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Laaketutkimuksia ja toksikologisia testeja varten tarvitaan luotettavia solumalleja. Tassa
tutkimuksessa seurattiin ja verrattiin sydanmalliviljelmien ja pelkéastaan kardiomyosyytteja
sisaltdvien soluviljelmien syketaajuuden, kenttdpotentiaalin keston (field potential duration, FPD) ja
séahkokayran muodon kehittymistd 25 péivan ajan microelectrode array (MEA) -jarjestelmalla.
Viimeista edellisend mittauspéivéana suoritettiin haloperidolialtistus, jonka vaikutuksia
syketaajuuteen, kenttépotentiaalin kestoon ja sahkokayran muotoon tutkittiin. Kahta eri
haloperidolipitoisuutta kdytettiin: 1 umol/l ja 10 umol/l. Tavoitteena oli saada viitteitd haloperidolin
QT-aikaa pidentavésta vaikutuksesta. MEA-mittauksista maaritettava FPD vastaa
elektrokardiogrammista mitattavaa QT-aikaa. Syketaajuuden, FPD:n ja s&éhkokayran muodon
tarkastelua varten kehitettiin Matlab-pohjainen add-on-ohjelma, Vanellus CardioCalculator, jonka
toimivuutta ja soveltuvuutta tutkimuksessa myos testattiin.

Kardiomyosyytit erilaistettiin alkioperaisista kantasoluista. Sydanmallissa on kardiomyosyyttien
lisdksi napanuoran laskimon endoteelisoluja seka rasvakudoksen stroomasoluja. Kardiomyosyyttien
erilaistus suoritettiin kuusikuoppalevyill&. Viiden viikon viljelyn jalkeen kardiomyosyytit
siirrostettiin kahdelle kuusikuoppaisille MEA-levylle. Kymmenessa kuopassa oli sydanmallia ja
kahdessa pelkastadn kardiomyosyytteja. Kahdessa sydanmallikuopassa kaytettiin suurempaa
kardiomyosyyttitiheytta.

Sahkokayrén kehitys oli positiivista toiselle ja kolmannelle viikolle asti MEA-levylle siirrostamisen
jalkeen. Kolmannella ja neljannella viikolla havaittiin sykkeen epasaannollistymistd ja sahkokayran
muodon huonontumista. Seka sydanmalliviljelmilla etta pelkastaan kardiomyosyytteja siséaltavilla
viljelmill& saatiin muodoltaan kelvollisia sahkokayrié. Pelkastdan kardiomyosyyttejé siséltavien
viljelmien sdhkdkayran ominaisuudet vaikuttivat sailyvan kelvollisina pitempaéan kuin
sydanmalliviljelmien.

Ainoastaan kahdesta syddnmallia sisaltavasté kuopasta saatiin analysointikelpoisia mittaustuloksia
haloperidolialtistuksen jalkeen. Néissa havaittiin hidastunutta syketté ja pidentyneitd FPD-arvoja.

Vanellus CardioCalculator osoittautui toimivaksi ohjelmaksi syketaajuuden ja FPD:n maaritykseen
sekd sahkokayran muodon tarkasteluun. Mittaustulosten kelvollisuuden silmdmaaréinen arviointi
tosin osoittautui aikaa vievéksi.

Taman opinndytteen alkuperéisyys on tarkastettu Turnitin OriginalityCheck -ohjelmalla Tampereen
yliopiston laatujarjestelman mukaisesti.
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1 JOHDANTO

Laakekehitys ja toksikologinen tutkimus tarvitsevat luotettavia testausmenetelmia. Koska kokeiden véliton
aloittaminen ihmisilla asettaisi koehenkil6t merkittdvadn vaaraan, tutkittavia yhdisteiden vaikutuksia testa-
taan usein ensin elaimilla. Vaikka koe-elédimet fysiologisilta ominaisuuksiltaan suuresti muistuttavatkin ihmi-
si&, on niissa myds merkittavia eroja, jotka voivat ratkaisevasti vaikuttaa tuloksiin (Heinonen 2015). Taydel-
lista elainmallia ihmiselle ei ole, joten tarkat tutkimukset edellyttavat useiden eri eldinlajien kayttoa. Tallgin-
kaan ei ole taysin varmaa, pateekd tulos ihmiselle. (Milani-Nejad & Janssen 2014).

Yleinen tutkimuksissa kaytetty in vivo -malli on hiiri. Sydantutkimuksessa hiirimallin kdytolle on kuitenkin
merkittavia esteitd, silla pienten jyrsijoiden sydamen fysiologia poikkeaa ratkaisevasti ihmisen vastaavasta.
Esimerkiksi aikuisen hiiren leposyketaajuus on 600—700 lyontid minuutissa, joten sen sydanlihassolut repola-
risoituvat nopeasti eika niilla ole selke& latenssivaihetta (Nerbonne 2004). Hiiren sydéan eroaakin ihmisen
sydé@mesté jo kardiomyosyyttien tasolla (Hamilton & lanuzzo 1991). Repolarisaation mekanismit eroavat
niin suuresti ihmisten ja hiirien valilla, ettd The International Conference on Harmonisation of Technical Re-
guirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH) ei pida hiirten kaytt6a sopivana testiai-

neiden sydanvaikutusten tutkimiseen (Food and Drug Administration 2005).

In vivo -mallien kyky ennustaa vasteita ihmisessa on puutteellinen, mutta ne eivat suinkaan ole ainoa mah-
dollisuus prekliinisiin ja toksikologisiin tutkimuksiin (Knight 2008, Doke & Dhawale 2015). Puutteellisen
ennustavuuden, eettisten seikkojen, ajankaytdn tehokkuuden ja myds taloudellisten syiden takia on kannatta-
vaa panostaa ihmissolupohjaisten in vitro -mallien kehittdmiseen (Suter-Dick ym. 2015). In vitro -malleilla
voidaan jo nyt korvata osa eldinkokeista, mutta mallien jatkokehittelylle on vield tarvetta (Lilienblum ym.
2008).

Sydan- ja verisuonisairaudet ovat yleisia kuolinsyitd (GBD 2013 Mortality and Causes of Death Collabora-
tors 2015), ja sydan on varsin herkka laakkeiden haittavaikutuksille (Redfern ym. 2003). Haittavaikutusten
ehkdisyn kannalta on tarkeéd, ettd uudet ladkkeet testataan kattavasti, ja tehokkaasti tdmé tapahtuisi ihmisen
sydantd vastaavalla mallilla. Sydan on kuitenkin monimutkainen elin, jossa on kardiomyosyyttien liséksi
muun muassa sileitd lihassoluja, endoteelisoluja, perisyytteja ja fibroblasteja (Nag 1980). Nain ollen pelkés-
tdan kardiomyosyytteihin perustuva malli ei riit4, kun selvitetadan tutkittavan yhdisteen vaikutuksia syda-
meen. Tassé syventavien opintojen kirjallisessa tydssd perehdytdén sydanmallin kehittdmiseen liittyviin

microelectrode array (MEA) -mittauksiin.



2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Sydamen solukoostumus

Selkéarankaisilla syddn on ensimmainen kehittyvé elin, ja silla on elintarkea rooli ravinnon ja hapen kuljetuk-
sessa (Buckingham ym. 2005). Vaikka sydamen usein ajatellaan olevan vain verta pumppaava lihas, se on
kuitenkin useista solutyypeistd rakentuva monimutkainen kokonaisuus. Sydamen paasolutyypit ovat sydanli-
hassolut, fibroblastit, sileét lihassolut ja endoteelisolut (Banerjee ym. 2007). Karkeasti sydamen solut voi-
daan jakaa myosyytteihin ja ei-myosyytteihin. Vaikka sydanlihassolut eli kardiomyosyytit muodostavatkin
suurimman osan sydamen massasta ja noin 75 prosenttia tilavuudesta, niiden osuus aikuisen syddmen so-
luista on 20-35 prosenttia (Brutsaert 2003, Nag 1980, Soonpaa & Field 1998). Fibroblastit voivat muodostaa
yli puolet syddmen soluista (Xin ym. 2013). Sydamen solujen prosentuaaliset osuudet kuitenkin muuttuvat
elinaikana. Vastasyntyneell& kardiomyosyyttien osuus sydamen vasemman kammion soluista voi olla yli 60
prosenttia. Kardiomyosyyttien maaré pysyy suhteellisen vakaana, kun taas endoteelisolujen ja mesenkymaa-
listen solujen, kuten fibroblastien, maaré kasvaa. Nuorilla aikuisilla kardiomyosyyttien osuus on keskimaarin

noin 18, endoteelisolujen 24 ja mesenkymaalisten solujen 58 prosenttia. (Bergmann ym. 2015.)

Sydémen solukoostumuksen tarkkaa maarittamista vaikeuttaa muun muassa solujen tunnistamisen vajavai-
suus. On mahdollista, etté fibroblastien suhteellista osuutta on liioiteltu. Syyna tahan on fibroblastin selvan
madritelmén puuttuminen, jolloin koostumustutkimuksissa my®s perisyytit ja leukosyytit on saatettu luoki-
tella fibroblasteiksi. (Pinto ym. 2016.) Sydadmen fibroblastit ovat kuitenkin hyvin heterogeeninen solupopu-
laatio, mika osaltaan aiheutuu fibroblastien vaihtelevista alkuperistd. Ne voivat polveutua sydamen alkupe-
réisista fibroblasteista, endoteelisoluista endoteeli-mesenkyymitransition kautta tai luuytimesta perdisin ole-
vista verenkierron mukana kulkevista progenitorisoluista, monosyyteista tai fibrosyyteista. (Krenning ym.
2010).

Vaikka ei-myosyyttien osuus sydamen tilavuudesta on suhteellisen pieni, ne ovat vélttdméattdmia sydamen
normaalille homeostaasille, silla niiden toiminta tarjoaa soluvéliaineen ja verisuonituksen seka mahdollistaa
solujen vélista viestintdd. Seka myosyytit ettd ei-myosyytit vastaavat fysiologisiin ja patologisiin stressiteki-
joihin. Maladaptiiviset muutokset ei-myosyyteissa, kuten fibroosi ja alentunut kapillaaritiheys, osallistuvat

sydédmen vajaatoiminnan patogeneesiin. (Zhou & Pu 2016.)

Endoteelisolujen ja kardiomyosyyttien vélinen vuorovaikutus on valttdmatontd sydamen kehitykselle ja toi-
minnan yll&pidolle. Endoteelisolut ilmentévét, aktivoivat ja vapauttavat useita vasoaktiivisia aineita seka lu-
kuisia muita bioaktiivisia molekyyleja. Nain endoteelisolut vaikuttavat kardiovaskulaariseen homeostaasiin
saatelemalla verisuonten permeabiliteettia ja lapimittaa seka yllapitdméalla veren juoksevuutta. (Brutsaert
2003.)
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Fibroblastit tuottavat valtaosan soluvéliaineesta. Soluvéliaine ohjaa kardiomyosyytteja kasvamaan toimivaan
jarjestykseen ja jakaa kardiomyosyyttien supistumisen aiheuttaman mekaanisen voiman koko myokardiumil-
le. Se myos helpottaa solujen valistd mekaanista, séhkoisté ja kemiallista viestintdd. Talla on merkitysté niin
homeostaasin yllapidossa kuin syddmen kehityksessakin. (Bowers ym. 2010, van Spreeuwel ym. 2014.) Fib-
roblastit tuottavat myos monia kasvutekijoitd, jotka vaikuttavat muun muassa kardiomyosyyttien morfologi-
aan ja kasvuun. (Kakkar & Lee 2010.) Sydamen fibroblasteilla on térked rooli niin normaalin toiminnan yll&-
pidossa kuin myos erilaisissa patologisissa tiloissa. Soluvaliaineen valityksella tapahtuvan viestinnan liséksi
ne vaikuttavat myo6s solu-solukommunikaation kautta. (Souders ym. 2009.)

Kardiomyosyytit liittyvat toisiinsa kytkylevyjen vélitykselld. Kytkylevyissa on neljaa erilaista solujen valista
liitosta: desmosomeja, vyoliitoksia, tiiviita liitoksia ja aukkoliitoksia. Virheet desmosomeissa, vyoliitoksissa
ja aukkoliitoksissa ovat yhteydessé rytmihdiridihin. (Lisewski ym. 2008.) Aukkoliitoksilla on tarkeé rooli
kardiomyosyyttien sahkdnjohtavuudessa ja myokardiumin koordinoidussa toiminnassa (Kanno & Saffitz
2001). Desmosomit ja vyoliitokset vaikuttavat sahkdnjohtavuuteen osittain epasuorasti tukemalla aukkolii-
tosten toimintaa. My®ds tiiviilla liitoksilla on merkitysta sdéhkdnjohtavuuden kannalta, silla tiiviisiin liitoksiin
kuuluvan coxsackievirus-adenovirusreseptorin puute johtaa vakavaan AV-solmukkeen toiminnan estymi-
seen. Coxsackievirus-adenovirusreseptorin puute ei kuitenkaan vaikuta eteisten ja kammioiden séhkdiseen

toimintaan. (Lisewski ym. 2008.)

2.2 Sydanmallin Kriittiset piirteet
2.2.1 Rakenteelliset piirteet

Jotta syddmen in vitro -malli voisi luotettavasti kuvata in vivo -olosuhteita, sen tulee sisaltaa kaikkia syda-
men Kriittisié soluja, joihin kuuluvat kardiomyosyytit, endoteelisolut, perisyytit, sileét lihassolut ja fibroblas-
tit. VVain yhdesta solutyypistd koostuvissa malleissa ei ole tarvittavaa mikroymparistoa eika olennaisia solu-

soluliitoksia. (Vuorenpdd ym. 2014.)

Kaksiulotteinen soluviljely ei vastaa in vivo -tilannetta, sill& kaksiulotteisella mallilla ei voida taysin jaljitella
solujen kolmiulotteista jarjestysté eika kudosten vélista soluvéliainetta (Shamir & Ewald 2014). Viljelytapa
vaikuttaa myds solujen morfologiaan, supistumiskykyyn, proliferaationopeuteen, solujen vélisiin adheesiora-
kenteisiin, myofibrillien jarjestymiseen, mitokondrioiden muotoon, solulimakalvoston sisaltéon, solun tuki-
rakenteisiin ja solujen erilaistumista kuvaavien markkereiden ilmentymiseen. Kaksiulotteisesti viljellyt kar-
diomyosyytit ovat litteitd ja levinneitd, kun taas kolmiulotteisella viljelylla saadaan sauvamaisia ja bipolaari-
sia, enemmaén erilaistuneita sydansoluja muistuttavia kardiomyosyytteja. Kolmiulotteinen viljely myds suosii
solujen vélisten liitosten ja kypsien myofibrillien muodostumista ja séilymista. Se myos lisdd mitokondrioi-

den méaraad kardiomyosyyteissa. (Pontes Soares ym. 2012.) Kolmiulotteisessa viljelyssa adheesiomolekyylit
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ja reseptorit ovat jakautuneet tasaisesmmin eri puolille solukalvoa kuin kaksiulotteisessa viljelyssa, jossa ne

ovat keskittyneet solun viljelyastian puoleiselle pinnalle (Knight & Przyborski 2015).

