det finns ett antal faktorer som paverkar resultatet vid en ERG-registrering (Ekesten, 2013).
Vissa kan elimineras genom att félja exakta protokoll men vissa beror pa typ av utrustning,
miljofaktorer och liknande vid de kliniker som utfor ERG och pa djurspecifika orsaker, men
aven pa undersokarens erfarenhet. Det ar darfor viktigt att ha normalvarden som representerar
det arbetssattet och den population man har pa sin klinik.

Syftet med det hér arbetet ar att studera metodvariationen for ERG inom och mellan
friska beaglar samt mellan undersokningstillféallen.

LITTERATUROVERSIKT

Retina
Retina hos d&ggdjur delas in i 10 lager histologiskt. Dessa ar (Parry, 1953):

Retinalt pigmentepitel (RPE)
Fotoreceptorlager

Yttre gransmembran

Yttre nukleért lager

Yttre plexiformt lager

Inre nukleart lager

Inre plexiformt lager
Gangliecellslager

. Nervfiberlager

10. Inre grdnsmembran

©CoN R wDdE

RPE

RPE ér ett lager av epitelceller som ligger mellan kapillarerna i koroidea och fotoreceptorerna
(Steinberg, 1985; Bok, 1993; Rizzolo, 1997). Dar bildar det en del av blod-néthinnebarridren
med sina tight junctions (zonula occludens eller tata fogar). RPE har manga olika funktioner i
retina som har betydelse for synen (Strauss, 2011; Ofri, 2013). RPE-cellerna i icke-tapetala
fundus innehaller melanin som absorberar ljus som inte har absorberats av fotoreceptorerna



och skyddar mot skador som det fokuserade ljuset fran linsen kan orsaka (Strauss, 2005). |
tapetala fundus innehaller RPE-cellerna inte melanin sa att ljuset kan passera till och reflekteras
fran tapetum lucidum (Samuelsson, 2013). RPE transporterar dven naringsamnen och retinal
fran blodet till fotoreceptorer och skickar vatten, joner och metaboliter fran fotoreceptorer till
blodet (Strauss, 2011). RPE &r ocksa viktig i syncykeln da all-trans-retinal aterfors till 11-cis-
retinal, vilket &r nddvandigt for fototransduktionen (se nedan) (Kiser et al., 2012; Sahu &
Maeda, 2016). RPE har dven som funktion att fagocytera de yttre segmenten av fotorecepto-
rerna nér de forbrukats (Mazzoni et al., 2014).

Fotoreceptorlager

Fotoreceptorer delas in i tva typer; stavar och tappar (Kolb, 2013; Samuelsson, 2013). Stavar
och tappar bestar av fyra delar; yttersegment, innersegment, cellkroppen och den synaptiska
terminalen. | det hér lagret av retina finns ytter- och innersegmenten. Yttersegmenten ar hos
tappar formade som koner och hos stavar som cylindrar. Det yttre segmentet innehaller mem-
bran som ar travade pa varandra som en myntrulle. | stavarna sitter dessa diskmembran inte
ihop med den yttre cellvaggen medan hos tappar sa gor de det (Steinberg et al., 1980). Mem-
branen innehaller synpigment som bestar av ett protein som kallas opsin och en kromofor som
kallas 11-cis-retinal (Kolb, 2013; Samuelsson, 2013). 11-cis-retinal ar ett a-vitaminderivat. In-
nersegmentet forbinds med yttersegmentet av ett tunt cilium (Kolb, 2013). Membranen med
synpigmenten borjar bildas fran ciliet och mognar till fardiga diskar i den inre delen av ytter-
segmentet (Steinberg et al., 1980; Ding et al., 2015). Innersegmentet innehaller cellens orga-
neller forutom cellkdrnan (Samuelsson, 2013). Ytterst finns mitokondrierna, denna del av foto-
receptorerna kallas ellipsoiden. Langre in finns endoplasmatiskt retikulum, ribosomer och
golgiapparaten, denna del kallas myoiden.

Stavsystemet ar kansligt for sma forandringar i ljusstyrka och for rorelser men har en dalig
formaga att urskilja detaljer (Mustafi et al., 2009). Stavarna anvands vid morkerseende
(skotopiskt seende). Tappsystemet ar istallet avgorande for formagan att se detaljer, men ar
mera okansligt for sma forandringar i ljusstyrka (stavar behdver endast en foton for att ge en
respons, medan tappar behover i storleksordningen 100 fotoner). Tappsystemet anvands for
seende i dagsljus. Tappsystemet anvands dessutom for att se farg vilket inte stavsystemet kan
hos daggdjur. Hund har tva typer av tappar, vilket ger dem ett dikromatiskt fargseende. De har
en typ av tapp som ar kansligast for ljus runt 429 nm (blatt ljus) och en tapp som har maximal
kanslighet runt 555 nm (gul-gront ljus) (Neitz et al., 1989). Detta & som hos en mansklig deu-
teranop (gron-rod fargblindhet) (Siniscalchi et al., 2017).

Den process som omvandlar ljusstimuli till en nervsignal i fotoreceptorerna kallas fototrans-
duktion (Marc et al., 1998; Ofri, 2013). Stavar och tappar ar depolariserade (relativt sett elektro-
positiva) i morker och avger neurotransmittorn glutamat. Detta ar den enda neurotransmittorn
som frisatts av fotoreceptorerna. Depolarisationen uppratthalls av ett inflode av Na* och Ca*™ i
cellerna och ett visst utflode av K™ som gor att cellerna ar positiva (Ofri, 2013). Inflodet av
positiva joner kallas dark current” och sker via cGMP kopplade katjonkanaler. Nar fotorecep-
torerna absorberar ljus stdngs dessa kanaler genom en serie biokemiska reaktioner i cellen,
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fototransduktionskaskaden, och stavarna och tapparna blir hyperpolariserade (elektronegativa)
och utséndringen av glutamat minskar.

Processen borjar med att fotoner traffar kromoforen 11-cis-retinal i membranen i det yttre seg-
mentet pa stavar och tappar (Ridge et al., 2003; Yau & Hardie, 2009). 11-cis-retinal omvandlas
till all-trans-retinal och synpigmentet blir aktiverat och kan binda till transducin som é&r ett G-
protein. Transducin i sin tur aktiverar fosfodiesteras PDE6 som hydrolyserar cGMP till GMP.
Nar cGMP sanks intracellulart stdngs katjonkanalerna.

Fototransduktionen avslutas med att synpigmentet fosfolyseras av G-kopplad-receptor-kinas
(GRKZ1) och binder till arrestin, ett protein som helt avslutar aktiveringen av synpigmentet (Ars-
havsky & Burns, 2012). Transducin och PDE deaktiveras och det cGMP som syntetiserats av
guanylatcyklas bryts inte langre ner, nivan av cGMP o6kar i cellen och katjonkanalerna 6ppnas
igen.

Yttre gransmembran

Det yttre gransmembranet &r en avskiljare mellan det extracelluldra rummet runt ytter- och in-
nersegmenten av fotoreceptorerna och resten av retina (Bunt-Milam et al., 1985; Samuelsson,
2013). Det bestar av cellkontakter mellan fotoreceptorer och Miuillerceller samt mellan olika
Miillerceller. Det finns senare studier som visar att det yttre gransmembranet bestar av bade
zonula adherens (adherenspunkter) och zonula occludens (tita fogar) (Daniele et al., 2007;
Omri et al., 2010). Funktionen for det yttre gransmembranet ar dels strukturell stabilitet, dels
vara en del i transporten av makromolekyler och dels bibehalla ett extracellulart matrix runt
fotoreceptorerna (Bunt-Milam et al., 1985; Omri et al., 2010).

