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Ainoastaan erittdin monikykyisistad eli pluripotenteista kantasoluista voidaan tuottaa
kaikkia yksilon solutyyppeja ja tallaisia kantasoluja ovat alkion kantasolut ja ns. iPS-
solut. Indusoidut pluripotentit kantasolut (iPS-solut) ovat kantasoluja, jotka on tuotettu
uudelleen ohjelmoimalla erilaistuneita somaattisia soluja. iPS-soluteknologian avulla on
mahdollista tuottaa tautimalleja esimerkiksi geneettisille sydansairauksille ja tutkia
geenivirheiden vaikutusta sydansolujen toimintaan ja kehittymiseen. Tulevaisuudessa
iIPS-soluteknologialla tuotetuilla kantasoluilla voidaan myods mahdollisesti korjata
kudosvauriota, esimerkiksi sydaninfarktin jalkeen, koska potilaan omista iPS-soluista
tuotettuina ne eivat aiheuta hylkimisreaktiota.

Sydéanlihassoluja voidaan erilaistaa pluripotenteista kantasoluista useilla eri
menetelmilla. Kantasolututkimuksen tavoitteena on tuottaa sydénsoluja terapeuttisiin
sovelluksiin, ja siksi on tdrkedd kehittdd menetelmid, joissa ei kaytetd terveydelle
vaarallisia  eldinperdisida  materiaaleja.  Yksi  téllainen  menetelmda  on
pienmolekyylierilaistusmenetelmd, jossa kantasolut erilaistetaan erilaistumisen
signalointireitteihin vaikuttavien pienmolekyylien avulla.

Taman opinndytetyon tavoitteena oli selvittdd mahdollisia solulinjojen vélisid eroja
sydanerilaistustehokkuudessa kaytettédessa pienmolekyylierilaistusmenetelmé&a.
Tarkoituksena oli erilaistaa neljd iPS-solulinjaa pienmolekyylierilaistusmenetelmalla
sydanlihassoluiksi eri solumé&arilla, karakterisoida niitd ja verrata tuloksia keskendan.
Karakterisointiin kéytettiin immunosytokemiallisia vérjayksia ja Cytospin-menetelmaa.
Osa opinnaytetyon tausta-aineistosta on luottamuksellista, eikd sita esitellda téssa
julkaisussa.

Solulinjojen valilla havaittiin selkeitd eroja erilaistumistehokkuuksissa. Myds saman
solulinjan eri erilaistuskertojen valilla oli eroja. Menetelmén toistettavuus ja
ennustettavuus todettiin heikoiksi ja rutiininomainen kayttd hankalaksi. Jotta paastaisiin
parhaisiin erilaistumistuloksiin, menetelm& tulisi optimoida jokaiselle solulinjalle
erikseen.

Asiasanat: sydanerilaistus, pienmolekyylierilaistusmenetelmd, sydanlihassolu, iPS-solu,
pluripotentti kantasolu
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Only pluripotent stem cells can be used to produce any human cell types and such cells
are human embryonic stem cells and iPS-cells. Induced pluripotent stem cells (iPS-
cells) are cells which are made by reprogramming somatic cells. With iPS-cell
technology, it is possible to produce disease models for genetic heart diseases and study
the effects on the gene mutations to cardiomyocytes development and function. In
future, iPS-cells can be used to fix tissue damage, for example, after myocardial
infarction. A patient’s body doesn’t ostracize iPS-cells, because they are made from a
patient’s own somatic cells.

Cardiomyocytes can be differentiated from stem cells by different methods. The main
aim of the research is to produce cardiac cells for clinical applications. Therefore, it is
important to generate methods, which do not contain any material of animal origin. One
of these methods, is small molecule differentiation method. In this method, pluripotent
stem cells are differentiated to cardiomyocytes by small molecules affecting cardiac
differentiation pathways.

The aim of this thesis was to study the efficiency of heart differentiation between cell
lines by using a small molecule differentiation method. The purpose was to differentiate
four iPS-cell lines to cardiomyocytes by a small molecule differentiation method and to
characterize these cells. The results were compared with each other. Cardiac cells were
characterized by immunocytochemistry staining and Cytospin. A part of the thesis
contains confidential information.

There were clear differences in the efficiency of heart differentiation between cell
lineages. There were also differences between differentiation times in the same cell line.
Repeatability and predictability of the small molecule differentiation method were weak
and using this method routinely is problematic. In order to achieve the best results it is
recommended to optimize a small molecule differentiation method for each cell line
separately.

Key words: heart differentiation, small molecule differentiation method,
cardiomyocyte, iPS-cell, pluripotent stem cell
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1 JOHDANTO

Opinnaytety6 tehtiin Tampereen yliopiston ja Tampereen teknillisen yliopiston yhteisen
tutkimusinstituutin BioMediTech:n Sydanryhmaéssa. Sydanryhmé&& johtaa professori

Katriina Aalto-Setdld. Opinnéytetyon ohjasi laboratorioanalyytikko Henna Venal&inen.

Sydanryhmaéssé tutkitaan sydénsolujen erilaistamista pluripotenteista kantasoluista ja
naiden solujen toiminnallisuutta. Erilaistusmenetelmien kehittdminen ja sydéansolujen
yllapito soluviljelmissa on myos tarked tutkimuskohde. Ryhmé&ssad hyddynnetdan ja
tuotetaan iPS-soluja. iPS-soluteknologian avulla on ollut mahdollista tuottaa solutason
tautimalleja  Sydanryhman tutkimille geneettisille sydénsairauksille ja tutkia
geenivirheiden vaikutusta sydansolujen toimintaan. Tautimalleja voidaan hyddyntaa

my0s esimerkiksi ladkeaineiden testaamisessa.

Sydanryhmaéssé kaytetddn kantasolujen erilaistamiseen pé&&osin END2-menetelmaa.
Siind kantasolut erilaistetaan viljelemalla niitd hiiren viskeraalis-endodermaalisten
solujen paalla. Myos EB-menetelmdd, jossa kantasolujen annetaan spontaanisti
erilaistua kaikkiin kolmeen alkiokerrokseen, kéytetdan jonkin verran. Uusimpana
menetelmdna kayttdén on otettu pienmolekyylierilaistusmenetelmd, jossa solut

erilaistetaan kardiogeneesin signalontireitteihin vaikuttavien pienmolekyylien avulla.

Pienmolekyylierilaistusmenetelmd on feeder-free-menetelmd, eli siind ei kayteta
tukisoluja kantasolujen erilaistamiseen. Liséksi erilaistus tapahtuu tdysin tunnetuissa ja
madritellyissé olosuhteissa. Menetelmalld pystytdédn saamaan aikaiseksi myods haluttu
yksikerroksinen, eli monolayer, solumatto. Tastd syystd pienmolekyylierilaistus-
menetelmalla tuotetut sydénlihassolut olisivat soveltuvampia terapeuttisiin sovelluksiin

verrattuna END2- ja EB-menetelmalla tuotettuihin sydénlihassoluihin.

Tassd opinndytetydssa on tavoitteena selvittdd solulinjojen  vélisia eroja
erilaistumistehokkuudessa, kun kantasolujen erilaistukseen kaytetddn pienmolekyyli-
erilaistusmenetelm&é. Opinnaytetydn tausta-aineisto on osittain luottamuksellista, eika

sité esitelld tassa julkaisussa.



2 TEORIATAUSTA

2.1 Kantasolut

Kantasolut ovat erilaistumattomia soluja, joilla on kyky jakautua ja erilaistua eri
kudostyyppien soluiksi (Odorico, Kaufman & Thomson 2001). Niiden jakautumiskyky
on rajaton, mikali soluilla on riittdvasti ravintoa ja tilaa jakautumiseen. (Bongso & Lee
2005). Kantasolut kykenevét jakautumaan joko kahdeksi jakautumiskykyiseksi
tytarsoluksi tai erilaistuvaksi soluksi ja jakautumiskykyiseksi tytarsoluksi (Odorico,
Kaufman & Thomson 2001).

Kantasolut luokitellaan totipotenteiksi, pluripotenteiksi ja multipotenteiksi. Totipotentit
kantasolut pystyvéat erilaistumaan mihin tahansa elimiston kudostyyppiin ja liséksi
istukan soluiksi, mink& wvuoksi ne kykenevdt muodostamaan kokonaisen uuden
elinkykyisen yksilon. Pluripotentit kantasolut ovat erittdin monikykyisid ja kykenevét
erilaistumaan kaikkiin kolmeen alkiokerrokseen, eli mihin tahansa elimiston
kudostyyppiin, mutta eivat istukan soluiksi. Multipotentit kantasolut sen sijaan pystyvat
erilaistumaan vain tietyn solulinjan soluiksi. Lisdksi joissakin yhteyksissd puhutaan
unipotenteista kantasoluista, mutta niitd voidaan kutsua myo6s tietyn solutyypin
esiasteiksi, silla ne pystyvét erilaistumaan vain maaratyksi solutyypiksi. (Bongso & Lee
2005.)

Varhaisen alkion solut ovat pluripotentteja kantasoluja. Niitd voidaan eristaa
tutkimuskayttoon hedelmaityshoidoista ylijaéneista alkioista. Kantasoluja 10ytyy myds
aikuisen kudoksista, esimerkiksi luuytimestd. Niiden erilaistumiskyky on kuitenkin
rajoittunut, eli ne ovat multipotentteja. Lisaksi kantasoluja voidaan saada abortoitujen
sikididen elimistd, mutta t4td Suomessa kéytetddn harvoin. Veren kantasoluja voidaan
eristad synnytyksen jalkeen istukasta ja myohemmin niitd tuottaa péaasiassa luuydin.
(Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2003.) Edelld mainittujen lisdksi pluripotentteja
kantasoluja saadaan uudelleen ohjelmoimalla erilaistuneita somaattisia soluja. N&it4
kutsutaan indusoiduiksi pluripotenteiksi kantasoluiksi (iPS-solut). (Takahashi &
Yamanaka 2006.)



2.1.1 Alkion kantasolut

Munasolun hedelmoittyessa alkaa kiivas solunjakautuminen, ja solujen lukumaarg
kasvaa (Paananen ym. 2006). Hedelmdityksestd morulaksi eli muurainasteeseen asti
alkion solut ovat totipotentteja (Bongso & Lee 2005) Taman jalkeen morulan sisélle
tunkeutuu nestettd, ja alkiosta muodostuu varhainen alkiorakkula eli blastokysti 5-6
paivan idssd. Blastokystissd on ulompi solukerros, eli trofoblasti, ja sen sisdlla
sisdsolumassa. Trofobalstista kehittyvat istukka ja sikiokalvot. (Paananen ym. 2006.)
Sisésolumassan solut ovat pluripotentteja ja kykenevét erilaistumaan kaikkiin elimiston

kudostyyppeihin (Bongso & Lee 2005).

Alkion kantasoluja tutkimuskayttéon saadaan hedelmdityshoidoissa ylijdéneista
alkioista. Hedelmaittyneen munasolun annetaan jakautua noin 6-7 péivan ajan. Talléin
alkio koostuu noin sadasta solusta, ja sen sisasolumassa on 20-30 solun kokoinen. Jos
alkiota ei siirretd kohtuun, sen sisdsolumassan solut voidaan eristdd tutkimuskayttoon.
Alkion Kkantasolut soveltuvat hyvin tutkimuskayttoon, silla ne voivat jakautua
loputtomasti viljelyolosuhteissa ja kykenevat erilaistumaan kaikiksi solutyypeiksi.
Alkion kantasolujen eristdminen sisasolumassasta kuitenkin tuhoaa alkion. Tasta
aiheutuvat alkion kantasolujen kayttoon liittyvét eettiset ongelmat. (Tutkimuseettinen

neuvottelukunta ym. 2003.)

Suomessa laki l&&ketieteellisestda tutkimuksesta (1999) saatelee alkioiden kayttoa
tutkimuksissa. Jokainen alkioita tutkimuksissaan kéyttdva laitos tarvitsee siihen luvan
sosiaali- ja terveysalan lupa- ja valvontavirastolta (Valvira). Liséksi jokaista tutkimusta
varten on saatava eettisen toimikunnan myonteinen lausunto tutkimussuunnitelmasta.
Alkion kayttamiseen tutkimuksessa tarvitaan myos sukusolujen luovuttajien lupa. Laki
maaréd myos, ettd alkioiden tuottaminen yksinomaan tutkimustarkoituksiin on kielletty

ja alkiota ei saa pitéa elossa 14 vuorokautta enempaa.

Tiukasta lainsaadanndstd ja eettisistd ongelmista johtuen alkion kantasolujen kaytto
tutkimustarkoituksiin on hankalaa. iPS-soluteknologian (kappale 2.3.1, sivu 9)
kehittdmisen myota alkion kantasolujen kaytt6d tutkimustarkoituksiin on pystytty

vahentdmaan ja osittain luopumaan niista kokonaan.



2.1.2 Aikuisen kantasolut

Aikuisen yksilon kudoksista 16ytyy myos jonkin verran kantasoluja. Niiden jakautumis-
ja erilaistumiskyky on huomattavasti heikompi kuin alkion kantasolujen. (Bongso &
Lee 2005.) Aikuisen kantasolut voivat olla unipotentteja, bipotentteja, tripotentteja tai
multipotentteja. Unipotentit kantasolut kykenevét erilaistumaan vain yhdeksi
solutyypiksi, bipotentit kahdeksi, tripotentit kolmeksi ja multipotentit kantasolut
useammaksi solutyypiksi. On myods raportoitu, ettd jotain pluripotentteja kantasoluja
olisi aikuisen yksilon kudoksissa. (Young & Black 2004.) Yleensd namé solutyypit
kuuluvat kuitenkin samaan kehityslinjaan, esimerkiksi verisoluihin (Bongso & Lee
2005). Aikuisen kantasolujen tehtdvané on tuottaa uusia soluja uusiutuviin kudoksiin ja
korjata elamén aikana mahdollisesti vaurioituvia kudoksia ja elimida (Young & Black
2004).

