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Potilasspesifisistd iPS-soluista erilaistettuja sydinlihassoluja voidaan hyddyntdd muun
muassa geneettisten sydansairauksien mallinnuksessa, lddkekehityksessd ja uusien ka-
rakterisointimenetelmien kehityksessd. Yksittdisille sydédnlihassoluille tehtdvit tutki-
mukset joudutaan tekemddn noin viikon sisilld solujen dissosioinnista, silld dissosioin-
nin aikana sykkivien soluaggregaattien mukana soluviljelméén paityy aina sydanlihas-
solujen lisdksi muitakin solutyyppejd. Sydanlihassolut eivét jakaannu, mutta jotkin néis-
td muista solutyypeistd jakaantuvat, peittden ndin viljelmalla kasvavat sydénlihassolut.

Opinndytetyon tavoitteena oli kehittdd BioMediTechin Syddnryhmén kiyttdon sydénli-
hassoluille spesifinen kasvatusolosuhde, jolla voitaisiin estdd tai vihentdd muiden kuin
syddnlihassolujen kasvaminen maljalla. Samaa olosuhdetta voitaisiin kdyttdd myds sy-
déanlihassolujen pakastuksen ja sulatuksen jélkeiseen kasvatukseen, jolloin soluja voi-
daan tarvittaessa ldhettdd Sydanryhmén yhteistyokumppaneille analysoitavaksi. Opin-
ndytetyon tarkoituksena oli testata erilaisia kasvatusolosuhteita, joiden avulla voitaisiin
saavuttaa asetettu tavoite ja tutkia, ettd tyOssd kadytetyt menetelmét eivit vaikuta haitalli-
sesti syddnlihassolujen ominaisuuksiin.

Ty0ssa testattiin neljdé eri olosuhdetta kolmella viljelmélld ja tydn tuloksia analysoitiin
vasta-ainevirjdyksen, videoanalyysiohjelman ja Cell-IQ:n avulla saadun datan perus-
teella. Laktaattimedium eli kasvatusmedium, jossa glukoosi on korvattu laktaatilla,
osoittautui tulosten perusteella kehityskelpoiseksi. Vasta-ainevirjdykset osoittivat, etti
olosuhteissa, joissa kéytettiin laktaattimediumia, oli sydénlihassolujen prosentuaalinen
osuus maljalla suurempi kuin muissa olosuhteissa. Cell-IQ:n perusteella voitiin todeta
laktaattimediumin vaikuttavan muihin kuin sydadnlihassoluihin estéen tai vdhentéen nii-
den jakautumista seka litkkumista.

Asiasanat: iPS-solu, kantasolu, sydédnlihassolu, kasvatusolosuhde
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Cardiomyocytes differentiated from patient specific iPS cells can be used, among other
things, for modeling genetic heart diseases and developing drugs and characterization
methods. Analyses made for single cardiomyocytes have to be done within a week after
dissociating cell aggregates into single cardiomyocytes because, usually during the pro-
cess some other cell types end up in the cell culture contaminating it. This causes the
cell culture to grow confluent since unlike cardiomyocytes, several of these other cell
types start to divide and cover non-dividing cardiomyocytes.

The objective of the study was to develop cardiomyocyte specific cell culture conditions
for the use of BioMediTech’s Heart Group. The culture conditions developed here were
intended to inhibit or prevent growth of non-cardiomyocyte cells in the cell culture. Fur-
thermore, they were designed to enhance cardiomyocytes’ survival after freezing and
thawing processes, therefore improving the longevity of cells sent to the Heart Group’s
collaborators for analysis. The purpose of the study was to experiment with various cul-
ture conditions that could help to achieve the objective of the study and to determine
that the said conditions do not have any adverse effects on the properties of cardiomyo-
cytes.

This study was conducted using four culture conditions on three different cultures and
results were analyzed using the data from immunostaining, videoanalyzer software and
Cell-IQ. The culture medium where glucose was replaced with lactate, also known lac-
tate medium, proved to be a developable medium for the culture of cardiomyocytes.
Immunostainings indicated that in the culture conditions where the lactate medium was
used, the percentage of cardiomyocytes was higher than in other culture conditions used
in the study. Lactate medium’s inhibiting effect for non-cardiomyocyte cells was seen
on the analyzed data obtained from a Cell-IQ run. It was seen that the lactate medium
inhibited movement and division of cells.

Key words: iPS cell, stem cell, cardiomyocyte, culture condition
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LYHENTEET JA TERMIT

ADP adenosiinidifosfaatti

apoptoosi ohjelmoitu solukuolema

ATP adenosiinitrifosfaatti

ATPaasi adenosiinitrifosfataasi

BMP luun morfogeeninen proteiini

BSA naudan seerumin albumiini

DMSO dimetyylisulfoksidi

EB (embryoid body) spontaanisti muodostuva soluaggregaatti
END-solu viskeraalisen endodermin kaltainen solu

ES-solu alkion kantasolu

FBS (fetal bovine serum) naudan sikion seerumi

FGF fibroblastikasvutekijé

fiksata solujen kiinnitys alustaan virjdysti varten

Gsk3 glykokeeni-syntaasi kinaasi 3

iPS-solu indusoitu pluripotentti kantasolu

kardiogeneesi syddmen ja sydédnsolujen kehittyminen

MyBP-C myosiinia sitova proteiini C

NDS (normal donkey serum) aasin seerumi

NEAA (non-essential amino acids) ei-valttdmattoméat aminohapot
PB fosfaattipuskuri

PBS fosfaattipuskuroitu suolaliuos

Pen/Strep penisilliini ja streptomysiini

PFA paraformaldehydi

teratooma kasvain, jossa on havaittavissa jokaisesta kolmesta alkioker-

roksesta perdisin olevaa kudosta



1 JOHDANTO

Kantasolu on erilaistumaton solu, jolla on kyky jakautua loputtomasti, seké erilaistua eri
solutyypeiksi. Kantasolut voidaan jakaa niiden ldhteen perusteella viiteen ryhmédin: em-
bryonaaliset eli alkion kantasolut (ES-solut), aikuisen kantasolut, sikion kantasolut, is-
tukkaverestd eristetyt kantasolut sekd aikuisen somaattisesta solusta uudelleenohjel-
moidut pluripotentit kantasolut eli indusoidut pluripotentit kantasolut (iPS-solut). ES-
solujen kéyttod tutkimuksessa on pidetty eettisistd syistd hyvin kiistanalaisena, joten
iPS-solujen kehittdminen vuonna 2006 (Takahashi & Yamanaka 2006) avasi uusia

mahdollisuuksia kantasolututkimukselle.

Tadma opinndytetyd tehtiin BioMediTechin Sydidnryhméain. BioMediTech on osa Tam-
pereen yliopiston ja Tampereen teknillisen yliopiston yhteistd instituuttia. Syddnryhma
erilaistaa potilasspesifisid iPS-soluja sydinlihassoluiksi ja hyddyntda niitd geneettisten
syddnsairauksien mallinnuksessa. Ryhméa keskittyy myds muun muassa kehittiméan
menetelmid sydéinlihassolujen karakterisointiin sekd solumalleja lddkekehitykseen.
Opinndytetyon ohjasivat laboratorioanalyytikko Henna Lappi ja filosofian tohtori Mari-

sa Ojala.

Kun soluaggregaatteja dissosioidaan eli hajotetaan yksittdisiksi soluiksi, sykkivien so-
luaggregaattien mukana soluviljelmdin péaétyy aina sydinlihassolujen lisdksi muitakin
solutyyppeji, kuten fibroblasteja ja epiteelisoluja. Sydanlihassolut eivét jakaannu, mutta
jotkin ndistd muista solutyypeistéd jakaantuvat, peittden nidin viljelmélld kasvavat sydén-
lihassolut. Tastd syystd yksittdisille sydinlihassoluille tehtavét tutkimukset joudutaan

tekemédn noin viikon sisilld solujen dissosioinnista.

Opinndytetyon tavoitteena oli kehittdd ainoastaan sydénlihassoluille spesifinen kasva-
tusolosuhde, jolloin muiden solujen osuus maljalla vihenee ja sydéinlihassolujen kéyt-
toika pitenee. Tavoitteena oli myos, ettd kehitetty menetelma auttaa yksittéisid sykkivid
syddnlihassoluja selvidmadin pakastuksesta ja sulatuksesta ilman, ettd niiden ominaisuu-
det muuttuvat. Tilloin niitd voidaan lahettdd Sydédnryhmin yhteistydkumppaneille ana-

lysoitavaksi.



Opinndytetyon tarkoituksena oli testata erilaisia kasvatusolosuhteita, joilla voidaan vi-
hentdd tai estdd muiden kuin sydénlihassolujen kasvaminen maljalla ja parantaa solujen
selviytymistd pakastuksesta ja sulatuksesta. Tyon tarkoituksena oli myos eri analyysi-
menetelmien keinoin varmistaa, ettd tyOssd kadytetyt menetelmét eivit vaikuta sydénli-

hassolujen ominaisuuksiin.



2 INDUSOIDUT PLURIPOTENTIT KANTASOLUT

Indusoidut pluripotentit kantasolut ovat tyypillisesti ihmisen somaattisista soluista uu-
delleenohjelmoituja pluripotentteja eli erittdin monikykyisid kantasoluja. Pluripotentti
solu voi erilaistua miksi tahansa aikuisen somaattiseksi soluksi, mutta ei ekstraembyo-
naaliseksi kudokseksi. iPS-solut pystyvit siis erilaistumaan ES-solujen tavoin kaikkien
kolmen alkiokerroksen eli endodermin, mesodermin ja ektodermin soluiksi. (Takahashi

ym. 2007, 861.)

2.1 Thmisen somaattisten solujen uudelleenohjelmointi indusoiduiksi pluripoten-

teiksi kantasoluiksi

Ensimmaéisen kerran iPS-soluja tuotettiin vuonna 2006 hiiren fibroblastisoluista ja vuot-
ta my6hemmin kahdella eri menetelmalld ihmisen fibroblastisoluista (Takahashi & Ya-
manaka 2006; Takahashi ym. 2007; Yu ym. 2007). Takahashi ja Yamanaka ryhmineen
(2007) kehittivdt menetelmédn ihmisen iPS-solujen tuottamiseen siirtimaélld retrovirus-
vektoreilla ihmisen somaattisiin soluihin transkriptiotekijit Oct4, Sox2, Klf4, ja c-Myc.
Kyseiset transkriptiotekijét aktivoivat erilaistuneissa soluissa kantasoluissa ominaisesti
aktiiviset geenit ja aiheuttavat ndin somaattisten solujen paluun kantasoluasteelle (Ta-
kahashi ym. 2007; Takahashi & Yamanaka 2006). Samaan aikaan toinen ryhma todisti,
ettd iPS-solujen tuottamiseen voidaan kiyttdd myds muita transkriptiotekijoitd siirtdmél-
13 lentivirusvektorilla soluun transkriptiotekijit Oct4, Sox2, Nanog ja Lin8 (Yu ym.

2007, 1917).

iPS-solujen tuottamiseen voidaan kéyttdd myds muita menetelmid ja menetelmissi kay-
tetyt geenit saattavat vaihdella. Retro- ja lentivirusvektoreiden avulla siirretyt geenit
integroituvat kohdesolun genomiin. Integroitujen geenien oletetaan hiljentyvén koh-
desolussa, mutta geenien mahdollinen uudelleenaktivaatio saattaa aiheuttaa mutageeni-
syyttd. Tdmin takia soluja on uudelleenohjelmoitu iPS-soluiksi menetelmin, joissa siir-
retyt geenit eivit integroidu genomiin. Nitd menetelmid ovat muun muassa adenovi-
rusvektorin (Stadtfeld ym. 2008) ja sendaivirusvektorin kiyttd (Fusaki ym. 2009) seki
geenien siirto plasmiditransfektiolla (Okita ym. 2010) ja transposoneilla (Woltjen ym.
2009).
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2.2 Vastaavuus ihmisen alkion kantasolujen kanssa seki kaytto tutkimuksessa

Ihmisen ES-solujen ja iPS-solujen vastaavuutta on tutkittu runsaasti. iPS-solujen on
todettu suurelta osin vastaavan ihmisen ES-soluja morfologialtaan, profileraatioltaan,
telomeraasiaktiivisuudeltaan ja geenien ilmentymiseltddn. iPS-solujen on myds todettu
muun muassa ilmentdvin ES-soluille spesifisid antigeenejd, niilld on havaittu olevan
kyky muodostaa teratoomia hiireen siirrettynd ja erilaistua jokaiseksi kolmeksi alkioker-
rokseksi in vitro. (Takahashi ym. 2007, 861). ES-solujen ja iPS-solujen geenien ilmen-
tymistd, DNA:n metylaatiota sekd erilaistumista on verrattu toisiinsa useissa tutkimuk-
sissa. Néiden perusteella on voitu todeta, ettd ndméa kaksi kantasolutyyppid vastaavat

monilta ominaisuuksiltaan toisiaan ja ettd niitd on vaikea erottaa toisistaan. (Yamanaka

2012, 680.)