Yttre nukleart lager

Det yttre nukleéra lagret innehaller cellkropparna fran fotoreceptorerna (Samuelsson, 2013).
Hos hund &r lagret 10-15 cellk&rnor tjockt i centrala retina och blir tunnare i periferin av retina.
Tapparnas cellkroppar sitter dikt an mot det yttre gransmembranet medan stavarnas cellkroppar
utgor resten av det yttre nukleéra lagret. Tapparnas cellkroppar &ar stérre och mer ovala an sta-
varnas cellkroppar som &r sma och runda.

Yttre plexiformt lager

| det yttre plexiforma lagret sker dverforingen av visuell information fran fotoreceptorer till
horisontalceller och bipolérceller (Kolb, 2011a; Ofri, 2013). Det yttre plexiforma lagret inne-
haller fotoreceptorernas synaptiska terminal (Kolb, 2013; Samuelsson, 2013). Hos tappar kallad
pedikler och hos stavar spherulae. Det yttre plexiforma lagret innehaller ocksa axoner och dend-
riter fran horisontalceller och dendriter fran bipolarceller (Samuelsson 2013). Horisontalceller
och bipolarceller ar andra ordningens neuron som modulerar signalerna fran fotoreceptorerna
samt direkt eller indirekt for signaler vidare till gangliecellerna (Kolb, 2011a; Ofri, 2013).



Bipolarceller delas fysiologiskt in i ON- och OFF-bipolarceller beroende pa om de blir depola-
riserade och aktiverade (ON) eller hyperpolariserade och avaktiverade (OFF) vid ljusstimuli
(Brandstatter & Hack, 2001; Nelson & Connaughton, 2012). Stavbipolarceller och ca halften
av tappbipolarcellerna &r ON-bipolarceller och den andra halvan av tappbipolarcellerna ar OFF-
bipolarceller (Dumitrescu et al., 2009).

Synapsen mellan stavarnas spherulae och deras postsynaptiska celler bestar av en bandsynaps
med tva invaginerande centrala dendriter fran ON-bipolarceller och tva laterala dendriter fran
horisontalceller (Brandstatter & Hack, 2001). Signaléverféringen fran tapparnas pedikler &r i
jamfdrelse mer komplex. Det finns tre olika typer synapser vid en pedikel. Dels finns det som
hos stavarna en invaginerande synaps som bestar av en bandsynaps med en central invagine-
rande dendrit fran en ON-bipolarcell och tva laterala dendriter fran horisontalceller. Pedikler
har dven en icke invaginerande basal synaps dar dendriter fran OFF-bipolarceller tar emot in-
formation. Tapparna ar &ven kopplade till andra tappar och stavar med kanalforbindelser mellan
olika pedikler och mellan pedikler och spherulae.

Orsaken till att fotoreceptorernas glutamat kan ge tva olika svar hos bipolarceller ar for att de
har tva olika glutamatreceptorer (Brandstatter & Hack, 2001; Nelson & Connaughton, 2012).
ON-bipolarceller har metabotropiska glutamatreceptorer medan OFF-bipolérceller har ionotro-
piska glutamatreceptorer. Metabotropiska glutamatreceptorer bestar av ett enkelt protein som
ar kopplat till G-protein som i sin tur éppnar en katjonkanal genom intracellulédra kaskadsystem
(Brandstatter & Hack, 2001). Det ar visat att katjonkanalen som &r kopplad till metabotropiska
glutamatreceptorer ar av typen transient receptor potential channels (Morgans et al., 2009; Ko-
ike et al., 2010). lonotropiska glutamatreceptorer daremot bestar av flera proteiner och fungerar
sjalva som jonkanalen (Brandstatter & Hack, 2001).

Horisontalceller hos daggdijur delas in i tva typer, typ A och B (Perlman et al., 2012; Ofri,
2013). Typ A har endast dendriter, saknar axon och bildar bara synapser med tappar. Typ B har
bade dendriter och axon och bildar synapser med bade stavar och tappar. Dendriterna har kon-
takt med omkringliggande tappar, medan axonet har kontakt med stavar en bit bort. Detta gor
att signalerna fran stavarna och tapparna isoleras fran varandra i typ B-horisontalceller. Hori-
sontalceller har &ven kanalforbindelser mellan horisontalceller av samma typ (Perlman et al.,
2012).

Horisontalceller fungerar som interneuron mellan fotoreceptorer och integrerar deras signaler.
Pa det sattet okar kansligheten for forandringar i kontrast och farg (Ofri, 2013). Horisontalceller
har ocksa en roll i att reglera signalen fran fotoreceptorerna genom en negativ, men ocksa po-
sitiv, aterkoppling (Jackman et al., 2011; Perlman et al., 2012).

Inre nukleart lager

Det inre nukledra lagret innehaller cellkropparna av bipolarceller, amakrinceller, horisontal-
celler (Kolb, 2011b; Samuelsson, 2013). Horisontalceller och bipolarceller ar lokaliserade till
den yttersta regionen av det inre nukledra lagret (Samuelsson, 2013; Huh et al., 2015).



Amakrina celler &r lokaliserade till den inre regionen (Samuelsson, 2013; Park et al., 2018).
Hos ratta har det visats att ett temporart plexiformt lager bildas i det inre nukleara lagret
under den tidiga delen av retinas utveckling (Park et al., 2018). Forfattarna av studien foreslar
att detta leder till stratifieringen i det inre nukleéra lagret. | det inre nukleéra lagret finns
aven Miillercellernas karnor (Ofri, 2013; Samuelsson, 2013). Miullercellerna &r vanligt
forekommande gliaceller i retina och har strukturell och metabolisk funktion.

Inre plexiformt lager

| det inre plexiforma lagret sker informationsoverforingen fran bipolarceller till amakrinceller
och ganglieceller. Det innehaller bipolarcellernas axoner, samt dendriter fran amakrinceller och
ganglieceller (Kolb, 2012; Ofri, 2013; Samuelsson, 2013). Det inre plexiforma lagret &r indelat
i fem strata (Kolb, 2012). Dessa strata ar indelade i tva funktionella sublamina, kallade a och b,
dar de tva yttre utgor sublamina a och de tre inre utgér sublamina b. ON-bipolarceller kopplar
till ON-ganglieceller i sublamina b och OFF-bipolérceller kopplar till OFF-ganglieceller i
sublamina a. Det har dock visats att den uppdelningen inte &r sa strikt som man tidigare trott da
det finns vissa ON-bipolarceller som bildar synapser i sublamina a hos mus och kanin
(Dumitrescu et al., 2009; Lauritzen et al., 2013).

Bipolarcellerna har en bandsynaps som kopplar till tva typer av postsynaptiska celler (Dacheux
et al., 2003; Bordt et al., 2019). Bipolarceller fran tappar ar direktkopplade till en gangliecell
och en amakrincell medan bipolarceller fran stavar ar kopplade till tva amakrinceller och ar
genom dem indirekt kopplad till ganglieceller.

Amakrinceller delas dels in efter diametern pa deras dendritiska falt, alltsa den ytan som dend-
riterna utgor (narrow field 30-150 pm, small field 150-300 pum, medium field 300-500 pum och
wide field >500 um), och dels efter hur deras dendriter stréacker sig i de olika strata av det inre
plexiforma lagret (Kolb, 2015). Monostratifierade finns bara i ett stratum medan bi- och trist-
ratifierade stracker sig in i tva respektive tre strata. Det finns amakrinceller som stracker sig
igenom alla strata och dessa kallas diffusa celler.

