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iPSCt eli uudelleen ohjelmoidut kantasolut ovat ihmisen erilaistuneista soluista tuotettuja erittain
monikykyisia soluja, jotka voidaan uudelleenohjelmoida miksi tahansa solutyypiksi. Tama teknologia on
avannut mahdollisuuden tuottaa soluviljelyolosuhteissa sykkivia sydansoluja. Samaan aikaan laakeaineiden
kardiotoksisuus on merkittdva ongelma laakekehityksessa. Sydansolujen kayttd sydanvaikutusten
testaamisessa vaatii kuitenkin uusia tehokkaita tutkimusmenetelmia.

BeatView-ohjelmisto on videoavusteinen menetelma, joka on kehitetty sydanlihassolujen sykeparametrien,
kuten syketaajuuden, supistusajan, supistuksen keston, seka rentoutumis- eli relaksaatioajan
maarittdmiseen. Tutkimuksissa on havaittu, ettd kantasolumalleissa sydansolujen sykeparametreissa on
samoja loydoksia ja muutoksia kuin mita kliinisesti on havaittavissa. Nain ollen patologiset sydamen rytmissa
tapahtuvat muutokset, kuten pitkd QT-aika, voitaisiin potentiaalisesti havaita jo ennen Idakeaineen in vivo —
testausta. Taman tutkimuksen paatavoitteena olikin testata BeatView-ohjelmiston toimivuutta
sydanlihassolujen testauksessa ladkeaineilla, joiden vaikutukset tunnetaan. Kaytettyja ladkeaineita olivat
adrenaliini, karvediloli (3-salpaaja) seka E-4031 (Kv11.1(hERG)-salpaaja).

Tutkimusmenetelmassamme terveiden koehenkildiden iPS soluista erilaistettuja sydanlihassoluja videoitiin
mikroskoopissa ladkeainealtistuksen aikana. Tutkimusaineisto koostui yhteensa 177 kuvaussarjasta, joissa
pieni soluaggregaatti altistettiin nouseville 1adkeainekonsentraatioille. Videoaineisto analysoitiin BeatView-
ohjelmistolla ja saadut sykeparametrit tilastoitiin. Ymparistotekijdiden vaikutus mittaukseen pyrittiin
eliminoimaan kuvaamalla referenssisarjoja ilman ladkeainetta.

Solulinjoista 04602.WT ja 04511.WT erilaistettujen sydanlihassolujen sykevasteet olivat paasaantoisesti
vaikutusmekanismiinsa sopivia. Adrenaliinialtistuksessa sykeparametreissa havaittiin syketaajuuden kasvua
seka supistumisajan lyhenema. Karvedilolin lisddminen sydanlihassolulle sai aikaan huomattavan laskun
supistuksen kestoon. E-4031 aiheutti valittdman pidentyman supistuksenn kestoon ja toisaalta
myohaisvasteena lyhensi supistuksen kestoa. Tulosten valossa videoanalyysimenetelman toimivuus
sykeparametrien maarittamisessa sai vahvistusta ja osaltaan siis vahvistaa kasitysta, etta naita soluja
voidaan tulevaisuudessa kayttaa ihmisen sydamen mallina soluviljelyoloissa seka uusien sydanlaakkeiden
kehityksessa etta sydansivuvaikutusten analysoinnissa.
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1. JOHDANTO

Ladketurvallisuus on yhteiskuntaa, elinkeinoeldmdd ja yksittdisen ihmisen eldméd koskettava
kysymys. Usein se on my0s huolenaihe, joka saattaa pahimmillaan nakertaa luottamusta
ladkadrikuntaa ja ladketiedettd kohtaan. Potilasturvallisuuden vaarantumisen ohella sen taloudellinen
merkitys on suuri paitsi yhteiskunnan myos lddkevalmistajan nikokulmasta. Taloudellisen intressin
suuruutta kuvaa hyvin se, ettd yksittdisen lddkkeen kehityskustannus vuonna 2014 oli
ladketeollisuudelle keskimddrin noin 1,3 miljardia euroa [1]. Vuosina 2002-2011 Euroopassa
markkinoilta vedetyistd ladkkeistd noin puolet johtui syddn- ja verisuonitapahtumien kohonneesta
riskistd [2]. Syddnvaikutukset ovatkin yksi keskeisimmistd lddkkeen turvallisuutta méadrittavista
tekijoistd, jotka pyritddn osoittamaan lddkekehityksen ensivaiheessa. Syddnvaikutusten merkitysta
korostaa entisestddn se, ettd lddkeaineiden syddnvaikutukset saattavat johtaa akuutteihin henked
uhkaaviin oireisiin joko sydédnlihaksen heikkenemisen, sydédninfarktin tai rytmihdirididen myota.
Léaédketurvallisuuden kohentaminen kdytdssd olevin menetelmin on kuitenkin ongelmallista ottaen
huomioon lidkekehitykseen kohdistuvan sdintelyn ja toisaalta kehitysmenojen paisumisen, joka

vaikuttaa lddkkeen kustannuksiin yhteiskunnalle.

1.1 Indusoidut pluripotentit kantasolut

Indusoidut pluripotentit kantasolut (iPSC) eli uudelleen ohjelmoidut kantasolut ovat alkion
kantasolujen kaltaisia soluja, jotka on tuotettu ohjelmoimalla geneettisesti jokin elimiston erilaistunut
solutyyppi takaisin monikykyiseksi kantasoluksi [3] [4] [5] [6]. Ohjelmoinnissa soluun joko siirretdin
ulkopuolisia geeneji tai aktivoidaan solun omia geenialueita, jotka alkavat ilmentdd monikykyisille
soluille tyypillisid, Yamanaka faktoreina tunnettuja, transkriptiotekijoitd Oct-3/4, Sox-2, Klf-4 ja c-
Myc [3] [4]. Transkriptiotekijoiden aktivoimiseen voidaan kiyttdd sekd integratiivisia ettd ei-
integratiivisia menetelmid. Integratiivisissa menetelmissd voidaan hyddyntda lenti- ja retroviruksia,
plasmideja, Cre/LoxP rekombinaatiota tai transposoneja. Vastaavasti ei-integratiivisiset menetelmét
kattavat adeno- ja Sendaivirusvektorit, plasmidit, RNA:n ja rekombinanttiproteiinit, joiden
vilitykselld transkriptiota voidaan sdddelld episomaalisesti. Ndmd menetelmét eroavat toisistaan
lahinna erilaistustehokkuuden ja niiden aiheuttamien pysyvien geneettisten muutosten suhteen. [7]
Ominaisuuksiltaan indusoidut kantasolut muistuttavat alkion kantasoluja siind, ettd ne voivat

erilaistua miksi tahansa elimiston solutyypeistd, mutta niitd ei kuitenkaan tiettdvisti 10ydy



thmiselimiston omien solujen joukosta [4]. Indusoituja erittdin monikykyisid kantasoluja voidaan
erilaistaa myds sydanlihassoluiksi. IPS-soluja voidaan erilaistaa menetelmilld, kuten embryoid body

