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Kantasolujen ominaisuuksiin kuuluu niiden rajattomat mahdollisuudet jakautua ja
erilaistua eri solutyypeiksi. Ihmisen somaattiset solut voidaan uudelleenohjel-
moida indusoiduiksi pluripotenteiksi kantasoluiksi, eli iPS-soluiksi, hyodyntaen
solun sisalle vietavia transkriptiotekijoita. iPS-solut voidaan edelleen erilaistaa eri
solutyypeiksi, esimerkiksi sykkiviksi sydanlihassoluiksi, ja puhdistaa rikastamalla
useita erilaisia menetelmia hyédyntaen.

Opinnaytetyon tavoitteena oli selvittda Sydanryhmalle, onko MACS® ja Mo-
joSort™ -magneettirikastimilla eroja tehokkuudessa, kaytettavyydessa tai toimin-
nallisuudessa sydanlihassoluja rikastettaessa. Opinnaytetyon tarkoituksena oli
erilaistaa sydanlihassoluja HEB-erilaistusmenetelmalla ja rikastaa ne kahdella eri
magneettirikastimella. Tuloksia kahden magneettirikastimen valilla oli tarkoitus
vertailla kayttden analysoinnissa virtaussytometriaa ja solujen immunofluore-
senssivarjaysta. Tyosta saatujen tulosten perusteella Sydanryhma voi tehda pe-
rusteltuja laitehankintapaatoksia.

Toisen tyossa kaytetyn solulinjan solut eivat erilaistuneet kunnolla sydanlihasso-
luiksi, jonka vuoksi vain yhden solueran naytteista saatiin tavoitellun kaltaisia tu-
loksia. Rikastusmenetelmina kumpikin vertailtu menetelma todettiin yksinker-
taiseksi ja kaytannodlliseksi. Magneettien valisesta vertailusta ja menetelmien ri-
kastustehokkuudesta ei saatu luotettavia tuloksia, joiden perusteella magneetteja
voisi arvioida. Epaluotettavuus tuloksissa johtui tavoitellun kaltaisien analyysien
vahaisyydesta, solujen huonosta erilaistumisesta ja solumaaran huomattavasta
vahenemisesta rikastusta varten valmistavissa pesuissa.

Taman tutkimuksen perusteella saatiin tietoa magneettirikastusmenetelmista ja
tekijoista, joiden avulla tutkimuksen suoritusta voidaan kehittaa. Uusissa tutki-
muksissa naiden kahden magneettirikastimen valilla tulee kiinnittdaa huomiota eri-
laistumiskykyisen iPS-solulinjan valintaan ja naytteiden huolellisiin ja tarkkoihin
pesuihin. Jatkotutkimusaiheena taman tyon perusteella voisi selvittaa toisen so-
lulinjan huonoon erilaistumiskykyyn vaikuttavia tekijoita ja onko solulinjan erilais-
tumistehokkuudella vaikutusta magneettirikastimien rikastamistehokkuuteen. Li-
saksi erilaistusmenetelmien eri esikasittelymenetelmien vaikutuksia rikastami-
seen olisi kannattavaa tutkia.

Asiasanat: rikastus, magneettierottelu, sydanlihassolu, iPS, erilaistus
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One of the properties of stem cells is their limitless ability to divide and differenti-
ate into various cell types. Human somatic cells can be reprogrammed into in-
duced pluripotent stem cells (iPSC) using transcription factors that are brought
inside the cells. iPS cells can be further differentiated into diverse cell types such
as beating cardiomyocytes and purified by use of several different methods.

This Bachelor’s thesis was done for the Heart Group. The objective of this study
was to collect information on whether MACS® and MojoSort™ magnetic cell sep-
arators have differences regarding efficiency, usability or functionality. The pur-
pose of the study was to differentiate cardiomyocytes using the HEB-differentia-
tion method and to purify them with two different magnetic cell separators. The
differing results between the two magnetic cell separators were to be compared
utilizing flow cytometry and immunofluorescence staining for the analysis. Based
on the results gained from the study the Heart Group can make well-informed
decisions on buying new equipment.

The cells of one of the cell lines used in the study did not differentiate properly
into cardiomyocytes, which is why only the samples from the other cell line
yielded desirable results. Both of the compared purification methods were dis-
covered to be simple and practical. No trustworthy or complete results were
gained from the comparison of the methods or of their purification efficiency with
which the methods could have been evaluated. The uncertainty in the results was
caused by the scarcity of desired analyses, the poor differentiation of cells and
the noticeable decrease of cell mass in the pre-purification washes.

This study produced information on magnetic purification methods and factors
with which the research process can be developed. In further studies the selec-
tion of a differentiation-capable iPS cell line and the meticulous and precise wash
of samples require increased attention. A topic for a continued research could be
the investigation of factors regarding the poor differentiation ability of the second
cell line. Additionally, it could be studied if the differentiation efficiency of a cell
line affects the purification efficiency of magnetic cell separators. In addition, a
comparison of the various prehandling procedures belonging to their respective
differentiation methods and their effects on purification would be worthwhile.

Key words: cell sorting, magnetic separation, cardiomyocyte, iPSC, differen-
tiation
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1 JOHDANTO

Kantasolut ovat soluja, joilla on kyky jakaantua rajattomasti ja erilaistua miksi ta-
hansa solutyypiksi. Uudelleenohjelmoidut erittdin monikykyiset kantasolut eli in-
dusoidut pluripotentit kantasolut (iPS) ovat soluja, jotka on uudelleenohjelmoitu
kantasoluiksi ihmisen somaattisista soluista. Ensimmaisen kerran uudelleenoh-
jelmoinnissa onnistuttiin vuonna 2007 kahden eri tutkijaryhman toimesta (Taka-
hashi ym. 2007; Yu ym. 2007). Uudelleenohjelmoinnissa hyddynnetaan solun si-
saan vietavia transkriptiotekijoita. iPS-soluilla odotetaan olevan suuri merkitys ku-
dosteknologian ja laaketieteen kehityksessa (Yoshida & Yamanaka 2017, 1964).
iPS-soluja voidaan erilaistaa useiksi eri solutyypeiksi, esimerkiksi sydanlihasso-
luiksi (Tiscornia, Vivas, & Izpisua-Belmonte 2011, 1571). Erilaistusmenetelmia
on useita erilaisia ja ne perustuvat solujen signalointireittien aktivoimiselle vai-

heittain tietyssa jarjestyksessa (Mummery ym. 2012, 346).

Erilaistetut solut voidaan puhdistaa muista solutyypeista kayttamalla erilaisia ri-
kastusmenetelmia. Kaytettava rikastusmenetelma tulee valita rikastettavan solu-
tyypin vaatimuksien ja jatkokasittelytarpeen mukaisesti. Kaytetyimmat rikastus-
menetelmat perustuvat solun pintaproteiinien tarttuvien vasta-aineiden fluore-
senssivarjaykseen tai solun genomin muuntamiseen, jotta solu alkaa ilmentaa

rikastukseen tarvittavia tekijoita. (Amos ym. 2011, 26.)

Opinnaytety6 tehdaan Tampereen yliopistossa toimivalle Sydanryhmalle. Sydan-
ryhman tarkeimpia tavoitteita on toiminnallisten sydanlihassolujen ja maksasolu-
jen erilaistaminen iPS-soluista ja niiden hyédyntaminen perinndllisten sydansai-
rauksien seka ateroskleroosin mallinnuksessa. Sydanryhmassa tehtava tutkimus
keskittyy iPS-solujen tuottoon potilasnaytteista ja niiden avulla erilaistamismene-
telmien ja kasvatusymparistojen kehittamiseen sydanlihassoluille ja maksaso-
luille. Opinnaytety6ta Sydanryhmassa ohjaavat tutkijatohtori Mari Pekkanen-Mat-

tila ja laboratorioanalyytikko Henna Lappi. (Aalto-Setala 2020.)

Opinnaytetyon tavoitteena oli selvittdd, onko MACS® ja MojoSort™ -magneettiri-

kastimilla eroja tehokkuudessa, kaytettavyydessa tai toiminnallisuudessa sydan-
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lihassoluja rikastettaessa. Opinnaytetydn tarkoituksena oli erilaistaa sydanlihas-
soluja HEB-erilaistusmenetelmalla ja rikastaa ne kahdella eri magneettirikasti-
mella. Tuloksia kahden magneettirikastimen valilla oli tarkoitus vertailla kayttaen
analysoinnissa virtaussytometriaa ja solujen immunofluoresenssivarjaysta.
Tyo6sta saatujen tulosten perusteella Sydanryhma voi tehda perusteltuja laitehan-

kintapaatoksia.
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2 KANTASOLUT

Ensimmaiset tutkijat, jotka maarittelivat mita kantasolut ovat ja millaisia ominai-
suuksia niilla on, olivat Ernest McCulloch ja James Till 1960-luvulla. Pioneerityos-
saan hiirilla he I0ysivat verta tuottavat kantasolut eli hematopoieettiset kantasolut.
(Becker, McCulloch & Till 2014.) Heidan tutkimuksensa oli alku uudelle saralle
tieteen maailmassa, silla kantasoluja hyddynnetaan laaketieteessa, tutkimuk-
sissa ja tieteellisissa yhteisdissa yha enenevissa maarin (Skottman & Seppanen
2014).

Kantasolut ovat soluja, joilla on rajaton jakaantumiskyky ja ne voivat erilaistua
miksi tahansa solutyypiksi. Kantasolut jaotellaan ryhmiin niiden erilaistumiskyvyn
seka alkuperan mukaan. Erilaistumiskyvyn mukaan kantasolut voidaan jakaa plu-
ripotentteihin, totipotentteihin, multipotentteihin ja unipotentteihin kantasoluihin.
Totipotentit kantasolut ovat hedelmdittyneitd munasoluja ja ne voivat erilaistua
miksi tahansa ihmiskehon kudostyypiksi. Pluripotentit kantasolut syntyvat alkion-
kehityksen aikana, kun solut ovat jo eriytyneet ryhmiksi, joista muodostuu siki6-
kalvo, istukka ja itse elid. Taman vuoksi pluripotentit kantasolut voivat erilaistua
kaikiksi muiksi kuin istukan tai sikiokalvon soluiksi. Alkion kantasoluja kutsutaan
ES-soluiksi (embryonic stem cell). Multipotentit kantasolut ovat aikuisen kantaso-
luja, jotka voivat erilaistua enaa vain tietyn kudoksen tai elimen soluiksi. Unipo-
tentit kantasolut ovat aikuisen kantasoluja, jotka voivat erilaistua ainoastaan yh-
deksi solutyypiksi tietyssa kudoksessa. Kantasoluja |0ytyy kaikkialta ihmiske-
hosta, mutta vuodesta 2006 lahtien pluripotentteja kantasoluja on osattu valmis-
taa myos ihmiskehon ulkopuolella in vitro. Naita kantasoluja kutsutaan iPS-so-
luiksi. (Takahashi & Yamanaka 2006, 663; Weltner, Trokovic & Otonkoski 2014,
785; ISSR 2020.)

2.1 iPS-solut ja niiden valmistaminen

Solujen uudelleenohjelmointi iPS-soluiksi onnistui hiiren soluista vuonna 2006 ja

ihmisen fibroblasteista vuonna 2007 kahden eri tutkimusryhman toteuttamana
(Takahashi & Yamanaka 2006; Takahashi ym. 2007; Yu ym. 2007). iPS-solut
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ovat peraisin somaattisista soluista ja ne on tehty pluripotenteiksi hyodyntaen
transkriptiotekijoita. Geeninsaatelyproteiinia koodaavat geenit, jotka tunnetaan
nykyisin yleisesti myos Yamanakan faktoreina (Oct4 (octamer binding transcrip-
tion factor 4), Sox2 (sex determining transcription factor 2), KIf4 (Kruppel-like fac-
tor 4), c-Myc (cellular myelocytomatosis oncogene)) on syoétetty uudelleenohjel-
moitavan solun sisaan useimmiten kayttaen virusvektoreita (Takahashi ym. 2007,
861). Yun johtama tutkimusryhma hyoddynsi Oct4, Sox2, Nanog (homeobox pro-
tein) ja Lin8 (abnormal cell lineage protein 8) -transkriptiotekijoita (Yu ym. 2007).
Talla osoitettiin, ettd iPS-soluja voidaan valmistaa useammalla eri tavalla. Paas-
tessaan solun sisaan transkriptiotekijoita koodaavat geenit osallistuvat solun pro-
teiinisynteesiin ja alkavat muokata solusta pluripotenttia. Nykyaan monien mui-
denkin tekijoiden on osoitettu toimivan tuman uudelleenohjautumisessa. Naita te-
kijoita ovat esimerkiksi muut soluille tyypilliset transkriptiotekijat, solusykliin vai-
kuttavat tekijat, entsyymit, jotka vaikuttavat kromatiinin muokkauksessa seka jot-
kin mikro-RNA-molekyylit ja soluadheesiomolekyylit. (Takahashi ym. 2007, 861;
Weltner ym. 2014, 785-786.)

Solun uudelleenohjautuminen on monivaiheinen prosessi, joka voidaan jakaa
kahteen vaiheeseen: sattumanvaraiseen ja ohjelmoituun etenemiseen kohti plu-
ripotenttia kantasolua. Uudelleenohjelmoinnin sattumanvaraisuus johtuu tuman
epigeneettisen tilan uudelleenohjelmoinnista ja sen aiheuttamista haasteista.
Sattumanvarainen vaihe alkaa solusyklin aktivoinnilla, jotta solut jakautuisivat ak-
tiivisesti ja jatkuu vaiheella, jossa solut muuntuvat epiteelisolujen kaltaisiksi so-
luiksi. Aktiivinen jakautuminen edesauttaa myos Oct4 ja Sox2 -transkriptiotekijoi-
den kiinnittymista, koska se aiheuttaa estavien kromatiinirakenteiden hetkellista
heikkenemista. Oct4 ja Sox2 sitoutuvat kromatiinirakenteeseen niiden kohdegee-
nien alueelle, joita ne saatelevat. Sox2 edesauttaa Oct4:n ilmentymisen ohjaami-
sessa. Transkriptiotekijoista c-Myc ja oletettavasti myos Klf4 muokkaavat tuman
kromatiinirakennetta sellaiseksi, mihin transkriptiotekijat Oct4 ja Sox2 voivat kiin-
nittya. C-Myc aktivoi kromatiinia muokkaavia proteiineja ja KlIf4 aktivoi Sox2:ta.
C-myc ja KIf4 edesauttavat ja ohjaavat nain solussa tapahtuvia alkuvaiheen muu-
toksia. KlIf4 ja c-Myc my6s vaikuttavat solun solusyklia estavien kasvunrajoitus-
geenien (p21 ja p53) toimintaan, minka on osoitettu lisddvan uudelleenohjautu-
misen tehokkuutta. Jatkotutkimuksissa on lisaksi havaittu, ettei onkogeeninen c-

Myc ole korvaamaton ja solun uudelleenohjelmointi onnistuu myos
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ilman sita (Nakagawa ym. 2008, 101). (Takahashi ym. 2007, 862, 868; Yamanaka
2007, 42-46; Weltner ym. 2014, 786—787; Yoshida & Yamanaka 2017, 1958—
1959.)

Sattumanvaraisen vaiheen jalkeen uudelleenohjelmoinnissa siirrytaan kohti oh-
jelmoitua vaihetta, kun solut alkavat vahitellen ilmentaa geeneja, jotka ovat omi-
naisia pluripotenteille kantasoluille. Uudelleenohjelmoinnin loppupuolella solun
toimintaa ohjaavat transkriptiotekijat Oct4 ja Sox2. Ohjelmoidussa vaiheessa so-
lut muuntavat itsensa pluripotenttiin tilaan muokkaamalla epigeneettisen tilansa
seka geeniverkostonsa pluripotenttia vastaavaksi. Tassa vaiheessa solut myos
hiljentavat siirtogeeniset uudelleenohjelmointitekijat, jotka ovat vaikuttaneet so-
lun uudelleenohjautumiseen pluripotentiksi kantasoluksi. Kokonaisuudessaan
solun uudelleenohjelmointi on hidasta ja alusta loppuun pluripotentiksi kantaso-
luksi muuntuminen vie aikaa noin kolmenkymmenen paivan ajan. (Takahashi ym.
2007, 862—-863; Weltner ym. 2014, 786-787.)

Transkriptiotekijat vietiin uudelleenohjelmoitavien kantasolujen sisaan alun perin
kayttaen retroviruksia ja lentiviruksia (Takahashi ym. 2007, 861,869; Weltner ym.
2014,788). Naita viruksia kaytettaessa esiintyi kuitenkin ongelmia, silla retrovi-
ruksen ja lentiviruksen avulla solun sisaan kuljetetut geenit pystyivat integroitu-
maan solun genomiin aiheuttaen mutaatioita. Vaikka siirtogeenit hiljentyvat uu-
delleenohjelmoinnin lopuksi ne voidaan tarkoituksettomasti aktivoida, jolloin riski
kasvainten muodostumiselle nousee. Liséksi retrovirukset voivat aiheuttaa iPS-
solujen muuttumisen immunogeenisiksi (Zhao ym. 2011, 212-213). Naiden hait-
tojen ehkaisemiseksi kehitettiin uusia, integraatiovapaita menetelmia, joilla tran-
skriptiotekijat saatiin siirrettya solukalvon sisapuolelle. Naita uusia transkrip-
tiotekijoiden kuljetustapoja ovat Sendai-virukset (Fusaki ym. 2009), adenoviruk-
set (Stadtfeld ym. 2008), plasmidit (Okita ym. 2011; Okita ym. 2008), syntetisoitu
mRNA (Warren ym. 2010) ja proteiinit (Kim ym. 2009). (Yamanaka 2012, 679;
Yoshida & Yamanaka 2017,1958.)

Indusoituja pluripotentteja kantasoluja hyodynnetaan nykyisin paljon laaketutki-
muksen ja kudosmallintamisen parissa. Pluripotenttiuden saavuttaneet iPS-solut
voidaan jatkokasitella ja erilaistaa useiksi eri solutyypeiksi. Esimerkkina solutyy-
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peista toimivat sydanlihassolut, adiposyytit (rasvasolut), hermosolut, haiman so-
lut tai hematopoieettiset solut (verisolut). Vaikka iPS-solujen ja ES-solujen toimin-
nallinen samankaltaisuus on huomattava, tarkemmissa tutkimuksissa on huo-
mattu, etta solut iimentavat satoja geeneja eri tavoin ja iPS-solut onkin luokiteltu
pluripotenttien kantasolujen alatyypiksi (Chin ym. 2009, 111). iPS-solut ja ES-
solut eroavat toisistaan myos epigeneettisten profilliensa suhteen. Esimerkiksi
metyloituneiden alueiden metylaatioprofiilit eroavat toisistaan. Muita vahaisia
eroavaisuuksia ilmenee mitokondrioissa ja mahdollisesti myds X-kromosomien
deaktivoinnissa (Baghbaderani ym. 2016, 394; Tchieu ym. 2010, 329). iPS-soluja
verrataan usein ES-soluihin, koska niilla on samat edellytykset toimia tutkimuk-
sissa, mutta ES-solujen kaytdssa on eettisia ongelmia niiden alkiolahtoisyyden
vuoksi. (Tiscornia ym. 2011, 1571; Weltner ym. 2014, 785, 788—-789; Yoshida &
Yamanaka 2017, 680—-681.)

2.2 iPS-solujen karakterisointi

Karakterisoinnilla tarkoitetaan tutkittavan asian, tassa tapauksessa solujen tai so-
lulinjojen, tarkastamista ja ominaisuuksien tutkimista ja havainnointia. iPS-solu-
jen karakterisoinnin avulla on tarkoitus varmistaa solujen tai solulinjan olevan plu-
ripotentteja. iPS-solujen pluripotenttiutta voidaan tutkia tarkastelemalla solujen
morfologiaa, tekemalla immunofluoresenssivarjayksia, PCR-menetelmilla (poly-
merase chain reaction) seka tutkimalla teratoomien muodostumista. Morfologisia
tunnusmerkkeja iPS-soluille ovat pieni koko, pyoreys, vahainen sytoplasma, huo-
mattava tuma ja korkea tumien ja sytoplasman suhde. iPS-solukolonioiden tun-
nusmerkkeja ovat tasaisuus ja pyorea muoto seka hyvin erottuva ja pehmea
reuna. Koloniat ovat myds kompaktin kokoisia. (Takahashi ym. 2007, 863—-864,
866—-867; Wakui ym. 2017, 044003-1-044003-2.)

Immunofluoresenssivarjayksilla tutkitaan solun kykya ilmentaa pluripotentille so-
lulle ominaisia markkereita. Markkereiksi kutsutaan esimerkiksi geeneja tai pro-
teiineja, joita tutkittava solu tyypillisesti iimentaa. Immunofluoresenssivarjays voi-
daan tehda kayttden suoraa tai epasuoraa varjaystapaa. Skaperin (2012) mu-

kaan suorassa varjaystavassa fluoresoiva merkkiaine on kiinnitetty primaari-
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vasta-aineeseen ja epasuorassa menetelmassa primaarivasta-aineeseen kiinnit-
tyvaan sekundaarivasta-aineeseen. Antigeenina, johon vasta-aineet Kiinnittyvat
toimii tutkittava markkeri. Analyyseissa kaytetaan usein epasuoraa varjaystapaa
sen paremman herkkyyden ja intensiivisemman varjaystuloksen vuoksi. (Skaper
2012, 235, 237-238.) Tutkittaessa solun pluripotenttiutta markkereina toimivat
esimerkiksi alkalinen fosfataasi (AKP), SSEA (stage specific embryonic antigen)
ja Tra-1-60 ja Tra-1-81 (tumor related antigen). Lisaksi usein tutkitaan geenien,
kuten Nanog:n, Oct4:n ja Sox:n ilmentymista. Pluripotentin solun tulisi ilmentaa
kaikkia edella mainittuja markkereita. (Takahashi ym. 2007 863—864; Tiscornia
ym. 2011, 1574; Deng ym. 2015, 153-154.)