Det finns ett trettiotal olika typer av amakrinceller och orsaken till att det finns sd manga &r att
de alla har en specifik funktion (MacNeil & Masland, 1998). Funktionen hos alla amakrinceller
ar inte kartlagd men de funktioner som har hittats &r inhibition i det inre plexiforma lagret,
vidarebefordran av signaler fran stavbipolarceller till ganglieceller och vissa forstarker signaler.
Den inhibitoriska funktionen sker med neurotransmittorerna GABA och glycin medan vidare-
befordringen av signalerna fran bipolarceller sker via kanalforbindelser till gangliecellerna
(Ofri, 2013). Amakrinceller anvander dven dopamin, acetylkolin och serotonin som neuro-
transmittorer.

Gangliecellslager

Gangliecellslagret innehaller cellkropparna av de retinala gangliecellerna (Samuelsson, 2013).

Ganglieceller kan delas in efter morfologi, vilken cell de far information ifran och vilken in-

formation de processar (Ofri, 2013). Alfa-, Y- eller magnoceller ar stora celler som far sin
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information fran stavar via amakrinceller och behandlar information om ljusniva och rorelse.
Alfaceller utgor ca 1-4% av gangliecellerna i retina pa daggdjur (Peichl et al., 1987). Beta-, X-
eller parvoceller & sma celler som ar kopplade till tapparnas ON- och OFF- bipolarceller och
behandlar information om detaljer och féarg (Ofri, 2013). Betaceller utgor ca 45-50% av gang-
liecellerna i retina. Resterande ganglieceller har fatt samlingsnamnet gamma- eller W-celler
(Troy & Shou, 2002). Trots att de delar namn har de manga olika fysiologiska egenskaper och
morfologiskt utseende.

Hos hund finns det ett horisontellt strak (visual streak) med hogre densitet av ganglieceller som
stracker sig temporonasalt dorsalt om synnervspapillen (Mowat et al., 2008; Beltran et al.,
2014). Dorsotemporalt i detta strak finns ett cirkuldar omrade med annu hogre densitet kallat
area centralis. I area centralis finns det en fovea plana som liknar fovea centralis hos manniska
(Beltran et al., 2014). En studie har visat pa samband mellan noslidngd och hur tydlig area
centralis &r (McGreevy et al., 2004). Brakycefala hundar har en val utpréglad area centralis och
nastan inget horisontellt strak medan dolikocefala hundar har en mindre utpréaglad area centralis
men ett mer utpraglat horisontellt strak.

Nervfiberlager

Nervfiberlagret bestar av axonerna fran gangliecellerna (Samuelsson, 2013). De gar radiellt mot
synnervshuvudet dar de bildar synnerven. Nervfiberlagrets tjocklek hos beagle ar som tjockast
i den dorsala delen (Ofri & Ekesten, 2020). Medelvardet for den dorsala delen hos vuxna beag-
lar var 64+21 centralt i retina och tunnades ut till 31£9 i perifera retina. | den ventrala delen av
retina ar nervfiberlagret som tunnast med en tjocklek pa 36+7 i centrala retina och en tjocklek
pa 20+3 i perifera retina. Mediala och laterala nervfiberlagret hade en tjocklek pa 53+27 re-
spektive 46x11 i centrala retina som tunnades ut till 31+5 respektive 2515 i perifera retina. Det
fanns ingen statistiskt signifikant skillnad mellan mediala och laterala retina. Studien visade
aven att valpar hade ett tjockare nervfiberlager &n vuxna och seniora beaglar.

Den intraretinala konduktionshastigheten i axonerna hos alfaceller har ett medelvarde pa 4,9
m/s (Stone & Fukuda, 1974). Betacellerna har en intraretinal konduktionshastighet pa 2,9 m/s
i perifera retina. Betacellerna fran area centralis har en snabbare intraretinal konduktionshas-
tighet. Gammacellerna har den snabbaste intraretinala konduktionshastigheten med ett medel-
varde pa 8,74 m/s, gammaceller har ocksa den storsta individuella spridningen av intraretinal
konduktionshastighet.

Inre gransmembran

Det inre gransmembranet bestar bade av delar fran retina och fran vitreus (Rhodes, 1982; Hee-
gaard et al., 1986; Samuelsson, 2013). Fran retina ar det plasmamembranen och basalmembran
fran Mullerceller och andra gliaceller. Vitreus bidrar med ett natverk av vitreala fibrer som
infogar sig i basmembranen. De vitreala fibrerna bestar av kollagen.



Synuppfattning
Ljus- och mérkeradaptation

Adaptation till olika ljusnivaer later retina arbeta med optimal prestanda i ett brett spann (Ofri,
2013). | ljusnivéer under 0,03 cd/m?, skotopiska nivaer, anvands stavarna vilka har hog ljus-
kanslighet. 1 ljusnivaer mellan 0,03 cd/m? och 3 cd/m?, mesopiska nivaer, &r bade tapp- och
stavsystemen igang. Ljusnivéer over 3 cd/m?, fotopiska nivéer, gor att stavarna satureras och
bara tappar (som har l&gre ljuskanslighet an stavar) anvands.

Vid ljusadaptation stéller retina om till hogre ljusnivaer (Fain et al. 2001; Arshavsky & Burns
2012). Den bakomliggande mekanismen i retina ar driven av koncentrationen av Ca*™ i ytter-
segmenten i fotoreceptorerna och av translokation av transducin, recoverin och arrestin. Vid
hoga ljusnivaer sjunker koncentrationen Ca** vilket leder till aktivering av guanylatcyklas och
en Okad syntes av cGMP. Aktiveringen av guanylatcyklas beror pa Ca**-bindande proteiner
som inhiberar guanylatcyklas nér de ar bundna till Ca™ och aktiverar guanylatcyklas nar de
inte dr bundna till Ca**. Vid sankningen av Ca** vid hoga ljusnivaer binder inte Ca** langre till
proteinerna och guanylatcyklas aktiveras vilket i sin tur okar syntesen av cGMP. Lag koncent-
ration av Ca** leder ocksa till att de cGMP-kopplade katjonkanalerna far en okad affinitet for
cGMP vilket 6kar inflodet av positiva joner och forhindrar saturation. Andra Ca**-bundna pro-
teiner kallade recoveriner forhindrar fosfolysering av den aktiverade formen av synpigmentet i
fotoreceptorerna vid hoga Ca**-nivaer (Arshavsky & Burns, 2012). Vid laga Ca**-nivaer sker
fosfolyseringen snabbare och synpigmentet ar da mottaglig for en ny foton snabbare. Translo-
kationen av transducin och recoverin sker fran yttersegmentet till andra delar av stavarna vid
hoga ljusnivaer. Translokationen av arrestin sker at andra hallet. Translokationen av proteinerna
behover langre tid och sker bara nar ljusnivaerna 6kar under en langre period (minuter). Denna
process finns bara hos stavar och inte hos tapparna.

Vid morkeradaptation atergar retina till hog kanslighet fran desensibiliseringen av stavarna vid
starka ljusstimulus (Leibrock et al., 1998). Processen simulerar en sakta minskning av ljus.
Morkeradaptation sker i ett snabbt steg och ett langsamt steg. Det snabba steget beror pa de
nedbrytningsprodukter som bildas efter att synpigmentet i fotoreceptorerna har fosfolyserats
och bundit till arrestin. Dessa nedbrytningsprodukter kan pa olika stt aktivera transducin och
pa sa satt aktivera fototransduktionen. Nar nedbrytningsprodukterna blir farre blir farre trans-
ducinmolekyler aktiverade och det blir som nér ljuset minskar. Det langsamma steget beror pa
syncykeln och att all-trans-retinal aterfors till 11-cis-retinal i RPE (Fain et al., 2001). Retina ar
inte helt aterstalld forran allt synpigment har gatt igenom syncykeln och aterfatt sin 11-cis-
retinal form.

