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Fysiologinen hypoksia on noussut kinnostavaksi tutkimusaiheeksi solu- ja kudostutki-
muksessa. Aiemmat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd solu- ja kudoskasvatusten kasva-
tusatmosfidrilld on vaikutusta solujen kéyttdytymiseen. Téssd tutkimuksessa kiytettyjen
hiren alkion fibroblastien proliferaatio on aikaisempien tutkimuksien mukaan ollut voi-
makkaampaa véhdhappisissa olosuhteissa kuin normaalissa huoneilmassa. Solujen ja ku-
dosten tutkimisen tirkeys kontrolloidussa atmosfiérissd on timén tyon teemoja.

Téamén tyon tarkoituksena oli osoittaa, ettd huren alkion fibroblastit proliferoituvat mata-
lissa happiolosuhteissa nopeammin kuin lihelld huoneilman happitasoa. Tutkimus tehtiin
uudella menetelmilld, jonka toimivuus oli tarkoitus osoittaa tdméin tyon kokeellisessa
osuudessa ja laitteen ominaisuuksia verrata jo markkinoilla oleviin hypoksialaitteistoihin.

Tutkimuksessa mitattiin kahdesta koesarjasta solujen proliferaatiota mittaamalla solujen
peittimidn kasvatuskaivon pinta-ala. Kokeista saatiin kahdenlaisia tuloksia. Ensimméinen
koesarja osoitti, ettd 5 % O, oli optimiolosuhde solujen jakautumiselle, kun taas toisessa
koesarjassa 1 % O, olosuhde oli solunjakautumisen kannalta parempi olosuhde. Kokeet
osoittavat, ettd solukasvatuksessa kiytetty laitteisto toimii ja kykenee lwomaan kontrol-
loidut olosuhteet soluviljelykaivoihin.
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1. JOHDANTO

Kudosten ja solyjen alentunut happipitoisuus eli hypoksia on yleinen imié useissa sai-
rauksissa. Kudosten akuuttiin hypoksia onusein seurausta hapen kuljetuksessa. Ympéris-
tostd atheutuvia hetkellisid hapenpuutetiloja voivat aiheuttaa ohut ilma vuoristossa tai
typpikuplien tukkimat verisuonet sukeltajantaudissa. Sairaudet, kuten keskushermostol-
liset vammat, tajuttomuus, ilmarinta, hengitystieinfektio tai syddnvamma, voivat aiheut-
taa kehoon hengenvaarallisen hapenpuutetila. Kroonista hypoksiaa el pitkdaikaista hapen
puutostilaa esiintyy useimmiten kasvaimissa, joissa kudoksen likakasvun seurauksena
verisuonitus ei kykene kuljettamaan happea rittdvin tehokkaasti kasvainten keskioon,
jolloin hapen osapaine kasvaimissa eroaa ymparoivistd terveestd kudoksesta. Vaikka hy-
poksia usein littyy sairauksiin ja akuutteihin hapenkuljetusjéirjestelmin ongelmiin, on se
keholle tuttu imi6 ja soluilla on mekanismit reagoida heikentyneeseen hapensaantiin toi-
mmnallaan. Esimerkiksi pidempikestoisessa fyysisessd rasituksessa ihmisen lihassolut
joutuvat rittAimdttomidn hapensaannin takia reagoimaan energian tarpeeseen tuottamalla
kehon kayttdmiad polttoainetta, ATP-molekyylejd, hapettomissa olosuhteissa. Hetkellinen
hypoksia siis ei ole tavaton imid terveissdkddn kudoksissa, mutta silti kontrolloitua hap-
piatmosfadrid ei kdytetd standardina solukasvatustutkimuksissa [1] . Syynd tdhdn voi olla
kontrolloidun happiatmosfidrin lnomiseen tarvittavat kalliit ja hankalat tutkimusvélineet,
kuten hanskakaapit. Kalliden hypoksiamenetelmien takia solututkimuskentdlld on tarve
helpolle ja edulliselle tavalle luoda fysiologiset olosuhteet, jotta solujen ja kudoksia voi-
daan kasvattaa oikeanlaisessa ymparistOssa.

Téssd tyossd tutkitaan hiren alkion fibroblastien proliferaationopeutta eri happiolosuh-
teissa. Tyon kokeellisen osuuden on tarkoitus ndyttdd, ettd hypoksiakammioiden kaa-
suympéristdd voidaan hallita Tampereen teknillisen yliopiston Micro- and Nanosystems
-laboratorion kehittdmilldi MiniHypoxy-laitteistolla, jolla voidaan luoda fysiologisia olo-
suhteita matkivat olosuhteet. Kokeellisen osuuden tuloksia verrataan hiiren alkion fib-
roblastien proliferaationopeuksiin kirjallisuudesta saatuihin tietoihin. Tdssd tydssd hapen
osapaine hypoksiakammioissa valittiin tutkittavaksi parametriksi, silld pelkdstddan hapen
puutteen laukaisemat sddtelytekijdt vaikuttavat satoihin geeneihin ja siten muuttavat so-
lun kayttdytymistd [1-3]. Tdmén tyon teoriaosuudessa kiydéddn Iipi hypoksian teoriaa ja
sovelluksia, sekd hiiren alkion fibroblastien taustoja ja niden kayttod hypoksiatutkimuk-
sessa.

Tyossé tarvittava teoria on esitetty luvussa 2 Hypoksiatutkimuksen teoreettinen tausta ja
menetelmit. Kokeellinen osuus esitellddin luvussa 3 Fibroblastien proliferaatiokokeet ja



kuva-analyysi. Luvussa 4 Tulokset on esitetty kandidaatintyon kokeellisen osuuden tu-
lokset. Luvussa 5 Tulosten tarkastelu on pohdittu tulosten merkityksellisyyttd ja luvussa
6 Yhteenveto on esitelty padtelméit tyosta.



2. HYPOKSIATUTKIMUKSEN TEOREETTINEN
TAUSTA JA MENETELMAT

Hypoksia on tila, jossa kudokset tai yksittdiset solut saavat lian vdhdn happea. Hapen
rajoittunut saanti muokkaa solujen ja kudosten kayttdytymistd. Hypoksialla voidaan ku-
vata my0s koko eldimen tai thmisen tilaa, jossa heikentynyt hapensaanti on syystd tai
toisesta johtanut hypoksiaan. Normaalitilaa, jossa soluilla on kdytossd optimaalinen
midrd happea, kutsutaan normoksiaksi ja vastaavasti olosuhdetta, jossa soluilla on happea
ylimddrin kaytdssd, kutsutaan hyperoksiaksi. Solu- ja kudostasolla hypoksia muuttaa so-
lun normaalia metaboliaa, ja happihomeostasian jarkkyessd solut alkavat sopeutumaan
muuttuneeseen tilanteeseen. Néiden termien lisdksi kéytetddn kudoksissa vallitsevasta
happiympdristostd nimed fysioksia [4], joka tarkoittaa eri kudoksille ominaista hapen
midrdd. Fysioksia-termi on luotu erottamaan selkedsti se, ettd kudoksissa vallitseva 3 %
-5 % 0, -konsentraatio on kudokselle normaalitila, vaikka sen mddrd olisikin lian véhai-
nen hengitettdviksi. Monet tutkimukset kéyttdvat ulkoilman normoksiaa el 21 % O,-
konsentraatiota [5] tai inkubaattorissa normmna vallitsevaa 19,9 % O, -konsentraatiota [4]
kudosten normoksian mééreend.

Téssd luvussa kisitelldidn hypoksiaan littyvit vasteet ja reaktiot kudoksissa sekd kuinka
hiren alkion fibroblastit kayttdytyvdt hypoksiassa. Kandidaatintyon kokeellisessa osuu-
dessa tutkitaan fibroblastien kayttdytymistd ja tdssd luvussa on kuvattu fibroblastien pro-
liferaatiota ja migraatioon littyvét kisitteet ja mekanismit. Hypoksian tuottamiseen kay-
tettdvit menetelmdt kasitelldidn myds tistd luvussa, mikd toimii vertailukohtana kokeelli-
sessa osuudessa kéytettyyn menetelméin.

2.1 Hypoksianvaikutusmekanismija havaitseminen soluissaja
kudoksissa

Hypoksia ei ole ainoastaan poikkeuksellinen, sairauksien tai trauman aiheuttama tila ku-
doksessa, vaan se on normaalia esimerkiksi fyysisid harjoitteita tehtdessd. Fyysisessd har-
joittelussa hapentarve lisdéntyy ja kehon on kdynnistettdvd hapen kuljettamista edistdvid
mekanismeja pidempiaikaisia hypoksisia olosuhteita vilttden. Esimerkiksi lhaskudok-
sessa mitokondrioissa tapahtuvassa glykolyysissa vapautetaan energiaa solun kayttoon,
mutta mikdli happea ei ole riittdvasti, siirtyy solu kdyttdimdin maitohappofermentaatiota
energiansaannin turvaamiseen. Hypoksisissa olosuhteissa NADH, eli nikotiiniamidiade-
ninidinukleotidi ei voi pelkistyd NAD+Xksi, jota tarvittaisiin glykolyysin elektronisiirto-
reaktioissa ATP:n tuottamiseksi. Hypoksiassa energia tuotetaankin sen sjjaan muutamalla
pyruvaatti laktaatiksi, joka kykenee pelkistimdin NADHn ja saattamaan glykolyysin



loppuun. [6, 7] Aikuisen ithmisen kudoksissa vallitsee normaalisti 3 % - 5 % O, -konsent-
raatiot ja pienetkin konsentraatioiden alenemiset aiheuttavat asteittaisen vasteen hypok-
siaa vastaan, mikd tarkoittaa energia-aineenvaihdunnan muutoksia, tiettyjen sditelyteki-
joiden lisdéntynyttd midrdd sekd muutoksia solusignaloinnissa [8].

Hypoksia voidaan havaita soluista esimerkiksi punasolyjen tuotantoa lisidvdn hormonin
EPOmn eli entrypoietiinin lisddntyneend méadrdnd [3]. EPOn tuotantoa lisdd sddtelytekija
HIF (hypoxy induced factor). Zhu et al. [9] esittdvit julkaisussaan, kuinka Northern-blot-
tausta hyvidksi kéyttden voidaan havaita lisddntynyt EPO:n méérd havaitsemalla EPO:a
koodaava mRNA. Zhun etal [9] tekemdssd Northern-blottauksessa ihmisen Hep3B-so-
lyen EPO:a tuottavien mRNAjen miédrda tutkittiin hypoksiassa jasitd vertailtiin koboltin
indusoimaan EPO-mRNA:n tuotantoon. Kobolttia kéytettiin vertailukokeessa, silld ko-
boltti lisid EPO-tuotantoa hypoksian tavoin vaikuttamalla suoraan solun hypoksiaan rea-
goiviin sddtelytek joihin.

Hypoksia voidaan havaita kudostasolla angiogeneesind, joka tarkoittaa verisuonituksen
lisdédntymistd kudoksessa hapen kuljetuksen tehostamiseksi. Angiogeneesi on suora seu-
raus hypoksiasta, koska hapen puute aiheuttaa kudokseen stressin, joka pakottaa kudok-
sen lisddmddn kykydnsd toimittaa happea hypoksisiin soluhinsa. Michieli [10] esittdd ar-
tikkelissaan, ettd syOpdsolut alkavat etsid hypoksisissa olosuhteissa uusia keinoja saada
happea. Kahden pédivin seurannan aikana syopikasvain oli levinnyt ympérdivddn soluva-
liaineeseen saadakseen happea. Kontrollina toiminut tuumori ei ollut ajautunut metas-
taasiaan eli ryhtynyt levittymdin kudokseen [10] Toisena esimerkkind on Facciabenen et
al. [11] tekemd tutkimus, jossa 17:a munasarjasyopésolulinjaa tutkittiin hypoksisissa (1,5
% 0,) ja hyperoksisessa (21 % O,) olosuhteessa. Tutkimalla sydpdsoluyjen solulinjojen
kemokineesejd, jotka ovat signalointiproteiineja solujen vilisessd viestinndssd, he osoit-
tivat, ettd hypoksisissa olosuhteissa kasvaimen angiogeneesid tukevan vaskulaarisen en-
doteelikasvutekijd A:n miidrd kasvoi Tutkimuksessa tutkittiin syopédsolulinjojen geenien
lmentymistd. Solun selviytymistila aktivoituu, kun solu joutuu rittiméattdmiidn hap-
piympéristoon [12]. Nakyvimmét erot solujen toiminnoista hypoksiassa, normoksiassa ja
hyperoksiassa voidaan saada aikaan geenien imentymistutkimuksissa, joista saadaan sel-
ville solujen aktiiviset geenit ja niiden tuottamat proteinit.

Hypoksia tarjoaa mielenkiintoisen ndkdkulman syOpdsairauksien hoitoon. Hypoksia voisi
parhaimmillaan olla luonnollinen tapa tuhota sydpdkudosta, silli hoitokeinona voisi kayt-
tdd van hapen kuljetuksen estdmisti kudokseen. Tutkimukset kuitenkin osoittavat, ettd
hypoksia pakottaa syOpdsolut taisteliun hapesta lisidméilld sen toleranssia vastustaa ke-
hon puolustusjérjestelmia [4, 5]. Lisdksi hypoksia vahvistaa kasvaimen verisuonitusta
sekd lisdd kasvaimen aktiivisuutta irrottaa itsestdéin etdpesikkeitd verenkiertoon sekd so-
luvdliaineeseen.