PCR-menetelmallda monistetaan tutkittavista soluista eristettyd RNA:ta tai
DNA:ta, jotta voidaan tutkia, mita geeneja solu ilmentaa tai ei ilmenna. Kantaso-
luista eristetddn RNA:ta, joka muunnetaan cDNA:ksi eli komplementaariseksi
DNA:ksi, josta on poistettu intronit. cDNA-synteesi voidaan toteuttaa kaan-
teistranskriptaasi-PCR-tekniikkaa kayttaen, jolloin synteesin jalkeen cDNA:ta mo-
nistetaan alukkeiden avulla, koska sitd muodostuu muuten niin vahaisia maaria.
Valmistettuun cDNA-naytteeseen lisataan tutkittavien geenien alukkeet ja nayt-
teitd monistetaan PCR:lI4, jotta ilmennettdvaa geenia olisi tarpeeksi analyysia
varten. Analyysilla voidaan tutkia endogeeneja, joita pluripotentin solun tulisi il-
mentaa tai eksogeeneja, joita pluripotentin solun ei tulisi ilmentaa. Endogeeneilla
tarkoitetaan geeneja, joita solu on uudelleenohjelmoinnin aikana alkanut ilmentaa
ja jotka toimivat siten pluripotenssimarkkereina. Eksogeenit ovat geeneja, jotka
vietiin solun sisaan uudelleenohjelmoinnin aikana, ja jotka solu on hiljentanyt
muuntuessaan iPS-soluksi. Esimerkkeja usein kaytetyistd endogeenimarkke-
reista ovat Sox2, Nanog, Oct3/4, c-Myc, Rex1 (reduced expression 1), GAPDH
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) ja [B-aktiini. Edellda mainituista
markkereista GAPDH on niin sanottu housekeeping -geeni, eli yllapitogeeni,
jonka ilmentamisen voimakkuuden ei tulisi muuttua solujen muokkaamisen ai-
kana (Artyukhov ym. 2017, 234). Solun sisaan tuotujen eksogeenien markkereina
toimivat Oct4, Sox2, c-Myc ja KIf4. (Bustin 2004, 88—-91; Takahashi ym. 2007,
863; Tiscornia ym. 2011, 1573-1574; Manzini ym. 2015, 905.)
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Teratoomien eli itusolukasvaimien muodostuminen on yksi pluripotenttiuden ha-
vaitsemiskeino. Tuumorien muodostumista testataan siirrostamalla tutkittavia so-
luja hiirten selanpuoleisiin kylkiin ja tarkastelemalla tuumorin muodostumista yh-
deksan viikon jalkeen. Jos teratooma on muodostunut, siita otetaan histologisia
naytteita ja selvitetdan siina esiintyvat kudostyypit. Jotta solut voidaan todeta plu-
ripotenteiksi naytteesta tulee 10ytya kaikkia kolmen alkiokerroksen solutyyppeja.
Alkiokerrosten solutyyppien muodostumista voi testata myds EB-erilaistuksen
(embryonic body) avulla in vitro, koska menetelmassa soluaggregaatit erilaistuvat
jokaisen alkiokerroksen soluiksi. (Takahashi ym. 2007, 866—867; Rajala, Pekka-
nen-Mattila & Aalto-Setala 2011, 4; Acimovic ym. 2014, 2.)
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3 iPS-SOLUJEN ERILAISTAMINEN SYDANLIHASSOLUIKSI

iPS-solujen erilaistaminen sydanlihassoluiksi on prosessina hyvin samanlainen
kuin sydamen kehittyminen alkionkehityksen aikana. Vaiheittainen transkrip-
tiotekijoiden aktivointi aikaansaa alustavan esisydan-mesodermin muodostumi-
sen ja lopulta maarittda sydansolujen kohtalon. Prosessien samankaltaisuutta tu-
kee se, ettda monissa erilaistusmenetelmissa hyddynnetaan alkionkehityksessa-
kin toimivien signalointireittien aktivointia ja inhibointia, joka saa solun kehitty-
maan kohti sydanlihassolua. Toinen prosessien samankaltaisuutta tukeva asia
on geenisekvenssissa tapahtuvat muutokset, joita on havaittu seka alkionkehi-
tyksessa etta iPS-solujen erilaistuksessa. Lisaksi iPS-solun sydanlihassoluksi
muovautumisen vaiheet tapahtuvat samoja vaiheita noudattaen in vitro kuin alki-
onkehityksenkin aikana. (Mummery ym. 2012, 345; Karakikes ym. 2015, 3—4.)

Alkionkehityksen alkuvaiheissa kehitysta kontrolloivat kolme proteiinikasvuteki-
jéiden perhetta. Ne vaikuttavat alkeellisen mesodermin muodostukseen ja kar-
diogeneesiin. Nama kolme proteiiniperhettd ovat luun morfogeeniset proteiinit
(BMP, bone morphogenic protein), wingless/INT-proteiinit (WNT) ja fibroblasti-
kasvutekijat (FGF, fibroblast growth factor). Naita proteiineja tai niiden inhibiitto-
reita ilmentaa alkionkehityksessa endodermi. BMP-signalointi yleisesti edesaut-
taa kardiogeneesia kun taas signalointi WNT-signalointireittien kautta on moni-
mutkaisempi tapahtuma. WNT-signalointi vaikuttaa sydamen maarittelyyn ja voi
joko edistaa tai estda sydamen kehitysta. Signaloinnin tapahtuessa proteiiniki-
naasi-C/c-Jun-N-terminaalikinaasi -reitin kautta WNT-signalointi edistaa kardio-
geneesia ja B-kateniini/GSK3 -reitin kautta tapahtuessa estaa sita. Lisaksi on ha-
vaittu WNT/B-kateniini -signalointireitin myds edistavan sydanerilaistusta aivan
erilaistuksen alussa (Ueno ym. 2007, 9685). Naiden signalointireittien hairiot vai-
kuttavat negatiivisesti sydamen muodostumiseen. FGF:n rooli sydankehityk-
sessa on antaa sijaintitietoja soluille niiden oikeanlaista sijoittumista varten.
BMP2-proteiini saatelee lisdavasti FGF8-proteiinin tuottoa ja ne yhdessa aiheut-
tavat mesodermivaiheisien solujen muutoksen kaynnistamisen kohti alkuvaiheen
sydanerilaistumista. On havaittu, etta erilaisten kasvutekijayhdistelmien oikea-ai-
kainen toiminta ja ilmentyminen aiheuttaa ja muovaa alkuvaiheen sydan-

mesodermin muodostumista. (Mummery ym. 2012, 345; Burridge ym. 2012, 4.)
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Mesodermin solut vastaanottavat signaaleja, joiden avulla ne kaynnistavat sy-
danspesifisten transkriptiotekijoiden tuoton. Transkriptiotekijoiden tuotto aloittaa
sydantranskriptio-ohjelman toiminnan. Ensimmaisena osana tatd tapahtumaa
mesodermin solut iimentavat T-box tekija Brachyury T -transkriptiotekijaa ja MixI1
homeoboksi -proteiinia (mix-paired-like-homeobox 1). Nama solut myods aktivoi-
vat ohimenevasti helix-loop-helix-transkriptiotekija Mesp1:n (mesoderm posterior
1), jonka aktivoitumisen mydta siirrytddn sydanmesodermi -vaiheeseen sydamen
kehitysta. Mesp1-proteiini vaikuttaa homeoboksi transkriptiotekijan Nkx2-5:n
(NK2 homeobox 5), T-box proteiini Tbx5:n (T-box transcription factor 5), Isl1:n
(insulin gene enhancer protein 1) ja LIM (LIM domain) transkriptiotekijan ilmenta-
miseen. Nama tekijat ovat sydanlinjan erilaistuksen varhaisia markkereita. Nkx2-
5:11& on olennainen osa muotosignaalien tulkinnassa muodostettaessa varhaisia
sydanputkia. On todennakoista, ettd Nkx2-5 toimii transkriptiossa yhteistydssa
Tbx5:n kanssa, jolloin ne yhdessa auttavat sydamen rakenneosien, kuten valisei-
nan ja vasemman kammion alustavassa muodostumisessa. (Mummery ym.
2012, 345-346; Burridge ym. 2012, 4; Rajala ym. 2011, 2-3.)

Toisena osana sydantranskriptio-ohjelman toiminnan alkamista Nkx2-5 ja Tbx5
littyvat yhteen sinkkisormi -transkriptiotekijdiden jasenperheen GATA:n ja SRF:n
(serum response factor) kanssa aktivoidakseen sydamen rakennegeeneja. Ra-
kennegeeneja aktivoidaan sydansolun esiaste -kehitysvaiheessa. Aktivoitavia ra-
kennegeeneja ovat aktiinia, myosiinin raskasketjua, myosiinin kevytketjua, tro-
poniinia ja desmiineja koodaavat geenit. Lisaksi Tbx5 ja Nkx2-5 toimivat yhdessa
aktivoidakseen konneksiini-40-proteiinin ilmentamisen. GATA 4:11a ja GATA 6:lla
on tarkea osa sydansolujen kehityksessa ja ilman niiden osallistumista ei sydan-
kudosta muodostu. GATA 4 toimii varhaisessa vaiheessa prosessia esimerkiksi
varhaisten sydanputkien muodostamisessa. GATA 4 seka GATA 6 toimivat myos
lihaskudosten muodostamisessa. Lisaksi MEF2-transkriptiotekijoilla (myocyte
enchancer factor 2) on tarkea osa sydansolujen muodostumisessa, silla ne saa-
televat sydanlihaksen rakennegeeneja. Sydansolut voidaan tunnistaa niiden ra-
kenneproteiinien, kuten cTnT:n (troponiini-T) ja a-aktiniinin tai a-MHC-proteiinin
(myosin heavy chain alpha) avulla. Kokonaisuutena tama geeninsaatelyverkosto
hyddyntaa useita monimutkaisia vuorovaikutuksia saadellessaan sydamen kehi-
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tysta. Kuviossa 1 on esitetty sydanlihassolujen muovautuminen. Kuvioon on mer-
kitty myos kunkin erilaistumisvaiheen aikana vaikuttavia tekijoita. (Rajala ym.
2011, 3; Mummery ym. 2012, 346; Burridge ym. 2012, 4.)

Mesodermin Sydanlihassolun
muovautuminen Sydansolun kehittyminen maturaatio

—
\ \ \
| | !

: 2 . Sydansolun
iPS-solut Mesodermi Sydéanmesodermi yesiaste Sydinlihassolu
Nxk2-5
» Brachuyry T » Mespl * Thx5 » cTnT
Nanog Fox C1 Isl-1 GATA4 a-aktiniini
Oct4 Dkk-1 Flk-1 Hand 1/2 MHC

KUVIO 1. Sydanlihassolujen erilaistumisen vaiheet (Rajala ym. 2011, 3, muo-
kattu)

iPS-solujen muuntuminen sydanlihassoluiksi tapahtuu edella kuvatun (kuvio 1)
kaltaisesti normaalin sydamen kehityksen vaiheiden mukaisesti. Sydamen kehi-
tyksessa esiintyvia tekijoitd voidaan hyddyntaa iPS-solujen erilaistamisessa sy-
danlihassoluiksi kayttamalla signalointireitteja, jotka aktivoivat tiettyja transkrip-
tiotekijoita vaiheittain. iPS-solujen erilaistaminen eroaa sydamen kehityksesta
siina, etta tarvittavia signalointireitteja aktivoivia aineita ei ole samalla tavalla saa-
tavilla kuin alkiolahtdisessa kehityksessa. Taman vuoksi iPS-soluja erilaistetta-
essa sydanlihassoluiksi aktivoidaan ulkoisesti muun muassa activin-, nodal-,
TGF-B-, Wnt-, ja BMP-signalointireitteja (Hartman, Dai, & Laflamme 2016, 4).
(Mummery ym. 2012, 346; Karakikes ym. 2015, 3.)

Naita erilaistumista edesauttavia signalointireitteja voidaan aktivoida esimerkiksi
syottamalla iPS-soluille sytokiineja, eli viestiaineita, kuten BMP4:3a, IWP-4:33
(inhibitor of WNT production 4) tai activin-A:ta. BMP4 ja activin-A sytokiinien li-
saaminen viljelmaan lisda muun muassa Mixl1-markkerin ilmentymista. WNT/(3-
kateniini -signalointireittia inhiboivia IWP-molekyyleja hyodynnetaan erilaistuksen
loppupuolella, silla erilaistuksen myohemmassa vaiheessa WNT -signalointi inhi-
boi sydanerilaistusta (Ueno ym. 2007, 9685). Tata signalointia estamalla sydan-
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lihassolujen saanto paranee. Askorbiinihapolla taas voidaan edesauttaa syda-
men geenien, esimerkiksi GATA 4:n parempaa ilmentymista ja spontaanin sykin-
nan alkamista (Takahashi ym. 2003, 1912). Lisaksi on havaittu, etta erilaistuksen
alussa insuliinipitoiset olosuhteet inhiboivat sydanerilaistusta, joten insuliini lisa-
taan viljelmiin usein vasta erilaistamisen myohemmassa vaiheessa (Lian ym.
2013, 2). Kun iPS-solut ovat erilaistuneet sydanlihassoluiksi, ne alkavat sykki-
maan kasvatusalustoillaan spontaanisti. (Burridge ym. 2012, 5; Karakikes ym.
2014, 21.)

3.1 Yleisimmat sydéanlihassolujen erilaistusmenetelmat

iPS-soluja voidaan erilaistaa sydanlihassoluiksi useita eri menetelmia hyddyn-
taen. Nelja yleisinta kaytdssa olevaa menetelmaa ovat pienmolekyylimenetelma,
yksikerrosmenetelma, EB-menetelma ja END-2-menetelma. Muut kaytetyt me-
netelmat perustuvat edella mainittuihin menetelmiin tai ovat niiden erilaisia vari-
aatioita ja muunnelmia. Kaikissa menetelmissa iPS-soluja kasvatetaan solumal-
joilla tai kuoppalevyilla mediumissa, jossa erilaistuminen sydanlihassoluiksi ta-
pahtuu. (Burridge ym. 2012, 5; Smith ym. 2017, 3-5.)

END-2-menetelma on yksi ensimmaisista sydanlihassolujen erilaistusmenetel-
mista. Tassa menetelmassa pluripotentteja kantasoluja kasvatetaan hiiren viske-
raalisen endodermin kaltaisten solujen (END-2) paalla. Samalla tavalla kuin al-
kiolahtoisessa sydankehityksessa endotermi erittaa sydanerilaistusta edistavia
tekijoita, kuten BMP:ta, aktivin-A:ta, FGF:aa ja WNT/B-kateniini -signalointireitin
repressoreita, jotka vaikuttavat pluripotenttien solujen erilaistumiseen sydanli-
hassoluiksi. Menetelman erilaistustehokkuutta on saatu parannettua kasvatta-
malla soluja aluksi insuliinittomissa ja seerumittomissa olosuhteissa. Lisaksi L-
askorbiinihapon on todettu edistavan sydanerilaistusta. Menetelmalla saadaan
sydanlihassolujen saannoksi 20-25 %. (Mummery ym. 2012, 349; Acimovic ym.
2014, 2.)

EB-menetelmassa (embryoid body) soluja kasvetaan suspensiossa. Kasvaes-
saan maljalla tai kaivoissa solut muodostavat pallomaisia soluaggregaatteja, joi-

den ei anneta kiinnittya kasvatusalustansa seiniin tai pohjaan. Soluaggregaatit
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erilaistuvat spontaanisti jokaisen kolmen eri alkiokerroksen endodermin, meso-
dermin ja ektodermin soluiksi. Sydanlihassolut ovat varhaisimpia solutyyppeja,
joita alkaa ilmentya niin alkionkehityksen kuin soluaggregaattien spontaanin eri-
laistumisen aikana. Suspensiovaiheen jalkeen soluja kasvatetaan gelatiinipaal-
lystetyilld kasvatusalustoilla, joihin solut kiinnittyvat ja joissa solut alkavat sykkia.
Menetelman saanto on melko heikko (<10 %), mutta sita on pyritty parantamaan
tasapainottamalla soluaggregaattien kokoa viljelemalla niita esimerkiksi V:n ja
U:n muotoisissa kaivoissa. Yksikerrosmenetelmassa soluja kasvatetaan koko
kasvatusalustan pohjan peittavana mattona. Seka EB-menetelmassa etta yksi-
kerrosmenetelmassa on tarkeaa, etta solut saavat oikeat signaalit oikeaan aikaan
erilaistuakseen hyvin. (Rajala ym. 2011, 4-5; Mummery ym. 2012, 348; Acimovic
ym. 2014, 2-3.)

Pienmolekyylimenetelmassa solut kasvavat kiinnittyneena kasvatusalustansa
pohjaan. Menetelmassa ei kayteta kasvutekijoita ja solujen erilaistumisolosuhteet
maaritelldan tarkasti pipetoimalla niille pienmolekyyleja maaritetyssa jarjestyk-
sessa. Erilaistuksen aluksi solut kasitelladn CHIR99021-pienmolekyylilla, joka in-
hiboi WNT/GSKS3-signalointireittia, auttaen sydanerilaistusta (Lian ym. 2013, 2—
3). Menetelmassa soluille sydtetdan mediumien mukana myds BMP4:3a ja akti-
vin-A:ta, jotka auttavat erilaistumista. Menetelman toinen tarkea signalointireitti
on WNT/B-kateniini-signalointireitti, jonka toimintaa inhiboidaan IWP-4-molekyy-
lilla erilaistuksen loppuvaiheessa. Menetelman tavoitteena on kasvattaa soluista
verkko, joka sykkii yhtenaisesti. Menetelman saanto (>30 %) on suurempi kuin
END-2-menetelmassa tai EB-menetelmassa. (Rajala ym. 2011, 5-6; Acimovic
ym. 2014, 3.)
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4 iPS-SOLUISTA ERILAISTETUT SYDANLIHASSOLUT

Yksittainen aikuinen sydanlihassolu on keskimaarin halkaisijaltaan 10-15 pym ja
pituudeltaan noin 100-150 um. iPS-soluista erilaistetut sydanlihassolut ovat epa-
kypsia, eika niilla siten ole aikuisen solun kokoa, rakennetta ja morfologiaa, vaan
ne ovat keskimaarin vain 600 um? kokoisia (Yang, Pabon & Murry 2014, 2; Be-
dada, Wheelwright & Metzger 2016, 2). iPS-solusta erilaistetuissa sydanlihasso-
luissa myofibrillien eli lihassaikeiden sijoittuminen ei ole niin jarjestaytynytta kuin
ihmisen sydanlihassoluissa, joissa myofibrillit kulkevat solun paasta paahan (Ri-
beiro ym. 2015, 12705). Kuvassa 1 on esitetty mikroskooppikuva troponiinilla var-
jatyista iPS-soluista erilaistetuista sydanlihassoluista, joissa solujen sarkomeeri-
rakenteet nakyvat selkeasti. Useissa sydanlihassoluissa on kaksi pitkdnomaista
tumaa, mutta kaksitumaisuus vahenee huomattavasti mita kehittymattomampi
sydanlihassolu on. Kuvasta 1 nahdaan myds, etta iPS-soluista erilaistetut sydan-
lihassolut ovat muodoltaan enemman kulmikkaan pyoreita kuin sauvamaisia, jol-
laisia kypsat ihmisen sydansolut ovat (Rajala ym. 2011, 7). Lundyn ym. (2013)
tutkimuksen mukaan viljelyaikaa pidennettaessa iPS-soluista erilaistettavat sy-
danlihassolut alkavat muistuttamaan kypsyydeltddn enemman aikuisia sydanli-
hassoluja (Lundy, Zhu, Regnier & Laflamme 2013). (Robertson, Tran & George
2013, 316; Sarantitis ym. 2012, 367.)

__ sarkomeereja

KUVA 1. Sydanlihassoluja ja niiden sarkomeerirakennetta
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Sydanlihassolut kiinnittyvat pituussunnassaan kiinni toisiin sydanlihassoluihin
kytkylevyjen valityksella. Kytkylevyt koostuvat desmosomeista, vydliitoksista ja
aukkoliitoksista. Desmosomit pitavat solut kiinni toisissaan solun supistuessa sy-
kayksittain. Aukkoliitokset rakentuvat konneksiiniproteiineista ja niiden lapi kulkee
sydanlihassolun sahkdinen signalointi, seka pienet molekyylit. Vydliitoksien ra-
kenneproteiineja ovat esimerkiksi N-cadherin (neural cadherin) ja a- ja B-kate-
niinit. Solun sarkomeerirakenteen aktiinisyiden paat kiinnittyvat vydliitoksien a- ja
B-kateniini -proteiineihin solun sisalla seka muiden solujen liitoskohdissa. (Saran-
titis ym. 2012, 367-368.)

Sarkolemma eli sydanlihassolun solukalvo koostuu fosfolipidimolekyyleista, kole-
sterolista seka proteiinimolekyyleista, jotka antavat kalvolle kaksikerroksisen ra-
kenteen. Kalvolla sijaitsevat proteiinit toimivat kanavina ioneille ja molekyyleille,
jotka liikkuvat kalvon lapi. Kostameerit ovat kiinnittavia rakenteita, jotka kiinnitta-
vat sarkomeerit Z-levyista sarkolemman sisempaan osaan. Tarkeimpia sydanli-
hassolun rakenteita ja organelleja ovat mitokondriot, kalsiumvarastona toimiva
sarkoplasmakalvosto, mika ei iPS lahtdisessa sydanlihassolussa ole taysin lop-
puun kehittynyt ja solun tukiranka eli sytoskeleton. (Sarantitis ym. 2012, 368—
369.)