Yleisimmin tunnettu aikuisen kantasolujen 1&hde on luuydin (Tutkimuseettinen
neuvottelukunta 2003). Se tuottaa hematopoieettisia, eli veren kantasoluja, seké
mesenkymaalisia kantasoluja. Hematopoieettisista kantasoluista erilaistuu verisoluja ja
mesenkymaalisista kantasoluista esimerkiksi rusto-, luu-, lihas- ja rasvasoluja. Myos
ihossa ja muissa nopeasti uusiutuvissa kudoksissa on kantasoluja. Liséksi luusta ja
hermostosta on 16ydetty kantasoluja. (Bongso & Lee 2005.) Luuytimen kantasolut ovat
helposti eristettavissa, silld tietyt kasvutekijat saavat ne lisddntymaén ja niita voidaan
eristdd verestda tai ottaa suoraan luuytimestd. Muissa kudoksissa kantasolut ovat
kudossolujen seassa yksittéisiné soluina. (Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2003.)

2.1.3 iPS-solut

Solujen erilaistumisen uskottiin pitkd&n olevan palautumaton tapahtuma. Vuonna 2006
japanilainen professori Sinya Yamanaka tutkimusryhmineen Kkuitenkin onnistui
uudelleen ohjelmoimaan hiiren ihon fibroblastisoluja takaisin kantasoluiksi.
Tutkimusryhm@ tutki yhteensd 24 kantasoluissa esiintyvééd geenid ja havaitsivat, etta
naistd geeneistd neljan siirtdminen taysikasvuisen hiiren ihon fibroblasteihin riitti
palauttamaan ndma solut alkion kantasolujen kaltaisiksi soluiksi. Ndma solut nimettiin

indusoiduiksi kantasoluiksi eli iPS-soluiksi (engl. Induced Pluripotent Stem Cells).
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(Takahashi & Yamanaka 2006.) lhmisen soluilla sama pystyttiin tekemadn vuotta

my6hemmin, vuonna 2007 (Takahashi ym. 2007).

Indusoidut pluripotentit kantasolut (iPS) ovat siis kantasoluja, jotka on tuotettu
somaattisista soluista uudelleen ohjelmoimalla ne takaisin pluripotenteiksi kantasoluiksi
(Nishikawa, Goldstein & Nierras 2008). iPS-solut ovat biologiselta toiminnaltaan,
morfologialtaan ja geenien ilmentymiseltddn alkion kantasolujen kaltaisia. Ne
muistuttavat myods ulkomuodoltaan ja kasvutavoiltaan alkion kantasoluja. (Takahashi
ym. 2007.)

iIPS-soluja valmistetaan uudelleen ohjelmoimalla kohdesolut lis&dmélld niihin nelja
geenid, jotka ovat KIf-4, Sox-2, Oct3/4 ja c-Myc (Takahashi & Yamanaka 2006). Naita
geenejad kutsutaan yhdessd Yamanaka-faktoreiksi menetelmén kehittdjan mukaan
(Lehtinen & Aalto-Setdld 2012). Naméa geenit ilmentyvat kantasoluissa ja koodaavat
pluripotenttiutta  yllapitdvia  transkriptiofaktoreita, eli  yllapitdvat  solujen
erilaistumattomuutta ja jakautumiskykya (Takahashi & Yamanaka 2006). Ihmisen iPS-
soluja valmistettaessa kohdesoluina kéytetddn yleisimmin ihobiopsiasta saatuja
fibroblastisoluja (Takahashi ym. 2007) tai veren mononukleaarisia valkosoluja
(Lehtinen & Aalto-Setéla 2012).

Geenien siirtamiseen kohdesoluihin kaytetddn geeninsiirtovektoreita (Takahashi &
Yamanaka 2006). iPS-solujen valmistamisessa geeninsiirtovektoreina kdytetdan retro-
ja sendaiviruksia. Ndma ovat muunneltuja viruksia, joiden genomista on poistettu
replikaatiokykyyn vaikuttavat geenit, eli virukset eivat pysty lisddntyméaan eivatka
tuottamaan uusia viruksia infektoidussa solussa. (Lehtinen & Aalto-Setéld 2012.) Kun
geenit on siirretty kohdesoluihin virusvektorien avulla, soluja kasvatetaan kuten alkion
kantasoluja (Nishikawa, Goldstein & Nierras 2008). Viikon tai kahden kuluttua
viljelmissa on havaittavissa ensimmaiset iPS-solukoloniat, ja noin neljan viikon
kuluttua iPS-solut ovat valmiita poimittaviksi ja siirrettaviksi jatkoviljelyyn. (Lehtinen
& Aalto-Setdld 2012.)

iPS-soluteknologian kehittdminen on mullistanut koko kantasolututkimuksen ja lisannyt
merkittdvasti sen soveltamismahdollisuuksia (Lehtinen & Aalto-Setdla 2012).
Menetelmalld uskotaan olevan my6s merkittdvd vaikutus regeneratiiviseen

la&ketieteeseen (Nishikawa, Golstein & Nierras 2008). iPS-soluista tehtyj& solumalleja
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voidaan hyodyntad tutkittaessa sairauksien mekanismeja, tehtdessa ladketestauksia ja
toksisuustesteja. (Takahashi ym. 2007.) Shinya Yamanaka palkittiinkin iPS-teknologian
kehittdmisesté sekd Millenium-palkinnolla etté ld&ketieteen Nobelin palkinnolla vuonna
2012 (Lehtinen & Aalto-Setdlda 2012). iPS-solujen kaytolla tutkimuksessa ei ole
vastaavia eettisid ongelmia kuin alkion kantasolujen kaytolla (Nishikawa, Goldstein &
Nierras 2008). Liséksi iPS-solujen avulla voidaan véhentdd koe-eldinten kayttoa.
(Lehtinen & Aalto-Setéld 2012.)

iPS-soluilla uskotaan olevan myds terapeuttisia mahdollisuuksia (Takahashi ym.2007).
Potilaasta peréaisin olevina soluina ne esimerkiksi poistaisivat kudos- ja elinsiirrossa
esiintyvia hylkimis- ja kudossopivuusongelmia (Nishikawa, Goldstein & Nierras 2008).
Nykytekniikalla terapeuttinen kayttd ei kuitenkaan vielda ole mahdollista, johtuen
virusvektorien ja onkogeenien aiheuttamasta terveysriskistd. Kehitystyd kuitenkin
jatkuu, ja tulevaisuudessa todennédkoisesti pystytdan tuottamaan iPS-soluja tavalla, joka
mahdollistaa turvallisen terapeuttisen kayton. (Lehtinen & Aalto-Setéla 2012.)

2.2 Kantasolujen viljely

Kantasoluviljelyn tarkoituksena on saada kantasolut pysymaan elossa ja
erilaistumattomina seka jakaantumaan. Viljelyolosuhteiden tulee olla pluripotenttiutta
yllapitavi4, koska muuten kantasolut alkavat spontaanisti erilaistua. Perinteinen tapa
viljella kantasoluja on kasvattaa niitd hiiren alkion fibroblastien paalla (MEF, mouse
embryonic fibroblasts). (Amit ym. 2005.) MEF-solukerroksen soluja kutsutaan tuki- eli
feeder-soluiksi. Ne antavat kantasolujen tarvitseman solu-solu-kontaktin seka erilaisia
kasvutekijoita ja solunulkoisia proteiineja, joita kantasolut tarvitsevat pysyakseen
erilaistumattomina (Ojala ym. 2012). MEF-solujen kayttd feeder-soluina vaatii niiden
inaktivoimista, eli jakautumisen pysayttdmistd. Tadma voidaan tehda mitomysiini C-
kasittelylla tai sateilyttamalla (Conner 2001). Ravinteita kantasolut ja MEF-solut saavat
mediumista, joka esimerkiksi sisaltdd naudan sikion seerumia (engl. fetal bovine serum,
FBS) (Amit ym. 2005).

Kantasolututkimuksen yhtena tavoitteena on kantasolujen kaytto laé&ketieteellisissa
sovelluksissa (BioMediTech). Eldinperdiset feeder-solut ja muut viljelyssa kaytettavat

elainperaiset komponentit sisaltavat elainperaisia proteiineja ja muita molekyyleja, jotka
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voivat siirtyd kantasoluihin viljelyn aikana (Ojala ym.2012). Tdmén vuoksi on pyritty
kehittdmdan eldinperdistd materiaalia siséltdmattomia kasvatusmenetelmid, jotta
kantasolut olisivat soveltuvia l&&ketieteelliseen kayttoon tulevaisuudessa. Myods
seerumin kaytostd mediumissa on pyritty eroon, koska vaikka seerumi olisi
ihmisperdista, se ei ole koostumukseltaan aina samanlaista, vaan sisaltdd vaihtelevia

komponentteja.

Kantasolut tarvitsevat jonkinlaisen pinnan, johon ne voivat Kiinnittyd pystyékseen
kasvamaan. Feeder-solukerros on pystytty onnistuneesti korvaamaan kaupallisella
Matrigel-tuotteella, jolla solukasvatuskaivon pohja voidaan koutata. (Xu ym. 2001,
Noggle ym. 2005.) Matrigel on hiiren kasvainsoluista eristettyd tyvikalvoa (BD
Bioscience 2012), ja se siséltaa lahinna laminiinia, kollageeni 1V:a ja heparaanisulfaatti-
proteoglykaania (Xu ym. 2012). Myods solunulkoisia proteiineja, kuten laminiinia,
kollageeni 1V:a ja fibronektiinid, on onnistuneesti kéaytetty feeder-solujen sijasta (Ojala
ym. 2012).

Kantasolut  tarvitsevat  feeder-solujen  tuottamia  yhdisteitd  pysyékseen
erilaistumattomina. Suora kontakti MEF-soluihin on valtetty k&yttaméalla MEF-soluilla
konditioitua mediumia (Noggle ym. 2005). Tama tarkoittaa, ettd ennen kantasoluille
lisadmistd mediumia on pidetty noin neljan tunnin ajan MEF-soluviljelméssa, jolloin
sithen on siirtynyt MEF-solujen erittdmia yhdisteitd (Xu ym. 2001). Konditioidun
mediumin k&ytdssd on kuitenkin ristikontaminaation vaara, koska se on kosketuksissa
MEF-solujen kanssa (Noggle ym. 2005). Konditioidun mediumin lisdksi on mahdollista
kayttdd kaupallisesti saatavaa seerumitonta mediumia (SFM), joka sisaltdd ihmisesta

perdisin olevia ja rekombinantti proteiineja seka kasvutekijoita (Li ym. 2005).

2.3 Sydamen kehitys ja solujen erilaistuminen

Sydéan on ensimmaisié kehittyvia elimid selkérankaisen alkiossa (Mummery ym. 2012).
Se alkaa kehittyd pian gastrulaation jalkeen, ja sykkiminen alkaa jo alkionkehityksen
neljannelld viikolla (Paananen ym. 2006; Mummery ym. 2012). Gastrulaatiossa
alkiolevyyn muodostuu kolme alkiokerrosta, jotka ovat endodermi, mesodermi ja

ektodermi. Sydan alkaa kehittyd mesodermin soluista. (Paananen ym. 2006.)
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Sydamen kehittyminen ja sydansolujen esiasteet ovat suurimmaksi osaksi keskittyneet
alkiojuosteen etuosaan. Osa esiastesoluista on jakautunut muualle alkiojuosteeseen
niille paikoille, miss& ne ovat myohemmin kehittyvassé putkisyddmessa. (Denning,
Passier & Mummery 2005.) N&mad muualla olevat esiastesolut ovat kuitenkin
yhteydesséd alkiojuosteen etuosassa sijaitsevaan syddmen kehitystd ohjaavaan
keskukseen (ns. solmu, engl. node). Kauimpana ohjauskeskuksesta olevat solut
muodostavat eteiset, [&himpéand olevat solut muodostavat ulosvirtauskanavat, ja ndiden

valissé olevat solut muodostavat kammiot. (Denning ym. 2005.)

Kehityksen edetessa osa mesodermin esiastesoluista kulkeutuu alkiojuosteesta etu-sivu-
suuntaan, ja ndin syntyvét sydansoluja muodostavat alueet alkiojuosteen molemmille
puolille (Denning ym. 2005). Alueille muodostuu kaksi endoteeliputkea, jotka
my6hemmin sulautuvat yhteen muodostaen putkisyddmen. Putkeen syntyy viisi lokeroa:
kammion aihe, laskimopoukama, sydénkupula, eteinen ja valtimorunko. Tdma syddmen
aihe taipuu ensin hevosenkenkamaiseksi ja sen jalkeen S-kirjaimen tapaan mutkalle.
(Paananen ym. 2006.) Samalla sydan kiertyy oikealle, ja tulevan syddmen osaset

asettuvat vahitellen kohdilleen (Denning ym. 2005; Paananen ym. 2006).

Sydamen kehitystd ohjaavat ymparoivilta solupopulaatioilta saadut signaalit (Mummery
ym. 2012). Télla hetkelld tunnetaan kolme kasvutekijaryhmaéa, joilla on positiivisia tai
negatiivisia vaikutuksia kardiogeneesiin. Nama ovat luun morfogeeniset proteiinit eli
BMP:t (bone morphogenetic proteins), wingless/INT-proteiinit eli WNT:t, ja fibroblasti
kasvutekijat eli FGF:t (fibroblast growth factors). (Denning ym. 2005; Mummery ym.

2012.) Nama kasvutekijat ja niiden inhibiittorit ilmentyvat endodermissa.