Ihmisen somaattisten solujen uudelleenohjelmointi kantasoluiksi mahdollistaa potilas-
ja sairausspesifisten kantasolujen kédyton tutkimuksessa, jolloin voidaan muun muassa
tutkia sairauden syntyé ja toksikologiaa sekd testata ladkeaineita (Takahashi ym. 2007,
869). Kantasolujen avulla voidaan myds mahdollisesti hoitaa oireita sekéd parantaa ku-
dostuhon pohjalta syntyvii tauteja, kuten diabetesta ja Parkinsonin tautia (Tutkimuseet-

tinen neuvottelukunta ym. 2003, 5-6).

Joitakin rajoittavia tekijoitd iPS-solujen kdytossd tutkimuksessa on kuitenkin ilmennyt.
On esimerkiksi havaittu, ettd iPS-soluista erilaistetut sydédnlihassolut eroavat ihmisen
kypsistd sydanlihassoluista muun muassa myofibrillirakenteeltaan, joka on kypsiin sy-
dénlihassoluihin verrattuna usein hyvin jérjestdytyméton. Tdma vaikuttaa muun muassa

solujen supistumiskykyyn. (Ribeiro ym. 2015, 12705.)
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3 SYDANLIHASSOLU

Myokardium eli sydénlihas koostuu sydénlihassoluista, jotka ovat pitkdnomaisia ja
verkkomaisesti toisiinsa liittyneitd. Myokardiumissa on sydédnlihassolujen lisédksi myos
muita solutyyppejd, kuten fibroblasteja, endoteelisoluja ja sileitd lihassoluja. Sydénli-
hassoluja ympiroivé sidekudos pitdé sisdlldén sydénlihassolujen ja syddmen fibroblas-
tien erittdmén soluvéliaineen, joka on tirked tekijd sydédnlihassolujen keskindisessd vuo-
rovaikutuksessa. Soluviliaine koostuu I-, III- ja IV-tyypin kollageenista, laminiinista,
fibronektiineista ja proteoglykaaneista. (Kettunen, Hassinen, Peuhkurinen & Kupari

2008, 24; Sarantitis ym. 2012, 367.)

3.1 Sydéinlihassolun rakenne ja morfologia in vivo

Sydénlihassolut ovat tyypillisesti noin 100 pm pitkid ja 10-15 pm leveiti ja niilld voi
olla yksi tai useampi tuma (Sarantitis ym. 2012, 367). Noin 85 % sydédnlihassoluista on
kaksitumaisia. Solut kiinnittyvit toisiinsa levymadisilld soluliitoksilla, jotka sisdltévit
solujenvilisen viestinndn mahdollistavia aukkoliitoksia. (Kettunen ym. 2008, 25.) Sy-
déanlihassolut kuluttavat paljon energiaa, joten soluissa on runsaasti mitokondrioita

(Kettunen ym. 2008, 28).

Sydénlihassolun solukalvo eli sarkolemma on kaksikerroksinen fosfolipidimolekyyleis-
td, kolesterolista seké proteiinimolekyyleistd muodostunut rakenne. Kalvolla sijaitsevat
proteiinit ovat muun muassa reseptorivasteita vélittdvid entsyymeitd, reseptoreita sekd
toimivat kanavina ioneille ja muille molekyyleille. Tarkeimpid néistd ovat neurohumo-
raalisten vilittdjdaineiden reseptorit sekd reseptoreiden vaikutuksia sdételevit ja guanii-
ninukleotidejé sitovat G-proteiinit. Sarkolemman solun ulkopuoliselle pinnalle on kiin-
nityneend mukopolysakkaridivaippa, joka kiinnittdd sarkolemman soluvéliaineeseen
sekd antaa solulle rakenteellista lujuutta. Muita sydénlihassolun tirkeimpid rakenteita
ovat T-putket, joita pitkin ionit ja ravinteet kulkeutuvat soluun, sytoplasmassa kalsium-
varastona toimiva sarkoplasminen kalvosto sekéd solun muotoa tukeva tukiranka eli sy-

toskeleton. (Kantz 2006, 25-34; Kettunen ym. 2008, 27-28.)
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Sydénlihassolun tilavuudesta noin 50 prosenttia muodostuu solun pituussuunnan mukai-
sesti jarjestdytyneistd myofibrilleistd eli sydénlihasta supistavasta proteiinirakenteesta.
Myofibrillit ovat sdiemadisiéd rakenteita, jotka muodostuvat noin 60:std sarjaan kytkeyty-
neestd sarkomeerista. Sarkomeerit koostuvat lomittain jérjestdytyneistd proteiineista
muodostuvista paksuista ja ohuista myofilamenteista. Sydéinlihassolu supistuu, kun
myofilamentit liukuvat lomittain toistensa véliin lyhentden nédin sarkomeeria (kuvio 1,
osa B). Paksut myofilamentit kiinnittyvét toisiinsa M-juovaksi kutsutulla alueella, joka
koostuu muun muassa M- ja myomesiiniproteiineista. Ohuet myofilamentit ovat kiinni-
tyneind toisiinsa Z-levyksi kutsutussa rakenteessa, joka jakaa myofibrillin sarkomee-
reiksi. Paksut myofilamentit ovat kiinnittyneind Z-levyyn titiinistd muodostuvan vili-
sdikeen avulla. (Kuvio 1.) (Kantz 2006, 19-23; Kettunen ym. 2008, 25-26; Tajsharghi
2008, 1261.)
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Sarkomeeri

KUVIO 1. Sydénlihassolun lepotilassa (A) ja supistuneena (B) oleva sarkomeerirakenne

(Servier 2016, muokattu).

Paksut myofilamentit muodostuvat myosiinimolekyyleistd, joihin on kiinnittyneend
myosiinia sitova proteiini C (MyBP-C) seki péissé aktiiniin kiinnittyva raskasketjuinen
myosiinipdd. Ohuiden myofilamenttien runko muodostuu aktiinimolekyyleistd, joihin
on kiinnittyneend sdénnollisin vélein kolmesta eri troponiinista (troponiini C, troponiini

I ja troponiini T) koostuva troponiiniryhméd sekd tropomyosiinimolekyyli. (Kuvio 2.)
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Néma estivét aktiinin ja paksun myofilamentin myosiinipddn vélisen vuorovaikutuksen
sydénlihassolun ollessa lepotilassa. (Kantz 2006, 19-23; Kettunen ym. 2008, 25-28;
Flashman, Redwood, Moolman-Smook & Watkins 2004, 1279.)

Troponiini T L
.. T s . Troponiini C
Aktiini ropomyosin Troponiini I ‘

~A~«— MyBP-C Myosiinipdi

9 Myosiini

i

KUVIO 2. Ohuen ja paksun myofilamentin rakenne (Tajsharghi 2008, 1264, muokattu).

3.2 Supistus - relaksaatio

Sydéanlihassolun sisd- ja ulkotilan jénnite-eron purkautuminen kiynnistdd kemiallisen
prosessin, jossa solukalvon seké sarkoplasmisen kalvoston kalsiumkanavat avautuvat ja
padstivit kalsiumioneja (Ca®") soluun. Kalsiumpitoisuuden kasvaessa aktiiniin sitoutu-
neeseen troponiiniryhmin osaan C sitoutuu kalsiumioneja, jolloin troponiini I irtoaa
aktiinista ja tropomyosiinimolekyyli siirtyy mahdollistaen paksun myofilamentin myo-
siinipddn sitoutumisen aktiiniin. Samalla vapautuvat myosiiniipddhdn sitoutuneet
adenosiinidifosfaatti (ADP) sekd fosfaatti. Energian vapautuminen kdintdd myosiini-
pain kohti sarkomeerin keskustaa supistaen ndin sarkomeeria. (Kettunen ym. 2008, 29—

30; Liberman & Marks 2013, 889.)
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Sydénlihassolun supistuminen pdittyy, kun solun ulkopuolelta tuleva kalsiumvirta lop-
puu ja sarkoplasmisen kalvoston kalsiumpumput aktivoituvat. Télloin troponiiniryhmén
vuorovaikutus kalsiumionien kanssa péattyy, adenosiinitrifosfaatti (ATP) sitoutuu myo-
siinipddhdn ja samanaikaisesti myosiinipdd irtautuu aktiinista. Tdma johtaa sarkomeerin
ja edelleen solun relaksaatioon. Adenosiinitrifosfataasi (ATPaasi) hydrolysoi myosiini-
padhin sitoutuneen ATP:n ADP:ksi ja fosfaatiksi. (Kettunen ym. 2008, 29-30; Liber-
man & Marks 2013, 889.)

3.3 Sydinlihassolun energiametabolia

Sydénlihassolun toiminta on riippuvaista keskeytyméttoméstd ATP:n tuotannosta ja sitd
myoéten ravinteiden ja hapen saannin jatkuvuudesta. ATP tuotetaan mitokondrioissa,
joita sydinlihassoluissa on runsaasti. Sydédnlihassolut voivat kéyttdd energianldhteendén
saatavuudesta ja sydinlihaksen fysiologisesta tilasta riippuen glukoosia, laktaattia, ras-
vahappoja seké ketoaineita. (Peuhkurinen & Hassinen 2000, 20.) Sydénlihassolun ener-
giasta 98 % tulee aerobisen energiantuotannon kautta ja vain noin 2 % anaerobisen eli
glykolyysin kautta. Pelkéstidén glykolyysista saatava ATP ei riitd kattamaan sydanlihas-
solun suurta energiantarvetta. (Lieberman & Marks 2013, 887, 891.)

Sydénlihassolun energiasta noin 60—-80 prosenttia tulee rasvahapoista, jotka siirtyvét
soluun vapaina rasvahappoina. Solussa ne aktivoituvat muodostaessaan asyylikoent-
syymi A:n (asyyli-CoA) yhdessd koentsyymi A:n (CoA) kanssa. Voidakseen ldpdistd
mitokondrion sisdkalvon, asyyli-CoA reagoi karnitiinin kanssa muodostaen asyylikar-
nitiinia, joka mitokondrion matriksin sisilld muutetaan takaisin asyyli-CoA:ksi. Mito-
kondriossa asyyli-CoA hajoaa asetyyli-CoA:ksi, joka siirtyy edelleen sitruunahappo-
kiertoon, missa siitd tuotetaan ATP:td. (Kantz 2006, 58—63; Peuhkurinen & Hassinen
2000, 20-21.)

Laktaattia sydénlihassolu voi kéyttdd erergianldhteenddn, kun laktaattidehydrogenaasi
katalysoi laktaatin pyruvaatiksi. Laktaattidehydrogenaasi on entsyymi, jota on kahta eri
alatyyppid (M ja H). Ndista alatyypeistd muodostuu viisi eri isoentsyymid (M4, M3H]1,
M2H2, M1H3 ja H4), joita esiintyy eri kudoksissa eri madrid. Luurankolihaksessa eli
luustorustoon kiinnittyvéssd poikkijuovaisessa lihaksessa eniten esiintyvé laktaattide-

hydrogenaasin isoentsyymi M4 katalysoi pyruvaatin laktaatiksi, kun taas sydénlihasso-
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luissa eniten esiintyva isoentsyymi H4 katalysoi reaktiota toiseen suuntaan, eli laktaatin
pyruvaatiksi. Muodostunut pyruvaatti muuttuu mitokondrion matriksissa asetyyli-
CoAksi, joka siirtyy edelleen sitruunahappokiertoon. (Lieberman & Marks 2013, 891,
405; Tohyama ym. 2013, 128.)
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4 SYDANLIHASSOLUJEN VILJELY

Soluja viljelldén keinotekoisesti luoduissa olosuhteissa kasvatusmediumissa, joka
yleensd sisdltdd soluille vélttimittomid ravintoaineita, kasvutekijoitd ja hormoneita.
My®0s ympdriston pH, lampdtila ja hiilidioksidipitoisuus ovat tarkoin sdddeltyjd. Solujen
viljelyalustat pinnoitettaan usein jollakin soluvéliaineen yhdisteelld kuten gelatiinilla,
fibronektiinilla tai kollageenilla. Tdma auttaa soluja kiinnittyméén viljelyalustaan. (Life

Technologies 2014, 2, 20-21, 71.)