2.2 Hapenkuljetus kehossa ja hypoksia kudoksissa

Yleiskielessd kudosten hypoksialla tarkoitetaan hieman erilaista happikonsentraationtilaa
kuin thmisen fysiologiassa ymmirretiéin. Fysiologisella hypoksialla tarkoitetaan heiken-
tynyttd hapensaantia, mikd johtaa keskushermoston ja elinten vajaatoimintaan [6] . Hen-
gitimme hengitysilman mukana 21 % happea, mikéd ei kuitenkaan vility sellaisenaan ku-
doksille asti. Kudoksissa vallitsevat toisistaan poikkeavat happiolosuhteet rippuen ku-
doksen tyypistd ja sainnista happea kuljettaviin valtimoihin ndhden. Hengitysilman ha-
pen osapaine muuttuu jo suuresti matkalla keuhkorakkulaan ja hapen miérdén keuhkoissa
el ndistd syistd ole sama kuin ulkoilman. Kudosten happikonsentraatioon vaikuttavat
my0s rasitus, hengitystiheys ja syddmen toiminta. Taulukossa 1 on esitetty hengityseli-
miston IApi kulkevan hapen osapaineen muutos elohopeamillimetreissd sekd prosentteina.

Taulukosta 1 ndhdddn, ettd happea on 160 mmHg sisdénhengitysilmassa, mikd vastaa
21,1 % iman kaasuista. Hapen saapuessa keuhkoputkeen sisddn hengitetyn ilman hapen
osapaine laskee 150 mmHg (19,7 % 0,), kun sisdénhengitysilma sekoittuu keuhkoista
uloshengityksen mukana keuhkoputkeen jddneen uloshengitysilman kanssa. Sama jatkuu
hengitysilman siirtyesséd keuhkorakkuloihin asti, jolloin hapen osuus keuhkorakkuloissa
olevasta ilmasta on endd 110 mmHg (14,5% O,) ja valtimoveressd 80 - 100 mmHg (10,6
% - 13,2% 0,). Kuten aikaisemmin on todettu, kudoksen happikonsentraatio putoaa edel-
leen valtimoveren arvosta kudoksessa arvoon, joka on kolmesta kymmeneen prosenttiin.
Taulukkoon 1 on keriétty eri kudosten tavalliset happikonsentraatiot. Taulukko pohjautuu
Carreau et al. julkaisun taulukkoon [4].

Ihmisen keuhkojen keskimiérdinen tilavuus on noin 2300 ml, mutta keuhkorakkuloihin
siirtyy normaalissa ventilaatiossa vain 350 ml juuri hengitettyd uutta ilmaa [13] . Tama
tarkoittaa siis sitd, ettd keuhkoissa jatkuvasti sekoittuvat sisddnhengityksen ja uloshengi-
tyksen kaasut toisiinsa. Kaasujen sekoittuminen aiheuttaa sen, ettd keuhkorakkuloissa ha-
pen osapaine laskee jo thmistd ympdrdivin iman 21 prosentista 14,5 prosenttiin [4]. Néin
ollen soluilla ei ole mahdollisuutta saavuttaa nin sanottua normoksiaa, jolla useissa tut-
kimuksissa [12] tarkoitetaan 21 % happikonsentraatiota. Tutkimuksissa kéytetddn usein
19,9 % happea, mikd on inkubaattorissa vallitseva happikonsentraatio, kun kaasuolosuh-
teita kontrolloivaa kasvatuslaitteistoa ei ole saatavilla. Inkubaattorin huoneilmaa mata-
lampi happikonsentraatio johtuu sitd, ettd mkubaattorin hulidioksidikonsentraatiota on
lisitty kudoksissa olevan hillidioksidikonsentraation suuruiseksi [4].



Taulukko 1.  Hapen osapaineet ihmisen eri kudoksissa
mmHg pO2 % Liihde

Ulkoilma 160 21.1 [4]
Sisddnhengitysilma 150 19.7 [4]
Keuhkorakkula 110 14.5 [4]
Valtimoveri 100 13.2 [4]
Laskimoveri 40 5.3 [4]
Solu 9.9-19 1.3-2.5 [6]
Mitokondrio <9.9 <l.3 [6]
Aivot 33.8£2.6 |44+03 [14-17]
Keuhkot 42.8 5.6 [18]
Tho (sub-papillary plexus) | 35.2+8 46+1.1 [19]
Tho (dermal papillae) 24+ 6.4 3.2+0.8 [19]
Tho (superficial region) §+3.2 1.1+£04 [19]
Epiteelikudokset 57623 | 76+03 [20-22]
Maksa 40.6 £54 | 54+0.7 [23-25]
Munuainen 72 £20 95+26 [26,27]
Lihas 292+£1.8 |3.8+0.2 [28-33]
Luuydin 48.9+£45 | 6.4+06 [34, 35]

Taulukossa 1 ovat kudosten osapaineet imoitettu elohopeamillimetreissd ja prosentti-
osuutena kaasuista. Eri kudosten vililld happikonsentraatiot vaihtelevat suuresti, mika
kdy imi taulukon 1 listauksesta. Ndin ollen ihmiskeholle ei voi méadrittdd tarkkaa raja-
arvoa hypoksialle kudosten erilaisista hapenkonsentraation normaalitiloista eli normok-
sioista johtuen. Kudosten erilaiset vaatimukset ympéristotekijoille luovat tarpeen sdadelld
tutkittavien kudosten tai soluyjen kaasuympiristod, silli solujen kayttiytyminen on eri-
laista hypoksiassa, normoksiassa ja hyperoksiassa [12].

2.3 Hiiren alkion fibroblastit fysioksisessa ymparistossa ja
kaytto tutkimuksessa

Hiren alkion fibroblasteja kéytetddn yleisesti solututkimuksissa ja uusia menetelmid tai
miditd testaavissa tutkimuksissa [36,37],silld ne ovat yleisid ja helposti kasvatettavissa
olevia solulinjoja. Fibroblastien helpolla kasvatettavuudella tarkoitetaan, etteivit ne ole
nin herkkid kasvatusolosuhteistaan ja nitd on saatavilla. Solut reagoivat ymparistonsd
muuttuviin tekijoihin, kuten ldmpdtilaan, yhdisteiden muuttuviin konsentraatioihin sekd
kaasukonsentraatioihin. Tekemédssdni tutkimuksessa tutkitaan fibroblastien kéyttayty-
mistd soluviljelmissd erilaisissa kontrolloiduissa happikonsentraatioissa.



Tutkimuksessani kéyttdméni solut ovat hirren alkiosta eristettyjd fibroblasteja, jotka kuu-
luvat sidekudoksen soluyjen ryhmiin. Fibroblastit ovat jakaantuneena sidekudokseen ja
yllipitdvit ja huoltavat soluvéliainetta [38]. Fibroblastit kykenevdt muuttamaan toimin-
taansa laajasti reagoimalla muiden solutyyppien tuottamiin mediatoreihin. Signaalit voi-
vat muuttaa fibroblastien proteinisynteesid, kollageenisynteesid tai saada solu erilaistu-
maan toiseksi soluviliainesoluperheen soluksi, kuten osteosyytiksi tai kondrosyytiksi.
Osteosyytit muodostavat uutta luukudosta ja kondrosyytit ovat rustosoluja. Fibroblastit
ovat tilloin monipuolinen solutyyppi, joka kykenee mukautumaan erinomaisesti ympé-
roivin kudoksen tarpeisiin.

Fibroblasteilla on spesifi rooli kudoksen korjausprosessissa. Kudoksen vaurioituessa la-
heiset fibroblastit alkavat jakaantua ja siirtyd vaurioituneille alueille normaalia tehok-
kaammin ja erittdvit kollageenia ympiristoonsd. Kollageeni muodostaa ympérdivan so-
luvdliaineen, joka edistdd kudoksen parantumista seki eristdd vaurioituneen alueen [7].
Fibroblastit ovat ensimmédisten solujen joukossa sirtymédssd vaurioituneille alueille. Yin
et al. osoittivat tutkimuk sessaan, ettd etenkin haava- ja arpialueiden fibroblastien migraa-
tio ja proliferaatio kasvoi huomattavasti hypoksisissa olosuhteissa normaksisiin olosuh-
teisiin verrattuna [38, 39]. Fibroblastien kyky mukautua muuttuviin olosuhteisiin ja nii-
den rooli kudosten parantumisessa selittdd paljon niiden helppohoitoisuutta soluviljel-
missa.

Kantasolyjen kasvattamiseen kéytetdén usein syottosoluina hiren alkion fibroblasteja
(mEF), joilla varmistetaan ravinteiden ja hapen sirtyminen kasvatettaville soluille. Hy-
poksiassa kasvatetut mEF:it lisddntyvét tehokkaasti ja tayttdvat kasvatusalustan muuttaen
siten kantasolyjen erilaistumiskykyd. Badger et al. osoittivat kokeissaan, ettd hypoksiassa
toteutetussa solukasvatuskokeessa hiiren alkion fibroblastien kanssa kasvatetut pluripo-
tenttiset kantasolut eivdt niyttdneet kirsineen hypoksiasta kuuden kuukauden kokeessa.
Tutkimuksessa verrattiin normoksiassa kasvatettuun kontrolliin hypoksiassa kasvaneita
solyja, eikd suuria eroja eri happikonsentraatiossa kasvatetuiden solujen proliferaatiossa
osoitettu. [37] Naiin ollen fibroblastit ovat osoittautuneet toimivan hyvin hypoksisissa
olosuhteissa jane kéyttiytyvit feeder-soluina kantasolututkimuksessa samalla tavalla hy-
poksisissa ja normaksisissa olosuhteissa.

2.3.1 Hiiren alkion fibroblastien proliferaatio in vivo

Proliferaatiolla tarkoitetaan suvutonta solunjakautumista mitoosissa. Tarkastellessa labo-
ratoriossa petrimaljalla kasvavaa solyjoukkoa, proliferaatio kuvaa solujen lisdéntymista.
Solut tarvitsivat ideaaliset olosuhteet jakautuakseen, silld useat nisdkkédiden solut elivit
vain rajatun ajan ja jakautuvat useaan kertaan elinikinsd aikana [40]. Solukasvatuksessa
kontrolloitavia ympéristdtekijoitd ovat fysikaalis-kemialliset parametrit, kuten O,- ja



CO, -konsentraatiot, pH, Eimpétila ja osmoottinen paine seké fysiologiset ymparistotek i-
jat, kuten hormoni- ja ravinnekonsentraatiot [41] . Fysiologinen ympéristd voidaan aset-
taa ideaaliseksi valitsemalla soluille sopiva kaupallinen mediuum. Fysikaalis-kemiallisia
olosuhteita voidaan asettaa ideaalisiksi esimerkiksi mkubaattorilla, jolloin mnkubaattori-

kaappi huolehtii sopivasta limpétilasta. Osmoottinen paine ja pH voidaan asettaa sopi-
viksi mediumin avulla.

Tavallisesti sopivat parametrit nisdkkdiden solulinjojen kasvatukselle ovat Sigma Al
drichin julkaiseman Handbook: Cell culture basics -solukasvatusohjekirjan mukaan: pH
7,4; 4-10 % CO, ja lampdtila 36 °C - 37 °C [41] . Ohjekirja ei ota kantaa minkdlaisessa
happikonsentraatiossa solyja tulisi kasvattaa. Kuten aiemmin todettua, happikonsentraa-
tio vaihtelee hyvin paljon, jolloin happikonsentraatiot tdytyy valita koekohtaisesti Hiiren
fibroblasteja on kuitenkin tutkittu useissa tutkimuksissa ja niiden proliferaationopeudesta
on tietoa eri happikonsentraatioissa. Tutkimuksessa Yoshida et al. osoittivat, ettd hypok-
sia lisdd fibroblastien autofagiaa eli kudosten sisdistd solusyontid. Hypoksia lisdd solujen
toksisuutta, mutta tutkimusryhmi huomasi, ettd hiren alkion fibroblastit eivdt olleet niin
herkkid hypoksialle kuin esimerkiksi ithmisen ihon fibroblastit. [37] Tutkimukset ovat
osoittaneet, ettd hiren alkion kantasolut kehittyvit tehokkaimmin hypoksisessa 5 %
0, konsentraatiossa, kun taas 21 % O, kasvatettujen solumddrd oli alhaisempi kuin hy-
poksiassa 5 % O, olosuhteessa kasvatettuyjen solujen. [36, 37] Myos muut tutkimukset
ovat osoittaneet, ettd hiren alkion fibroblastien proliferaatio on alhaisemmissakin happi-

konsentraatioissa (3% O, ) tehokkaampaa kuin korkeammissa [12].