BMP-signalointi yleensd edistdd kardiogeneesid, samoin fibroblasti-kasvutekijat
(Mummery ym. 2012). WNT-proteiinien toiminta on monimutkaisempaa ja vaikutukset
kardiogeneesiin  riippuvat  signalointireitistd. =~ WNT-proteiinien  toiminta  p-
catenin/GSK3- reitin kautta inhiboi kardiogeneesid, kun taas toiminta PKC/JNK-reitin
(Protein kinase C/ c-Jun-N-terminal kinase) kautta edistad kardiogeneesid. (Denning
ym. 2005; Mummery ym. 2012.)

Kun mesodermin solut ovat saaneet tarvittavat signaalit, niiden genomissa aktivoituvat
sydansoluiksi erilaistumisessa tarvittavat geenit. Talloin solut alkavat erilaistua ja
ilment&& sydansoluille tyypillisia transkriptiotekijoitd (Denning ym. 2005; Mummery



14

ym. 2012). Esimerkiksi homeodomeeninen transkriptiotekija Nkx2.5 ja T-box proteiini
Thx5 ovat ensimmadisida sydéanlinjan markkereita, jotka ilmentyvét kun sydansoluja
muodostavat alueet ovat syntyneet. Nkx2.5 ja Thx5 toimivat yhdessé GATA-
transkriptiotekijoiden ja seerumin vastetekijan (SRF) kanssa aktivoidakseen sydamen
rakenteellisia geenejd, jotka tuottavat sydansoluille tyypillisia proteiineja, kuten aktiini,
myosiinin raskas- ja kevytketju, troponiini ja desmiini. (Denning ym. 2005; Mummery
ym. 2012.)

2.4 Sydanlihassolut

Sydanlihassolut muistuttavat poikkijuovaisia lihassoluja. Poikkijuovat johtuvat soluissa
olevista supistuksen toiminnallisista yksikoisté eli sarkomeereistd (Kettunen, Hassinen,
Peuhkurinen & Kupari 2008.) Sydanlihassolut ovat lyhyitd, 0,1- 0,5 mm pitkid ja
haarautuneita. Ne ovat liittyneet toisiinsa ja muodostavat tiiviin verkon. Niissé on yksi
tai muutama tuma. Solujen kosketuspinnoissa eli kytkylevyissé on ionikanavia, joiden
kautta aktiopotentiaali levidd solusta toiseen. Tamé& mahdollistaa impulssin nopean
levidmisen koko sydanlihakseen. Sydénlihassolujen erityispiirre on, ettd ne kykenevat
spontaaniin sykintd&n ilman ulkoisia arsykkeita. (Bjalie ym. 1999.) Lisaksi niissé on
huomattavan paljon mitokondrioita, noin 20-30 % solun tilavuudesta. Sydénsolujen
aineenvaihdunta on jatkuvan supistelun vuoksi hyvin nopeaa, ja kutakin sarkomeeria
kohden solussa on yleensa kaksi mitokondriota. (Kettunen, Hassinen, Peuhkurinen &
Kupari 2008.)

Lihassolut rakentuvat tiiviisti pakkautuneista myofibrilleistd, jotka ovat solun péasté
toiseen ulottuvia ohuita sdikeitd (Kettunen, Hassinen, Peuhkurinen & Kupari 2008).
Myofibrillit koostuvat aktiini- ja myosiinifilamenteista, jotka ovat asettuneet lomittain
kahden Z-levyn valiin. Z-levyt ovat valkuaisaineverkkoja, joihin aktiinifilamentit ovat
kiinnittyneet toisesta paastdan. Kahden Z-levyn vélistd aluetta kutsutaan sarkomeeriksi.
Myosiinifilamentit ovat sarkomeerin keskelld. Aktiinifilamenttien toiset paat ovat kiinni
Z-levyissa ja toiset vapaina keskelld sarkomeerid. Sydanlihaksen supistuessa myosiini-
ja aktiinifilamentit tarttuvat toisiinsa ja liukuvat toistensa ohi enemman lomittain. Taméa
saa sarkomeerin lyhenemaddn, ja kun solun kaikki sarkomeerit lyhenevét, koko solu
lyhenee. (Bjalie ym. 1999.)
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Sarkomeerin lyhenemiseen ja filamenttien toisiinsa tarttumiseen tarvitaan solun korkea
Ca-ionipitoisuus (Kettunen, Hassinen, Peuhkurinen & Kupari 2008). Aktiopotentiaali
alkaa solukalvolta, kun solun ulkoisesta tilasta virtaa Na*- ja Ca**-ioneita solun sisaan.
Aktiopotentiaali leviaa solukalvolta syvemmalle solun sisaan T-putkia pitkin. (Bjalie
ym. 1999.) Tama saa aikaan Ca®'-ionien vapautumisen sarkoplasmakalvostosta, ja
sarkomeerien supistuminen kaynnistyy. Aktiopotentiaalin loputtua
sarkoplasmakalvostossa  olevat ionipumput  keradvat Ca®*-ioneita takaisin
sarkoplasmakalvostoon ja supistuminen loppuu. Sydamessd supistelua saatelevat
sinussolmuke ja johtoratajarjestelman solut (Kettunen, Hassinen, Peuhkurinen & Kupari
2008.) Soluviljelméssa sykintd on spontaania (Kujala ym. 2012). Vierekkaéiset
sydanlihassolukoloniat saattavat kuitenkin tahdistaa toisiaan ja sykkid samassa tahdissa.

2.5 Tyo0ssa kaytetyissa solulinjoissa esiintyvat sydansairaudet

Tassa tyossa kaytettiin solulinjoja, joissa esiintyi kolme erilaista perinnéllistd, vakavaa
sydansairautta. Linjat olivat iPS-solulinjoja, eli ne oli tehty sairautta sairastavan potilaan
ihobiopsiasta muuntamalla solut takaisin kantasoluiksi. Né&istd linjoista erilaistetuilla
sydanlihassoluilla on siis kyseista sairautta aiheuttavat geenimutaatiot, ja esimerkiksi
niiden sykintd saattaa poiketa kontrollilinjana kaytetyn terveen potilaan linjasta
erilaistettujen sydanlihassolujen sykinnéstd. (Venélainen, henkil6kohtainen tiedonanto
20.09.2013.) Tyossa kéytetyissd solulinjoissa esiintyvat sydansairaudet ovat
katekoliamiiniherkkd& monimuotoinen kammiotihedlyontisyys, eli CPVT (engl.
catecholaminergic polymorphic ventricular tachycardia), hypertrofinen
kammiomyopatia, eli HCM (engl. hypertrophic cardiomyopatia) ja pitkd QT-
oireyhtymd, eli LQT1 (engl. long QT-syndrome)

Sydansairauksien tutkimuksessa ongelmana on aikaisemmin ollut sopivien
sydantautimallien  puute. iPS-soluteknologian kehittymisen my6td on tullut
mahdolliseksi ~ valmistaa  sydanlihassoluja  ihmisen  kantasoluista  ilman
alkionkantasolujen kayttoon liittyvid eettisia ongelmia. Nain saatuja sydanlihassoluja
voidaan kasvattaa ja yllapitaa soluviljelmissé pitkiékin aikoja. (Lehtinen & Aalto-Setala
2012.) iPS-soluista valmistetut sydanlihassolut sykkivat spontaanisti, ilmentavét
sydanlihassoluille tyypillisia markkereita ja ovat elektrofysiologisilta toiminnoiltaan
sydanlihassolujen kaltaisia (Kujala ym. 2012). Lisdksi iPS-soluista valmistetut
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sydansolut reagoivat ladkeaineisiin sydanlihassoluille tyypilliselld tavalla. (Lehtinen &
Aalto-Setala 2012.) iPS-solutekniikan avulla on myds mahdollista valmistaa
sydanlihassoluja geneettistd sydénsairautta kantavan henkilon fibroblastisoluista (Kujala
ym. 2012). Néin tuotetuilla sydénlihassoluilla on myos sairauden aiheuttava geenivirhe.
Néiden solumallien avulla voidaan tutkia syddmen ja sydansolujen kehitysta ja
toimintaa sekd sitd, miten geenivirhe vaikuttaa solujen toimintaan. Liséksi solumalleja
voidaan kayttdd la&ketestaukseen, uusien la&kkeiden kehittdmiseen sekd potilaan
yksil6llisen la&kehoidon suunnitteluun. (Lehtinen & Aalto-Setéld 2012.)

2.5.1 Katekoliamiiniherkkd monimuotoinen kammiotihedlyontisyys

Katekoliamiiniherkkd monimuotoinen kammiotihedlyontisyys, eli CPVT, on
harvinainen, pahanlaatuinen rytmihdiridsairaus. Sairaus on perinndllinen, ja se johtuu
sydamen sahkoisen toiminnan poikkeavuudesta. (Suomen Sydanliitto ry.) Rakenteellisia
poikkeavuuksia syddmessa ei ole havaittu (Kujala ym. 2012). CPVT:n oireita ovat
rasituksen aiheuttamat rytmihairiot, jotka voivat johtaa tajuttomuuskohtaukseen tai jopa
akkikuolemaan. Rytmihdirion voi aiheuttaa sekad fyysinen ettd psyykkinen rasitus.

(Suomen Sydanliitto ry.)

Suomessa CPVT tapauksia on runsaat sata. Oireet alkavat yleensa kouluidssa tai
nuoruudessa. (Suomen Sydanliitto ry.) Kolmeenkymmeneen ikavuoteen mennessa
kuolleisuus on 30-35 % (Kujala ym. 2012). Diagnosoinnissa kaytetdan rasituksen
aikana mitattua EKG-tutkimusta, jossa rytmih&iriét havaitaan. Oireet aiheutuvat
sydanlihassolujen kalsiumaineenvaihdunnan héiriostd. Rasituksen aikana kalsiumia
vapautuu poikkeavasti solunsisaisistd varastoista, mika aiheuttaa rytmihairion.
Sairauteen liittyvid geenejd tunnetaan kaksi, joissa kummassakin on havaittu useita
mutaatioita. Muitakin CPVT:td aiheuttavia ja siihen liittyvia geenejé saattaa olla, mutta
niitd el vield tunneta. Tunnetuista geeneistd RYR2-geenipuutokset periytyvat

vallitsevasti ja kalsekvestriinigeenin peittyvéasti. (Suomen Sydanliitto ry.)

CPVT-potilaita voidaan l&&kitd beetasalpaajaldékitykselld ja vakavissa tapauksissa
(elvytetyilld potilailla) voidaan kayttdd rytmihdiridtahdistinta. Potilaiden tulee vélttaa
voimakasta fyysista rasitusta, urheilua, uimista, akillistd peldstymista sek& kofeiinia.

(Suomen Sydanliitto ry.)
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2.5.2 Hypertrofinen kardiomyopatia

Hypertrofinen kardiomyopatia, eli HCM, on yleisin alle 35-vuotiaiden &kkikuolemien
syy lansimaissa (Lindgren 2002). Sairauden esiintyvyydeksi arvioidaan 1/500, joten se
on yleisin perinndllinen sydansairaus (Kuusisto 2010). HCM periytyy autosomaalisesti
dominantisti (Lindgren 2002). Suomessa sairautta aiheuttavat yleisimmin kaksi
valtamutaatiota myosiinia sitovassa proteiini C- ja a-tropomyosiini-geeneissa.
Kaikkiaan tunnetaan 450 tautia aiheuttavaa mutaatiota 10:5sd eri geenissa. Namé

selittdvat yhteensd noin 40 % tautitapauksista. (Kuusisto 2010.)

Hypertrofisessa kardiomyopatiassa vasemman kammion seindmét paksuuntuvat (>15
mm). Paksuuntuminen johtuu nykykésityksen mukaan sarkomeerin proteiineja
koodaavien geenien mutaatioista. (Lindgren 2002.) Mutaatioiden johdosta poikkeava
proteiini sitoutuu sarkomeeriin tai proteiinia syntyy liian véh&n, mikd haittaa
sarkomeerin normaalia toimintaa ja rakennetta. T&ma johtaa sarkomeerin supistuvuuden
muutoksiin ja sydanlihaksen paksuuntumiseen. Paksuuntumisen liséksi saattaa esiintya
sydanlihaksen jaykkyyttd, mika vaikeuttaa syddmen téayttymista verelld, ja osalla

potilaista my0ds ulosvirtauskanavan ahtautta. (Kuusisto 2010.)

Hypertrofiselle kardiomyopatialle on ominaista hyvin vaihteleva taudinkuva. Yleensa
paksuuntuminen alkaa murrosidssa, mutta vaikeissa tapauksissa paksuuntuminen alkaa
jo lapsuudessa. (Kuusisto 2010.)  Sairauden aiheuttava geeni vaikuttaa sairauden
vaikeusasteeseen (Kuusisto 2010). HCM-potilaan oireet vaihtelevat oireettomuudesta
vaikeisiin sydamen vajaatoiminta- ja rytmihéiridoireisiin, seké akkikuolemiin (Lindgren
2002; Kuusisto 2010). Vaikka oireita on hyvin eritasoisia, yleisimpind voidaan mainita
hengenahdistus rasituksessa, heikentynyt rasituksen sieto, rytmihdairiét ja tajunnan
héiriot. Oireileville potilailla voidaan madratd beeta- tai kalsiumsalpaajaldakitys.
(Kuusisto 2010.)

2.5.3 Pitkd QT-oireyhtyma

Pitkd QT-oireyhtymd, eli LQTS, on syddmen sé&hkdisen toiminnan poikkeama, joka

altistaa vakaville rytmihairidille (Lahti ym. 2012). Rytmihéirididen seurauksena saattaa
olla &killinen tajunnan menetys tai joka &kkikuolema. Pitkdstda QT-oireyhtymasta
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tunnetaan toistakymmenta erilaista alatyyppid, jotka erotellaan toisistaan aiheuttavan
geenin perusteella. Yleisimmét muodot ovat LQT1, LQT2 ja LQT3. LQTS:aa esiintyy
Suomessa yhdella ihmiselld 300:sta. (Suomen Sydanliitto ry. 2010.