Sydanlihassolun tukiranka koostuu aktiinisaikeista, valikokoisista saikeista ja
mikrotubuluksista, jotka kiinnittavat myofibrillit sarkolemmaan, ohuista ja pak-
suista filamenteista seka kytkylevyista. Z-levyt rajaavat sarkomeereja, jotka ovat
noin 2,2 ym pitka ja jotka yhteen liittyneind muodostavat myofibrilleja (kuvio 2)
(Ribeiro ym. 2015, 12706). Z-levyt keraavat sarkomeerien tuottaman mekaanisen
energian ja valittavat sen kostameeriin. Z-levyt yhdessa ohuiden ja paksujen fila-
menttien seka titiinin kanssa muodostavat verkkomaisen rakenteen. (Sarantitis
ym. 2012, 369-375.)
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KUVIO 2. Myofibrillin rakenne (Sarantitis ym. 2012, 370, muokattu)

Kuviossa 2 on esitetty myofibrillin rakenne ja siella toimivia rakenneproteiineja.
Sarkomeerin tarkeimpia proteiineja ovat troponiini, aktiini ja myosiini, joilla jokai-
sella on oma tehtavansa solussa. Tukirankaan kuuluvat ohuet filamentit rakentu-
vat aktiinimolekyyleista ja niihin tasaisin valimatkoin kiinnittyneista kolmesta tro-
poniinimolekyylista (troponiini-T, -C ja -l). Paksut filamentit rakentuvat myosii-
nimolekyyleista seka aktiiniin kiinnittyvasta myosiinipaasta. (Sarantitis ym. 2012,
370-371.)

Sydanlihassolun supistumisen saa aikaan ohuen ja paksun filamentin lomittumi-
nen sarkomeerissa. Solun ulkoisen ja sisaisen jannite-eron purkautuminen ai-
heuttaa kalsiumkanavien avautumisen ja kalsiumionien virtauksen solun sisaan.
Kalsiumionit kiinnittyvat aktiinifilamenttiin kiinnittyneeseen troponiini-C:hen, jol-
loin troponiini-| irtoaa tyontaen tropomyosiinia syrjagan, mika mahdollistaa paksun
myosiinifilamentin sitoutumisen aktiiniin. Samalla aktiiniin sitoutuvat myos adeno-
siinidifosfaatti (ADP) ja fosfaatti. Reaktiossa vapautuva energia kdantaa myosii-
nipaan kohti sarkomeerin keskustaa, M-linjaa, aiheuttaen solun supistumisen.
Solun supistuminen loppuu, kun solun ulkopuolelta tuleva kalsiumvirta paattyy
kalsiumpumppujen kaynnistyessa. Talléin adenosiinifosfaatti (ATP) paasee si-

toutumaan myosiiniin, irrottaen samalla myosiinipaan aktiinista. (Lieberman &
Marks 2013, 889.)
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4.1 Sydanlihassolujen karakterisointi

Sydanlihassoluja voidaan karakterisoida niiden rakenteellisten ominaisuuksien
avulla, tutkimalla mita geeneja solu ilmentaa tai tutkimalla sydanlihassolujen toi-
minnallisia ominaisuuksia. Geenien ilmentymista voidaan tutkia PCR-tekniikalla.
Mikroskoopilla sydanlihassolujen morfologiaa tutkittaessa selva merkki sydanli-
hassolusta on kaksitumaisuus ja toinen havaitsemista ja tunnistamista helpottava
ominaisuus on solujen kulmikkuus. Sydanlihassolun toiminnan kannalta on olen-
naista, etta solu on alkanut sykkia spontaanisti erilaistuksen aikana. Sykkimisen
rytmia ja voimakkuutta voidaan seurata ja mitata elektrodeilla. Yksi parhaimmista
ja selkeimmista tavoista tunnistaa sydanlihassoluja ja varmistaa niiden oikeanlai-
set rakennekomponentit on sydanlihassolujen immunosytokemiallinen varjays.
(Rajala ym. 2011, 7-8; Lian ym. 2013, 3-4.)

Immunosytokemiallisista varjaystavoista usein kaytetdan immunofluoresenssi-
varjaysta, jossa vasta-aineet on leimattu fluoresoivalla molekyylilla. Epasuoraa
varjaystapaa kaytetdan sen paremman herkkyyden ja intensiivisemman varjays-
tuloksen vuoksi (Skaper 2012, 238). Sydanlihassolussa on paljon sille ominaisia
markkereita, joita hydédyntamalla sydanlihassolun rakenteiden muodostumista
voidaan tarkkailla. Naita rakenteita varjataan hyodyntaen vasta-aineita, jotka kiin-
nittyvat omaan antigeeniinsa. Sydanlihassolun varjayksessa hyvin toimivia anti-
geeneja ovat esimerkiksi sarkomeerirakenteen ohuiden filamenttien aktiini, ohui-
siin filamentteihin kiinnittyneet troponiinit, paksujen filamenttien myosiini ja kyt-
kylevyjen aukkoliitoksien konneksiiniproteiinit. Troponiineista hyodynnetaan
usein troponiini-T:ta (cTnT), konneksiiniproteiineista kaytetaan usein konneksiini-
43-proteiinia ja aktiinista sydanspesifista a-aktiinia. Usein varjattavassa solumaa-
rassa on muitakin soluja kuin sydanlihassoluja, yleensa fibroblasteja, jolloin nai-
den solujen varjaaminen voi olla hyodyllista paremman ja selkeamman tuloksen
saamiseksi. Fibroblastien varjaamiseen voidaan hyodyntaa vasta-ainetta, joka

kiinnittyy vimentiiniin (Kawamura ym. 2016, 316). (Rajala ym. 2011, 7.)
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4.2 Virtaussytometria

Karakterisoinnissa kuten muissakin sydanlihassoluilla tehtavissa analyyseissa
voidaan sydanlihassolujen tunnistamisessa hyodyntaa virtaussytometriaa. Vir-
taussytometria on tekniikka, jossa nestefaasissa olevat solut tai hiukkaset laske-
taan ja lajitellaan niiden kulkiessa yksitellen pienen suppilon |api. Nayte viritetaan
laserilla ja syntyvan emission intensiteetti detektoidaan laitteen optiikan avulla.
Laitteen optiikkaan kuuluu valonlahde, linsseja ja analysoitavalle fluoresoivalle
aineelle soveltuva hairidsuodatin. Solut luokitellaan niiden emission ja eteenpain
suuntautuvan (FSC) ja sivulle siroutuvan (SSC) valon perusteella. Saadut tulok-
set ilmoitetaan kuvaajina, joissa nakyy solujen sijoittuminen kaavioon niiden
koon, rakenteen, pinnan molekyylien ja kompleksisuuden mukaan. Virtaussyto-
metrilla naytteen analysoiminen on nopeaa, silla laitteen kapasiteetista riippuen
solujen analysointinopeus on jopa 70 000 tapahtumaa sekunnissa. Tuloskuvaa-
jissa kuvaajan x-akselille on merkitty eteenpain suuntautuneen valon avulla ha-
vaitut solut ja y-akselille sivulle siroutuvan valon perusteella havaitut solut
(O’'Brien ym. 2012, 224). (Thermo Fisher Scientific n.d., How a flow...; Adan ym.
2017.)

Virtaussytometreja on kahden tyyppisia, lajittelevia ja ei lajittelevia malleja. Lajit-
televissa malleissa solut voidaan tunnistamisen ja kuvaajalle lajittelun lisaksi
myos erotella analyysin aikana. Virtaussytometrilla ajettavat solunaytteet voidaan
myos leimata tai varjata fluoresoivalla markkereilla, jotta voidaan tunnistaa tietty
solupopulaatio seka analysoida sita tarkemmin. Kaytetyimpia fluoresoivia mark-
kereita ovat FITC (fluorescein-isothiocyanate), PE (phycoerythrin) ja APC (al-
lophycocyanin). (Adan ym. 2017, 163, 166—167)
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5 SOLUJEN RIKASTAMINEN

Solujen rikastamisella tarkoitetaan solujen lajittelua solutyypin ja solun ominai-
suuksien mukaan. Erottelemalla tutkittavasta solumaarasta pois muut kuin tutkit-
tavat solut pystytaan parantamaan ja optimoimaan tutkittavasta solutyypista teh-
tavien analyysien tuloksia. Talloin tutkimukset suoritetaan vain kohdesoluista ja
muut solutyypit eivat hairitse analyysin tai jatkoviljelyn suorittamista. Naita puh-
distettuja soluja voidaan esimerkiksi kayttaa solupohjaisten ladkkeiden kehittami-
sessa. Solujen rikastamiseen on kehitetty useita erilaisia menetelmia. Kaytetta-
vaa rikastusmenetelmaa valitessa tulee huomioida menetelmien hyvat ja huonot
puolet puhdistettavaa solunaytetta ajatellen. Rikastusmenetelmat voidaan jakaa
solun pintaproteiinipohjaisiin menetelmiin, solun genomin muuntamiseen liittyviin

menetelmiin ja muihin erottelumenetelmiin. (Amos ym. 2011, 26-28.)

5.1 Solujen rikastusmenetelmia

Usein solujen rikastamiseen kannattaa valita menetelma, jossa solun sisélle ei
kajota, jotta solun rakenne pysyy muuttumattomana. Talldin hyddynnetaan usein
solujen pintaproteiineja. Solujen pintaproteiinien kayttédén pohjautuvia rikastus-
menetelmia ovat adheesiopohjainen menetelma, magneettinen menetelma,
FACS (fluorescence-activated cell sorting) ja komplementin vahennys -mene-
telma. Adheesioon perustuvassa rikastusmenetelmassa solut kiinnittyvat pinta-
proteiinimarkkereilla eli ligandeilla paallystetylle pinnalle (Didar & Tabrizian 2010,
3053). Ligandit on valittu rikastettavien solujen ominaisuuksien mukaisesti. Me-
netelmassa soluja ei tarvitse esikasitella. Menetelman etuja ovat nopeus ja edul-
lisuus ja haittana pidetaan menetelman epaspesifisyytta, silla adheesioprosessiin

littyy usein monia eri adheesioproteiineja. (Amos ym. 2011, 27-31.)

Magneettisessa menetelmassa tutkittavat solut tai pois puhdistettavat solut lei-
mataan vasta-aineeseen kiinnitetylla magneettisella leimalla, joka kiinnittyy solu-
jen pintaproteiineihin. Solut altistetaan magneettikentalle ja leimaamattomat solut
karsiutuvat pois. Rikastustapaa kutsutaan negatiiviseksi selektioksi, kun pois

puhdistettavat solut on leimattu magneettileimalla ja positiiviseksi selektioksi kun
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kohdesolut on leimattu magneettileimalla. Magneettimenetelman etuina on sen
edullisuus ja yksinkertainen kaytto ja haittana riippuvuus saatavilla olevista vasta-
aineista. (Amos ym. 2011, 29-30; Bio Legend — MojoSort 2020.)

Komplementin vahennys -menetelmassa kaytetdan aktivoituja plasmaprote-
iineja, jotka kiinnittyessaan kohdesoluun luovat sen pinnalle huokosia aiheuttaen
solukuoleman. Mydhemmin puhdistuksen aikana nama huokoselliset solut pilko-
taan ja pestaan pois naytteesta. Menetelman etuna on nopeus, edullisuus ja sen
korkea rikastusaste, jopa 90-100 %. Menetelman haittana on sen mahdollisuus
vahingoittaa naytteen muita soluja. Yleisin kaytetty solujen puhdistusmenetelma
on virtaussytometriaan perustuva FACS. Menetelman suosio johtuu sen suuresta
tarkkuudesta ja merkittavasta tehokkuudesta solujen rikastuksessa. Solujen ri-
kastamisessa FACSilla kaytetaan fenotyyppispesifisia pintamarkkereita, joihin
fluoresoivasti leimatut vasta-aineet kKiinnittyvat. Solut altistetaan laserille, joka
erottelee solut niiden fluoresoivasti leimatun pintaproteiinin Iasnaolon tai puuttu-
misen perusteella. FACS-laitetta voidaan kayttada myos solun sisaisten fluore-
soivien proteiinien tunnistamisessa. Menetelman haittana on sen hitaus, korkea
hinta ja riippuvuus saatavilla olevista vasta-aineista. (Dittel 2010, 1487; Amos ym.
2011, 27-29.)

Pintaproteiineihin perustuvissa menetelmissa rajoittavana tekijana on usein riip-
puvuus saatavilla olevista vasta-aineista. Sen takia on kehitetty solujen rikastus-
menetelmia, jotka eivat ole vasta-aine riippuvaisia. Nama menetelmat hyodynta-
vat rikastuksessa solun DNA:ta. Kaksi merkittavinta tapaa, jolla DNA:han perus-
tuvaa rikastusta hyodynnetaan ovat solun sisaan kuljetettavat merkkiaineet tai
solun tekeminen vastustuskykyiseksi selektioaineille. DNA:han perustuvia mene-
telmia ovat virusmenetelma, integraaseja ja transposoneita hyodyntava mene-
telma, homologinen rekombinaatio ja integraatiovapaat menetelmat. Yksinkertai-
sin tapa vieda haluttu geenisekvenssi soluun on hyoddyntaa virusvektoreita. Vi-
rusmenetelmassa virukseen insertoidaan haluttu kohdesolussa ilmennettava
geenisekvenssi, joka integroituu soluun virusvektorin lapaistessa solun solukal-
von. Solu alkaa ilmentaa soluun vietya geenisekvenssia, jonka perusteella solut
voidaan lajitella kayttéden esimerkiksi FACSia tai ladkeresistenttiytta. Virusmene-
telman etuna on sen tehokkuus ja haittana pysyva sitoutuminen solun genomiin

seka kuljetettavien geenisekvenssien kokorajoitukset. (Amos ym. 2011, 31.)
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Eraassa rikastusmenetelmassa hyodynnetaan plasmideja, jotka koodaavat in-
tegraaseja tai transposoneita. Naiden tekniikoiden periaate on ilmentaa entsyy-
mia, joka kykenee siirtdmaan geenisekvenssin maariteltyihin kohtiin solun geno-
missa. Integraasia koodaavilla plasmideilla maaritellyt kohdat sijaitsevat yleensa
introneissa, jotka eivat osallistu transkriptioon, joten soluun siirretty geenisek-
venssi ei hairitse transkriptiota. Geenisekvenssi on kuitenkin peruuttamattomasti
integroitunut solun genomiin. Transposoneita koodaavilla plasmideilla siirretty
geenisekvenssi ei integroidu solun genomiin vaan on poistettavissa solujen lajit-
telun jalkeen. Solujen lajittelussa hydédynnetaéan FACSia. (Amos ym. 2011, 31—
32))

Integraatiovapaissa menetelmissa hyddynnetaan esimerkiksi adenoviruksia gee-
nisekvenssin soluun viemisessa, silla silloin geenisekvenssi ei integroidu solun
genomiin. Lisaksi kaytetaan episomeja tai plasmideja, jotka siirretdan solun si-
saan esimerkiksi elektroporaatiolla. Solun sisdan paasseet plasmidit alkavat il-
mentaa haluttua geenisekvenssia ennen kuin solu hajottaa sisaan paasseet plas-
midit. Naiden menetelmien etuna on ohimeneva reportterigeenin ilmentaminen ja
haittoina heikko tehokkuus ja tekninen vaikeus. Homologisessa rekombinaa-
tiossa luodaan geenisegmentti, joka sisaltda geenisekvenssin ja siihen liittyvan
reportterin, jotka ovat identtisia tai homologisia solun sisalla olevan geenisek-
venssin kanssa. Tama valmistettu geenisegmentti siirretaan alkion kantasolun
(ES) sisaan kayttaen elektroporaatiota. Solujen jakaantuessa homologiset alueet
hajoavat, mika johtaa siirtogeenien integroitumiseen genomiin. Homologisessa
rekombinaatiossa voidaan hyddyntaa myos bakteerien keinotekoisia kromo-
someja ja sinkkisormi-nukleaaseja. Leimatut solut erotellaan hyodyntaen |aa-
keaineresistenssia. Menetelman etuna on reportterin luotettava ilmentyminen ja

haittana tehoton integraatio solun sisdan. (Amos ym. 2011, 32-33.)

Muita kehitettyja rikastusmenetelmia voidaan kayttaa solujen jatkopuhdistuk-
sessa puhtauden lisaamiseksi tai kasiteltaessa suuria naytemaaria esimerkiksi
kudostekniikan tai soluterapian parissa. Muita rikastusmenetelmia ovat sydanli-
hassoluspesifi mitokondrioiden varjays, tiheyteen perustuva sentrifugointi, erot-
telu kayttaen laseria ja kohdistettu erottelu. Hattorin ym. (2010) tutkimuksen mu-

kaan mitokondrioiden varjayksessa hyodynnetaan Nerstian-variainetta, joka paa-
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see kulkeutumaan mitokondrioon ja sielta ulos. Menetelmassa varjatyt solut ero-
tellaan esimerkiksi kayttaen FACSia. Menetelman etuina on nopeus, geeniperi-
maan integroimattomuus ja melkein sataprosenttinen saanto. Haittana on mene-
telman validointi ainoastaan sydanlihassoluille. (Hattori ym. 2010.) Tiheyteen pe-
rustuvassa menetelmassa solut erotellaan toisistaan niiden koon ja tiheyden pe-
rusteella sentrifugoimalla naytteita hiljaisella nopeudella. Menetelma on nopea,
helppo ja edullinen, mutta melko tehoton solujen rikastuksessa eika silla pysty

erottelemaan samaan kokoluokkaan kuuluvia soluja. (Amos ym. 2011, 33.)

Laserilla tapahtuva erottelu, eli lasermikroleikkaus, on rikastustapa, jolla voidaan
negatiivisen selektion avulla tuhota heterogeenisesta soluseoksesta ei fluoresoi-
vat solut. Menetelmaa voidaan hyddyntaa autofluoresoivien solujen seka fluore-
soivalla markkerilla varjattyjen solujen havittamisessa rikastuksen aikana. Koh-
distetussa erottelussa esiastesoluja ohjataan kasvamaan kohti tiettya fenotyyp-
pia puhtaamman populaation saamiseksi. Soluja ohjataan oikeaan suuntaan oi-
keanlaisilla viljelyolosuhteilla ja erilaistusprotokollilla, joilla pyritaan lisdamaan so-

lujen spesifia erilaistumista. (Amos ym. 2011, 34.)

5.2 Sydanlihassoluille kaytettavia rikastusmenetelmia

iPS-soluista eri erilaistusmenetelmia kayttaen erilaistetut sydanlihassolut eivat
kasva taysin puhtaissa viljelmissa. Erilaistusmenetelmilla saatu sydanlihassolu-
jen saanto vaihtelee alle kymmenesta prosentista 50-prosenttiin asti, mika tar-
koittaa, etta viljelmissa on yleensa 50-90 % muita kuin sydanlihassoluja (Rajala
ym. 2011, 4). Naitd muita soluja pyritaan rikastamisella poistamaan, jotta sydan-
lihassoluista tehtavista tutkimuksista saisi laadukkaampia tuloksia ja jotta soluja
voidaan kayttaa translationaalisen laaketieteen tutkimuksissa. (Amos ym. 2011,
27).

Perinteisesti sydanlihassoluja on rikastettu tiheyteen perustuvalla Percoll-rikas-
tusmenetelmalla, jolloin sentrifugoiminen johtaa kolmesta jopa seitsenkertaiseen
rikastukseen. Sykkivia sydanlihassoluja voidaan myds mikroleikata niiden kasva-
tusalustalta, jolloin leikattu sydanlihassolupopulaatio voi sisaltaa jopa 70-prosent-

tisesti sydanlihassoluja (Rajala ym. 2011, 6—7). Geneettisesti sydanlihassoluja
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voi rikastaa integroimalla sydanlihassoluissa esiintyviin geeneihin fluoresenssia
ilmentavia merkkiaineita tai geeneja, jotka muokkaavat solun 1aakeresistentiksi.
Useimmiten geenit integroidaan seuraavien promoottorien alaisuuteen: Nkx2-5,
MYHG6 (myosin heavy chain 6), MLC2V (myosin regulatory light chain 2) ja Isl1.
Geneettisen fluoresoivan selektion yhdistaminen laakeresistenttiin rikastukseen
tuottaa jopa 99 %:n puhtaustuloksen. Geneettisen rikastuksen haittana sydanli-
hassoluilla on genomiin integroitumisen mahdollisuus seka lisaantyneen tuumo-
riaktiivisuuden aiheuttaminen, jonka vuoksi talla tavalla rikastettuja soluja ei voida

hyoddyntaa kliinisessa kaytossa. (Rajala ym. 2011, 6—7; Burridge ym. 2012, 10.)

Pintaproteiineihin perustuvat rikastusmenetelmat ovat hyodyllisimpia kayttaa sy-
danlihassolujen rikastukseen, silla ne eivat aiheuta muutoksia solun genomissa
tai sisdisessa rakenteessa ja siten niitd voidaan kayttaa myads kliinisesti. FACSia
kaytettdessa pystytdan analysoimaan useiden pintaproteiinien fluoresoivia mark-
kereita samanaikaisesti, mika tekee analysoinnista kaytanndllisempaa. Sydanli-
hassolujen pintaproteiinit, joihin fluoresoiva vasta-aine usein kiinnitetaan, ilmen-
tyvat spesifisesti vain sydanlihassoluissa. Naita pintaproteiineja ovat muun mu-
assa SIRPA (signal regulatory protein alpha), EMILINZ2 (elastin microfibril interfa-
cer 2), HCN4 (hyperpolarization activated cyclic nucleotide gated potassium and
sodium channel 4) ja VCAM (vascular cell adhesion molecule 1). FACS-menetel-
man ohella magneettierottelumenetelmat, joissa solut leimataan magneettihel-
milla ovat rikastustehokkuudeltaan korkeita. Pintaproteiinirikastusmenetelmien
ohella mitokondrioita varjaava rikastusmenetelma on rikastettavan solun geno-
miin integroitumaton ja siten turvallinen menetelma solun muuttumattomuuden
kannalta. Mitokondriomenetelmassa vaikuttaa mitokondrioiden ilmentymisen ti-
heys, joten menetelmalla ei voida analysoida viljelmien kehittyneimpia kypsymat-
tomia sydanlihassoluja. Naiden menetelmien lisaksi esisydansolujen erilaistu-
mista tukemalla on onnistuttu parantamaan viljelytehokkuutta. (Amos ym. 2012,
27; Burridge ym. 2012, 10.)