Kolmiulotteisessa viljelyssa voidaan hyddyntéa ulkoista, biologisesti yhteensopivaa kehikkoa. Kehikkojen
kaytolla kudosteknologiassa on saavutettu merkittévié tuloksia monien eri kudosten ja elinten kohdalla, ja
osaa tuloksista on voitu hyddyntdd myos kliinisesti. Hyvasta biologisesta yhteensopivuudesta huolimatta ke-
hikkojen kayttoon liittyy kuitenkin erilaisia ongelmia, jotka tulee ottaa huomioon syddnmallissa. Sydanlihas-
kudoksen kardiomyosyyttien yhtéaikainen supistuminen vaatii suurta solutiheyttd, jotta aukkoliitoksia voi
muodostua kardiomyosyyttien valille. Kehikkojen kéytt6 vahent&d solu-soluliitoksia ja johtaa soluvéliaineen
vaéranlaiseen jarjestymiseen, mika vaikuttaa sydanlihaskudoksen voimantuottokykyyn. (Norotte ym. 2009.)

Keinotekoista kehikkoa parempi menetelmé syddnmallin kannalta on kayttaa tukirakenteena soluviljelyll&
muodostettua verisuonten kaltaisten rakenteiden muodostamaa verkostoa. Mekaanisen tuen lisaksi suoniver-
kosto tarjoaa kasvutekijoineen luonnollisen kasvualustan, miké edistéa tarkeiden soluliitosten, kuten aukko-
liitosten, muodostumista. Téallaisella kardiovaskulaarisella mallilla on todettu suotuisia vaikutuksia lisaksi

kardiomyosyyttien morfologiaan, jarjestymiseen ja toimintaan. (Vuorenpéa ym. 2014.)

Tehokkaan lihassupistuksen aikaansaamiseksi kardiomyosyyttien tulee jarjestdytya yhdensuuntaisesti. Kar-
diomyosyyttien oikeanlainen asettuminen parantaa supistumisominaisuuksien lisaksi kardiomyosyyttien kal-
siumin kasittelya. (van Spreeuwel ym. 2014.) Pelkkien kardiomyosyyttien soluviljely ei johda yhtendiseen
orientaatioon. Kardiomyosyyttien kasvattaminen suoniverkoston laheisyydessé saa kardiomyosyytit asettu-
maan pitkittdin ja yhdensuuntaisesti suonirakenteiden kanssa. (MVuorenpaa ym. 2014.) Hiiren alkion kantaso-
luista erilaistetuilla kardiomyosyyteilla tehdyissa tutkimuksissa on todettu, ettd myods kardiomyosyyttien yh-
teisviljely endoteelisolujen kanssa edistda sydanlihassolujen yhdensuuntaista asettumista kuten myds pit-

kanomaisen solumuodon kehittymisté (Lee ym. 2015).

2.2.2 Pluripotenteista kantasoluista erilaistettujen kardiomyosyyttien piirteet

Aikuiset sydanlihassolut ovat suuria ja lieriomaisid, ja useimmat niistd ovat monitumaisia (Robertson ym.
2013). Niiden pituus on noin 130 mikrometrid, ja niilla on jarjestyneet sarkomeerit ja kattava T-tubulusver-
kosto (Hartman ym. 2016). Aikuisen kardiomyosyytit eivat ole proliferatiivisia, ja aikuisen kantasoluja on
vaikea erilaistaa kardiomyosyyteiksi, joten ainoa uusien kardiomyosyyttien lahde soluviljelyyn ovat pluripo-
tentit kantasolut. Ihmisen alkioiden kdyttéon solujen lahteena liittyy suuria eettisid ongelmia, mutta ndma
ongelmat on mahdollista valttaa kayttamalla indusoituja pluripotentteja kantasoluja. (Batalov & Feinberg
2015.)
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Pluripotenteista kantasoluista erilaistettujen kardiomyosyyttien rakenteelliset ominaisuudet eroavat aikuisen
kardiomyosyyteistd. Ne ovat yksitumaisia ja pienempia kuin aikuisen kardiomyosyytit, niilla on vahemmaén
mitokondrioita, ja niiltd puuttuu T-tubulusverkosto. Soluviljelyolosuhteet ja viljelyajan pituus vaikuttavat
pluripotenteista kantasoluista erilaistettujen kardiomyosyyttien ominaisuuksiin. Kun kardiomyosyyttej vil-
jelldén pitkaan, niiden muodosta tulee pitkdnomainen, jolloin ne muistuttavat morfologisesti enemman aikui-
sen kardiomyosyytteja, mutta ne ovat kuitenkin selvasti pienempié kuin aikuisen kardiomyosyytit. Pitk&dkaan
viljelysaika ei tee kardiomyosyyteistd monitumaisia eiké saa niitd kehittdmaan T-tubuluksia. (Robertson ym.
2013.) Liséksi hiiren soluilla tehdyt tutkimukset osoittavat, etta kardiomyosyyttien sarkomeerien pakkausti-
heys, jolla tarkoitetaan a-aktiinin osuutta Z-levyissa, on merkittavasti suurempi neonataalisilla kardiomyo-
syyteill& kuin pluripotenteista kantasoluista erilaistetuilla kardiomyosyyteilla (Sheehy ym. 2014). Viljele-
malla erilaistetuilla kardiomyosyyteilla voidaan kuitenkin varjayksell& havaita sydénlihassoluille tyypilliset

poikkijuovat, jotka viittaavat hyvin jarjestyneisiin sarkomeerirakenteisiin (Gupta ym., 2010).

Spontaanisti sykkivien solujen havaitseminen on onnistuneen kardiomyosyytiksi erilaistumisen ensimmainen
merkki. Liséksi erilaistumisen varmistaminen edellyttaa kardiomyosyyteille tyypillisten geenien ilmenté-
mistd. Néihin kuuluvat sydamen rakenneproteiineja, transkriptiofaktoreita, aukkoliitoksiin liittyvia prote-

iineja, hormoneja seka pintaproteiineja ja ionikanavia tuottavat geenit. (Xu 2012.)

2.2.3 Kardiomyosyyttien markkerit

Kantasoluista erilaistettujen kardiomyosyyttien karakterisoinnilla pyritddn varmistamaan se, ettd erilaistu-
neilla soluilla on oletetut molekulaariset ja toiminnalliset ominaisuudet. Solujen tunnistaminen kardiomyo-
syyteiksi edellyttad, etta ne ilmentévét sydanlihassoluille tyypillisia markkereita. Erilaistumisen edetessa

kantasoluille tyypillisten geenien ilmentymisen tulee vahentya. (Xu 2012.)

Sydanlihassoluille tyypillisia markkereita ovat muun muassa Nkx2.5 (cardiac homeobox protein), MEF2c
(myocyte enhancer factor 2c¢), o/B-MHC (myosin heavy chain), troponiinit cTnl ja cTnT, ANP (atrial nat-
riuretic peptide), GATA4, TBX5, TBX20, N-kadheriini, Cx43 (konneksiini 43), MLC2a ja MLC2v (myosin
light chain). Troponiinit ja myosiiniketjut ovat rakenneproteiineja. Nkx2.5, GATA4, TBX5, TBX20 ja
MEF2c ovat transkriptiofaktoreita. N-kadheriini ja Cx43 ovat aukkoliitoksiin liittyvia proteiineja, ja ANP on
hormoni. (Ng ym. 2010, Xu 2012.) Erilaistumisen edetessa pluripotenteille soluille tyypillisten markkerien,
kuten Oct4 ja Sox2, ilmentymisen tulee vahentyd huomattavasti (Yokoo ym. 2009, Huber ym. 2007). Eteis-

ten ja kammioiden kardiomyosyyttien geenien ilmentdmisessa on myo6s eroja (Ng ym. 2010).
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2.2.4 Kardiomyosyyttien aktiopotentiaali ja ionivirrat

Sydamen aktiopotentiaalissa on viisi eri vaihetta. VVaiheessa 4 kardiomyosyytin kalvopotentiaali on noin

—85 mV. Vaiheessa 0 solukalvo depolarisoituu nopeasti. Nopeassa depolarisaatiossa kardiomyosyytin kalvo-
potentiaali muuttuu positiiviseksi ja nousee lopulta noin arvoon 30 mV. Nopeassa depolarisaatiossa nopeasti
aktivoituvat janniteriippuvaiset natriumkanavat avautuvat. Naistd suurin osa on Nay1.5-kanavia. Vaiheessa 1
nopeat natriumkanavat sulkeutuvat ja janniteriippuvaiset kaliumkanavat aukeavat. Téllgin kaliumia virtaa
ulos solusta ja solun kalvopotentiaali pienenee. Varhaisessa vaiheen 1 repolarisaatiossa keskeisessé osassa on
transient outward (li1) -Virta, joka muodostuu hitaiden Ky1.4-, Ky1.7- ja Ky3.4-kanavien seka nopeiden
Kv4.2- ja Kv4.3-kanavien kautta virtaavasta kaliumista. Myds kloridia virtaa solun sisaan vaiheessa 1, mutta
aktiopotentiaalin kannalta sen merkitys on vahaisempi kuin kaliumin. Vaiheessa 2 janniteriippuvaiset L-tyy-
pin kalsiumkanavat aukeavat. Y htdaikaisesta kalsiumin virrasta sisdén ja kaliumin virrasta ulos seuraa pit-
kahko tasainen vaihe. Vaiheessa 2 tapahtuu myés my6haista natriumin sisédanvirtausta. Vaiheessa 3 kalsium-
kanavat sulkeutuvat mutta hitaat kaliumkanavat pysyvét auki, jolloin solu repolarisoituu nopeasti ja paatyy
jalleen vaiheeseen 4. (Ng ym. 2010, Duan 2009, Saad ym. 2016.) Vaiheen 3 tarkein komponentti on rapid
delayed rectifier current (lx,) -virta, joka kulkee human ether-a-go-go-related gene (hERG) -geenin tuotta-
man kaliumkanavan kautta (Sanguinetti & Tristani-Firouzi 2006). Sinus- ja AV-solmukkeiden solujen ak-
tiopotentiaaleissa ei ole vaiheita 1 ja 2 (Pinnell ym. 2007). Aktiopotentiaali vaiheineen ja olennaisimmat

ionivirrat on esitetty kuvassa 1.

Vaithe |  Vaihe 2

Kaliumin ja
kloorin Kaliumin
ulosvirtaus, /i, ulosvirtaus, i

0mV

Myd6hdinen  Kalsiumin
natriumin sisaanvirtaus, /cg.1,
sisaanvirtaus, Iy, . ~

Vaihe 3
Kaliumin ulosvirtaus,
Ixs, Ixe, Ixa

Vaihe 0 & Nopea natriumin

sisaanvirtaus,
Igp-virran huippuvirtaus

V| \aihe 4 Vaihe 4

Kuva 1. Kaavakuva kardiomyosyytin aktiopotentiaalista vaiheineen ja olennaisimpine ionivirtoineen (muo-
kattu Saad ym. 2016).
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Pluripotenteista kantasoluista erilaistettujen kardiomyosyyttien aktiopotentiaalit ovat piirteiltdén epakypsia
verrattuna aikuisen kardiomyosyytteihin. Alhaisen Iki-kanavien maaran takia erilaistettujen kardiomyosyyt-
tien kalvopotentiaali vaiheessa 0 on yleensd noin —60 mV. Depolarisaationopeus eli potentiaalin muutos ajan

suhteen depolarisaatiossa (Z—‘: ) on aikuisen kardiomyosyyteilla 300 V/s. Vajaatoimintaisenkin syddmen
max

kardiomyosyyteissa se on noin 100 V/s. Erilaistettujen kardiomyosyyttien depolarisaationopeus sen sijaan on
huomattavan alhainen, yleensa alle 40 V/s. Alhainen depolarisaationopeus johtuu Nay1.5-kanavien ja L-tyy-
pin kalsiumkanavien vahéisestda maarasta. Ndiden kanavien puute aiheuttaa myds aktiopotentiaalin lepovai-

heen lyhyen keston tai puutteen. (Robertson ym. 2013, Yang ym. 2014.)

Aikuisen kardiomyosyyttien tarkeimmat ionivirrat ilmentyvét myds pluripotenteista kantasoluista erilaiste-
tuissa kardiomyosyyteissd, mutta kanavien maarat ovat usein poikkeavia. Kalsiumin indusoima kalsiumin
vapautuminen solulimakalvostosta on kantasoluista erilaistetuilla kardiomyosyyteilla hyvin vahdistd, jolloin
suurin osa supistumiseen tarvittavasta kalsiumista tulee solukalvon kautta. Tama vahentéa supistusten yhden-
aikaisuutta, joka on vélttamatonta suurelle voiman tuotolle. (Robertson ym. 2013.) Kantasoluista erilaistettu-
jen kardiomyosyyttien on havaittu ilmentdvan ainakin L-tyypin kalsiumkanavia seké lg-, natrium-, K;2.1- ja
Kv4.3-kanavia tuottavia geeneja (Yokoo ym. 2009). Erilaistetut kardiomyosyytit ilmentavat myos kaliumvir-

toja, joiden oletetaan olevan vastuussa rytmihéirioista (Robertson ym. 2013).

2.2.5 Kardiomyosyyttien syketaajuus, supistumisvoima ja johtumisnopeus

Pluripotenteista kantasoluista erilaistettujen kardiomyosyyttien perussyketaajuudeksi on raportoitu eri arvoja
valilta 21-52 lydntia minuutissa, ja yleensa taajuus on noin 40 lyéntid minuutissa. Syketaajuuteen voivat vai-
kuttaa kaytetty solulinja, viljelyolosuhteet, erilaistumisaika ja sykkimisen alkamisesta kulunut aika. (Robert-

son ym. 2013.) Sahkdinen stimulaatio vaikuttaa erilaistettujen kardiomyosyyttien syketaajuuteen adaptoivasti
(Eng ym. 2016).