Pitk&ssd QT- oireyhtymassd QT- aika EKG-kayrasséd on poikkeavan pitk& (Lahti ym.
2012). Tamé& johtuu geenivirheen aiheuttamasta poikkeavuudesta ionikanavien
rakenteessa tai ionikanavien vahdisestd maarasta. T&lloin kalium- ja natriumionien
kulkeutuminen solukalvon ldpi muuttuu ja ionien palautuminen hidastuu, seké
sydansolujen sahkdinen palautumisaika pitenee. Tama altistaa rytmihdiridille, mutta ei
aitheuta niitd. LQTL1:n ollessa kyseessa rytmihdirid ilmenee tyypillisesti voimakkaan
fyysisen rasituksen tai uimisen yhteydessa. (Suomen Sydénliitto ry. 2010.)

Pitkd QT-oireyhtyméa on yleensa perinndllinen sairaus, mutta voi ilmetd myds jonkin
laukaisevan tekijan vuoksi (Lahti ym. 2012). Aiheuttajia (ilman perinnéllisyyttd)
saattavat olla esimerkiksi jokin l&dkeaine, veren suolatasapainon héirio tai
sydanlihaksen hapenpuute. Perinndllinen pitka QT-oireyhtyma periytyy suurin piirtein
joka toiselle lapselle. Mahdollisuus on siis 50 % jokaisessa raskaudessa. Mikali sairaus
periytyy molemmilta vanhemmilta, rytmihé&irididen riski on huomattavasti suurempi.
(Suomen Sydanliitto ry. 2010.) Monet taudin kantajista ovat oireettomia (Lahti ym.
2012). Noin joka neljas tai joka toinen kantajista saa elaménsa aikana oireyhtymaan
liittyvid rytmihairioitd. Hoitona kaytetddn rytmihdiridita aiheuttavien tekijoiden
valttamista, la&kehoitoa ja erityisen suuren riskin potilailla
sydamenrytmihdiridtahdistinta. (Suomen Sydanliitto ry. 2010.)

2.6 Kantasolujen erilaistusmenetelmat

Kantasolujen erilaistamiseen sydanlihasoluiksi kdytetdadn yleisesti END2-menetelméaé,
jossa solut erilaistetaan hiiren viskeraalis-endodermaalisten solujen paalla (Mummery
ym. 2012). Toinen kaytetty menetelm& on EB-menetelmd, jossa solut muodostavat
suspensiossa  soluaggregaatteja ja erilaistuvat spontaanisti kaikkiin kolmeen
alkiokerrokseen, siis myos sydanlihassoluiksi (Amit ym. 2005). Uusina menetelmind on
kehitetty feeder-free-menetelmid, joissa pyritdan taysin madriteltyihin ja tunnettuihin
erilaistusolosuhteisiin, sekd eroon eldinperdisestda materiaalista (Skottman & Hovatta

2006). END2- ja EB-menetelmilld tuotetut sydanlihassolut eivét sovellu terapeuttisiin
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sovelluksiin, koska niiden sisaltdmat eldinperdiset materiaalit saattavat sisaltaa

patogeeneja ja erilaistuksen olosuhteet eivét ole tarkasti tiedossa.

Regeneratiivisen laéketieteen tavoitteena on tuottaa soluja terapeuttisiin tarkoituksiin
(BioMediTech). Siksi feeder-free menetelmien kehittdminen on talla hetkelld yksi alan
tarkeimmistd tutkimuskohteista. Muutamia feeder-free-menetelmid on jo kehitetty,
mutta niiden ongelmana on menetelmien herkkyys pienillekin muutoksille vaikuttavien
reagenssien pitoisuuksissa, vaikutusajoissa sekd reagenssien lisdysten ja poistojen
ajankohdissa (Mummery ym. 2012). Lisdksi feeder-free-menetelmiéd kaytettdessa on
havaittu muita menetelmid enemman solujen karyotyyppimuutoksia (Draper ym. 2004).
Tastd syystd tutkimuksessa kaytetddn yleensa END2- tai EB-menetelmid
sydanlihassolujen tuottamisessa tutkimuskayttoon. (Venaldinen, henkilokohtainen
tiedonanto 16.09.2013.)

2.6.1 END2-menetelma

END2-menetelméssd kantasoluja kasvatetaan hiiren viskeraalis-endodermaalisten
solujen (END-2) péélla (Rajala, Pekkanen-Mattila & Aalto-Setéld 2011). Viskeraalisella
endodermilla on tarkea rooli sydamen esisolujen muodostumisessa alkionkehityksen
aikana. (Mummery ym. 2003.) Samoin viskeraalis-endodermaalisten solujen lasndolo ja
niiden erittdmé&t viestiaineet saavat kantasolut erilaistumaan sydansoluiksi myos
soluviljelméssa, vaikka vaikutusmekanismeja ei tarkasti tunneta (Rajala, Pekkanen-
Mattila & Aalto-Setédld 2011; Mummery ym. 2012).

END2-menetelméssé tdyteen kasvanutta END2-maljaa kasitelldén ensin kolmen tunnin
ajan mitomysiini C:11a, joka lopettaa solujen jakautumisen. MEF-solujen paalla
kasvaneet kantasolut siirretddn kasvamaan Kkasiteltyjen END2-solujen paalle.
(Mummery ym. 2003.) END2-solut antavat kantasoluille tarvittavat signaalit
sydéanlihassoluiksi erilaistumiseen, ja sykkivid kolonioita voidaan havaita jo viidentena
paivana (Mummery ym. 2012). Kehittyneitd sykkivia aggregaatteja voidaan dissosioida
kollagenaasilla ja siirtdd gelatiinilla koutatuille peitinlaseille jatkotutkimuksia varten.
Liséksi sykkivia soluaggregaatteja voidaan pakastaa, ja sulatuksen jalkeen osa niistd
alkaa sykkiad uudelleen. (Mummery ym. 2003.) Menetelman heikkoutena on
erilaistuvien sydanlihassolujen véhdinen maéra (2-3 %). Tutkimuksissa on havaittu
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sydansolujen maaran kasvavan (25 %), mikali erilaistuksessa kéytetty medium on

kokonaan seerumiton ja insuliiniton. (Mummery ym. 2012.)

2.6.2 EB-menetelma

Kun kantasolut poistetaan pluripotenttiutta yllapitavista kasvatusolosuhteista, ne alkavat
spontaanisti erilaistua. EB-menetelmassa kantasoluja kasvatetaan suspensiossa, jossa ne
muodostavat  soluaggregaatteja. Naissd soluaggregaateissa kantasolut alkavat
spontaanisti erilaistua kaikkiin kolmeen alkiokerrokseen. (Amit ym. 2005; Mummery
ym. 2012.) N&it4 soluaggregaatteja kutsutaan englanniksi nimell4& embryoid bodies, eli
EB:t (Amit ym. 2005). Suspensiokasvatuksen jalkeen EB-aggregaatit pleitataan 0,1 %
gelatiinilla koutattuihin kaivoihin (Mummery ym. 2012).

Solut erilaistuvat spontaanisti kaikkiin solutyyppeihin kolmessa eri alkiokerroksessa,
my0s  sydansoluiksi.  Sydansolut  sijaitsevat  kehittyvassd = EB-aggregaatissa
epiteelikerroksen ja mesenkymaalisten solujen tyvisolukerroksen vélissa. (Boheler ym.
2002). Sydansolut on helppo identifioida EB-aggregaatista, silld ne sykkivéat
spontaanisti 1-4 péivan kuluttua pleittauksesta (Boheler ym.2002; Mummery ym.2012).
Sykkivien pesékkeiden on havaittu lisdantyvan erilaistuksen edetessd. Sykkivét solut
sykkivat useasta paivésté aina kuukauteen asti. (Boheler ym. 2002.) Taysin erilaistuneet
solut eivat endd syki, mutta niitd voidaan yllapitad useita viikkoja (Boheler ym. 2002).
Sykkimisen lisdksi EB-menetelmalld tuotettujen sydé&nsolujen geeniexpressio on
sydansoluille  tyypillinen, niilla  on myofilamenttien proteiineja  ja
elektronimikroskoopilla on havaittu sarkomeerien jarjestaytymisen olevan tyypillinen
kehittyville sydansoluille. Lisdksi soluista on mitattu spontaaneja aktipotentiaaleja.
(Mummery ym. 2012.)

EB-menetelmén ongelmina ovat EB-aggregaattien vaihteleva koko, rakenne ja
koostumus. Lisaksi sydénlihassolujen madra aggregaateissa on hyvin vahdinen.
(Boheler ym. 2002; Mummery ym. 2012.) Tamé&n vuoksi on kehitetty menetelmid, joilla
sydansolujen maaréa voitaisiin lisaté ja aggregaattien kokoa saadelld. On havaittu, etta
4-6 péivan ikédisen EB-aggregaatin kasittely 5-aza-2’-deoksisytidiinilla lisdisi
sydansolujen maarda aggregaatissa (Boheler ym.2002). Aggregaattien kokoa voidaan
séadella sentrifugoimalla haluttu solumé&ard U- tai V-mallisiin kaivoihin. Sentrifugointi
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muodostaa soluista aggregaatin kaivon pohjalle. (Mummery ym. 2012.) Talla tavoin
saadaan tasaisen kokoisia aggregaatteja ja aggregaattien kokoa voidaan sé&&della
muuttamalla soluma&rad (Mummery ym. 2012.)

2.6.3 Feeder-free-menetelmat

Feeder-free-erilaistuksessa, eli menetelmissd, joissa ei kaytetd tukisoluja, voidaan
kayttdd joko kasvutekijoitd tai kardiogeneesiin vaikuttavia pienid molekyyleja (Xu
2012). Kasvutekijoilla erilaistettaessa riittdd kaksi kasvutekijad, jotka ovat aktivin A ja
luun morfogeeninen proteiini 4, eli BMP4 (Rajala, Pekkanen-Mattila & Aalto-Setéla
2011). Transformoivan kasvutekija p -ryhman, eli TGFp-kasvutekijaryhman (engl.
transforming growth factor B), jasenilld tiedetd&n olevan térkeda merkitys alkion
kehityksen aikana mesodermin induktiossa ja kardiogeneesissd. Sek& aktivin A etté
BMP4 ovat kyseisen kasvutekijaryhman jasenié. (Xu 2012.)

Erilaistuksen aluksi kantasoluja pidetdan kasvatusmediumissa viikon ajan. Sen jalkeen
niit4 kasitelld&n aktivin A:lla yhden péivan ajan ja lopuksi BMP4:114 neljan péivan ajan.
Aktivin A kaésittelyn jalkeen kuudentena péivana solut ilmentavat Nkx2.5-markkeria.
Sydansolujen esiasteita voidaan havaita runsaasti paivén 8 tienoilla. (Xu 2012.) Paivana
10 voidaan havaita spontaanisti sykkivid solukolonioita (Rajala ym. 2011).
Erilaistuneita soluja voidaan yll&pitd4 seerumittomassa mediumissa 2-3 viikkoa. Téall&
menetelmalld voidaan saada n. 30 % sydanlihassoluja. (Xu 2012; Rajala ym. 2011.)

Liséksi menetelma soveltuu seké alkion kantasoluille, ettd iPS-soluille (Xu 2012).

Toisessa kasvutekijamenetelméssa kéaytetddn viiden kasvutekijdn yhdistelmaa
seerumivapaassa mediumissa. Oleellista menetelmésséd on lisata kasvutekijoita soluille
tietyissa aikapisteissd. Paivina 1-4 soluja késitelldan kasvutekijoilla aktivin A, BMP4 ja
bFGF (basic fibroblast growth factor). Nama kasvutekijat indusoivat mesodermia.
Taman jéalkeen soluja kasitellddn Dickkopf:n Wnt-signalointireitin inhibiittori 1:11&, eli
DKKZ1:114 (engl. Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1 ( GeneGards® 2013)), ja
verisuonten endoteelin kasvutekijélla, eli VEGF:IIa (engl. vascular endothelial growth
factor (Ferrera, Gerber & LeCounter 2003)), paivina 4-8. Kasvutekijoiden liséksi soluja
pidetddn vah&happisissa oloissa ensimmadiset 10-12 pdivéd. Talla menetelméall
sydansoluja voidaan saada 40 % kaikista soluista. (Xu 2012.)
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Kasvutekijoiden lisaksi kantasoluja voidaan erilaistaa sydanlihassoluiksi kayttamalla
kardiogeneesiin  vaikuttavia pienid molekyyleja. Useiden Wnt-signalointireitin
inhibiittoreiden on havaittu edistdvan erilaistumista. Muitakin pienmolekyylejéd on
kaytetty, esimerkiksi p38 mitogeeni-aktivoidun proteiinikinaasin (MAP) inhibiittoreita.
(Xu 2012.) Téassa opinndytetyossa kaytetty erilaistusmenetelma erilaistaa solut
kayttaméalla pienmolekyyleja ja hyoddyntdd muun muassa Wnt-signalointireitin
inhibiittoria. Pienmolekyylierilaistusmenetelm&a on esitelty tarkemmin kappaleessa 4.5

sivulla 27.
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3 OPINNAYTETYON TAVOITE JA TARKOITUS

Opinnaytetyon  tavoitteena oli  selvittdd mahdollisia  linjakohtaisia  eroja
sydanerilaistustehokkuudessa kaytettéessa pienmolekyylierilaistusmenetelméaa.
Linjakohtaisten erojen tietdminen helpottaa tutkimusryhman toiden suunnittelua ja
kaytettdvan solulinjan valintaa.