Useista rikastusmenetelmista on valmistettu kaupallisia sovelluksia. Kaupallisia
sovelluksia sydanlihassoluille sopivista rikastusmenetelmista ovat esimerkiksi
magneettiseen rikastamiseen perustuvat MACS® (Miltenyi Biotec) ja MojoSort™
(Bio Legend) -magneettirikastustekniikat (Herron, Monteiro da Rocha & Camp-
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bell 2017; Bio Legend — MojoSort 2020). Tiheyteen perustuvia kaupallisia mene-
telmia ovat esimerkiksi Percoll® (GE Healthcare) ja SepMate ™ (Stemcell) (Cytiva
2020; Stemcell 2020). Pintaproteiinien fluoresenssivarjaytymista voidaan tarkas-
tella esimerkiksi BD FACSAria™ |l (BD Biosciences) -laitteella (BD Biosciences
2020, BD FACSAria™ 111) .
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6 TYON SUORITUS

Tyo6ssa valmistettiin yhteensa kuusi eraa sydanlihassoluja, joista yksi erd valmis-
tettiin kayttaen eri solulinjaa sen solujen paremman erilaistumiskyvyn vuoksi. So-
lut erilaistettiin sydanlihassoluiksi iPS-soluista. Erilaistuksen jalkeen solut rikas-
tettiin kayttaen erilld 1, 2, 3 ja 6 MojoSort™-magneettirikastinta ja erillda 4 ja 5
MACS®-magneettirikastusmenetelmaa. Rikastuksen jalkeen sydanlihassolujen
maaraa verrattiin ennen rikastusta otettuihin solunaytteisiin kayttamalla virtaus-
sytometriaa. Solujen vahaisen maaran takia solulinjan UTA.14803.WTpb kanta-
solujen pluripotenttius paatettiin tarkastaa 1., 2. ja 3. eran analyysien jalkeen.
Soluerista viisi ja kuusi otettiin naytteitd ennen ja jalkeen rikastamisen, jotka vil-

jelyn jalkeen immunovarjattiin, jotta voitiin tarkastella solujen morfologiaa.

Kaikkien tyossa kaytettyjen mediumien valmistajat, valmistustavat seka erotus-
puskurin valmistus I6ytyvat liitteista (Liite 1). Immunovarjayksissa kaytettyjen var-

jaysreagenssien valmistukset 10ytyvat myos liitteista (Liite 2).

6.1 Tyodssa kaytetty laitteisto ja kaupalliset kitit

Tarkeimmat tyossa kaytetyt laitteet olivat mikroskoopit, magneettirikastimet ja vir-
taussytometri. Mikroskooppeja hyodynnettiin solujen tarkastelussa ja kuvaami-
sessa tyon eri vaiheissa. Magneettirikastimilla rikastettiin tutkittavat soluerat ja
virtaussytometria kayttaen analysoitiin soluerista keratyt naytteet. Taulukkoon 1

on koottu edella mainittujen laitteiden tiedot.

TAULUKKO 1. Opinnaytetydssa kaytetty laitteisto

Laite Malli ja/tai valmistaja
valomikroskooppi Nikon Eclipse TS100
fluoresenssimikroskooppi Olympus 1X51 fluorescence microscope
virtaussytometri BD Accuri™ C6, BD Biosciences
MojoSort™-magneettirikastin BioLegend
MACS® -magneettirikastin MidiMACS™, Miltenyi Biotec
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Tyo6ssa kaytetty virtaussytometri oli BD Accuri™ C6 (BD Biosciences), jolla voi-
daan analysoida 10 000 tapahtumaa sekunnissa. Naytekonsentraatiot voivat lait-
teella analysoidessa olla yli 5x107 solua/ml. Laite oli varusteltu kahdella laserilla
(sininen ja punainen), kahdella sirontailmaisimella (FCS ja SSC) ja neljalla fluo-
resenssianturilla, joiden hairidsuodattimet oli optimoitu FITC:n, PE:n, PerCP-
Cy5.5:n ja APC:n havaitsemiseksi. Laitteella pystytaan analysoimaan naytehiuk-

kasia, joiden koko osuu 1- 40 ym valille. (Biomeditech n.d.)

TyOssa kaytettiin useita kaupallisia kitteja. MojoSort™:lla ja MACS®:lla tehtavien
rikastuksien alussa solut valmisteltin molempia menetelmia varten samalla ta-
valla samojen kaupallisten kittien ohjeita noudattaen. Kummassakin analyysissa
hyddynnettiin MACS®-menetelmalle kehitettyja kitteja, silla ne olivat Sydanryh-
malla valmiina aiemman kayton vuoksi. Laitevalmistajan mukaan kitit soveltuvat
myds solunaytteiden valmisteluun MojoSort™-magneettirikastimella rikastamista
varten. Kantasolujen pluripotenttiuden tarkistamisessa hyddynnettiin RNA:n eris-
tyksessa kaupallista kittia. Tyossa kaytetyt kaupalliset kitit on koottu taulukkoon
2.

TAULUKKO 2. Kaupalliset kitit

Tyon vaihe Kitti ja valmistaja

solujen hajotus Multi Tissue Dissociation Kit 3,
Miltenyi Biotec

solujen rikastus PCS-Derived Cardiomyocyte Isola-
tion Kit, human, Miltenyi Biotec

RNA:n eristys Monarch® Total RNA Miniprep Kit,
New England Bio Labs

RNA:n kaantd cDNA:ksi High capacity cDNA Reverse
Transcription Kit,
Thermo Fisher Scientific

solujen leimaus virtaussytometria BD Cytofix/Cytoperm™ Fixation/Per-
varten meabilization Kit, BD Sciences
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6.2 Tyodssa kaytetty solulinja ja erilaistusmenetelma

Tyo6ssa kaytettiin kahta eri iPS-solulinjaa, UTA.14803.WTpb ja UTA.04602.WT,
jotka kummatkin ovat kontrollilinjoja. Kontrollilinjat ovat linjoja, jotka on valmistettu
terveiden ihmisten solunaytteistd Tampereen yliopiston Sydanryhmassa.
UTA.14803.WTpb-solulinja on peraisin verisoluista, joihin on siirretty erilaistumi-
sen aloittavat transkriptiotekijat hyddyntaen plasmideja. UTA.04602.WT -solulinja
on peraisin kudosnaytteesta, jonka fibroblastisoluihin transkriptiotekijat on siir-
retty hyddyntaen retroviruksia. Kummatkin solulinjat on linjojen valmistusaikana
karakterisoitu ja todettu pluripotenteiksi iPS-solulinjoiksi. Solulinjoja on sailytetty

sulattamiseen asti kaasufaasipakastimessa -196 °C:ssa. (Lappi 2019.)

Soluja kasvatettiin ennen erilaistamisen aloitusta KSR-mediumissa (Liite 1) hii-
ren alkion fibroblastien (MEF, mouse embryonic fibroblasts) paalla, jossa kanta-
solut muodostivat kolonioita. Solulinjojen solut erilaistettiin sydanlihassoluiksi
kayttden HEB-erilaistusmenetelmaa, joka on Sydanryhman tarpeisiin muokattu
versio Karakikes ym. (2014) julkaistusta erilaistusmenetelmasta. Menetelmassa
solut kasvavat ja erilaistuvat suspensiossa, ja niille syotetdan mediumien mukana

pienmolekyyleja, jotka kaynnistavat erilaistumisen ja edesauttavat sita.

6.3 Solujen kasvatus ja erilaistus

Solut kasvoivat erilaistuksen aloittamiseen asti MEF-solujen paalla 6-kuoppale-
vyilla KSR-mediumissa. Kuvassa 2 on nahtavissa KSR-mediumissa kasvaneet
linjan UTA.14803.WTpb kantasolukoloniat ennen niiden irrottamista kaivon poh-

jasta. Nahtavissa on kolme kantasolukoloniaa MEF-solujen ympardimina.
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KUVA 2. Kantasolukoloniat

Solulinjojen erilaistukset aloitettiin taulukon 3 mukaisesti noudattaen Sydanryh-
man kayttéon muokattua HEB-erilaistus -tydohjetta. Erilaistuksen aloituksessa
MEF-solukerros poistettiin ja solut irrotettiin Versene-entsyymilla (Gibco®) kasva-
tuskuoppalevylta ja siirrettiin siirrostusmediumissa low-attachment-6-kuoppale-
vylle. Siirrostuksessa kaytetty siirrostusmediumi koostui mTeSR™1 -mediumista
(Liite1) ja pienmolekyyli blebbistatiinista (5 uM), joka inhiboi myosiini-aktiinisaikei-
den supistumista ja nain ehkaisee ohjelmoitua solukuolemaa (Karakikes ym.
2014).

TAULUKKO 3. Solulinjojen erilaistuksien aloituspaivamaarat ja rikastuspaiva-

maarat

Erilaistuksen Solulinja ja siirrostusluku | L

aloituspaivamaara (engl. passage) Era | Rikastuspaivamaara
30.12.2019 UTA.14803.WTpb p. 20 1 23.01.2020
13.01.2020 UTA.14803.WTpb p. 22 2 06.02.2020
20.01.2020 UTA.14803.WTpb p. 23 3 17.02.2020
27.01.2020 UTA.14803.WTpb p. 24 4 20.02.2020
10.02.2020 UTA.14803.WTpb p. 26 5 27.02.2020
17.02.2020 UTA.04602.WT p.59 6 05.03.2020

Seuraavana paivana soluille vaihdettiin erilaistusmediumi (Liite 1), joka sisalsi
RPMI-mediumia, insuliinitonta B27-suplementtia ja penisilliini/streptomysiini -an-
tibioottiliuosta (Pen/Strep). Mediumiin oli lisatty seuraavia pienmolekyyleja: as-
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korbiinihappoa (5 ug/ml), BMP4:33 (10 ng/ml) ja activin A:ta (25 ng/ml). Kolman-
tena erilaistuksen paivana soluille vaihdettiin erilaistusmediumi, joka sisalsi as-

korbiinihappoa (5 pg/ml).

Neljantena erilaistuksen paivana soluille vaihdettiin erilaistusmediumi, johon ol
lisatty IWP-4 pienmolekyylia (2,5 pM). Kahdeksantena paivana soluille vaihdettiin
normaali insuliiniton erilaistusmediumi. Yhdennestatoista paivasta eteenpain so-
luille vaihdettiin joka toinen paiva erilaistusmediumi, jossa insuliiniton B27-suple-
mentti oli korvattu insuliinillisella. Soluerat olivat valmiita rikastukseen, kun solut
olivat saavuttaneet 25 paivan ian. Muista erista poiketen soluera 3 rikastettiin
kolme paivaa myohemmin kuin muut erat. Soluerien rikastuspaivamaarat ovat

nahtavilla edelld mainitussa taulukossa 3.

Solujen erilaistuksen aikana soluerasta kolme (UTA.14803.WT p. 23) otettiin ku-
via erilaistuksen eri vaiheista. Kuvat vaiheista on otettu mikroskoopilla (Nikon Ec-

lipse TS100) erilaistuksen paivina 1, 9 ja 28. Edellda mainitut kuvat on esitetty

kuvassa 3.

300 um

5 e e,

KUVA 3. Erilaistuksen vaiheet

Kuvasta 3 nahdaan solujen kasvu erilaistuksen aikana. Kuva 3A on otettu erilais-
tuksen ensimmaisena paivana, kun solut on siirretty low-attachment-6-kuoppale-

vylle. Tassa vaiheessa solukoloniat ovat osittain hajonneet siirrossa ja ovat siksi
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pienia. Kuva 3B on otettu yhdeksantena paivana erilaistuksen aloittamisessa. Ku-
vassa solut ovat erilaistumisvaiheen loppupuolella ja kuvasta nahdaan hyvin so-
luryppaiden kasvu. Kuva 3C on otettu juuri ennen solueran rikastamista, jolloin
solut olivat 28 paivan ikaisia. Kuvassa soluryppaat ovat selkeasti suurempia ja

niiden reuna on tarkkarajaisempi.

6.4 Soluerien rikastaminen MojoSort ™-magneettirikastimella

MojoSort™-magneettirikastinta kaytettiin soluerien 1, 2, 3 ja 6 rikastamisessa.
Ensimmaiset kolme rikastusta tehtiin samasta solulinjasta ja kuudennen eran so-
luissa kaytettiin eri solulinjaa. Erien 1, 2 ja 3 solut eivat sykkineet ennen rikastuk-

sen alkua, mutta kuudennen eran solut sykkivat rikastuksen alussa.

Rikastus aloitettiin keraamalld solususpensiossa kasvaneet sydanlihassolut 4-
kuoppalevyn yhteen kaivoon mahdollisimman pienessa mediumtilavuudessa.
Kaivoon keratyt solut pestiin kolmesti kayttaen fosfaattipuskuroitua suolaliuosta
(DPBS, Lonza). Pesujen jalkeen soluryppaat hajotettiin yksisoluisiksi kaupalli-
sella Multi Tissue Dissociation Kit 3:lla (Miltenyi Biotec n.d. Dissociation...). So-
lujen paalle pipetoitiin 360 ul puskuri X:aa ja 40 ul entsyymi T:ta ja solut vietiin
inkubaattoriin (37 °C) kymmenen minuutin ajaksi. Inkuboinnin jalkeen solujen
paalle lisattiin 400 ul lammitettya EB 20 % -mediumia (Liite 1) ja soluaggregaatit

hajotettiin yksisoluisiksi vahaisella pipetoinnilla.

Hajotuksen jalkeen solususpensio suodatettin 70 um Pre-separation suodatti-
men (Miltenyi Biotec) lapi 15 ml:n putkeen (Sarstedt). Suodatinta kostutettiin 200
pl:lla EB 20 % -mediumia, jotta lopputilavuudeksi suodatuksen jalkeen saatiin 1
ml. Suodatuksen jalkeen naytteen solumaara laskettiin kayttden Neubauer-las-
kentakammiota. Solujen laskemisen jalkeen virtaussytometria varten ennen ri-
kastusta otettavat naytteet kerattiin 15 ml:n putkiin (Sarstedt). Putkiin pipetoitiin
solususpensiota siten, etta solumaara yhta putkea kohden oli 200 000 so-
lua/putki. Putket vietiin jadkaappiin 4 °C:een odottamaan naytteiden jatkokasitte-
lya. Soluerien lasketut solumaarat ja valmistettujen virtaussytometrianaytteiden

maarat ilmenevat taulukosta 4.
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TAULUKKO 4. Solumaarat ja virtaussytometrianaytteet ennen rikastusta

) o Laskettu solu- . )
Soluera Solulinja L Valmistetut naytteet
maara (solua/ml)
1 UTA.14803.WTpb 8,05 milj. 3 + 1 neg.kontr.
2 UTA.14803.WTpb 1,065 mil;. 2
3 UTA.14803.WTpb 1,68 milj. 2 + 1 neg.kontr.
6 UTA.04602.WT 0,685 milj. 1 + 1 neg.kontr.

Jaljelle jaanyt solususpensio jatkokasiteltin kaupallisen PCS-Derived Car-
diomyocyte Isolation Kit, human (MiltenyiBiotecs) -kitin ohjeen mukaisesti (Mil-
tenyi Biotec n.d. PCS-derived...). Ensin solususpensio sentrifugoitiin 200 g:ssa
viiden minuutin ajan, jonka jalkeen supernatantti poistettiin ja solut suspensoitiin
80 ul:aan itse valmistettua erotuspuskuria (Liite 1). Puskurin lisaksi putkeen lisat-
tiin 20 pl Non-Cardiomyocyte Depletion Cocktailia ja putkea inkuboitiin jaa-
kaapissa 4 °C:ssa viiden minuutin ajan. Inkuboinnin jalkeen solut pestiin 1 ml:lla
erotuspuskuria ja sentrifugoitiin uudestaan 200 g:ssa viiden minuutin ajan. Sentri-
fugoinnin jalkeen supernatantti poistettiin ja solut suspensoitiin 80 pl:aan erotus-
puskuria ja 20 pl:aan Anti-Biotin MicroBeads -liuosta. Solususpensio siirrettiin
pienempaan pyoreapohjaiseen Falcon®-putkeen, joka oli MojoSort™-magneet-

tiin sopiva. Soluputkea inkuboitiin jadkaapissa 4 °C:ssa kymmenen minuutin ajan.

Ensimmaisen solueran solujen suspensointi erotuspuskuriin ei onnistunut, silla
solumassa ei sentrifugoinnin jaljiltd hajonnut enaa yksisoluiseksi. Hajoamatto-
muudesta johtuen jaljelle jaaneet solut suodatettiin uudestaan 70 ym suodatti-
men lapi ja protokolla suoritettiin kokonaisuudessaan uudestaan kayttaen pe-
suissa erotuspuskurin sijasta DPBS:a3, jolloin samankaltaisia ongelmia ei enaa
ilmennyt. Edella mainitussa taulukossa 4 ilmoitettu ensimmaisen eran solumaara
on laskettu naiden ongelmien jalkeen. Muilla solulinjoilla erotuspuskurin kaytossa

ei ilmennyt ongelmia.

Inkuboinnin jalkeen solujen magneettierottelu suoritettiin MojoSort™ Streptavidin
Nanobeads Protocol - Negative Selection -ohjeen mukaan tyéohjeen kohdasta
10 alkaen (Bio Legend 2020). Putkeen lisattiin 2,5 ml erotuspuskuria ja putki ase-
tettiin MojoSort™-magneettiin viideksi minuutiksi. Viiden minuutin kuluttua poh-

jalle kertynyt solususpensio pipetoitiin pois magneetissa olevasta putkesta 15
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ml:n putkeen (Sarstedt). Pipetoinnin jalkeen putki nostettiin pois magneetista ja
edelliset vaiheet toistettiin kahdesti. Kuvassa 4 on esitetty MojoSort™-magneetti
soluputkineen rikastuksen aikana. Kuudennen solueran analysoinnin yhteydessa

myo0s rikastusputkeen jaaneet solut kerattiin erotuspuskuriin ja kasiteltiin kuten

kohdesolut.

KUVA 4. Magneettierottelu kayttaen MojoSort™-magneettirikastinta

Kun erottelu oli tehty, 15 ml:n putkeen (Sarstedt) keratty solususpensio sentri-
fugoitiin 200 g:ssa viiden minuutin ajan. Sentrifugoinnin jalkeen supernatantti ke-
rattiin pois ja solut suspensoitiin 100 pl:aan EB 20 % -mediumia (soluera 1 sus-
pensoitiin 200 pl:aan). Solususpension solumaara laskettiin kayttden Neubauer-
laskentakammiota. Lasketuista naytteista kerattiin rikastuksen jalkeiset virtaus-
sytometrianaytteet, joiden tavoitesolumaara oli 200 000 solua/putki. Virtaussyto-
metrianaytteet vietiin jadkaappiin 4 °C:een odottamaan naytteiden jatkokasitte-
lya. Soluerista lasketut solumaarat ja virtaussytometrille kerattyjen naytteiden lu-

kumaarat selviavat taulukosta 5.
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TAULUKKO 5. Soluméaarat ja virtaussytometrianaytteet rikastuksen jalkeen

. o Laskettu solumaara | Valmistetut nayt-
Soluera Solulinja
(solua/100 pl) teet

1 UTA.14803.WTpb 704 000 solua/200 pl | 3 + 1 neg.kontr.
UTA.14803.WTpb 43 000 2
UTA.14803.WTpb 1000 1
6a UTA.04602.WT 65 500 1

UTA.04602.WT
6b - 42 000 1
(putkeen jaaneet solut)

Rikastuksen jalkeen lasketut solumaarat olivat ensimmaisen eran jalkeen niin al-
haisia, ettd naytteet hyddynnettiin suoraan naytteiksi virtaussytometrille, kuten
taulukosta 5 nahdaan. Solueran kaksi naytteet jaettiin vahaisesta solumaarasta
huolimatta kahdeksi virtaussytometrianaytteeksi. Soluja ei mydskaan niiden maa-
ran takia riittanyt viljeltavaksi immunofluoresenssivarjayksia varten. Koska en-
simmaisen, toisen ja kolmannen eran solut eivat sykkineet rikastuksen alussa,
eivatka solumaarat rikastuksen jalkeen olleet suuria, solulinjan kantasolujen plu-
ripotenttius varmistettiin seuraavasta kasvussa olevasta linjan UTA.14803.WTpb

p.27 kantasoluerasta.

Kuudennen eran solut erilaistuivat sydanlihassoluiksi hyvin, mutta niita oli erilais-
tuksen aikana kuollut, joten solumaarat jaivat alusta lahtien vahaisiksi. Kuuden-
nesta erasta kerattiin kuitenkin solumaarien laskemisen jalkeen ennen rikastusta
solunayte (20 ul) ja rikastuksen jalkeen solunayte (40 pl). Kumpikin solunayte
viljeltiin omaan kaivoonsa 4-kuoppalevylle. Kaivot paallystettiin 0,1-prosenttisella
gelatiinilla tunnin ajan ennen viljelya. Kaivoihin lisattiin solususpension paalle 750
gl l@mmitettya EB 20% -mediumia ja kuoppalevy siirrettiin inkubaattoriin, jotta so-
lut kiinnittyisivat kasvualustaansa. Kuudennen eran soluista otettiin kuvia valo-

mikroskoopilla ennen varjayksien aloittamista.

6.5 UTA.14803.WTpb-solulinjan pluripotenttiuden tarkastus

Koska solulinjan UTA.14803.WTpb solut eivat erilaistuneet kunnolla sydanso-

luiksi ja rikastettujen sydansolujen maara oli erittain vahainen, linjan kantasolujen
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pluripotenttius tarkastettiin. Tarkastusta varten UTA.14803.WTpb p.27 -kantaso-
lulinjasta eristettiin RNA:ta, joka kaannettin cDNA:ksi, monistettin PCR:lla ja

analysoitiin agaroosigeelielektroforeesilla.

RNA-nayte kerattiin KSR-mediumissa kasvaneista tutkittavan linjan kantasoluista
kaupallisen Monarch® Total RNA Miniprep Kit (New England Bio Labs) -kitin oh-
jeen mukaan (New England Bio Labs 2018). Eristetyn RNA:n pitoisuus nayt-
teessa mitattiin kayttden NanoDrop ™-spektrofotometria (Thermo Fisher Scien-
tific). RNA:n pitoisuudeksi naytteessa saatiin 299,7 ug/ul. Nayte sailytettiin -80

°C:ssa cDNA:n valmistukseen asti.
RNA:n kaantda cDNA:ksi varten valmistettiin Master Mix-reaktioseos seka nega-
tiivinen kontrolli, johon ei lisatty kdanteiskopioijaentsyymia. Master Mix:n ja nega-

tiivisen kontrollin komponentit on ilmoitettu taulukossa 6.