Alkioperadisista kantasoluista erilaistetuilla kardiomyosyyteilla tehdyissa tutkimuksessa yksittdisen kar-
diomyosyytin supistumisen kokonaisvoimaksi on mitattu 144 nN = 33 nN. Tdmé lukema ei muuttunut 90
paivan aikana. Rotan neonataalisilla kammion kardiomyosyyteilld vastaava tulos oli 222 nN = 54 nN. Mit-
taukset tehtiin dynamic traction force microscopy -menetelmalld. (Kita-Matsuo ym. 2009.) Aikuisilla kar-
diomyosyyteill& suurempi syketaajuus johtaa suurempaan supistusvoimaan. Pluripotenteista kantasoluista
erilaistetuilla kardiomyosyyteilla korkea taajuus taas johtaa pienempaa supistusvoimaan. Tdmé johtuu T-tu-

bulusten puutteesta. (Robertson ym. 2013.)
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Aikuisen ihmisen vasemman kammion myokardiumin johtumisnopeus on 0,3-1,0 m/s (Yang ym. 2014), kun
taas hiiren kantasoluista erilaistetuilla kardiomyosyyteilla johtumisnopeudeksi on mitattu 0,24-0,3 m/s
(Pfannkuche ym. 2009). Aukkoliitosten mé&arélla ja sijoittumisella on suuri vaikutus johtumisnopeuteen
(Yang ym. 2014).

2.2.6 Kardiomyosyyttien elektrokardiogrammi

Elektrokardiogrammi (EKG) kuvaa sahkoisen impulssin syntya ja johtumista sydamessa. Jokainen sydamen
lyonti alkaa sinussolmukkeesta. Sdhkdinen drsyke levida nopeasti eteisten 1api, ja EKG:ssa tata kuvaa P-
aalto. Impulssin kulkeutuminen kammioihin tapahtuu AV-solmukkeen, Hisin kimpun ja Purkinjen séikeiden
kautta. EKG:n QRS-kompleksi kuvaa kammioiden depolarisaatiota, kun taas kammioiden repolarisaatiota
kuvaa T-aalto. QT-aika kuvaa kammioiden aktiopotentiaalin kestoa ja aikaa, joka kuluu impulssin johtumi-
seen myokardiumin poikki. Tamén takia kammion kardiomyosyyttien aktiopotentiaalin pidentyminen johtaa
my6s QT-ajan pidentymiseen. Ihmisilla kammion kardiomyosyyttien aktiopotentiaalin kesto on tyypillisesti
200-300 millisekuntia. (Finlayson ym. 2004.) Vaikka pluripotenteista kantasoluista erilaistetut kardiomyo-
syytit eivat ilmennédkaén taysin kypsaa fenotyyppid, QT-ajan ja rytmihairididen havaitsemisen osalta erilais-
tetut kardiomyosyytit korreloivat vahvasti aikuisten kardiomyosyyttien kanssa (Kolaja 2014). QT-ajan pituu-
dessa on yksilokohtaisia eroja, ja liséksi se vaihtelee syketaajuuden mukaan, mutta normaalin korjatun QT-
ajan on ajateltu osuvan vélille 350440 millisekuntia (Johnson & Ackerman 2009). American Heart Society,
American College of Cardiology Foundation ja Heart Rhythm Society kuitenkin suosittelivat lausunnossaan
normaaleiksi véleiksi 390-460 millisekuntia naisille ja 390-450 millisekuntia miehille (Rautaharju ym.
2009).

Microelectrode array- eli MEA-menetelmilld voidaan mitata sdhkoisesti aktiivisista soluista koostuvien alu-
eiden paikallisia potentiaaleja ajan funktiona (Maddah ym. 2015) ja tdstd voidaan méaarittaa ekstrasellulaaris-
ten kenttdpotentiaalien kestoaikoja (field potential duration eli FPD). Kenttépotentiaalin kesto on maaritelty
aikavéling, joka alkaa aaltokuvion ensimmaisesta teravastéd poikkeamasta ja paattyy toisen positiivisen poik-
keaman huippuun. Ensimmainen terdva poikkeama kuvaa natriumkanavien aktivaatiota depolarisaatiossa,
kun taas kenttdpotentiaalin paattava poikkeama kuvaa kaliumkanavien aktivaatiota repolarisaatiossa.
(Asakura ym. 2015.) Kenttdpotentiaalissa voidaan havaita negatiivinen tasannevaihe, joka kuvaa L-tyypin
kalsiumkanavien kautta tapahtuvaa virtausta. Tasannevaihe ei kuitenkaan aina ndy. (Halbach ym. 2003,
Meyer ym. 2004.) Kenttapotentiaalin vaiheissa ja niihin liittyvissa ionivirroissa on havaittavissa yhtenevyytta
aktiopotentiaalin vaiheisiin ja virtoihin. Kenttapotentiaalin vaiheet on esitetty kuvassa 2 ja kenttdpotentiaalin

keston arviointi kuvassa 3.
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A
Repolarisaatio:
kalinmvirta
0mV

\

Tasannevaihe:

virta L-tyypin

Nopea heilahdus: kalsiumkanavien kautta
nopea natriumvirta

Kuva 2. Kenttépotentiaalin vaiheet ja niihin liittyvét ionivirrat (muokattu Meyer ym. 2004).

A

Kenttéipotentiaalin kesto (FPD) I Kenttipotentiaalin kesto (FPD)

OIHVMJ ..............

e Raakadata
v v m— K eskiarvotettu

Kuva 3. Kenttépotentiaalin keston arviointi kahdesta erimuotoisesta kenttdpotentiaalista. Kuviossa A (muo-
kattu Reppel ym. 2004) on kaavamainen esitys ja kuviossa B (muokattu Gilchrist ym. 2015) kohinaisesta

mittauksesta maaritetty kenttdpotentiaalin kesto.
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Kenttapotentiaalin kesto vastaa kardiomyosyytin aktipotentiaalin kestoa ja myds QT-ajan pituutta elektrokar-
diogrammissa (Blazeski ym. 2012, Halbach ym. 2003), joten se on kayttokelpoinen mittauskohde arvioita-
essa ladkeaineiden mahdollista vaikutusta QT-aikaan. MEA-menetelméllé voidaan tutkia myos syketaajuutta,
lyontien yhdenaikaisuutta, eksitaation lahtékohtaa ja impulssin kulkeutumista (Reppel ym. 2005). Tallaiset
menetelmét yleensa edellyttavat suurta solutiheytta tarkoitukseen sopivilla alustoilla seké& suoraa kontaktia
solujen ja elektrodien valilla (Maddah ym. 2015).

2.2.7 Korjattu kenttéapotentiaalin kestoaika FPDc

QT-aika vaihtelee syddmen syketaajuuden mukaan, mika vaikeuttaa normaalien QT -aikamuutosten erotta-
mista patologisista. Tdméan takia seké tutkimuksessa etté kliinisessa tydssa kaytetaan korjattua QT-aikaa
(QTc). Korjatun QT-ajan maérittdmiseen on kehitetty useita erilaisia matemaattisia yhtéalgitd, joista yleisim-
min niin Kliinisessa ty6ssa, tutkimuksessa kuin opetuksessakin kaytetdan Bazettin yhtal6a. (Luo ym. 2004.)
Bazettin yhtalossa (Bazett 1920) korjattu QT-aika saadaan jakamalla mitattu QT-aika RR-valin pituuden ne-
lidjuurella:

QT

Tcg = ——.
Q Cp \/ﬁ

My0s Friderician yhtal6a (Fridericia 1920) on kéytetty laajasti:

QT il

Cp = 37—

" YRR

Luo ym. (2004) pitivat tutkimuksessaan kuitenkin parhaimpana vaihtoehtona Hodgesin ym. (1983) kehitté-
maa yhtaloa

1
Tcy = OT + 105 (— — 1).
QTcy = QT + RR

QT-ajan korjausyhtéloita on kaytetty myods kardiomyosyyteilla tehdyissa tutkimuksissa. Niiden soveltuvuus
tahén on kuitenkin kyseenalaista. (Izumi-Nakaseko ym. 2017.) lzumi-Nakaseko ym. (2017) ovat kehittaneet
yhtélon korjatulle kenttépotentiaalin kestoajalle (FPDc), kun kyseessé ovat indusoiduista pluripotenteista

kantasoluista erilaistetut kardiomyosyyttilevyt:

FPD

FPDc = W



14

Kun RR-valin pituuden sijaan kaytetadn syketaajuutta minuuttia kohden (BPM), Izumi-Nakasekon ym. yh-
t&l6 saadaan muotoon

FPD

FPDc = 027"

(z7m)

2.3 Laakeaineiden vaikutusmekanismeja
2.3.1 Digoksiini

Digoksiini on steroidiglykosidi, jota on kaytetty syddmen vajaatoiminnan ja eteisvarinan hoitoon jo yli 200
vuotta. Viime vuosikymmenina sen turvallisuus ja tehokkuus on kuitenkin kyseenalaistettu, mutta tasta huo-

limatta silla on edelleen tarkeéa rooli sydansairauksien hoidossa. (Stucky & Goldberger 2015.)

Digoksiini inhiboi Na*/K*-ATPaasia, mika hairitsee natriumin kuljetusta solukalvon lapi. Talldin solunsisai-
nen natriumpitoisuus nousee, kun taas kaliumpitoisuus laskee. Talldin myds solunsiséinen kalsiumpitoisuus
kasvaa, koska natrium-kalsiumvaihtajan toiminta vahenee. Kalsium varastoidaan sarkoplasmiseen retikulu-
miin. Suurentunut kalsiumpitoisuus laajentaa systolea ja lisdd syddmen supistuvuutta. Digoksiini myos lisaa
vagaalista tonusta ja vaimentaa sympaattista hermostoa, minka seurauksena sinussolmukkeen toiminta hidas-
tuu ja AV-solmukkeen johtavuus huononee. Digoksiini voi mygs aiheuttaa rytmihdairioitd, silla kalsiumpitoi-
suuden nousu lisdd kammion kardiomyosyyttien automaatiota ja jalkipolarisaatiota. (Stucky & Goldberger
2015, Chaggar ym. 2015.) My0s pluripotenteista kantasoluista erilaistetuilla kardiomyosyyteill tehdyissé
kokeissa digoksiinin on havaittu lyhentdvan kenttépotentiaalien kestoa, mika vastaa eristetyilla syddmill& ha-

vaittua QT-ajan lyhenemista (Guo ym. 2011).

2.3.2 Verapamiili

Verapamiili on L-tyypin kalsiumkanavien estéja, ja sita kdytetddn muun muassa angina pectoriksen, rytmi-

héirididen ja sepelvaltimotaudin hoitoon. Kalsiumkanavien estdminen heikentda kardiomyosyyttien supistu-
mista, kasvattaa johtumisaikaa ja aiheuttaa vasodilataatiota. (Palande ym. 2015, Batalis ym. 2007.) Verapa-
miili inhiboi myds hERG:n (human ether-a-go-go-related gene) tuottamia Ky11.1-kanavia, mutta sen kal-

siumkanavia salpaava vaikutus on vahvempi (Johannesen ym. 2014).

Verapamiili pidentdé PR- ja QRS-aikaa, muttei juurikaan vaikuta QT-aikaan. QRS-ajan piteneminen on tosin
vahaista verrattuna PR-ajan pitenemiseen. PR-ajan piteneminen johtuu AV-solmukkeen johtumisen hidastu-

misesta. Verapamiili myds nostaa syketaajuutta. (Johannesen ym. 2014.)



15

2.3.3 Kinidiini

Kinidiinid kaytetdan Plasmodium falciparum -loisen aiheuttaman malarian hoitoon (Wroblewski ym. 2012).
Kinidiini on malarialadkkeena kenties paremmin tunnetun Kiniinin diastereomeeri (Hedman & Meijer 1998).
Kinidiinid on myos kaytetty eteisvarinan hoitoon mutta enda kinidiinia ei tahan suositella, silla se voi aiheut-
taa kaantyvien karkien kammiotakykardian eli torsade de pointes -oireen. Torsade de pointes on polymorfi-

nen kammiotakykardia, johon liittyy QT-ajan piteneminen. (Wroblewski ym. 2012.)

Kinidiini salpaa ensisijaisesti hERG-kanavia, mutta suurilla annoksilla se inhiboi myds Nay1.5- ja Cay1.2-
kanavia (Harris ym. 2013). Kinidiini pidentad QT-aikaa, kun taas PR- ja QRS-aikaan sen pidentava vaikutus

on vahainen. Kinidiini myds nostaa syketaajuutta. (Johannesen ym. 2014.)

2.3.4 Haloperidoli

Haloperidoli on butyrofenoneihin kuuluva antipsykoottinen ladkeaine, jota kaytetaan skitsofrenian ja vaka-
van agitaation hoitoon (Nachimuthu ym. 2012). Se voi pidentad QT-aikaa, aiheuttaa torsade de pointes -0i-

reen ja johtaa dkkikuolemaan (Glassman & Bigger 2001).

Haloperidoli pidentdd QT-aikaa salpaamalla hERG-kanavia (Suessbrich ym. 1997). Liséksi haloperidoli sal-
paa natriumkanavia. Natriumin hidastunut virtaus kardiomyosyytteihin aiheuttaa kinidiinin kaltaisen vaiku-

tuksen, miké johtaa aktiopotentiaalin muodon muuttumiseen ja johtumisajan pitenemiseen. (Ogata & Nara-

hashi 1989, Girardin & Sztajzel 2017.)
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3 MENETELMAT

3.1 Microelectrode array (MEA) -jarjestelma

Kardiomyosyyttien sahkdisia ominaisuuksia tutkittiin kayttamalla MEA-jarjestelmaa (Multi Channel Sys-
tems MCS GmbH, Reutlingen, Saksa). MEA-jarjestelméssa solut viljellaan spesifille MEA-levylle. Téassa
tutkimuksessa kéytettiin kuusikuoppaisia MEA-levyjé, joissa on kuusikymmenta titaaninitridielektrodia.
Naistd kuusi on maadoituselektrodeja, jolloin kuhunkin kuoppaan jaa yhdeksan mittaavaa elektrodia. Kuusi-
kuoppainen MEA-levy on esitetty kuvassa 4. Levyn [&mp0étila mittausten aikana pidettiin + 37 °C:ssa lait-

teistoon kuuluvalla lammittajalla.

Kuva 4. Kuusikuoppainen MEA-levy.