Tarkoituksena oli erilaistaa neljd iPS-solulinjaa pienmolekyylierilaistusmenetelmalla
sydanlihassoluiksi eri solumaarillg, karakterisoida niitd, ja verrata tuloksia keskendan.
Oletuksena oli, ettd linjojen valilla on eroa, koska aikaisemmissa tutkimuksissa on
havaittu  kaytettavan linjan  vaikuttavan  erilaistumiseen  (Xu  2012).
Pienmolekyylierilaistusmenetelméssa kéytettdvaa solumadraa optimoitiin testaamalla
kolmea eri solumaarédé. Solujen erilaistumistehokkuutta tutkittiin immunovarjayksilla ja
Cytospin-menetelmélld. Lisaksi erilaistumattomia soluja pakastettiin ja sulatuksen
jalkeen testattiin  erilaistumista. Jokainen linja erilaistettiin  kolme kertaa
pienmolekyylierilaistusmenetelmalla. Jokaista erilaistuskertaa havainnoitiin
mikroskopoimalla sykkivid soluja. Ensimmaisestd ja/tai toisesta erilaistuskerrasta tehtiin
immunovérjaykset ja viimeisistd, eli kolmansista, erilaistuskerroista laskettiin

erilaistumistehokkuudet Cytospin-menetelmalla.
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4 MATERIAALIT JA MENETELMAT

4.1 Tydssa kaytetyt solulinjat

Kaikki tyossa kaytetyt solulinjat ovat Sydanryhmén valmistamia iPS-solulinjoja.
UTA.04602.WT on kontrollilinja, joka on tehty terveen ihmisen fibroblastisoluista.
UTA.05503.CPVT- , UTA.00102.LQT1- ja UTA.02912.HCMTs- linjat on tehty
perinnéllisia sydansairauksia sairastavien henkildiden fibroblastisoluista. Kunkin linjan
solujen genomi on siis erilainen ja niissd on syddmen toimintaan vaikuttavia

geenivirheitéd. (Venaldinen, henkilokohtainen tiedonanto 20.09.2013.)

4.2 Kantasolujen viljely

Aluksi kantasoluja oli viljelty MEF-feedersolujen paalla. Siirrettdessd kantasolut feeder-
free-viljelyyn MEF-solut raaputettiin pois pipetinkérjelld ja vanha medium imettiin
pois. Taman jalkeen lisattiin 1 ml Versened/kaivo ja kuoppalevyd inkuboitiin 4
minuuttia +37 asteessa. Versene on EDTA-liuos, joka on hellavarainen ja ei-
entsymaattinen solujen dissosiaatioliuos (Life Technologies™). Kasittelyn jalkeen
Versene imettiin pois ja tilalle lisattiin 3 ml mTeST™1-mediumia, jolla solut
purskuteltiin irti pohjasta. Versene-késittely irrottaa solut seka pohjasta etta toisistaan,
ja tuloksena on yksisolu-liuos. Koutattuihin 6-kuoppalevyn kaivoihin laitettiin valmiiksi
1 ml mTeSR™1-mediumia ja 1 pl ROCK-inhibiittoria, jonka pitoisuus kaivoissa tulee
olemaan 5 uM. ROCK-inhibiittori on dihydrokloridia, joka on selektiivinen inhibiittori
Rho-assosioituneelle proteiinikinaasi pl60ROCK:lle (Tocris Bioscience). Se parantaa
solujen selviytymistd pakastuksesta ja jakamisesta. (Watanabe ym. 2007; Tocris

Bioscience). Kuhunkin kaivoon laitettiin 1 ml solususpensiota.

Erilaistumattomia kantasoluja viljeltiin siis feeder-free-olosuhteissa 6-kuoppalevyilla,
joiden kaivojen pohjat oli koutattu feeder-free-kouttausaineella. Mediumina
kantasoluilla oli mTeSR™1-medium, johon oli lisatty penisilliini/streptomysiini-
antibioottiseosta. Feeder-free-olosuhteisiin siirron jélkeisena péivana kaivojen medium
vaihdettiin kokonaan (4 ml mTeSR™1) uuteen, jotta ROCK-inhibiittori saatiin

kaivoista pois. Tdman jalkeen mediumista vaihdettiin puolet uuteen joka toinen péiva.
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Solujen kasvu tarkastettiin paivittdin mikroskoopilla ja solut jaettiin, kun kaivot olivat

lahes konfluetteja.

Kantasolujen viljelyssa kaytetty mTeSR™1 (STEMCELL™ Technologies) on
seerumiton medium, jonka koostumus on tarkkaan madritelty. Se yllapitédd kantasolujen
jakautumiskykya ja pluripotenttiutta. mTeSR™1 soveltuu ihmisen alkion kantasolujen
ja iPS-solujen pitkaaikaiseen viljelyyn freeder-free-olosuhteissa ja myds iPS-solujen
valmistamiseen  feeder-free-olosuhteissa. ~ Valmistajan  tutkimuksien — mukaan
mTeSR™1-mediumilla  viljellyt kantasolut ovat fenotyypiltddn tasaisia ja
karyotyypiltddn normaaleja. Lisdksi ne ilmentavét pluripotenssimarkkereita ja ovat
erilaistettavissa toiminnallisiksi erilaistuneiksi soluiksi. mTeSR™1 sisaltad naudan
albumiinia seka kasvutekijoind rekombinantti ihmisen perus fibroblasti kasvutekija, eli
bFGF (engl. basic fibroblast growth factor), ja transformoivaa kasvutekija B, eli TGF
(engl. transforming growth factor (). Nama kasvutekijat yllapitavat solujen
erilaistumattomuutta. (STEMCELL™ Technologies 2012.)

Valmis mTeSR™1-medium koostuu mTeSR™1 5X Supplementista (100 ml) ja
mTeSR™1- perusmediumista (Basal Medium, 400 ml). Ohjeen mukaan supplementti
tulee sulattaa huoneen lammossd ja lisdtd kokonaisuudessaan perusmediumiin.
Lopputilavuus on 500 ml. Valmis medium sdilyy 2-8°C kaksi viikkoa ja ja&dytettyna -
20 asteeseen 6 kuukautta. (STEMCELL™ Technologies 2012.) Tydssa kaytetty
mTeSR™1-medium oli valmistettu ohjeen mukaan, mutta siihen oli viela lisatty 2,5 ml

penisilliini/streptomysiini-antibioottivalmistetta.

4.3 Kantasolujen jakaminen

Kun 6-kuoppalevyjen kaivot olivat l&hes konfluentteja, ne jaettiin yleensa 1:6-jaolla.
Riippuen silmamaaréisesta soluméarasta kaivoissa ja halutusta solutiheydestd, saatettiin
tarvittaessa kayttdd muutakin jakosuhdetta. Vanha medium imettiin ensin pois ja tilalle
lisattiin 1 ml Versened/kaivo. Kuoppalevya inkuboitiin 4 min +37 asteessa. Inkuboinnin
aikana rapsuteltiin tarvittaessa pipetinkérjella mahdollisia erilaistuneita kohtia pois
mikroskoopin alla. Inkuboinnin jalkeen Versene poistettiin varovaisesti kaivoista ja

lisattiin 3 ml mTeSR™1-mediumia, jolla purskuteltiin solut irti.
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Uudelle koutatulle kuoppalevylle liséttiin 1,5 ml mTeSR ™1-mediumia ja 1 ul ROCK-
inhibiittoria jokaiseen kaivoon. ROCK-inhibiittorin lopullinen pitoisuus oli 5uM.
Solususpensiota lisattiin 0,5 jokaiseen kaivoon. Jaon jalkeisend pdivdnd medium
vaihdettiin kokonaan uuteen, 4 ml mTeSR™1-mediumia/kaivo, jotta ROCK-inhibiittori

saatiin pois kaivoista. Taman jalkeen mediumista vaihdettiin puolet joka toinen paiva.

4.4 Kantasolujen pakastaminen ja sulatus

Kantasolujen pakastaminen on vélttaméatontd niiden sdilyttdmisen kannalta, mutta
pakastus on soluille stressitekijd (Xu ym. 2001) ja pakastaminen saattaa aiheuttaa
karyotyyppimuutoksia soluihin (Venaldinen, henkil6kohtainen tiedonanto 16.12.2013).
Tyossa testattiin  pakastuksen ja sulatuksen vaikutusta erilaistumiseen. Kutakin
kantasolulinjaa pakastettiin ja niitd sdilytettiin nestetyppipakastimen kaasufaasissa.
Sulatuksen jalkeen ne erilaistettiin pienmoleyylierilaistusmenetelmalla.

Pakastuksessa kaytettiin solujen selviytymista parantavaa pakastusliuosta, jossa oli 90
% FBS, 10 % DMSO ja 5 pM ROCK-inhibiittoria. Tata liuosta laitettiin kuhunkin
pakastusputkeen 0,5 ml, mutta DMSO:n ja ROCK-inhibiittorin pitoisuudet oli
laskettava putken lopullista tilavuutta varten, joka oli 1,0 ml. Yhteen putkeen DMSO:ta
tarvittiin siis 100 pl ja ROCK-inhibiittoria 0,5 pl. Loput, eli 899,5 ul, putken sisélldsta
oli FBS:a4. Pakastusputkeen laitettiin valmiiksi DMSO, ROCK:-inhibiittori ja puolet
FBS:st4. Solut irrotettiin Versene-késittelylla ja purskuteltiin irti pohjasta 3 millilitralla
FBS. Taman jélkeen soluja keréttiin mahdollisimman paljon 0,5 millilitraan FBS:&4 ja
siirrettiin  pakastusputkeen. Yleensa tehtiin yhdestda 6-kuoppalevyn kaivosta yksi

pakastusputki.

Sulatuksessa pakastusputkien pohjia lammitettiin vesihauteessa. Koutattuihin 6-
kuoppalevyn kaivoihin laitettiin valmiiksi 2 ml mTeSR™1-mediumia ja 1 pl ROCK-
inhibiittoria (lopullinen pitoisuus 5uM). Yhta pakastusputkea varten valmisteltiin kaksi
kaivoa. Vesihauteessa olleeseen pakastusputkeen lisdttiin 1 ml mediumia kaivosta
hitaasti ja samalla sekoittaen. Taman jalkeen koko putken siséltd siirrettiin 6-
kuoppalevyn  kaivoon. Kaivosta keréttiin - mahdollisimman  paljon  soluja
mahdollisimman pieneen medium-maaraan pipetilld ja siirrettiin toiseen kaivoon. Talla

tavalla jokaisesta pakastusputkesta saatiin ns. puhdas ja likainen kaivo. Likaisessa
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kaivossa oli pakastusliuosta ja vdahemman soluja, ja puhtaammassa kaivossa oli
enemman soluja. Sulatuksen jalkeen yleensd puhdas kaivo kasvoi paremmin, ja sita
l&hdettiin viljelem&an ja jakamaan kuten kappaleissa 4.2 ja 4.3 on esitetty (sivut 24 ja
25).

4.5 Pienmolekyylierilaistusmenetelma

Pienmolekyylierilaistusmenetelmd on vapaa kasvutekijoistd, ja se soveltuu kaikille
olemassa oleville ihmisen pluripotenteille kantasolulinjoille. Menetelm& on esitelty
Xiaojun Lian ym. (2013) artikkelissa “Directed cardiomyocyte differentiation from
human pluripotent stem cells by modulating Wnt/p-catenin signaling under fully
defined conditions”. Menetelméssa kantasolut erilaistetaan sydanlihassoluiksi tdysin
mééritellyissé ja tunnetuissa olosuhteissa. Se on siis feeder-free-menetelmé. Artikkelin
mukainen sydanlihassolujen saanto téll4 menetelmalld olisi 82-98 %.

Kuten aikaisemmin sydamenkehitystd kasittelevasséd kappaleessa Kkerrottiin, Wnt-
proteiinien  vaikutus  sydanerilaistumiseen  on  riippuvainen  vaikuttavasta
signalointireitistd. Liséksi sydanerilaistukseen vaikuttaa signalontireitin toiminnan
ajankohta.  Alkion kehityksen aikana  Wnt/B-catenin-signalointireitti  edistaa
sydanerilaistusta ennen gastrulaatiota, mutta sen jalkeen estda sitd (Ueno ym. 2007).
Signalointireitin inhibointi on siis tarpeen erilaistuksen loppupuolella. Lisdksi Lian ym.
(2013) ovat havainneet, ettd kantasolujen esikasittely Gsk3-inhibiittorilla tehostaa
sydanerilaistusta. Pienmolekyylierilaistusmenetelmdsséd hyddynnetddn naitd molempia
havaintoja. Kantasolut esikasitelladn ensin Gsk3-inhibiittorilla CHIR99021, ja
myO6hemmin Wnt/B-catenin-signalointireitin inhibointiin kaytetddn sen inhibiittoria
IWP4.

Pienmolekyylierilaistusmenetelmassa kaytetddn mediumina RPMI/B27-mediumia. B27
on seerumiton liséravinne solujen viljelyyn. Se sisaltdd mm. A vitamiinia,
antioksidantteja ja insuliinia. Alun perin B27 on kehitetty neurosolujen yllapitoon,
mutta se toimii myos sydanerilaistuksessa. Saatavilla on insuliinia siséltava versio ja
insuliiniton versio. (Life Technologies™.) Insuliinin on havaittu inhiboivan

sydanerilaistusta ensimmaisen viiden pdivan aikana, joten erilaistuksen aikana ké&ytetadén
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insuliinitonta B27:a ja erilaistuksen jalkeen yllapitomediumissa insuliinia sisaltavaa
B27:a (Lian ym.2013).

Menetelmélld on tavoitteena saada aikaiseksi yksisolukerroksinen, eli monolayer,
solumatto. Ideaalitilanteessa solumatto peittdd koko kaivon, ja solut sykkivat yhdessa
samassa rytmissa. Solut ovat hyvin heikosti kiinnittyneet kaivojen pohjaan ja irtoavat
helposti (Lian ym. 2013). Tastd syystd kuoppalevyjen kasittelyssd ja mediumien

vaihdoissa on oltava hyvin varovainen.