TAULUKKO 6. Master Mix:n valmistus yhdelle naytteelle

Reagenssi Master Mix | Master Mix Negatiivinen
(M) kontrolli ()

10x RT puskuri 2 2
25x ANTP mix 0,8 0,8
10x alukkeet 2 2
kaanteiskopioijaentsyymi 1 0
RNaasi inhibiittori 0,5 0,5
H20 3,7 4,7

RNA:n kaantd cDNA:ksi tehtiin kaupallisen High capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Thermo Fisher Scentific) -kitin ohjeiden mukaisesti (Thermo
Fisher Scientific n.d. High...). Naytekuoppaan pipetoitiin 10 pl Master Mix-reak-
tioseosta ja 10 yl RNA-naytteen ja veden seosta. Naytteen lisaksi ajettiin negatii-
vinen kontrolli ja vesinayte, johon pipetoitiin naytteen sijasta ainoastaan vetta.

Ajossa kaytetty lampotilaohjelma on esitetty taulukossa 7.



42

TAULUKKO 7. cDNA:n valmistuksessa kaytetty lampatilaohjelma
Lampdtila 25°C 37 °C 85 °C 4°C
Aika 10 min 120 min 5 min pito

Valmistunutta cDNA-naytetta sailytettin qPCR-ajoon asti pakastimessa -20
°C:ssa. Naytteesta haluttiin tutkia taulukossa 8 esitetyt endogeenit, joita pluripo-

tentin solun tulisi ilmentaa.

TAULUKKO 8. Naytteesta tutkittavat endogeenit

Geeni
Sox2
Nanog
Oct3/4
c-myc
Rex1
GADPH

B-actin

gPCR-ajoa varten jokaiselle tutkittavalle geenille valmistettin oma Master Mix.
Master Mix:ssa kaytetyt komponentit on ilmoitettu taulukossa 9. Valmistuksessa

kaytettiin Thermo Fisher Scientificin yksittaisia reagensseja.

TAULUKKO 9. Master Mix:n valmistus yhdelle naytteelle PCR:aa varten

Reagenssi Master Mix
(Wl)
10x dynazyme puskuri 2,5
dNTP Mix (10 mM) 0,5
aluke F (5 pM) 2,5
aluke R (5 uM) 2,5
Dynazyme Il 0,25
MgClI (25 mM) 0,5
DMSO 1,25
H20 14
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Naytteista haluttiin valmistaa kaksi eraa. Ensimmaista eraa varten jokaiselle tut-
kittavaa geenille valmistettiin nayte, johon pipetoitiin 24 pl Master Mix:a ja 1 pl
cDNA-naytetta. Toista eraa varten cDNA:n naytepitoisuus nostettiin 1,5 pl:aan.
Geeninaytteiden lisaksi valmistettiin kumpaakin erda kohden negatiivinen kont-
rolli ja vesinayte, joihin pipetoitiin naytteeksi cDNA:n ajon negatiivinen kontrolli ja
vesinayte. Naytteet sekoitettiin ja sentrifugoitiin ennen ajoa analyysia hairitsevien

ilmakuplien poistamiseksi.

PCR-ajossa kaytetty lampdtilaohjelma on esitetty taulukossa 10. Tutkittavien
geenien alukkeet tarvitsevat toimiakseen eri lampdtiloja sitoutumista varten. Na-
nog ja b-actin toimivat 45 °C:n lampdétilassa, Rex1 ja GADPH toimivat 55 °C:n
lampdtilassa ja Oct3/4, Sox2 ja c-myc tarvitsevat 60 °C:n lampdtilan. Tarvittavat
lampadtilat huomioitiin kaytettavassa ajo-ohjelmassa ja ajolaitteen valinnassa.

Ajossa kaytetty PCR-laite oli Applied Biosystems Veriti 96 Well Thermal Cycler.

TAULUKKO 10. Lampétilaohjelma gPCR-ajossa

Lampdtila | 94 °C 94 °C 45-60 °C 72 °C 72 °C 4°C
Aika 2 min 30s 30s 30s 5 min pito
Syklit 1 35 1 -

Ajon jalkeen naytteisiin pipetoitiin 6x DNA Loading Dye -varia (Thermo Fisher
Scientific) ja naytteet pipetoitiin valmistetun 2-prosenttisen geelin kaivoihin
elektroforeesia varten. Naytteiden lisaksi yhteen geelin kaivoista pipetoitiin 50pb
GeneRuler 50x DNA Ladder:ia (Thermo Fisher Scientific). Naytteiden ajo tapah-
tui 1x TBE-puskurissa (Medicago). Ajon loputtua geeli kuvattiin kayttaen Bio-Rad

Molecular Imager Gel Doc XR System -laitetta.

6.6 Soluerien rikastaminen MACS®-magneettirikastimella

MACS®-magneettirikastinta kaytettiin soluerien 4 ja 5 rikastamiseen. Kumpikaan
soluera ei sykkinyt rikastuksen alussa. Tarkoituksena oli analysoida viela seitse-
mas era soluja, jotka olisivat olleet samaa linjaa eran 6 solujen kanssa, ja nain

ollen oletettavasti sykkivia. Aluksi kantasolujen kasvatuksessa tarvittavat MEF-
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solut olivat huonoa eraa, joten seitsematta linjaa varten kasvatetut solut kuolivat

ja lopulta seitsemannen eran analysoinnin esti koronapandemia.

Erien 4 ja 5 solujen valmistelu rikastamista varten suoritettiin samalla tavalla kuin
MojoSort™:a varten tulevien naytteiden valmistelu. Tyo suoritettiin samoin aina
Anti-Biotin MicroBeads -liuoksen lisaamisen jalkeiseen inkubointiin asti. Ennen
rikastamista lasketut solumaarat ja virtaussytometrille kerattyjen naytteiden luku-

maara ilmoitetaan taulukossa 11.

TAULUKKO 11. Solumaarat ja virtaussytometrianaytteet ennen rikastusta

) L Laskettu solumaara . .
Soluera Solulinja Valmistetut naytteet
(solua/ml)
4 UTA.14803.WTpb 7,22 milj. 3 + 1 neg.kontr.
UTA.14803.WTpb 2,57 mil]. 3 + 1 neg.kontr.

Inkuboinnin jalkeen nayteputken tilavuus tadydennettiin 500 pl:aan lisaamalla ero-
tuspuskuria 400 ul. Magneettierottelu suoritettin PCS-Derived Cardiomyocyte
Isolation Kit, human -kitin ohjeen mukaisesti (Miltenyi Biotec n.d. PCS-derived...).
Aluksi magneetti kiinnitettiin telineeseensa ja magneettiin kiinnitettiin LS Column
-kolonni (Miltenyi Biotec), jossa rikastuminen tapahtuu. Kolonnin alle sijoitettiin
15 ml:n keraysputki (Sarstedt), johon sydanlihassolut kerattiin. Kaytetty valineisto

on esitetty kuvassa 5.
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KUVA 5. Magneettierottelu kayttden MACS®-magneettirikastinta

Magneettiin kiinnitetty kolonni huuhdeltiin 3 ml:lla erotuspuskuria, jonka jalkeen
solususpensio pipetoitiin kolonniin. Kolonnin valuttua tyhjaksi, erottuminen tois-
tettiin lisdamalla kolonniin 3 ml erotuspuskuria. Erotuspuskurin lisaaminen tois-
tettiin yhteensa kolmesti. Rikastuksen jalkeen 15 ml:n putkeen (Sarstedt) keratyt
sydanlihassolut sentrifugoitiin 200 g:ssa viiden minuutin ajan, jonka jalkeen su-
pernatantti poistettiin ja solut suspensoitiin 1 ml:aan lammitettya EB 20 % -me-
diumia. Viidennesta soluerasta kerattiin talteen myos erotuskolonniin jaaneet so-
lut. Erotuskolonni irrotettiin magneetista ja sijoitettiin uuteen 15 ml:n putkeen
(Sarstedt), johon solut kerattiin. Kolonniin lisattin 5 ml erotuspuskuria ja solut
tyonnettiin paineella kitin mukana tulevan ruiskuosan avulla putkeen. Nama solut

sentrifugoitiin ja kasiteltiin kuten kohdesolut.

Rikastettujen naytteiden solumaarat laskettiin kayttaen Neubauer-laskentakam-
miota. Lasketuista naytteista kerattiin virtaussytometrianaytteet, joiden tavoiteso-
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lumaara oli 200 000 solua/putki. Virtaussytometrianaytteet vietiin keraamisen jal-
keen 4 °C:een odottamaan jatkokasittelya. Lasketut solumaarat ja virtaussyto-

metrianaytteiden lukumaara on esitetty taulukossa 12.

TAULUKKO 12. Solumaarat ja virtaussytometrianaytteet rikastuksen jalkeen

. o Laskettu solumaara Valmistetut
Soluera Solulinja )
(solua/ml) naytteet
4 UTA.14803.WTpb 20 000 1
5a UTA.14803.WTpb 250 000 1
UTA.14803.WTpb
5b R 700 000 1
(kolonniin jdaneet solut)

Kuten taulukosta 12 huomataan, solumaarat olivat melko alhaisia rikastuksen jal-
keen suuresta alun solumaarasta huolimatta. Alhaisen solumaaran takia naytteet
hyddynnettiin sellaisenaan naytteiksi virtaussytometrille. Kolonniin jaaneita soluja
ei jaettu useampaan nayteputkeen, jotta saatiin mahdollisimman kokonaisvaltai-
nen kuva kolonniin jaaneiden solujen laadusta ja naytteen ajaminen kokonaisuu-
dessaan oli myos kaytetylle virtaussytometrille mahdollista. Naytteista ei myos-
kaan riittanyt soluja jatkoviljeltavaksi enaa rikastuksen jalkeen immunofluore-
senssivarjayksia varten. Rikastuksien jalkeisien alhaisien solumaarien takia ha-
luttiin tarkastella linjan UTA.14803.WTpb sydanlihassolujen lukumaaraa visuaa-

lisesti immunofluoresenssivarjayksella.

Viidennesta soluerasta kerattiin ennen rikastusta jatkoviljelynaytteet immunofluo-
resenssivarjaysta varten. Solumaaran laskemisen jalkeen solususpensiota pipe-
toitiin 20 pl/kaivo kolmeen 4-kuoppalevyn kaivoon. Kaivot paallystettiin 0,1 %:lla
gelatiinilla tunnin ajan ennen viljelya. Kaivoihin lisattiin solususpension paalle 750
pl lammitettyd EB 20 % -mediumia ja kuoppalevy siirrettiin inkubaattoriin, jotta

solut kiinnittyvat kasvualustaansa.
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6.7 Virtaussytometrianaytteiden kasittely ja analysointi

Naytteiden keraamisen jalkeen 4 °C:ssa sailytyksessa olleet virtaussytomet-
rianaytteet kasiteltiin kaupallisen Fixation/Permeabilization Kit (BD Cytofix/Cyto-
perm™) -kitin ohjetta mukaillen (BD Biosciences n.d.). Naytteisiin lisattin 1 ml
DPBS:aa ja solususpensio sentrifugoitiin 1900 rpm:ssa kahden minuutin ajan,
jotta mediumi saatiin poistettua naytteista. Sentrifugoinnissa syntynyt superna-
tantti poistettiin ja nayteputkiin lisattiin 250 pl kitin mukana tullutta Fixation/Per-
meabilization -liuosta, jonka avulla naytteen solujen solukalvo saatiin lapaise-
vaksi. Lisayksen jalkeen naytteet vorteksoitiin lyhyesti ja pidettiin kahdenkymme-

nen minuutin ajan 4 °C:ssa.

Inkuboinnin jalkeen naytteet sentrifugoitiin 1900 rpm:ssa kahden minuutin ajan ja
syntynyt supernatantti kerattiin jatteeseen. Seuraavaksi solunaytteet pestiin kah-
desti lisaamalla 500 pl kitin mukana tullutta Perm/Wash -puskuria. Ensimmaista
pesua inkuboitiin viiden minuutin ajan jailla. Pesujen jalkeen sentrifugoiduista
(1900 rpm, 2 min) naytteista poistettiin supernatantti jatteeseen ja tilalle pipetoitiin
100 pl Perm/Wash -puskuria ja 5 ul PE Mouse Anti-Cardiac Troponin T (BD Phar-
mingen™) -antigeenia, joka Kkiinnittyy sydanlihassolujen sarkomeerirakentee-
seen. Antigeenia ei lisatty negatiivisiin kontrollinaytteisiin. Antigeenin lisaamisen
jalkeen naytteita inkuboitiin neljankymmenen minuutin ajan huoneenlammadssa

valolta suojattuna.

Ensimmaisen solueran virtaussytometrianaytteita inkuboitiin antigeeniliuoksessa
yon yli, silla antigeenia voitiin lisata naytteisiin vain puolet suositellusta (5 ul) maa-
rasta reagenssin vahyyden vuoksi. Muiden erien virtaussytometrianaytteet kasi-

teltiin edella mainitun kaltaisesti.

Inkuboinnin jalkeen naytteet pestiin lisdamalla 500 ul Perm/Wash -puskuria so-
lususpension paalle, jonka jalkeen naytteet vorteksoitiin ja sentrifugoitiin 1900
rpm:ssa kahden minuutin ajan. Pesu suoritettiin kahdesti. Pesujen jalkeen super-
natantti poistettiin jatteeseen ja solut suspensoitiin 200 uyl:aan Perm/Wash -pus-
kuria ja siirrettiin pienempiin pyoreapohjaisiin Falcon®-putkiin, joista naytteen
imeytyminen virtaussytometille tapahtui. Nayteputket sailytettiin valolta suojat-

tuna jadkaapissa 4 °C:ssa naytteiden virtaussytometrilla analysointiin asti.
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Naytteiden solut, poissulkien negatiiviset kontrollit, oli leimattu troponiini-T -anti-
geenilld, johon oli kiinnitetty R-phycoerythrin-proteiinikompleksi (PE). Proteiini-
kompleksin emissio tapahtuu aallonpituudella 578 nm (Thermo Fisher Scientific
n.d. R-phycoerythrin (R-PE)). Virtaussytometrin (BD Accuri C6) ajo-ohjelmaan
saadettiin kanava, jolla naytteet detektoitiin seka ajonopeus ja ajon lopetuskohta
valittiin. Naytteet ajettiin hitaalla nopeudella, jotta laite ehtii varmasti detektoi-
maan kaikki solut. Kanavaksi saadettiin PE ja ajon lopetuskohdaksi maaritettiin

tavoitetapahtumamaara kunkin naytteen solupitoisuuden mukaan.

6.8 Immunofluoresenssinaytteiden varjaaminen ja analysointi

Immunofluoresenssinaytteitd saatiin lopulta vain soluerista 5 ja 6. Viidennesta
erasta oli kolme naytekaivoa ja kuudennesta erasta kaksi. Jatkoviljellyt solut otet-
tiin pois inkubaattorista kahden ja neljan paivan kasvatuksien jalkeen ja kiinnitet-
tiin kuoppien pohjiin ensin pesemalla kaivot kahdesti viiden minuutin ajan
DPBS:lIa ja sitten lisdamalla kuoppiin 4 %:sta paraformaldehydi -liuosta (PFA,
Sigma-Aldrich) siten, etta kaivojen pohja peittyi. PFA-liuoksen annettiin vaikuttaa
20 minuutin ajan, jonka jalkeen kaivot pestiin kahdesti viiden minuutin ajan
DPBS:lla.

Pesujen jalkeen kaivoihin lisattiin blokkausliuos (engl. blocking) (Liite 2). Blok-
kausliuosta lisattiin kaivoihin 500 ul ja sen annettiin vaikuttaa huoneenlammossa
45 minuutin ajan. Blokkauksen jalkeen solut pestiin pesuliuos 1:11a (Liite 2). Pe-
sun jalkeen kaivoihin pipetoitiin 150 ul:aa primaarivasta-aineliuoksia, jotka oli val-
mistettu edellisen kaltaiseen pesuliuokseen. Naytteita inkuboitiin primaarivasta-

aineliuoksessa jaakaapissa 4 °C:ssa yon yli.

Varjayksessa kaytettiin primaarivasta-aineina taulukkoon 13 merkittyja vasta-ai-
neita. Troponiini-T -vasta-ainetta lisattiin jokaiseen viidesta naytekaivosta. Vi-
mentiinia, a-aktiinia ja konneksiini-43:ta lisattiin kutakin vain yhteen viidennen
eran kolmesta kaivoista. Vimentiinia lisattiin kumpaankin kuudennen eran nayte-

kaivoon.
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TAULUKKO 13. Primaarivasta-aineet

Primaarivasta-aine Valmistaja
vuohessa tuotettu Troponiini-T (1:1500) Abcam
hiiressa tuotettu a-aktiini (1:1500) Sigma
kanissa tuotettu konneksiini-43 (1:1000) Sigma
hiiressa tuotettu vimentiini (1:100) Abcam

Seuraavana paivana kaivot pestiin kolmesti viiden minuutin ajan pesuliuos 2:lla
(Liite 2). Pesun jalkeen kaivoihin pipetoitiin sekundaarivasta-aineliuokset, jotka
oli valmistettu edellisen kaltaiseen pesuliuokseen. Naytekaivoja inkuboitiin pime-
assa huoneenlammadssa tunnin ajan. Kaytetyt sekundaarivasta-aineet on esitetty
taulukossa 14. Sekundaarivasta-aineena troponiini-T:lle toimi anti-vuohi-vasta-
aine, a-aktiinille ja vimentiinille anti-hiiri-vasta-aine ja konneksiini-43:lle anti-kani-

vasta-aine.

TAULUKKO 14. Sekundaarivasta-aineet

Sekundaarivasta-aine Valmistaja

aasissa tuotettu Alexa Fluor® 568 anti-vuohi-vasta-aine (1:800) | Invitrogen
aasissa tuotettu Alexa Fluor® 488 anti-hiiri-vasta-aine (1:800) Invitrogen

aasissa tuotettu Alexa Fluor® 488 anti-kani-vasta-aine (1:800) Invitrogen

Inkuboinnin jalkeen naytekaivot pestiin kolmesti viiden minuutin ajan DPBS:I14 ja
sen jalkeen viela kahdesti viiden minuutin ajan 0,01 M fosfaattipuskuriliuoksella
(PB) (Liite 2). Pesujen jalkeen kaivot kuivattiin ja solujen paalle laitettiin pisara
Vectashield® mounting-liuosta (Vector Laboratories), joka sisélsi solujen tumat
varjaavan DAPI:n (4’,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride). Mounting-liu-
oksen laittamisen jalkeen solut peitettiin peitinlasilla ja vietiin pimeaan 4 °C:een

sailytykseen mikroskopointiin asti.

Solunaytteiden mikroskopointi suoritettiin fluoresenssimikroskoopilla (Olympus
IX51 fluorescence microscope). Naytteitd mikroskopoitiin ja kuvattiin kolmella eri
aallonpituudella, koska DAPI fluoresoi aallonpituudella 358 nm, troponiini-T:hen
kiinnittynyt leima fluoresoi aallonpituudella 568 nm ja vimentiiniin, a-aktiiniin ja

konneksiini-43:een kiinnittyneet leimat fluoresoivat aallonpituudella 488 nm.
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7 TULOKSET

Tuloksissa on ilmoitettu lasketut solumaarat ennen ja jalkeen rikastuksen kutakin
analysoitua eraa kohden. Virtaussytometrianaytteista on esitetty kuvaajat, joista
ilmenee positiivisten solujen osuudet naytteissa. Virtaussytometrianaytteiden ja
solumaarien perusteella on esitetty laskennalliset prosenttisosuudet sydansolu-
jen, muiden solujen ja analyysin vaiheissa havinneiden solujen maarasta. Tulok-
sissa on esitetty erista 5 ja 6 kerattyjen solunaytteiden immunofluoresenssivar-
jayksien tulokset kuvina. Lisaksi kantasolulinjan UTA.14803.WTpb pluripotenttiu-
den tarkastuksen tulos on esitetty kuvana. Tuloksissa on myos esitetty yhden

analyysin hinta kummallakin kaytetylld magneettirikastimella.

Taulukkoon 15 on keratty kaikkien soluerien solumaarat. Taulukosta nahdaan
solumaarien vahentyneen paljon rikastuksen suorituksen aikana. Taulukossa b-
kirjainliitteelld merkityn solueran tulokset edustavat rikastusmenetelmassa pois
karsiutuneiden solujen maaraa, jotka oli leimattu magneettileimalla. Jélkeen yh-
teensé -tuloksen tulisi olla sama kuin solumééré ennen -tuloksen, jos soluja ei
olisi rikastuksen aikana havinnyt ollenkaan. Solumaarat ovat jaljella olevien solu-

jen kokonaissolumaaria ennen ja jalkeen rikastuksen.

TAULUKKO 15. Soluerien lasketut solumaarat ennen ja jalkeen rikastuksen

Solumaara | Solumaara | Jalkeen
Era Solulinja Menetelma
ennen jalkeen yht.