4.1 Erilaistusmenetelmiét

Syddmen kehitykseen vaikuttaa joukko erilaisia signalointireittejd ja kasvutekijoitd,
jotka aktivoivat solujen kasvua ja erilaistumista. Tutkituimpia kardiogeneesiin vaikutta-
via kasvutekijoitd ovat transformoivan kasvutekija f —ryhmén eli TGFp-ryhmén kasvu-
tekijit kuten luun morfogeneettiset proteiinit BMP:t, wingless/INT-proteiinit eli Wnt:t
sekd fibroblastikasvutekija FGF. Eri vaiheille ominaiset tekijit toimivat optimaalisesti
vain tietyn ajan sisdlld, minkd takia sydédnlihassolujen erilaistamisprosessin tulee olla
tarkkaan optimoitu. (Rajala, Pekkanen-Mattila & Aalto-Setédld 2011, 2-3; Mummery
ym. 2012, 345.)

Sydénlihassoluja voidaan erilaistaa kasvutekijoiden avulla useilla eri menetelmilld. Erds
ohjattua erilaistumista kayttdvd menetelmd (Laflamme ym. 2007; Takahashi ym. 2007)
kayttad TGFp-kasvutekijaryhmédn kuuluvia aktiviini A ja BMP4 kasvutekijoitd. Talld
menetelmalld on péésty yli 30 prosentin saantoon. Toisessa menetelmédssd (Yang ym.
2008) kaytetddn kasvutekijoitd aktiviini A, BMP4, bFGF, VEGF ja Dkk-1. Fibroblasti-
kasvutekijaryhmdin kuuluvan bFGF:n ja Dkk-1:n eli Dickkopf-1 proteiinin on todettu
inhiboivan Wnt-signalointireittid. Menetelmilld saadaan 3040 % iPS-soluista erilais-
tumaan sydénlihassoluiksi. Menetelmissé kasvutekijoiden lisdys tietyissd aikapisteissd

on oleellista. (Rajala ym. 2011, 2-3; Mummery ym. 2012, 347-348.)

Yksi yleisesti kdytetty menetelmd syddnlihassolujen erilaistukseen on END2-
menetelmd, jossa soluja kasvatetaan viskeraalisen endodermin kaltaisten solujen

(END2-solujen) pédllda. Tamd menetelmd kayttdd hyvidkseen END2-solujen antamia
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solusignaaleja syddnlihassolujen erilaistukseen iPS-soluista. Menetelmén heikkous on
huono erilaistumistehokkuus sydénlihassoluiksi, silld saanto on vain noin 2—3 prosent-
tia. Saannon kuitenkin on todettu kasvavan noin 25 prosenttia, kun kdytetty medium on

insuliiniton ja seerumiton. (Mummery ym. 2003; Mummery ym. 2012, 349.)

Sydénlihassoluja voidaan myds erilaistaa EB-menetelmélld (EB, engl. embryoid body)
ja yksisolukerrosmenetelmalld (engl. monolayer). EB-menetelmélld solut erilaistuvat
solususpensiossa spontaanisti jokaisen kolmen alkiokerroksen soluiksi, esimerkiksi sy-
dénlihassoluiksi. Menetelmin ongelmana on muodostuvien soluaggregaattien vaihteleva
koko sekd huono sydénlihassolujen saanto. Soluaggregaattien kokoa on pyritty sdétele-
médn kayttdmailld erilaistuksessa U- tai V-mallisia mikrokaivoja, joihin siirretdén tun-
nettu médrd soluja. Yksisolukerrosmenetelmissd (engl. monolayer) solut muodostavat
kasvatusalustan pohjalle yhtendisen yksisoluisen kerroksen. Yksisolukerros- ja EB-
menetelmisséd on tirkedd, ettd erilaistuvat solut saavat oikeat signaalit tietyissd aikapis-
teissd. Tami toteutetaan pienmolekyylien ja kasvutekijoiden lisdyksen tai seerumin

avulla. (Mummery ym. 2012, 346-348; Rajala ym. 2011, 4-5.)

Pienmolekyylierilaistusmenetelmédsséd kéytetddn pienmolekyylejéd, jotka vaikuttavat eri-
laistumisprosessin signalointireitteihin. Muun muassa useiden Wnt-signalointireitin
inhibiittoreiden on todettu edistivin erilaistumista. Xiaojun Lian ym. (2013) kehittéi-
méssd menetelmissd kaytetddn CHIR99021-pienmolekyylid, joka inhiboi glykogee-
nisyntaasikinaasi 3:a (Gsk3). Solujen esikésittelyn Gsk3-inhibiittorilla on todettu edis-
tavin solujen erilaistumista syddnlihassoluiksi. Wnt/B-catenin-signalointireitin on ha-
vaittu edistdvin kardiogeneesid erilaistumisen alussa ja estdvén sitd erilaistumisen lop-
pupuolella. Téstd syystd menetelmén myohemmaisséd vaiheessa solut kasitelldan Wnt/B-

catenin-signalointireittid inhiboivalla IWP4:114. (Lian ym. 2013.)

4.2 Solujen pakastus ja sulatus

Solujen pakastus mahdollistaa tutkimuksen jatkamisen tilanteessa, jossa solujen kéytet-
tdvyys on vaarantunut esimerkiksi kontaminaation vuoksi. Solujen morfologia ja toi-
minta saattaa myos muuttua pitkddn jatkuneessa viljelyssd, jolloin on tarpeen sulattaa

uusia soluja. Soluja voidaan sdilyttdd lyhytaikaisesti -80—(-70) °C:ssa, mutta pitkdaikai-
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seen sdilytykseen tulee kéyttdd nestetyppijadhdytteistd pakastinta, jolla voidaan saavut-

taa tarvittava -196 °C:een lampétila. (McAteer & Davis 2002, 179.)

Kun soluja pakastetaan ja sulatetaan, muodostuu niiden sisélle jadkiteitd. Solujen vauri-
oitumisen estdmiseksi ja niiden elinkelpoisuuden takaamiseksi, kdytetddn kryoprotek-
tantteja. Kryoprotektantit voidaan jakaa solunsisdisiin (esimerkiksi dimetyylisulfoksidi
eli DMSO seké glyseroli) sekd solunulkoisiin (esimerkiksi sakkaroosi ja trehaloosi) yh-
disteisiin. Solunsisiiset yhdisteet padsevit kulkeutumaan solun sisille estéien jéékiteiden
muodostumisen sekd soluelimien ja solukalvon vaurioitumisen. Solunulkoiset yhdisteet
pitavét ylld liuoksen osmoottista tasapainoa pakastuksen aikana. (McAteer & Davis

2002, 176; de Lara Janz ym. 2012, 1.)

Kasvatusliuokseen lisdttynd DMSO ja glyseroli laskevat solujen jadtymisldmpdtilaa
sekd padstivit solunsisdisen nesteen kulkeutumaan solusta ulos ldmpétilan laskiessa.
Pakastuksen aikana ldmpétilaa lasketaan noin 1 °C/min, jolloin yliméérdinen neste solu-
jen sisdltd on poistunut ja jédkiteet muodostuvat vasta solun ulkopuolelle. Solujen sula-
tus tulee sen sijaan tehdd mahdollisimman nopeasti jolloin estetéédn jiékiteiden muodos-
tuminen. Pakastus voidaan suorittaa joko manuaalisesti tai koneellisesti. Koneelliset
pakastuslaitteet kayttidvit nestemdistd typped kryoputkien jadhdyttdmiseen kun taas ma-
nuaalisesti pakastettaessa kéytetdén isopropanolia sisdltdvid jadhdytinté, joka siirretdén
syvédjddpakastimeen, missd se jadhdyttdd kryoputket noin 1 °C/min nopeudella. (McA-

teer & Davis 2002, 176-178.)
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5 PLURIPOTENTEISTA KANTASOLUISTA ERILAISTETTUJEN SYDAN-
LIHASSOLUJEN KARAKTERISOINTI

Ihmisen pluripotenteista kantasoluista erilaistettuja sydénlihassoluja voidaan karakteri-
soida niiden toiminnallisten, rakenteellisten ja biokemiallisten ominaisuuksien perus-
teella. Sydénlihassolut ilmentévit erditd niille spesifisid geenejé ja proteiineja, joita voi-
daan kayttdd apuna solujen karakterisoinnissa. Néitd ovat muun muassa sydénlihassolu-
spesifinen troponiini T (cTnT) ja sitd koodaava geeni TNNT2, sekéd paksussa myofila-
mentissa esiintyvé proteiini MHC-f ja sitd koodaava MYH7-geeni. (Megy, Audic, Cla-
verie, 2002, 3, 5; Kehat ym. 2001, 411.)

5.1 Yksittaisen sydanlihassolun visuaalinen karakterisointi in vitro

Sydénlihassolun ensimmadinen visuaalisesti karakterisoitavissa oleva piirre on yleensd
solun spontaani syke (Mummery ym. 2003; Kehat ym. 2001). Aikuisen sydénlihasso-
luihin verrattaessa iPS-solut ovat morfologialtaan ja rakenteeltaan kehittymittomia.
Solujen myofibrillirakenteet ovat lyhyempid ja jéarjestdytymdttomid sekd solut ovat
usein muodoltaan litteitd ja pyoreitd kolmiulotteisen sauvamaisen muodon sijaan. (Khan

ym. 2015. 10—11; Ribeiro ym. 2015, 12705.)

Kineettinen eldvien solujen kuvantaminen mahdollistaa solujen dynaamisten vasteiden
tutkimisen. Visuaalisesti tunnistettavat parametrit kuten solujen jakaantuminen, kiinnit-
tyminen kasvualustaan, migraatio sekd solukuolema ovat analysoitavissa siihen kehitet-
tyjen laitteiden avulla kuten Cell-IQ (Chip-Man Technologies Oy). Laitteistot siséltévit
usein sisddnrakennetun soluviljelyinkubaattorin, mikroskoopin sekd kameran. Soluja
voidaan télld tavoin seurata jopa useiden viikkojen ajan sekd soluja voidaan tutkia myos

yhdessé fluoresoivan leiman kanssa. (FICAM 2016; Stephens & Allans 2008, 82.)

5.2 Immunosytokemiallinen virjiys

Vasta-aineet eli immunoglobuliinit (kuvio 3) ovat Y:n muotoisia glykoproteiineja. Vas-

ta-aineiden rakenteen muodostavat toisiinsa disulfidisidoksin sitoutuneet kaksi identtista
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raskasta polypeptidiketjua ja kaksi kevyttd polypeptidiketjua. Y:n kérjissd sijaitsevat
antigeeniin sitoutuvat osat, joissa on kyseiselle vasta-aineelle spesifinen aminohappojér-
jestys. Vasta-aineet voidaan jakaa raskaan polypeptidiketjunsa perusteella viiteen eri
luokkaan seuraavasti: immunoglobuliinit G (IgG), IgM, IgA, IgD ja IgE. (Alberts ym.
2015, 1315-1317; Delves, Martin, Burton & Roitt 2011, 54.) Vasta-aineita muodostuu,
kun auttaja-T-solu sitoutuu antigeenid esittelevdin B-soluun imusolmukkeissa. Talloin
vapautuu interleukiineja, jotka kdynnistdvéit B-solun kypsymisen ja proliferaation. Ke-
hittyneet B-solut erilaistuvat plasmasoluiksi, jotka tuottavat ja vapauttavat vasta-aineita

verenkiertoon. (Campbell & Farrell 2011, 409-410.)

Antigeeniin
sitoutuva osa
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KUVIO 3. Vasta-aineen rakenne (mukaillen Alberts ym. 2015, 1315).