3.2 Soluviljelmét

Mittauksissa kaytettiin soluviljelmid, joissa oli vain kardiomyosyyttejé, sek&d FICAMilla kehitettyé sydan-
mallia (Vuorenp&é ym. 2014). Tassa kardiovaskulaarimallissa pluripotenteista kantasoluista erilaistetut kar-
diomyosyytit viljelladn verisuonimalliin, joka koostuu ihmisen rasvakudoksen stroomasoluista (human adi-
pocyte stromal cells, hASC) ja ihmisen napanuoran laskimon endoteelisoluista (human umbilical vein endot-
helial cells, HUVEC). Stroomasoluissa on useita erilaisia soluja, kuten muun muassa kypsié soluja, progeni-
torisoluja ja kantasoluja. Stroomasolut ovat perdisin ihonalaisesta rasvakudoksesta, jota jaa yli leikkauksissa
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tai rasvaimussa. Napanuoralaskimon endoteelisolut erotetaan lahjotetuista napanuorista 0,05-prosenttisella
kollagenaasi I:114. Seké strooma- ettd endoteelisolut vaativat mekaanisen ja entsymaattisen késittelyn, ennen

kuin niit4 voidaan hyddyntéa viljelyssa. (Sarkanen ym. 2010, Sarkanen ym. 2012.)

Soluviljelmét inkuboitiin + 37 °C:n lampdatilassa ja ilman hiilidioksidipitoisuus inkubaattorissa pyrittiin pita-
maan 5 prosentissa. Elatusaine vaihdettiin kahden tai kolmen paivan valein. Endoteelisolujen elatusaineena
kaytettiin EGM-2:ta (Lonza Group Ltd, Basel, Sveitsi). Rasvakudoksen stroomasoluja kasvatusaineen poh-
jana oli Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium F-12 (DMEM/F-12, Gibco, Invitrogen, USA), ja liséksi siind
oli 1 prosentti L-glutamiinia (L-glut, Gibco), 10 prosenttia ihmisseerumia (HS, Cambrex, USA) ja 1 prosentti
antibiootti-antimykoottisekoitusta (AB/AM, Gibco).

Ihmisen embryonaaliset kantasolut viljeltiin ja erilaistettiin vitronektiinilla paallystetyilla levyilla. Solujen
heratyksessa kéytettiin Essential 8 Flex Mediumia (Gibco), johon liséttiin RevitaCell-suplementtia (Gibco).
Viljelyn aluksi kantasolujen elatusaineena kaytettiin Essential 8 Flex Mediumia (Gibco), minké jalkeen eri-

laistuksessa ja yllapidossa kaytettiin PSC Cardiomyocyte Differentiation Kitia (Gibco).

Sydanmallissa, joka koostuu verisuonimallin ja kardiomyosyyttien yhteisviljelmastd, soluille annetussa ela-
tusaineesta puolet oli kardiomyosyyteille tarkoitettua elatusainetta ja puolet stroomasoluille tarkoitettua sti-
mulaatioliuosta. Kardiomyosyyteille suunnattu liuos koostui Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
-liuoksesta (Gibco), jossa oli lisaksi 2 prosenttia B-27-suplementia (Gibco) ja 0,5 prosenttia penisilliini-
streptomysiiniliuosta (Lonza). Stroomasolujen stimulaatioliuos koostui DMEM/F-12-liuoksesta (Gibco),
jossa oli liséksi 3,3 prosenttia 30-prosenttista haudan seerumin albumiinia (Biosera), 2,8 prosenttia natrium-
pyruvaattia (Gibco) ja 1,3 prosenttia L-glutamiinia (Gibco) seka suplementteina insuliini-transferriini-se-
leeniliuosta (Gibco), 10-mikromolaarista tyroniiniliuosta (Sigma-Aldrich), askorbiinihappoa (Lonza), fib-
roblastikasvutekija-beetaa (R&D Systems), verisuonen endoteelin kasvutekijad (R&D systems), hydrokorti-
sonia (Lonza) ja hepariinia (Lonza). Yhteisviljelméssa elatusaine vaihdettiin kahden tai kolmen péivén vélein

aina maanantaisin, keskiviikkoisin ja perjantaisin. Myds yhteisviljelmien kuopissa oli vitronektiinipinnoitus.

Pakastettuja embryonaalisia pluripotentteja kantasoluja viljeltiin aluksi kuusikuoppalevylla. Erilaistus aloitet-
tiin kolmantena viljelypaivana. Soluja viljeltiin kuusikuoppalevyll& viisi viikkoa ennen kuin ne siirrostettiin

kuusikuoppaisille MEA-levyille.

Mittauksissa kaytettiin kahta kuusikuoppaista MEA-levyd. Kummallakin levylla yhdessa kuopassa oli pel-
kastaan kardiomyosyytteja. Muissa kuopissa oli sydanmallin muodostavia yhteisviljelmid. Kussakin sydan-
mallikuopassa oli 3850 hASC-solua ja 1540 HUVEC-solua. Kardiomyosyyttien solutiheys kuoppaa kohden
oli 100 000 lukuun ottamatta kahta sydanmallikuoppaa, joissa kardiomyosyyttitiheys oli 500 000 kuoppaa
kohden.
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3.3 Mittausten suoritus ja analysointi
3.3.1 MEA-mittausten suoritus

MEA-mittaukset suoritettiin MEA2100-System-laitteella (Multi Channels Systems MCS GmbH) ja ne tal-
lennettiin MC_Rack-ohjelmalla (Multi Channels Systems MCS GmbH). MEA-mittaukset suoritettiin viitena
paivana viikossa maanantaista perjantaihin, ja mittausten pituus oli yksi minuutti. Mittaukset aloitettiin
MEA-levyille siirrostamista seuraavana péaivané. Elatusaineen vaihtopdivina mittaukset suoritettiin ennen
elatusaineen vaihtoa. Mittauksia jatkettiin 25 pdivad. Haloperidolialtistus suoritettiin 24. paivana. Levylle
MEAL annetun haloperidolin konsentraatio oli 1 umol/I ja levylle MEA2 10 umol/I. Ennen altistusta suori-
tettiin tavanomaiset mittaukset. Altistusmittaukset kestivat 17 minuuttia, ja mittaukset jaettiin yhden minuu-
tin mittaisiin jaksoihin késittelya varten. Haloperidoli annettiin, kun altistusmittausten alusta oli kulunut noin
260 sekuntia.

Kéyttdmamme MC_Rack-ohjelman analysointimahdollisuudet olivat hyvin rajoittuneet ja kayttokelpoisten
ohjelmien saatavuus on varsin heikkoa, joten kehitin Samuel Hyypén kanssa ohjelman tarkempaa analysoin-
tia varten. Ohjelma nimettiin Vanellus CardioCalculatoriksi. Téata ohjelmaa varten data muunnettiin teksti-
muotoon MC_DataTool-ohjelmalla (Multi Channels Systems MCS GmbH). Vanellus CardioCalculator -oh-
jelmalla mééritettiin kunkin mittauselektrodin tuloksista kenttapotentiaalin keston ja syketaajuuden mittaus-
kohtaiset keskiarvot. Néisté tuloksista laskettiin kuoppakohtaiset keskiarvot ja keskihajonnat Microsoft Excel
2016 -ohjelmalla. Mittausten hyvaksyttavyys arvioitiin silmamaaraisesti. Hyvéaksyttavyys edellytti, etta séh-
kokayran muoto oli kelvollinen ja etté lahes kaikki mittauspisteet asettuivat niille paikoille, joihin ne kuulu-
vat. Sykkeen tapauksessa ndmé paikat olivat FPD:n aloittavien suurten positiivisten poikkeamien eli R-piik-

kien maksimeja ja FPD:n tapauksessa FPD:n ma&ritelman mukaisia aloitus- ja lopetuskohtia.

3.3.2 Vanellus CardioCalculator

Vanellus CardioCalculator on Matlab-pohjainen (The MathWorks Inc., Natick, USA) add-on-ohjelma, joten
sen kayttd ei vaadi Matlab-ohjelmistoa. Itse vastasin ohjelman kenttdpotentiaalin maarityksen oikeellisuu-
desta, ja Samuel Hyyppé vastasi ohjelman teknisesté toteutuksesta. Vanellus CardioCalculator mahdollistaa

signaalin muodon tarkastelun seké syketaajuuden ja kenttépotentiaalin keston maarityksen.

Ohjelmalla analysoidaan MEA-dataa, joka ilmaisee jannitteen ajan funktiona. Ohjelmaan voi tuoda teksti-
muotoisia tiedostoja tai Matlabin kéyttdmid mat-tiedostoja. Tekstimuotoiset tiedostot voidaan muuntaa ohjel-

malla mat-muotoon, jolloin ne vievat vahemman tilaa.

Analysoitaessa data ensin suodatetaan Fourier-muunnoksen avulla. Suodattamaton séhkokayra esitetdan ku-

vassa 5. Taman jalkeen ohjelma jakaa mittauksen oletusarvoja kéytettdessé sekunnin kestaviin osiin, joista
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etsitddn minimi- ja maksimiarvot. Kahden perakkaisen maksimin vélista aikaa kutsutaan EKG-mittausten
nimedmiskaytdnnon mukaan RR-véliksi. Ohjelma méérittdd RR-vélin pituuden perakkaisten maksimien vé-
lissd kuluvasta ajasta. R-piikkien etsinté ja siten RR-vélin méaritys on mahdollista suorittaa myos ilman suo-
datusta.

Syketaajuuden maérityksessa kdytetddn korjattua RR-valia, jossa jatetdadn huomiotta keskiarvosta liikaa poik-
keavat RR-valit, koska ndma todennédkdisesti ovat virheellisid. Karsinnassa kaytetddn epayhtaloa

RR-vili

v 1>k _
RR-keskiarvo ynnysarvo

Jos RR-valin pituuden sijoittaminen yhtaloon johtaa kynnysarvon ylitykseen, kyseistd RR-valia ei oteta kes-
kiarvon maéaritykseen mukaan. Kynnysarvon oletusarvo on 0,2. Syketaajuus minuuttia kohden lasketaan ja-

kamalla 60 sekuntia RR-vélin kestolla.

dde DI0UDE0E

F1

38 385 39 395 40

Kuva 5. Séhkdkéayré ennen suodatusta Fourier-muunnoksella.

Kenttépotentiaalin keston maarityksessé pyritdan karsimaan ylimaéaraiset hairiopiikit pois. Jotta tdma onnis-
tuisi, ohjelma etsii maksimi- ja minimiarvojen perusteella mittauksesta alueet, joilla jannite on yli 75 pro-
senttia maksimiarvosta tai yli 75 prosenttia minimiarvosta. Graafisesti ilmaistuna maksimin l&hettyvilla tar-
kastellaan 75 prosentin kynnysarvon ylapuolelle jadvaa aluetta ja minimin l&hettyvilla toisen kynnysarvon
alapuolelle jaavaa aluetta. Jos ylittavia alueita on useampia, kdytetddn vain viimeisint4. Jos taas alittavia alu-

eita on useampia, ne yhdistetdan, jolloin tarkasteluun otetaan mukaan myos yhdistettyjen alueiden véliset
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alueet. Yhdistamisessa hyddynnetéén tietoa, ettd kenttipotentiaalissa maksimia seuraa minimi. Kultakin alu-

eelta etsitadn vain yksi maksimi tai minimi, jolloin ylimaaraiset hairiopiikit karsitaan pois. Alueiden rajaus
on esitetty kuvassa 6.

38 38.2 38.4 38.6 38.8 39 39.2

Kuva 6. Punainen nelikulmio osoittaa positiivisen kynnysarvon ylapuolelle ja&&vén alueen ja keltainen nega-

titvisen kynnysarvon alapuolelle jdavan alueen. Kuvassa nékyva kaksiosainen keltainen alue yhdistetaén tar-
kastelussa. Data on suodatettu Fourier-muunnoksella.

Kenttépotentiaalin keston maarityksessé pyritdan etsimaan kenttdpotentiaalien aloitus- ja lopetuspisteet.
Tassa kéaytetddn mittauksesta maéaritettyd RR-valin keston keskiarvoa ja deadspace-parametria. Deadspace on
aikavéli, jonka avulla mééritetdén alueet, joilta joko etsitdén dadriarvoa tai jotka jatetadn huomiotta aariarvoa
etsittdessa. Sen oletusarvoksi on asetettu 15 prosenttia RR-vélin keston keskiarvosta.

Kenttdpotentiaalin alkupisteen etsimisessa kaytetaan edelld madaritettya potentiaalin maksimia. Maksimista
siirrytadn deadspace-ajan verran aika-akselilla taaksepain ja talta alueelta etsitddn minimi. Tdméa minimi ase-
tetaan kenttapotentiaalin alkupisteeksi. Maksimin jalkeen liikutaan aika-akselilla kahden deadspace-ajan ver-
ran eteenpdin. Talta ajanjaksolta ei etsitd adriarvoja. Kenttdpotentiaalin loppupiste etsitaan tata seuraavalta
ajanjaksolta, joka paattyy seuraavan kenttapotentiaalin alkupisteen etsintdalueeseen. Tdma ajanjakso vastaa
kestoltaan oletusarvoilla 55 prosenttia RR-valin keskiarvosta. Kenttapotentiaalin loppupiste on kyseisen alu-

een maksimi. Alku- ja loppupisteiden etsintialueet on esitetty kuvassa 7 ja ohjelman kenttdpotentiaaleille
madrittdmat alku- ja loppupisteet kuvassa 8.
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Kuva 7. Kenttépotentiaalin alkupiste etsitddn yhden deadspace-ajan (ds) pituiselta ajanjaksolta maksimin
edesté. Loppupisteen etsintdalue alkaa, kun potentiaalin maksimin jalkeen rajataan etsinnan ulkopuolelle
kahden deadspace-ajan (2 ds) pituinen ajanjakso. Loppupisteen etsintdalue loppuu seuraavan potentiaalin al-
kupisteen etsintdaalueeseen.
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Kuva 8. Kenttépotentiaalin alkupisteet on merkitty mustalla ja loppupisteet punaisella.
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RR- ja FPD-pisteiden piirtdminen mahdollistaa niiden mielekkyyden tarkastelun. Datan laatu vaikuttaa suu-
resti analysoinnin onnistumiseen. Jos data ei ole analysoinnin kannalta suotuisaa, saadtéparametreja voidaan
muuttaa. Muutettavia parametreja ovat jakovélin pituus, kynnysarvot, Fourier-taajuuksien mééara seké dead-
space-parametri. Heikkolaatuisen datan tapauksessa parametrien sdatdminenkaan ei tietenk&éan auta. Analy-

soinnin kannalta vaarinpéin oleva data on mahdollista invertoida.