-formation, END-2 yhteiskasvatus ja kasvutekijdohjaus. [7]

1.2 Sydinlihassolujen kiytto lidikeainetestauksessa

Uusien sydédnlddkkeiden ja uusien molekyylien sydidnsivuvaikutusten testaus on perinteisesti
perustunut eldinkokeisiin tai syddnsolujen kaltaisiin soluihin, joihin on transfektoimalla siirretty
tavallisesti yksi sydénspesifinen geeni, jonka tuottamaan proteiiniin lddkeaineiden vaikutusta on
haluttu arvioida. Nami menetelmat eivit kuitenkaan anna todellista kuvaa ihmisen sydansolujen
vasteesta testattavalle lddkeaineelle ja ndin ollen useissa tapauksissa syddmen toimintahdiriot ovat
paljastuneet vasta lddkkeen kliinisessd kiaytossd. Eldinkokeet ovat olleet esilld myds eettisten
nikokohtien vuoksi. Niiden vdhentdmistd ja siten kdrsimysten ehkdisyd voidaankin pitdd tarkedni
tavoitteena, jota heijastelee myos EU:n direktiivi 2010/63/EU tieteellisiin tarkoituksiin kaytettyjen
eldinten suojelusta. IPS-solutekniikalla tuotettujen sydénsolujen kdyttd ladkeaineiden kliinisessd
testauksessa voi mahdollistaa sydidnvaikutusten miirittimisen luotettavammin, edullisemmin ja
nopeammin nykyisiin menetelmiin verrattuna [8]. Téllaisten solujen avulla on my6s mahdollista
testata lddkkeen vaikutuksia geneettistd sairautta kantavien syddnpotilaiden omiin soluihin, jolloin
saatua tietoa voidaan soveltaa lddkkeen kliiniseen kadyttoon tdimén riskiryhmén potilailla. Néin ollen

sydénsolujen fysiologian tutkimus avaa vdylan myos personoidun lddketieteen kehitykselle.

Indusoiduista kantasoluista tuotetut solut kuten sydédnlihassolut vastaavat genotyypiltddn
alkuperdisen isénténsé soluja ja tarjoavat siten aidon mallin sairauksien, kuten rytmihdirididen ja
sydinlihassairauksien tutkimukseen. Tdhdn mennessd on pystytty osoittamaan, ettd perinndllisissa
sydénsairauksissa potilasspesifiset syddansolut ilmentévét potilaalla kliinisesti havaittavia muutoksia.
[9] [10] Liséksi tutkimusryhmissimme on havaittu, ettd joissakin sydédnsairauksissa poikkeavuudet
syddmen sdhkdisessd toiminnassa voidaan havaita myds poikkeavuutena solujen sykinnissa.
Vastaavasti lddkkeiden aiheuttamat syddnsolujen toiminnan hdiriét ilmentyvit muutoksina solujen

sykkeessa. [11] [12] [13]

1.3 Sydénlihassolujen elektrofysiologia

Sydénlihassolut voidaan karkeasti jakaa kolmeen luokkaan: tahdistin-, eteis- ja kammiotyypin

sydinlihassolut. Namé solutyypit eroavat toisistaan sdhkoisen toiminnan suhteen. Syddmen
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sdhkodinen toiminta saa alkunsa sinussolmukkeen tahdistinsoluissa, joissa hitaan kalsiumin
sisddnvirtauksen seurauksena syntyvd sdahkoinen aktiopotentiaali aiheuttaa solun depolarisaation.
Syntynyt depolarisaatioaalto etenee syddmen eteisjohtoratoja pitkin kammioihin eteis-
kammiosolmukkeen kautta johtaen eteis- ja kammiotyypin sydénlihassolujen synkronoituun
supistukseen. Ndiden solutyyppien depolarisaatio eli nopea sdhkdisen potentiaalin muutos perustuu
intra- ja ekstrasellulaaritilojen vélisiin ionivirtoihin natrium-, kalium-, ja kalsiumionikanavien lipi.
Depolarisaation alussa eteis- ja kammiotyypin sydéinlihassolussa tapahtuu jénniteherkkien
natriumkanavien avautuminen ja Na'-ionien sisddnvirtaus, joka aiheuttaa nopean kalvopotentiaalin
nousun negatiivisesta lepopotentiaalista (~ -80mV) positiiviseksi, kuten esitetty kuvassa 1.1
(depolarization). Aktiopotentiaalin seurauksena L-tyypin kalsiumkanavat avautuvat tuoden kalsium-
ioneja solusisdiseen tilaan. Kalsiumin péddsy soluun laukaisee kalsiumin vapautumisen myos
solunsisiisestd varastosta ja koko sarkomeerirakenteen supistumisen. Supistuminen kestdd muutamia
satoja millisekunteja, jonka aikana solun potentiaali pysyy likimain ennallaan (plateau).
Lihassupistuksen aikana Ca®’-ioneja pumpataan takaisin solunsisdiseen sarkoplasmakalvostoon,
jolloin repolarisaatiovaihe alkaa (repolarization). Repolarisaatiossa solukalvon jénnite palautuu

takaisin lepopotentiaaliin padasiassa K -ionien ulosvirtauksen myotd. [14] [15][16]

Cardiac muscle Plateau

Depolarizing

phase =~y L Repolarization

Kuva 1.1. Syddnlihassolun sdhkdéinen toiminta yksinkertaistettuna mallina. Ylimmdssd kdyrdssd
esitettynd kalvopotentiaalin muutokset syddnlihassolun supistuessa. Tamdn alapuolella ionivirtojen
aiheuttamat kalvopotentiaalin muutokset eriteltyind natrium-, kalium-, ja kalsiumionivirtojen

suhteen. [17]