Fusionsfrekvens

Ogat kan urskilja individuella blixtar sd lange det finns tillrackligt med tid mellan dem
(Pangeni et al., 2010; Hohberger et al., 2011; Lisney et al., 2011). Om frekvensen okar
kommer 6gat till slut endast se ett ihallande ljussken. Frekvensen dar detta hander kallas



Clicker Flicker Frequency, CFF CFF &r olika for stavar och tappar (Coile et al., 1989). Hos
hund har stavar en CFF pa 10-20 Hz och tapparna har en CFF pa 60 Hz.

Elektroretinografi

Elektroretinografi (ERG) ar ett satt att méata elektriska potentialer dver retina. Detta sker
genom registrering med elektroder vid ljusstimuli. Elektroderna fasts vid vardera tinningen
och pa hjassan samt pa cornea med linselektroder. For att fa ett sa jamt ljusstimuli som
mojligt placeras huvudet ofta i en fullfaltsstimulator. | fullfaltsstimulatorn genereras bade
blixtar och jamnt bakgrundsljus.

ERG kurvan

ERG-kurvan delas in i flera komponenter. Huvudkomponenterna &r a-vagen, b-vagen och c-
vagen (Einthoven & Jolly, 1908). A-vagen &r den initiala negativa delen av ERG, vars forsta
del helt representerar hyperpolariseringen av fotoreceptorerna (Ekesten, 2013). B-vagen ar den
positiva delen som kommer efterat och drivs av ON-bipolarceller (Kofuji et al., 2000) (se figur
1). Vid starka ljusstimuli nér retina & morkeradapterad kan oscillatoriska potentialer ses som
taggar pa den uppatgaende delen av b-vagen. Dessa skapas av amakrinceller. A-vagen och b-
vagen anvands mest for utvardering av patienter. C-vagen &r en sen, langsam, positiv kompo-
nent som beror pa hyperpolarisation av det apikala membranet hos RPE och miillerceller (Daw-
son & Kommonen, 1995). C-vagen anvands sallan i kliniska undersokningar da den kraver
specialutrustning (DC-ERG) for att registrera och bara finns hos en liten del av friska vuxna
hundar.



Figur 1. ERG-kurvor med a- och b-vagor markerade. A) stavsvar fran morkeradapterat ERG B) Blandat
stav- och tappsvar fran morkeradapterat ERG C) Tappsvar fran ljusadapterat ERG.

Det finns ocksa andra komponenter som kan ses under speciella omstandigheter. D-vagen kan
ses som en positiv topp efter att ett langt ljusstimulus slacks och ar OFF-bipolarcellernas re-
spons (Perlman, 2007). Vid korta blixtar smalter d-vagen ihop med b-vagen. I-vagen, som har
en positiv topp, kommer efter b-vagen nér retina ar ljusadapterad. 1-vagen har foreslagits vara
en del av d-vagen (Kondo et al., 2000) men tros ocksa vara en respons fran gangliecellerna
(Rosolen et al., 2004). Scotopic threshold response (STR) &r en negativ respons pa svaga ljus-
stimuli nar retina ar morkeradapterad dér a- och b-vag inte kan ses (Robson & Frishman, 1999).
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STR nar sin maximala amplitud ca 100 ms efter ljusstimulus. Amakrinceller, Millerceller och
retinala ganglieceller i den stavdrivna signalvagen hat visats bidra till STR. Det har visats att
STR kan ge upphov till sa kallade pseudo a-vagor vid laga ljusstimulus (Sieving et al., 1986;
Wakabayashi et al., 1988). Dessa ser ut som a-vagor men beror inte pa hyperpolariseringen av
fotoreceptorerna utan pa att b-vagen annu inte fyller ut hela STR. Photopic negative response
(PNR) &r en negativ respons fran den tappdrivna signalvagen vid starka ljusstimuli och full
ljusadaptation fran ganglieceller och deras axoner (Niemeyer, 2005; Frishman et al., 2018).
PNR kan ses efter b-vagen.

Genom att anvéanda olika intensitet pa bakgrundsljus och blixtar kan man separera stav- och
tappsvar. For att utvardera tapparna anvands 10 minuter av ett regelbundet bakgrundsljus pa 30
cd/m?, under den tiden hinner tapparna ljusadaptera och stavarna satureras vilket leder till ett
rent tappsvar (figur 1C). For att utvardera stavarna funktion foljs deras svar under en morker-
adaptation pa (minst) 20 minuter (figur 1A). Med regelbundna intervall under dessa 20 minuter
stimuleras 6gat av en svag ljusblixt for att inte retina ska ljusadapteras. Stavsvarens b-vagor hos
en frisk individ far da hogre amplitud efter varje blixt. Man kan &ven fa ett blandat stav- och
tappsvar genom att stimulera retina med en stark ljusblixt efter morkeradaptationen (figur 1B).
CFF ar viktigt att ha med i en ERG-undersokning da en sankning i CFF kan vara en av de forsta
indikationen pa degeneration av fotoreceptorerna (Ofri, 2013). | ERG pa hund anvénds en fre-
kvens pa 30 Hz for att testa funktionen hos tappar da denna frekvens ar for hog for stavarna
(Ekesten et al., 2013).

ERG-kurvan mits pa tva satt (se figur 2). Dels mats amplituden, hogsta/lagsta punkten, av top-
parna och dalarna och dels méts tiden det tar for toppen eller dalen att nd hogsta/lagsta punkten,
vilket kallas peak-time eller implicit-tid.

Figur 2. ERG-kurva fran blandat stav- och tappsvar med méatpunkter for implicit-tid och amplitud for
a- och b-vag utmarkerat. 1 = implicit-tid for a-vagen 2 = amplituden for a-vagen 3 = implicit-tiden for
b-vagen 4 = amplituden for b-vagen. 0 = tidpunkt for ljusstimulus.
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Metodvariation

ERG-resultat beror pa manga olika faktorer (Ekesten et al., 2013).. De paverkas av typ av ut-
rustning, miljofaktorer och liknande vid de kliniker som utfér ERG samt undersokarens erfa-
renhet Det har visats att olika elektroder som anvénds kan ge sa olika resultat att de inte kan
jamforas (Mentzer et al., 2005). Vidare paverkar faktorer som ras, alder och vilken tid pa dygnet
undersokningen gors (Ekesten et al., 2013). Alla dessa faktorer gor det viktigt att varje klinik
som utfor ERG tar fram egna normalvérden for just det arbetssatt och for den population som
anvands.

Denna metodvariation kan ses vid jamforelse av flertalet artiklar som har tagit fram normalvar-
den for ERG pa hund (Lee et al., 2009; Itoh et al., 2013; Sussadee et al., 2015; Nedev & Sime-
onova, 2017, 2018). Dessa studier ar gjorda pa olika raser samt med olika anestesier och ERG-
utrustningar.

Statistik

Repeterbarhetskoefficienten (CR) &r ett matt pa om tva méatningar gjorda vid olika tillfallen pa
samma individer och under samma forhallanden &r reproducerbara (Vaz et al., 2013). CR anger
det vérde under vilken den absoluta skillnaden mellan matvérdena fran de olika undersoknings-
tillfallena forvantas hamna med 95 % sakerhet. Detta gor det latt att anvanda kliniskt da man
har en siffra som man snabbt kan referera till. CR ger absoluta matt i samma enhet som para-
metern som mats.

Variationskoefficienten (CV) ar ett matt pa standardavvikelsen i procent av medelvardet
(Reed et al., 2002). Det &r darfor ett matt pa variation dar man kan bortse fran parametrarnas
enheter. Detta gor det mojligt att jamfora parametrar med olika enheter.