Kenttépotentiaalin keston arvioinnissa satunnaisvirheet ovat todennékdisid, sill& séhkokayran muoto voi joh-
taa siihen, ettd osa FPD-pisteist4 sijoittuu vaarin. Keskiarvoon yksittaiset virheet eivat kuitenkaan juurikaan
vaikuta. Kenttépotentiaalin kesto on QT-ajan tapaan vaihteleva suure, joten toksikologisen testauksen kan-
nalta on olennaista havaita siind tapahtuvat testiaineen aiheuttamat muutokset, ja tdhan tarkoitukseen ohjelma
soveltuu hyvin. Ohjelma on mahdollista myds piirtdd kuvaajat, joissa nakyy RR-valin, syketaajuuden ja kent-

tépotentiaalin keston muutokset mittauksen aikana.
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4 TULOKSET

4.1 Sykkeen ja FPD:n kehitys

Kuusikuoppalevyilla pluripotenteista kantasoluista erilaistettujen kardiomyosyyttien havaittiin sykkivan 16
vuorokautta solujen herétyksen ja 13 vuorokautta erilaistamisen aloituksen jalkeen. Havainnot tehtiin mikro-

skoopilla.

MEA1-levyn mittaustulokset on esitetty taulukossa | ja MEA2-levyn taulukossa Il. Taulukoissa on kuoppa-
kohtaiset keskiarvot ja keskihajonnat kenttapotentiaalin kestoajoille (FPD) ja syketaajuuksille kullekin mit-
tauspéivélle. Liséksi on ilmoitettu, kuinka moni kuopan yhdeksésté mittauselektrodista antoi analysointikel-
poiseksi tulkitun tuloksen. FPD- ja FPDc-arvot on ilmoitettu millisekunteina ja syketaajuudet iskuina mi-
nuuttia kohden. FPD-arvot on ilmoitettu millisekunnin tarkkuudella ja syketaajuudet yhden desimaalin tark-
kuudella. Mittaukset ovat minuutin pituisia lukuun ottamatta MEAZ1-levyn ensimmaisen ja yhdeksénnen pdi-
van mittauksia. Ensimmaisen péivan mittaus kesti noin 96 sekuntia ja yhdeksannen pdivan mittaus noin 10

sekuntia.

MEA1-levyll& havaittiin heti siirrostusta seuraavana paivana sykettd pelkkia kardiomyosyytteja sisaltdvassa
kuopassa F. MEA2-levylld ei havaittu sykettd ensimmaisena siirrostuksen jalkeisend péivana, joten siitd ei
suoritettu mittauksia. MEA2-levyn kuopista A ja F, joissa kardiomyosyyttitiheys oli yli 500 000 kuoppaa
kohden, ei saatu analysointikelpoisia mittaustuloksia tutkimuksen aikana lukuun ottamatta seitsemétta mit-

tauspaivaa, jolloin kuopan F mittaustulos oli analysointikelpoista.
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Taulukko I: MEA1-levyn soluviljelmien FPD:n ja sykkeen kehitys. FPD-ka tarkoittaa FPD-tuloksien kes-
kiarvoa millisekunteina, SD tulosten keskihajontaa, el tarkasteluun hyvaksyttyjen elektrodien lukuméaéaraa ja
FPDc Izumi-Nakasekon ym. yhtélolla laskettua korjattua FPD:td. Solujen elatusaineen vaihtopdivat on mer-

kattu tahdell&. P&aivan 1 mittaus oli muista poiketen noin 96 sekunnin mittainen ja paivan 9 vain 10 sekunnin

mittainen.
Kuoppa A B C
Paiva| FPD-ka| SD| el| Syke| SD| el FPDc| FPD-ka| SD| el Syke| SD| el| FPDc| FPD-ka SD| el Syke| SD| el FPDc
1 [pitka mittaus) 0 0 0 0 0 0
2% 0 0 0 0 0
3 439 40| 4| 100,7| 1,2/ 9 491 553| 31| 7| 93,0/ 0,3 9| 609 497 27, 3| 80,1 1,0 9 530
4* 0 121,1] 89 9 325 0 1 1120 3,0 9 373 0, 80,3 11,0 6
7 146,9| 5,9 9 371 0 1 1264 16,6 9 437 0 0
8 106,8| 14,7| 9 260 5| 5/203,1| 1,6/ 9, 340 307| 0| 1|161,4| 56 9 381
9* (lyhyt mittaus) 458 17| 2| 859|183 8 496 359| 34| 6| 1282| 3,6/ 9, 424 449 61, 3|109,4 13,9 8 513
10 0| 106,6| 14,8 9 269 7| 2| 192,6| 6,9| 9| 348 348 15| 5 149,7 5,2| 8| 425
11* 384| 0| 1| 89,9| 3,8 6 420 348| 85| 5| 119,5| 2,7| 6, 405 381| 17| 7| 137,1| 1,2| 9 457
14* 0| 102,2 44| 4 348| 103| 7| 110,8| 2,8 8 399 323| 0| 1| 116,9| 7,6/ 4 374
15 0| 1196/ 1,7 3 218| 0| 1| 1421 1,8 9 264 341| 10| 7| 146,5| 2,0 9 414
16* 0 758 2,1 3 388, 60 7| 122,6] 3,5 8 454 406, 30| 2/ 110,9, 0,8 9 465
17 0| 91,2 04| 7 330| 73| 8| 124,3| 0,2| 9, 387 458 20| 7| 102,4) 44 9 515
18*% 0| 94,6 61| 3 556| 36| 3| 86,6/ 0,1/ 8 603 0/ 137,0 14,5 9
21% 0| 73,8 30| 4 0 0 694| 14| 8| 784| 4,2| 9 736
22 388 0| 1 1092 1,3 3| 443 396 41 6| 1282, 0,1 8 468 461 7| 7 117,7 1,6 7 535
23% 0| 739 12| 2 513| 41| 5| 81,9| 4,1 9, 549 547| 20| 6| 113,9| 04| 6 630
24 597| 0| 1| 64,3 14| 3 606 461, 32| 8| 90,5 13,0/ 9| 505 752| 10| 8| 71,5/ 0,2 9 782
Kuoppa D E F (pelkastaan kardiomyosyytteja)
Pdiva FPD-ka| SD| el| Syke| SD| el FPDc| FPD-ka, SD| el Syke| SD| el FPDc| FPD-ka| SD| el| Syke | SD| ell FPDc
1 [pitka mittaus) 0 0 0 0 ol so5| 4,7 4
2% 0 0 0 0 595| 72/ 9| 829 0,1 9 639
3 0 940 10 4 549, 26| 8 77,6/ 14 9 581 276 103| 9| 123,8 0,8 9, 324
4* 0 0 0 723 7,1 3 314, 87| 9| 1154 0,2 9] 363
7* 0 0 425, 17| 2| 107,0, 1,3 3| 482 232| 20/ 9/209,2 0,2/ 9 306
8 0 0 0/ 151,7 12,3| 6 554, 74| 8| 84,8 6,2 8 598
9% (lyhyt mittaus) 0| 157,9, 7,5 2 411, 26| 2|117,5 23,2| 7 476 0 0
10 0| 92,1 84 4 348 2| 119,2) 10,2) 9| 404 270| 27| 9/1758 0,1 9 342
11* 0 0 399 8| 2/ 1170/ 13,0 4 463 282 0 1) 1757, 3,2| 9| 357
14* 0 0 480, 30| 2| 87,1 82 3 521 0 0
15 0| 985 9,1 6 349| 39| 2| 121,3| 53 9| 407 249| 16, 9|2024 0,1 9 325
16* 0 80,8 20 2 431, 97 5| 957 1,0 9| 477 417 44 9 81,2 0,6| 9| 446
17 0| 77,3| 33 6 394| 76/ 6 104,7| 0,2) 9| 445 282| 20/ 9/1804 0,1 9 360
18% 0| 857 11,2 6 462 133| 5| 86,0 0,7 9 500 0 0
21* 652 0| 1| 86,4 0 1 706 485 30 2|103,1 2,3 3| 547 0 0
22 540| 0| 1| 96,5/ 2,6/ 3| 560 289| 29 2/ 107,0| 20| 5 328 392| 32| 5/1253 16,1 7 461
23* 684 0| 1| 57,3 0 1 677 437, 93 3| 73,9 1,7, 7| 457 0o 71,5 17| 9
24 0] 72,2 01 503, 56| 6/ 89,0/ 0,7 9 548 519, 27| 9| 95,1 0,2] 9 575
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Taulukko I1: MEA2-levyn soluviljelmien FPD:n ja sykkeen kehitys. Lyhenteiden selitykset ovat samat kuin
taulukossa I. A- ja F-kuopissa kardiomyosyyttitiheys oli 500 000 kardiomyosyyttia kuoppaa kohden.

Kuoppa A [suurempi solutiheys) B C [pelkastdaan kardiomyosyyttejd)
paivi| FPD-ka| SD| el| syke| sD| ell FPDc| FPD-kal sD el sykel sD| ell FPDc| FPD-kal sD| el syke| sbl el| FPDC
1
2% 0 0 0 0 436, 45 9| 1023/ 0,1 9 491
3 0 0 567 36| 4 828 1,3 7 609 349, 64| 9| 135,1 14| 9 417
4% 0 0 714, 6/ 4| 680 25 7| 733 351 102| 9 854|0,2 9| 380
7* 0 0 370) 31) 2/ 132,6| 4,9 6 441 0 1281| 4,1 3
8 0 0 316, 0] 15 150,6| 5,3 4 387 0 0
g% 0 0 470 83| 2| 90,1 15,1 5 514 359, 66| 9 980| 7,1 9| 400
10 0 0 0 1134 10,2 2 349, 92| 8| 105,7) 2,4| 9 395
11% 0 0 0 0 0 0
14* 0 0 448 0| 1| 851 0 1 484 297 80| 9| 113,7 1,0 9 342
15 0 0 0 0 325 49| 9 124,3| 1,2| 9| 381
16% 0 0 0 0 319 68| 9| 125,6/ 0,8/ 9, 376
17 0 0 0 0 375 51| 7| 112,8 6,6] 9 431
18% 0 0 0 0 424, 42 8| 880 0,6 9 462
21%* 0 0 0 0 610 26| 5| 65,0 4,6/ 5 620
22 0 0 0 0 283 0| 1) 114,7 0| 1 327
23# 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
Kuoppa D E F (suurempi solutiheys)
Paiva| FPD-ka| SD| el Syke| SD| el| FPDc FPD-ka| D/ el Syke| SD| el| FPDc| FPD-ka| SD| el| Syke SD| el FPDc
1
2% ol 865 277 0 0 0 0
3 379, 44| 5| 82,7 0,6 7 406 499 17| 6 1020| 24| 8| 561 0 0
4* 0 0 538 39| 3| 77,8 4,7 6| 569 0 0
7* 0 0 0 0 330 35| 5 1489 0,1 6, 403
8 363 0| 1 1474 10 5| 443 332, 0| 1 1270 6,1 5| 391 0 0
9% 271 0| 1) 136,7 10 5| 325 406| 3| 2| 1214 50 8 474 0 0
10 0| 143,2| 23,9) 9 0| 173,2| 7,3| 6 0 0
11* 460| 76| 8| 87,8 0,7| 8 501 445| 15| 2| 107,00, 3,8/ 6 506 0 0
14* 368 22| 4| 126,2| 0,5 9 433 522] 12| 2| 90,0 5,9 3 571 0 0
15 453 50, 8 111,5| 3,8| 8| 519 0 1072 44 5 0 0
16%* 652 40| 8| ®66,1| 0,6/ 9 666 554 0| 1| 80,9 22 3 6592 0 0
17 341) 23| 3| 142,7| 1,1 5 413 0 931 73 5 0 0
18% 497 91 4, 96,0| 5,3] 9| 551 600 8| 2| 73,0 2,6 6 627 0 0
21%* 0 0 526/ 0| 1, 87,2 164 4| 571 0 0
22 625 24| 5 729 19 9| 652 0| 1014| 88| 4 0 0
23% 575 10| 3| 70,1 34 8| 595 0| 114,9| 5,0 8| 0 0
24 367 13| 2| 137,3| 5,2 8| 440 0| 91,0/ 94| 6 0 0
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Mittaustuloksissa on suurta pdivakohtaista vaihtelua, eikd FPD tai syketaajuus nayté kehittyvan lineaarisesti.
Kaikissa MEA1-levyn vertailukelpoisissa kuopissa havaitaan syketaajuuden maksimi toisen mittausviikon
alussa. Nama ajoittuvat joko mittauspéivélle 7 tai 8. Kuopassa D sykemaksimi osuu péivélle yhdeksén, mutta
mittauksen lyhyen keston takia tulosta voidaan pitdé epaluotettavana. MEA2-levylla sykemaksimi nayttaisi
myos osuvan toiselle mittausviikolle (péivét 7—10) lukuun ottamatta pelkastdan kardiomyosyytteja sisaltavaa
kuoppaa C, jossa sykemaksimi saavutetaan jo kolme péivad MEA-levylle siirrostamisen jalkeen.

Seké syddnmallia ettd pelkkid kardiomyosyytteja siséltévissa kuopissa havaitaan syketaajuuden suurta péivé-
kohtaista vaihtelua. Elatusaineen vaihtopdaivilla ei vaikuta olevan systemaattista vaikutusta syketaajuuden
suuruuteen vaihtoa seuraavan péivan mittauksissa. Kaikilla kuopilla, joista saatiin analysointikelpoisia tulok-
sia yhtd mittausta enemman, paivékohtaiset sykkeiden keskiarvot vaihtelivat alle 80 iskusta minuuttia koh-
den yli 130 iskuun minuutissa. Sykkeitd, joiden taajuus oli yli 200 iskua minuuttia kohden, havaittiin sek&
sydanmallia ettd pelkastaan kardiomyosyytteja sisaltdvissa kuopissa. Pelkastaan kardiomyosyytteja sisalta-
vien kuoppien syketaajuuden koko kehittymisen seurantamittausten ajalta laskettujen keskiarvojen vaihtelu-
vali oli 107,6-128,9 ja syddnmallia sisaltavilla kuopilla 90,8-124,1 iskua minuutissa, kun MEA2-levyn kuo-

pan F yksittdinen mittaustulos jatetddn huomiotta.