Vasta-aineet sitoutuvat valikoidusti antigeeneihin eli esimerkiksi tiettyihin bakteerien
pintarakenteisiin, viruksiin ja solukalvon rakenteisiin. Sitoutuessaan vasta-aine inaktivoi
patogeenin tai muuttaa esimerkiksi toksiinin harmittomaksi. Vasta-aineet ovat tdrked
osa thmisen immuunipuolustusta, samoin kuin hyddyllinen viline esimerkiksi solujen
rakenteiden tutkimiseen. (Alberts ym. 2015, 539, 1315-1317; Campbell & Farrell 2011,
411-412; Delves ym. 2011, 53.)
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Immunosytokemiallinen vérjdys perustuu vasta-aineen kykyyn tunnistaa jokin solun
antigeenind toimivista molekyyleistd ja sitoutua sithen. Vasta-aine voidaan leimata esi-
merkiksi fluoresenssileimalla, jolloin antigeeniin sitoutunut vasta-aine voidaan havaita
fluoresenssimikroskoopilla. Virjdyksen avulla voidaan todentaa ndiden antigeenien
médrd ja sijainti solussa. Menetelmdd voidaan kédyttdd myos tunnistamaan eri solutyyp-
peja soluspesifisten antigeenien avulla. (Alberts ym. 2015, 539.) Kun immunosytokemi-
allista varjiystéd kdytetdén sydinlihassolujen karakterisointiin, voidaan antigeenina kayt-
tad esimerkiksi troponin T —proteiinin sydénlihassolulle spesifistd alatyyppid c¢TnT.

(Fuerstenau-Sharp ym. 2015, 1, 9.)

Suorassa menetelmisséd leimattu primédrivasta-aine tunnistaa antigeenin ja sitoutuu sii-
hen. Télla tavoin saatava fluoresoiva signaali ei ole kuitenkaan kovin vahva. Vahvempi
signaali voidaan saavuttaa kéyttden epdsuoraa menetelméd, jossa priméérivasta-aineen
sijaan leimataan joukko siihen sitoutuvia sekundéérivasta-aineita. Epdsuorassa mene-
telmissé siis primddrivasta-aine toimii sekundéérivasta-aineen antigeenini. (Alberts ym.

2015, 539.) (Kuvio 4.)

Suora Epdsuora (T ) Antigeeni

G {j} A Priméirivasta-aine

{} Sekundiirivasta-aine
4‘ {:} Fluoresenssileima

Solu

KUVIO 4. Suora ja epdsuora immunosytokemiallinen vérjiys.

5.3 Videoanalyysiohjelma

BioMediTechin Sydanryhmén kehittdmié videoanalyysiohjelmaa voidaan kiyttad yksit-
tdisen sykkivdn sydédnlihassolun sykkeen analysointiin. Sydéinlihassoluista kuvataan
videoanalyysid varten videoita, joissa kuvataajuuden tulisi olla vdhintdén 60 kuvaa se-
kunnissa. Talloin videoista saatavan informaation médrd on riittdvin korkea tuottamaan

hyvélaatuisen sykesignaalin. Kuvattujen videoiden tulisi siséltdd véhintdan 12 lyontid,
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jotta ne edustaisivat kattavasti kyseisen syddnlihassolun sykesignaalia. (Ahola, Kiviaho

ym. 2014, 1; Ahola, Pradhapan ym. 2014, 1140.)

Videoanalyysiohjelma valitsee sydidnlihassolusta otetusta videokuvasta tarkasti sykki-
vin alueen sekd sen keskipisteen. Alue jaetaan kuvion 5 mukaisesti kahdeksaan sekto-
riin, joista jokainen kattaa 45 astetta. Jokaisesta sektorista ohjelma laskee kiihtyvyyden
normaalikomponentin ja tangentiaalikomponentin summavektorin. Tdmén avulla oh-
jelma piirtdd 16 sykesignaalia eli jokaisesta kahdeksasta sektorista radiaalisen ja tangen-
tiaalisen signaalin (kuvio 5). Néistd valitaan véhintddn kolme parasta signaalia, joiden
avulla saadaan tietoa solun syketiheydestd, relaksaation ja supistuksen kestosta, seki

sykkeessd mahdollisesti esiintyvistd poikkeamista. (Ahola, Kiviaho ym. 2014, 6, 8.)

Tangentiaali-

komponentti Normaali-

komponentti

KUVIO 5. Analysoitava solu jaetaan kahdeksaan sektoriin (A), joista videoanalyysioh-
jelma laskee kiihtyvyyden normaali- ja tangentiaalikomponenttien summavektrorin (B)

(Ahola, Kiviaho ym. 2014, 6, muokattu.)
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6 TAVOITE JA TARKOITUS

Opinndytetyon tavoitteena oli optimoida ainoastaan syddnlihassoluille spesifiset kasva-

tusolosuhteet, joita voidaan kdyttdd myos sydinlihassolujen pakastuksen ja sulatuksen

jélkeiseen kasvatukseen. Tdlloin soluja voidaan ldhettdd Syddnryhmin yhteistyokump-

paneille analysoitavaksi. Kehitetty menetelmai ei saa vaikuttaa haitallisesti sydénlihasso-

lujen ominaisuuksiin, kuten morfologiaan ja sykkeeseen.

Opinnidytetyon tarkoituksena oli kokeilla erilaisia kasvatusolosuhteita, joilla voidaan

vihentdd tai estdd muiden kuin sydinlihassolujen kasvaminen kaivossa. Tarkoituksena

oli my®0s testata eri kasvatusmediumeja solujen sulatuksen jédlkeiseen kasvatukseen seké

lopulta yhdistdd ndma kasvatusolosuhteet.

Opinndytetyon tehtivit olivat seuraavat:

1.

Kasvattaa yksittéisid sydénlihassoluja esitestien perusteella valituissa kasvatus-
olosuhteissa.

Kuvata soluja kasvatuksen aikana ja ottaa sykkivistd sydédnlihassoluista ennalta
médrittynd pdiviand videokuvaa ja analysoida sitd tarkoitukseen kehitetylld vi-
deoanalyysiohjelmalla.

Virjitd solut immunosytokemiallisesti ja madrittdd sydédnlihassolujen esiinty-
vyys kaivoissa verrattuna muihin soluihin.

Kayttdd samoja kasvatusolosuhteita ja analyysimenetelmid myds sulatetuille so-
luille.

Seurata Cell 1Q —laitteen avulla soluja kasvatuksen aikana, saaden muun muassa

tietoa kaivossa olevasta solumiirésti seké solujen litkkumisesta kaivossa.
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7 MATERIAALIT JA MENETELMAT

7.1 Tyossa kiytetty solulinja seké soluviljely- ja analyysimenetelmét

Ty0ssa kaytetty solunlinja oli UTA.04602.WT. Kyseessé on kontrollilinja, joka on tehty
uudelleenohjelmoimalla vuonna 1954 syntyneen terveen naisen ihon fibroblastisoluja
iPS-soluiksi. Koepala on otettu vuonna 2010. iPS-solut on tuotettu viemaélla retrovirus-
vektoreilla soluun transkriptiotekijat Oct4, Sox2, KLF4 ja cMyc. Valmistettujen iPS-
solujen pluripotenttisuus on varmistettu karakterisoimalla geenien ilmentymistd RT-
PCR:1l4, proteiinien ilmentymistd immunosytokemiallisesti ja teratooman muodostu-
mista. On my0s varmistettu, ettd valmistetut iPS-solut muodostavat spontaanisti kaikkia
alkiokerroksen soluja ja ettei kyseisessd kontrollilinjassa esiinny Syddnryhmassé tutkit-

tavia geenimutaatioita. (Lahti ym. 2012.)

Tyotd varten kasvatettiin soluja neljilla 24-kuoppalevylld. Kaytetty solulinja oli kaikis-
sa viljelmissd sama. Viljelmit A ja B olivat END2-erilaistettuja, viljelmén C solut olivat
sulatettuja sekd pienmolekyylierilaistettuja ja viljelmidn D solut olivat sulatettuja ja
END2-erilaistettuja. Pakastetut solut oli dissosioitu ennen pakastusta. Viljelmien analy-
sointiin kéytettiin videoanalyysid ja vasta-ainevérjdystd. Tamén lisdksi viljelmdn B so-
luja kuvannettiin Cell-1Q —laitteiston (Chip-Man Technologies Oy) avulla. (Taulukko 1,
Kuvio 6.) Viljelmén D solut eivét selvinneet sulatuksesta, joten niille ei voitu suorittaa

tarvittavia analyyseja.

TAULUKKO 1. Ty0ssé suoritetut soluviljelyt sekd analyysimenetelmat.

Viljelma A B C
END2 X X
Erilaistusmenetelma
Pienmolekyyli X
Pakastettu / sulatettu X X
Videoanalyysi X X X
Analyysimenetelméa Virjdys X X X
Cell-1IQ X
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7.2 Tyossa kiytetyt viljelyolosuhteet

Tyon tavoitteena oli kehittdd menetelmd, jolla estetddn muiden kuin sydénlihassolujen
kasvaminen soluviljelmissd. Tdméi mahdollistaa sydénlihassolujen pidempiaikaisen vil-
jelyn ja analysoinnin. Tdhdn tavoitteeseen pyrittiin piddsemién erilaisten kasvatusme-
diumien sekd pinnoitteiden avulla (taulukko 2). Liitteend 1 on kdytettyjen kasvatusme-

diumien tarkemmat siséllot ja kédytetyt reagenssit.

TAULUKKO 2. Tydssé kéytetyt kasvatusmediumit ja pinnoitteet (Liite 1).

Kasvatusmedium Pinnoite

20 % EB-medium 0,1 % gelatiini (Gelatine Type A, Sigma-Aldrich®)
5 % EB-medium 0,1 % gelatiini (Gelatine Type A, Sigma-Aldrich®)
5 mM laktaattimedium |+ 0,02 % kondroitiinisulfaatti

Sydanryhmin kiyttdmissd normaaliolosuhteissa kasvatusmediumina on 20 % EB-
medium (naudan sikioén seerumi (FBS) -pitoisuus 20 %) ja pinnoitteena 0,1 % gelatiini.
Ty6hon valittiin yhdeksi testattavaksi kasvatusmediumiksi 5 % EB-mediumi, silld yli 10
% seerumipitoisuuden on todettu lisddvin fibroblastien proliferaatiota (Salameh &
Dhein 2005, 570-571). Toinen tyohon valituista kasvatusmediumeista oli 5 mM laktaat-
timedium. Kuten luvussa 3.3 mainittiin, sydinlihassolut voivat kdyttad laktaattia energi-
anldhteendén. Kasvatusmediumia, johon on glukoosin sijaan lisétty laktaattia energian-
lahteeksi, on kdytetty menestyksekkddsti saannon parantamiseen sydanlihassolujen eri-
laistuksessa (Tohyama ym. 2013). Laktaattimediumin pitoisuuteen 5 mM paddyttiin
esitestien perusteella. Testattavaksi pinnoitteeksi valittiin 0,1 % gelatiini + 0,02 %
kondroitiinisulfaatti, silld kondroitiinisulfaatti on eréds soluvéliaineessa esiintyvistd yh-
disteistd ja sen on aiemmin todettu vdhentdvén solujen litkkumista (Alberts ym. 2015,
1185). Esitestien perusteella ei havaittu suuremman (0,2 %) ja pienemmén (0,02 %)
kondroitiinisulfaattipitoisuuden vélilld eroavaisuuksia, joten tydssd pdddyttiin kayttéd-

méén pienempdi pitoisuutta.

Tydssé soluja viljeltiin neljissé eri olosuhteessa (taulukko 3) ja jokaista olosuhdetta oli
neljd kaivoa viljelmda kohden. Soluja viljeltiin + 37 °C ldmpdétilassa 5 %:n hiilidioksi-
dipitoisuudessa. Kasvatusmedium vaihdettiin soluille kaksi kertaa viikossa. Olosuhteet
on nimetty ty0ssé taulukon 3 mukaisesti olosuhteiksi 1, 2, 3, ja 4. Taulukossa 3 on ker-

rottu kussakin olosuhteessa kiytetty medium ja pinnoite seki ilmoitettu pdivd, jona me-
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dium on vaihdettu soluille. Pdivd 0 (d. 0) on piivé, jona sydadnlihassoluiksi erilaistuneet
soluaggregaatit on dissosioitu yksittdisiksi sydénlihassoluiksi tai aiemmin pakastetut
solut on sulatettu. Dissosioinnista/sulatuksesta seuraava péivd on pdivd 1 (d. 1) ja niin

edelleen.

TAULUKKO 3. Ty0ssé kéytetyt olosuhteet.