2.3.2 Fibroblastienmigraatioinvivo

Fibroblastit reagoivat ympériston muutoksiin monin eri tavoin. Kun soluja kasvatetaan
lasipinnan pddlld soluille suotuisissa olosuhteissa, solut pyrkivit tdyttdmddn nille anne-
tun tilan jakautumalla ja likkumalla. Fibroblastien likettd lokaatiosta toiseen kutsutaan
migraatioksi. In vivo kasvatetut solut kiinnittyvét lasipintaan tai toisiinsa ei-spesifisten
elektrostaattisten vuorovaikutusten avulla. Lisdksi solyjen vililld vaikuttavat spesifiset
sitoutumiset, joilla tarkoitetaan soluyjen adheesiomolekyylien, kuten selektiinien, ntegrii-
nien ja cadherinien sitoutumista toisiinsa solujen vélilli. Yksittdisen solun adheesio voi
purkautua solun reagoidessa saamiinsa signaaleihin ympéristostd. Talloin solu irrouttau-
tuu ja alkaa likkumaan suotuisampaan paikkaan. [8]

Sytoskeletonilla on suuri rooli likkeen tuottamisessa eldinsoluissa. Sytoskeleton on yh-
distelmd kolmesta biopolymeerista: aktinista, mikroputkista ja filamenteista. Namd
kolme biopolymeeria yhdessd luovat solun likkeen. Aktiini toimii sytoskeletonin moot-
torina, silli se kykenee dynaamisesti mukautumaan uudeksi rakenteeksi. Aktiniverkosto
tayttdd usein solun reunaosat ja tuottaa likkeen solukalvon liheisyydessd. Mikroputket



taas suuntautuvat yleensd solun keskustasta solun reunoja kohti ja ne kykenevdt ohjaa-
maan solun likkeen suuntaa kyvylld likuttaa aktiniverkostoon littynyttd mikroputken
padti. Filamentit sitovat sytoskeletonin muihin solun rakenteeseen ja tekee sytoskeleto-
nista yhtendisen rakenteen. Syloskeletonin uloimpana oleva rakenne eli solukalvon Iihei-
syydesséd oleva aktiniverkosto kykenee tuottamaan solun likkeen.

Solun likkumisessa on kolme vaihetta: kurottautuminen, kinnittdytyminen ja irrottautu-
minen sekd like. Kuvassa 1 on esitetty ndmd vaiheet ja ensimmiisessd vaiheessa solu
signaalin saadessaan alkaa kurottautua ohjattuun suuntaan polymerisoimalla aktii-
nisdikeitd kohti solukalvoa venyttden sitd eteenpdin. Aktinin polymerisaatio voi aktivoi-
tua ulkoisesta mekaanisesta stressistd, jolloin aktiiniverkoston rakenne solukalvon lihelld
muuttuu ja solu depolymerisoi vdirin asettuneen aktiiniverkoston sekd polymerisoi uuden
aktiiniverkoston vastaamaan solun uutta muotoa. Aktinisdikeet eivit ole jaykkid, vaan
ne kykenevit elastisuutensa ansiosta taipumaan kohdatessaan pienid painolasteja tai voi-
mia. Solu voi muiden solyjen signaloimana ldhted kurottautumaan uuteen suuntaan poly-
merisoimalla uutta aktiniverkostoa kuvan 1 kohdan 1 ja 2 mukaisesti. Solu lopettaa po-
lymerisoimisen, kun se tormdd johonkin, jota se ei voi likuttaa tai se kohtaa lian suuren
voiman, jota vastaan se ei voi likkua. [7] Aktiniverkosto ei kuitenkaan ole tiysin stabiili
rakenne, joka pitdisi solun muodon kasassa. Aktiniverkostossa vaikuttaa myoOs niin sa-
nottu Brownin like eli molekyylien Empdliikkeestd johtuva siksak-like.

Kun solu on muodostanut kurouman likkeen suuntaan, tapahtuu kaksi asiaa saman aikai-
sesti: solu kimnittyy kuroumallaan uuteen kohtaan alustasta ja irrottautuu pédinvastaisesta
suunnasta. Kinnittymisessd solun integriinit eli solukalvon integraaliset soluvdliainere-
septorit kinnittyvit soluvéliaineessa oleviin molekyyleihin, kuten kollageeneihin.
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1) Protrusion of the Leading Edge

2) Adhesion at the Leading Edge
cortex under tension

movement of unpolymerized actin

Deadhesion at the Trailing Edge

- [

3) Movement of the Cell Body
direction of cell body movement

AR

Kuva 1. Fibroblastin soluliikkeen vaiheet 1) kurottautuminen liikesuuntaan 2) po-
lymerisoidun solujalan kiinnittyminen uuteen kohtaan ja irtoavan solujalan de-
polymerisoituminen 3) solun siirtyminen liikesuuntaan uuden solujalan pdidille.

[42]

Namé proteinit koostuvat kahdesta erilaisesta glykoproteiinista, jotka muodostavat hete-
rodimeeriparin, joka spesifisesti sitoutuu kohdemolekyyliinsd. Integriinien lisdksi myds
syndekaatit ja selektiinit ovat mukana solun sitoutumisessa soluviliaineeseen. Niitd kiin-
nittymisreseptoreita on solukalvolla suuri médird ja niden sitoutumisaffiniteetti on
heikko, mikd mahdollistaa useiden kinnityskohtien pitimisen solun irtoamisen esté-
miseksi ja ympériston tunnustelun heikolla sitoutumissidoksilla. Solun solukalvon resep-
torit kiinnittyvit ligandeihinsa soluvéliaineeseen ja muihin soluihin.

Viimeisessd solun migraatiovaiheessa tapahtuu itse sirtyminen. Solu siirtyy kokonaisuu-
dessaan uusien kinnityspisteidensd péille. Myosimimoottorit likuttavat aktiniverkostoa
solun kehossa ja takaosassa siten, ettd solu saa kuroumaa kohti olevan likkeen aikaiseksi.
Myosini on ATPita energianlihteenddn kéyttdvd proteini, joka likuttaa aktinisdikeitd
joko liukumalla tai kdvelemilld sdiettd pitkin ja siten siirtien siiettd eteenpain.
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2.4 Hypoksian luomiseenkaytetyt menetelmat

Hypoksian luominen kéyttdmélld ainoastaan hypoksiakammiota sisdltdd muutamia huo-
mioon otettavia kohtia. Normaalisti hypoksia luodaan asettamalla kammioon hypoksiset
olosuhteet kaasun avulla. Kuitenkin mediumin ja ilman vélinen happitasapainon tasapai-
nottuminen ottaa aikaa useamman tunnin [10]. Toinen haaste on kasvatusastian hetkitta i-
nen altistuminen normaali-ilmanalalle, kun kasvatusastiaan esimerkiksi vaihdetaan me-
dium tai tehddédn tutkimustoimenpiteitd, kuten vérjiyksid tai fiksaatioita. Téalloin hypoksia
katoaa kasvatusastiasta ja on osoitettu, ettd nimd lyhytaikaisetkin hypoksian katoamiset
vaikuttavat solujen geenien imentymiseen [10].

Seuraavassa osiossa on esitelty erilaisia keinoja luoda hypoksia kasvatusastiaan tai mik-
rosysteemiin. Kandidaatintyon kokeellisessa osuudessa on kidytetty uudenlaista solukas-
vatusmikrosysteemid. Tamén takia vertailukohdiksi on otettu vanhoja menetelmid, kuten
biokemiallisesti ja hypoksiakammioiden avulla tuotettua hypoksiaa.

2.41 Biokemiallisestituotettu hypoksia

Kemiallisesti tuotetussa hypoksiassa, hypoksian luomiseen voidaan kayttdd kobolttiklo-
ridia (CoCl,) tai desferrioxamine (DFX), jotka kykenevdt luomaan simuloidun hypoksian
solukasvatusmediumiin [43] . Etenkin CoCl, on laajasti kdytetty kemikaali kudoksen hy-
poksian simuloimiseen. CoCl, ja DFX eivdt kuitenkaan poista fyysistd happea me-
dumista vaan aiheuttavat hypoksisen vasteen aktivoimalla tai stabilisoimalla HIF-1 [44].
Solyjen toimintaa vdhihappisessa ympéristossd sditelee hypofia-inducible factors eli HIF
transkriptiotekijd. HIF-1:14 on tdrked rooli kehon happitasapainon sddtelyssa, silli se sda-
telee lihes sataa geenid. [2, 3,45] Nuo HIF:n sddtelemit geenit parantavat hapen kulje-
tusta aktivoimalla angiogeneesid sekd sddtelemilld kehon hapetus-pelkistysreaktio tasa-
painoa ja energiatasapainoa. HIF-1 on osoitettu reguloivan myds solujen proliferaatiota,
ja adheesiota, soluvdliaineen metaboliaa ja glukoosin metaboliaa [46]. Nédin saadaan pel-
kistddn HIF-1 séditelytekijdd sddtelemilld luotua hypoksinen ympériston vaste solukas-
vatukseen, mikd tosin vaikuttaa vain solun geenien imentymiseen. CoCl, ja DFX:ld tuo-
tettua hypoksiaa voidaan kritisoida siitd, ettei se ota huomioon todellisen happivajauksen
vaikutusta soluun, vaan solut reagoivat ainoastaan HIF-1 tekjdn muuttuneeseen maarian.
Liséksi kyseisten kehoon kuulumattomien kemikaalien vaikutusta solun toimintaan on
vaikea arvioida.

Toinen biokemiallinen tapa tuottaa hypoksia on kayttdd erityisid happea kuluttavia ent-
syymireaktioita. Entsymaatisesti toteutetussa hypoksiassa yleensd kdytetdén entsyymipa-
ria glukoosioksidaasia ja katalaasia [47]. Glukoosioksidaasi hapettaa beta-d-glukoosia
tuottaakseen glukonihappoa ja vetyperoksidia kuluttaen samalla happea. Katalaasi taas
pikkoo vetyperoksidia vedeksi ja hapeksi, jolloin happea sitoutuu tuotteisiin jdéineeseen
vesimolekyyliin. Hypoksian luomiseen voidaan kéyttdd myos toisia happea kuluttavia
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entsyymejd kuten lakkaasia. [47] Entsyymeilld toteutettu hypoksia voidaan ajatella ko-
bolttikloridia ja DFX:A4 luonnollisemmaksi tavaksi luoda happiympéristod soluille, mutta
toisaalta entsyymien biologista vaikutusta solun toimintaan muuten kuin lopputuotteiden
osalta on vaikea sanoa. Télloin tiytyy ottaa huomioon solun kohonnut glikakonihappo-
taso ja kuinka solu muuttaa kayttdytymistddn timin imion takia. MyOs suuret madrit
glukoosioksidaasia ja katalaasia soluyja ympardivissd mediumissa voi signaloida solut te-
kemédn hypoksia kéyttdytymisestd poikkeavaa.

2.4.2 Menetelmialuodahypoksiset olosuhteet kayttamalla kont-
rolloitua kaasua

Perinteisin tapa luoda hypoksiset olosuhteet soluviljelmidn on sulkea soluviljelykasva-
tusastia huoneilmalta ja kytked se haluttuun atmosfddriin, esimerkiksi 5 % happea sisdl-
tdvddn ilmaan. Télloin kammion imaa kontrolloidaan laitteiston avulla ja soluviljelméa
saatetaan haluttuihin olosuhteisiin vain ympéroivdd kaasua muuttaen. Kayttdmédlld kont-
rolloitua kaasua saadaan nikyviin solun todellinen vaste hypoksisiin olosuhteisiin, mika
aikaisemmin esitellyissd menetelmissd on kenotekoisesti tuotettu. Kaasun sijaan voidaan
my0s kayttdd ennalta kisiteltyjd mediumeja, joiden happiosapaine on laskettu soluissa ja
kudoksissa vallitseviin olosuhteisiin. Fiksattua mediumia kéytetdén paljolti erilaisten bio-
reaktoreiden ja mikrofluidistisien laitteiden kanssa, joissa hypoksian luominen kaasuilla
tai biokemiallisesti voi olla vaikeampaa [44]. Mediumin fiksaukseen perustuvia menetel-
mid ovat kehittdneet yhdysvaltalainen yritys nimeltd Celertia. Celertian PetakaG3 -tuote-
perheen tuote LOT (Low Oxygen Transfer) on bioreaktori, jonka luvataan voivan asettaa
1-21 % happikonsentraation bioreaktoriin. [48] PetakaG3-laitteen yhteyteen on mahdol-
lista saada happianturi, joka monitoroi fluoresenssianturin avulla reaaliaikaisesti happi-
konsentraatiota. Kyseisessd laitteessa hypoksia toteutetaan hypoksisella mediumilla,
jonka happi- ja hillidioksiditasot ovat asetettavissa sopivaksi. Télloin olosuhteita yllapi-
detddn tai halutessa muutetaan vaithtamalla solujen medumia. Medumiin asetettu hypok-
sia kuitenkin purkautuu varsin nopeasti, mikéli se on kosketuksissa huoneilman kanssa.
Néin ollen iman tdydellisesti suljettua systeemid olosuhteet ovat epdstabiilit ja toisaalta
suljetun systeemin rakentaminen voi olla vaikeaa sovelluksesta rippuen.

Hypoksiakammiosovelluksia on solututkimuksen saralta useampia. Hypoksia voidaan to-
teuttaa solukasvatukseen tarkoitetussa mkubaattorissa, johon saa kytkettyd hiulidioks idin
lisiksi myOs hapen ja typen, jolloin kaikki ilman komponentit ovat sdddettavissd. TAmin-
laisia inkubaattoreita on ainakin kaupallisesti tarjolla ThermoFisherin tuotekatalogissa
[49]. Nailld kolmikaasuinkubaattoreilla voi sddtdd kaikkien kolmen kaasun suhdetta,
mutta asetettu olosuhde alkaa vilittoméisti katoamaan, kun solukasvatus otetaan huoneil-
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maan tutkittavaksi. Inkubaattorien avulla toteutetun hypoksiatutkimuksen ongelmia vas-
taan on kehitetty erilaisia hypoksiakammioratkaisuja, joissa olosuhteet voidaan kyetd pi-
tamddn stabilleina soluviljelyn aloittamisesta loppuun asti.