FPD:n kannalta analysointikelpoisia mittaustuloksia on huomattavasti vahemman kuin sykkeen kannalta ana-
lysointikelpoisia. Myds FPD:n paivakohtainen vaihtelu on suurta. MEAL-levylld ensimmaiset analysointikel-
poisista mittauksista saadut FPD-tulokset ovat suuria ja seuraavissa hyvéksyttavissa mittauksissa FPD-arvot
ovat pienempid. Taméa nékyy etenkin niissa mittauksissa, joista saadaan FPD-tuloksia heti ensimmaisella
mittausviikolla. Tallaista FPD:n kayttaytymista ei kuitenkaan havaita MEA2-levylla. FPD-arvoissa havaitaan

my06s huomattavan suuria keskihajontoja: osassa mittauksissa on yli sadan millisekunnin keskihajonta.

FPD:n ja FPDc:n keskiarvojen viikko- ja kuoppakohtaiset vaihteluvalit on koottu taulukkoihin 111, 1V, V ja
VI. Viikot on jaettu viikonloppujen mukaan, joten viikkoon 1 kuuluvat mittauspaivat 1-4, viikkoon 2 paivat
7-11, viikkoon 3 pdivat 14-18 ja viikkoon 4 pdivat 21-24. Tuloksista havaitaan, ettd sydanmallia sisaltdvissa
kuopissa FPD:n toisen mittausviikon keskiarvon maksimi ei kertaakaan ylitd 500 millisekuntia. Ensimmai-
selld mittausviikolla 500 millisekunnin ylittdvat FPD-maksimit ovat tavallisia. Kolmannen viikon FPD-mak-
simit ovat useimmiten korkeampia kuin toisen viikon. Neljdnnell& viikolla 500 ja myds 600 millisekuntia
ylittavat FPD-maksimit ovat tavallisia. Pelkdstdén kardiomyosyytteja siséltavien kuoppien kaytos on eri-
laista: ndissd FPD:n vaihteluvali pysyy suhteellisen tasaisena kolmen ensimmaisen mittausviikon aikana,

mutta myo6s néissa neljannen viikon maksimit ylittavat aina 500 millisekuntia.

FPD:n keskiarvon minimit eivat sydanmallikuopissa alita 300 millisekuntia kertaakaan ensimmaéisen mittaus-

viikon aikana, vaan alle 300 millisekunnin FPD-minimeja saavutetaan aikaisintaan toisella mittausviikolla.
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Sen sijaan pelkéstaan kardiomyosyytteja sisaltavissa kuopissa 300 millisekunnin alittava FPD-minimi voi-
daan saavuttaa jo ensimmaiselld mittausviikolla. Neljannen mittausviikon FPD:n keskiarvojen minimeissé on

suurta vaihtelua.

Taulukko I11: MEAL-levyn viikkokohtaiset FPD:n keskiarvojen vaihteluvélit millisekunteina.

F (pelkastaan

Viikko A B C D E
kardiomyosyytteja)
1 439 325-553 497 - 549 276-595
2 384-458 260-371 307-449 - 348-425 232-554
3 - 218-556 323-458 - 349-480 249-417
4 388-597 396-513 461-752 540-684 289-503 392-519

Taulukko IVV: MEA1-levyn viikkokohtaiset FPDc:n keskiarvojen vaihteluvélit millisekunteina.

F (pelkastaan

Viikko A B C D E
kardiomyosyyttejd)
1 491 373-609 530 - 581 324-639
2 420-496 340-437 381-513 - 404-482 306-598
3 - 264-603 374-515 - 407-521 325446
4 443-606 468-549 535-782 560-706 328-548 461-575

Taulukko V: MEA2-levyn viikkokohtaiset FPD:n keskiarvojen vaihteluvélit millisekunteina.

Viikko A (suurempi 5 C (pelkastaan D £ F (suurempi
solutiheys) kardiomyosyytteja) solutiheys)
1 - 567-714 349-436 379 499-538 -
2 - 316-470 349-359 271-460 332-445 330
3 - 448 297-424 368652 522-600 -
4 - - 283-610 367-625 526 -
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Taulukko VI: MEA2-levyn viikkokohtaiset FPDc:n keskiarvojen vaihteluvélit millisekunteina.

Viikko A (suurempi 5 C (pelkastaan D £ F (suurempi
solutiheys) kardiomyosyyttejé) solutiheys)
1 - 609-733 380-491 406 561-569 -
2 - 387-514 395-400 325-501 391-506 403
3 - 484 342-462 413-666 571-627 -
4 - - 327-620 440-652 571 -

4.2 Sahkokayran kehitys

Sahkokéyran kehitysté on esitetty kuvissa 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15ja 16. Kuvissa 9, 11, 13 ja 15 esitetdén
lahikuvat sdhkokayrdn muodosta ja kuvissa 10, 12, 14 ja 16 esitetddn koko minuutin kestoinen mittaus, mika
havainnollistaa sykkeen saannéllisyyttd. Usein toistuvina piirteind kéyrilla olivat leved R-piikin kanta, R-

piikkia seuraavan negatiivisen tasanteen lyhyys ja vaikeasti havaittava FPD:n lopetuspiste.

Pelkastaan kardiomyosyytteja sisaltavissa kuopissa (kuvat 11 ja 15) nahdéén, etta sighaalin muoto on jo kol-
mantena mittauspaivana selvapiirteinen. Mydhempien viikkojen sahkokayrasta poikkeava piirre on matala R-
piikkia seuraava negatiivinen poikkea. MEA1-levylla tdima R-piikkia seuraava negatiivinen poikkeama on
vield kolmantena pdivana matala. MEA2-levylla havaitaan matala R-piikkia seuraava negatiivinen poik-
keama toisena paivanad, mutta kolmannen paivan mittauksessa poikkeama on jo syventynyt myéhempien
viikkojen noin —20 mikrovoltin tasolle. MEAL-levylla tdma syvyys saavutettiin vasta neljantend paivana ja
talldinkin vain osassa elektrodeista. Selvaa FPD:n lopettavaa positiivisen poikkeaman huippua oli useim-

missa mittauksissa silmamaaraisesti vaikea havaita.

Sydanmallia siséltavien kuoppien sahkokéyrat eivat olleet yhta selvapiirteisid kuin pelkéstédan kardiomyosyy-
teilla mitatut sahkokéyrat. R-piikkié seuraava negatiivinen poikkeama oli usein matala ja taustakohina peitti

signaalin muotoa. Syketaajuuden ja FPD:n mééritys kuitenkin onnistui myds sydanmallin sahkokayrista.
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Kuva 9. MEAL-levyn sydanmallia sisaltdvén kuopan B sahkdkéyran kehitys paiviné 3, 10, 16 ja 24 elektro-
din B6 mittaamana.
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Kuva 10. MEA1-levyn sydédnmallia siséltdvan kuopan B sahkokéyran kehitys paivina 3 ja 16 elektrodin B6
mittaamana. Sykevalin vaihtelu lisdantyy viljelyajan kasvaessa.
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Kuva 11. MEA1-levyn pelkéstaan kardiomyosyyttejé sisaltdvan kuopan F sdéhkokéyran kehitys paiviné 3,
10, 16 ja 24 elektrodin F1 mittaamana.
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Kuva 12. MEAL-levyn pelkdastédéan kardiomyosyytteja siséltdvan kuopan F sdéhkokdyran kehitys péivina 3 ja
24 elektrodin B6 mittaamana. Sykevali pysyy hyvin tasaisena.
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Kuva 13. MEA2-levyn sydanmallia sisaltdvan kuopan D sé&hkokéyran kehitys paiving 3, 11, 16 ja 24 elektro-

din D7 mittaamana.
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Kuva 14. MEA2-levyn syddnmallia sisaltdvan kuopan D sahkokayrén kehitys péiviné 11 ja 24 elektrodin D7
mittaamana. Mittauspaivan 24 mittauksessa havaitaan syketauko.
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Kuva 15. MEA2-levyn pelkéstaddn kardiomyosyytteja sisaltdvan kuopan C sahkokayrén kehitys péivina 3,
10, 16 ja 24 elektrodin C2 mittaamana.
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Kuva 16. MEA2-levyn pelkastdén kardiomyosyyttejé siséltavan kuopan C sahkokayrén kehitys péiviné 3 ja
24 elektrodin C2 mittaamana. Sykevalin vaihtelu lisdantyy viljelyajan kasvaessa.
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Kolmannella ja neljannella viikolla sykkeen epétasaisuus yleistyi, kuten nahdaan kuvista 10, 14 ja 16.
MEA1-levyn pelkastadn kardiomyosyytteja sisaltava kuoppa F kykeni kuitenkin viela neljannellakin viikolla
yllapitaméan tasaista sykettd (kuva 12). MEA2-levyn pelkastaan kardiomyosyytteja siséltavan kuopan C
syke oli kuitenkin neljannell& viikolla epaséaannollistd, kuten myds sydanmallia siséltavilla kuopilla.

Neljannella viikolla 24:ntend mittauspéivané ennen haloperidolin annostelua havaittiin myos yksittéisia kent-
tpotentiaalien kaantyilyja MEAL-levyn kuopan C mittauksissa. Naiden merkitys itsessdén lienee véhéinen,
mutta ne tuskin parantavat séhkokayran laatua. Esimerkkejé kaantyilysta on esitetty kuvassa 17.
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Kuva 17. Kééntyneita kenttapotentiaaleja sydanmallin sahkokayrassd MEAL-levyn kuopasta C elektrodin
C6 mittaamana. Vasemmanpuoleinen kuva on sahkokéayran kehitysmittaus paivalta 24, ja siind ennen 28,5
sekuntia alkava kenttdpotentiaali on muihin verrattuna toisinpdin. Oikeanpuoleinen kuva on saman pdivéan
haloperidolialtistusmittauksesta minuutilta 4, jolloin haloperidolia ei ollut viel& annosteltu. Muihin ndhden
eripdin oleva kenttapotentiaali alkaa 33 sekunnin kohdalla. Kummassakin kuvassa kaéntynytta kenttdpotenti-
aali edeltava potentiaali on epatyypillisen muotoinen. Oikeanpuoleisessa kuvassa myds ennen 31,5 sekuntia
alkavaa kenttépotentiaalia voidaan pitd4 k&antyneena.

4.3 Analysoinnin kannalta ongelmalliset mittaukset

Useissa mittauksissa FPD:n maaritys ei onnistunut sahkokéayran analysoinnin kannalta kelpaamattoman muo-
don takia. Talldin syketaajuuden madritys saattoi olla mahdollista, mutta sen hyddyllisyys lienee kyseen-

alaista, silla on mahdollista, ettd R-piikit sekoittuvat kenttipotentiaalin paattaviin maksimeihin. Mittaustulok-
sen suodatus voi vaikuttaa suuresti syketaajuuden arvioon. Esimerkki FPD:n analysoinnin kannalta kelvotto-

masta mittaustuloksesta on esitetty kuvassa 18.
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Kuva 18. Sahkokayra MEAL-levyn sydanmallia sisaltavasta kuopasta A elektrodin A5 mittaamana paivalta
17. Mittaus on FPD:n kannalta analysointikelvoton, mutta syketaajuus on arvioitu. Arvion hyodyllisyys on

kuitenkin kyseenalainen.

Kenttapotentiaalin tavanomaista muotoa noudattavista séhkokayrista syketaajuuden ja FPD:n maarittdminen
on yksinkertaista, mutta useissa tdmén tutkimuksen mittauksissa FPD:n péatepisteen madrittdminen osoittau-
tui haastavaksi. R-piikki& ei aina seurannut selva positiivinen poikkeama, jonka huipulle FPD:n péatepiste
olisi asetettu. Talloin ohjelma asetti paétepisteen perustasolle asettumisen jalkeen osuvalle maksimille. Esi-

merkki tallaisesta sdhkokayrasta on esitetty kuvassa 19.
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Kuva 19. Sahkokayra MEA2-levyn pelkéstdan kardiomyosyytteja sisdltavastd kuopasta C elektrodin C4 mit-
taamana péivélta 15. Vasemmalla on suodattamaton mittaustulos ja oikealla Fourier-muunnoksella suoda-
tettu mittaustulos, johon on asetettu FPD:n aloitus- ja lopetuspisteet. Aloituspisteet on merkattu mustalla ja

lopetuspisteet punaisella. Lopetuspiste asettuu perustasolle asettumista seuraavalle maksimille.

Usein toistuva, tavanomaisesta kenttapotentiaalin kulusta poikkeava muoto oli sahamainen. Talle sahamai-
selle muodolle tyypillista oli levead R-piikki, jota seurasi kapea positiivinen poikkeama. FPD:n lopetuspiste
asetettiin tdman kapean positiivisen poikkeaman huipulle. Kuvassa 20 on esitetty esimerkki sahamaisesta

signaalista ja sen FPD-pisteista. Sahamaista signaalia havaittiin seka sydanmallia ettd pelkastaan kardiomyo-

syytteja sisaltavissa kuopissa, mutta sydanmallia siséltavissa kuopissa se oli yleisempi.
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Kuva 20. Sdhkokayrda MEA1-levyn sydanmallia siséltdvastd kuopasta C elektrodin C1 mittaamana paivalta
15. Vasemmalla on suodattamaton mittaustulos ja oikealla Fourier-muunnoksella suodatettu mittaustulos,
johon on asetettu FPD:n aloitus- ja lopetuspisteet. Aloituspisteet on merkattu mustalla ja lopetuspisteet pu-

naisella. Kaikki pisteet eivat osu optimaalisille paikoilleen. Signaali on muodoltaan sahamainen.



36

4.4 Haloperidolialtistus

MEA1-levyn haloperidolialtistuksen ja altistusta seuraavan paivan mittaustulokset on esitetty taulukossa VII.
MEAZ2-levyn vastaavat mittaustulokset on esitetty taulukossa VI1I. MEAL-levylle annetun haloperidolin kon-
sentraatio oli 1 umol/l ja MEA2-levylle 10 umol/l. MEA2-levyn kuopista A, B ja C ei saatu analysointikel-
poisia mittaustuloksia, joten ndméa kuopat on jatetty pois taulukosta VIII. Mittaukset ovat minuutin mittaisia,
ja ladkkeen annostelu aloitettiin 260 sekuntia mittausten aloituksen jalkeen. Nain ollen vaikutukset voisivat
néakya aikaisintaan mittauksessa 5. Haloperidolin vaikutus ndhdéan sahkokayran muodossa MEA1-levylla
viidennen mittauksen lopussa ja MEA2-levylla kuudennen mittauksen alussa. My®s altistusta seuraavan pai-

van mittaustulokset on esitetty taulukoissa.
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Taulukko VII: MEA1-levyn haloperidolialtistuksen (1 umol/1) ja altistuksen jélkeisen pdivan mittaustulok-

set. Lyhenteet ovat samat kuin taulukossa I.