Erilaistusprotokolla aloitetaan péivastd -4 jakamalla 6-kuoppalevylld kasvaneet
kantasolut 12-kuoppalevylle, kun kaivot ovat l&hes konfluentteja. Vanha medium
imettiin pois 6-kuoppalevyn kaivoista ja lisattiin 1 ml Accutacea/kaivo. Accutace on
entsyymivalmiste, jolla on proteolyyttistd ja kollagenolyyttista aktiivisuutta. Se on
helldvarainen ja soveltuu herkkien solujen irrottamiseen kaivon pohjasta. (Life
Technologies™.) Accutacen annetaan vaikuttaa 8 minuuttia +37 asteessa. T4man
jalkeen lisataan 1 ml mTeSR ™1-mediumia per kaivo ja purskutellaan solut irti. Kaikki
solut keratdaan yhteen 15 ml:n falcon-putkeen ja solumaara lasketaan. Saadun tuloksen
perusteella laskettiin tarvittavat laimennoslaskut. Artikkelin perusteella solumé&&ra on
Kriittinen erilaistumisen onnistumisen kannalta, ja se tulisi optimoida solulinjoille
erikseen. Artikkelin antaman ohjeen mukaan solumaard on vélilld 0,5-1,5 miljoonaa
solua per kaivo. Tassa tyossa testattiin soluméaria 0,5, 0,75 ja 0,8 miljoonaa
solua/kaivo. Solujen lukumaéra lasketaan yhteen kahdelta laskualueelta. Kun téasta
tuloksesta otetaan keskiarvo ja kerrotaan 10 000:lla, saadaan solumé&ara millilitraa
suspensiota kohden (cs). Laimennokseen tarvittava solususpension maéra lasketaan
kaavalla (1):

crr'Vy

Vs = (1)

Cs

missa V= solususpension maara (ml)
¢= laimennoksen pitoisuus (milj./ml)
V= laimennoksen tilavuus (ml)

cs= solususpension pitoisuus (milj./ml)
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Laskujen perusteella valmistettiin tarvittavat laimennokset kullekin solumaéarélle.
Laimennokset valmistettiin  falcon-putkiin, joihin pipetoitiin tarvittava maaré
mTeSR™1-mediumia ja ROCK-inhibiittoria sekd solususpensiota. Laimennoksia
pipetoitiin koutatulle 12-kuoppalevylle 1 ml/kaivo. Pdivind -3, -2 ja -1 vaihdettiin

soluille 2 ml mTeSR™1-mediumia per kaivo.

Varsinainen erilaistus aloitettiin paivana 0 lisdamaélla soluille insuliinitonta RPMI/B27-
mediumia, johon oli lisatty pitoisuuden 12 uM mukainen maarda CHIR99021-reagenssia.
Mediumia lisatdan soluille 2 mil/kaivo, joten 12-kuoppalevylle tarvitaan mediumia 24
ml. Tdhan maaraddn mediumia lisatdédn 8 pl 36 mM CHIR99021-reagenssia, jolloin
saadaan 12 pM-liuos. Mediumin lisdyksen kellonaika on merkittdvd muistiin, silla
CHIR99021-reagenssi on poistettava tasan 24 tunnin kuluttua, jolloin tilalle laitetaan

insuliinitonta RPMI/B27-mediumia 2 ml/kaivo.

Paivana 3 lisattiin soluille IWP4-reagenssi. Valmistettiin yhdistetty medium keraamaélla
vanhaa mediumia 1 ml/kaivo, eli yhteenséd 12 ml, ja yhdistamélla se 12 ml:aan uutta
insuliinitonta RPMI/B27-mediumia. IWP4-reagenssin stokkiliuoksen pitoisuus on 36
mM, ja sitd listadn 2 pl kahta millilitraa mediumia kohden. 24 ml:aan yhdistettya
mediumia tarvitaan siis 24 pl IWP4-reagenssia. IWP4-pitoisuus on talléin 5 pM.
Kaivoihin jaényt vanha medium kerattiin pois ja tilalle liséttiin yhdistettyd mediumia 2
ml/kaivo. Paivand 5 yhdistetty medium keréttiin pois ja tilalle laitettiin insuliinitonta
RPMI/B27-mediumia 2 ml/kaivo. Pdivana 7, ja sen jéalkeen joka kolmas paivé, soluille
vaihdettiin insuliinia siséltdvd RPMI/B27- medium. Ensimmaiset sykkivét solukoloniat

voidaan havaita péivien 8 ja 10 vélilla. Paivana 12 sykinnan pitéisi olla jo runsasta.

4.6 Erilaistuneiden solujen tarkastelu mikroskoopilla

Soluja tarkasteltiin péivittdin valomikroskoopilla. Niiden kasvua, morfologiaa ja
kolonioiden laatua tarkasteltiin ja muutoksia dokumentoitiin ottamalla kuvia.
Suurennoksena kaytettiin 4x objektiivid. Mikroskoopissa oli lammitettdva néytepoyta,
jolla solut saatiin pysymaan lampimind ja sykkivind. Soluja ei kuitenkaan ole
suositeltavaa pitdd inkubaattorin ulkopuolella yli 30 minuuttia (Venéléinen,
henkilokohtainen tiedonanto 02.12.2013).
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Erilaistuvien solujen morfologian muutoksia seurattiin pdivittdin, mutta tarkemmat
kuvaukset kustakin kaivosta tehtiin suurin piirtein pdivana 17 ja péivana 30. Pdivana 17
kaikki erilaistuvat solut ovat jo varmasti erilaistuneet, ja paivdna 30 seurattiin
erilaistuneiden solujen morfologiaa ja kéyttaytymistd pidemmasséd feeder-free-

viljelyssa.

4.7 Immunosytokemialliset varjaykset

Immunosytokemiallisissa varjayksissa kaytetddn vasta-aineita, eli antibodeja, jotka
tunnistavat tietyn antigeenin (Lydyard, Whelan & Fanger 2004). Antigeenina toimii
jokin solun proteiini, ja varjayksilla pystytadn selvittdmaan sen méaéraa ja sijaintia
solussa. Primadrivasta-aine tunnistaa antigeenin ja sitoutuu siihen (Lydyard, Whelan &
Fanger 2004). Tunnistus perustuu siihen, ettd antigeenin jokin tietty rakenneosa sopii
vasta-aineen vastaavaan rakenneosaan (Goldsby, Kindt, Osborne & Kuby 2003).
Suorassa immunosytokemiallisessa vérjayksessa primaéarivasta-aine on leimattu jollakin
merkkiaineella, kuten fluoresenssi leimalla tai entsyymileimalla, joka voidaan havaita.
Epdsuorassa menetelmédssd primaarivasta-aine ei ole leimattu. Talloin kéytetdan
leimattua sekundéérivasta-ainetta, joka tunnistaa primadrivasta-aineen ja sitoutuu siihen.
Primaarivasta-aine toimii siis sekundadrivasta-aineen antigeenina. (Lydyard, Whelan &

Fanger 2004.) Kuvassa 1 on havainnollistettu epdsuoraa vérjaysmenetelméaa.

Fluoresenssileima
Sekundiir »/ .

. wvasta-aine
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vasta-aine

N\
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KUVA 1. Epésuora immunosytokemiallinen varjays. Primé&drivasta-aine sitoutuu
solukalvolla olevaan antigeeniin. Leimattu sekundaérivasta-aine puolestaan sitoutuu
priméérivasta-aineeseen. Leima on sekund&&rivasta-aineen runko-osassa, jotta se ei
hairitse vasta-aineen aktiivisuutta. Piirretty mukaillen Lylyard, Whelan & Fanger 2004.
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Vasta-aineet ovat rakenteeltaan Y-kirjaimen muotoisia glykoproteiineja (Lydyard,
Whelan & Fanger 2004). Ne koostuvat kahdesta identtisesta raskasketjusta ja kahdesta
identtisestd kevytketjusta (kuva 2). Raskasketjut muodostavat Y-kirjaimen varren ja
yldosan haarojen sisépinnat. Kevytketjut puolestaan muodostavat yldosan haarojen
ulkopinnat. (Campbell & Farrell 2012.) Ketjut ovat sitoutuneet toisiinsa rikkisilloilla ja
ei-kovalenttisilla sidoksilla (Goldsby, Kindt, Osborne & Kuby 2003). Antigeenin
sitoutumiskohta on Y-kirjaimen yldosan haarojen paissa (Campbell & Farrell 2012).

Antigeenin

sitoutumiskohdat
Vo Y

\

Raskas ketju
L

|

Kevvt ketju

KUVA 2. Vasta-aineen rakenne. Piirretty mukaillen Goldsby, Kindt, Osborne & Kuby
2003.

Tdassa tydssa antigeenind toimi sydansolujen troponiini T-proteiini. Primadrivasta-
aineena kaytettiin vuohen troponiini T-vasta-ainetta. Sekundaérivasta-aineena oli aasin
anti-vuohi-vasta-aine, ja leimana oli fluoresenssileima. Varjdysmenetelméd oli siis
epésuora. Liséksi solujen tumat vérjattiin DAPI-varill4. Varjaysprotokolla on esitelty
liitteessa 1. Varjattaviksi kaivoiksi valittiin jokaisesta linjasta mahdollisimman erilaisia
kaivoja. Valittiin valomikroskoopilla tarkasteltuna parhaiten sykkivia kaivoja, mutta
myds  sykkimattémid kaivoja, jotta ndhddan sisaltavatkd ne  kuitenkin

troponiinipositiivisia soluja.
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Troponiini on kolmesta alayksikdstda muodostuva proteiinikompleksi, joka esiintyy
sydan- ja luurankolihaksissa (Farah & Reinach 1995). Troponiini sééatelee lihaksen
supistumista  solunsiséisen  kalsium-ionipitoisuuden  muutoksien  perusteella
(Sydanryhman tietokanta 2013). Troponiinin kolme alayksikkéa ovat troponiini T,
troponiini 1 ja troponiini C. Alayksikoilla on omat tehtavénsa troponiinikompleksissa:
troponiini T sitoo kompleksin tropomyosiiniséikeeseen, troponiini | inhiboi
aktomyosiinin ATPaasia ja troponiini C sitoo nelja kalsium-ionia saadellen siten
séikeen supistumista (Farah & Reinach 1995.) Aikuisen sydanlihaksen troponiini T:n
molekyylissd  aminohappokoostumus on erilainen  verrattuna luustolihaksen
troponiineihin, joten on mahdollista méaéarittdd sydanspesifisia troponiini T-proteiineja
(Katus ym. 1991).

4.8 Cytospin

Cytospin-menetelmassa laimennettuja soluliuoksia sentrifugoidaan menetelméaan
tarkoitetulla laitteella. Laitteessa on 12 kappaletta ndytekolonneja, joista solut
sentrifugoitaessa lennahtédvat kolonnin telineeseen  kiinnitetylle  objektilasille.
Telineeseen asetettiin  ensimmaéisend objektilasi. Objektilasin pé&alle laitettiin
halkaisijaltaan 15 mm oleva peitinlasi. Peitinlasin péélle asetettiin imupaperi seké
naytekolonni, ja teline suljettiin, jolloin osat pysyivat paikallaan. Sentrifugoinnin aikana

solut siirtyvat naytekolonnista imupaperissa olevan reidn lapi peitinlasille.

Solulinjoista  UTA.02912.HCMTs, UTA.00102.LQT1 ja UTA.04602.WT tehtiin
kustakin yksi ndyte. Yhteen ndytteeseen otettiin mukaan kolme solulinjan kaivoa.
Kaivot yritettiin valita siten, ettd ne edustaisivat mahdollisimman hyvin kaikkia 12-
kuoppalevylla olevia kaivoja. Kunkin solulinjan naytteesta tehtiin kaksi rinnakkaista
naytettd. UTA.05503.CPVT-linjasta tehtiin kaksi naytettd. Toiseen nédytteeseen valittiin
kolme parasta kaivoa. Néissa kaivoissa oli koko kaivoon ulottuva sykkivé solumatto.
Toisen ndytteen kolme kaivoa valittiin kuten muidenkin linjojen néytteisiin, eli siten
ettd ne edustaisivat mahdollisimman hyvin koko 12-kuoppalevyd. CPVT-linjan

kummastakin ndytteesta tehtiin kaksi rinnakkaista naytetta.

Solujen valmistelu aloitettiin irrottamalla solut kaivojen pohjista trypsiinilla. Jokaiseen
kaivoon pipetoitiin 0,5 ml trypsiinid ja soluja inkuboitiin +37 asteessa kunnes solut
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pystyttiin purskuttelemaan yksisolususpensioksi. Kun soluaggregaatit oli hajotettu,
lisattiin kaivoihin 0,5 ml mediumia ja keréttiin jokaisen néytteen kaivot omiin falcon-
putkiinsa. Kaivot pestiin vield 1 millilitralla mediumia, jotta saatiin kaikki solut falcon-

putkiin. Jokaisessa putkessa oli tassé vaiheessa 4 ml solususpensiota.

Yhteen rinnakkaiseen néytteeseen tuli soluja 50 000. Tilavuus yhdelle rinnakkaiselle
naytteelle on 150 pl. Jokaisesta néytteestd tehtiin kaksi rinnakkaista, joten tarvittava
solumaara oli 100 000 solua/nayte ja tilavuus 300 ul. Naytteiden solumaéarat laskettiin ja
tulosten perusteella selvitettiin, kuinka paljon kutakin ndytetta tarvitaan, jotta solumaara
olisi 100 000.

Tarvittava maara kutakin naytettd pipetoitiin 15 ml:n falcon-putkiin ja sentrifugoitiin
normaalilla sentrifuugilla 5 minuutin ajan nopeudella 300 rpm. Sentrifugoinnin jalkeen
supernatantti imettiin pois ja putken pohjalle ja&nyt solupelletti resuspensoitiin 300
pl:aan PBS:84. Naistd naytteistd pipetoitiin Cytospin-laitteen ndytekolonneihin 150 pl
solususpensiota. Taman jalkeen soluja sentrifugoitiin Cytospin-laitteella 5 minuutin ajan
nopeudella 600 rpm. Sentrifugoinnin jalkeen peitinlasit irrotettiin varovaisesti telineista

ja asetettiin 12-kuoppalevyn kaivoihin. Solut fiksattiin 4 % PFA:lla.