1.4 Sykkeensiatelymekanismit

Syddmen pumppaustoimintaa sdfddellddn sekd humoraalisesti ettd hermostollisesti. Hermostollisista
sadtelyjarjestelmistd tdrkeimpid ovat sympaattinen ja parasympaattinen hermosto, joiden
vilittdjdaineina ovat noradrenaliini sekd asetyylikoliini. Sykkeen sdatelyssa keskeisessd roolissa ovat
sydénlihassolun solukalvolla ilmenevédt fi-tyypin reseptorit, joihin noradrenaliini sitoutuu.
Katekoliamiinien kuten adrenaliinin ja noradrenaliinin sitoutuessa Pi-tyypin reseptoriin aktivoituu
adenylyylisyklaasi, joka lisdd syklisen AMP:n mairdd intrasellulaaritilassa ja aktivoi edelleen
proteiinikinaasi A:n. Tdmi saa aikaan Ca**-kanavien konformaatiomuutoksen ja titd kautta Ca**-
virtauksen myota lisdéntyvéan solun supistuvuuden. Toisaalta Bi-reseptoriaktiviteetti saa aikaan myds
kalsiumin méadrdn kasvun sarkoplasmakalvostossa sekd automatian lisddntymisen. Néin ollen
sympaattisen hermoston aktiviteetin nettovaikutuksena sinussolmukkeen tahdistinsolujen
syketaajuus kasvaa, eteis-kammiosolmukkeen ja kammiosolujen automatia lisdéntyy, sekd
sydédnsolujen supistuvoima kasvaa eteis- ja kammiosoluissa. Humoraalisen sdételyn kautta
sydédnlihaksen pumppaustoimintaan vaikuttavista vélittdjdaineista tairkeimpid on lisimunuaisytimesta
erittyvd adrenaliini, jonka kyky sitoutua pi-tyypin reseptoriin on kuitenkin huomattavasti
noradrenaliinia heikompi. Sen vaikutukset sydénlihassolun toimintaan ovat samansuuntaiset kuin

noradrenaliinilla.

Parasympaattisen hermoston vaikutus sydédnlihaksen toimintaan on vastakkainen kuin sympaattisella
hermostolla. Parasympaattisen hermoston asetyylikoliini vaikuttaa sydadnlihassoluissa Ma-tyypin
muskariinireseptorien  vilitykselld. Sen nettovaikutuksia ovat sinussolmukkeen solujen
syketaajuuden hidastuminen, eteis-kammiosolmukkeen johtumisen hidastuminen tai pysdahtyminen,

sekd supistusvoiman aleneminen.

1.5 Laidkeaineiden sydéinvaikutusten testausmenetelmiit

Sydédmelld on tdrked fysiologinen merkitys: sen hdiri6tdn pumppaustoiminta pitdd ylld koko
verenkierron jatkuvuutta. Niin ollen syddnvaikutusten arvioinnissa pddhuomio kiinnittyy seka
sydénlihassolujen sédhkdiseen ettd mekaaniseen toimintaan. Sydénlihassolujen sédhkoistd toimintaa
voidaan mitata yksittdissolusta Patch Clamp —tekniikalla tai soluryhméstd Micro Electrode Array
(MEA) —laitteistolla [18]. Séhkdistd toimintaa voidaan lisdksi epdsuorasti mitata ionivirtauksien
avulla kalsium-kuvantamisessa [18]. Sitd vastoin mekaanisten ominaisuuksien mittaamiseen

kdytetddn useimmiten atomivoimamikroskooppia (AFM) [18]. Néiden melko vakiintuneiden
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tutkimusmenetelmien rinnalle on kehitetty joukko uudempia menetelmid, jotka eivdt ole vield
saavuttaneet vakiintunutta asemaa tieteellisissd julkaisuissa. Tahén joukkoon lukeutuvat muun
muassa impedanssimenetelmd sdhkoisen aktiviteetin mittauksessa sekd supistusvoiman

madrittdminen videovilitteisesti [18] [19]

Tassd tutkimuksessa keskitytdén tutkimusryhméssdmme kehitettyyn videopohjaiseen BeatView -
sykkeentarkastelumenetelmédan [20]. Tdmén videoanalyysiteknologian avulla sydénsolujen liike
voidaan vektoripohjaista laskentaa kdyttden tunnistaa ja kuvata EKG:n kaltaisena kuvaajana kuten
esitetty kuvassa 1.2. Liiketunnistusta varten videoitu sydidnsolu jaetaan supistuskeskipisteensi
suhteen kahdeksaan radiaalisegmenttiin, joissa liike tapahtuu yksisuuntaisesti. Nédin saadut joukko
keskendin melko yhdensuuntaisia paikkavektoreita, jotka voidaan esitettdd summavektorina ajan
suhteen kuten kuvassa 1.2. Joitakin vastaavia ohjelmistoja on kehitetty myos muualla. [21] [22] [23]

[24] [25] [26]

Perinteisiin tekniikoihin, kuten kalsium-kuvantaminen, MEA, sekd Patch Clamp, ndhden
videoanalyysitekniikka tarjoaa tarkan ja toistettavan menetelmidn sydédnsolujen fysiologian
tutkimiseen. Ainoana liikkeeseen perustuvana menetelménd videoanalyysin suurin etu on
monipuolisuus: liikesignaalia voidaan hyddyntdd sydidnsolujen sekd sykeominaisuuksien ettd

sydédnsolun supistusvoiman madrittimiseen.

. JF'J‘ . .L.JI....A *.}I ‘\ |
ST

.
L,wnlfl ol L osbon

Kuva 1.2. Havainnekuva BeatView-videomenetelmdlld kerdtystd liikekdyrdstd, jossa vaaka-akselilla

aika ja pystyakselina siirtymd. Esimerkkikuvaajassa on hyvd signaalinlaatu videoanalyysia varten.

1.6 Tyon tavoitteet

Tamé tutkimus on osa hanketta, jonka tavoitteena on kehittdd iPSC-soluihin pohjautuva malli
sydéntoksisuuden tunnistamiseksi kdyttden videoanalyysimenetelmdi. Téassd viitekehyksessd
keskeisid tavoitteita on tunnistaa syddnlihassolun sykkeessé tapahtuvat muutokset ja nditd parhaiten

kuvaavat  videoanalyysimenetelmélld  mitattavat  liikeparametrit, sekd  mdaérittdd  eri



sydédnlddkeaineiden aiheuttamat muutokset syddnlihassolun sykkeessd erityisesti relaksaatio- ja
supistusajan sekd syketaajuuden suhteen. Edelldmainittujen ohella tavoitteena on 10ytda
rytmihdiridille tyypillisid muutoksia sydénlihassolujen sykinndssd ja tulevaisuuden haavekuvana
10ytdd korrelaatioita yksittdisten solumallien ja todellisten syddmen rytmihdirididen valilla

videoanalyysin avulla.

Koska  sydénlihassolujen  laajamittaista  fysiologista  tutkimusta  hidastaa  edelleen
tutkimusmenetelmien hitaus, timan osatutkimuksen tavoitteena on selvittdd millaisia muutoksia
tapahtuu iPS-soluista tuotettujen sydédnlihassolujen sykkeessd lddkeainealtistuksen seurauksena ja
ovatko supistumisen ja relaksaation kestossa tai syketaajuudessa havaittavat muutokset
sadnndnmukaisia. Tunnistamalla lddkeaineen sydénvaikutukset viljeltyjen sydénlihassolujen
sykinnén perusteella, voidaan saavuttaa merkittivid etuja verrattuna tilla hetkelld kdytossd oleviin
menetelmiin. Kehittdmédlld videoanalyysiin perustuva solumalli syddmen rytmihdirididen ja
supistusvoimassa tapahtuvien muutosten toteamiseksi tdmi tutkimus tdhtdd ladketurvallisuuden
kohentamiseen, eldinkokeiden vihentdmiseen, sekd mahdollistaa lddkekustannusten hillitsemisen
parantamalla prekliinisen ladkekehityksen kustannustehokkuutta. Ndin ollen tutkimuksella on laaja
yhteiskuntaa koskettava eettinen ja taloudellinen merkitys mutta samalla se rakentaa turvallisemman

ladkehoidon avulla luottamusta lddketiedettd kohtaan ja edesauttaa siten kdytdnnon potilastyota.

2. AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Solulinjat

Téssd tutkimuksessa kdytettiin solulinjoja 04602.WT ja 04511.WT. Néaméi solulinjat oli keritty
kahden terveen henkilon ihon fibroblasteista ihobiopsialla. Tutkimusta varten pyydettiin
vapaaehtoisten henkildiden suostumus ihobiopsiaan sekd puoltava lausunto Pirkanmaan

Sairaanhoitopiirin eettiseltd toimikunnalta (R08070).

2.1.1 Erilaistumattomat kantasolut

Erilaistumattomat kantasolut indusoitiin fibroblastisoluista, jotka oli solulinjaa 04602.WT varten
otettu ihobiopsialla terveeltd 55-vuotiaalta naiselta. Fibroblasteja viljeltiin liuoksessa, joka sisaltda

Dulbecco’s modified eagle medium:a (DMEM, Lonza, Switzerland), johon on lisétty 10 % FBS:ii,



2 mmol/l L-glutamiinia, ja 50 U/ml penisilliinid/streptomysiinid uudelleenohjelmoitiin. Fibroblastit
infektoitiin ensin lentiviruksella ja sitten retroviruksella kdyttden seuraavanlaisia soluja, plasmideja
jareagensseja: 293FT-solut, Plat-E-solut, pLenti6/UbC/mSlc7al-vektori, ViraPower Packaging Mix,
Lipofectamine 2000 (Invitrogen), pMX retroviral vector (hOCT3/4, hSOX2, hKLF4, tai hc-MYC,
Addgene), Fugene 6 (Roche Diagnostics, Germany). Indusoinnissa noudatettiin menetelméé, jonka

on tarkemmin kuvannut Takahashi ym. [4].

Vastaavasti solulinja 04511.WT oli 14ht6isin 34-vuotiaan miehen ihon fibroblasteista. Solulinja
erilaistettiin Sendai-virusvektorilla kayttden kaupallista CytoTune-i1PS-

uudelleenohjelmointijirjestelmad valmistajan ohjeiden mukaisesti. [27]

2.1.2 Erilaistaminen sydénlihassoluiksi

IPS-solujen erilaistaminen toteutettiin viljelemélld niitd yhdessd END-2-solujen kanssa. IPS-soluja
irroitettiin viljelmdstd muutaman sadan solun kokoisina aggregaatteina, jotka siirrettiin END-2
solujen pidille Mitomysiini C:lld késiteltyyn solumaljaan, jossa niitd viljeltiin KSR-elatusaineessa
ilman FBS:d4, seerumin korvausta tai fibroblastikasvutekijdd. Elatusaineessa oli liséksi
askorbiinihappoa 2.92mg/ml. Elatusaine vaihdettiin 5., 8. sekd 12. pdivand. 14 vuorokauden jélkeen

viljelya jatkettiin ilman askorbiinihappoa elatusaineessa, johon oli lisdtty 10% SR-liuosta. [28] [29]

2.2 Sydinlihassolujen liikkeen méaérittiminen

Maljalla olevia yksittdisid sydédnlihassoluja kuvattiin  optiseen mikroskooppiin liitetylld
videokameralla, josta videot tallennettiin suoraan arkistoon. Videoiden kuvaus suoritettiin asetuksilla
60 fps (kuvakehystd sekunnissa) x 30 sekuntia. Videoiden analysointiin on tutkimusryhmissimme
kehitetty videoanalyysiteknologia, jonka avulla sydénsolujen liike voidaan vektoripohjaista laskentaa
kédyttden tunnistaa ja kuvata EKG:n kaltaisena kuvaajana. Tédssd menetelméssid mitataan kuitenkin
sdhkoisten suureiden sijasta syddnlihassolujen supistuessa ja palautuessa syntyvéd liikettd. Tamén
litkkkeen méird voidaan vektorilaskennan avulla kvantifioida, jolloin voidaan tietyltd solualueelta
rajatun vektorijoukon pohjalta laskea kokonaisliike ja esittdé se graafisesti. Ndin muodostettu graafi
kuvaa solusegmentin nopeutta ajan suhteen. Tarkasteltavan alueen ulkorajojen méérittely tapahtuu
manuaalisesti kdyttdjdn toimesta, jonka jélkeen valittu alue edelleen rajataan kahdeksaan eri sektoriin.

Naiiden sektorien sisélld tapahtuvaa liikettd tarkastellaan sekd radiaalisessa ettd tangentiaalisessa



suunnassa. Ndin muodostetuista graafeista kdyttdjad valitsee voimakkaimmin erottuvat litkesuunnat ja

segmentit.

Nopeuskuvaajasta madritellddn nelja eri aikapistetti: lihassupistuksen alkaminen, lihassupistuksen
pysdhtyminen, lihasrelaksaation alkaminen ja lihasrelaksaation loppuminen. Néiden pisteiden avulla
lasketaan arvio keskimddrdisistd lihastoimintojen kestoista, kuten supistukseen kuluva aika eli
supistusaika, supistuksen kesto, relaksoitumiseen kuluva aika eli relaksaatioaika, seké
relaksoituneena kulunut aika ennen seuraavaa supistusta. Néitd parametreja tarkkailemalla voidaan

madrittdd sydinlihassolun toiminnassa tapahtuvia muutoksia lddkeainealtistuksen aikana.

Kuva 2.1. Syddnlihassolun liikekuvaaja, jossa on esitettyind supistusaika (1), supistuksen kesto (2),

relaksaatioaika (3), relaksaation kesto (4+5). Vaiheen 4 aikana ndhddcdin usein lihassolun virdhtelyd.