1 UTA.14803.WTpb | MojoSort™ | 8,05 milj. 704 000

2 UTA.14803.WTpb | MojoSort™ | 1,065 milj. 43 000

3 UTA.14803.WTpb | MojoSort™ | 1,68 milj. 1000

4 UTA.14803.WTpb | MACS® 7,22 milj. 20 000

5 UTA.14803.WTpb | MACS® 2,57 milj. 250 000 950 000
5b UTA.14803.WTpb | MACS® - 700 000

6 UTA.04602.WT | MojoSort™ | 0,685 milj. 65 500 107 500
6b UTA.04602.WT | MojoSort™ - 42 000

Virtaussytometrianaytteista ainoat odotetun kaltaiset tulokset saatiin kuuden-

nesta soluerasta, jonka solut sykkivat ja olivat rikastuksen aluksi erilaistuneet
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kunnolla sydanlihassoluiksi. Vertailukohtana kuudennen eran MojoSort ™-mag-
neettirikastimella rikastettujen solujen tuloksille on osioissa esitetty myds viiden-
nen eran MACS®-rikastusmenetelmaa kayttaen saadut solujen virtaussytomet-
riatulokset. Soluerien 1, 2, 3 ja 4 virtaussytometriatuloksista esitetdan vain so-
lueran kolme tulokset esimerkking, silla tavoitellun kaltaisia tuloksia ei naista so-
luerista saatu. Kuvioissa 3 ja 4 on esitetty soluerien viisi ja kuusi virtaussytomet-

rianaytteiden tulokset.
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KUVIO 3. Virtaussytometriatulokset solueralla 5

Kuviossa 3A on nahtavissa negatiivisen kontrollin avulla rajattu alue, jolle sydan-
lihassolujen pisteet kuvaajassa osuvat. Kuvaajasta rajataan alaosaan syntyneet
pisteet alueen ulkopuolelle, silla kuvaajan alaosaan osuvat solut eivat ole tar-
peeksi kompleksisia tai suuria ollakseen tutkittavia sydanlihassoluja. Negatiivisen
kontrollin kuvaajan piikki kuviossa 3B edustaa rajatun alueen sisapuolelle osu-
vien solujen maaraa. Kuvaajaan on myds asetettu nollaraja 0,5 %:iin soluista.
Kuvion 3A x-akselilla on sivulle suuntautunut valo (SSC-A) ja y-akselilla eteen-
pain suuntautunut valo (FCS-A). Muissa kuvioissa 3B-3E x-akselilla on kaytetty

kanava ja aallonpituus (PE) ja y-akselilla analysoitujen tapahtumien lukumaara.
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Kuvioissa 3C, 3D ja 3E nollarajan oikealle puolelle siirtyneet solut ja niissa nah-
tavat prosenttiosuudet edustavat rajatun alueen sisapuolelle osuvista soluista
sita osuutta, jotka ovat positiivisia eli sydanlihassoluja. Solujen siirtymassa on
automaattisesti huomioitu, ettei nollarajaa ole asetettu nollaan prosenttiin. Kuvi-
ossa 3C on esitetty ennen rikastusta keratyn solunaytteen tulokset, kuviossa 3D
rikastuksen jalkeen keratyn solunaytteen tulokset ja kuviossa 3E putkeen jaanei-
den magneettileimattujen ei-sydanlihassolujen tulokset. Ennen rikastusta kerat-
tyja solunaytteita oli yhteensa kolme, joten kuviossa 3 paadyttiin esittamaan ajet-

tujen naytteiden keskimaarainen tulos.

Viidennen eran soluista saatiin valttavia tuloksia. Tuloksista kuviossa 3 huoma-
taan, etta rikastettavien sydanlihassolujen maara ei ollut suuri, silla kuvioiden 3C
ja 3D ei-sydanlihassolujen piikin ulkonadssa tai positiivisten solujen prosentti-
osuudessa ei ole suuria eroja kuvaajien valilla. Lisaksi kuvion 3B negatiivisen
kontrollin piikkiin verrattaessa ei suurta eroa ilmene. Kuvaajissa nakyva nollara-
jan vasemmalla puolella oleva ei-sydanlihassoluja kuvaava piikki on suhteetto-
man iso. Ennen rikastusta otetussa naytteessa (kuvio 3C) kuuluu olla muitakin
kuin kohdesoluja, mutta piikin koon pitaisi huomattavasti pienentya rikastuksen
jalkeen otetussa naytteessa (kuvio 3D), silld muiden solujen lukumaaran tulisi
laskea. Rikastuksen tarkoituksena oli poistaa sydanlihassolujen seasta muita so-
luja ja ei-sydanlihassolunaytteen (kuvio 3E) vahaisen sydanlihassolumaaran pe-
rusteella voidaan sanoa rikastuksen onnistuneen. Ennen rikastusta keratyn nayt-
teen kuvaajan suuri piikki nain ollen oletettavasti kuvaa solususpensiossa olleita
kuolleita tai hajonneita soluja ja osittain myos mediumien mukana kulkeutunutta
pienmateriaalia. Rikastuksen jalkeen keratyn naytteen suuri piikki oletettavasti
indikoi troponiini-T:lla varjayksen aikana kuolleita ja hajonneita soluja ja solusus-

pensioon rikastuksen jalkeen jaanytta pienmateriaalia.

Seuraavassa kuviossa 4 on esitetty kuudennen eran virtaussytometriatulokset.
Kuvaajissa on havaittavissa selvia eroja viidennen eran naytteiden tuloksiin ver-
rattuna seka visuaalisesti, ettd prosentuaalisesti. Tuloksissa kuviossa 4 negatii-
visen kontrollin avulla rajattu analyysialue ja nollaraja on asetettu kuten kuvioista
4A ja 4B voidaan havaita. Kuviossa 4C on esitetty ennen rikastusta keratyn solu-
naytteen tulokset, kuviossa 4D rikastuksen jalkeen keratyn solunaytteen tulokset

ja kuviossa 4E kolonniin jaaneiden ei-sydanlihassolujen tulokset.
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KUVIO 4. Virtaussytometriatulokset solueralla 6

Kuviosta 4 nahdaan piikin muodon ja arvojen muuttuminen verrattaessa negatii-
visen kontrollin piikkida kuviossa 4B ja ennen ja jalkeen rikastuksen kerattyjen
naytteiden piikkeja kuvioissa 4C ja 4D. Piikin suurin massa on troponiini-T:lla lei-
matuissa naytteissa siirtynyt nollarajan positiiviselle puolelle, jonka perusteella
voidaan sanoa sydanlihassoluja olleen naytteessa runsaasti. Lisaksi piikin nah-
daan pienentyvan siirryttdessa ennen -naytteesta (kuvio 4C) rikastuksen jalkei-
seen naytteeseen (kuvio 4D), mika indikoi naytteen puhdistumista rikastuksen
aikana. Verrattaessa ennen ja jalkeen rikastuksen kerattyjen solunaytteiden sy-
danlihassolujen piikkeja visuaalisesti seka prosentuaalisesti huomataan, ettei
muutos kuitenkaan ole kovin suuri. Onnistuneesta rikastustuloksesta kertoo

myos kuvion 4E melko pieni osuus sydanlihassoluja.

Kolmannen solueran epaonnistuneet virtaussytometriatulokset esitetaan kuvi-
ossa 5. Kolmannen solueran tuloksia mukailevat myos soluerista 1, 2 ja 4 saadut
virtaussytometriatulokset, joita ei esiteta Tulokset-osiossa. Ylarivilla kuviossa 5A
on negatiivisen kontrollin avulla rajattu sydanlihassolujen alue seka kuviossa 5B
prosenttiosuus rajatulle alueelle osuvista soluista. Alarivilla kuviossa 5C on tulos
ennen rikastusta keratysta naytteesta ja kuviossa 5D rikastuksen jalkeen kera-
tysta naytteesta.
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KUVIO 5. Esimerkki epaonnistuneista tuloksista, soluera 3

Kuvaaijista kuviossa 5 huomataan suuria eroja viidennen ja kuudennen solueran
virtaussytometriatuloksiin verrattuna. Kuvion 5 kuvaajista nahdaan, ettd negatii-
visen kontrollin avulla rajatun alueen sisapuolelle kuvaajassa 5A osuu lahes puo-
let vahemman soluja kuin soluerien viisi ja kuusi virtaussytometrianaytteiden tu-
loksissa kuvioissa 3 ja 4. Naista reilusta 14 %:ta oletettuja sydanlihassoluja ai-
dosti sydanlihassoluiksi osoittautui laitteen mukaan vain 1,5 %. Rikastuksen jal-
keen otetussa naytteessa kuvaajassa 5D tulisi olla enemman sydanlihassoluja
kuin rikastusta ennen otetussa naytteessa kuvaajassa 5C. Nain ei kuitenkaan
esimerkiksi solueralla kolme laitteen tulosten mukaan ollut. Koska rikastuksen
jalkeen keratyn naytteen sydanlihassolujen maara on pienempi kuin ennen rikas-

tusta otetussa naytteessa, voidaan tuloksien todeta olevan epaluotettavia.

Virtaussytometrilta saatujen tuloksien seka laskettujen solumaarien perusteella
soluerista viisi ja kuusi on saatu taulukossa 14 esitetyt tulokset. Taulukon ylim-
massa osassa on esitetty virtaussytometrin antamat tulokset seka laskettu kuinka
monta prosenttiyksikkda soluja on rikastuksen jalkeen enemman kuin ennen ri-
kastusta. Taulukon keskiosassa on laskettu analyysissa kadonneiden solujen
maara seka rikastuksen jalkeen jaljella olevien solujen maara. Rikastuksen jal-

keen jaljella oleva solumaara koostuu kohdesoluista ja rikastusmenetelmassa
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karsiutuneiden magneettileimattujen solujen yhteismaarasta. Taulukon alimmai-
sessa osiossa on verrattu rikastuksen jalkeisia sydanlihassolujen ja ei-sydanli-

hassolujen maaria alkuperaiseen solumaaraan seka rikastuksen jalkeen jaljella

olevaan yhteissolumaaraan.

TAULUKKO 16. Analyyseista saadut laskennalliset tulokset

Virtaussytometri
(positiivisia en-

Virtaussytometri
(positiivisia ri-

Virtaussytometri

Prosenttiyksikkda
enemman sydanli-

Erd| Menetelma ) magneettileimatut o
nen rlkéastusta) kastukseg jal- (positiivisia) (%) haSSO|UJ.Z§ rikastuk-
(%) keen) (%) sen jalkeen
5 MACS® 2,67 % 9,60 % 0,40 % 6,93
6 | MojoSort™ 84,30 % 88,50 % 12,80 % 4,2

Rikastuksessa

Rikastuksessa

Rikastuksen jal-
keen jaljella olevat

Rikastuksen jal-

Era | Menetelma | havinneet solut | havinneet solut solut vhteensa keen jaljella olevat
(Ikm) (%) (}’km) solut (%)
5 MACS® 1620 000 63,04 % 950 000 36,96 %
6 | MojoSort™ 550 000 80,36 % 134 500 19,64 %

Sydanlihasso-
luja verrattuna

Ei-sydanlihasso-
luja verrattuna

Sydanlihassoluja
verrattuna rikastuk-

Ei-sydanlihasso-
luja verrattuna ri-

Era| Menetelma | alkuperaiseen alkuperaiseen | sen jalkeen jaljelld | kastuksen jalkeen
solumaaraan solumaaraan olevaan solumaa- | jaljelld olevaan so-
(%) (%) raan (%) lumaaraan (%)
5 MACS® 9,73 % 27,23 % 26,32 % 73,68 %
6 | MojoSort™ 9,56 % 6,13 % 60,93 % 39,07 %

Taulukosta 16 ilmenee, ettd MACS®-magneettirikastinta kaytettdessa sydanli-
hassolujen prosenttiosuus nousi ennen rikastuksen ja rikastukseen jalkeen otet-
tujen naytteiden valilla 6,9 prosenttiyksikkoa ja etta magneettileimalla leimattujen
ei-sydanlihassolujen naytteessa oli vain 0,4 % sydanlihassoluja. MojoSort™-
magneettirikastinta kaytettaessa sydanlihassolujen prosenttiosuus nousi rikas-
tuksen jalkeen 4,2:lla prosenttiyksikolla, mika oli vahemman kuin MACS®-mag-
neettirikastinta kaytettaessa. Ei-sydanlihassolujen naytteesta Ioytyi virtaussyto-
metrin mukaan 12,8 % sydanlihassoluja, mika oli korkeampi tulos kuin MACS®-
magneettirikastimella rikastettaessa. Taulukosta 16 nahdaan, etta soluja havisi
MACS®:lla rikastettaessa 63,04 % ja MojoSort™:lla rikastettaessa 80,36 % solu-
jen alkuperaisesta maarasta. Koska soluja havisi runsaasti, sydanlihassolujen
maaraa verrattiin myos rikastuksen jalkeen jaljella olevaan solumaaraan, joka si-

salsi sydanlihassolut ja magneettileimatut ei-sydanlihassolut. Nain saadut tulok-
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set ovat vertailukelpoisempia, jos oletetaan havinneissa soluissa olleen sydanli-
hassoluja ja ei-sydanlihassoluja samassa suhteessa kuin rikastuksen jalkeen jal-

jelle jaaneissa soluissa.

Virtaussytometrin antamien ja laskettujen tulosten mukaan taulukossa 16 viiden-
nen solueran puhtaus oli 9,60 % ja saanto 9,73 % alkuperaisesta solumaarasta
ennen MACS®:lla rikastusta. Vertaamalla sydanlihassolujen maaraa rikastuksen
jalkeen jaljella olevaan solumaaraan saannoksi saadaan 26,32 %. Ei-sydanlihas-
solujen prosentuaaliset osuudet samalla tavalla maariteltyna olivat 27,23 % ver-
rattuna alkuperaiseen solumaaraan ja 73,68 % verrattuna rikastuksen jalkeiseen
solumaaraan. Koska analyysissa kaytetty linja ei kuitenkaan erilaistunut kunnolla,

saatuja tuloksia ei voida pitaa taysin luotettavina.

Virtaussytometrin antamien ja laskettujen tulosten mukaan taulukossa 16 Mo-
joSort™:lla rikastettujen kuudennen eran naytteiden puhtaudeksi saatiin 88,50 %
ja saannoksi 9,56 % verrattuna alkuperaiseen solumaaraan. Vertaamalla rikas-
tuksen jalkeen jaljelld olevaan solumaaraan saannoksi saatiin 60,93 %. Ei-sydan-
lihassolujen prosentuaaliset osuudet olivat 6,13 % verrattuna alkuperaiseen so-
lumaaraan ja 39,07 % verrattuna rikastuksen jalkeen jaljelld olevaan solumaa-
raan. MojoSort™-magneettirikastimella sydanlihassolujen maara rikastuksen jal-
keen verrattuna kokonaissolumaaraan rikastuksen jalkeen on huomattavasti suu-
rempi kuin MACS®-magneettirikastimella saadut samat tulokset, koska linjan so-

lut erilaistuivat paremmin.

Ennen immunofluoresenssivarjaamista soluerien viisi ja kuusi naytteista otettiin
mikroskoopilla (Nikon Eclipse TS100) kuvia. Kuvista nahdaan solujen morfolo-
giaa viidennella eralla ennen rikastusta ja kuudennella eralla ennen ja jalkeen
rikastuksen. Kuvassa 6 nahdaan soluja viidennen eran yhdesta kaivosta ennen

varjaysta.
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KUVA 6. Era 5 ennen rikastusta

Kuva 6 on otettu 20x suurennoksella. Kuvassa on nahtavissa kohtuullisen paljon
soluja ja aivan kuvan keskivaiheilla on nahtavissa ainakin kaksi hieman kolmion-
mallista sydanlihassolua. Toisessa sydanlihassolussa on nahtavissa kaksi tu-
maa, mika on yksi sydanlihassoluilla ilmenevista ominaisuuksista ja siten tunnis-
tamista helpottava tekija. Mikroskoopilla katsottuna solut eivat kuitenkaan sykki-
neet. Koska soluerasta 5 ei saatu otettua naytetta rikastuksen jalkeen rikastuksen
vaikutuksia solun morfologiaan ei voida arvioida eika virtaussytometrianaytteiden
rikastukseen jalkeen keratyn naytteen koostumusta voitu tarkistaa visuaalisesti
vasta-aineita hyddyntden. Seuraavassa kuvassa 7 on esitetty kuudennen eran

solut ennen varjaamista. Kuva 7 on otettu 10x suurennoksella.

KUVA 7. Era 6 ennen varjaamista. A: ennen rikastusta, B: rikastuksen jalkeen
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Ennen rikastusta otetun naytteen kuvassa 7A on havaittavissa kolme solukeskit-
tymaa. Mikroskoopilla katsottaessa solukeskittymat sykkivat toisistaan eroavaan
rytmiin. Kuvassa on nahtavissa myos paljon pientd massaa, joka osittain peittaa
kaivon pohjaan kiinnittyneitd sydanlihassolukeskittymia vaikeuttaen niiden ha-
vaitsemista. Tama peittava solumassa ei ollut kiinnittynyt kaivon pohjaan. Rikas-
tuksen jalkeen otetussa kuvassa 7B on nahtavilla useita sydanlihassoluja ja
osassa nakyvissa olevista soluista on havaittavissa myods kaksi tumaa. Suurin
osa kuvassa olevista soluista sykkii mikroskoopilla tarkasteltaessa. Sykkiminen
tapahtuu kontaktissa olevien solujen valilla samassa yhtenevaisessa rytmissa,
ikdan kuin "verkkona”. Muodoltaan solut ovat laajemmalle levittyneempia kuin ku-
vassa 7A, silla soluilla on ollut enemman tilaa kasvaa pienemman solumaaran
vuoksi. Rikastuksen jalkeinen nayte ei mydskaan sisaltanyt muita soluja yhta pal-
jon kuin nayte ennen rikastamista, joten muiden solujen jakaantuminen ja kaivon
pohjan tayttdminen oli hitaampaa. Naiden ennen ja jalkeen kuvien valilla ei ha-

vaittu rikastamisesta johtuvia negatiivisia muutoksia solujen morfologiassa.

Immunofluoresenssivarjayksien jalkeen otetuissa kuvissa punaisella on esitetty
troponiini-T, joka varjaa solujen sarkomeerirakenteen kiinnittymalla troponiini-T -
proteiiniin, sinisella on esitetty DAPI, joka varjaa tumat ja vihrealla varilla on esi-
tetty a-aktiini, konneksiini-43 ja vimentiini. Vimentiini varjaa muut kuin sydansolut,
konneksiini-43 varjaa solujen aukkoliitokset kiinnittymalla konneksiini-43 proteii-
niin ja a-aktiini varjaa solujen sarkomeerirakennetta troponiini-T:ta paremmin,
silla sita esiintyy solun sarkomeerirakenteessa enemman. Ensimmaisessa kuva-

sarjassa (kuva 8) on esitetty eran viisi varjatyt solunaytteet.
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100 pm

KUVA 8. Era 5 ennen rikastusta, 8A: DAPI (sininen), troponiini-T (punainen) ja
vimentiini (vihrea). 8B: DAPI (sininen), troponiini-T (punainen) ja konneksiini-43
(vihred). 8C: DAPI (sininen), a-aktiini (vihred)

Kuvasta 8A nahdaan, ettd sydanlihassolujen (punaisella) maara naytteessa on
erittain vahainen ja muita soluja on runsaasti. Varjaystulos on onnistunut, silla
solut ja tumat ovat varjaytyneet tasaisesti, eika kirkkaita tai epaspesifisesti var-
jaytyneita kohtia nay. Kuvassa 8B nahdaan solujen valiset aukkoliitokset varjay-
tyneena vihrealla. Aukkoliitokset ilmentyvat solujen rajapinnoissa, kuten kuuluu-
kin. Kuvasta on helposti erotettavissa viisi sydanlihassolua. Kuvassa on nahta-
vissa myos muiden solujen sinisella nakyvia tumia. Varjaystulos on hyva, tosin

kuvan tummalla osiolla on havaittavissa hieman taustavarjaytymista. Kuvassa 8C
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on nahtavissa sydanlihassolun sarkomeerirakenteet selkeasti. a-aktiini ei ole niin
spesifinen kuin troponiini-T, jonka vuoksi kuvassa on nahtavilla hieman epa-
spesifia varjaytymista. Sydanlihassoluja kuvassa vaikuttaa olevan viisi kappaletta
ja liséksi on varjaytynyt muiden solujen tumia. Viidennen eran varjaystuloksista
nahdaan, ettd huonosti erilaistuvasta linjasta oli erilaistunut sydanlihassoluja,

vaikka niiden maara olikin huomattavan pieni.

Toisessa kuvasarjassa on nahtavilla kuudennen eran immunofluoresenssivar-
jayksen tulokset ennen rikastusta otetusta naytteesta seka rikastuksen jalkeen
otetusta naytteesta. Kaikki naytteet on varjatty DAPI:lla, troponiini-T:lla ja vimen-
tiinilld. Kuvassa 9 on esitetty kuudennen eran tulokset ennen rikastusta ja ku-

vassa 10 rikastuksen jalkeen.

200 pm

KUVA 9. Era 6 ennen rikastusta, troponiini-t (punainen), vimentiini (vihred) ja
DAPI (sininen)
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Kuvassa 9A punaisella nakyy troponiini-T:lla varjatyt sydanlihassolut ja vihrealla
vimentiinilla varjatyt muut solut. Muiden solujen maara ennen rikastusta on sel-
keasti korkeampi kuin sydanlihassolujen maara. Varjaystulos on onnistunut silla
kuvan solut ja niiden tumat ovat varjaytyneet tasaisesti, eika kirkkaita tai epa-
spesifeja varjaytymiskohtia ole nakyvissa. Kuvassa 9B on nahtavissa sydanlihas-
solujen keskittyma ja ymparilla olevia pienia ja rikkonaisia muita soluja ja niiden
palasia. Solukeskittymassa on myos vihrealla varjaytyneitd muita soluja, jotka si-
jaitsevat sydansolujen paalla, valeissa tai alla. Varjaystulos kuvassa on onnistu-
nut, silla kuvan komponentit nakyvat kirkkaina, eika taustan varjaantymista ole
havaittavissa. Kokonaissolumaara kuvassa 9 on pienempi kuin ennen varjaysta
otetuissa kuvissa. Pienempi solumaara osoittaa, ettd solut eivat olleet joko kiin-
nittyneet kaivon pohjaan tarpeeksi ennen varjayksen aloittamista tai niita on ir-

ronnut varjaysprotokollan pesuvaiheissa.