Hypoksiakammiosovelluksia ovat muun muassa suljetut kontrolloidun iman kaapit eli
kansankielisesti hanskakaapit, jossa kokonaisen kaapin olosuhteet ovat hallittavissa.
Hanskakaapeissa on nimensd mukaisesti kaapin seindmédn kiinnitetyt paksut muovihans-
kat, joiden avulla pystytddn kisittelemddn kaapin sisdltéd. Hanskakaappeja on tarjolla
moniin eri kdyttotarkoituksiin ja pienimmét, edullisimmat ja muovista valmistetut ovat
pOydédn paille laitettavia likuteltavia laatikoita, joissa voi tehdd suojattuna perustutki-
musta. Hanskakaapit, jothin on mahdollista saada kontrolloitu atmosfddri vaativat jo hie-
man enemméin tilaa sekd isot kaasupullot kontrolloidun atmosfiérin saamiseksi. Kontrol-
loidun atmosfddrin hanskakaappien valmistaja Labconco lupaa kaappien kykenevén tuot-
tamaan 0,0005 % O, -konsentraation ja ermomaisen tiveyden [50]. Hanskakaapit takaa-
vat siis ermomaisen suorituskyvyn ja puhtauden sekd mahdollistaa tutkittavien ndytteiden
késittelemisen esimerkiksi solukasvatuksen aikana. Liséksi on hanskakaappeja pienem-
pidkin yksikoitd, joihin luoda kontrolloitu atmosfiédri. Fisher Scientific myy myds Bel-
Art™ SP Scienceware™ Techni-Dome™ 360 Glove Chamber -nimistd laitetta, johon on
mahdollista kytked haluttu atmosfiéri ja ei kuitenkaan vie kokonaisen hanskakaapin ver-
ran tilaa. Kuitenkaan kyseiseen kenttikéyttoonkin soveltuvaan kontrolloidun atmosfiérin
hanskalaatikossa ei ole mahdollista sdddelld lAmpotilaa tai imankosteutta. [51]

Kyseisilld hypoksiakammiosovelluksilla voidaan ermnomaisesti yllipitdd solukasvatusta
halutussa kaasufaasissa, mutta kun solyja tiytyy jakaa tai tutkia mikroskoopilla, solujen
hypoksia katoaa vihitellen ja “normalisoituu” huoneilman mukaiseksi. Broxmeyer et al
osoittivat tutkimuksissaan, kun hypoksisissa olosuhteissa kasvatettu soluviljelmi altiste-
taan hetkittdisesti huoneilmalle, solyjen geenien imentyminen muuttuu merkittdvasti
[52]. Onsiis tutkimusndyttod siitd, ettd nopeat muutostilat solyja ympérdivédssd kaasuolo-
suhteissa muuttavat solyjen kayttdytymistd. Tdmén lmion takia on tarve tarkastella uusia
menetelmid tutkia solu- ja kudosviljelmid tiydellisen stabiileissa olosuhteissa, jotta voi-
daan simuloida kehon siséisid olosuhteita ja olla antamatta tutkimusolosuhteiden muutos-
ten vaikuttaa tutkimusdataan.
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3. FIBROBLASTIEN PROLIFERAATIOKOKEET
JA KUVA-ANALYYSI

Téamédn kandidaatintyon kokeellisessa osuudessa testattin Tampereen teknillisen yliopis-
ton Micro- and Nanosystems tutkimusryhmissd kehitetyn uuden hypoksiakammiosovel-
luksen, MiiHypoxy -—soluviljelylaitteiston, toimivuus seuraamalla hiiren alkion fib-
roblastien proliferaatiota kammiossa. Kéaytdnnon kokeiden tarkoituksena oli osoittaa, ettd
hypoksia syntyy kammiossa olevaan solukaivoon. Hypoksia osoitettiin solujen prolife-
raatiomuutoksilla 1 % 0,, 5 % 0, ja 19 % O,atmosfidreissd. Fiksattujen atmosfidrien
lisdksi pidettiin referenssikaivoja inkubaattorissa, joka happikonsentraatio on 19,9 % O,.
Proliferaation muutokset méddritettiin tutkittavien soluyjen proliferaatiokédyrédstd, joka teh-
tin mikroskooppikuvista kuva-analyysin kemoin. Koe koostui neljan pdivin solukasva-
tusjaksosta, jossa seurattin solujen kasvua mikroskopoimalla hypoksiakammioita 24 tun-
nin vilein. Tulosten varmistamiseksi koe toistettiin uudemman kerran.

3.1 Tutkimuslaitteisto ja valineisto

Téssd osiossa on esitelty tutkimuslaitteisto ja vilineet, joita on kéytetty kokeiden suorit-
tamiseksi. Osiosta on jdtetty pois soluviljelyssid kaytetyt materiaalit, jotka Ioytyy tarvitta-
essa ThermoFischerin soluviljelyoppaasta [41].

Kokeissa kiaytettin MiniHypoxy-laitteistoa, jonka avulla soluja voi kasvattaa kontrol-
loiduissa olosuhteissa. MmniHypoxy on likuteltava solukasvatusalusta, joka sisdltid so-
luille tarkedt Empdtilan ja atmosfidrin kontrolloimismahdollisuudet. Kuvassa 2 on esi-
tetty laitteisto ja sen komponentit.
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1. Lampolevy 5. Kaasupullot 9. Kansirengas
2. Kaasunjakolaatikko 6. Lampolevyn kontrolleri 10. Kansi

3. Auki/kiinni venttiilit 7. Virtalahde/akku 11. Kaivorakenne
4. Kaasun valintaventtiili 8. Kammion hattu 12. Lasilevy

Kuva 2. MiniHypoxy-soluviljelylaitteisto

Kuvassa 2 on solukasvatuslaitteisto, jota sovellettiin kokeissa. Kaasunjakolaatikko (2) ra-
jaa kaasunvirtauksen 5 ml/min ja jakaa kaasun tasaisesti kuudelle kammiolle. Kaasu oh-
jattin kolmesta erillisestd kaasupullosta solukammioille. Kuvassa 2 nikyy osista 8-12
koostuva solukasvatuskammio, jossa kaivorakenteeseen laitetaan tutkittavat solut kasva-
maan ja ne suljetaan kannella (10), joka tiivistetddn kansirenkaalla (9). Tdmén jilkeen
kaivorakenteen ja kannen piille asetetaan kammion hattu (8), joka sulkee kammion il-
matilan huoneilmasta. Kuvassa 3 nidhdddn, kumka kaasut tuodaan kammioon kaasunja-
kolaatikon avulla.
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Kuva 3. Hypoksiakammiot kaasunjakolaatikossa limpolevyn pdcdlli

Kaasunjakolaatikko eli hypoksialaatikko suljetaan kannella, jotta Iimpdlevyn tuottama
lampd pysyy tasaisena laatikon sisdlld. Lisdksi Epindkyvdn laatikon ikkunan piille ase-
tettin musta valonséteet estidva kansilevy. Solukasvatuslaitteiston liséksi tutkimuksessa
solyjen kuvaamiseen kaytettin Zeissin Observer Z1 -mikroskooppia.

3.2 Koejarjestelyt, esivalmistelut ja muutokset soluviljelylait-
teistoon

Kokeita varten valmistettiin kaivorakenteita kahdeksan kappaletta. Samankaltaisia kaivo-
rakenteita on kéaytetty akaisemmassa tutkimuksessa [53]. Kaivorakenteita tehtiin vala-
malla valmistettua PDMS-luosta muottiin, joka paistettiin 60 °C asteessa 10 tunnin ajan.
Valmistetut PDMS-rakenteet litettiin lasilevyjen péélle ja desinfioitiin 70 % etanolilla ja
laitettiin 30 minuutiksi UV-lampun alle, jotta kaikki epdpuhtaudet ja elivit organismit
saadaan poistettua kaivosta ennen solyjen lisddmista.

Solukokeissa kuvassa 2 esitettyd laitteistoa muokattiin siten, ettd kaasunjakolaatikkoon
tuotin yhden kaasun sijaan 3 eri kaasua. Yksi kaasuista kulki laatikon kautta kahdelle
littimelle ja kaksi muuta tuotin hypoksialaatikon kahdesta seinéin lipiviennistd laatikon
sisille. Namn ollen hypoksialaatikkoon saatiin kolmelle rinnakkaiselle hypoksiakaivolle
happiatmosfidrit 1 % O,, 5% 0, ja 19% O,. Muita muutoksia soluviljelylaitteistolle ei
tehty.
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3.3 Fibroblastien viljeleminen hypoksiakammioissa ja kuvaa-
minen mikroskoopilla

Kokeellinen osuus voidaan jakaa kahteen vaiheeseen. Soluvilelmédn aloittaminen ja hy-
poksian asettaminen kasvatuskaivoihin ja soluproliferaation seuraaminen mikroskoopilla.

Kokeet aloitettiin siirrostamalla hiren alkion fibroblasteja (mEF) kasvatusmaljasta 50 ml
falcon-putkeen. Kyseiset hiren alkion fibroblastit olivat olleet hetken aikaan kéytossé
muissa tutkimuksissa ja niden jakaantumisluku oli noin 20 luokkaa. Solujen siirrostami-
nen aloitettiin valmistelemalla tarvittavat luokset: PBS, trypsiini ja kasvatus medium
lammittimalld ne 37 °C lampoétilaan. Inkubaattorista otettu T25-kasvatusastiasta imettiin
vanha medium pois ja solyjen peittimi kasvatusastian pohja huuhdeltiin PBS -pesuluok-
koitus on irrottaa kasvatusmaljassa tiukkaan istuvat solut irti astian semndmdstd. Trypsii-
nilisiyksen jidlkeen kasvatusmaljaa mkuboitiin neljd minuuttia inkubaattorissa. Tryp-
smomnin jdlkeen varmistettiin mikroskopoimalla, ettd solut ovat pyoristyneet ja irronneet
kasvatusmaljan semdmistd. Seuraavaksi trypsiinin vaikutus pysédytettiin lisddmalld kas-
vatusmaljaan 4,6 ml tuoretta kasvatusmediumia ja ndin saatu solususpensio siirrettiin 50
ml falcon-putkeen.

Solususpensiota sekoitettiin pipetoimalla siti edestakaisin mittapipetilld, jotta suspensio
olisi mahdollisimman tasalaatuinen solulaskentaa varten. Sekoitetusta suspensiosta otet-
tin 2 x 10 yl ndyte Burker-solulaskentakammioihin. Solulaskennan perusteella mediumia
liséttiin siten, ettd ensimméiisessd koesarjassa solya oli 300 000 ja 150 000 solua millilit-
rassa mediumia rinnakkaisina kasvatuskaivoina. Toisessa mittaussarjassa tehtiin taas
200 000 solua millilitrassa sisdltivd solususpensio. Tamén jdlkeen solususpensiosta jaet-
tin 1 ml suspensiota solukasvatuskaivoa kohden. Kuvassa 4 on esitetty esimerkkikuva
solususpensiota sisdltivéstd kaivorakenteesta.
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Kuva 4. Hypoksiakammio koostuu lasikannesta, solukaivosta ja kammion sulke-
vasta hatusta. Kuvan solukaivoon on lisdtty 1 ml solususpensiota.

Solususpensiolla tiytetyt kaivot suljettiin lasikannella ja laitettiin inkubaattoriin kahdeksi
tunniksi, jotta solut kimnittyisivit solukaivon pohjan lasilevylle. Kun solut olivat kimnnit-
tyneet lasilevyille, kaikki kaivot kuvattiin ja ndin saatin aloituspiste soluyjen proliferaa-
tiokdyrille. Mikroskooppikuvien ottamisen jilkeen solukasvatuskaivot suljettiin kam-
miohatuilla ja asetettin omiin méériteltyihin olosuhteisiin. Hypoksiakammioita oli mo-
lemmissa kokeissa kahdeksan kappaletta. Rinnakkaisia kammioita kasvatettiin 1 % O,, 5
% 0,,19 % 0, ja inkubaattorin 19,9 0, % happiatmosfidreissd. Liséksi kussakin kaa-
supullossa oli 5 % COz ja jéljelle jddvd osuus kaasupulloissa oli typped. Inkubaattori
kéytti suodatettua huoneilmaa, jonka hilidioksidin osuus oli sdddetty arvoon 5 %. Tdmén
jalkeen soluja pidettiin kytkettyind kontrolloituihin kaasuthin neljin pdivin ajan ja kuvat-
tin 24 tunnin vélein.

Solyjen proliferaatiota seurattiin ottamalla Zeissin Observer Z1 - kéddnteismikroskooppiin
litetylldi Axiocam 702 mono kameramoduulilla kuvia hypoksiakammioista sdannolli-
sesti. Kuvat otettiin irrottamalla kaasuletku hypoksiakammiosta ja kammio siirrettiin ko-
konaisuudessaan mikroskoopin automatisoidun ristisiirtop0ydidn péille. Ensimméiiselld
kuvauskerralla mikroskoopin kuvausohjelmaan tallennettu kuvausprotokolla kohdistet-
tin siten, ettd protokolla kuvaa koko kaivon. Mikroskooppiin asetettu kuvausprotoko lla
asetettin kuvaamaan nelinkertaisella suurennoksella yhteensd 96 pientd kuvaa. Joka ku-
van vilissd mikroskooppi siirtdd kaivoa mikroskoopin linssin pédlld ristisiirtopdydén
avulla ottaen kuvia kammiosta siten, etti 96 osakuvasta muodostuu kuvamatriisi, joka
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kattaa koko kammion. Kuvat tallennettiin analysointia varten ja protokolla tallennettiin
ensimmiiselld kerralla jokaiselle kammiolle, jolloin kaikkien hypoksiakammiot aikapis-
teiden kuvaaminen tehtin samalla protokollalla. Tdméd mahdollisti sen, ettd kammiot oli-
vat samalla tavalla kohdistettu kuvamatriisiin ja nopeutti siten kuvaamisprosessia.