I(uappal A B C
Mittaus FPD-kaI SD| el| Syke| SD| el| FPDc| FPD-ka| SD| el Syke| SD| el FPDc| FPD-ka 5D| el| Syke  SD| el| FPDc

1 0| 434|29 4 636 87| 5 71,0/0,6 8 660 852 16, 8| 61,1 0,1/ 8/ 855

2 0 44,0106/ 3 503 117 7| 81,8/ 0,5 9| 539 773 16| 8| 68,5/ 0,2 8| 796

3 0| 424| 22 4 452/ 121 7| 91,1|{ 0,5/ 9 495 695 30, 8| 72,1 2,00 9| 723

4 0 59,3/ 2,0 4 406/ 84| 7 94,4/0,3 9 449 707|26 0| 682|3,0 8 727

5 0 56,0/ 1,2 3 469| 57| 6 96,7/ 0,7 8 521 593/ 13| 0| 76,6  2,3| 8 626

6 0| 24,1/34 4 606, 38| 4| 60,0/ 2,1 8 606 0| 664 3,3 8

7 0 21,8 2,1| 4 773 21| 2| 33,926/ 9| 682 0 0

8| 0| 274/ 16 3 787 12| 2| 26,0/ 1,2 9| 655 0 1]

9 0| 25,1/ 1,5 3 0/ 143/ 07| 5 1] 1]

10 0| 32,1/0,8 3 0/ 165/ 2,1 4 0 1]

11 0/ 320 08| 5 0 65 1,1 3 0 0

12 904 25| 3| 34,9 0,8| 8| 802 0l 54/ 13 3 1] 1]

13| 830 20/ 3| 365|2,7| 8| 744 0 46|03 4 0 0

14, 820 10| 3| 34,3| 1,3| 8| 725 0o 93|09 4 0 0

15 814 43| 3| 35,3/ 1,1| 8| 724 0/ 12,7/ 01| 3 1] 1]

16 858 30| 3| 34,7 0,4 8 761 790 0| 1) 11,3|0,3) 3| 547 0 0

17 876/ 20| 3| 34,8 0,2| 8| 777 780 26| 2| 12,3|/0,9 4 550 0 1]
Péiva 25 804 72| 3| 38,1 4,1| 8| 727 0/259 01 1] 1]
I(uoppal D E F (pelkastddn kardiomyosyyttejs)
Mittaus| FPD-ka| SD| el| Syke| SD| el| FPDc| FPD-ka| SD| el| Syke| SD| el| FPDc| FPD-ka| SD| el Syke | SD| el| FPDc

1 725, 4| 2| 72,1 3,7 7| 754 559 64 7 73,6 09| 9/ 585 655 20| 5| 66,0 54 8 669

2 673, 3| 2| 780|0,7 6| 713 511 64| 5| 86,0/0,8 9| 553 651 39| 9 62,909 9| 658

3 0| 87457 8 481 67| 5| 944 04| 9| 531 604 30| 9| 734 0,5 9| 631

4 0/ 889 29| 7 476| 46| 5| 99,6/ 0,2| 9| 532 576/ 30| 9| 79,2/ 2,8 9| 612

5 0| 87,9 2,2| 7 471, 56| 4/ 103,1/ 0,9 9 530 547 26| 8 86,2| 0,2 9| 593

6 0 0 0 0] 0 0

7 0 0 0 0 0 0

8| 0 0 0 0 0 0

9 1] 1] 0 0] 1] 1]

10 0 0 0 0 0 0

11 0 0 0 0 0 0

12 1] 1] 0 0 1] 1]

13 0 0 0 0 0 0

14 0 0 0 0 0 0

15 1] 1] 0 0 1] 1]

16 0 0 0 0 0 0

17 0 0 0 0] 0 0
Péiva 25 0 0 0 0 0 0
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Taulukko VIII: MEA2-levyn haloperidolialtistuksen (10 pmol/1) ja altistuksen jalkeisen paivan mittaustu-
lokset. Lyhenteet ovat samat kuin taulukossa I.

Kuoppa| C|(pelkastdan kardiomyosyytteja) D E
Mittaus| FPD-ka SD| el| Syke | SD| el| FPDc| FPD-ka, SD| el Syke| SD| el| FPDc| FPD-ka| SD| el| Syke| SD| el FPDc

1 397 0 1| 876|055/ 2/ 431 516/ 80 9| 83,9 65| 9 556 563| 34 2| 73,1| 194 7 588
2 365| 12| 3| 105,3| 24| 4 413 561| 119 8 77,2/ 53| 9] 593 0 94,0 10,9| 4
3 353| 13| 3| 105,1|0,9| 3| 400 464 78| 8 110,7) 6,1 9| 531 0 96,3 6,00 3
4 370| 33 2| 1064| 1,3 5 420 434, 60| 7 120,0) 2,1 8 506 0 1034 28| 4
5 0/ 107,2/ 1,4 4 405, 55| 5 126,7| 2,9 8| 477 0 1044 22| 4
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 0
Paiva 25 0 0 0 0 0 0

MEAZ2-levylla kaytetty vahva haloperidolipitoisuus (10 pmol/1) lopetti kardiomyosyyttien sykkeen nopeasti:
haloperidolin vaikutuksen jélkeen mittauksissa ei havaittu taustakohinasta erottuvaa sdhkdista toimintaa, jo-
ten analysointikelpoisia mittaustuloksia ei haloperidolin vaikutuksen jalkeen enda saatu. Myés MEAL-levylla
kaytetty pitoisuus (1 umol/1) osoittautui vahvaksi: kuopista D, E ja F ei saatu en&a analysointikelpoisia mit-
taustuloksia haloperidolin vaikutuksen jalkeen. MEAL-levylla haloperidolin aiheuttamien hairiopoikkeamien
suuruus vaihteli valilla 65-504 mikrovolttia ja MEA2-levylla vélilla 155-1421 mikrovolttia. Korkeimmat
poikkeamat saatiin niista kuopista, joissa oli pelkéstaan kardiomyosyyttejd, ja matalimmat poikkeamat niista,
joissa oli sydanmallia. Haloperidolin sykkeen lopettavat vaikutukset on esitetty kuvissa 21 ja 22. Kuopasta C
kuudennesta altistusmittauksesta saatiin vield méaritettyd syketaajuus, vaikka haloperidolin vaikutuksen ta-
kia signaalin muoto oli epatyypillinen. Kuopista A ja B sen sijaan saatiin analysointikelpoisia mittaustuloksia

vield haloperidolin annostelun jalkeenkin.
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Kuva 21. Esimerkki haloperidolin vaikutuksesta sdhkokéayraan. Kuva on MEA1-levyn sydanmallia sisalta-

vasta kuopasta E elektrodin E9 mittaama tulos altistusmittauksen viidennen minuutin loppuosasta.
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Kuva 22. Esimerkki haloperidolin vaikutuksesta sdhkokayraén. Kuva on MEA2-levyn pelkastaan kar-
diomyosyytteja sisaltdvasta kuopasta C elektrodin C1 mittaama tulos altistusmittauksen kuudennen minuutin

alkupuolelta. Kuvassa ndhd&an haloperidolin aiheuttama yli 1400 mikrovoltin suuruinen poikkeama.
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MEA1-levyn kuopissa A ja B havaitaan selked syketaajuuden lasku haloperidolin vaikutuksen alkamisen jal-
keen. Kuopan B mittauksista ndhdaan myds FPD:n pidentyminen heti haloperidolin vaikutuksen alkamisen
jalkeen altistusmittauksen minuuteilla 6 ja 7. Molempien kuoppien kaikki haloperidolin havaitun vaikutuk-
sen alkamisen eli viidennen mittauksen jalkeen mitatut FPD- ja FPDc-keskiarvot ovat pitki&, mika sopii ha-
loperidolin QT-aikaa pidentavaan vaikutukseen. Kuopissa A ja B haloperidolin vaikutus ei kuitenkaan nay
iskun kaltaisena sykkeen muutoksena kuten niissa kuopissa, joissa haloperidoli lopetti analysointikelpoisen
sykkeen. Kuoppien A ja B sykkeen hidastumista on silméaméaréisesti vaikea havaita. Kuopan A viidennen ja
kuudennen minuutin altistusmittaukset elektrodin A9 mittaamina on esitetty kuvassa 23.
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Kuva 23. MEAL1-levyn sydanmallia siséltdvan kuopan A haloperidolialtistuksen elektrodin A9 mittaamat
viidennen ja kuudennen minuutin mittaukset esitettyna perakkain. Kuudennen mittauksen lopussa havaitta-

vasta sykkeen tihentymisesta huolimatta syketaso jaa alhaissmmaksi kuin ennen haloperidolin annostelua.

Kuopan A sydanmallin sdhkokayra ei ole FPD:n kannalta analysointikelpoista altistusmittausten alussa,
koska yksiselitteistd FPD:n lopetuspistetté ei voida méaarittad. Sahkokayra kuitenkin muuttuu altistusmittaus-
ten aikana FPD:n kannalta analysointikelpoiseksi. Epaselvéksi jaa, johtuuko tdméa haloperidolin vaikutuk-
sesta vai mittausten pitkésta kestosta. Joka tapauksessa mittauksissa saadut FPD:n ja FPDc:n keskiarvot ovat
huomattavan pitki&: vahintaan yli 700 millisekuntia.

Kuopassa B tapahtuu sykkeen hidas hiipuminen, joka lopulta johtaa harvaan sykkeeseen, josta ei voida maa-
rittdd FPD:n paatepistetta yksiselitteisesti. Altistusmittausten loppupuolella saadaan kuitenkin yksittaisia
FPD:n kannalta analysointikelpoisia mittaustuloksia. Naistakin madritetyt FPD:n ja FPDc:n keskiarvot ovat
huomattavan pitkia: FPD:n keskiarvot lahes 800 millisekuntia ja syketaajuudella korjatutkin FPD:n keskiar-
vot yli 500 millisekuntia. Sykkeen hiipuminen kuopassa B altistusmittausten seitsemannella minuutilla néh-

dédan kuvassa 24.
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Kuva 24. MEA1-levyn sydanmallia siséltdvan kuopan B elektrodin B9 altistusmittauksen seitsemannelld mi-

nuutilla mittaama séhkokayrd, jossa ndhdaan sykkeen hiipuminen.

FPD:n pidentymisestd huolimatta kenttdpotentiaalien muodot olivat molempien kuoppien analysointikelpoi-
sissa mittauksissa selvapiirteisia ja saédnnénmukaisia. Kuvissa 25 ja 26 on esimerkit altistusmittausten minuu-
tilta 17.
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Kuva 25. Pidentyneitd kenttdpotentiaaleja altistusmittausten minuutilta 17 MEA1-levyn sydanmallia sisalta-
vastd kuopasta A elektrodin A9 mittaamana. Vasemmalla on suodattamaton mittaustulos ja oikealla Fourier-
muunnoksella suodatettu mittaustulos, johon on merkitty FPD:n aloitus- ja lopetuspisteet. Aloituspisteet on

merkitty mustalla ja lopetuspisteet punaisella.
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Kuva 26. Pidentyneita kenttdpotentiaaleja altistusmittausten minuutilta 17 MEA1-levyn sydanmallia sisalta-
vasté kuopasta B elektrodin B9 mittaamana. Vasemmalla on suodattamaton mittaustulos ja oikealla Fourier-
muunnoksella suodatettu mittaustulos, johon on merkitty FPD:n aloitus- ja lopetuspisteet. Aloituspiste on
merkitty mustalla ja lopetuspiste punaisella.
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5 JOHTOPAATOKSET

Ty0ssa tutkittiin syketaajuuden, kenttapotentiaalin keston ja sahkokayran muodon kehittymistd sydanmallilla
ja kardiomyosyyteilla. Tété tarkoitusta varten kehitettiin Matlab-pohjainen Vanellus CardioCalculator -add-
on-ohjelma, jonka kéytettdvyytta testattiin tutkimuksen yhteydessé. Ohjelman etuna voidaan pitéa sitd, ettei
sen kaytto edellytd Matlabin omistamista tai Matlabin kdyton osaamista.

Kenttapotentiaalin ominaisuuksien tutkimista varten on kehitetty ennenkin erilaisia ohjelmia (esimerkiksi
Pradhapan ym. 2013). Ohjelmien heikko saatavuus aiheuttaa kuitenkin ongelmia, minka takia oman ohjel-
man kehittdmista pidettiin aiheellisena. Vanellus CardioCalculator osoittautui toimivaksi, silla signaalin tar-
kastelu mahdollistui ja numeeriset arvot syketaajuudesta ja kenttdpotentiaalin kestosta pystyttiin méaritta-
madan. Sujuvan kayton takia ohjelmaa varten suositellaan kuitenkin tietokonetta, jossa on vahintaan 16 giga-
tavua RAM-muistia. Tdmén tutkimuksen analyysit suoritettiin 8 gigatavun tietokoneella, mik& hidasti tulos-
ten kasittelyd ohjelman ajoittaisen kaatumisen takia.

Arvojen maarittaminen Vanellus CardioCalculatorilla tapahtuu nopeasti, mutta sahkokayrien analysointikel-
poisuuden silmédmaérdinen arviointi vie paljon aikaa. Mittausten kelpoisuuden alustava arviointi varianssin
perusteella karsii selvasti hairidiset mittaukset pois, mutta valilla varianssiin perustuva karsinta ehdottaa erit-
tain laadukkaidenkin mittaustulosten hylkadmista. Yksinkertaista varianssiin perustuvaa karsimista ei voi pi-
taa kovin hyodyllisend. Nopea ohjelman suorittama mittausten analysointikelvollisuuden arviointi vaatisi jat-
kokehitysta.