Olosuhde Medium Pinnoite
Olosuhde 1 d. 0 20 % EB-medium 0,1 % gelatiini
(kontrolli)
Olosuhde 2 d. 0 20 % EB-medium 0,1 % gelatiini
(laktaatti) d.3 5 mM laktaattimedium
d. 6 5% EB-medium
Olosuhde 3 d. 0 20 % EB-medium 0,1 % gelatiini +
(yhdistelma) d.3 5 mM laktaattimedium |0,02 % kondroitiinisulfaatti
d. 6 5% EB-medium
Olosuhde 4 d. 0 20 % EB-medium 0,1 % gelatiini +
(kondroitiinisulfaatti) [[d. 3 5 % EB-medium 0,02 % kondroitiinisulfaatti

Kontrolliolosuhteena tydssé (olosuhde 1) kdytettiin Sydédnryhmén kéytdssd olevan vilje-
lymenetelmén mukaista olosuhdetta. Mediumina olosuhteessa kiytettiin 20 % EB-
mediumia ja pinnoitteena 0,1 % gelatiinia. Olosuhteessa 2 soluja kasvatettiin aluksi olo-
suhteen 1 mukaisissa kontrolliolosuhteissa, mutta pdiviné kolme (d. 3) soluille vaihdet-
tiin glukoositon 5 mM laktaattimedium. Téhén paddyttiin esitestien perusteella, joiden
avulla todettiin solujen selviytyvdn ndin paremmin dissosioinnista sekd kiinnittyvin
viljelyalustaan ennen d. 3 tapahtuvaa mediumin vaihtoa. Piivéni 6 (d. 6) laktaattime-
dium vaihdettiin 5 % EB-mediumiksi, silld pidemmén laktaattialtistuksen todettiin edis-
tavéin yksittdisten sydénlihassolujen apoptoosia. Olosuhde 3 oli olosuhteiden 2 ja 4 yh-
distelmd. Se oli vastaava kuin olosuhde 2, mutta pinnoitteena kéytettiin 0,1 % gelatiini
+ 0,02 % kondroitiinisulfaatti —pinnoitetta. Olosuhteessa 4 soluja kasvatettiin aluksi 20
% EB-mediumissa, joka pdivini kolme vaihdettiin 5 % EB-mediumiin. Pinnoitteena
olosuhteessa 4 kaytettiin 0,1 % gelatiini + 0,02 % kondroitiinisulfaatti —pinnoitetta.
(Taulukko 3, Kuvio 6.) Edelld mainittuihin péiviin kuitenkin poikkeuksena viljelma B,
jossa Cell-IQ -ajon vuoksi 5 % EB-medium vaihdettiin olosuhteelle 4 péivina 7 ja olo-

suhteelle 2 ja 3 pdivénd 9.
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Viljelma A
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KUVIO 6. Kullekin viljelmille suoritetut analyysimenetelmit sekd kéytetyt olosuhteet

aikapisteittiin.

7.3 Dissosiointi

Ty0ssa tutkittiin yksittdisid syddnlihassoluja, joten erilaistettuja soluja dissosioitiin 24-

kuoppalevylle. Erilaistuneita sykkivid soluaggregaatteja pyrittiin leikkaamaan irti yksi

jokaista 24-kuoppalevyn kaivoa kohden. Tilld tavoin saavutettiin sopiva solumaéra kus-

sakin kaivossa. Levyn kaivot pinnoitettiin kunkin olosuhteen vaatimalla pinnoitteella ja

dissosoinnin jélkeen solujen viljelyé jatkettiin kyseisen olosuhteen mukaisesti. (Kuvio

6.)
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Ty0 aloitettiin leikkaamalla mikroskoopin alla skalpellilla kaivosta yksittdisid sykkivid
alueita. Leikatut kohdat siirrettiin pienessd midrdssd mediumia yhteen kaivoon, jossa
niille laitettiin ensimmaéinen dissosiointipuskuri. Puskuri 1 oli pesuliuos, jonka annettiin
vaikuttaa 30 minuuttia huoneenldmmossd. Inkuboinnin jélkeen puskuri poistettiin ja
soluille lisdttiin toinen dissosiointipuskuri (entsyymipuskuri), jonka tehtdvéna on 16ysyt-
tad solujen viliset liitokset. Toista puskuria inkuboitiin 45 minuuttia + 37 °C:ssa. Toisen
inkubaation aikana pinnoitettiin kaivot, joille solut haluttiin siirtdd. Inkubaation péatyt-
tyd soluille vaihdettiin kolmas dissosiointipuskuri, joka sisélsi kaliumia. Tamén tehta-
vénd on auttaa soluja selvidméédn prosessista. Kolmannen puskurin lisdyksen jédlkeen
soluja inkuboitiin tunnin ajan huoneenldimmdssé, minkd péatyttyd kolmas puskuri vaih-
dettiin kasvatusmediumiin ja soluja pipetoitiin varovasti ylds-alas pyrkien ndin erotta-
maan solut yksittdisiksi. Tdmén jilkeen solut jaettiin tasaisesti pienessd maérdssd (noin
30 pl) mediumia kaivoihin ja lisdttiin tarpeellinen méédrd mediumia péélle niin, ettd lo-

pullinen kasvatusmediumin tilavuus oli 750 pl.

7.4 Solujen pakastus ja sulatus

Ty0ssd tutkittiin myds sydinlihassolujen selvidmistd pakastus- ja sulatusprosessista
sekd kéytettyjen olosuhteiden vaikutusta sulatettuihin soluihin. Viljelmiin C ja D kéytet-
tiin sulatettuja soluja. Solujen pakastukseen kéytettiin niiden selvidmistd edistdvad pa-
kastusliuosta, jonka pitoisuudesta oli 90 % FBS:d4, 10 % DMSO:ta ja joka sisdlsi 5 uM
solujen selviytymistd edistdivdd ROCK-inhibiittoria (Rho-associated kinase). Viljelmai
C varten soluja kerittiin yhteensd neljdan pakastusputkeen ja viljelmdd D varten yhteen
pakastusputkeen. Soluja kisiteltiin aluksi normaalin dissosiointiprotokollan mukaisesti,
jonka jdlkeen yksittdisid sydénlihassoluja kerittiin viljelmdd C varten yksi 12-
kuoppalevyn kaivollinen pakastusputkea kohden ja viljelméd D varten yhteensd 20 so-
luaggregaattia yhteen pakastusputkeen. Putket siirrettiin isopropanolia siséltdvassi
jadhdyttimessd ensin vuorokaudeksi syvédjddpakastimeen -80 °C:n ldmpdétilaan, jossa
putket jadhtyivdt noin 1 °C/min nodeudella, jonka jdlkeen putket siirrettiin nestetyp-

pisdilioodn -196 °C:n lampdtilaan.

Viljelmén C solut sulatettiin pdivanéd 38 pakastuksesta ja viljelmén D pédivdné 35. Solu-
jen sulatus aloitettiin sulattamalla putkia nopeasti vesihauteessa, pddstamittd putkea

taysin sulaksi. Putkeen liséttiin varovasti tippa kerrallaan 1,0 ml 20 % EB-mediumia
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samalla sekoittaen. Solususpensio siirrettiin [dmmitettyyn mediumiin, josta solut jaettiin
mahdollisimman pienen mediumméédrdn kanssa kuuteentoista pinnoitettuun 24-
kuoppalevyn kaivoon. Kaivoihin liséttiin 20 % EB-mediumia niin, ettd lopullinen tila-
vuus oli 750 pl. Viljelmén D solut eivit selviytyneet pakastuksesta ja sulatuksesta, joten

niille ei voitu suorittaa tarvittavia analyyseja.

7.5 Analyysimenetelmiit

7.5.1 Analysointi vasta-ainevirjiayksen avulla

Viljelmén A solut fiksattiin pdivand 27, viljelmdn B pdivénd 12/14 ja viljelmén C péi-
vind 28. Viljelmiltd virjéttiin kaikki kaivot ja virjdyksissa kiytetty antigeeni oli tro-
poniini T-proteiinia. Priméarivasta-aineena oli vuohen troponiini T —vasta-aine ja se-
kundéidrivasta-aineena aasin anti-vuohi-vasta-aine Alexa Fluor® 568 fluoresenssileimal-
la (ThermoFisher Scientific). Tumien vérjddmiseen kaytettiin DNA:han sitoutuvaa kau-

pallista fluoresenssivarid DAPIa (Vector Laboratories, USA).

Solujen virjdys aloitettiin suorittamalla kaksi kertaa viiden minuutin pesu fosfaattipus-
kuroidulla suolaliuoksella (PBS), jonka jdlkeen solut fiksattiin kdyttden 4 % para-
formaldehydid (PFA). PFA:n annettiin vaikuttaa 20 minuuttia, jonka jdlkeen soluja pes-
tiin taas kaksi kertaa 5 minuuttia kdyttden PBS-puskuria. Soluja inkuboitiin 45 minuutin
ajan blokkausliuoksessa. Témdn avulla estetdén vasta-aineiden kiinnittyminen epa-
spesifisiin kiinnityskohtiin. Blokkausliuoksessa oli 10 % aasin seerumia (NDS, engl.
normal donkey serum), 0,1 % TritonX-100 ja 1 % naudan seerumista eristettyd albumii-
nia (BSA, engl. bovine serum albumin) liuotettuna PBS-puskuriin. Blokkauksen jilkeen
solut ensin pestiin liuoksella, joka sisélsi 1 % NDS, 0,1 % TritonX-100 ja 1 % BSA
liuotettuna PBS-puskuriin. Tdmaén jélkeen soluja inkuboitiin yon yli + 4 °C lampdtilassa

edellisen kaltaisessa liuoksessa, johon oli lisdtty 1:1500 priméiérivasta-ainetta.

Seuraavana pédivini soluja pestiin kolme kertaa 5 minuuttia 1 % BSA-PBS-liuoksella,
minkd jdlkeen soluille liséttiin 1:800 sekundédérivasta-aineliuos, jonka annettiin vaikut-
taa yksi tunti huoneenldmmdossd. Tamén jélkeen solut pestiin kolme kertaa 5 minuuttia

PBS-puskurilla sekd kaksi kertaa 5 minuuttia fosfaattipuskuriliuoksella (PB, engl.
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Phosphate Buffer). Pesujen jédlkeen kaivot kuivattiin seké niihin liséttiin ndytteen haalis-
tumista ja kuivumista estivdd Mounting-liuosta, joka siséltdd myos tumat virjddvaa
DAPIa. Tdmaén jélkeen kaivot peitettiin 13 mm peitinlevyilld. Viarjdyksen jdlkeen soluja

tarkasteltiin fluoresenssimikroskoopilla (Olympus IX51 Fluoresence microscope).

Viljelmissd A ja B soluméirit olivat niin suuria, ettd solujen manuaalinen laskeminen ei
ollut mahdollista. Téstd syystd jokaisesta kaivosta otettiin kuvion 7 mukaisesti kolme
kuvaa 4x objektiivilla. Otetuista kuvista laskettiin sydédnsolujen mééréd suhteessa tumiin.
Viljelmaéssi C solujen miéré oli huomattavasti pienempi, joten manuaalinen laskenta oli

mahdollista.

—
COC |
cCoee |
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CCCE |-

S

KUVIO 7. Havainnointikuvio viljelmissd A ja B kéytetystd kuvantamismallista, jossa

violetit suorakulmiot edustavat kussakin kaivossa kuvanottokohtaa (Servier 2016, muo-

kattu).

Virjityistd soluista otetuissa kuvissa on 1 mm:n mittajana, joka on pituudeltaan 620
pikselid. Kuvien koko on 1360 x 1024 pikselid, jolloin kuva vastaa 3,62 mm® aluetta
kaivolla. (Kuva 1.) Kéytettyjen 24-kuoppalevyjen (Thermo Scientific™ Nunc™) kai-

von pinta-ala on 180 mm?®. Kuvat kattavat siis noin 6 % kaivon pinta-alasta.
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KUVA 1. Esimerkkikuva solujen laskemista varten otetuista kuvista, jossa nidkyvissi

vérjattyja sydanlihassoluja (punainen) ja tumia (sininen).