3.4 Kuva-analyysi

Soluviljelykokeiden tuloksena on jokaisesta kammiosta neljd aikapistevalokuvaa, joista
yksittdisen valokuvan koko on nom 500 Mb. Kaikki mikroskooppikuvat jilkiprosessoi-
tin kuvien laadun parantamiseksi ja lopulta analysoitiin proliferaation méérittdmiseksi.

Téssd luvussa on esitetty kuva-analyysin vaiheet pddpiirteittdin. Kuvien prosessointipa-
rameterit, solulaskurin toimintaperiaate ja matlab-skriptin laskentaparametrit selvid vt
tdssd luvussa.

3.4.1 Kuvien esikasittely proliferaatioanalyysia varten

Kuvat kisiteltiin Zeiss:n omalla mikroskooppikuvien késittelyyn tarkoitetulla ZEN 2 lite
-ohjelmalla. Koska mikroskoopilla otetun kuvamatriisin yksittdiset kuvat menividt osittain
paillekkdin toistensa kanssa, yhdistettiin kaikki 96 erillistdi kuvaa ZEN:n avulla yhte-
ndiseksi kuvaksi, jossa kuvien rajat poistettu. Kuvien rajojen poistaminen onnistui siten,
ettd mikroskoopilla otettuyjen kuvien reunat olivat 10 % toistensa pédlld, jolloin ZEN -
ohjelman tyOkaluilla paéllekkdiset alueet onnistuttiin automaattisesti yhtendistimaan.
Néin 96 kuvan mosaiikilta ndyttivd matriisi muuttui yhtendiseksi kuvaksi. ZEN -ohjelman
avulla myOs poistettiin epdtasaisen valaistuksen aiheuttamat varjot kuvamaalla ensin tiy-
sin tyhja kaivo, jonka varjoista ZEN muodosti varjomaskin. Varjomaskin avulla ZEN
suodatti kuvausolosuhteista johtuvan varjon hypoksiakammioiden kuvista ja teki solujen
histogrammista homogeenisemmin, mikd on tirked yksityiskohta myohemmin esiteltd-
vin kuva-analyysin kannalta.

Solyjen proliferaation méérittimiseksi toteutin Matlab-laskentaohjelmalla solujen pinta-
alaa ja midrdn arvioivan ohjelman. Ohjelma madrittdd ensimméisestd aikapisteestd solu-
jen midran. Ensimméisessd aikapisteessd hiren alkion fibroblastit ovat pydristyneitd ja
usein erossa toisistaan, jolloin ohjelman parametreja muuttamalla on mahdollista tunnis-
taa yksittdiset solut soluyjen koon perusteella. Jokaisesta kuvasta mééritetddn solujen peit-
tdimd pinta-ala, jonka avulla arvioidaan solyjen proliferaatiota. Solujen jakautuessa solut
tayttdvit solukasvatuskaivon pohjaa, jolloin pinta-ala indikoi solujen nopeutta jakautua
ja levittdytyd solukaivossa.
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3.4.2 Kuvien analysointi

Kuvien analysointiin kéaytettin tdssd kappaleessa esitettyd Matlab-skriptid. Ensim-
méiseksi koodi lukee kuvat kohdekansioista, jossa on yhden kammion kuvat eri aikapis-
teissd. Lisdksi litteessd esitetyssd ohjelmassa on alustettu myds muuttuja names, joka
sisdltdd kaikki kohdekansion kuvat. Kuvat ovat kuvan 2 mukaisia ja tissi versiossa names
-muuttuja on tarkoitettu kasittdmiddn vain yhden mittaussarjan kuvat. Alat on muuttuja,
johon ohjelma tallentaa jokaisen kuvan solujen peittdimén alan sekd pmta-alat-muuttujan,
joka tallentaa muuttujaan jokaisen kuvan solyjen peittimidn pinta-alan. Ohjelma lukee
kohdekansiosta kuvat ja nykyisessd muodossaan ohjelmaan syotettdvien kuva kansioiden
on oltava sellaisia, ettd kansio sisdltdd yhden yksittiisen hypoksiakammion kaikkien ai-
kapisteiden kuvat nuorimmasta kuvasta vanhimpaan.

3.4.3 Kuvan muuttaminen matriisiksija kuvan varianssisuoda-
tus

Kuvien kursimisen jilkeen ohjelma luo matriisin I, jossa kuva muuttuu kokoisekseen mat-
riisiksi. Jokaisen matriisin luku kuvaa pikselin arvoa kyseisessd kohdassa. [ matriisin poh-
jalta ohjelma luo maskin, joka on binddrinen matriisi. Maskin arvoa voi sddtdd, mutta
tdssd versiossa maskin yksittdinen luku sdilyttdd arvon 1, kun matriisin [ vastaava luku
on suurempi kum 7000. Timd luku on saatu kokeilemalla sopivia arvoja ZEN-mikro-
skooppi ohjelmassa ja osoittautui, ettd solut saavat harmaasdvykuvassa noin arvon 8000.
Néin saadaan maskin avulla suodatettua kuvasta pois tausta. Toistaiseksi yldarvoa ei ole
tarvinnut madrittdd, silld solut ovat kirkkaimpia pikseleitd harmaasidvykuvassa.

Kuvan  késittelemiseen ~ kédytetdin  varianssisuodatusta,  jolloin ~ komennolla
stdfilt(I,ones(9)) suodattaa kuvan siten, ettd funktio vertaa alkuperdisen kuvan 9x9 aluee-
seen ja madrittdd sen mukaan output kuvan (J) pikselin arvon varianssin avulla. Matlab-
koodi on saatavilla litteestd A. Varianssisuodatus poistaa kuvasta rakeet ja yksittdiset eri
variset pikselit ja siten parantavat ohjelman laskeman pmta-alan arviota.
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Kuva 5. Mikroskooppikuva varianssisuodatuksen jéilkeen mustavalkoisena

3.4.4 Soluproliferaation maarittaminen varianssisuodatetusta
kuvasta

Kuvasta 5 voidaan nihdi, ettd kuvassa on vield paljon kohinaa ja taustasta jddneitd pis-
teitd, jotka tdytyy saada poistettua varianssisuodatetusta kuvasta. Solujen keskiarvoinen
koko on noin 300 pikselid, jolloin solun koon alarajaksi on valittu 150 pikselin aluaraja.
Ensimméiiseksi varianssisuodatetun kuvan jilkeen kuvasta poistetaan alueet, jotka ovat
pienempid kuin 150 pikselid. Tamédn jilkeen kuvaa suodatetaan muutamin komennoin,
kunnes rivilld 57 komennolla solut = cBW.*~maski suodattaa harmaasdvykuvan mukaan
tehdyn maskin avulla kuvasta alueet pois, joissa soluja ei ole. Tamén jilkeen soluyjen peit-
timi pinta-ala tallennetaan pintaAla(t)-muuttyjaan, johon tallentuu jokaisen ohjelman ka-
sittelemd kuvan arvo. Lopulliset ohjelman tuottamat kuvat esitetdén Tulokset -luvussa.
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Solulaskuri laskee jokaisen hypoksiakammionkuvasarjan ensimmédisestd kuvasta solujen
lukuméédrdn. Lukumédrd lasketaan kahdessa vaiheessa. Ensimméisend lasketaan yksittdi-
set solut. Yksittdiset solut lasketaan suodattamalla bwareafiltterin avulla yksittdiset solut
haarukoimalla 70-700 pikselin yhtendiset alueet ja laskemalla niden lukuméarat.

Soluja esintyy kuitenkin myos toisiinsa littyneind, joten 700 pikselid suuremmat alueet
ovat yhteen littyneitd soluja, joiden yhteispinta-ala lasketaan ja pinta-ala jaetaan yksit-
tdisten soluyjen keskiarvolla, jotta saadaan arvio solulauttojen sisdltimien solyjen mia-
rastd. Yksittdisten soluyjen keskiarvo on méiéritetty aikaisemmassa osiossa, jossa kaikista
filtterin tunnistamista yksittdisisti soluista on otettu keskiarvo. Yksittdiset solut ja solu-
massasta arvioidut solumiddrdt summataan yhteen ja tallennetaan solut yhteensd-muuttu-
jaan. Ndin saadaan ensimmiisen hypoksiakammion solumddrd talteen proliferaatiokédyrid
varten.
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4. TULOKSET

Téssd kohdassa on esitetty molemmista koesarjoista otettujen mikroskooppikuvien jélki-
prosessoinnin tulokset. Kuvat analysoitiin Matlab:lla toteutetulla solulaskurilla ja tu-
lokseksi saatiin solujen proliferaatiota kuvaavat pinta-ala arvot.

4.1 Ensimmainen hypoksiakoesarja

Mikroskoopilla otetusta kuva-aineistosta on esitetty otos 1 % O2, 5 % Oz ja 19 % Oz
happikonsentraatiossa kasvatetuissa kammioissa neljdssd eri aikapisteessd kuvassa 7.

Conditions 01 % 02 Timepoint 1 Conditions 01 % 02 Timepoint 2 Conditions 01 % O2 Timepoint 3 Conditions 01 % OZ Timepolnt 4

Conditions 05 % 02 Timepoint 1 Conditions 05 % 02 Timepoint 2 Conditions 05 % 02 Timepoint 3 Conditions 05 % 02 Timepoint 4

Conditions 19 % 02 Timepoint 1 Conditions 19 % 02 Timepoint 2 Conditions 19 % 02 Timepoint 3 Conditions 19 % 02 Timepoint 4

Kuva 6. Mikroskoopilla otetut esikdsitellyt kuvat 1. koesarjan 1. hypoksiakammiot
300 000 solulla

Kuvasta 6 nihddén raaka-aineisto kuva-analyysille. Kokeellisessa osuudessa mikroskoo-
pilla kuvatut valokuvat késiteltiin Matlab-skriptilld, jolloin tulokseksi saatin mustaval-
komen bmddrimatriisi. Muista koesarjoista ei ole esitettynd endd raakakuvaa vaan Matlab

-skriptilli luwodut mustavalkokuvat. Bmddrimatriisi analysoitiin luvussa 3.4 Kuva-ana-
lyysi esitetyn metodin avulla, jolloin solyjen proliferaatiolle saatin numeerinen arvio.
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Conaition U1 % 2 Timapoint 1 Gonarion 01 % OZ 1IMopoINt 2 Conaition U1 % UZ 1Imepoint 3 Gonaition 01 % OZ 11mepoint 4

Condition 05 % O2 Timepoint 1 Condition 05 % 02 Timepoint 2 Condition 05 % 02 Timepoint 3

Condition 19 % 02 Timepoint 1 Condition 19 % O2 Timepoint 2 Condition 19 % O2 Timepoint 4

Kuva 7. 1. koesarjan HI. hypoksiakammioiden proliferaatio eri aikapisteissd
300 000 solulla

Ensimmiisen kokeen hypoksiakammiot H1 on esitetty kuvassa 7. Kuvassa 7 on esitetty
1% 0,, 5% 0, ja 19 % O, happikonsentraatiossa kasvatetut kammiot 4 eri aikapisteessé.

Condition U1 % UZ Timepoint 1 Gonaition 01 % OZ Timepoint 2 Conaition 01 % OZ Timepoint 3 Gonaition 01 % OZ Timepoint 4

Condition 05 % 02 Timepoint 1 Condition 05 % O2 Timepaint 2

Condition 19 % 02 Timepoint 1 19 % 02 Timepoint 2
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Kuva 8. 1. koesarjan H2. hypoksiakammioiden proliferaatio eri aikapisteissd
150 000 solulla

Ensimmiisen kokeen hypoksiakammiot H2 on esitetty kuvassa 8. Kuvassa 8 on esitetty

1% 0,, 5% 0, ja 19 % O, happikonsentraatioon asetetut kammiot neljdssd eri akapis-
teessd. Kuvat 7 ja 8 esittdvit rinnakkaisten hypoksiakammioiden soluproliferaatiota.

4.2 Toinenhypoksiakoesarja

Toisen soluviljely koesarjan rinnakkaisten hypoksiakammioiden analyysikuvat eri olo-
suhteissa kasvatetuissa hypoksiakammioista on esitetty tdssd kappaleessa.