MATERIAL OCH METODER

Hundar

Vid undersokningarna anvandes sex tikar i aldrarna 2—-10 av rasen beagle fran kliniska veten-
skaper, SLU. Innan ERG-understkningarna gick hundarna igenom en allménklinisk undersok-
ning och en enkel dgonundersdkning omfattande yttre inspektion, pupillreflex, palpebralreflex,
optisk blinkreflex och hotrespons. Alla hundarna beddmdes vara friska vid undersokningstill-
fallena.

Elektroretinografi

ERG protokollet som anvénds i studien grundar sig pa European College of Veterinary
Ophthalmologists standardprotokoll (Ekesten et al., 2013). Protokollet kan ses i tabell 1.
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Tabell 1. Protokoll fér ERG matning. Stav=stavsvar under mérkeradaptation, DA i/r=intensitet/re-
spons serie under morkeradaptation, Tapp=tappsvar vid en ljusblixt under ljusadaptation,
Flicker=flickersvar under ljusadaptation

Matning Tid efter forega- Styrka Styrka bak- Repetitioner Frekvens
ende matning ljusblixt grundsljus (n) (Hz2)
(minuter) (cd s m?) (cd/m?)
Stav 1 0,25 efter ljuset 0,2 0 <6 0,2
sl&ckts
Stav 2 4 0,2 0 <6 0,2
Stav 3 4 0,2 0 <6 0,2
Stav 4 4 0,2 0 <6 0,2
Stav 5 4 0,2 0 <6 0,2
Stav 6 4 0,2 0 <6 0,2
DAIi/rl 2 0,003 0 <6 0,2
DA i/r 2 2 0,012 0 <6 0,2
DAi/r3 2 0,05 0 <6 0,2
DAilr 4 2 0,19 0 <6 0,1
DAIi/r5 3 0,75 0 <3 0,05
DAi/r 6 4 3 0 <3 0,05
Tapp 1 10 3 20 <6 0,3
Tapp 2 0 3 20 <6 0,3
Flicker - 3 20 150 30

Innan ERG-undersékningen dilaterades pupillerna med tropikamid (Mydriacyl 6gondroppar
0,5 %, Alcon Nordic, Képenhamn, Danmark) och pupilldilateringen kontrollerades pa vissa
individer, om den inte ansags tillracklig itererades tropikamiden. Vissa av hundarnas pupilldi-
latering kontrollerade aven efter undersékningen. Hallsutur (silke, 4-0, Ethicon, Sommerville,
NJ, USA) sattes i konjunktiva for att kontrollera 6gats position. Ogonlockshéllare placerades
for att halla 6gonen 6ppna under ERG-undersékningarna. Subkutana nalelektroder (12 x 0,4
mm, Cephalon A/S, Ngrresundby, Danmark) fastes pa hjassan och pa vardera tinningen. Elek-
troderna pa vardera tinningen placerades i hojd med laterala 6gonvinkeln mellan laterala cant-
hus och 6ronbasen. Nagon exakt méatning gjordes inte. En kontaktlinselektrod (ERG-jet®, Uni-
verso Plastique, Grenchen, Schweiz) placerades pa hornhinnorna med en hyaluronsyra-haltig
saltlésning som kontaktmedium (Comfort Shield SD, i.com medical GmbH, Miinchen, Tysk-
land). Impedansen mellan jord (elektroden pa hjassan) och referenselektroderna pa vardera tin-
ningen mattes med en elektrodimpedansmétare (F-EZM5, Astro-Med inc., Grass instrument
Division, West Warwick, IR, USA). Impedansen var under 5 kQ och ungefér lika bilateralt.

ERG-undersokningarna utférdes med specialtillverkad fullfaltsstimulator (Ganzfeld) med ett
xenonblixtaggregat (PS33 Plus, Astro-Med Inc., Grass instrument Division, West Warwick, IR,
USA). Bakgrundsljuset genererades av en halogenlampa med en ljusstyrka p& 20 cd/m?.
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Signalen forstarktes med PowerLab (ADInstrumemts Ltd, Oxford, Storbritannien) och registre-
rades med LabChart (ADInstruments Ltd, Oxford, Storbritannien).

ERG-undersokningarna utfordes under narkos for att hundarna skulle vara tillrackligt stilla.
Hundarna premedicinerades med 0,05 mg/kg acepromazin (Plegicil 10 mg/ml, Pharmaxim,
Helsingborg) i.m. Narkosen inducerades med ca 4 mg/kg propofol (Propofol-®Lipuro
10mg/ml, Braun, Melsungen, Tyskland) och hundarna lades sedan dver pa inhalationsnarkos
med isofluran (IsoFlo vet, Orion Pharma AB Animal Health, Danderyd) och syrgas. Hundarna
fick underhallsdropp pa 2-3 ml/h Ringer-acetat (Baxter Viaflo, Baxter Medical AB, Kista).
Overvakningen av narkosen gjordes med batteridriven 6vervakningsenhet (Cardell 9402, Mid-
mark, Tampa, FL, USA) och manuellt. Hundarna placerades pa en formbar vakuumkudde och
tacktes med fleecepldd under undersékningen. Under forberedelsen infor ERG-undersdkningen
lag hundarna pa en varmedyna (Mano Medical, Taden, Frankrike) som sedan kopplades ur for
att inte ge sekundara storningar pa ERG:t. Temperaturen kontrollerades dven innan induktion
samt i samband med uppvak. Temperaturen var jdmn under narkosen.

Forfattaren av studien gjorde alla matningar som lag till grund for de statistiska analyserna.
Amplituden for a-vagen mattes fran baslinjen till dalens djupaste punkt. Amplituden for b-va-
gen mattes fran a-vagens djupaste punkt till b-vagens hogsta topp. Implicit-tiderna for a- och
b-vagorna mattes fran tidpunkten for ljusstimulit till tidpunkten for hogsta /lagsta amplitud for
respektive vag.

Statistisk analys
De statistiska analyserna gjordes med JMP Pro 12 (SAS Institute, Cary, NC, USA).

De deskriptiva matten (medelvérde, standardavvikelse och percentiler) kom fran undersck-
ningar pa 24 6gon fran sex hundar och tva olika undersokningstillfallen.

Ovriga statistiska analyser som gjordes var CV och CR pa interindividuell variation, mellan
6gon hos samma individ och mellan mattillfallen hos samma individ samt jamforelse av resultat
mellan 6gon och mellan undersokningstillfallen med parat t-test. Jamférelse mellan hundar
gjordes pa ett slumpmassigt utvalt 6ga fran forsta mattillfallet gos varje hund. Aven jamforelser
mellan mattillfallen gjordes pa ett slumpmassigt utvalt 6ga.

Standardavvikelse
Medelvarde
2,77 * Standardavvikelse. Standardavvikelse och medelvarde réknades ut med en ANOVA
(variansanalys). Dessa statistiska analyser gjordes endast pa morkeradapterat ERG efter 20 mi-

nuter (Stav 6), ljusadapterat ERG (Tapp) samt pa flicker ERG.

CV réknades ut med formeln CV = . CR réknades ut med formeln CR =

Jamforelse mellan 6gon och méttillfallen mellan samma individ gjordes med parat t-test. En
skillnad beddmdes vara statistiskt signifikant om p<0,05.

13



RESULTAT

Narkosen och uppvaken var jamna och skedde utan anmérkning. Inga dégonrérelser kunde upp-
marksammas under narkoserna men vid enstaka av undersokningarna var pupillerna inte max-
imalt dilaterade. Vid enstaka tillfallen akte kontaktlinselektroderna ur 6gat eller tappade kon-
takten. De tre vardena som saknas var pa tre olika 6gon under en registrering, Stav 5. Endast
21 dgon anvandes darfor for den univariabla analysen for den registreringen.