2.3 Laidkeainetestaus

Léidkeaineina sydédnlihassolujen altistuksessa kdytettiin adrenaliinia, karvedilolia sekd E-3401:4,
joiden vaikutus sydénlihassolujen toimintaan tunnetaan suhteellisen hyvin. Néistd adrenaliinia ja sen
vaikutusta salpaavaa karvedilolia oli tarkoitus testata ensin erikseen ja sitten yhdessd, jolloin
saataisiin esiin karvedilolille tyypillinen reseptorisalpaus etenkin sydénlihassolujen Bi-tyyppisissé
adrenergisissd reseptoreissa. Mittauksissa kdytettiin 24-kaivoista solumaljaa, joista kustakin maljasta
valittiin tarkasteluun yksi sykkivé pieni soluaggregaatti. Jokaisesta soluaggregaatista kuvattiin pitké
noin 1,5-2 tunnin mittainen videosarja, jossa oli seitsemin kuvaussyklid. Jokaisessa syklisséd kuvattiin
kolme kertaa: referenssitaso (baseline) ennen lddkeaineen annostelua, viliton (immediate) vaikutus
30 sekunnin kuluttua, sekd myohédinen (delayed) vaikutus 5 minuutin kuluttua. Referenssitaso
(baseline) midritettiin uudelleen jokaisen lddkeainesyklin jdlkeen, jolla pyrittiin varmistamaan
sydénlihassolun palautuminen edellisen altistussyklin vaikutuksesta. Tietylld konsentraatiolla

mitattujen sykeparametrien muutokset suhteutettiin saman syklin alussa médritettyyn



referenssitasoon. Referenssitason (baseline) videoinnin jdlkeen liuokseen lisittiin lddkeaine ja sama
soluaggregaatti videoitiin vélittdmasti vetokaapissa suoritetun lddkeaineen lisddmisen jilkeen 30
sekunnin kohdalla (immediate effect). Témin jdlkeen solumaljaa inkuboitiin kunnes sama
soluaggregaatti kuvattiin vield kolmannen kerran 5 minuutin kohdalla (delayed effect). Koska yhta
kaivoa kohti voitiin valita kuvattavaksi vain yksi soluaggregaatti, jokaisen kuvaussyklin jilkeen
soluille vaihdettiin puhdas EB5%FBS-liuos, jossa soluja inkuboitiin véhintddn 10 minuuttia (wash
out period) ennen uuden kuvaussyklin aloittamista seuraavalla konsentraatiolla. Testisarja aloitettiin
pienelld konsentraatiolla ja jatkettiin nousevin konsentraatioin. Samoin kuvattiin erikseen
referenssitestisarja kdyttden puhdasta EB5%FBS-liuosta, jotta ympériston vaikutus testitulokseen
saatiin  vertailukelpoiseksi. Testit suoritettiin kdyttden videokameralla varustettua optista
lapivalaisumikroskooppia sekd lampdalustallista (38°0) CCD-kamerallista
konfokaalimikroskooppia. Videoanalyysi suoritettiin BeatView-ohjelmistolla. Tallenetun datan

analysointiin kdytetddn ndihin tarkoitettuja ohjelmistoja.

2.3.1 Adrenaliini

Adrenaliini on hormoni, joka erittyy luonnostaan lisimunuaiskuorelta. Sydénlihassoluissa se saa
aikaan B1-reseptorivilitteisesti syketaajuuden nousua seké supistusvoiman lisdéntymistd. Kliinisesti
voidaan havaita systolisen verenpaineen kasvu sekd diastolisen paineen lasku, jolloin pulssipaine

kasvaa. [16]

2.3.2 Karvediloli

Karvediloli on episelektiivinen beetasalpaaja. Sydédnlihassolussa se estdd adrenaliinin vaikutuksen
B1l-reseptoreiden kautta, joka saa aikaan sykkeen hidastumisen. Toisaalta suuremmilla

konsentraatioilla se on myos kalsiumkanavan antagonisti. [16] [30]

2.3.3 E-4031

Farmakologisessa luokituksessa E-4031 kuuluu ryhmén III antiarytmisiin ld&kkeisiin. Se on
selektiivinen Kv11.1 (hERG)-kanavan salpaaja, joka estdd kaliumvirtausta (Ix;) ja pidentda
reversiibelisti aktiopotentiaalin kestoa sydinlihassoluissa vaikuttamatta Na® tai Ca®" -ionien

sisdénvirtaukseen. [31]



2.4 Tulosten analysointi

Tulokset on esitetty sekd absoluuttisia arvoja kéyttden ettd suhteellisina arvoina. Mitatuista
sykeparametreista taulukoissa on esitetty syketaajuuden muutos, relaksaatioajan muutos, muutos
relaksaation kestossa, supistusajan muutos, muutos supistuksen kestossa, sekd supistus-
relaksaatiosyklin  kokonaiskeston muutos, jotka on normalisoitu kunkin kuvaussyklin
sykereferenssitason (baseline) suhteen. Néin ollen muutoksina ilmoitetut arvot, jotka on merkitty

tunnuksella ¢ (corrected) ovat vertailukelpoisia keskenddn. Syketason korjauksessa on kéytetty

sykeparametri

VRR

sdaannoéllinen syketason lasku 30 sekunnin aikapisteessd, ja téstd johtuva systemaattinen virhe, voitiin

Bazettin yhtiloa: . Tami kasittely suoritettiin, jotta testausmenetelmén aiheuttama

eliminoida tuloksista. Kdytdnndssé tdma toteutettiin vertaamalla siis kussakin aikapisteessa havaittua

syketason laskua vastaavasti referenssisarjoissa havaittuihin syketason muutoksiin.

3. TULOKSET

3.1 Adrenaliini

Lidkeainetestauksessa  adrenaliinille  altistettiin ~ yksitellen = yhteensd 34  visuaalisesti
analyysikelpoisiksi arvioitua solulinjan 04602.WT-solua edelld kuvatun tutkimusprotokollan
mukaisesti. Ndistd soluista BeatView-ohjelmiston analyysiin kelvollisia oli 13 eli 38%, joiden
joukosta onnistuneiden videoanalyysien nettomddrdt on esitetty taulukossa 3.1. Keskeisimmiit
videoiden hylkddmiseperusteet olivat heikko signaalin laatu kuva-analyysissa (21%), kuvauskohteen
tarind (18%) sekd muut syyt (24%), kuten referenssivideon (baseline) hylkddminen tai liikealueen

médrittelyn ongelmat.

Taulukko 3.1. Adrenaliinikokeiden pohjalta tehtyjen videoanalyysien mddirdt eri konsentraatioilla.

EB5%FBS 10nM 100nM 1uM 10uM 100pM
immediate | delayed |immediate | delayed |immediate | delayed |immediate| delayed |immediate ;| delayed |immediate | delayed
n=11 n=9 n=0 n=11 n=1 n=8 n=7 n=10 n=5 n=8 n=4 n=4

Adrenaliinialtistuksen aikana syketaajuus laski yleisesti ldpi altistuksen. Adrenaliinin viliton
vaikutus (immediate effect) syketaajuuteen oli selvdsti negatiivinen kun taas myohdinen vaikutus
(delayed effect) syketaajuuteen oli lievdsti positiivinen. Tdssd huomattavaa on myos myohdisen

vaikutuksen tilastollisesti suurempi merkitsevyys verrattuna vélittomaan vaikutukseen.
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Absoluuttinen syketaajuus

EB5%FBS 10nM 100nM 10uM 100uM

60,00
50,00
40,00
30,00
20,00

10,00

Keskisyketaajuus 1/min

0,00
Adrenaliinin konsentraatlo

M baseline ®Wimmediate ™ delayed

Kuva 3.1. Keskimddrdinen syketaajuus adrenaliinialtistuksessa eri konsentraatioilla.