7.5.2 Videoiden kuvaus ja analysointi

Sykkivét alueet kuvattiin kdyttden Nikon Eclipse TS100 vaihekontrastimikroskooppia
(Nikon Instruments) sekd videokameraa (IGV-B1620M-KC000, Imperx). Soluja kuvat-
tiin aina 30 minuuttia kerrallaan + 38 °C lampolevyn pailld, jonka jilkeen kuoppalevyn
annettiin olla 2 tuntia inkubaattorissa mediumin ldmpdtilan ja pH:n tasaantumiseksi.
Kuvatut videot olivat 30 sekuntia pitkid ja niiden kuvataajuus oli 40 kuvaa sekunnissa.
Videot sisélsivit yhteensd 168 sykkivdd solua/soluaggregaattia, joista 41 oli kuvattu
olosuhteesta 1, 44 olosuhteesta 2, 42 olosuhteesta 3 ja 41 kpl olosuhteesta 4. Niistd vi-
deoista analyysikelpoisia oli 52 videota (taulukko 4).
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TAULUKKO 4. Analysoitavissa olevat videot olosuhteittain.

Olosuhde | Analysoitavissa olevat videot (kpl)
1 8
2 14
3 17
4 13

Videot analysoitiin Syddnryhmén sithen kehittdimélld ohjelmalla, joka muodostaa sy-
dénlihassolun sykkeestd 16 kappaletta kuvion 8 mukaisia sykesignaaleja. Néistéi valittiin
kolme hyvélaatuisinta signaalia, joiden perusteella ohjelma tulosti Excel-taulukkoon
signaalista saatavan informaation. Signaalista saatava informaatio kattaa muun muassa
syketiheyden, relaksaation ja supistuksen keston millisekunteina, sekd sykkeessd mah-
dollisesti esiintyvit poikkeamat. Kuviossa 8 on X-akselilla videon kuvien miéré ja Y-
akselilla sykkeen amplitudi eli liikkeen laajuus. Signaalissa ndkyy kuvatun solun syk-

keen supistus ja relaksaatio amplitudin nollakohdasta poikkeavina korkeina piikkeina.
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KUVIO 8. Sykesignaali.

Osaa soluista/soluaggregaateista ei voitu analysoida (kuvio 9), silli joidenkin solujen
syke oli joko hyvin epédsddnnodllinen ja/tai muulla tavoin poikkeava. Osa solusta saattoi
esimerkiksi ikdén kuin nopeasti “véristd”, kun muu osa solua sykki tasaiseen tahtiin tai

solussa saattoi esiintyd rytmihdiriditd muistuttavaa epétasaista sykettd ja liiketta.
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KUVIO 9. Kaksi esimerkkid signaaleista, joita ei voitu analysoida.

753 Cell-IQ -ajo

Viljelmén B soluja kuvattiin 7 vuorokauden ajan Cell-IQ —laitteella (Chip-Man Techno-
logies Oy). Olosuhteiden 2 ja 3 solujen viljely aloitettiin kaksi pdivdd ennen olosuhtei-
den 1 ja 4 soluja. Télla tavoin olosuhteiden 2 ja 3 soluille voitiin vaihtaa 5 mM laktaat-
timedium ennen kaikkien solujen siirtamistd Cell-IQ —laitteeseen. Laitteessa on sisdén-
rakennettuna soluviljelyinkubaattori, mikroskooppi sekd kamera. Kaikkien olosuhteiden
soluja kuvattiin Cell-IQ:ssa seitsemédn vuorokauden ajan + 37 °C lampétilassa 5 %:n
hiilidioksidipitoisuudessa kunkin olosuhteen mukaisissa kasvatusolosuhteissa. Soluille

ei vaihdettu mediumia Cell-IQ ajon aikana.

Laite ohjelmoitiin ottamaan ennalta maarétyistd alueista yhden kuvan 30:n minuutin
vélein seitsemén vuorokauden ajan. Kéytossd oli 20x objektiivi. Otetuista kuvasarjoista

koottiin aikaviivevideoita Cell-IQ Analyzer—ohjelmalla (Chip-Man Technologies Oy).
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8 TULOKSET

8.1 Vasta-ainevirjittyjen sydinlihassolujen méairi suhteessa tumiin

Taulukkoon 5 on laskettu viljelmien A, B ja C eri olosuhteissa havaittujen sydénlihasso-
lujen lukumiirdn keskiarvo, tumien lukumiirdn keskiarvo, kuinka monta prosenttia
olosuhteissa esiintyvistd soluista on sydénlihassoluja ja tulosten suhteellinen keskiha-
jonta (RSD). Jokaisella viljelmélld oli kutakin olosuhdetta neljd kaivoa. Viljelmien A ja
B tulokset on laskettu kappaleen 7.6.1 kuvion 7 (s. 29) mukaisesti otetuista kuvista. Vil-
jelmén C (pakastettu/sulatettu) tuloksiin on laskettu kaivoilla esiintyvéd solupopulaatio

kokonaisuudessaan.

Taulukosta 5 voidaan nidhdi, ettd viljelmissd A ja B olosuhteissa 2 (laktaatti), 3 (yhdis-
telmé) ja 4 (kondroitiinisulfaatti) syddnlihassolujen méérd suhteessa muihin soluihin on
suurempi kuin olosuhteessa 1 (kontrolli). Olosuhteiden 2 ja 3 vililla ei ole eroavaisuuk-
sia. Viljelmissd C ei olosuhteiden vililld ole huomattavia eroavaisuuksia. Suhteellinen

keskihajonta on kuitenkin kaikkien olosuhteiden ja viljelmien kohdalla hyvin suuri.

TAULUKKO 5. Vasta-ainevirjiyksen tulokset.

. Otos Sydénlihassolut Tumat Sydénlihassolut Suht.eell.men
Viljelmi | Olosuhde keskihajonta
(n) (kpl) (kpl) (%) (RSD)
1 12 11,6 452 37,6 62,6 %
A 2 12 14,3 30,4 50,9 29,6 %
3 12 18,4 74,0 51,5 68,5 %
4 12 23,9 37,4 64,3 24,7 %
1 12 40,8 157,5 36,2 49.4 %
B 2 12 10,9 15,1 76,0 25,9 %
3 12 11,9 16,2 71,3 32,5%
4 12 70,4 2132 42,7 44,7 %
1 4 5,5 28,0 28,7 67,8 %
C 2 4 11,3 56,0 30,1 87,0 %
3 4 21,3 104,0 26,1 55,5%
4 4 14,3 72,5 22,0 46,8 %

Tarkemmat tiedot viljelmistd on taulukoitu liitteeseen 2. Taulukoissa 7-9 on ilmoitettu

jokaisesta olosuhteesta otetuissa kuvissa olevien vérjittyjen sydinsolujen sekd tumien
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summa, syddnsolujen suhde verrattuna tumiin, niiden keskiarvot olosuhteen sisilla sekéd
sydédnsolujen prosenttiosuus tumista. Samoin taulukoihin 7-9 on laskettu otoskeskiha-

jonta (s) ja suhteellinen keskihajonta (RSD). (Liite 2.)

8.2 Videoanalyysi

Videoanalyysilla tutkittiin solujen sykettd ja siind mahdollisesti esiintyvid poikkeavuuk-
sia. Analysoiduissa soluissa esiintyvid poikkeavuuksia olivat pitkittynyt relaksaatio seké
solun pysyminen supistuneena jonkin aikaa ennen relaksaatiota. Videoanalyysiohjelma
ilmoitti sykkeen vaiheiden (kuvio 10) keston millisekunteina sekd solun sykkeen yksi-

kossd lyontid/minuutti.

Kuvio 10 kuvaa yhden sykdhdyksen muodostama signaalia vaiheineen 1, 2, 3, 4 ja 5.
Sykkeen ensimmdisessd (1) vaiheessa solu supistuu, toisessa (2) vaiheessa solu pysyy
supistuneena kunnes kolmannessa (3) vaiheessa tapahtuu relaksaatio. Neljds (4) vaihe
kuvaa solun epétédydellistd relaksaatiota ja viides (5) kuvaa vaihetta jossa solu pysyy
relaksoituneena aina seuraavaan supistumiseen asti. Solun yhdessé sykéhdyksessé esiin-
tyvit aina vaiheet 1, 3 ja 5 ja vaiheet 2 ja 4 ovat toisinaan solun sykkeessé esiintyvid

poikkeamia.

KUVIO 10. Yhden sykdahdyksen muodostama signaali vaiheineen 1, 2, 3, 4 ja 5.
Taulukossa 6 on jokaisesta olosuhteesta kuvattujen videoiden lukumiird ja videoista

analysoitujen solujen/soluaggregaattien yhteenlaskettu lukumédird. Analysoiduista so-
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luista on ilmoitettu erikseen normaalin sykkeen omaavat solut sekd solut joiden syk-

keessi esiintyi poikkeamia. Taulukossa 6 on my0s ilmoitettu niiden solujen lukumiéra,

joita ei voitu analysoida epidnormaalin sykkeen vuoksi.

TAULUKKO 6. Kuvatut ja analysoidut solut/soluaggregaatit.

Olosuhde
1 2 3 4
Kuvattuja soluja/soluaggregaatteja 41 44 42 41
Analysoidut solut/soluaggregaatit 8 14 17 13
Normaali syke 5 10 9 10
Epédnormaali syke 3 4 8 3
Soluja, joita ei voitu analysoida 7 9 7

Kuviossa 11 on videoanalyysilld tutkittujen solujen sykkeen vaiheet mahdollisine poik-

keamineen. Jokaisesta olosuhteesta on tehty pylvdsdiagrammi, johon on lisdtty viljel-

mien A, B ja C tulokset. Kuviosta 11 ndhddén Y-akselilla sykdyksien vaiheiden (kuvio

10) kestot millisekunteina ja X-akselilla kuvattu solu. Yhden sykédyksen vaiheet on nu-

meroitu seké virikoodattu samoin kuin kuviossa 10. Liitteessd 3 on jokaisen olosuhteen

tulokset taulukoissa 10—-13. Edelld mainituissa taulukoissa on sykkeen vaiheiden yh-

teenlasketut kestot ilmoitettu millisekunteina ja solun syke yksikodssd lyontid/minuutti.

Liitteessd 3 on myds kuviossa 11 esiintyvit pylviasdiagrammit kuvioina 12—-15.
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KUVIO 11. Videoanalyysilld tutkittujen solujen sykkeen vaiheet (1-5) mahdollisine

poikkeamineen (vaiheet 2 ja 4).

8.3 Cell-IQ

Cell-IQ:n perusteella voitiin selvésti havaita kdytetyn laktaattimediumin vaikutus mui-
den kuin sydéinlihassolujen litkkumiseen ja jakautumiseen. Olosuhteiden 2 (laktaatti) ja
3 (yhdistelmi) kaivoissa solujen liikkkuminen ja jakautuminen oli huomattavasti véhii-
sempdd verrattuna muihin olosuhteisiin. Osa soluista niytti aloittavan jakautumisen,
mutta se joko keskeytyi tai jakautuminen kesti huomattavasti kauemmin verrattuna
kontrolliolosuhteeseen. Kondroitiinisulfaatilla ei havaittu olevan vaikutusta soluihin.
Olosuhteen 4 (kondroitiinisulfaatti) solut kéyttdytyivdt samoin kuin olosuhteen 1 (kont-
rolli) solut. Kuvasta 2 voidaan nihdi kuinka olosuhteissa 1 (kuvat A ja B) ja 4 (kuvat E
ja F) solut ovat liikkuneet ja solujen mééra on kasvanut ajon aikana. Olosuhteessa 2

(kuvat C ja D) solujen mdiréd on pysynyt vakiona.
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KUVA 2. Esimerkkikuvat (20 x objektiivi) olosuhteiden 1, 2 ja 4 kaivoilta otettuna sa-

masta kohtaa kaivoa Cell-IQ ajon alussa (vasemmalla) ja lopussa (oikealla).

Cell-IQ videoiden perusteella laktaattimediumilla ja kondroitiinisulfaatilla ei havaittu
olevan sydénlihassoluihin vaikutusta. Sydénlihassolujen morfologia sekéd kayttdytymi-
nen oli kaikissa olosuhteissa samankaltaista. Solut eivit jakaantuneet ja ne kiinnittyivit
hitaasti kuoppalevyn pintaan, jonka jélkeen solut eivét endd liikkuneet kaivossa. Kuvas-
ta 3 voidaan havaita kuinka sydanlihassolu (merkittynd punaisella nuolella) kiinnitytty-
din kuoppalevyn pintaan, ei endd liiku paikoiltaan. Kuvan 3 kuva A on otettu Cell-IQ
ajon ensimmaisend pdivand ja kuvat B ja C tasaisin aikapistein ajon viimeiseen pdivéén,

jolloin on otettu kuva D.