Amplituderna for bade a- och b-vagorna 6kade under morkeradaptationen och med stigande
stimulusintensitet (tabell 2). Implicit-tiden for a- och b-vagen minskade daremot nar stimulus-
intensiteten okades. Implicit-tiden for b-vagen for stavsvaret under morkeradaptation blev
langre desto mer tid av undersokningen som har gatt. Det fanns en lagre standardavvikelse for
implicit-tiden an for amplituderna.

Implicit-tiden for b-vagorna under morkeradaptation var nere pa varden runt 20 ms hos vissa
individer. De negativa vagor som foregick b-vagorna ibland nar stimulusintensiteten var lag var
hoga, i vissa 6gon kunde de na nivaer runt 30 pV. Da ljusintensiteten for ljusstimulus var lag
bedéms de vara pseudo a-vagor, snarare an a-vagor. DA i/r 4 hade en ca tre ganger sa hog
amplitud pa b-vagorna an Stav 6 fast de hade mycket lika stimulusintensitet. DA i/r 4 hade
dessutom en lagre implicit-tid &n Stav 6.
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Tabell 2. Presentation av medelvarde + standardavvikelse med 2,5:e och 97,5:e percentilen inom pa-
rentes av amplitud (uV) och implicit-tid (ms) for a- och b-vagor. Stav=stavsvar under morkeradaptat-
ion, DA i/r=intensitet/respons serie under mérkeradaptation, Tapp=tappsvar vid en ljusblixt under
ljusadaptation, Flicker=flickersvar under ljusadaptation, * innehaller métdata fran pseudo-a-vagor

a-vag amplitud a-vag implicit- b-vag amplitud b-vag implicit-tid
tid
Stav 1 0 10,7410,3 (0-42,6)  48,5+6,1 (33-60,5)
Stav 2 0 19,4+19,5 (1,7-75,3)  47,9+10,8 (22-61)
Stav 3 0 23,6+20,5 (1,4-73)  48,6+10,9 (21,5~
61)
Stav 4 0 31,7430,2 (3,4-101,2)  52,9+11 (26,5-66)
Stav 5 0 35,534 (3,3-105,2)  55,1+11,7 (29-67)
Stav 6 0 44,9+36,6 (2,4-1182)  57+8,9 (31,5-67)
DA i/r 0 3,9+4,6 (0-19,6) 47,6214 (18,5-67)
1
DAi/r  1,1#2,7(0-10,3)*  36,4+0,8 (36— 25,1422,7 (0-90,9) 54,3115 (32,5
2 37,5)* 69,5)
DA ilr 2,4+6,9 (0-33,2)* 23,4+6,1 (14,5- 90,8+52,6 (23,7— 61+3,9 (52-67)
3 30)* 188,2)

DAilr 84464 (0-238)*  181#37(12-  150,6459,5 (67,1-248) 50,2+6,5 (38,5-60)
4 23,5)*

DAi/r  38,2+18,7 (10,2- 17,6215 (14—  172,8459,5 (92,2-267)  36+2,9 (28,5-40,5)
5 72,5) 19,5)

DAilr  97,5+22,7 (55,6— 15,1+0,9 (13,5~  208,1+57,1 (118,8— 32,2+3,7 (26,5~
6 142,5) 17) 303,4) 37,5)

Tappl  8,3+3(3,9-15,2) 10,8+1,2 (8,5~ 33+14 (8,6-65,9) 24,2411 (22,5~

13,5) 26,5)
Tapp?2 8,1+2,8(3,4-13,7)  10,6+1(85-12)  33,3+13,2 (12,6-61)  24,4+1,1 (22,5-26)
Flicker 29,5+12,7 (7,5-62,6)  21,9+1,1 (20-45,9)

Jamforelse mellan 6gon visade pa Iag variation for implicittiderna och hog variation fér ampli-
tuderna (se tabell 3). Det fanns ingen statistiskt signifikant skillnad mellan 6gonen.
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Tabell 3. Jamforelse av varden mellan 6gon inom hund. CV= variationskoefficient, CR = repeterbar-
hetskoefficient. CR rapporteras i respektive enhet, ms och puVv

(ON} oD

ERG Parameter medel SD medel SD p- Me- Ccv CR
varde  del

Méorkeradap- b-vag (ms) 60 4,0 51 10,6 0,12 56 8% 12
terat (20
min)

b-vdg (uV) 33 198 16 156 014 24  35% 23

Ljusadapte- a-vag (ms) 10 1,2 11 0,6 0,77 11 6% 2
rat

a-vag (uVv) 8 2,3 8 2,4 0,45 8 27%

b-vag (ms) 24 1,2 24 1,1 0,59 24 3%

b-vag (uV) 38 13,8 31 19,1 0,38 34 53% 51
Flicker b-vag (ms) 22 0,9 22 1,3 0,08 22 4% 2

b-vag (V) 36 13,9 26 19,1 0,23 31 47% 40

Interindividuell variation kan ses i tabell 4. Fér implicit-tiderna sags en lag variation. Variation
hos implicittiden for morkeradapterat ERG var nagot hogre an de andra implicittiderna. Vari-
ationen for amplituderna var mycket hog.

Tabell 4. Interindividuell variation. CV= variationskoefficient, CR = repeterbarhetskoefficient. CR
rapporteras i respektive enhet, ms och uv

ERG Parameter Medel SD Range CVv CR
Morkeradapterat (20  b-vag (ms) 56 8,8 32-65 16% 24
min)

b-vag (V) 24 19,2 3-62 80% 53
Ljusadapterat a-vag (ms) 10 0,8 9-12 8%
a-vag (uVv) 8 2,5 3-11 31%
b-vag (ms) 24 1,1 23-26 5%

b-vag (uV) 34 15,4 12-66 45% 43

Flicker b-vag (ms) 22 1,0 21-24 5% 3

b-vag (UV) 31 16,8 8-63 54% 47

Resultatet mellan undersckningstillfallen visar 1ag variation for implicittider och hog eller
mycket hog variation for amplituderna (tabell 5). Ingen statistiskt signifikant skillnad kunde ses
mellan mattillfallen forutom for b-vagen i det morkeradapterade ERG:t (p = 0,02).
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Tabell 5. Jamforelse mellan undersokningstillfallen hos varje hund. CV= variationskoefficient, CR =
repeterbarhetskoefficient. CR rapporteras i respektive enhet, ms och pVv

ERG Parameter Medell Medel2 p-varde Medel Ccv CR
Morkeradapterat b-vag (ms) 58 61 0,51 60 7% 11
(20 min)

b-vag (V) 20 70 0,02 45 93% 115

Ljusadapterat  a-vag (ms) 10 11 0,41 11 8% 2
a-vag (LV) 7 9 0,47 8 47% 10

b-vag (ms) 24 24 0,71 24 3% 2

b-vag (V) 35 34 0,89 34 33% 31

Flicker b-vag (ms) 22 22 0,84 22 2% 1
b-vag (UV) 31 29 0,70 30 26% 21

DISKUSSION

Den hér studien har studerat metodvariationen for ERG hos beaglehundar. Resultaten i den har
studien visar pa lag variation for implicit-tid och hog variation for amplituder. Detta indikerar
att ett brett intervall av amplituder faller inom normalvariation medan implicit-tiden har ett
snavare intervall. Baserat pa de har resultaten kan avvikelser i implicit-tid vara en mer robust
indikator pa sjukdom an amplitud. Skillnaden i variation mellan dessa tva parametrar skulle
kunna bero pa fysiologiska skillnader hos olika individer. Amplituderna beror pa elektroniska
potentialer som blir olika stor ju fler eller farre celler som genererar dem, vilket gor amplituden
kéanslig for individuella skillnader i celluppsattning. Implicit-tiden daremot beror pa biokemiska
signaler intracellulart eller pa nervhastigheten i en cell, dessa faktorer borde vara mer lika oav-
sett individ d& cellerna &r gjorda for att fungera p& samma sitt. A andra sidan kan den uttalade
variationen i amplituder ocksa bero pa att preparationen av patienten och undersékningsforhal-
landena inte var identiska mellan olika tillféllen.