Suhteellinen syketaajuus laskettiin jakamalla syketaajuuden viliton (immediate) ja myohdinen
(delayed) arvo referenssitason (baseline) syketaajuudella. Adrenaliinikokeissa havaittiin viliton
+7,3%-yksikon ja +16,8%-yksikon suuruinen syketaajuuden nousu, kuten esitetty kuvassa 3.2.
Suhteutettuna pelkdssd EB5%FBS-liuoksessa havaittuun -17,4%-yksikon syketaajuuden laskuun
referenssisoluissa (n=11) on syketaajuuden nousu vastaavasti +29,9% (n=7) ja +41,4% (n=5).
Syketaajuuden lasku konsentraatiolla 100nM havaittiin ainoastaan yhdelld solulla (n=1). Sité vastoin
syketaajuuden huomattava lasku 100uM konsentraatiolla havaitiin sekd vélittomasti (n=4) ladkkeen
annostelun jilkeen ettd myohdisvaikutuksena (n=4). Myohdisvaikutuksen osalta suhteellinen
syketaajuuden muutos oli EB5%FBS-liuokseen verrattuna +10,9% konsentraatiolla 10nM (n=11),
+0,1% konsentraatiolla 100nM (n=8), +14,9% konsentraatiolla 1uM (n=10), ja +21,7%
konsentraatiolla 10uM (n=8).
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Suhteellinen syketaajuuden Suhteellinen syketaajuuden

muutos - 30 sek (immediate) muutos - 5 min (delayed)
1,4 1,4
1,2 1,2
1 1
0,8 0,8
0,6 0,6
0,4 0,4
0,2 0,2
0 0
e & & & & o e & & & &
A e R

Kuva 3.2. Syketaajuuden suhteellinen muutos adrenaliinialtistuksessa vilittomdsti lddkeaineen

lisddmisen jdlkeen ja 5 minuuttia lisddmisestd.

Supistus-relaksaatiosyklin kestoa (CRD) tarkasteltiin normalisoiden koko syklin kesto syketaajuuden
suhteen kiyttden Bazettin yhtdl6d. Konsentraatioilla 1uM (n=10) ja 10uM (n=8) ilmeni 15-20%
lyhenemad supistus-relaksaatiosyklin kestossa 5 minuutin kohdalla verrattuna samalla konsentraatiolla
mitattuun referenssitasoon, kuten esitetty kuvassa 3.3. Sitd vastoin konsentraatioilla 10nM (n=11) ja

100nM (n=8) normalisoitu supistus-relaksaatiosyklin kesto (cCRD) pidentyi noin 5%.

Korjattu supistus-relaksaatiosyklin kesto (cCRD)

EB5%FBS 10nM 100nM 10uM 100pMm

0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

cCRD/sec.

Adrenaline concentrations

B baseline Mimmediate ™ delayed

Kuva 3.3. Syketaajuuden suhteen normalisoitu  supistus-relaksaatiosyklin  kesto  eri

adrenaliinikonsentraatioissa.

Syketaajuuden suhteen normalisoitu supistusaika on hieman lyhentynyt vélittomasti
adrenaliinilisdyksen jilkeen konsentraatioilla 100nM ja 1uM. Myo6héisend vaikutuksena 5 minuutin

jilkeen ndhdiin nousevan adrenaliiniannoksen mukana tasainen supistusajan lyhenem4, joka saattaa
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olla yhteydessd myds supistusvoiman lisddntymiseen. Adrenaliinin lisdyksen myo6td myds
supistuksen kesto lyhenee kaikilla konsentraatioilla lukuun ottamatta suurinta konsentraatiota
100uM, jonka jilkeen supistus vélittomasti pidentyy. Sama ilmid on havaittavissa myos 5 minuutin
kohdalla, jolloin supistuksen pituus konsentraatiolla 100uM on keskiméédrin 2,8-kertainen
referenssitasoon  ndhden. Edellisistd poiketen, normalisoidun relaksaatioajan  muutos
adrenaliinialtistuksessa on vaihteleva: Vilittomasti 30 sekunnin kohdalla relaksaatioajan muutos oli
positiivinen +12,0% (n=11) ja 5 minuutin kuluttua +17,1% (n==8). Sitd vastoin 1uM konsentraatio
aiheutti relaksaatioaikaan vélittdmén negatiivisen -9,8% (n=7) muutoksen joka tuli vield selvemmin
esiin viiveelld -18,1% (n=10). Samansuuruinen muutos syntyi myds konsentraatiolla 10uM, jolloin

relaksaatioajat olivat vastaavasti -6,5% (n=5) ja -16,9% (n=8).

Normalisoitu supistusaika Normalisoitu supistusaika
- 30 sek (immediate) - 5 min (delayed)

oS S & N oS N N N
<3§°\ S S N RS S <§’\ S \90 N S \90
Normalisoitu supistuksen kesto Normalisoitu supistuksen kesto
- 30 sek (immediate) - 5 min (delayed)
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Normalisoitu relaksaatioaika
- 5 min (delayed)

Normalisoitu relaksaatioaika
- 30sek (immediate)

1,8 1,8
1,6 1,6
1,4 1,4
1,2 1,2

1 1
0,8 0,8
0,6 0,6
0,4 0,4
0,2 0,2

0 0
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Kuva 3.4. Supistussyklin parametrit normalisoituna syketaajuuden suhteen: Supistusaika,
supistuksen kesto, sekd relaksaatioaika esitettynd vdlittomdn (immediate) ja viivistyneen (delayed)

vasteen mukaan. Vertailuarvona taulukoissa kdytetty lukua 1.

3.2 Karvediloli

Karvedilolin ladkeainealtistus oli tarkoitus suorittaa kahdessa osassa siten, ettd ensivaiheessa
suoritetaan testaus ilman adrenaliinia, jonka vaikutusta karvediloli estdé. Toisessa vaiheessa tarkoitus
oli testata néitd Bi-salpauksen osalta yhdessd. Tdssa tutkimuksessa esitettdvissa tuloksissa karvediloli
esiintyy ainoastaan yksinddn. L&dkeainealtistuksia tehtiin yhteensd 33 altistussarjaa solulinjan
04511.WT soluilla, jonka tulokset on esitetty olennaisilta osiltaan alla. Videomateriaalista 39,4% oli
analyysikelpoisia. Yleisimmit hylkdysperusteet olivat heikko signaalin laatu 25%, seki liian suuri
solujen syketaajuus tai sykkimittomyys 17%.  Taulukossa 3.2. on esitetty analysoitujen
sydénlihassolujen jakauma eri konsentraatioluokissa. Kuvassa 3.5. on esitetty karvedilolin lisddmista
seurannut vélitdn vaste, jossa ndhtdvissd syketaajuuden lasku referenssindytteessd ja kaikilla
ladkeainekonsentraatioilla. Mydhiisessd vasteessa sitd vastoin syketaajuuden véliton lasku on

korjaantunut eikd sykevasteessa havaita johdonmukaista muutosta.