Condition 01 % O2 Timepoint 1 Condition 01 % O2 Timepoint 2

Condition 01 % 02 Timepoint 3

Condition 05 % O2 Timepoint 1 Condition 05 % O2 Timepoint 2

Condition 19 % O i Condition 19 % 02 Timepoint 2

19 % O2 Timepoint 3

Condition incubator reference Timepoint 1 Condition incubator reference Timepoint 2 Condition incubator reference Timepoint 3

Kuva 9. 2. koesarjan HI. hypoksiakammioiden proliferaatio eri aikapisteissd 200
000 solulla

Toisen kokeen hypoksiakammiot HI1 on esitetty kuvassa 9. Kuvasta 9 on esitetty 1 % O,,
5% 0, ja 19 % O, happikonsentraatioon asetetut kammiot neljissé eri aikapisteessa.
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Condition 01 % OZ Timepoint 1 Condition 01 % O2 Timepoint 2 Condition 01 % OZ Timepoint 3

Condition 05 % O2 Timepoint 2

Condition 19 % 02 Timepoint 1 Condition 19 % 02 Timepoint 2

Condition incubator reference Timepoint 1 Condition incubator reference Timepoint 2 Condition incubator reference Timepoint 3

Kuva 10. 2. koesarjan H2. hypoksiakammioiden proliferaatio eri aikapisteissd 200
000 solulla

Toisen kokeen hypoksiakammiot H2 on esitetty kuvassa 10. Kuvasta 10 on esitetty 1 %
0,,5 % 0, ja 19 % O, happikonsentraatioon asetetut kammiot neljdssd eri aikapisteessa.

4.3 Fibroblastien proliferaatiokayrat

Kuvaajiin 12 -14 on piirretty proliferaatiokdyrit soluyjen peittdmén pinta-alan perusteella.
Proliferaatiokdyrdt on laadittu vertaamalla yksittdisen kammion muita aikapisteitd ensim-
mdiseen aikapisteeseen suhteellisen kasvun méadrittimiseksi seuraavan kaavan mukai-
sesti:

Pinta—ala(n)
Pinta —ala(1)

Suhteellinen kasvu = [5.1]

jossa Pinta-ala(n) on kyseisen aikapisteen solujen peittdmid pinta-ala ja Pinta-ala(1) on
ensimmiisen pisteen pinta-ala.
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Suhteellinen kasvu
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Aikapisteet
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Kuva 11. Koesarja 1 hypoksiakammiot HI: Solujen suhteellinen kasvu aikapisteiden
Sfunktiona 300 000 solulla

Kuvaan 11 on pirretty ensimmdisen koesarjan hypoksiakammioiden HI1 soluyjen suhteel-
lista kasvua kuvaava proliferaatiokdyrd kullekin kammiolle ja sitd ndhddén, ettd 5 % O,
proliferoituu konfluenttiin 1 % O, ja 19 % O, olosuhteissa kasvaneita soluja nopeammin.
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Kuva 12. Koesarja 1 hypoksiakammiot H2: Solujen suhteellinen kasvu aikapisteiden
Sfunktiona 150 000 solulla

Kuvassa 12 on esitetty ensimmdisen koesarjan rinnakkaiskammioiden H2 solujen suh-
teellista kasvua kuvaava proliferaatiokdyrd kullekin kammiolle. 5 % O, kasvaneet solut
ndyttdvit kasvavan tdssd koesarjassa hieman muita olosuhteita paremmin. Taulukossa 3
on esitetty Matlab-skriptin avulla lasketut solyjen peittdmét pinta-alat hypoksiakammi-
oissa eri aikapisteissa.



29

Suhteellinen kasvu
w

1 2 3
Aikapisteet
e H1: 1%02 e H1 : 5%02 H1:19%02 ey H1: |nkubaattori
=d@le H2:1% 02 H2:5 % 02 e=d@le H2:19% 02 H2:Inkubaattori

Kuva 13. Koesarja 2 hypoksiakammiot HI ja H2: Solujen suhteellinen kasvu aika-
pisteiden funktiona 200 000 solulla

Kuvaan 13 on piirretty toisen koesarjan hypoksiakammiot H1 ja H2 solujen suhteellista
kasvua kuvaava proliferaatiokédyrdt kullekin kammiolle ja sitd ndhdddn, ettd 1 % O, pro-
liferoituu konfluenttiin nopeammin kuin 5 % O,, 19 % O,-olosuhteissa ja inkubaattori-
olosuhteissa kasvaneita solyja nopeammin. Kuvasta 13 ndhdadn myds, ettd 19 % O, pro-
liferoituu konfluenttiin nopeammin kumn 1 % O,, 5% O, -olosuhteissa ja inkubaattoriolo-
suhteissa kasvaneita soluja nopeammin.

Toisessa koesarjassa oli ongelmia ensimméiisten rinnakkaishypoksiakammioiden mikro-
skooppikuvantamisen ja kuva-analyysin kanssa. Vaikka kuvan 10 kuvamatriisista ndh-
déén, ettd 1 % O2 konsentraation kolmas aikapiste ndyttdd harvaan kasvaneelta, nin to-
dellisuudessa kammio on tiyteen kasvanut ja mikroskoopin tarkennus eiole oikeassa ta-
sossa vaan solumassa on sekoittunut osittain pikseleiden intensiteettien osalta taustan
kanssa ja siksi analyysi eianna oikeanlaista informaatiota 1% O2kammion osalta. Tamén
takia toisen koesarjan 1 rinnakkaishypoksiakammioiden arvoista ei voi tehdd keskindisté
vertailua.
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5. TULOSTEN TARKASTELU

Tulosten tarkastelussa arvioidaan koesarjojen 1ja2 antamia tuloksia. Esille tuodaan poik-
keamia mahdollisesti aiheuttavat virhelihteet ja verrataan MiniHypoxy-solukasvatuslait-
teistoa markkinoilla jo oleviin vastaavaan tarkoitukseen kaytettdviin laitteistoihin ja me-
netelmiin.

5.1 Koesarjojen tulosten arviointi

Ensimméisessé koesarjassa asetettin kasvamaan 300 000 solua kammiota kohden ja
150 000 solua kammiota kohden siten, ettd mitattavana oli kaksi toisilleen rinnakkaista
soluviljelykaivosettid. Poikkeavat ldhtotilanteet ndkyvdt ensimmidisen koesarjat kokoa-
vissa kuvista 8 ja 9, missd etenkin rinnakkaisten kammioiden erot huomataan aikapis-
teessd kolme. Sama huomataan vertailemalla kuvien 11 ja 12 kasvukayrid, ettéd lahtotilan-
teessa enemmin solyja sisdltdvit kammiot saavuttivat nopeammin konfluentin, ja siten
pienemmin méidrdn soluja sisdltivdat kammiot saavuttivat suuremman kasvunopeuden.
Téaméd johtuu, siitd ettd soluilla on enemmén tilaa jakautua ja voivat pidemmin aikaa py-
syd eksponentiaalisen kasvun vaiheessa, ennen kuin tilan ja ravinnon puute alkavat hi-
dastaa solyjen jakautumista. Ensimméiiselld kokeella ndhtiin my0s, ettd mikédli tahdotaan
tutkia solujen proliferaatiokdyrdd, on parempi kayttdd pienempidéd aloitussolumairaa.

Ensimméinen koesarja osoitti, ettd hiren alkion fibroblastit jakautuvat tehokkaimmin 5
% happikonsentraatiossa. Samankaltaisia tuloksia ovat myds muutkin tutkimukset osoit-
taneet. [2, 3, 45] Koesarjan mikroskoopilla otetut valokuvat ovat péddsdéntoisesti hyva-
laatuisia ja solyjen asettaminen solukaivoon oli onnistunut hyvin, silli solut olivat levit-
tdytyneet tasaisesti ympdri kaivoa. Solujen sijoittuminen viljdsti solukaivon pohjalle
mahdollistaa fibroblastien nopean proliferaation, kun solujen ei tarvitse migraation avulla
siirtyd tyhjille alueille. Yhteen littyneet solulautat myds hidastavat proliferaatiota sen ta-
kia, ettd soluilla ei tilan lisdksi ole nin paljon solukalvon pinta-alaa vastaanottaa ravin-
teita ympadrilld olevasta medumista. Tuloksista puuttuvat kuvat inkubaattorissa kasvate-
tuista, silld inkubaattoreissa kasvatetut ensimmiisen koesarjan hypoksiakammiot sisélsi-
vit pienid kontaminaatioita jo toisessa aikapisteessd, jolloin kammiot jouduttiin hylkda-
méiin tulostarkastelusta. Kontaminaatiot aiheutuivat todenndkoisimmin siitd, ettd solukai-
vot olivat avonaisia petrimaljoissa inkubaattoreissa ja saivat tilloin kontaminaation siir-
roissa inkubaattorista mikroskoopille ja takaisin.

Toisessa koesarjassa hypoksiakammioiden pohjalle asetettin kasvamaan 200 000 solua
ensimmidisen koesarjan antamien tulosten perusteella. 200 000 solun kdyttiminen perus-
teltiin, silld ettd kammion haluttiin kasvavan konfluenttiin neljin pédivin sisilli. Neljan
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pdivin aikaraja asettui kasvatuslaitteiston mukaan. Kéytetyt litran vetoiset kaasupullot
riittivit juuri neljaksi vuorokaudeksi Neljd pdivad oli myds raja sille, ettd solyja pystyttiin
kasvattamaan kasvatusmediumia vaihtamatta. Kuvissa 9 ja 10 esitetyistd hypoksiakam-
miokuvista ndhddin, ettd ensimméisestd koesarjasta poiketen aikapisteitd on neljdn sijjaan
kolme, silli solut kasvoivat konfluenttiin vastoin odotuksia jo kolmen péivin aikana.
Tami johtunee siitd, ettd toisessa koesarjassa oli kéytossd eri solut, joiden jakaantumis-
luku oli matalampi verrattuna ensimméiiseen koesarjaan. Kuvista 10 ja 11 ndhdddn, ettd
solut eivit ole levittiytyneet yhtd tasaisesti kaivojen pohjalle, vaan ovat takertuneet jo
ensimmiisessd aikapisteessd toisiinsa ja muodostavat ison solulautan keskelle kaivoja.
Poikkeamat koesarjojen kuvissa johtuvat siitd, ettd soluja oli viljelemissid eri henkilot,
jolloin kokemattomamman soluviljelijan harjaantumattomuus nidkyy koesarjan 2 hypok-
siakammioiden kuvakollaaseissa.

Toisen koesarjan tulokset poikkeavat hieman ensimmiisen koesarjan tuloksista. Tarkas-
telemalla kuvan 13 kéyrid ndhddédn, ettd 5 % happikonsentraation sijaan 1 % happikon-
sentraatio ndyttdd olevan edullisempi soluyjen jakautumiselle. Sen sijaan pienelldi margi-
naalilla 5 % happikonsentraatio jai analyysin mukaan myds 19 % O,-olosuhdetta hei-
kommaksi. Syynid poikkeamaan voi olla epitasainen solujen pipetointi kaivoon, jolloin
eri olosuhteissa kasvatetut kammiot eivdt ole tdysin samoissa lihtokohdissa proliferaatio-
kokeeseen.

Molemmat koesarjat kuitenkin néyttdvit, ettd proliferaatio on tehokkaampaa alemmissa
happikonsentraatiossa. Tulos tdyttdd tdmédn tyon hypoteesin, jonka mukaan matalat hap-
pikonsentraatiot kithdyttdvat hiren alkion fibroblastien solujakautumista. Toisaalta koe
myds osoitti myds sen, ettd tutkimuksessa kiaytetty MiniHypoxy-soluviljelylaitteisto ky-
kenee luomaan erilaiset atmosfidrit hypoksiakammioiden vilille ja atmosfiérien erot saa-
tin nikyviin solukasvatusten vililla.

5.2 Virhelahteita

Yksinkertaisesta koejdrjestelystd huolimatta on niissd kokeissa useita eri virhelihteita.
Useampaan kertaan esille tuotu solyjen pipetointi kaivoihin vaikuttaa suurelta kuva-ana-
lyysiin vaikuttavalta tekydltd. Tétd virhelihdettd voidaan kuitenkin hallita kehittimalla
hyvét tyoskentelymenetelmit solulaboratoriotydskentelyyn. Samalla keinolla voidaan
my0s poistaa ongelmia solukasvatuksessa aiheutuneet kontaminaatiot. Mikroskooppi-
tyoskentely aiheutti hieman variaatioita mikroskooppikuviin. Mikroskoopin toimiessa
sarjakuvaustilassa, mikroskoopin ristisiirtopoytd siirtyy nopeasti kuvien vililld. Talloin
pienet tiarndt ja likkeet mikroskoopin alustassa saattoivat vaikuttaa kuvanlaatuun ja sitd
kautta kuva-analyysin tuloksiin.
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Kuva-analyysissd kéytettdvdd Matlab-skriptid piti optimoida paljon, jotta se tunnistaisi
solut mikroskooppikuvasta. Koska solujen tunnistaminen perustuu solujen histogram-
miin, ovat muutokset kuvanpikselien mtensiteetissd kriittisid kuva-analyysityokalun kan-
nalta. Nimn ollen poikkeava valaistus tai eri kuvausprotokolla voi hévittdd esimerkiksi
kuvissa 8 ja 9 esitetyissd analyysikuvista informaatiota, sild solujen mtensiteetti huipun
siirtyessd  histogrammissa, kuva-analyysi edelleen suodattaa saman kohdan histogram-
mista analyysikuvaan. Kuvissa 9 ja 10 nikyvissd toisen koesarjan 3. aikapisteen kuvissa
nakyy hypoksiakammion halki kulkeva toistuva varjokuvio, mikd vittaa silhen, ettd so-
lukuvauksessa on tapahtunut jokin virhe. Todenndkoisesti ZEN-ohjelman kuvien yhdis-
timistoiminnon asetuksissa on tapahtunut jokin muutos, mikd on “polttanut” mikro-
skooppikuvaan toistuvan jilien. Néin ollen Matlab-skriptissd on vield kehitettdvdd, jos
kuvausolosuhteita ja kuvan laadullisia ominaisuuksia ei pystytd pitimédén samanlaisina.
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6. YHTEENVETO

Téssd tyossd tutkittiin uuden hypoksiasoluviljelymenetelmén kykyd luoda hiren alkion
fibroblasteille eri vihdhappisia olosuhteita ja osoittaa laitteiston toimivuus vertaamalla
tuloksia aiempien tutkimuksien tuloksiin. Tdméd osoitettiin tekemilld selvitys aiemmista
hypoksiatutkimuksista ja kokeellinen osuus, jossa kasvatettin hiiren alkion fibroblasteja
eri happikonsentraatioissa. Kokeellisessa osuudessa tutkittiin solujen hyvinvointia siten,
ettd hyvinvoinnin mittarina kéytettiin soluyjen jakautumiskykyd eli proliferaatiota. Ko-
keellinen osuus sisdlsi soluyjen kasvattamisen, kuvaamisen mikroskoopilla ja kuva-ana-
lyysin solujen proliferaation méidrittdmiseksi. Tulokseksi saatiin, ettd vahdhappisissa olo-
suhteissa, joissa hiren alkion fibroblasteilla oli vain 1% O, tai 5% O, happea kéytossdan.
Tulos on linjassa kirjallisuudesta etsittyihin tietothin verrattuna, joita on kéyty lipi koh-
dassa 2 Teoreettinen tausta.