200 pm

200 pm

KUVA 10. Era 6 rikastuksen jalkeen troponiini-t (punainen), vimentiini (vihrea) ja
DAPI (sininen)
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Rikastuksen jalkeinen tulos kuvassa 10 on hyva. Kuvan A ja B -kohdissa on mo-
lemmissa selkeasti enemman punaisella varilla nakyvia sydanlihassoluja kuin
vihrealla varilla nakyvia muita soluja. Kuvissa ei myodskaan ole havaittavissa rik-
konaisia soluja tai solujen palasia kuten kuvassa 9B ennen rikastusta. Kuvista on
nahtavissa sydanlihassolujen sarkomeerirakenne hyvin ja kaksitumaisia sydanli-
hassoluja on havaittavissa useita. Kuvien varjaystulos on onnistunut, vaikka ku-
vassa 10A on havaittavissa hieman punaista taustan varjaytymista. Vertaamalla
kuvaa 10 kuvaan 9 ndhdaan selvasti rikastuksen vaikutus solunaytteisiin. Ennen
rikastusta keratyssa naytteessa on sydanlihassoluja ja muita soluja seka hajon-
neita soluja ja esimerkiksi mediumien mukana kulkeutuneita pienaineita, kuten
mediumien rakennekomponentteja. Rikastuksen jalkeen viljelma vaikuttaa puh-

taammalta ja muita kuin sydanlihassoluja ei juurikaan ole havaittavissa.

Solulinja UTA.14803.WTpb ei erilaistunut hyvin sydanlihassoluiksi, joten linjan
kantasolujen pluripotenttius tarkastettiin. Agaroosigeelielektroforeesilla ajettujen
naytteiden geeleista otetuista kuvista nakyy ilmentaako solu tutkittua geenia vai
ei. Kuvat geeleista on yhdistetty yhteen kuvaan ja ne esitetdan kuvassa 11. Aga-
roosigeelin kuvan vasemmassa reunassa sijaitsee kokomittari (Ladder), josta
kirkkaampina bandeinad nahdaan koot 250 bp ja 500 bp. Analyysissa tutkittavien
geenien tulisi muodostaa bandit seuraavilla kohdilla: Nanog 287 bp, Rex1 306
bp, Sox2 151 bp, c-Myc 328 bp, Oct3/4 124 bp, GAPDH 302 gb ja (-aktiini 294
bp (Manzini ym. 2015, 905; Thermo Fisher Scientific, tuotekatalogi).

500 bp

250 bp s

Sox2 Nanog Oct3/4 C-myc Rex1 Gapdh b-actin Sox2 Nanog Oct3/4 C-myc Rex1 Gapdh b-actin - RT -RT H20 H20

KUVA 11. Agaroosigeelit, linja UTA.14803.WTpb p.27, vasemmalla 1,0 pl:n nay-

tetilavuus ja oikealla 1,5 ul:n naytetilavuus
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Kuten kuvasta 11 on havaittavissa, jokaisesta tutkittavasta geenista ja jokaisesta
geenista, joita pluripotentin solun tulisi ilmentaa on muodostunut bandi, joten lin-
jan kantasolut todettiin pluripotenteiksi. Negatiivisista kontrollinaytteista (-RT) ja
vesinaytteista ei ole muodostunut bandeja, joten epaspesifia monistumista ei ole
tapahtunut ja tydssa kaytetty vesi on osoittautunut puhtaaksi. Naytetilavuuden

muutoksella ei ollut vaikutusta testin tuloksiin.

Vertailtavien rikastusmenetelmien hinnat eroavat toisistaan hieman. Kumpaakin
rikastusmenetelmaa varten tulee hankkia valttdmattomat tarvikkeet kuten rikas-
tamiseen kaytettava magneetti. Alla olevassa taulukossa 17 on listattu valttamat-
tomien valineiden hinnat ja ilmoitettu yhden analyysin suorittamisen hinta. Tau-

lukkoon merkityt hinnat ovat peraisin laite- ja valinevalmistajien sivuilta.

TAULUKKO 17. Hinnat

MACS® MojoSort™
Valine Hinta Valine Hinta
magneetti 630 € magneetti (5 ml) 480 €
magneettiteline 160 € magneetti (14 ml) 950 €
Pre-separation filter 195 €/50 kpl
kolonnit 440 €/25 kpl
70 pym
Pre-separation filter 195 €/50 kpl pyOreapohjaiset 104 €/500 kpl
70 um Falcon®-putket
pyoreapohjaiset 104 €/500 kpl
Falcon®-putket
yhden analyysin hinta yhdelle viiden yhden analyysin hinta yhdelle viiden
miljoonan solun naytteelle 55,0 € miljoonan solun naytteelle 37,7 €

Taulukossa 17 yhden analyysin hintaan on laskettu mukaan kaytetyt reagenssit
ja tarvittavien valineiden hinnat. Kaytetyt reagenssit koostuvat tyossa kaytettyjen
kaupallisten kittien reagensseista, DPBS:ta ja erotuspuskurin reagensseista. Va-
lineistoon on laskettu kertakayttoiset pipetit, pipetinkarjet, kuoppalevyt, putket,
suodattimet ja kolonnit. Taulukossa ei ole erikseen esitetty naita laboratorion nor-
maalivarustuksen kuuluvien valineiden, kuten pipettien ja putkien hintoja. Mo-

joSort™-magneettirikastinta kaytettaessa tydssa esitetyn protokollan mukaan yh-
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den analyysin hinta on 17,3 € vahemman kuin MACS®-magneettirikastinta kay-
tettdessa. Yhden analyysin hintojen eroon vaikuttaa suoraan MACS®-magneetti-
rikastinta kaytettdessa tarvittavien kolonnien hinta. MojoSort™-magneettirikas-
tinta kaytettaessa erityisia kolonneja ei tarvita ja sen asemassa toimii pydreapoh-
jainen Falcon®-putki, jonka kappalehinta on vain noin 0,21 €. Lisaksi analyysia
varten on hankittava laitteisto, joka on MojoSort™-magneettirikastusmenetel-
malla kaytettdessa 5 ml:n magneettia 150 € halvempi kuin MACS®-magneettiri-

kastusmenetelmaa kaytettaessa.
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8 POHDINTA

Saatujen tuloksien perusteella ei voida antaa luotettavaa arviota MACS® tai Mo-
joSort™ -magneettirikastimien tehokkuudesta, kaytettavyydesta tai menetelmien
eroavaisuuksista. Tutkimussuunnitelman mukaan kayttokelpoista dataa tuli
saada 6-7 soluerasta, joista noin puolet oli rikastettu kayttaen MACS®-magneet-
tirikastinta ja puolet kayttaen MojoSort™-magneettirikastinta. Odotetun kaltaisia
tuloksia saatiin kuitenkin vain kuudennesta ja samalla viimeisesta analysoidusta
soluerasta, silla seitsemannen eran rikastusta ei voitu suorittaa. Kuudennen eran
solut kehittyivat erilaistuksen aikana kuitenkin erittdin hyvin sydanlihassoluiksi,

joten eran rikastamisesta ei ollut erityista hyotya.

Vaikka kaytetyt solulinjat olivat karakterisoituja ja pluripotenteiksi kantasoluiksi
todettuja linjoja, soluerien 1-5 solut eivat erilaistuneet hyvin sydanlihassoluiksi.
Erilaistumattomuuden huomasi aluksi siita, etteivat soluaggregaatit alkaneet syk-
kia erilaistuksen loppupuolella. Huonosta erilaistumisesta antoi myos viitteita ri-
kastuksen jalkeinen sydanlihassolujen laskennallinen maara ja lopulta virtaussy-
tometrilla analysoitujen naytteiden tulokset. Erilaistumattomuuden syyksi epailtiin
kantasolujen pluripotenttiuden menetysta, mutta analyyseilla osoitettiin, etta kan-
tasolut olivat sailyneet pluripotentteina ja ettei huono erilaistuminen siten johtunut
kantasolujen kunnosta. Huonon erilaistumisen syyta tietamatta kaytettava solu-
linja paatettiin vaihtaa. Koska soluerien nelja ja viisi erilaistukset oli jo ehditty
aloittaa, eika syyta huonolle erilaistumiselle tiedetty, niiden erilaistamista jatkettiin
ja uusi solulinja (UTA.04602.WT) saatiin vaihdettua vasta solueralle kuusi. Uu-
della linjalla oli tarkoitus analysoida yksi soluera kummallakin vertailtavalla mag-
neetilla, mutta seitsemannen eran kasvatus, erilaistus ja rikastus jouduttiin hyl-
kaamaan laboratoriotilojen sulkeuduttua koronaviruspandemian vuoksi. Erilaista-
minen on hidas prosessi, joten uudella linjalla ei senkaan vuoksi olisi ollut aikaa

tehda useita uusia erilaistuksia.

Soluerista 1-4 vain kolmannen solueran tulokset esitettiin Tulokset-osiossa, silla
erilaistuneiden solujen solumaarat olivat analysoitavissa naytteissa niin vahaisia,

ettad tavoiteltuja tuloksia analyyseista ei saatu. Soluerista 1-4 ei riittdnyt soluja
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jatkoviljeltavaksi ja varjattavaksi, joten vasta-aineita hydodyntaen ei voitu maarit-
taa visuaalista varmistusta virtaussytometrin antamille tuloksille. Jotta erista 1-4
olisi voitu maarittaa rikastustehokkuutta olisi erista tullut kerata talteen myos ei-
sydanlihassolut ja analysoida ne virtaussytometrilla, kuten soluerien viisi ja kuusi
kohdalla tehtiin.

Seka viidennen ettd kuudennen solueran rikastuksien voitiin sanoa onnistuneen
ei-sydanlihassolunaytteen vahaisten sydanlihassolumaarien takia. Vaikka luotet-
tavia tuloksia vertailtavien magneettien valille ei saatu, olemassa olevien viiden-
nen seka kuudennen eran tulosten perusteella MACS®:lla rikastettujen solujen
saanto ja puhtaus olisivat mahdollisesti paremmat kuin MojoSort™:lla saadut
vastaavat arvot. Viitteita tastd antaa ei-sydanlihassolujen naytteessa ollut pie-
nempi prosentuaalinen osuus sydanlihassoluja ja suurempi prosenttiyksikon
nousu ennen ja jalkeen rikastuksen kerattyjen naytteiden sydanlihassolumaa-
rissa. Prosentuaalisesti MojoSort™:n 12,8 % sydanlihassoluja ei-sydanlihassolu-
naytteessa oli kuitenkin samaa suuruusluokkaa kuin Sydanryhman aiemmissa
analyyseissa saadut tulokset MACS®:lla, joten lukuun vaikuttaa oletettavasti ri-
kastettavan sydanlihassolumaaran suuruus. Herron ym. (2017) mukaan
MACS®:lla rikastettaessa saadaan naytteen puhtaudeksi yli 90 %, jos alkuperai-
sesta naytteesta vahintdan 50 % on ollut sydanlihassoluja (Herron ym 2017, 1).
Opinnaytety6ssa saadut tulokset solueralla viisi jaavat tasta puhtaustavoitteesta
reilusti, tosin huonon erilaistumiskyvyn takia naytteestakaan puolet ei ollut sydan-

lihassoluja.

Viidennesta erasta saatiin kerattya immunofluoresenssinayte vain ennen rikas-
tusta. Tasta syysta solujen morfologian muutoksia tai virtaussytometrianaytteiden
rikastuksen jalkeen keratyn naytteen koostumusta ei voitu tarkistaa visuaalisesti.
Viidennen eran tulosten perusteella (kuva 8) voitiin kuitenkin todeta naytteissa
olleen sydanlihassoluja, vaikka niiden maara oli huomattavan pieni. Ennen var-
jaysta otettujen kuudennen eran kuvien (kuva 7A ja 7B) perusteella ei havaittu
negatiivisia muutoksia solun morfologiassa. Varjayksen jalkeen otettujen kuuden-
nen eran kuvien (kuvat 9 ja 10) perusteella todettiin rikastuksen positiivinen ja
puhdistava vaikutus solunaytteisiin. Saatu tulos tuki virtaussytometrilla saatuja
tuloksia. Varjaysprotokollan aikana soluja oli irronnut kaivoilta, mika vaikeutti so-
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lujen kuvaamista varjayksen jalkeen. Jotta solujen irtoamista kaivoilta voisi va-
hentaa, solujen kiinnittymiseen kaivoille tulisi antaa enemman aikaa ja varjays-
protokollan pesujen rauhalliseen suorittamiseen tulisi kiinnittdd enemman huo-

miota.

Yksi opinnaytetyon tavoitteista oli vertailla menetelmia niiden kaytettavyydessa.
Koska kumpaakin magneettirikastinta varten solut esikasiteltiin samalla tavalla
menetelmien suurin ja ainoa eroavaisuus esiintyi rikastusmagneetin kaytossa.
MACS®-magneettirikastimella rikastettaessa solut pipetoitiin kolonniin, josta lei-
maamattomat solut paasivat valumaan lapi. MojoSort™-magneettirikastimella
solususpensio asetettiin magneettikenttdan putkessa, jonka reunoille leimatut so-
lut jadvat kiinni ja josta leimaamattomat solut pipetoitiin pois. Ajallisesti menetel-
mat olivat yhta nopeita suorittaa, silla solususpension valuminen kolonnin lapi vei
yhta kauan aikaa kuin soluputken inkuboiminen magneetissa. Kumpikin tekniikka
on yksinkertainen ja helposti kaytettavissa eika solujen pipetoiminen pois put-
kesta ollut vaikeaa. Tulosten perusteella (taulukko 17) havaittin MACS®-mag-
neettirikastusmenetelmaa varten hankittavan valttamattomien tarvikkeiden ole-
van kalliimpia kuin MojoSort™-menetelmaa varten tarvittavan valineiston. Talou-
dellisesta nakdkulmasta voitiinkin todeta MojoSort™-magneettirikastimen kayton
olevan edullisempaa ja kaytannollisyyden nakokulmasta voitiin sanoa, ettei me-

netelmien valilla ole suurtakaan eroa.

Tyon suoritukseen ja tulosten tulkintaan liittyneet ongelmat vaikuttivat opinnayte-
tydhdn monin tavoin. Ne ovat myos eniten virhetta tuloksiin tuovat tekijat. Suurin
ongelma oli toisen analysoitavan solulinjan huono erilaistumiskyky. Huono eri-
laistumiskyky ei johtunut kantasolujen pluripotenttiuden menetyksesta, joten vai-
kuttimena toimi jokin muu tekija. Eras mahdollinen erilaistumiseen vaikuttava te-
kija on hiirillda seka ihmisilla todettu epigeneettisen informaation jaaminen iPS-
soluihin niiden valmistusvaiheessa, mika heikentaa niiden kykya erilaistua (Welt-
ner ym. 2014, 787—788; Hartmann ym. 2016, 18). Erilaistumisen aikana on saat-
tanut olla ongelmia myos solun rakenteellisessa kehityksessa, koska solut eivat
sykkineet erilaistuksen paatyttya. Lieberman & Marks (2013) mukaan supistues-
saan solu hyédyntda muun muassa troponiini-C:ta ja -1:ta seka ohuita ja paksuja
filamentteja. Naiden komponenttien rakennegeeneja aktivoivien GATA-transkrip-

tiotekijoiden, SRF:n seka Nkx2-5 ja Tbx5 -transkriptiotekijoiden ilmentymisessa
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solussa on saattanut olla ongelmia, jotka ovat johtaneet solujen puutteelliseen
erilaistumiseen (Mummery ym. 2012, 346). Koska sydanerilaistumisen loppu-
vaihe on spontaani ja kaikkia tekijoita, jotka kaynnistavat muutoksen viimeisen
vaiheen sykkivaksi sydanlihassoluksi ei tunneta tarkasti, varmuutta linjan heikon

erilaistumisen syysta on vaikea todentaa (Rajala ym. 2011, 3).

Toisena ongelmana olivat vahaiset solumaarat rikastuksen alussa, silla soluja ol
kuollut erilaistamisen aikana. Soluja kuoli etenkin IWP-4 -reagenssin poistamisen
jalkeen, joka inhiboi sydanerilaistusta inhiboivaa WNT/B-katenin -signalointireittia
(Lian ym. 2013, 2-3). Inhiboivan reagenssin poistamisen jalkeen solujen erilais-
tumista edesauttava tekija poistui ja nopea muutos solujen kasvatusolosuhteissa
saattoi vaikuttaa soluihin niité kuolettavasti. Rikastuksen alkuun kerattavaa solu-
maara voisi mahdollisesti kasvattaa IWP-4 -reagenssin asteittaisella poistami-
sella erilaistusmediumien vaihdon yhteydessa, jolloin kasvatusolosuhteissa ei ta-
pahtuisi niin nopeaa muutosta pienella aikavalilla. Lisaksi dissosiointipuskurin eli
soluryppaiden hajotuspuskurin vaihtamisella tehokkaampaan aivan erilaistuksen
alussa saattaisi olla positiivisia vaikutuksia rikastusta varten jaljelle jaavien solu-
jen maaraan. Opinnaytetyossa kaytdssa ollut dissosiointikitti Multi Tissue Disso-
ciation Kit 3 (Miltenyi Biotec) ei hajottanut soluaggregaatteja taysin ja hajoamat-
tomat soluaggregaatit suodatettiin pois seuraavassa vaiheessa, jolloin solumaara
jai potentiaaliaan vahaisemmaksi. Solumaaraa parantavana toimenpiteena solut
voisi jatkossa kerata kasvatuskuoppalevylta suoraan 15 ml:n putkeen (Sarstedt)
solujen hajotusta varten. Talloin ensimmaisten pesuvaiheiden nesteet voitaisiin
poistaa supernatanttina sentrifugoinnin jalkeen eikad soluaggregaattien keskelta,

mika olisi huomattavasti vahemman riskialttimpaa solujen haviamisen kannalta.

Soluja havisi suuria maaria rikastuksen esikasittelyvaiheiden aikana, mika oli kol-
mas tyon suorituksen ongelma. Tulosten perusteella (taulukko 16) havaittiin, etta
soluja havisi MojoSort™-magneettirikastusmenetelmassa enemman kuin
MACS®-magneettirikastusmenetelméassa. Rikastusprotokolla on useine pe-
suineen soluille melko rankka, ja siksi osa soluista hajoaa ja kuolee sen suoritta-
misen aikana. Osa tasta kuolleesta ja hajonneesta solumaarasta huuhtoutuu pois
pesujen aikana. Havinneiden solujen suureen maaraan saattaa vaikuttaa sentri-

fugoinnin nopeus, silla liian hitaalla sentrifugoinnilla solut eivat muodosta kunnol-
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lista pellettia ja ne huuhtoutuvat supernatanttia poistettaessa pois. Kierrosnopeu-
den lisdaminen sentrifugoinnissa saattaisi lisata jaljelle jaavien solujen maaraa,
koska silloin pelletti muodostuisi varmemmin. Nopeutta tulisi kuitenkin lisata mal-
tillisesti, jotta solut eivat vaurioituisi ja jotta ne pysyisivat elinkykyisina. Superna-
tantin poispipetointitarkkuudella on oletettavasti myds vaikutusta solujen haviami-
seen. Solujen haviamista voidaan siis estda huolellisemmalla pipetoinnilla ja

mahdollisesti nopeammalla sentrifugoinnilla.

Tekniset tyon suoritukseen vaikuttavat ongelmat olivat ensimmaisen solueran ka-
sittelyssa tapahtunut solujen paakkuuntuminen puskurin lisdamisen jalkeen ja sa-
man eran virtaussytometrianaytteiden yon yli varjaaminen, varjaysreagenssin
puutteen vuoksi. Liséksi soluera kolme rikastettiin joitakin paivia myohemmin kuin
muut soluerat, jolloin solut olivat rikastuspaivana muiden erien soluja vanhempia.
Edelld mainitut ongelmat eivat kuitenkaan vaikuttaneet tyon tuloksiin. Vaikka
tassa tutkimuksessa muutaman paivan ikaerolla solulinjojen valilla ei ollut merki-
tysta tyon tuloksiin, paremman rikastustehokkuuden saamiseksi voisi olla hyodyl-
lista tutkia rikastettavien solujen ian vaikutusta rikastustehokkuuteen. Lundyn ym.
(2013) tutkimuksen mukaan solujen ika vaikuttaa solujen kypsyysasteeseen, jol-
loin solujen ialla voi olla vaikutusta myds rikastustehokkuuteen solun kypsyessa
enemman aikuista sydanlihassolua muistuttavaksi pidemman viljelyn aikana
(Lundy ym. 2013.)

Virtaussytometrilla ja Neubauer-laskentakammiolla saatuihin tuloksiin voi mah-
dollisesti vaikuttaa rikastusta varten suoritetun esikasittelyn tekeminen molem-
missa menetelmissa hyodyntden MACS®:n kaupallisia kitteja. Vaikka laitevalmis-
tajan mukaan kaytetyt kaupalliset kitit soveltuivat kaytettavaksi kummallakin ri-
kastusmenetelmalla, olisi MojoSort™:a varten kehitetyilla kiteilla voinut saada eri-
laisia tuloksia. Tulee kuitenkin huomioida, etta opinnaytetyossa oli tarkoitus ver-
tailla rikastukseen kaytettavia magneetteja eika esikasittelymenetelmia. Lisaksi
tuloksiin saattaa vaikuttaa opinnaytetyossa rikastuksessa kaytetty negatiivinen
selektiotapa. Negatiivisessa selektiossa ei leimata kohdesoluja, ja siten ne paa-
sevat mediumin mukana kulkeutuvien pienaineiden ja magneettileimoihin tarttu-
mattomien ei-sydanlihassolujen mukana rikastuksesta lapi (Bio Legend — Mo-
joSort 2020). Tulevaisuudessa rikastuksen tuloksien parantamiseksi tulisi harkita

vaihtoehtona my0s positiivista selektiota tai sen lisaamista negatiivisen selektion
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rinnalle, kuten PCS-Derived Cardiomyocyte Isolation Kit, human (Miltenyi Bio-
tecs) -kitin kayttboppaassa suositellaan (Miltenyi Biotec n.d. PCS-derived...).
Haittana positiivisessa selektiossa on kuitenkin mahdollinen kohdesolujen vahin-

goittuminen magneettileiman kiinnittyessa niihin.

Kehitettavina toimenpiteind uusissa tutkimuksissa naiden kahden magneettiri-
kastimen valilla tulee kiinnittdd huomiota erilaistumiskykyisen iPS-solulinjan va-
lintaan ja naytteiden huolellisiin ja tarkkoihin pesuihin, jotta voidaan valttya solu-
jen ylimaaraiselta haviamiselta rikastuksen aikana. Lisaksi rikastustehokkuuden
analysointia varten kaikista nayte-erista tulisi kerata analysoitavaksi myds mag-
neettileimalla leimatut solut. Jatkotutkimusaiheina taman tyon perusteella voisi
selvittda toisen solulinjan huonoon erilaistumiskykyyn vaikuttavia tekijoita ja onko
erilaistumistehokkuudella vaikutusta magneettirikastimien rikastustehokkuuteen.
Lisaksi erilaistusmenetelmien eri esikasittelymenetelmien vaikutuksia rikastami-

seen olisi kannattavaa tutkia.