Taulukko 3.2 Karvedilolikokeiden pohjalta tehtyjen videoanalyysien médrit eri konsentraatioilla.

100nM

1uM

2uM

3uM

5uM

immediate

delayed

immediate

delayed

immediate

delayed

immediate

delayed

immediate

delayed

n=11

n=10

n=11

n=10

n=8

n=10

n=11

n=10

n=8

n=8
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Suhteellinen syketaajuus Suhteellinen syketaajuus

- 30 sek (immediate) - 5 min (delayed)
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Kuva 3.5. Syketaajuuden suhteellinen muutos karvedilolialtistuksessa vilittomdsti ldcdkeaineen

lisddmisen jdlkeen (immediate) ja 5 minuutin kohdalla (delayed).

Supistus-relaksaatiosyklin  kesto (CRD) korjattiin  matemaattisesti normalisoimalla tdma
syketaajuuden suhteen. Kuvassa 3.6. on koottu diagrammimuotoon eri konsentraatioilla tapahtuneet
muutokset korjatun supistus-relaksaatiosyklin kestossa (cCRD). Myohdisend vasteena ndhddin
samansuuntaiset -28,2% muutos 3uM konsentraatiolla sekd -24,0% lasku SuM kohdalla verrattuna

referenssiliuoksessa tapahtuvaan muutokseen.

cCRD
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00
EB5%FBS 100nM 1pM 2uM 3uM 5uM

B baseline Mimmediate ™ delayed
Kuva 3.6. Syketaajuuden suhteen normalisoitu supistus-relaksaatiosyklin kesto eri karvediloli-
konsentraatioissa.

Supistus-relaksaatiosyklid tarkasteltiin osittamalla se vield eri vaiheisiin. Sekd supistusaika ettd

supistuksen kesto lyhenivdt merkittdvasti kaikilla konsentraatioilla verrattuna lddkeaineettomaan
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referenssiliuokseen. Sydanlihassolujen supistusnopeuden ja supistuksen keston lyhentyminen tulivat
vilitonté vastetta selvemmin esiin myohéisissé lddkeainevasteissa kuten kuva 3.7. osoittaa. Kaikista
selvimmin alentui supistuksen kesto, joka viiden minuutin kohdalla oli muuttunut -59,4% (100nM),
-48,9% (1uM), -63.4% (QuM), -82,4% (BuM), ja -50,3% (5uM). Sen sijaan vaikutus

relaksaatioaikaan oli vahdisempi ja epdyhtendisempi.

Normalisoitu supistusaika Normalisoitu supistusaika
- 30 sek (immediate) - 5 min (delayed)
1,2 1,2
1 1
0,8 0,8
0,6 0,6
0,4 0,4
0,2 0,2
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Normalisoitu supistuksen kesto Normalisoitu supistuksen kesto
- 5 min (immediate) - 5 min (delayed)
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0 . 0 .
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Kuva 3.7. Supistussyklin parametrit normalisoituna syketaajuuden suhteen: Supistusaika,
supistuksen kesto, sekd relaksaatioaika esitettynd vdlittomdn (immediate) ja viivistyneen (delayed)

vasteen mukaan. Vertailuarvona taulukoissa kdytetty lukua 1.

3.3 E-4031

Ladkeainealtistus toteutettiin videoimalla yhteensd 110 solun altistussarjaa, joissa E-4031
konsentraatioina kaytettiin InM, 10nM, 20nM, 100nM, ja 200 nM lddkeaineliuosta. Referenssisarja
kuvattiin ilman l4ddkeainetta puhtaassa EB5%FBS-liuoksessa. Analysoitujen sydénlihassolujen maéra
on ilmoitettu kunkin diagrammin vaaka-akselilla. 110:std videoidusta sarjasta 74 (67,3%) oli osittain
analyysikelpoisia ja mukana tilastollisessa kisittelyssd. Syketaajuuden vaihtelu on tuloksista pyritty
hdivyttdiméddn méairittdimalla joka mittaussyklin alussa sykkeen perustaso (baseline) ja
normalisoimalla ilmoitetut suureet syketaajuuden suhteen. Ympéristovaikutukset on pyritty
eliminoimaan vertaamalla saatuja arvoja referenssisarjan tuloksiin. Absoluuttisessa syketaajuudessa
ilmeni jo aiemmissakin kokeissa havaittu sddnnollinen syketaajuuden lasku vilittomaésti
ladkeainelisdyksen jélkeen, kuten esitetty kuvassa 3.8. Syketasossa havaittavat muutokset olivat
kokonaisuudessaan melko lievid ja palautuivat 5 minuutin mittauksessa siten, ettd suurin syketason
lasku -9,1% nihtiin suurimmalla 100nM (n=5) konsentraatiolla. Samaten havaittiin ainoastaan
kuvassa 3.9. ndkyvid lievid epédspesifisid muutoksia supistus-relaksaatiosyklin kokonaiskestossa.
Myd6s suhteellinen supistus- ja relaksaatioaika olivat molemmissa aikapisteissd hienoisesti
suurentuneet 1hes kaikilla konsentraatioilla. Poikkeuksena tdhén supistuksen kesto pidentyi suurilla
konsentraatioilla +8,7% (20nM), +74,0% (100nM), +45,6% (200nM). Mielenkiintoista kylla,
myohéinen vaste 5 minuutin kohdalla sen sijaan osoitti supistuksen kestossa aleneman suuruudeltaan

-13,2% (1nM), -3,7% (10nM), -50,5% (20nM) ja -47,9% (100nM), kuten esitetty kuvassa 3.10.
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Absoluuttinen syketaajuus
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M baseline ®Wimmediate ™ delayed
Suhteellinen syketaajuuden muutos Suhteellinen syketaajuuden muutos
- 30 sek (immediate) -5 min (delayed)
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1 1,2
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(n=11) (n=11) (n=16) (n=13) (n=8) (n=9) (n=9) (n=11) (n=12) (n=8) (n=5)

Kuva 3.8. Yildkuvassa keskimddrdinen syketaajuus lddkkeen E-4031 eri konsentraatioilla. Alhaalla
syketaajuuden muutokset perustasoon (baseline) nihden suhteutettuna sykkeen referenssindytteessd

mitattuihin syketaajuuden muutoksiin.