Som tidigare namnts &r registreringen av amplituden kanslig for placeringen av nalelektroden
och bara nagon eller nagra centimeters skillnad kan ge signifikant skillnad i amplitud (Mentzer
et al., 2005). Att samma elektroder anvandes under studiens gang kan ha gett samre kontakt
efter varje undersokning. Detta ar troligt da impedansen mellan jordelektrod och de andra kade
for varje undersokning, dock var den under 5 kQ under hela studien. Placeringen av elektro-
derna kan ocksa ha skiljts sig mellan mattillfallen da det inte mattes ut exakt varje gang. Detta
kan dven vara en forklaring till den hogre variationen fér amplituder. Forfattaren till denna
studie har inte hittat nagra studier som visat detta pa implicit-tiden men det kan tankas att regi-
streringen av implicit-tiden inte &r lika kénslig for yttre faktorer som amplituden ar.

Aven flera andra faktorer kan bidra till variationen i resultat. Huvudet och dgonens position i
ljusstimulatorn vid undersékningarna och pupillstorleken vid undersokningarna paverkar hur
mycket av ljuset som nar retina och om ljuset ar jamnt fordelat dver hela retina eller om delar
stimuleras kraftigare &n andra (Gouras, 1970). Positionen av huvudet spelar férmodligen storre
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roll vid laga ljusstimuli da ett snett huvud kan leda till att ena 6gat far mindre ljus an det andra
da nosen absorberar ljuset. Pupillen var inte maximalt dilaterad under vissa undersokningar,
vilket gor att iris blockerade delar av ljuset pa vag till retina (Perlman, 2007). Vissa hundar fick
aven ytterligare pupilldilaterande droppar precis innan undersékningen da det konstaterades att
pupillstorleken inte var maximal, vilket formodligen resulterade i att pupillen blev mer och mer
dilaterad under undersokningens gang. Rekommendationen &r att pupillerna & maximalt dila-
terade under hela undersokningen och att detta kontrolleras minst en gang innan undersok-
ningen och helst dven efter undersokningen (Ekesten et al., 2013).

Luftfuktigheten i rummet kan ha paverkat 6gats fuktighet. Om det var torrt i rummet dar under-
sokningarna gjordes kan det ha gjort 6gonen torra, vilket i sin tur gor att kontaktlinselektroderna
inte faster lika bra. Detta kan ha gjort att kontakten blev sémre och sémre under undersékning-
ens gang. Hundarna undersoktes inte alltid vid samma tid pad dygnet vid den efterfoljande mét-
ningen (Hawlina et al., 1992). Detta kan ha gjort att normala dagliga forandringar ha paverkat
resultatet.

Att det blev en statistiskt signifikant skillnad mellan mattillfallen for b-vagen i det morkerad-
apterade ERG:t ar nagot som inte var forvantat. Man kan se att matning 2 ger betydligt hogre
amplitud &n matning 1. Erfarenheten hos undersokaren ar sannolikt ocksa en viktig faktor da
undersokaren var helt oerfaren med ERG i borjan av studien och sedan gradvis larde sig och
darmed kunde béade béttre forstod vad som paverkade resultaten och dven tranade upp det rent
praktiska genomforandet. Detta betyder att studien gjordes under en inlarningskurva, vilket kan
ha gett battre undersdkningar under studiens gang. Att vi inte sdg signifikanta skillnader i
ljusadapterat ERG skulle kunna bero pa att ljusstimulit &r sa svagt under det morkeradapterade
ERG att preparationen av patienten har storre betydelse for om det relativt sett laga antalet
fotoner verkligen nar och distribueras jamnt dver retina jamfort med nar 6gat stimuleras med
ett Overflod av ljus.

Problem med dalig kontakt mellan kontaktlinselektrod och 6ga gjorde att nagra resultat saknas,
vilket minskade underlaget i vissa av de statistiska analyserna nagot. | de senare analyserna dar
resultat mellan 6gon, individer och undersokningstillfalle jamfordes blev dock det inget som
behover végas in da kontaktproblemen bara paverkade registreringar som inte anvandes for de
analyserna.

En djupare 6gonundersokning med spaltlampa, tonometri och oftalmologi genomférdes inte pa
hundarna. Det ar darfor svart att séga om hundarna var helt friska, men den enklare undersok-
ningen visade inga uppenbara problem.

Nagot som inte heller var forvantat att se var a-vagorna vid laga ljusstimulus under morkerad-
aptationen. Dessa ar formodligen pseudo a-vagor (Sieving et al., 1986; Wakabayashi et al.,
1988) snarare dn a-vagor, d v s en rest av STR som vid stimulering med svagt ljus inte fyllts ut
fullstandigt av b-vagen.
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Sussadee et al. (2015) anvande liknande anestesi som i denna studie med induktion med
propofol for att sedan ga 6ver pa isofluran. De anvéande dven nalelektroder. En stor skillnad
mellan studierna var att Sussadee et al. (2015) anvande en handhallen ERG-enhet med en mini-
ganzfeld for stimulering av ett 6ga. De sag ocksa dkande amplitud for b-vagen under morker-
adaptationen, men hade en generellt hogre amplitud pa b-vagen &n i denna studie. Detta skulle
kunna forklaras av placeringen av nalelektroderna. Sussadee et al. (2015) placerade sina 3 cm
fran laterala canthus. | denna studie var det inte preciserat exakt vilket avstand elektroderna
skulle ha fran laterala canthus, utan approximerades fran anatomiska strukturer (laterala canthus
och dronbasen). Vid anvandandet av en fullfaltsstimulator som hela huvudet placerades i kravs,
som namnts, att huvudet var placerat sa rakt som majligt. Om huvudet var placerat snett kan ett
6ga fa mindre ljus vid de laga ljusstimuli som anvands vid morkeradapterat ERG. Detta skulle
ha kunnat sankt amplituderna vilket forklara skillnaden da Sussadee et al. (2015) inte hade den
faktorn att rakna med. Detta kan dven styrkas av att amplituden for b-vagen vid ljusadaptation
var liknande mellan studierna. Om det var placeringen av nalelektroderna skulle troligen aven
denna ha skiljt sig, &ven om Mentzer et al. (2005) inte studerade skillnader vid ljusadapterade
ERG. Vid starkare ljusstimulus, som anvénds vid ljusadapterat ERG, blir placeringen av huvu-
det en faktor som paverkar mindre da det finns ett 6verflod av fotoner, vilket da ger mer lik-
nande resultat.

Implicit-tiden for b-vagen i morkeradapterat ERG ar generellt hogre an implicit-tiderna som
Sussadee et al. (2015) sag, forutom hos en ras som hade mycket lagre implicit-tider. Sussadee
et al. (2015) har diskuterat skallform som en faktor som skulle kunna forklara detta. Implicit-
tiderna for ljusadapterat ERG é&r liknande, for alla raser Sussadee et al. (2015) har med i sin
studie.

Amplituden och implicit-tiden for a-vagen i ljusadapterat ERG var liknande mellan denna stu-
die och Sussadee et al. (2015).