KUVA 3. Olosuhteesta 1 (kontrolli) otettu esimerkkikuva (20 x objektiivi), josta voi-

daan havaita kuinka sydénlihassolu (merkittynd punaisella nuolella) ei enéé liiku kiinni-

tyttyddn kuoppalevyn pintaan.
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9 POHDINTA

Opinnidytetyon tavoitteena oli optimoida iPS-soluista erilaistetuille sydénlihassoluille
kasvatusolosuhteet, joilla voitaisiin estdd tai vdhentdd muiden kuin sydénlihassolujen
kasvaminen kaivoilla. Kehitetyn menetelmén haluttiin myds parantavan solujen selviy-
tymistd pakastuksesta ja sulatuksesta, jolloin soluja voidaan ldhettdd Syddnryhméan yh-
teistyokumppaneille analysoitavaksi. Opinndytetyon tarkoituksena oli testata erilaisia
kasvatusolosuhteita, joiden avulla péddstddn asetettuihin tavoitteisiin. TyOsséd testattiin
neljad eri olosuhdetta ja tyon tuloksia analysoitiin vasta-ainevirjiyksen, videoanalyysin

ja Cell-1Q:n avulla.

Olosuhteiden vililld voitiin vasta-ainevirjdyksen avulla havaita selvd ero viljelmissd A
ja B. Viljelmissé C ei havaittu merkittdvid eroavaisuuksia eri olosuhteiden vililld. Tdma
voi kuitenkin johtua eridivdstd erilaistusmenetelméstd (pienmolekyylierilaistus) sekd
solujen pakastus- ja sulatusprosessista. Viljelméssd C solumédri oli myds huomattavasti

pienempi kuin muissa viljelmissa.

Viljelmissd A ja B, etenkin olosuhteissa 2 (laktaatti) ja 3 (yhdistelméd), sydédnlihassolu-
jen madrd suhteessa tumiin oli keskimdédrin noin 25 prosenttiyksikkéd suurempi kuin
kontrolliolosuhteessa. Tamin voidaan olettaa olevan laktaattimediumin sekd mahdolli-
sesti 5 % EB-mediumin vaikutusta. Kondroitiinisulfaatilla ei vérjdysten perusteella ha-
vaittu olevan vaikutusta. Olosuhteiden 2 ja 3 vililla ei ollut merkittdvid eroja, joten olo-
suhteen 4 (kondroitiinisulfaatti) kontrolliolosuhteeseen verrattuna suurempi tulos on
luultavimmin selitettdvissd 5 % EB-mediumilla. Kuten voidaan kuitenkin taulukosta 5

(s. 35) havaita on tulosten suhteellinen keskihajonta suuri.

Tuloksiin tuo virhettd muun muassa se, ettd viljelmien A ja B sydénlihassoluja ja tumia
ei voitu laskea kokonaan. Tuloksiin voi my0s mahdollisesti vaikuttaa viljelmille eri péi-
vind tehty fiksaus ja viljelmén C soluille tehty pakastus- ja sulatusprosessi. Viljelmin B
solut fiksattiin noin 16 pdivdd aiemmin kuin muiden viljelmien solut. Tima on mahdol-
lisesti vaikuttanut kaivoilla olevaan soluméaaraan, mika onkin havaittavissa taulukossa 5
(s. 35) viljelmédn B olosuhteiden 1 (kontrolli) ja 4 kohdalla. Niissd solumiirit ovat

huomattavasti suurempia verrattuna viljelmén A kaivoihin. Viljelmédn B olosuhteissa 2
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ja 3 oli sen sijaan huomattavasti véhemmaén soluja. Tdhén on luultavimmin vaikuttanut

olosuhteissa laktaattimediumin pitkd vaikutusaika (7 vrk) Cell-IQ —ajon ajan.

Eri viljelmien ja olosuhteiden solumdirissd oli vasta-ainevérjayksessd huomattavia
eroavaisuuksia. Laktaattimediumin annettiin viljelméissd B vaikuttaa koko Cell-1Q ajon
ajan (7 pdivad), joten téstd syystd olosuhteiden 2 ja 3 solumaarit kyseisessd viljelméassé
olivat huomattavasti pienemmaét verrattuna olosuhteisiin 1 ja 4. Viljelmédn C pienemméit
solumédrit johtuivat jo alunperinkin pienemmaésti solumiérdstd. Viljelmien A ja B tu-
loksia ei kuitenkaan voida pitdd yhtd tarkkoina kuin viljelmén C, silld suurten solumaé-

rien vuoksi ei A:n ja B:n kaivoilta voitu laskea soluja kokonaisuudessaan.

Videoanalyysin perusteella ei voida tehdd tyon tuloksista johtopditoksid, silld eri olo-
suhteiden valilla ei ollut havaittavissa huomattavia eroja. Kuvatuista videoista vain noin
31 % oli analysointikelpoisia. Tdmé johtui mahdollisesti vééristd kuvataajuudesta sekd
joissain videoissa ajoittain esiintyvéstd huonosta tarkkuudesta ja vérindstd. Namai loivat
signaaleihin runsaasti taustakohinaa, mikd vaikeutti solujen analysointia. Poikkeavasta
sykkeestd johtuen videoissa oli my0s runsaasti analysointiin kelpaamattomia soluja.
Joissakin analyysoiduissa soluissa voitiin myds havaita poikkeavuuksia sykkeesséd. Nai-
ta esiintyi kuitenkin tasaisesti kaikissa olosuhteissa, joten sen perusteella ei voida vetid

johtopaitoksia.

Cell-IQ:n perusteella kondroitiinisulfaatilla ei havaittu olevan vaikutusta soluihin vaan
solut kédyttdytyivdt olosuhteessa 4 samoin kuin olosuhteessa 1 (kontrolli). Sydadnlihasso-
luja lukuun ottamatta solut liikkuivat ja jakaantuivat kaivoilla paljon. Laktaattime-
diumilla sen sijaan havaittiin olevan vaikutus muihin solutyyppeihin kuin sydanlihasso-
luihin. Solut jakaantuivat ja liikkuivat huomattavasti vihemmain kuin olosuhteessa 1.

Sydénlihassoluihin laktaattimediumilla ei ndyttéinyt olevan vaikutusta.

Tdman opinndytetydn perusteella voidaan jatkaa sydénlihassoluille spesifisten viljely-
olosuhteiden kehittdmistd. Analyyseissa saatujen tulosten perusteella laktaattimedium
osoittautui lupaavaksi yksittdisten sydénlihassolujen viljelyssd. Glukoosin korvaaminen
kasvatusmediumissa laktaatilla on tutkittu menetelmé (Tohyama ym. 2013), jota erilais-
tumisvaiheessa kidytettdessd on saavutettu sydénlihassolujen suurempi erilaistumiste-
hokkuus. Esitestien ja varsinaisen tyon aikana oli havaittavissa joissain viljelmissi, etti

yksittdiset sydénlihassolut kdynnistivit laktaattimediumissa apoptoosin soluaggregaatte-
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ja herkemmin. Témi antaisi viitteitd sithen, ettd sydénlihassolut selvidvit glukoosin
puutteesta paremmin aggregaatteina kuin yksittdisind. Niinpé laktaattimediumin testaus-

ta esimerkiksi erilaistuneilla, mutta vield dissosioimattomilla soluilla voisi harkita.

Solujen toipuminen mahdollisista laktaatin vaikutuksista on tirked huomioon otettava
asia. Vaikka suoritettujen testien ja visuaalisen tarkkailun avulla ei havaittu huomattavia
eroavaisuuksia eri olosuhteiden vililld, tulee kuitenkin ottaa huomioon laktaattime-
diumin vaikutus mahdollisiin morfologisiin, mekaanisiin, sdhkdfysiologisiin, biokemial-

lisiin ja molekyylitason muutoksiin.

Laktaattimediumin vaikutusaika tulisi maarittdd tarkemmin, silld esitestien aikana osa
soluista kuoli ollessaan vain alle viikon laktaattimediumissa. Kuitenkin viljelmidn B
soluja pidettiin laktaattimediumissa seitsemén péivai ja kaivoilla oli vield runsaasti so-
luja elossa. Esitestien ja varsinaisen tyon aikana myos havaittiin sydéinlihassolujen lo-
pettavan sykkimisen niiden altistuessa pitkdaikaisesti laktaattimediumille. Solut kuiten-
kin jatkoivat sykkimistd, kun niille vaihdettiin EB-medium. Témé vaikeuttaa sydinli-
hassolujen visuaalista tunnistamista laktaattimediumin aikana. Jotta voitaisiin tarkem-
min selvittdd kuinka nopeasti muut kuin sydénlihassolut kuolevat glukoosittomassa lak-
taattimediumissa, voi olla hyddyllistd viljelld esimerkiksi fibroblasteja, endoteelisoluja
ja epiteelisoluja olosuhteen 2 kaltaisissa kasvatusolosuhteissa. Télld tavoin voidaan olla

varmoja, ettd kaivoilla mahdollisesti vield elossa olevat solut eivit ole sydénlihassoluja.

Pakastuksesta ja sulatuksesta selviytymiseen testatuilla olosuhteilla ei ndyttanyt olevan
vaikutusta. Tyon aikana kuitenkin havaittiin viitteitd sithen, ettd pakastus- ja sulatuspro-
sessissa tapahtuva soluhdvikki on niin suuri, ettd soluja tulee pakastaa runsaasti. Talla
tavoin osa niistéd selvityisi elossa. END2-erilaistettuja (viljelmé D) soluja selviytyi vain
muutamia prosessista. Tdmé voi mahdollisesti johtua alunperin huomattavasti pienem-
méstd solumddrdstd kuin pienmolekyylierilaistetuissa (viljelmd C). Pienmolekyylieri-
laistuksessa sydénlihassolujen saanto on huomattavasti suurempi, joten soluja voidaan
pakastaa suurempia méérid. Tdmé parantaa mahdollisuuksia saada osa soluista selviy-

tymain elossa sulatuksesta.

Kim ym. (2011) selvittivit tutkimuksessaan myds solujen pakastusajankohdan vaikutus-
ta solujen selviytymiseen. Tutkimuksessa havaittiin, etti erilaistuksen pdivind 12 pakas-

tetut solut selviytyivit sulatuksesta paremmin kuin pdivénd 16 pakastetut solut. Kysei-
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sessé tutkimuksessa saatuja tuloksia ei kuitenkaan voida tdysin verrata tdhdn tyohon,
silld tutkimuksessa kéytetyt solut olivat aggregaatteina. (Kim ym. 2011, 258-259.) Kun
soluja dissosioidaan, valitaan dissosioitavat soluaggregaatit sykkeen perusteella. Mikéli
solujen syke ei ole havaittavissa, ei soluja kannata dissosioida, silld ei voida olla varmo-
ja, ettd dissosioitu soluaggregaatti muodostuu sydinlihassoluista. Mikdli siis solut halu-
taan pakastaa yksittdisind, voidaan niitd pakastaa vasta siind vaiheessa kun soluaggre-
gaatit sykkivit. Kuten tutkimuksessakin mainitaan, sydanlihassolut alkavat kuitenkin

yleensd sykkiméén vasta erilaistuksen pdivand 14 (Kim ym. 2011, 258).
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LIITTEET