Vanellus CardioCalculatorin toimintaperiaate on suoraviivainen, silla se perustuu syke- ja kenttdpotentiaali-
intervallien mittaamiseen, joista lasketaan keskiarvo. Ainoastaan syketaajuuden maarityksessa kaytetaan lii-
kaa keskiarvosta poikkeavien yksittéisten RR-valien jattamista pois tarkastelusta. Saannollisten mittaustulos-
ten kanssa ohjelma toimii kiitettavasti. Ongelmallisiksi osoittautuivat kuitenkin sellaiset mittaukset, joissa
signaalin muoto tai syketaajuus voimakkaasti vaihtelevat. Néistakin kuitenkin pystyttiin madrittdmaéan nu-
meerisia arvoja asetuksia saatamalla. Erittdin epasaanndllisten mittaustulosten tarkan analysoinnin mielek-
kyys pitéa kuitenkin arvioida tapauskohtaisesti, silla lahtokohtaisesti soluviljelyill& pyrittiin saamaan aikaan
s&annollista syddamen toimintaa ilmentéva sydanmalli. Epaséannollisia ja epatyypillisid sahkokayria analysoi-
taessa ohjelman asetuksilla voidaan suuresti vaikuttaa saataviin numeerisiin arvoihin, mutta saannéllisia séh-
kokayria analysoitaessa asetusten optimoinnilla on selvasti vahdisempi merkitys lopputulokseen. Erittéin tar-
peelliseksi osoittautui mahdollisuus sahkdkayrien invertointiin, silla tdmé mahdollisti analysoinnin kannalta
vadrinpdin olevien mittaustulosten numeeristen arvojen maéarityksen. Saman kuopan sahkokéyra saattoi eri
mittauspdivind olla eripdin, ja saman kuopan elektrodien saman mittauskerran sahkokéyristé osa saattoi olla
toisinpdin kuin toiset. VVanellus CardioCalculatorin tuloksia voisi olla hyoédyllista vertailla sellaisiin ohjel-
miin, jotka kdyttdvat monimutkaisempia analysointi menetelmié syketaajuuden ja FPD:n maarittamiseen,

kuten esimerkiksi erilaisia korrelaatiomenetelmia.
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Ohjelman kehittdmiseen kaytetyn mittauksen sahkokayran muoto poikkesi tutkimuksen mittaustuloksista.
Ohjelman kehitykseen kaytetyssa datassa R-piikki oli kapea ja sitd seuraavat poikkeamat olivat muodoltaan
pyOreitd ja kenttdpotentiaalin paattava maksimi oli helppo maarittad (kuva 5). Tutkimuksessa mitattujen séh-
kokayrissé R-piikin kanta oli usein leved, R-piikkid seuraava negatiivinen poikkeama oli usein terdva ja sel-
véé kenttapotentiaalia padttavad maksimia ei aina havaittu (esimerkiksi kuva 15). R-piikin kannan leveys
vaikeutti séhkokayréan oikeinpdin olemisen méaaritysta, silla R-piikin leveén kannan voi sekoittaa R-piikkia
seuraavaan negatiiviseen poikkeamaan. Sahkokéyrien analysoiminen vaarinpéin johtaa siihen, etta kenttapo-
tentiaalin kesto arvioidaan liian lyhyeksi. Kehitysdatan ja tutkimusten mittaustulosten eroista huolimatta Va-
nellus CardioCalculator pystyi maarittdmaéan numeeriset arvot syketaajuudelle ja FPD:lle myo6s kehitysdatan
muodosta poikkeaville tuloksille. Mahdollisena syyna kehitysdatan ja mittaustulosten sahkokayrien eroille
voi olla se, ettd kehitysdatan solut mitattiin yksikuoppaisella MEA-levylld ja tassé tutkimuksessa kaytettiin

kuusikuoppaisia MEA-levyja, jolloin kuoppien halkaisija oli selvasti pienempi.

Sahamaisen signaalimuodon hyvaksyttavyys mietitytti (kuva 20), mutta sekin hyvaksyttiin mukaan tarkaste-
luun, koska siitd voidaan erottaa kenttapotentiaalin eri vaiheet. Sahamaisessa signaalissa on leved R-piikki,
jota seuraa lyhyt negatiivinen poikkeama ja teréva positiivinen poikkeama, jonka huipulle FPD:n lopetus-
piste asettuu. Lopetuspistetta seuraava lyhyt perustasovaihe on negatiivinen. Sahamaisista sahkokayrista

madritetyt numeeriset arvot eivat poikenneet tyypillista kenttapotentiaalin kulkua ilmentavista mittauksista.

MEA-levylle siirrostamisen jalkeen mittauskelpoisia sykkeita pitéisi tdmén tutkimuksen perusteella ilmentya
jo kaksi tai kolme pdivaa siirrostamisen jéalkeen. Jos soluviljelmat eivat kolmantena péivana ilmentaneet ana-
lysointikelpoisia sykkeitd, myohemmat analysointikelpoiset mittaukset rajoittuivat yksittaisiin tapauksiin.

Talla perusteella voitaisiin ajatella, ettd jos ensimmaéisen mittausviikon aikana ei saada aikaan analysointikel-

poisia sykkeitd, sykkeen laadun paraneminen viljelya jatkamalla ei ole todennakdista.

Kardiomyosyyttiviljelmien sahkokéayran laatu oli parempaa kuin sydanmalliviljelmien. Pelk&stain kar-
diomyosyytteja sisaltavilla viljelmilla saatiin suhteessa enemman FPD:n kannalta analysointikelpoisia mit-
taustuloksia kuin sydanmalliviljelmilld. Esimerkiksi kuvasta 9 kuitenkin nahd&an, ettd myods sydanmallin
sahkokayra ilmentad tyypillista kenttdpotentiaalin muotoa, joten sahkokayran laatu ei rajoita sydanmallin
kayttoa.

Pelkastaan kardiomyosyytteja sisaltavilla viljelmilla 300 millisekunnin alittavat FPD-keskiarvot olivat taval-
lisempia kuin sydanmalliviljelmill4. Vastaavasti 500 millisekuntia ylittavét FPD-keskiarvot olivat yleisempia
sydédnmallilla. Syketaajuuksissa ei ole selvaa eroa kardiomyosyytti- ja sydanmalliviljelmien valilla. Sek& sy-
ketaajuuksissa ettd FPD-arvoissa on kummallakin viljelytyypilld suurta vaihtelua mittauspéivien valilla, eika
lineaarista kehitysta havaita. Elatusaineen vaihtopdivilla ei vaikuttanut olevan systemaattista vaikutusta syke-

taajuuteen tai kenttipotentiaalin kestoon seuraavana paivana.
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Kahdessa sydanmallin kuopassa kardiomyosyyttitiheys oli 500 000 kuoppaa kohden. Néista ei yhté poik-
keusta lukuun ottamatta saatu analysointikelpoisia mittaustuloksia. Mittauspaivan 7 hyvalle tulokselle
MEAZ2-levyn kuopasta F ei saatu selitysté. Tat4 poikkeusta lukuun ottamatta suuren kardiomyosyyttitiheyden
kuoppien mittaustulokset olivat analysointikelvottomia. N&iden kuoppien kardiomyosyytit kasvatettiin eri
astialla kuin muiden kuoppien kardiomyosyytit. Naissakin kuitenkin havaittiin sykkimista mikroskoopilla
ennen siirrostusta MEA-levylle, joten on hyvinkin mahdollista, ettd liiallinen kardiomyosyyttitineys johti ra-

vinnon riittdmattdmyyteen, misté seurasi sykkimisen puute tai heikkous.

Robertsonin ym. (2013) katsausartikkelissa ihmisen pluripotenteista kantasoluista erilaistettujen kardiomyo-
syyttien spontaanin syketaajuuden todettiin vaihtelevan valilla 21-52 iskua minuutissa. Tassa tutkimuksessa
kaytettyjen solujen sykkimistaajuus oli selvasti suurempi: syddnmallilla kehitysmittausten keskiarvot vaihte-
livat valilla 90,8-124,1 ja pelkéstaan kardiomyosyytteja siséltavilla kuopilla vélilla 107,6-128,9 iskua mi-
nuutissa. Robertson ym. (2013) toteavatkin, ettd syketaajuuteen voivat vaikuttaa kdytetty solulinja, viljely-
olosuhteet, erilaistamisesta kulunut aika ja sykkimisen alkamisesta kulunut aika. Viljelyaika saattoi johtaa
syketaajuuden kasvuun tai vahenemiseen. Tassa tutkimuksessa havaittiin suurta paivakohtaista vaihtelua
sekd sykkeissa ettd FPD-arvoissa. Haloperidolialtistusmittausten viidella ensimmaisella minuutilla, jolloin
haloperidolia ei ollut vield annosteltu, havaitaan, ettd syketaajuus voi muuttua parikymmentakin yksikkod ja
FPD jopa yli 200 millisekuntia viiden minuutin aikana. VVoi olla, ettd olosuhteiden muuttuminen, kun MEA-

levyt siirretddn inkubaattorista mittausalustalle, aiheuttaa kardiomyosyyttien sykkeessa muutoksia.

Haloperidolialtistusmittauksissa ainoastaan kahdesta kuopasta saatiin FPD:n kannalta analysointikelpoisia
tuloksia haloperidolin vaikutuksen jalkeen, ja nédistd kummassakin oli sydanmallia. Naiden FPD-keskiarvot
altistuksen jalkeen olivat huomattavan pitkid, mika johtuu haloperidolin QT-aikaa pidentévasta vaikutuk-
sesta. MEAL1-levy kuopasta B saatiin altistusmittauksen viimeiselta kahdelta minuutilta yksittéisid FPD:n
kannalta analysointikelpoisia mittauksia, joissa lzumi-Nakasekon ym. yhtal6lla laskettu syketaajuudella kor-
jattu FPD on lyhyempi kuin altistusmittauksen ensimmadiselld minuutilla méaritetty FPDc, jolloin haloperido-
lia ei ollut viel& annosteltu. Altistusmittausten alussa FPD oli kaikkien analysointikelpoisten kuoppien mit-
tauksissa tavanomaista korkeampi, ja B-kuopassakin altistusmittauksen minuuteille 2-5 méaaritetyt FPDc-
arvot ovat pienempié kuin minuuteille 16 ja 17 méaaritetyt. Voidaan myds miettid, onko FPDc:n laskeminen
néin matalilla syketaajuuksilla (11,3-12,3 iskua minuutissa) mielekastd. Kuopan B mittauksissa kuitenkin
néhdaan selked FPD:n ja FPDc:n lasku altistusmittauksen minuuttien 5 ja 6 vélilld. Kuopan A sahkokéyra
ennen haloperidolin annostelua ei ollut FPD:n kannalta analysointikelpoinen, mutta huomattavan suuret
FPD- ja FPDc-arvot altismittauksen loppupuolella viittaavat vahvasti pidentyneeseen kenttdpotentiaalin kes-

toon.

Normaali QT-aika asettuu vélille 390-460 millisekuntia (Rautaharju ym., 2009). Vaikkei kardiomyosyyttien
FPD:n kehityksessa selvéa lineaarista kehitysta havaittukaan, pitkat FPD-arvot vaikuttaisivat yleistyvan kol-

mannella ja etenkin neljannella viikolla. Neljannell& viikolla suoritetuissa haloperidolialtistusmittauksissa
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FPD-arvot olivat jo ennen haloperidolin annostelua huomattavan suuret, vaikka haloperidolin havaittiinkin
pidentdavan FPD-arvoja. Lahimmaksi QT-ajan normaaleja arvoja paastaneen toisella viikolla. Toisen mittaus-
viikon alkuun osui yleensa syketaajuuden maksimi. T&lloin syke on liian korkea, kun sité verrataan ihmisen
normaalitilanteeseen. Optimaalisin altistusmittausten ajankohta ajoittuisi nailla perusteilla joko toisen viikon
loppuun tai kolmannen viikon alkuun MEA-levylle siirrostamisen jélkeen. Aikaisempaa altistusmittausten
ajoitusta puoltaa myds se, ettd sykkeen epasaannollisyys alkoi yleistyd kolmannella viikolla. Signaalin muo-
don kehityksessé ei tapahtunut olennaista kehitysté toisen ja kolmannen mittausviikon valilla, ja neljantena
viikkona signaalin muoto usein huononi. Pelkki& kardiomyosyytteja siséltavat viljelmat vaikuttaisivat kesta-
van hyvalaatuisina pidempéén, vaikka niidenkin sykkeissa havaittiin epasaénnollisyyksia neljannell vii-
kolla. MEA-levylle siirrostamista edeltdvan viljelyajan pituuden vaikutusta séhkokayran ominaisuuksien ke-
hitykseen ei tassa tutkimuksessa selvitetty. Koska sykkeen séannéllisyydessa ja signaalin muodossa alettiin
havaita heikentymisté jo kolmannella viikolla MEA-levylle siirrostamisen jalkeen, voidaan hyvinkin miettia,

oliko viisi viikkoa liian pitka aika siirrostusta edeltavalle viljelylle.

Korjatun FPD:n laskeminen johti kehityksen seurantamittauksissa yhta poikkeusta lukuun ottamatta FPD-
arvon kasvamiseen, koska yhté poikkeusta lukuun ottamatta syketaajuuden keskiarvo oli yli 60 iskua minuu-
tissa. Kehityksen seurantamittauksissa vain yhdessa mittauksessa FPDc:n keskiarvo oli alle 300 millisekun-
tia. Liian lyhyt kenttépotentiaalin kesto ei vaikuttaisi muodostuvan ongelmaksi solumallien kanssa. Ongel-
mana vaikuttaisi ennemminkin olevan liian pitkd FPD, mutta vaikka tdman tutkimuksen haloperidolialtistus-
mittauksen alussa FPD-arvot olivat jo valmiiksi normaalia QT-aikaa pidempid, haloperidolin QT-aikaa pi-
dentdva vaikutus tuli selvasti mittauksissa esiin. FPD:n pituuteen altistusmittauksen alussa voidaan myds vai-

kuttaa altistusmittausten sopivalla ajoituksella.

Tama tutkimus osoitti, ettd kehitetty Vanellus CardioCalculator -ohjelma soveltuu kardiomyosyytteja sisalté-
vien soluviljelmien syketaajuuden, kenttapotentiaalin keston ja sahkdkayran muodon sekd ndissa tapahtuvien
muutosten maarittamiseen ja tarkasteluun. Altistuskokeessa kéytetty haloperidoli voi pidentdd QT-aikaa tai
aiheuttaa dkkikuoleman (Glassman & Bigger 2001). Nain ollen haloperidoli vaikutti tutkittuihin malleihin
oletetulla tavalla, koska useassa kuopassa analysointikelpoinen syke loppui haloperidolin annostelun jalkeen
ja niissa kuopissa, joissa analysointikelpoista sykettd havaittiin viela haloperidolin annostelun jalkeen, halo-

peridolin QT-aikaa pidentdva vaikutus nékyi suurina FPD-arvoina.
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