Soluista varjattiin troponiini T-rakenteet kappaleessa 4.7 (sivu 30) esitellylla
immunovérjaykselld. Varjayksen jalkeen kaivot kuvattiin. Kuvia saatiin noin 60
kappaletta jokaisesta kaivosta. Kuvista laskettiin troponiinipositiiviset solut sek&
kokonaissolumaara. Solumaarien perusteella laskettiin, kuinka suuri prosentti kussakin

kaivossa on troponiinipositiivisia soluja.
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5 TULOKSET

5.1 Sykkivien soluaggregaattien mikroskopointi

Erilaistetuista kaivoista mikroskopoitiin valomikroskoopilla sykkivia solukolonioita.
Tavoitteena olisi saada aikaiseksi yhtend kokonaisuutena sykkivdd monolayer-
solumattoa. Tassa kappaleessa kuvaillaan kaivoista tehtyjd havaintoja ja kaytetdédn
matto-termin liséksi termeja 3D-kolonia, sykkivéa alue ja verkko. 3D-kolonia tarkoittaa
soluaggregaattia, joka selkedsti nousee irti solumaton pinnasta. Sykkivalla alueella
tarkoitetaan kohtaa, jossa yksi sykintdkeskus liikuttaa ymparilla olevaa solumattoa.
Sykintd suuntautuu kohti sykintédkeskusta. Verkolla tarkoitetaan muodostelmaa, jossa
useita sykkivia alueita on kiinni toisissaan sykkivilla rihmoilla tai kannaksilla. Naiden
sykkivien alueiden valilla olevien rihmojen paksuus vaihtelee. Paksurihmaisen verkon
ja reikéisen maton valill4 ei ole paljoa eroa, mutta niiden erottaminen toisistaan ei ollut

tyon tuloksien kannalta oleellista.

Erilaistettavista soluista tehtyja havaintoja dokumentoitiin ottamalla kuvia. Kuvassa 4
on esitetty erilaistumisen aikana tapahtuvia muutoksia. Ennen erilaistamista kantasolut
ovat pyoreité ja koloniat tiiviita (kuva 3.A) Erilaistuksen aloituksen jalkeen kantasolut
muodostivat kaivon pohjaan verkon (kuva 3.B). Pédivaan 0 mennessa kantasolut olivat
ehtineet tayttdd kaivon, eli kaivot olivat konfluentteja (kuva 3.C). CHIR99021-
kasittelyn aikana soluja kuoli jonkin verran, ja kaivoihin ilmaantui tyhjid kohtia (kuva
3.D). IWP4-kasittelyn jéalkeen, péivana 4, solumatto alkoi nayttda erilaistuneemmalta
(kuva 3.E). Solumatto naytti tummemmalta, ja sen pinta oli epatasaisempi kuin paivana
0 otetussa kuvassa. Kun erilaistettuja soluja yllapidettiin, sydénsolut alkoivat yleensa
keradntya tiiviimmin kolonioiksi. Kuvassa 3.F. on sykkiva4 solumattoa, johon on

muodostunut tummempia, pyoreitd, sykkivié kolonioita.
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KUVA 3. Havaintoja erilaistumisesta. A) Erilaistumattomia kantasoluja B) paivé -3. C)
paiva 0. D) pdiva 1. E) péiva 4. F) paiva 14.

Linjan UTA.04602.WT ensimmadisessé erilaistuksessa havaittiin sykkivid 5 kaivossa 18
kaivosta. Erilaistuminen ei siis ollut kovin vahvaa. Sykkivissa kaivoissa oli muutamia
3D-kolonioita, jotka nousivat ylospain solumatosta. Verkkoja tai mattomuodostelmia ei
havaittu. Toinen erilaistuskerta oli parempi, ja sykintaa havaittiin kaikissa 12 kaivossa.
8 kaivoista oli kuitenkin erilaistunut heikosti, ja ne sisalsivéat vain muutamia pienié 3D-
kolonioita. Neljassd hieman paremmin erilaistuneessa kaivossa havaittiin 3D-
kolonioiden liséksi muutamia pienid sykkivia alueita, joissa solumatto sykkii yhden
sykintakeskuksen ymparilla. Kolmannella erilaistuskerralla sykkivid soluja oli 11
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kaivossa 12:sta. Sykkivissé kaivoissa oli 1ahinné pienia sykkivia kolonioita ja muutamia
3D-kolonioita.

UTA.05503.CPVT-linjan ensimmadisessa erilaistuksessa kaikissa 18 kaivossa havaittiin
sykkimistd. Kuusi kaivoista oli erilaistunut heikosti ja sisalsivat 3D-koloniota ja pienia
verkkoja. Muissa kaivoissa 3D-kolonioita ja verkkoja oli enemman, ja muutamissa
kaivoissa nahtiin jopa pienia sykkivia mattoja. My0s toisessa erilaistuksessa kaikki
kaivot (8 kpl) sisélsivat sykkivia soluja. Kahdessa kaivossa oli paljon sykkivaa mattoa
ja verkkoa. Muissa kaivoissa oli runsaasti erikokoisia 3D-kolonioita ja muutamia
verkkoja. Kolmannessa erilaistuksessa useassa kaivossa havaittiin kaivon reunoja
kiertdva sykkiva nauha. Lisdksi kaivoissa oli runsaasti sykkivid alueita, joissa oli
erillisia sykintakeskuksia seka 3D-kolonioita. Myds kolmannessa erilaistuksessa

kaikissa kaivoissa (11 kpl) oli sykkivia soluja.

Linjan UTA.02912.HCMTs ensimmadisessa erilaistuksessa kaikki 18 kaivoa sykkivét.
Yksi kaivo oli erilaistunut heikommin kuin muut. Muuten erilaistuminen oli kaivoissa
hyvin tasaista, ja kaivot sisalsiviat 3D-kolonioita ja erikokoisia verkkoja. Toisessa
erilaistuksessa 17/18 kaivoa sykki. Na&istd nelja merkattiin heikoiksi kaivoiksi, ja ne
sisdlsivat 1ahinnd vain muutamia 3D-kolonioita. Paremmin erilaistuneissa kaivoissa oli
3D-kolonioiden lisaksi runsaasti erikokoisia verkkoja. Kolmannella erilaistuskerralla
10/11 kaivoa sykki. Kaivoista kuitenkin 6 oli erilaistunut heikosti, ja niissa oli vain
muutamia sykkivia kohtia. Yksi kaivoista erottui selkeésti muista, koska siiné oli koko
kaivon peittava paksu sykkiva solumatto.

Linjan UTA.00102.LQT1 ensimmadisessa erilaistuksessa kaikki 12 kaivoa sykkivét, ja
niissd oli koko kaivon peittdvida sykkivia mattoja ja verkkoja. Sykintd oli todella
voimakasta, ja osassa kaivoista, varsinkin verkkoja siséltavissa, soluverkot ja —matot
olivat kiinni vain reunoilta ja verkko/matto velloi mediumissa sykinnan tahtiin. Kun
soluja viljeltiin pidempéén, suurimassa osassa kaivoista soluverkot olivat irronneet
toiselta reunalta ja rullautuneet kasaan. Né&iden rullautuneiden solukasojen havaittiin
kuitenkin edelleen sykkivéan. Toisella erilaistuskerralla kaikissa 9 kaivossa havaittiin
sykkimistd, mutta viisi kaivoista oli erilaistunut heikosti. Heikot kaivot sisélsivat vain
muutamia 3D-kolonioita. Paremmin erilaistuneissa kaivoissa oli muutamia pienia
verkkoja ja mattoja. Kolmannella erilaistuskerralla erilaistus ei onnistunut lainkaan, ja

yhdessak&an kaivossa ei havaittu sykkivia.
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5.2 Immunovarjaykset

Linjan UTA.04602.WT immunovérjatyissa kaivoissa havaittiin vain muutamia
positiivisia soluja (kuva 4). Positiivisia soluja oli harvakseltaan siellda taalla, ja
suurimmaksi osaksi kaivot olivat negatiivisia. Yhdestd mikroskoopilla negatiiviseksi
luokitellusta kaivosta I0ytyi myds muutama troponiinipositiivinen solu. Erilaistuminen

oli kaiken kaikkiaan heikkoa.

KUVA 4. Immunovarjays UTA.04602.WT. Punaiset solut ovat troponiinipositiivisia

soluja. Siniset ovat solujen tumia.

UTA.05503.CPVT-linjan ensimmadisen erilaistuskerran immunovérjatyissa kaivoissa
havaittiin runsaasti troponiinipositiivisia soluja. Kaivoissa oli paljon 3D-kolonioita ja
yksittéisia soluja ryppdissé seka yksikseen. Lisaksi useassa kaivossa oli verkko- tai
mattomuodostelmaa. Mattomuodostelmissa soluja oli useammassa kerroksessa. Toisen
erilaistuskerran immunovérjatyissa kaivoissa oli verkkomuodostelmia sekd mattoja.

Verkot ja matot olivat useampikerroksisia. Liséksi kaivoissa havaittiin 3D-kolonioita ja
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muutamia yksittaisid troponiinipositiivisia soluja. Kuvaan 5 on koottu kuvia

kummaltakin erilaistuskerralta.

KUVA 5. Linjan UTA.05503.CPVT immunovarjaykset. Yl&rivissd ensimmaisen
erilaistuskerran kuvia. Oikealla verkon sdikeitd ja vasemmalla kuva matosta. Alarivissa
toisen erilaistuskerran kuvia. Oikealla kuva reikdisestd matosta ja vasemmalla
soluryppaéita.

Linjan UTA.02912.HCMTs immunovarjatyissa kaivoissa havaittiin useita verkkoja.
Osa verkoista oli pienid ja osa lahes koko kaivon kokoisia. Kaikki verkot olivat
useampikerroksisia. Liséksi kaivoissa havaittiin yksittdisia soluja ryppaissé seké pienié
3D-kolonioita. Kolme kaivoista oli mikroskoopilla tarkasteltaessa luokiteltu
negatiivisiksi tai heikoiksi kaivoiksi. Immunovarjayksista kaivojen kuitenkin havaittiin
sisdltdvan runsaasti troponiinipositiivisia soluja ja jopa verkkoja. Kuvaan 6 on koottu
kuvia erilaistuksesta. UTA.02912.HCMTs-linjasta tehtiin immunovérjaykset vain
yhdesté erilaistuskerrasta, koska toisella yritykselld solut irtosivat pohjasta ja kuolivat

ennen erilaistuksen aloitusta.
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KUVA 6. Linjan UTA.02912.HCMTs immunovarjayksien kuvia. Ylhaalla vasemmalla
kuva verkon sdikeistd. Ylhaalla oikealla kuva verkosta. Alhaalla vasemmalla solurypés
ja alhaalla oikealla verkkoa, jossa 3D-kolonioita. Viimeinen kuva otettu 4x
suurennoksella, muut 10x suurennoksella.

UTA.00102.LQT1-linjan ensimmadisen erilaistuksen varjatyisséd kaivoissa havaittiin
paljon paksuja mattoja ja verkkoja. Kaikissa varjatyissd kaivoissa oli mattoa ja/tai
verkkoa, ja niiden valeissd yksittéisia positiivisia soluja sek& soluryppéitd. Matot ja
verkot olivat useampikerroksisia, ja paikoitelleen niissd oli mukana 3D-kolonioita.
Toisen erilaistuskerran vérjatyissa kaivoissa oli paljon positiivisia soluja ympéri kaivoja
ja muutama pieni verkko, mutta ei mattoja. Positiiviset solut olivat ryppdissé tai
nauhoissa sekd pienind solulaattoina. Liséksi kaivoissa oli yksittéisia soluja sekd 3D-
kolonioita. Kuvaan 7 on koottu kuvia erilaistuksista.
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KUVA 7. UTA.00102.LQT1 immunovérjdyskuvat. Ylarivissd ensimmaisen
erilaistuskerran kuvia. Oikealla kuvassa runsaasti yksittéisia troponiinipositiivisia soluja
ja vasemmalla kuva matosta. Alhaalla toisen erilaistuskerran kuvia. Oikealla
soluryppaditd ja vasemmalla verkkoa, jossa harvakseltaan positiivisia soluja. Viimeisen
kuvan suurennos on 4-kertainen, muiden 10-kertaisia.

5.3 Cytospin

Cytospin-méarityksen  tehtiin ~ kunkin  linjan  kolmannesta erilaistuskerrasta.
UTA.05503.CPVT, UTA.02912.HCMTs ja UTA.04602.WT erilaistuivat kuten
edellisillakin kerroilla. UTA.00102.LQT1-linja ei sen sijaan erilaistunut kolmannella
yritykselld lainkaan. Solut kuitenkin kasiteltiin Cytospin-menetelmélld ja vérjattiin,
mutta varjayksissa ei havaittu lainkaan troponiinipositiivisia soluja. Tastd syysta
UTA.00102.LQT1-linjalle  ei pystytty ~ laskemaan erilaistumistehokkuutta.
Erilaistumistenokkuutta ei laskettu nollaksi, koska aikaisemmilla erilaistuskerroilla
LQT1-linja erilaistui hyvin.

Varjatyistd Cytospin-kaivoista otettiin  kuvat ja solumadrat laskettiin kullekin

rinnakkaiselle naytteelle erikseen. Taulukossa 1 on esitelty kunkin rinnakkaisen



41

naytteen troponiinipositiivisten solujen méaara, kokonaissolumaéara ja naiden perusteella

laskettu erilaistumisprosentti.

TAULUKKO 1. Cytospin-tulokset.