Tulos osoittaa, ettd huoneilman happiosuutta huomattavasti alhaisemmat happiolosuhteet
ovat soluille normaalimpia ja suotuisemmat solujen jakautumisen kannalta. Taméi tarkoit-
taa myOs sitd, ettd solut todella reagoivat ympérdivddn kaasuympéristoon. Ndin ollen tu-
levaisuuden solututkimuksessa on tirkedd ottaa huomioon, minkdlaisessa fysiologisessa
ymparistossd solut eldvdt ja pyrittdvd saattamaan tutkimusolosuhteet fysiologisia vastaa-
viksi. Néin voidaan varmistaa soluyjen oikeat reaktiot esimerkiksi lidkeameisiin tai sdite-
lytekyothin. Tamd luo tarpeen MiniHypoxy-solukasvatuslaitteiston Kkaltaisille laitte is-
toille, joiden avulla voi helposti tutkia soluja hypoksisissa olosuhteissa.

Tyosséd jéi useampi kehitysikkuna auki tulevaisuuden varalle. Kaksi koesarjaa on vield
vdhdn, kun yritetdén osoittaa laitteiston toimivuutta, joten kokeita olisi hyvd tehdd vield
lisdd ja todeta validointi suurempaan aineistoon perustuen. Toinen kehityssuunta on té-
médn tyon varjossa syntyneen kuva-analyysityokalun kehittdminen. Kuva-analyysin Iuo-
tettavuutta on vaikea arvioida ilman rinnakkaisia menetelmid. Kéaytdnnossd kuva-analyysi
antaa numeerisen arvon solyjen peittimille alueelle, mikd on parempi arvio solujen pro-
liferaatiosta kuin perinteisesti kéytetty silmdmidrdinen arvio. Nidin ollen niitd kokeita
varten valmistetun kuva-analyysin avulla voidaan soluyjen hyvinvointia seurata tarkem-
min ja ennen kaikkea dokumentoida vertailukelpoisesti.



34

LAHTEET

[1] A.E. Greijer, P.v.d. Groep, D. Kemming, A. Shvarts, G.L. Semenza, G.A. Meijjer,
Wiel, M A van de, J.A.M. Belien, P.J.v. Diest, E.v.d. Wall, Up-regulation of gene ex-
pression by hypoxia is mediated predominantly by hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1),
Journal of pathology, Vol 206, 2005, pp. 291. http//www.narcis.nl/publication/Recor-
dID/oaidspace.library.uu.nl:1874%2F21773.

[2] D.J. Manalo, A. Rowan, T. Lavoie, L. Natarajan, B.D. Kelly, S.Q. Ye, J.G.N. Gar-
cia, G.L. Semenza, Transcriptional regulation of vascular endothelial cell responses to
hypoxia by HIF-1, Blood, Vol. 105, Iss. 2, 2005, pp. 659-669.

[3] G.P. Elvidge, L. Glenny, R.J. Appelhoff, P.J. Ratcliffe, J. Ragoussis, J.M. Gleadle,
Concordant Regulation of Gene Expression by Hypoxia and 2-Oxoglutarate-dependent
Dioxygenase Inhibition, Journal of Biological Chemistry, Vol. 281, Iss. 22, 2006, pp.
15215-15226. http//www.jbc.org/content/281/22/15215.

[4] A. Carreau, B.E. Hafhy-Rahbi, A. Matejuk, C. Grillon, C.Kieda, Why is the partial
oxygen pressure of human tissues a crucial parameter? Small molecules and hypoxia,
Journal of Cellular and Molecular Medicine, Vol. 15, Iss. 6, 2011, pp. 1239-1253.
https//onlinelibrary. wiley.com/doi/abs/10.1111/5.1582-4934.2011.01258.x.

[5] S. Parrinello, E. Samper, A. Krtolica, J. Goldstein, S. Melov, J. Campisi, Oxygen
sensitivity severely limits the replicative lifespan of murine fibroblasts, Nature cell biol-
ogy, Vol 5, Iss. 8, 2003, pp. 741-747. https//www.ncbi.nlm.nih. gov/pmc/arti-
cles/PMC4940195/.

[6] R.C. Roach, Hypoxia, Kluwer, New York, 2001, .

[7] D.L. Nelson, D.L. Nelson, A.L. Lehninger, M.M. Cox, Lehninger principles of bio-
chemistry, W.H. Freeman, New York, 2008, .

[8] Hypoxia-Inducible Factors in Physiology and Medicine, in: Cell, 2012, pp. 399-408.

[9] H. Zhu, T. Jackson, H.F. Bunn, Detecting and responding to hypoxia, Nephrology,
dialysis, transplantation : official publication of the European Dialysis and Transplant

Association - European Renal Association, Vol. 17 Suppl 1, Iss. 90001, 2002, pp. 3-7.
http//www.ncbinlm.nih. gcov/pubmed/11812905.

[10] P. Michieli, Hypoxia, angiogenesis and cancer therapy: To breathe or not to
breathe? Cell Cycle, Vol 8, Iss. 20, 2009, pp. 3291-3296.
http//www.tandfonline.com/doi/abs/10.4161/cc.8.20.9741.

[11] A. Facciabene, X. Peng, 1.S. Hagemann, K. Balint, A. Barchetti L. Wang, P.A.
Gmotty, C.B. Gilks, P. Lal, L. Zhang, G. Coukos, Tumour hypoxia promotes tolerance
and angiogenesis via CCL28 and [T.sub.reg] cells, Nature, Vol 475, Iss. 7355, 2011,



35

pp. 226. http//search.ebscohost.com/login.aspx?di-
rect=true&db=ath& AN=62668966&site=ehost- live &scope=site.

[12] A. Krtolica, S. Parrinello, S. Melov, E. Samper, J. Campisi, J. Goldstein, Oxygen
sensitivity severely limits the replicative lifespan of murine fibroblasts, Nature Cell Bi-
ology, Vol 5, Iss. 8, 2003, pp. 741-747. http//dx.doi.org/10.1038/ncb1024.

[13] A.C. Guyton, J.E. Hall, Textbook of Medical Physiology, Elsevier Saunders, .

[14] J. Dings, J. Meixensberger, A. Jager, K. Roosen, Clinical experience with 118
brain tissue oxygen partial pressure catheter probes, Neurosurgery, Vol 43, Iss. 5, 1998,
pp. 1082-1095.

[15] W.E. Hoffman, F.T. Charbel, G. Edelman, Brain tissue oxygen, carbon dioxide,
and pH in neurosurgical patients at risk for ischemia, Anesthesia and Analgesia, Vol
82, Iss. 3, 1996, pp. 582-586.

[16] J. Meixensberger, J. Dings, H. Kuhnigk, K. Roosen, Studies of tissue PO2 in nor-
mal and pathological human brain cortex, Acta Neurochirurgica. Supplementum, Vol
59, 1993, pp. 58-63.

[17] F. Assad, R. Schultheiss, E. Leniger-Follert, R. Wiillenweber, Measurement of Lo-
cal Oxygen Partial Pressure (PO2) of the Brain Cortex in Cases of Brain Tumors, in:
Anonymous (ed.), CNS Metastases Neurosurgery in the Aged, Springer, Berlin, Heidel-
berg, 1984, pp. 263-270.

[18] Q. Le, E. Chen, A. Salim, H. Cao, C.S. Kong, R. Whyte, J. Donington, W. Cannon,
H. Wakelee, R. Tibshirani, J.D. Mitchell, D. Richardson, K.J. O'Byrne, A.C. Koong,
A.J. Giaccia, An evaluation of tumor oxygenation and gene expression in patients with
early stage non-small cell lung cancers, Clinical Cancer Research: An Official Journal
of the American Association for Cancer Research, Vol 12, Iss. 5, 2006, pp. 1507-1514.

[19] W Wang, C P Winlove, C C Michel, Oxygen partial pressure in outer layers of skin
of human finger nail folds, The Journal of Physiology, Vol 549, Iss. 3, 2003, pp. 855-
863. http//jp.physoc.org/content/549/3/855.abstract.

[20] M. Miiller, E. Schindler, S. Roth, A. Schiirholz, M. Vollerthun, G. Hempelmann,
Effects of desflurane and isoflurane on intestinal tissue oxygen pressure during colorec-
tal surgery, Anaesthesia, Vol 57, Iss. 2, 2002, pp. 110-115.

[21] M. Miiller, R. Schiick, U. Erkens, J. Sticher, C. Haase, G. Hempelmann, [Effects of
lumbar peridural anesthesia on tissue pO2 of the large intestine in man], Anasthesiolo-
gie, Intensivmedizin, Notfallmedizin, Schmerztherapie: AINS, Vol 30, Iss. 2, 1995, pp.
108-110.

[22] M. Thermann, L. Jostarndt, F. Eberhard, H. Richter, W. Sass, [Oxygen supply of
the human small mntestine in mechanical ileus], Langenbecks Archiv Fur Chirurgie, Vol
363, Iss. 3, 1985, pp. 179-184.



36

[23] A.J. Brooks, J.S. Hammond, K. Girling, I.J. Beckingham, The effect of hepatic
vascular inflow occlusion on liver tissue pH, carbon dioxide, and oxygen partial pres-
sures: defining the optimal clamp/release regime for intermittent portal clamping, The
Journal of Surgical Research, Vol 141, Iss. 2, 2007, pp. 247-251.

[24] A.J. Brooks, J. Eastwood, I.J. Beckingham, K.J. Girling, Liver tissue partial pres-
sure of oxygen and carbon dioxide during partial hepatectomy, British Journal of An-
aesthesia, Vol. 92, Iss. 5, 2004, pp. 735-737.

[25] T.S. Leary, J.R. Klinck, G. Hayman, P. Friend, N.V. Jamieson, A.K. Gupta, Meas-
urement of liver tissue oxygenation after orthotopic liver transplantation using a mul-
tiparameter sensor. A pilot study, Anaesthesia, Vol 57, Iss. 11,2002, pp. 1128-1133.

[26] M. Miiller, W. Padberg, E. Schindler, J. Sticher, C. Osmer, S. Friemann, G.
Hempelmann, Renocortical tissue oxygen pressure measurements in patients undergo-
ing living donor kidney transplantation, Anesthesia and Analgesia, Vol 87, Iss. 2, 1998,
pp. 474-476.

[27] M. Brezis, S. Rosen, Hypoxia of the renal medulla--its implications for disease,
The New England Journal of Medicine, Vol. 332, Iss. 10, 1995, pp. 647-655.

[28] G.I. Beerthuizen, R.J. Goris, F.J. Kreuzer, Skeletal muscle Po2 during imminent
shock, Archives of emergency medicine, Vol 6, Iss. 3, 1989, pp. 172-182.
http//www.ncbinlm.nih. gov/pubmed/2675881.

[29] R.S. Richardson, S. Duteil, C. Wary, D.W. Wray, J. Hoff, P.G. Carlier, Human
skeletal muscle mtracellular oxygenation: the mmpact of ambient oxygen availability,
The Journal of Physiology, Vol 571, Iss. Pt 2, 2006, pp. 415-424.

[30] T. Kiaer, K.D. Kristensen, Intracompartmental pressure, PO2, PCO2 and blood
flow in the human skeletal muscle, Archives of Orthopaedic and Traumatic Surgery. Ar-
chiv Fur Orthopadische Und Unfall-Chirurgie, Vol 107, Iss. 2, 1988, pp. 114-116.

[31] D.G. Ikossi, M.M. Knudson, D.J. Morabito, M.J. Cohen, J.J. Wan, L. Khaw, C.J.
Stewart, C. Hemphill, G.T. Manley, Continuous muscle tissue oxygenation in critically

mjured patients: a prospective observational study, The Journal of Trauma, Vol. 61, Iss.
4, 2006, pp. 790.