Liite 1. Lista kasvatusmediumeissa kéytetyistd reagensseista

20 % EB-medium (20% FBS KO-DMEM), 50 ml
38,75 ml KO-DMEM

10 ml FBS
0,5 ml NEAA
0,5 ml Glutamax

0,25 ml Pen/Strep

5 % EB-medium (5% FBS KO-DMEM), 50 ml
46,25 ml KO-DMEM

2,5 ml FBS
0,5 ml NEAA
0,5 ml Glutamax

0,25 ml Pen/Strep

5 mM laktaattimedium, 50 ml
49,75 ml DMEM

250 pl Pen/Strep

35ul Sodium-DL-lactate



Liite 2. Vasta-ainevérjittyjen sydénlihassolujen méard suhteessa tumien méérain
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13)
TAULUKKO 7. Viljelmi A.
kuva 1 kuva 2 kuva 3
Olosuhde  Kaivo sydénlihass. tumat suhdel. sydénlihass. tumat suhdel. sydanlihass. tumat suhdel.
1A 6 7 0,857 6 10 0,600 12 17 0,706
1 1B 10 38 0,263 10 68 0,147 10 32 0,313
1C 38 176 0,216 9 27 0,333 1 11 0,091
1D 21 116 0,181 12 30 0,400 4 10 0,400
2A 4 11 0,364 8 10 0,800 4 8 0,500
2 2B 7 19 0,368 9 12 0,750 9 27 0,333
2C 49 117 0,419 12 21 0,571 10 25 0,400
2D 11 18 0,611 29 59 0,492 19 38 0,500
3A 2 3 0,667 4 3 1,333 4 8 0,500
3 3B 22 50 0,440 10 65 0,154 9 48 0,188
3C 14 237 0,059 53 121 0,438 79 318 0,248
3D 5 6 0,833 10 16 0,625 9 13 0,692
4A 10 0,400 49 75 0,653 7 19 0,368
. 4B 16 28 0,571 8 11 0,727 16 18 0,889
4C 27 33 0,818 61 92 0,663 46 79 0,582
4D 9 11 0,818 27 47 0,574 17 26 0,654
Kaivon keskiarvo Otoskeskihajonta Suhteellinen
Olosuhde  Kaivo sydénlihass. tumat suhdeluku Otos (n) (s) keskihajonta (RSD)
1A 8,00 11,33 0,721 3 0,129 17,92 %
: 1B 10,00 46,00 0,241 3 0,085 35,26 %
1c 16,00 71,33 0,213 3 0,121 56,81 %
1D 12,33 52,00 0,327 3 0,126 38,66 %
2A 5,33 9,67 0,555 3 0,223 40,26 %
5 2B 8,33 19,33 0,484 3 0,231 47,76 %
2C 23,67 54,33 0,463 3 0,094 20,29 %
2D 19,67 38,33 0,534 3 0,067 12,49 %
3A 333 4,67 0,833 3 0,441 52,92 %
3 3B 13,67 54,33 0,260 3 0,156 60,05 %
3C 48,67 225,33 0,249 3 0,189 76,24 %
3D 8,00 11,67 0,717 3 0,106 14,83 %
4A 20,00 34,67 0,474 3 0,156 32,95 %
. 4B 13,33 19,00 0,729 3 0,159 21,77 %
4c 44,67 68,00 0,688 3 0,120 17,43 %
4D 17,67 28,00 0,682 3 0,124 18,22 %
Koko olosuhteen keskiarvo
Olosuhde Otos (n) Sydénlihass. Tumat Prosentit Otoskeskihajonta (s ) Suhteellinen keskihajonta (RSD)
1 12 11,58 45,17 37,56 % 23,50 % 62,57 %
2 12 1425 3042 50,90 % 15,06 % 29,58 %
3 12 18,42 74,00 51,48 % 35,24 % 68,45 %
4 12 23,92 3742 64,33 % 15,88 % 24,69 %
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TAULUKKO 8. Viljelmi B.
kuva 1 kuva 2 kuva 3
Olosuhde  Kaivo sydénlihass. tumat suhdel. sydénlihass. tumat suhdel. sydinlihass. tumat suhdel.
2A 56 121 0,463 36 78 0,462 19 94 0,202
1 2B 36 89 0,404 45 294 0,153 34 81 0,420
2C 77 152 0,507 22 145 0,152 32 562 0,057
2D 30 80 0,375 16 25 0,640 86 169 0,509
3A 11 15 0,733 11 16 0,688 4 4 1,000
2 3B 4 13 0,308 7 7 1,000 14 23 0,609
3C 13 13 1,000 12 16 0,750 15 18 0,833
3D 18 26 0,692 13 19 0,684 9 11 0,818
4A 8 10 0,800 1 4 0,250 30 31 0,968
3 4B 15 26 0,577 6 6 1,000 16 18 0,889
4C 7 21 0,333 19 23 0,826 2 3 0,667
4D 15 20 0,750 11 16 0,688 13 16 0,813
SA 65 160 0,406 61 105 0,581 39 76 0,513
4 5B 61 130 0,469 36 81 0,444 44 217 0,203
5C 39 88 0,443 92 158 0,582 53 273 0,194
5D 139 177 0,785 144 361 0,399 72 732 0,098
Kaivon keskiarvo Otoskeskihajonta Suhteellinen
Olosuhde  Kaivo sydénlihass. tumat suhdeluku Otos (n) (s) keskihajonta (RSD)
1A 37,00 97,67 0,375 3 0,150 39,98 %
| 1B 38,33 154,67 0,326 3 0,150 45,97 %
1C 43,67 286,33 0,238 3 0,237 99,42 %
1D 44,00 91,33 0,508 3 0,133 26,09 %
2A 8,67 11,67 0,807 3 0,169 20,91 %
5 2B 8,33 14,33 0,639 3 0,347 54,34 %
2C 13,33 15,67 0,861 3 0,127 14,78 %
2D 13,33 18,67 0,732 3 0,075 10,27 %
3A 13,00 15,00 0,673 3 0,375 55,82 %
; 3B 12,33 16,67 0,822 3 0,219 26,69 %
3C 933 15,67 0,609 3 0,251 4131%
3D 13,00 17,33 0,750 3 0,063 8,33 %
4A 55,00 113,67 0,500 3 0,088 17,61 %
4 4B 47,00 142,67 0,372 3 0,147 39,56 %
4C 61,33 173,00 0,407 3 0,197 4837 %
4D 118,33 423,33 0,428 3 0,344 80,55 %
Koko olosuhteen keskiarvo
Olosuhde Otos (n) Sydénlihass. Tumat Prosentit Otoskeskihajonta (s ) Suhteellinen keskihajonta (RSD)
1 12 40,75 157,50 36,19 % 17,88 % 49,40 %
2 12 10,92 15,08 75,96 % 19,67 % 25,89 %
3 12 11,92 16,17 71,33 % 23,15% 32,46 %
4 12 70,42 213,17 42,66 % 19,06 % 44,69 %
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TAULUKKO 9. Viljelmi C.
Olosuhde Kaivo sydénlihass. tumat suhdel
1A 4 16 0,250
| 1B 8 57 0,140
1C 6 32 0,188
1D 4 7 0,571
2A 21 124 0,169
) 2B 6 40 0,150
2C 9 47 0,191
2D 9 13 0,692
3A 20 120 0,167
3 3B 28 134 0,209
3C 27 141 0,191
3D 10 21 0,476
4A 13 48 0,271
4 4B 22 65 0,338
4C 17 144 0,118
4D 5 33 0,152
Olosuhteen keskiarvo
Olosuhde | Otos (n) | Sydénlihass. Tumat Prosentit Otoskeskihajonta (s ) Suhteellinen keskihajonta (RSD)
1 4 5,50 28,00 28,73 % 19,47 % 67,75 %
2 4 11,25 56,00 30,08 % 26,16 % 86,96 %
3 4 21,25 104,00 26,08 % 14,46 % 55,45 %
4 4 14,25 72,50 21,97 % 10,28 % 46,78 %




Liite 3. Videoanalyysin tulokset
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1(4)

TAULUKKO 10. Olosuhteen 1 (kontrolli) videoanalyysin tulokset millisekunteina

(ms).

_ Relaksoitunut

Syke
1 250,00 0,00 500,00 0,00 2363,63 18,38
2 204,54 0,00 356,06 0,00 1166,67 31,81
3 363,63 0,00 500,00 0,00 1727,27 22,00
4 331,82 136,36 350,00 0,00 2545,45 17,03
5 113,64 22,73 210,23 244,32 602,27 67,69
6 136,36 0,00 310,61 0,00 3393,94 14,92
7 106,06 0,00 181,82 0,00 409,09 69,47
8 181,82 0,00 323,86 414,77 1488.64 23,15
Olosuhde 1
4500
4000
3500
5
3000 +—
® u4
g 2500 +—
= "3
< 2000 —
"2
1500 +—
m]
1000 +—
ol N | 1
0 - T T T T T l T . T
1 2 3 4 5 6 7
Solu

KUVIO 12. Olosuhteen 1 (kontrolli) videoanalyysin tulokset pylvdsdiagrammina. Y-

akselilla aika millisekunteina ja X-akselilla kuvattu solu.
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TAULUKKO 11. Olosuhteen 2 (laktaatti) videoanalyysin tulokset millisekunteina (ms).

1 121,21 0,00 219,70 0,00 500,00 58,67
2 | 143,94 15,15 219,70 98,48 863,64 39,40
3 102,27 17,05 164,77 17,05 1676,14 27,89
4 | 166,67 0,00 280,30 0,00 515,15 53,88
5 128,79 0,00 174,24 0,00 795,45 49,81
6 90,91 0,00 136,36 363,64 454,55 48,89
7 | 159,09 166,67 242,42 0,00 325,76 56,17
8 | 113,64 0,00 166,67 0,00 189,39 101,54
9 90,91 0,00 113,64 0,00 340,91 110,00
10 | 106,06 0,00 136,36 0,00 250,00 97,78
11 | 9091 0,00 136,36 0,00 371,21 91,03
12 | 128,79 0,00 128,79 0,00 318,18 80,83
13 | 363,64 0,00 431,82 0,00 1727,27 22,56
14 | 166,67 0,00 272,73 0,00 151,52 80,00
Olosuhde 2
3000
2500
5
_ 2000
£ -
& 1500 w3
<
2
1000 —
m1
500
0
1 4 5 7 8 10 11 12 13 14
Solu

KUVIO 13. Olosuhteen 2 (laktaatti) videoanalyysin tulokset pylvdsdiagrammina. Y-

akselilla aika millisekunteina ja X-akselilla kuvattu solu.
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TAULUKKO 12. Olosuhteen 3 (yhdistelmé) videoanalyysin tulokset millisekunteina

(ms).

500 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17
Solu

1 121,21 0,00 143,94 15,15 272,73 82,50
2 153,41 0,00 232,95 125,00 1125,00 33,00
3 159,09 0,00 189,39 0,00 878,79 42,58
4 90,91 0,00 106,06 0,00 75,76 132,00
5 113,64 0,00 121,21 0,00 242 .42 101,54
6 83,33 0,00 98,48 0,00 462,12 78,43
7 181,82 15,15 250,00 0,00 575,76 50,77
8 68,18 0,00 159,09 113,64 295,45 73,33
9 113,64 0,00 242 .42 136,36 886,36 46,36
10 181,82 0,00 287,88 0,00 795,45 42,58
11 102,27 0,00 170,45 79,55 329,55 69,47
12 151,52 0,00 204,55 0,00 1583,33 28,39
13 113,64 0,00 159,09 0,00 287,88 80,83
14 181,82 219,70 424,24 0,00 696,97 35,2
15 250,00 0,00 272,73 0,00 431,82 53,88
16 181,82 45,45 295,45 0,00 477,27 51,76
17 204,55 0,00 386,36 0,00 1401,52 27,79
Olosuhde 3
2500
2000
5
g 1500 m4
2 "3
< 1000 — — >
]

KUVIO 14. Olosuhteen 3 (yhdistelmd) videoanalyysin tulokset pylvdsdiagrammina. Y-

akselilla aika millisekunteina ja X-akselilla kuvattu solu.
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TAULUKKO 13. Olosuhteen 4 (kondroitiinisulfaatti) videoanalyysin tulokset millise-

kunteina (ms).

_ Relaksoitunut

500

1000 —

Solu

Syke
1 121,21 0,00 242 .42 0,00 242 .42 82,2
2 234,85 106,06 303,03 0,00 1318,18 28,39
3 106,06 0,00 227,27 0,00 840,91 44,25
4 136,36 0,00 265,15 0,00 234,85 80,00
5 136,36 0,00 280,30 0,00 174,24 77,65
6 106,06 0,00 166,67 0,00 204,55 91,03
7 98,48 0,00 189,39 0,00 242 .42 92,12
8 98,48 0,00 159,09 0,00 378,79 73,33
9 159,09 0,00 210,23 0,00 2107,95 22,56
10 181,82 0,00 196,97 0,00 1477,27 31,43
11 250,00 242.42 348,48 0,00 1242.,42 26,67
12 250,00 143,94 318,18 0,00 3560,61 13,54
13 159,09 0,00 272,73 0,00 659,09 47,14
Olosuhde 4
4500
4000
3500
5
3000
7 m4
g 2500
= =3
< 2000 —_
m2
1500 _— = —
"l

KUVIO 15. Olosuhteen 4 (kondroitiinisulfaatti) videoanalyysin tulokset pylvésdia-

grammina. Y-akselilla aika millisekunteina ja X-akselilla kuvattu solu.