Nayte Positiivisia soluja Soluja kaikkiaan Erilaistumis%
BEST (CPVT) 1 3990 12466 32
BEST (CPVT) 2 2387 8121 29,4
CPVT 1 874 5682 15,4
CPVT 2 1147 8878 12,9
HCMTs 1 452 5899 7,7
HCMTs 2 832 9261 9

WT 1 187 5061 3,7
WT 2 308 7881 3,9
LQT1ja2 0 ei laskettu ei laskettu

UTA.05503.CPVT-linjan parhaiden kaivojen erilaistumistehokkuuksien keskiarvo oli
30,7 %. Saman linja keskivertokaivojen erilaistumistehokkuuksien keskiarvo oli 14,2
%. UTA.02912-HCMTs-linjan erilaistumistehokkuuksien keskiarvo oli 8,4 % ja linjan
UTA.04602.WT keskiarvo oli 3,8 %. Linjan UTA.00102.LQT1
erilaistumistehokkuuksia ei saatu laskettua, koska linja ei 3. erilaistuskerralla

erilaistunut lainkaan.
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6 POHDINTA

Opinnaytetyon tavoitteena oli selvittdd mahdollisia solulinjakohtaisia eroja
sydanerilaistustehokkuudessa kaytettéessa pienmolekyylierilaistusmenetelméaa.
Pienmolekyylierilaistusmenetelman  k&yttoonottoa  sydansolujen  erilaistamiseen
suunnitellaan Sydanryhmaéssa ja tastd syystd selvitetddn, miten eri solulinjat
kayttaytyvat kyseisellda menetelmélld erilaistettaessa ja tutkitaan solulinjojen vélisia
eroja erilaistumistehokkuudessa. Ideaalitilanteessa kaivoihin olisi saatu muodostumaan
sykkivdd monolayer-mattoa. Erilaistunut monolayer-solukerros olisi tutkimuksen
kannalta optimaalinen (Rajala ym. 2011), silla yksisoluisenkerroksen erilaistaminen on

helpommin kontrolloitavissa ja toistettavissa (Mummery ym. 2012).

Kaikki tyossa kaytetyt solulinjat saatiin erilaistettua pienmolekyylierilaistus-
menetelmalla. Erilaistumista osoittaa soluviljelmissé havaittu solukolonioiden spontaani
sykintd (Kujala ym. 2012). Liséksi soluista pystyttiin varjadmaan sydanlihassoluille

spesifisia troponiini T-proteiineja (Katus ym. 1991).

UTA.05503.CPVT-solulinja erilaistui solulinjoista parhaiten. Se erilaistui jokaisella
erilaistuskerralla suhteellisen hyvin. Kaivoissa oli myos sykkivéa solumattoa, mutta se
oli yleensa paksumpaa, ei monolayer-mattoa. Erilaistumistehokkuus
keskivertokaivoissa oli 14,2 %. Parhaiden kaivojen erilaistumistehokkuus oli 30,7 %.
Keskiverto kaivojen ja parhaiden kaivojen erilaistumistenhokkuuksien valinen ero on yli

15 prosenttiyksikkod, miké on paljon.

Parhaissa CPVT-solulinjan kaivoissa oli mikroskopoitaessa néhty koko kaivoon
ulottuva sykkiva solumatto ja arveltu sykkivien solujen osuuden olevan n. 90 %.
Cytospin-tulos jéi kuitenkin vain 30,7 %:iin , joten ilmeisesti sykkivéssa solumatossa
vain osa soluista on oikeasti sykkivia ja liikuttavat ymparilladn olevia soluja sykinnén
tahdissa. Myo6s artikkelin (Lian ym. 2013) mukaan menetelmalld olisi mahdollista
paéstd 82-98 % saantoon. Tulosten perusteella tassa tydssd jaatiin kuitenkin kauas
Xiaojun Lian ym. (2013) artikkelin mukaisesta saantoprosentista. Parhailla kaivoilla
saatu 30 %:n erilaistumistehokkuus on kuitenkin parempi kuin END2- ja EB-
menetelmisséd. END2-menetelmén erilaistumistehokkuus on parhaimmillaan noin 25 %,

mutta yleensa kuitenkin vain 2-3 % (Mummery ym. 2012).
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Toiseksi parhaiten erilaistui UTA.02912.HCMTs-solulinja. Se erilaistui myos
jokaisella erilaistuskerralla, mutta kaivoissa oli huomattavasti enemmaéan heikosti
erilaistuneita  ja  vdhemman  matto-muodostelmia  kuin  CPVT-solulinjalla.
UTA.02912.HCMTs-solulinjan erilaistumistehokkuus oli 8,4 %. Téman linjan kohdalla
havaittiin, muista solulinjoista poiketen, ettd erilaistuneiden solujen viljelyn edetessé
verkkomuodostelmat kaivoissa yleistyivat. Tama saattaisi viitata muita solulinjoja
hitaampaan erilaistumiseen. Muilla linjoilla isojen 3D-kolonioiden mé&éra tuntui
kasvavan pidemmaéssa viljelyssd, tarkoittaen ettd verkot ja sykkivéat alueet ik&an kuin

kuroutuivat kasaan 3D-kolonioiksi.

Kontrollilinja UTA.04602.WT erilaistui heikoiten. Sen kuoppalevyilla oli paljon
kokonaan sykkimattomid ja erilaistumattomia kaivoja ja sykkivét koloniat olivat 3D-
kolonioita. Mattoja ei ollut ollenkaan. UTA.04602.WT-solulinja oli tehty terveen
henkilon soluista, joten erilaistuvat solut sisdlsivat oikein toimivat sydansolujen
erilaistumiseen vaikuttavat geenit. Koska tdma kontrollilinja erilaistui heikoiten,
voidaan todeta, ettd muissa linjoissa olevat geenivirheet eivat vaikuta

sydanerilaistumiseen ainakaan negatiivisesti.

UTA.00102.LQT1-solulinja erilaistui hyvin epéatasaisesti. Ensimmainen erilaistus sen
osalta oli todella hyvd, jopa koko tyon paras. Kaikki kaivot sykkivat voimakkaasti, ja
niissd oli paljon sykkivdd mattoa ja verkkoa. Osa sykki jopa niin rajusti, ettd
solumatto/verkko irtosi kaivon keskelté ja oli kiinni vain reunoista keskiosan velloessa
mediumissa sykinnan tahdissa. Toinen erilaistuskerta oli huomattavasti heikompi. Siiné
oli véhemmén mattomuodostelmia ja enemman 3D-kolonioita. Kolmannella kerralla
LQT1-linja ei erilaistunut ollenkaan. Kolmas erilaistus tehtiin pakastuksen jalkeen, ja
on mahdollista, ettd linjassa olisi tapahtunut mutaatio tai karyotyyppimuutos. Feeder-
free-menetelmat ovat herkkid solujen karyotyyppimuutoksille (Draper ym. 2004), ja
pakastuksenkin tiedetd&dn lisddvan niiden riskid (Venéldinen, henkil6kohtainen
tiedonanto 16.09.2013) Erilaistumistehokkuutta ei UTA.00102.LQT1-solulinjalle saatu
laskettua, koska kolmas erilaistuskerta ei onnistunut. Solulinjojen pakastuksen ei muilla

linjoilla havaittu vaikuttavan erilaistumistehokkuuteen.

Kéytetyn menetelmén toistettavuuden todettiin olevan heikko. Erilaistumisen tehokkuus

vaihteli hyvin paljon linjojen sisalla erilaistuskertojen vélilla. Vélill4 erilaistus onnistui



44

loistavasti ja vélilla ei ollenkaan. Pienmolekyylierilaistusmenetelméa todettiin herkéksi
pienillekin muutoksille ja menetelman kayttajasta johtuville eroille eri erilaistuskertojen
valilla. Tama tulos oli odotettavissa, koska feeder-free-menetelmat tiedetadn herkiksi
pienillekin muutoksille vaikuttavien reagenssien pitoisuuksissa, vaikutusajoissa ja

reagenssien lisdysten ja poistojen ajankohdissa (Mummery ym. 2012).

Menetelmassa oli ongelmana myds solujen irtoaminen pohjasta kesken kaiken, ja tdmé
tapahtui myo6s tyén aikana muutamaan kertaan. Solujen taipumus irrota kaivojen
pohjista on todettu myds Xiaojun Lian ym. (2013) artikkelissa, johon menetelméa
perustuu. Yhdelld erilaistuskerralla HCMTs- ja LQT1-solulinjan solut olivat irronneet
kaivojen pohjista yon inkubaation aikana, eikd tadhan keksitty mitdén selkeda syyta.
Liséksi solujen kasvutahdin ennakointi oli hyvin haastavaa. Tavoitteena oli, ettd
kasvatusvaiheessa solut olisi jaettu kerran viikossa. Jakopdivé vaihteli kuitenkin hyvin
paljon, koska solut kasvoivat hyvin eri tahtia kunkin jaon jalkeen. Haasteita tamé
aiheuttaa kaytannén tyohon, koska toiden suunnittelu on hankalaa solujen

kayttdytymisen huonon ennustettavuuden vuoksi.

Aikaisemmissa tutkimuksissa on todettu erilaistumispotentiaalin vaihtelevan eri
solulinjojen vélilld (Xu 2012; Rajala ym. 2011). My0s téssé tyossa havaittiin selkeita
eroja solulinjojen erilaistumistehokkuuksissa. Koska tietyt erilaistusolosuhteet saattavat
toimia yhdell& solulinjalla, mutta eivat toisella linjalla, menetelman solulinjakohtainen
optimointi on tarpeen, mikali jokaisella solulinjalla halutaan p&ast4d parhaaseen
erilaistumistehokkuuteen. Erot erilaistumispotentiaalissa saattavat johtua solun
sisdisesta signaloinnista (Xu 2012). On esimerkiksi havaittu, etta solut, joilla on vahén
solunsiséisida Whnt-signalointireitin ligandeja erilaistuvat heikommin kuin solut, joilla
solunsiséisia  Wnt-signalointireitin  ligandeja on runsaasti. T&ma korostaa
pienmolekyylierilaistusmenetelméssakin hyddynnetyn Wnt-signalointireitin térkeytta
erilaistumisessa. (Xu 2012.) iPS-solujen ollessa kyseessd, erilaistumistehokkuuteen
saattaa vaikuttaa myds uudelleen ohjelmoinnissa kaytetty virusvektori (Rajala ym.
2011). Tassa tyossa kaytetyt solulinjat olivat kaikki virusvektoreiden avulla tuotettuja
iIPS-solulinjoja.

Vaikka jokaisesta kaytetystd solulinjasta saatiinkin erilaistettua sydanlihassoluja ja
menetelmé havaittiin toimivaksi, on suositeltavaa optimoida

pienmolekyylierilaistusmenetelm&&d ennen rutiininomaista kayttod tutkimusryhmassa.
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Optimointi voidaan tehda joko jokaiselle solulinjalle erikseen, tai optimoida menetelmé
yleisesti, siten ettd se toimii Kaikilla solulinjoilla samanlaisena. Talloin
erilaistumistehokkuudet eivat ehkéd ole parhaita mahdollisia, mutta tarkeinté olisi etta

menetelman toistettavuus paranisi.

Sydanerilaistumistehokkuudessa havaittiin siis selkeitd eroja eri solulinjojen valilla.
Lisdksi havaittiin solulinjan sisalla eri erilaistuskertojen valilld eroja ja samalla
erilaistuskerralla rinnakkaisen kaivojen erilaistuvan vélill4 hyvin eritavoin. Solulinjojen
valilla olevien sydanerilaistustehokkuuserojen tietdminen helpottaa tutkimusryhmén
tdiden suunnittelua ja kaytettdvén solulinjan valintaa. Tdman opinndytetyon myota
havaittiin ~ lisdksi, ettd mikali solulinjoilla  halutaan p&&std parhaaseen
erilaistumistehokkuuteen, menetelmé kannattaa optimoida kullekin solulinjalle erikseen.
Menetelmén toistettavuus ja ennustettavuus todettiin heikoiksi, ja tastakin syysta
optimointi olisi suositeltavaa.  Olisi my6ds mielenkiintoista selvittad, mika vaikuttaa
solulinjojen valisiin eroihin erilaistumistehokkuudessa ja miksi rinnakkaisetkin kaivot
erilaistuvat valilla hyvin eri tavoin. Erilaistumistehokkuuteen solussa vaikuttavien
mekanismien selvittdminen edistdd tavoitetta tuottaa soluja terapeuttisiin sovelluksiin
(Rajala ym. 2011). Lis&ksi voisi testata, pysyvatkd solulinjojen valiset erot

samanlaisina, mikali tyo toistetaan.
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LITTEET

Liite 1. Immunosytokemiallisten véarjaysten protokolla

Double-Fluorescence protocol

© g H» 0w DB

9.

WASH 2*5 min PBS ( 1ml, 0.01 M, pH 7.4)

FIXING 4% PFA 20 min (0.7 ml)

WASH 2 * 5 min PBS (1 ml, 0.01 M, pH 7.4) LEAVE in PBS!
BLOCKING: 10% NDS, 0.1% TritonX-100, 1% BSA in PBS 45 min RT
WASH: 1% NDS, 0.1% TritonX-100, 1% BSA in PBS

MIXTURE OF PRIMARIES: 1% NDS, 0.1% TritonX-100, 1% BSA in
PBS in +4 C ON (12 kuoppalevy: 300 ul primaari/kaivo)

ANTIBODY DILUTION ORIGIN
Troponin T 1:1500 Goat
WASH 3 * 5-7 min 1 % BSA in PBS
MIXTURE OF SECONDARIES: 1% BSA in PBS 1h RT
ANTIBODY DILUTION ORIGIN

Anti-goat 1:800 Donkey

WASH 3 * 5 min in PBS

10. WASH 2 * 5 min in PB

11. Dry and mount with Vectashield+ coverslips

12. Store + 4C light protected
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