[32] P. Boekstegers, R. Riessen, W. Seyde, Oxygen partial pressure distribution within
skeletal muscle: indicator of whole body oxygen delivery i patients? Advances in Ex-
perimental Medicine and Biology, Vol. 277, 1990, pp. 507-514.

[33] A.C. Bylund-Fellenius, P.M. Walker, A. Elander, S. Holm, J. Holm, T. Scherstén,
Energy metabolism in relation to oxygen partial pressure in human skeletal muscle dur-
ing exercise, The Biochemical Journal, Vol 200, Iss. 2, 1981, pp. 247-255.

[34] J.S. Harrison, P. Rameshwar, V. Chang, P. Bandari, Oxygen saturation in the bone
marrow of healthy volunteers, Blood, Vol 99, Iss. 1, 2002, pp. 394.



37

[35] Y. Ishikawa, T. Ito, Kinetics of hemopoietic stem cells in a hypoxic culture, Euro-
pean Journal of Haematology, Vol 40, Iss. 2, 1988, pp. 126-129.

[36] M.C. Simon, B. Keith, The role of oxygen availability in embryonic development
and stem cell function, Nature Reviews Molecular Cell Biology, Vol. 9, Iss. 4, 2008, pp.
285-296. https//www.nature.com/articles/nrm2354.

[37] Y. Yoshida, K. Takahashi, K. Okita, T. Ichisaka, S. Yamanaka, Hypoxia Enhances
the Generation of Induced Pluripotent Stem Cells, Cell Stem Cell, Vol. 5, Iss. 3, 2009,
pp. 237-241. http//www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1934590909003853.

[38] B. Alberts, A. Johnson, J. Lewis, M. Raff, K. Roberts, P. Walter, Fibroblasts and
Their Transformations: The Connective-Tissue Cell Family, Molecular Biology of the
Cell. 4th edition, 2002, https//www.ncbi.nlm.nih. gov/books/NBK26889/.

[39] L.X. Yin, K.M. Motz, 1. Samad, M. Duvvuri, M. Murphy, D. Ding, A.T. Hillel, Fi-
broblasts in Hypoxic Conditions Mimic Laryngotracheal Stenosis, Otolaryngology—
Head and Neck Surgery, Vol. 156, Iss. 5, 2017, pp. 886-892. http//jour-
nals.sagepub.com/doi/full/10.1177/0194599817697049.

[40] G.M. Cooper, Cell Proliferation in Development and Differentiation, The Cell: A
Molecular Approach. 2nd edition, 2000,
https//www.ncbi.nlm.nih. gov/books/NBK9906/.

[41] Fundamental Techniques i cell culture, Cell culture handbook, Sigma Aldrich,
https//www.sigmaaldrich.com/content/damysigma-aldrich/docs/Sigma-Aldrich/Gen-
eral Information/l/fundamental-technigues-in-cell-culture.pdf.

[42] R. Ananthakrishnan, A. Ehrlicher, The forces behind cell movement, International
journal of biological sciences, Vol. 3, Iss. 5, 2007, pp. 303.
http//www.ncbinlm.nih. gcov/pubmed/17589565.

[43] W.G. An, M. Kanekal, M. Simon, E. Maltepe, M.V. Blagosklonny, L.M. Neckers,
Stabilization of wild-type p53 by hypoxia-inducible factor 1a, Nature, Vol 392, Iss.
6674, 1998, pp. 405-408. https//www.nature.com/articles/32925.

[44] C.S. Dawes, H. Konig, C. Lin, Enzyme-immobilized hydrogels to create hypoxia
for in vitro cancer cell culture, Journal of Biotechnology, Vol. 248, 2017, pp. 25-34.
http//www.sciencedirect.convscience/article/pii/S0168165617301050.

[45] A.E. Greijer, P. van der Groep, D. Kemming, A. Shvarts, G.L. Semenza, G.A. Mei-
jer, van de Wiel, M A, J.a.M. Belien, P.J. van Diest, E. van der Wall, Up-regulation of
gene expression by hypoxia is mediated predominantly by hypoxia-inducible factor 1
(HIF-1), The Journal of Pathology, Vol. 206, Iss. 3, 2005, pp. 291-304.

[46] J. Lee, S. Bae, J. Jeong, S. Kim, K. Kim, Hypoxia-inducible factor (HIF-1)alpha:
its protein stability and biological functions, Experimental & Molecular Medicine, Vol
36, Iss. 1,2004, pp. 1-12.



38

[47] C.S. Dawes, H. Konig, C. Lin, Enzyme-immobilized hydrogels to create hypoxia
for in vitro cancer cell culture, Journal of Biotechnology, Vol. 248, 2017, pp. 25-34.
https//www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168165617301050.

[48] Petaka3G -&nbsp;Cell Management Device, http//www.medibena.at/life-sci-
ence/petaka-g3.html.

[49] Tri-gas CO2 Incubators, https//www.thermo fisher.com/us/en/home/li fe-sci-
ence/lab-equipment/co2- incubators/direct-heat-co2-incubators/tri- gas-co2- incuba-
tors.html.

[50] &nbsp;Precise Controlled Atmosphere Glove Boxes
by Labconco, https//www.terrauniversal.com/glove-boxes/precise-controlled-atmos-
phere-glove-boxes.php.

[51] Bel-Art™ SP Scienceware™ Techni-Dome™ 360 Glove Chamber,
https//www.belart.com/techni-dome-360-glove-box-chamber. html.

[52] H.E. Broxmeyer, H.A. O'Leary, X. Huang, C. Mantel, The importance of hypoxia
and extra physiologic oxygen shock/stress for collection and processing of stem and
progenitor cells to understand true physiology/pathology of these cells ex vivo, Current
Opmion in Hematology, Vol 22, Iss. 4, 2015, pp. 273-278.

[53] Kreutzer, J, YIA-Outinen, L, Kdrna, P, Kaarela, T, Mikkonen, J, Skottman, H, Narki-
lahti, S & Kallio, P, Structured PDMS chambers for enhanced human neuronal cell acti-
vity on MEA platforms, Journal of Bionic Engneering, Vol 9, Iss. 1, 2012, pp. 1-10.



39

LITE A: KUVA-ANALYYSISSA KAYTETTY MAT-
LAB-KOODI

o°

Skripti Zeiss-mikroskoopin kuvien/videon lukemiseen
Kohteena MEF -solut
08/07/2018

o©

o

PRESET SOLULASKURILLE

% Kaytdsséd oleva lukufunktio toimii ndin:

CzI-kuvien sijainti

vol = imreadBF (datname, zplanes, tframes, channel

p = 'D:\Hypoxia kuvat\2 EXP 1357\'; % esim. 'D:\Hypoxia ku-
vat\2 EXP 3 4 5p\' % Tahdn tulee tiedostopolku, jossa sijaitsee yh-
den/useamman kaivon mittaussarjan kuvat

oo

o©

o©

@]

$Mustavalkokuvien tallennuskansio

$folder = 'D:\Hypoxia kuvat\2 EXP 2468\BW 2468'; $esim. 'D:\Hy-
poxia kuvat\2 EXP 1 2 1p\BW images 1lp'

$normfolder = 'D:\Hypoxia kuvat\l EXP 1 2 1p\BW kuvat 1 2 3\harmaaku-
vat';

$nmbrlist:iin mittaussarjan ensimmdiset kuvat

$ E = [1 3];

% nmbrstr = string(E);

tp = 3 $testisarjan pituus

names = dir([p '*.czi'l);

Alat = [];
pinta _alat = [];
cnmbrlist = [];

for t = 1l:length(names)

name = names (t) .name;

$'Experiment-02-4-5p02-Stitching-12.czi';
$Experiment 01 2 102.czi

$Tiedoston kuvien stitchaaminen yhtendiseksi kuvaksi ja taustan
$poistaminen
r = bfGetReader ([p name]) ;
bfGetPlane(r, 1);
alikuva= I;
% I = bfGetPlane(r, 1, 1, 1, 20, 20);
\Y4 bfOpen3DVolume ([p name]) ;

H
I

5 I = [V{1,1}{1}];

or yi = 1:12

% Ix = [1;
= 1:8

% Ix = [Ix V{xi+8*(yi-1),1}{1}1;



I = [I; Ix];
% end
I = single(I);

40

% I on valokuva muutettuna kuvamatriisiksi, jossa yksittdinen matrii-

sin arvo on kuvan pikselin arvo

$figure,hist (I(:),512);

maski = I < 7000; % default 5000 //
$figure, imagesc(I),colormap gray

%G = single (imagesc (I));

$G = imagesc(I), colormap gray;
$imshow (G) ;

$figure, imagesc (I.*~maski),colormap gray

% lasketaan varianssisuodatettu-kuva

J = stdfilt(I,ones(9)); % tahadn voi kokeilla isompaa naapurustoa,

default 3x3

%$figure, imagesc (J),colormap gray
$figure,hist (maskid (:),0:6000)

$Ibw = I < 6600 & I > 6000;

Ibw = J > 150; % default 150
$figure, imagesc (Ibw),colormap gray
$figure, imagesc (~Ibw),colormap gray

oo

Ibw = bwmorph (Ibw, 'clean'):;
ndarimuotoisesta kuvasta

Poistaa yksittdiset pikselit bi-

se = strel('disk',3); % Luo disk-sovitteen, jossa diskin
sade on 3 pikseli&

cBW = imclose (Ibw, se); % Imclose tayttda disk elementin
mukaisesti pienid alueita

cBW = bwmorph (cBW, 'clean'); %

se = strel('disk',6); % Luo disk-sovitteen, Jjossa diskin
sdde on 6 pikselid

cBW = imerode (cBW, se) ; % "Luo" kuvan kayttden disk ele-
menttia

$figure, imagesc (cBW.*~maski),colormap gray

solut = cBW.*~maski; $ Suodattaa kuvasta maskin mukai-
sesti solut binddri matriisiksi

%$im = imagesc (cBW.*~maski) ;

im = cBW.*~maski;

%$figure, imagesc (im) ;
pintaAla(t) = sum(solut(:));

$Kuvien tallentaminen kansioon, EI TOIMI

oo

oo

3% Mustavalkokuvan tallentaminen kohdekansioon

% char ='%";

% if t <= tp

% baseFileName = sprintf('Condition 01 %c 02 Timepoint %d

.png',char, t);
fullFileName = fullfile(folder, baseFileName) ;
imwrite (im, fullFileName) ;

oe

oe

Mustavalkokuvien nimeamiseen ja tallentamiseen kaytettava funktio
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oe

oe

elseif t <= (2*tp)
baseFileName = sprintf ('Condition 05 %c 02 Timepoint %d
png',char, t-tp);
fullFileName = fullfile(folder, baseFileName) ;
imwrite (im, fullFileName) ;

o©

o

elseif t <= (3*tp)
baseFileName = sprintf ('Condition 19 %c 02 Timepoint %d

.png',char, t-(2*tp));

0© 00 00 d° H 0P o° o° d° e o°

o

oe

o° oo

o©

oo

fullFileName = fullfile(folder, baseFileName) ;
imwrite (im, fullFileName) ;

oe

elseif t <= (4*tp)
baseFileName = sprintf ('Condition incubator reference
imepoint %d .png', t-(3*tp));
fullFileName = fullfile(folder, baseFileName) ;
imwrite (im, fullFileName) ;

end

$Mustavalkokuvan tallentaminen kohdekansioon

baseFileName = sprintf (' Timepoint %d.tif', t);
fullFileName = fullfile(folder, baseFileName) ;

imwrite (im, fullFileName) ;

TOF = contains (nmbrstr, t);

$SOLULASKURI
$Yksitdisten solujen laskeminen bwareafiltterin avulla
pinta alat = [pinta alat,sum(solut(:))];
lkm = bwareafilt(logical (solut), [50 7001);
alueet = regionprops(lkm, 'Area');
if t == 115|119 STOF == 1

alueet 1lkm = length([alueet.Areal);

Alat = [Alat,alueet 1lkm];

ka alueet = mean(cellZmat (structZcell (alueet)));

$Yhteenliittyneiden solulauttojen muodostamien alueiden
suuret lkm = bwareafilt (logical(solut), [700 10000000000001)
suuret alueet =regionprops (suuret lkm, 'Area');

sa_kok ala = sum(cellZmat (struct2cell (suuret alueet(:))));
sdisp (['Suuret alat=',sa kok ala,'[Areal]']);
solut suurella alueella = sa kok ala/ka alueet;

[

% Solut yhteensa
solut yhteensa= solut suurella alueella + alueet lkm;
disp(solut _yhteensa);
cnmbrlist = + solut yhteensa, '\n';
end
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end
Snatsortfiles ({folder}):;
figure,plot (pintalAla) % Plottaa solujen peittédmén pinta-alan

eri aikapisteissa

$TULOSTEN TALLENTAMINEN

file = fopen( 'results.txt','wt');
fprintf (file, 'Cell numbers \n');
fprintf (file, cnmbrlist, '\n');
fprintf(file, 'Hello \n');
fclose(file);

A 0P o° oe

oe

disp('END") ;

%% Maskin ja filtterin optimointi

% Tama osio tulostaa suurennettuja kuvia harmaakuvasta ja mustavalko-
kuvasta

joiden avulla voi muokata maskia, tai filtterin arvoja

o° o

% slicel = I([3000:3500],[7000:75001):;
% slice2 = 1km(3000:3500,7000:7500) ;

% figure

% imagesc(slicel),colormap gray

% figure

o\©

imshow (slice?2)