Lee et al. (2009) anvande ketamin och medetomidin som anestesi i sin studie. De anvande ocksa
samma handhallna ERG-enhet som Sussadee et al. (2015) anvande. Aven Lee et al. (2009) lat
hundarna morkeradaptera i 20 minuter. Lee et al. (2009) kunde inte pavisa samma ¢kning av
b-vagen under morkeradaptationen. Generellt var amplituderna for b-vagorna under morkerad-
aptation nagot hogre i Lee et al. (2009) an i denna studie. Detta kan bero pa att hundarna var
relativt sett mer morkeradapterade redan innan ljuset slécktes i deras studie och dérfor forand-
rades inte amplituderna lika mycket, samtidigt som mer morkeradapterade stavar ger svar med
hogre amplitud. Amplituden for b-vagen i ljusadapterat ERG var liknande som i denna studie.

CV mellan 6gonen for b-vagornas amplitud och implicit-tid efter 10 minuter ljusadaptation ar
lagre pa manniska. CV for amplituden var 4,5 % och fér implicit-tiden var den 1,25 %
(Hochstein et al., 2007). Hochstein et al. (2007) konstaterade dock att detta var lagre CV &n
vad man tidigare har sett for b-vagens amplitud hos méanniska, 25 %-110 %. Dessa tidigare CV
ar mer i linje med resultaten fran denna studie med en CV pa 53 % for b-vagens amplitud efter
10 minuter ljusadaptation mellan égonen. Nagot att beakta ar att manniska och hund &r olika
arter med mycket olika huvudform, vilket kan paverka variationen.
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Da denna studie endast ar gjord pa hundar av rasen beagle och endast pa tikar kan man inte dra
for stora slutsatser till andra raser och kon. For att fa fram siffror att anvanda kliniskt behdvs
mer studier pa fler raser av intresse samt bada kénen. For att kunna dra dnnu sakrare slutsatser
kan en storre grupp individer anvandas. Det skulle vara intressant att se sadana studier i fram-
tiden.

Sammanfattningsvis var ambitionen med den hér studien att ta fram normalvarden samt CV
och CR som kan anvéndas for att hjalpa differentiera mellan sjukliga forandringar och normal-
variation och har lyft fram vikten av att matt pa variation och repeterbarhet tas fram for kliniska
undersokningsmetoder. Studien har visat att det finns det en hog variation for amplitud och en
lag variation for implicit-tid. Det finns ett antal faktorer som kan forklara den observerade va-
riationen och som sérskilt visar vikten av noggrann preparation av patienten, samt traning och
erfarenhet hos undersokaren. Studien &r dock endast gjord pa ett litet material. For mer gene-
rella siffror eller siffror for andra raser behévs mer omfattande studier inom omradet.

POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING

Stavar och tappar kallas tillsammans synceller eller fotoreceptorer. De omvandlar ljus till elekt-
riska potentialer som gar genom nathinnan. De olika elektriska potentialerna gar olika vagar
genom nathinnan beroende pa om de borjar hos stavarna eller tapparna.

Elektroretinografi (ERG) &r en icke-invasiv metod for att méta de elektriska strommarna i nat-
hinnan och darmed fa ett matt pa nathinnans funktion. For att kunna gora registreringarna maste
elektroder sattas pa hornhinnan samt pa vardera tinningen och hjassan. Med hjalp av ERG far
man fram kurvor som kan ge tva typer av information. Dels hojden pa topparna och dalarna pa
kurvorna kallad amplitud och dels tiden det tar for topparna och dalarna att na sin maximala
hojd kallad implicit-tid.

Manga olika faktorer kan paverka resultatet vid en ERG-registrering. Vissa av faktorerna beror
pa hur man jobbar pa kliniken och vissa beror pa individen man undersoker. Det ar darfor viktigt
att ta fram normalvarden for det satt man arbetar pa och for den population man har dar man
arbetar. FOr att kunna avgdra om en individ &r friskt eller sjukt behdvs normalvarden som refe-
rens. Det ar ocksa viktigt att ha kunskap om hur normalvérdena varierar mellan olika undersok-
ningstillfallen for att beddoma om en forandring beror pa forbattring/forsamring eller om det
beror pa normala variationer mellan matningar.

Syftet med arbetet var att ta fram normalvarden fér ERG av beaglehundar och gora statistiska
jamforelser mellan individer, mellan hdger och vénster 6ga samt mellan undersokningstillfallen
av samma individ.

De hundar som ingick i undersékningarna var sex tikar av rasen beagle. Undersékningarna ut-
fordes pa sovda hundar och innehdll en serie registreringar av nathinnans svar pa ljusblixtar
som grundar sig pa European College of Veterinary Ophthalmologists standardprotokoll for
ERG pa hund. Det innebar att registreringar gjordes i morker var fjarde minut med samma
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ljusblixtstyrka under 20 minuter, for att utvéardera stavsvaret; var andra-fjarde minut med grad-
vis starkare ljusblixtar, for att gradvis ga fran stavsvar till ett blandat stav/tapp-svar; med stark
ljusblixt efter 10 minuter i bakgrundsljus motsvarande dagsljusforhallanden, for att utvardera
tappsvar och till sist flera blixtar i foljd med en frekvens pa 30 blixtar/sekund, vilket ar ytterli-
gare ett satt att utvardera tapparna.

En del av resultatet som togs fram i studien var beskrivande matt som medelvarde, standardav-
vikelse och percentiler for amplituder och implicit-tider. For att upptéacka om resultat fran en
patient &r normalt eller onormalt tittar man ofta pa om det faller mellan 2,5:e och 97,5:e per-
centilen for ett normalmaterial.

En annan del av resultatet var statistisk analys pa utvalda delar av protokollet som visade vari-
ation mellan individer, mellan 6gon pa samma individ och mellan undersokningstillfallen. De
utvalda delarna som dessa analyser gjordes pa var stavsvaret efter 20 minuter morkeradaptation,
samt tappsvaren vid enstaka blixtar eller 30 Hz flicker (snabbt blinkande ljusblixtar) efter ljus-
adaptation.

Dessa analyser visade att det finns en stor variation for amplituderna fran dessa ERG men en
lag variation for implicit-tiden. Detta betyder att det intervall dar friska djur kan befinna sig,
normalvariationen, & mycket bredare for amplituderna &n for implicit-tiden. Detta gor implicit-
tiden till en mer anvandbar parameter for det har materialet for att skilja pa forandringar i nat-
hinnan pa grund av sjukdom och foérandringar som ar normala individskillnader.

Det finns férmodligen flera orsaker till den stora variationen for amplituderna och den lagre
variationen for implicit-tiderna. Dels finns flera yttre faktorer som kan ha stor paverkan pa
amplituderna. Mangden ljus som nar nathinnan paverkas av pupillernas storlek vid undersok-
ningen och huvudets position i ljusstimulatorn. Det ar ocksa visat att placeringen av elektro-
derna pa tinningarna kan andra hur hog amplituden blir vid ett ERG, medan motsvarande skill-
nad for implicit-tiderna inte har rapporterats. Vi noterade ocksa att ateranvandning av elektro-
derna dkade motstandet under studiens gang, vilket kan paverka amplitudernas storlek, Betyd-
ligt hogre stavsvar uppmattes vid andra undersokningen av hundarna, vilket kan bero pa en
okad erfarenhet hos undersokaren/forfattaren da ERG ar en metod som kraver mycket traning.
Andra faktorer som kan ha haft viss, men sannolikt mindre betydelse, var skillnader i luftfuk-
tigheten i rummet och tid pa dygnet som hundarna undersoktes.

Det skulle dven kunna finnas fysiologiska orsaker som haft paverkan pa variationen mellan
individer da amplituderna beror pa hur manga celler av vissa sorter som finns da dessa celler
star for den elektriska potential som ERG:t mater. Implicit-tiderna daremot beror mer pa pro-
cesser i cellerna och hastigheten pa som den elektriska potentialen har i cellen. Dessa faktorer
borde vara lika mellan olika individer da cellerna i sig fungerar lika oavsett vilken individ de
finns hos.
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