Opinnaytetyon tavoitteena oli vertailla sydanlihassolujen rikastamiseen kaytetta-
via rikastusmagneetteja, mutta tavoitteeseen ei kaikilla osa-alueilla paasty. Tut-
kimuksen perusteella saatiin alustavaa tietoa magneettirikastusmenetelmista ja
tekijoista, joiden avulla sydanlihassolujen rikastusta Sydanryhmassa voidaan ke-
hittaa. Sydanryhman tekema tyd on osa laajempaa tutkimusta iPS-solujen ja tau-
timallinnusten saralla. Tama tutkimusala on nopeasti kehittyva ja siksi taman
opinnaytetyon kaltaiset ajankohtaiset tutkimukset ovat tarkeassa osassa labora-

toriotason kaytannon toiminnan virtaviivaistamisessa ja tehostamisessa.



71

LAHTEET

Aalto-Setala, K. 2020. Physiology, Heart Group. Tampere University. Luettu
17.03.2020. https://research.uta.fi/heart-group/suomeksi/

Acimovic, I., Vilotic, A., Pesl, M., Lacampagne, A., Dvorak, P., Rotrekl, V. & Meli,
A. C. 2014. Human pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes as research and
therapeutic tools. BioMed research international 512831.

Adan, A., Alizada, G., Kiraz, Y., Baran, Y. & Nalbant, A. 2017. Flow cytometry:
basic principles and applications. Critical reviews in biotechnology 37 (2), 163—
176 .

Amos, P.J., Cagavi Bozkulak, E. & Qyang, Y. 2011. Methods of cell purification:
a critical juncture for laboratory research and translational science. Cells, tissues,
organs 195 (1-2), 26—40.

Artyukhov, A.S., Dashinimaev, E.B., Tsvetkov, V.O., Bolshakov, A.P., Konova-
lova, E.V., Kolbaev, S.N., Vorotelyak, E.A. & Vasiliev, A.V. 2017. New genes for
accurate normalization of gqRT-PCR results in study of iPS and iPS-derived cells.
Gene 626, 234-240.

Baghbaderani, B.A., Syama, A., Sivapatham, R., Ying, P., Mukherjee, O., Fellner,
T., Zeng, X. & Rao, M.S. 2016. Detailed characterization of human induced plu-
ripotent stem cell manufactured for therapeutic applications. Stem Cell Rev. 12,
394-420.

BD Biosciences. n.d. BD Cytofix/Cytoperm™ Fixation/Permeabilization Kit. Kayt-
toohje. Luettu 04.04.2020. https://www.bdbiosciences.com/ds/pm/ot-
hers/554714 554715 555028 Book Website.pdf

BD Biosciences. 2020. BD FACSAria™ |ll. Luettu 29.04.2020.
https://www.bdbiosciences.com/en-us/instruments/research-instruments/re-
search-cell-sorters/facsaria-iii

Becker, A., McCulloch, E. & Till, J. 2014. Pillars article: Cytological demonstration
of the clonal nature of spleen colonies derived from transplanted mouse marrow
cells. Nature. 1963. 197:452-454. Journal of Immunology (Baltimore, Md. 1950)
192 (11), 4945-4947.

Bedada, F. B., Wheelwright, M. & Metzger, J. M. 2016. Maturation status of sar-
comere structure and function in human iPSC-derived cardiac myocytes. Biochi-
mica et biophysica acta, 1863 (7 Pt B), 1829-1838.

New England Bio Labs. 2018. Monarch® Total RNA Miniprep Kit. Kayttdohje. Lu-
ettu 05.04.2020. https://international.neb.com/-/media/nebus/files/manuals/ma-
nu-
alt2010.pdf?rev=789588efee9a41de8e113c3b52ce4572&hash=9F693B386CF2
4185CF06F86BDAC6578EE1F1D8BF




72

Bio Legend — MojoSort. 2020. MojoSort, Applications and Data. Luettu
17.04.2020. https://www.biolegend.com/en-us/mojosort

Bio Legend, 2020. MojoSort™ Streptavidin Nanobeads Protocol - Negative Se-
lection. Kayttoohje. Luettu 25.3.2020. https://www.biolegend.com/en-us/proto-
cols/mojosort-streptavidin-nanobeads-protocol-negative-selection

Biomeditech. n.d. Accuri C6 Flow Cytometer Instrument Manual. Kayttdohje. Lu-
ettu 29.3.2020. https://biomeditech.fi/wp-content/uploads/2017/04/Ac-
curi C6 InstrumentManual.pdf

Burridge, P. W., Keller, G., Gold, J. D. & Wu, J. C. 2012. Production of de novo
cardiomyocytes: human pluripotent stem cell differentiation and direct reprogram-
ming. Cell Stem Cell 10 (1), 16—-28.

Bustin, S.A. 2004. Chapter 3: A-Z of quantitative PCR. International University
Line, La Jolla, California.

Chin, M.H., Mason, M.J., Xie, W., Volinia, S., Singer, M., Peterson, C., Ambartsu-
myan, G., Aimiuwu, O., Richter, L., Zhang, J., Khvorostov, I., Ott, V., Grunstein,
M., Lavon, N., Benvenisty, N., Croce, C.M., Clark, A.T., Baxter, T., Pyle, A.D.,
Teitell, M.A., Pelegrini, M., Plath, K. & Lowry, W.E. 2009. Induced pluripotent
stem cells and embryonic stem cells are distinguished by gene expression signa-
tures. Cell Stem Cell 5 (1), 111-123.

Cytiva. 2020. Percoll density gradient media. Luettu 29.04.2020. https://www.cyti-
valifesciences.com/en/cg/shop/cell-therapy/media/percoll-density-gradient-me-
dia-p-058237?current=17089109

Deng, X.Y., Wang, H., Wang, T., Fang, X.T., Zou, L.L., Li, Z.Y. & Liu, C.B. 2015.
NonViral Methods for Generating Integration-Free, Induced Pluripotent Stem
Cells. Current Stem Cell Research & Therapy 10 (2),153-158.

Didar, T.F. & Tabrizian, M. 2010. Adhesion based detection, sorting and enrich-
ment of cells in microfluidic Lab-on-Chip devices. Lab Chip 10 (22), 3043-3053.

Dittel B. N. 2010. Depletion of specific cell populations by complement depletion.
Journal of visualized experiments. JOVE (36), 1487.

Fusaki, N., Ban, H., Nishiyama, A., Saeki, K. & Hasegawa, M. 2009. Efficient
induction of transgene-free human pluripotent stem cells using a vector based on
Sendai virus, an RNA virus that does not integrate into the host genome. Proc
Jpn Acad Ser B Phys Biol Sci 85 (8), 348-362.

Hartman, M. E., Dai, D. F. & Laflamme, M. A. 2016. Human pluripotent stem cells:
Prospects and challenges as a source of cardiomyocytes for in vitro modeling
and cell-based cardiac repair. Advanced drug delivery reviews 96, 3—17.



73

Hattori, F., Chen, H., Yamashita, H., Tohyama, S., Satoh, Y., Yuasa, S., Li, W.,
Yamakawa, H., Tanaka, T., Onitsuka, T., Shimoji, K., Ohno, Y., Egashira, T., Ka-
neda, R., Murata, M., Hidaka, K., Morisaki, T., Sasaki, E., Suzuki, T., Sano, M.,
Makino, S., Oikawa, S. & Fukuda, K. 2010. Nongenetic method for purifying stem
cell-derived cardiomyocytes. Nature Methods, 7 (1), 61-66.

Herron, T., Monteiro da Rocha, A. & Campbell, K. 2017. Cardiomyocyte purifi-
cation from pluripotent stem cells. Miltenyi Biotec. Luettu 29.04.2020.
https://www.miltenyibiotec.com/upload/assets/IM0019217.PDF

ISSR - International Society for Stem Cell Research. 2020. Stem Cell Facts. Lu-
ettu 11.04.2020. https://www.closerlookatstemcells.org/wp-con-
tent/uploads/2018/10/stem-cell-facts.pdf

Karakikes, I., Ameen, M., Termglinchan, V. & Wu, J. C. 2015. Human induced
pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes: insights into molecular, cellular,
and functional phenotypes. Circulation research 117 (1), 80—88.

Karakikes, I., Senyei, G.D., Hansen, J., Kong, C.W., Azeloglu, E.U., Stillitano, F.,
Lieu, D.K., Wang, J., Ren, L., Hulot, J.S., lyengar, R., Li, R.A. & Hajjar, R.J. 2014.
Small molecule-mediated directed differentiation of human embryonic stem cells
toward ventricular cardiomyocytes. Stem cells translational medicine 3 (1), 18—
31.

Kawamura, T., Miyagawa, S., Fukushima, S., Maeda, A., Kashiyama, N., Ka-
wamura, A., Miki, K., Okita, K., Yoshida, Y., Shiina, T., Ogasawara, K., Miyagawa,
S., Toda, K., Okuyama, H. & Sawa, Y. 2016. Cardiomyocytes Derived from MHC-
Homozygous Induced Pluripotent Stem Cells Exhibit Reduced Allogeneic Immu-
nogenicity in MHC-Matched Non-human Primates. Stem Cell Reports 6 (3), 312—
320.

Kim, D., Kim, C.H., Moon, J.l., Chung, Y.G., Chang, M.Y., Han, B.S., Ko, S.,
Yang, E., Cha, K\Y., Lanza, R. & Kim, K.S. 2009. Generation of human induced
pluripotent stem cells by direct delivery of reprogramming proteins. Cell Stem Cell
4 (6), 472-476.

Lappi, H. laboratorioanalyytikko. 2019. Suullinen tiedonanto. 17.12.2019

Lian, X., Zhang, J., Azarin, S., Zhu, K., Hazeltine, L., Bao, X., Hsiao, C., Kamp,
T. & Palecek, S. 2013. Directed cardiomyocyte differentiation from human pluri-
potent stem cells by modulating Wnt/B3-catenin signaling under fully defined con-
ditions. Nature Protocols 8, 162—175.

Lieberman, M. & Marks, A. D. 2013. Basic Medical Biochemistry. A Clinical Ap-
proach. 4. painos. Baltimore: Lippincott Williams & Wilkins, a Wolters Kluwer bu-
siness.

Lundy, S. D., Zhu, W. Z., Regnier, M. & Laflamme, M. A. 2013. Structural and
functional maturation of cardiomyocytes derived from human pluripotent stem
cells. Stem cells and development, 22(14), 1991-2002.



74

Manzini, S., Viiri, L.E., Marttila, S. & Aalto-Setala, K. 2015. A Comparative View
on Easy to Deploy non-Integrating Methods for Patient-Specific iPSC Production.
Stem Cell Rev and Rep 11, 900-908.

Miltenyi Biotec. n.d. Dissociation of PSC derived cardiomyocytes using the Multi
Tissue Dissociation Kit 3. Kayttoohje. Luettu 04.04.2020. https://www.miltenyibio-
tec.com/upload/assets/IM0015572.PDF

Miltenyi Biotec. n.d. PSC-Derived Cardiomyocyte Isolation Kit human. Kaytto-
ohje. Luettu 04.04.2020. https://www.miltenyibiotec.com/ Resources/Persis-
tent/af9624c0a7fc854576bc5d081a6f637fce1b854d/DS_PSC-Derived%20Car-
diomyocyte%20lsolation%20Kit_h.pdf

Mummery, C., Zhang, J., Ng, E., Elliott, D., Elefanty, A. & Kamp, T. 2012. Diffe-
rentiation of Human Embryonic Stem Cells and Induced Pluripotent Stem Cells
to Cardiomyocytes: A Methods Overview. Circulation Research 111, 344—358.

Nakagawa, M., Koyanagi, M., Tanabe, K., Takahashi, K., Ichisaka, T., Aoi, T.,
Okita, K., Mochiduki, Y., Takizawa, N. & Yamanaka S. 2008. Generation of indu-
ced pluripotent stem cells without Myc from mouse and human fibroblasts. Nat
Biotechnol 26, 101-106.

O’Brien, C., Lambshead, J., Chy, H., Zhou, Q., Wang, Y. & Laslett, A. 2012.
Chapter 15 - Analysis and Purification Techniques for Human Pluripotent Stem
Cells. In Human Stem Cell Manual. Second Edition, 223-248.

Okita, K., Matsumura, Y., Sato, Y., Okada, A., Morizane, A., Okamoto, S., Hong,
H., Nakagawa, M., Tanabe, K., Tezuka, K-I, Shibata, T., Kunisada, T., Takahashi,
M., Takahashi, J. Saji, H. & Yamanaka, S. 2011. A more efficient method to ge-
nerate integration-free human iPS-cells. Nat Methods 8 (5), 409-412.

Okita, K., Nakagawa, M., Hyenjong, H., Ichisaka, T. & Yamanaka, S. 2008. Ge-
neration of mouse induced pluripotent stem cells without viral vectors. Science
322 (5903), 945-953.

Rajala, K., Pekkanen-Mattila, M. & Aalto-Setala, K. 2011. Cardiac differentiation
of pluripotent stem cells. Stem cells international, 383709.

Ribeiro, A. J., Ang, Y. S,, Fu, J. D,, Rivas, R. N., Mohamed, T. M., Higgs, G. C,,
Srivastava, D. & Pruitt, B. L. 2015. Contractility of single cardiomyocytes differen-
tiated from pluripotent stem cells depends on physiological shape and substrate
stiffness. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America 112 (41), 12705-12710.

Robertson, C., Tran, D. & George, S. 2013. Concise Review: Maturation Phases
of Human Pluripotent Stem Cell-Derived Cardiomyocytes. Stem Cells 31, 829—
837.

Sarantitis, |., Papanastasopoulos, P., Manousi, M., Baikoussis, N. G. & Aposto-
lakis, E. 2012. The Cytoskeleton of the Cardiac Muscle Cell. Hellenic Journal of
Cardiology 53 (5), 367-379.



75
Skaper, S. D. 2012. Neurotrophic Factors : Methods and Protocols.
Skottman, H. & Seppanen, R. 2014. Ihmisen kantasolut - ihmeparantajat? Aika-

kausikirja Duodecim 130 (19). Luettu 09.04.2020. https://www.duodec-
imlehti.fi/duo11877

Smith, A. S., Macadangdang, J., Leung, W., Laflamme, M. A. & Kim, D. H. 2017.
Human iPSC-derived cardiomyocytes and tissue engineering strategies for dise-
ase modeling and drug screening. Biotechnology advances 35 (1), 77-94.

Stadtfeld, M., Nagaya, M., Utikal, J., Weir, G. & Hochedlinger, K. 2008. Induced
pluripotent stem cells generated without viral integration. Science 322 (5903),
945-949.

Stemcell. 2020. SepMate™ PBMC Isolation. Luettu 29.04.2020.
https://www.stemcell.com/products/brands/sepmate-pbmec-isolation.html

Takahashi, K. & Yamanaka, S. 2006. Induction of pluripotent stem cells from
mouse embryonic and adult fibroblast cultures by defined factors. Cell Stem Cell
126 (4), 663-676.

Takahashi, K., Tanabe, K., Ohnuki, M., Narita, M., Ichisaka, T., Tomoda, K. &
Yamanaka, S. 2007. Induction of pluripotent stem cells from adult human fib-
roblasts by defined factors. Cell Stem Cell 131 (5), 861-872.

Takahashi, T., Lord, B., Schulze, PC., Fryer, RM., Sarang, SS., Gullans, SR. &
Lee, RT. 2003. Ascorbic acid enhances differentiation of embryonic stem cells
into cardiac myocytes. Circulation 107 (14), 1912—-1916.

Tchieu, J., Kuoy, E., Chin, M.H., Trinh, H., Patterson, M., Sherman, S.P., Ai-
miuwu, O., Lindgren, A., Hakimian, S., Zack, J.A., Clark, A.T., Pyle A.D., Lowry,
W.E. & Plath, K. 2010. Female human iPSCs retain an inactive X chromoseme.
Cell Stem Cell 7 (3), 329-342.

Thermo Fisher Scientific. n.d. High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit.
Kayttoohje. Luettu 05.04.2020. https://assets.thermofisher.com/TFS-As-
sets/LSG/manuals/MAN0017977 highcap cDNA RT UG.pdf

Thermo Fisher Scientific. n.d. How a flow cytometer works. Luettu 02.04.2020.
https://www.thermofisher.com/fi/en/home/life-science/cell-analysis/cell-analysis-
learning-center/molecular-probes-school-of-fluorescence/flow-cytometry-ba-
sics/flow-cytometry-fundamentals/how-flow-cytometer-works.html

Thermo Fisher Scientific. n.d. R-phycoerythrin (R-PE). Luettu 29.3.2020.
https://www.thermofisher.com/fi/en/home/life-science/cell-analysis/fluoro-
phores/r-phycoerythrin.html

Tiscornia, G., Vivas, E.L. & Izpisua-Belmonte, J.C. 2011. Diseases in a dish: mo-
deling human genetic disorders using induced pluripotent cells. Nature Medicine
17 (12), 1570-1576.



76

Ueno, S., Weidinger, G., Osugi, T., Kohn, A., Golob, J., Pabon, L., Reinecke, H.,
Moon, R. & Murry, C. 2007. Biphasic role for Wnt/B-catenin signaling in cardiac
specification in zebrafish and embryonic stem cells. PNAS 104 (23), 9685-9690.

Wakui, T., Matsumoto, T., Matsubara, K., Kawasaki, T., Yamaguchi, H. & Akutsu,
H. 2017. Method for evaluation of human induced pluripotent stem cell quality
using image analysis based on the biological morphology of cells. J Med Imaging
(Bellingham) 4 (4), 044003.

Warren, L., Manos ,P.D., Ahfeldt, T., Loh, Y.H., Li, H., Lau, F., Ebina, W., Mandal,
P.K., Smith, Z.D., Meissner, A., Daley, G.Q., Brack, A.S., Collins, J.J., Cowan,
C., Schlaeger, T.M. & Rossi, D.J. 2010. Highly efficient reprogramming to pluri-
potency and directed differentiation of human cells with synthetic modified
mRNA. Cell Stem Cell 7 (5), 618-630.

Weltner, J., Trokovic, R. & Otonkoski, T. 2014. Indusoidut pluripotentit kantasolut
laaketieteellisessa tutkimuksessa, Aikakausikirja Duodecim 130 (8). Luettu
09.04.2020. https://www.duodecimlehti.fi/lehti/2014/8/duo11597

Yamanaka, S. 2007. Strategies and new developments in the generation of pa-
tient-spesific pluripotent stem cells. Cell Stem Cell 1 (1), 39-49.

Yamanaka, S. 2012. Induced pluripotent stem cells: past, present and future. Cell
Stem Cell 10 (6), 678—684.

Yang, X., Pabon, L. & Murry, C. E. 2014. Engineering adolescence: maturation
of human pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes. Circulation research,
114(3), 511-523.

Yoshida, Y. & Yamanaka, S. 2017. Induced Pluripotent Stem Cells 10 Years La-
ter. Circulation Research 120, 1958-1968.

Yu J., Vodyanik, M. A., Smuga-Otto, K., Antosiewicz-Bourget, J., Frane, J. L.,
Tian, S., Nie, J., Jonsdottir, G. A., Ruotti, V., Stewart, R., Slukvin, I. . & Thomson,
J. A. 2007. Induced Pluripotent Stem Cell Lines Derived from Human Somatic
Cells. Science 318 (5858), 1917-1920.

Zhao, T., Zhang, Z.N., Rong, Z. & Xu, Y. 2011. Immunogenicity of induced plu-
ripotent stem cells. Nature 474, 212-215.



LITTEET

Liite 1. Tyossa kaytetyt mediumit ja erotuspuskuri

KSR-mediumi, 50 ml

38,75 ml KO-DMEM (Gibco®)

10 ml KO-SR (Gibco®)

0,5 ml NEAA (Gibco®)

0,5 ml Glutamax (Ginco®)

0,25 ml PenStrep (Lonza)

98 ul B-mercaptoetanoli (Gibco®)
26 ul FGF (juuri ennen kayttoa)

RPMI-mediumi, 50 ml
48,75 ml RPMI (Gibco®)

1 ml B27 (ThermoFisher)
0,25 ml PenStrep (Lonza)

EB 20% mediumi, 50 ml
38,75 ml KO-DMEM (Gibco®)
10 ml FBS (Gibco®)

0,5 ml NEAA (Gibco®)

0,5 ml Glutamax (Gibco®)
0,25 ml PenStrep (Lonza)

MTeSR1-mediumi, 500 ml
400 ml MTeSR1 (Stemcell)
100 ml MTeSR1 5x Supplement (Stemcell)

Erotuspuskuri, 50 ml

47,1 ml DPBS (Lonza)

2,5 ml (=0,5%) BSA (bovine serum albumin)
0,037 g EDTA

Saada pH 7.2, suodata ja sailyta +4 °C
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Liite 2. TyOssa kaytetyt varjaysreagenssit

Blokkausliuos, 10 ml

250 pl 4% TritonX-100 (Sigma-Aldrich)

1 ml 10 % BSA (Sigma-Aldrich)

1 mlI NDS (normal donkey serum) (Millipore)
7,75 ml DPBS (Lonza)

Primaariliuos/pesuliuos 1, 20 ml

0,5 ml 4 % TritonX-100 (Sigma-Aldrich)
2 ml 10 % BSA (Sigma-Aldrich)

200 pl NDS (Millipore)

17,3 ml DPBS (Lonza)

Sekundaariliuos/pesuliuos 2, 50 mi
5 ml 10 % BSA (Sigma-Aldrich)
45 ml DPBS (Lonza)

Fosfaattipuskuri (PB)
A stock NaHPOs 27,69

dH20 1000 ml
B stock Na:HPOs 28,6 g
dH20 1000 ml

Tydliuos (PB), 100 ml
1,15 ml A stock

3,85 ml B stock

95 ml dH20
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