Korjattu supistus-relaksaatiosyklin kesto (cCRD)
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0,10
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EB5%FBS (n=11, n=9)  1nM (n=11, n=11) 10nM (n=16,n=12)  20nM (n=13, n=8) 100nM (n=8, n=5) 200nM (n=9)

B baseline M®immediate ™ delayed

Kuva 3.9. Syketaajuuden suhteen normalisoitu supistus-relaksaatiosyklin kesto.
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Normalisoitu supistusaika Normalisoitu supistusaika

- 30 sek (immediate) - 5 min (delayed)
14 1,4
1,2 1,2
1 1
0,8 0,8
0,6 0,6
0,4 0,4
0,2 0,2
0 0
EB5%FBS 1nM 10nM 20nM 100nM  200nM EB5%FBS 1nM 10nM 20nM  100nM
(n=11) (n=11) (n=16) (n=13) (n=8) (n=9) (n=9) (n=11) (n=12) (n=8) (n=5)
Normalisoitu supistuksen kesto Normalisoitu supistuksen kesto
- 30 sek (immediate) - 5 min (delayed)
2,5 2,5
2 2
1,5 1,5
1 1
0 0
EB5%FBS 1nM 10nM 20nM 100nM  200nM EB5%FBS 1nM 10nM 20nM  100nM
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1,2 1,2
1 1
0,8 0,8
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0,2 0,2
0 0
EB5%FBS 1nM 10nM 20nM 100nM  200nM EB5%FBS 1nM 10nM 20nM  100nM
(n=11) (n=11) (n=16) (n=13) (n=8) (n=9) (n=9) (n=11) (n=12) (n=8) (n=5)

Kuva 3.10. Supistussyklin parametrit normalisoituna syketaajuuden suhteen: Supistusaika,
supistuksen kesto, sekd relaksaatioaika esitettynd vilittomdn (immediate) ja myohdisen (delayed)

vasteen mukaan. Vertailuarvona taulukoissa kdytetty lukua 1.
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4. POHDINTA

Tutkimuksessamme terveiden koehenkildiden iPS-soluista erilaistettuja sydanlihassoluja videoitiin
mikroskoopissa  lddkeainealtistuksen  aikana. Pditavoitteemme oli  16ytdd BeatView-
videoanalyysiohjelmiston avulla tyypillisid sykeparametrien muutoksia vasteena tunnetuille
ladkeaineille. Tutkimusaineisto koostui yhteensd 177 kuvaussarjasta, joissa pieni soluaggregaatti
altistettiin nouseville konsentraatioille adrenaliinia, karvedilolia, sekd E-4031:4. Solulinjoista
04602.WT ja 04511.WT erilaistettujen sydénlihassolujen sykevasteet olivat paddsdintoisesti
vaikutusmekanismiinsa sopivia. Adrenaliinialtistuksessa sykeparametreissa havaittiin syketaajuuden
kasvua sekd supistumisajan lyhenemid. Karvedilolin lisddminen sydénlihassolulle sai aikaan
huomattavan laskun supistuksen kestoon. E-4031 aiheutti vilittdomén pidentymén supistuksenn

kestoon ja toisaalta myo6hdisvasteena lyhensi supistuksen kestoa.

4.1 Tutkimuksen luotettavuus

Liédkeainealtistuksissa havaittiin  kaikilla karvedilolin ja E-4031 konsentraatioilla véliton
syketaajuuden lasku, joka todennékodisimmin perustuu ympéariston lampotilan dkilliseen muutokseen
ja sen aikaansaamaan nopeaan shokkivaikutukseen. Témidn shokkivaikutuksen minimoimiseksi
elatusaineen lampdtilan tarkempi kontrollointi olisi mahdollistanut vdhdisemmaian vaikutuksen
syketaajuuteen. Toisaalta valitussa koeasetelmassa verrattiin lddkeainealtistuksessa saatuja
sykeparametreja puhtaassa elatusaineessa mitattuihin parametreihin, jolloin koeasetelma eliminoi
ympéristotekijoiden vaikutuksen saatuihin sykeparametreihin. Ympdiristotekijoiden muutoksia
pyrittiin  hallitsemaan myds madrittimilld jokaisen konsentraatiosyklin aluksi uudelleen
syketaajuuden perustaso (baseline), johon kyseiselld konsentraatiolla saatuja sykeparametreja
verrattiin. Ndin menetellen sykeparametrien muutoksista tehtiin vertailukelpoisia keskenddn ja
pienennettiin  yksittiisten sydénlihassolujen syketaajuuden vaihtelujen vaikutusta tuloksiin.
Luonnollisen sydénlihassolujen sykkeenvaihtelun ohella perustason (baseline) méérittdmiselld
pyrittiln my6s eliminoimaan koesarjan aikana laskevan ldmpdétilan vaikutusta koetuloksiin.
Tutkimussarjan aikana inkubaattorin l&dmpotila laski tasaisesti 36C°-asteeseen, jossa ldmpotila
pysytteli suurimmilla konsentraatioilla tehtyjen testien aikana. Tédmd ilmid kuitenkin nikyy
esimerkiksi adrenaliinisarjan aikana tapahtuvana syketaajuuden laskuna kuvassa 3.1. Tutkimuksen
merkittdvimmat rajoitteet liittyvit pieneen otoskokoon. Otoskoon médrittdiminen osoittautui varsin

hankalaksi johtuen sekd menetelméddn liittyvdstd ennustettavuuden vaikeudesta ettd toisaalta
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suhteellisesta vertailutavasta. Suhteellisen vertailutavan vuoksi oli tirkedd saada onnistunut
videoanalyysi sekd perustason (baseline) madrittivéstd videoaineistosta ettd ladkeainealtistuksen
aikaisesta videoaineistosta. Harmillisen usein joko perustason videoanalyysi tai lddkealtistuksen
videoanalyysi kédrsivit hdiriotekijistd, joka esti analyysin suorittamisen. Ratkaisuksi tihédn ongelmaan
perfuusiojdrjestelmin kayttd olisi mahdollistanut kontrolloidun koeympaériston, jossa perustason
(baseline) uudellenméddritystd ei valttdmatta olisi tarvittu. Lisdksi perfuusiosysteemi mahdollistaisi

my0s reaaliaikaisen lddkevasteen seurannan.

4.2 Tutkimustulosten merkitys

Tutkimuksen tarkoituksena oli havaita lddkeainealtistuksen aikana sykeparametreissa muutoksia,
jotka sopivat vaikutukseltaan tunnetun ld4keaineeen aiheuttamiksi. Ennakko-oletuksena oli havaita
valittomasti adrenaliinin lisdyksen jilkeen syketaajuuden nousu, sekd supistus ajan, supistuksen
keston, sekid relaksaatioajan lyhenemé pienimmistd 10uM konsentraatiosta alkaen. Tétd vastoin
karvedilolin lisddminen ilman adrenaliinia ei sykeparametreihin muutoksia aiheuttaisi. Kuitenkin
karvedilolin kalsiumaktiivisuus suurilla konsentraatioilla voisi mahdollisesti tulla esiin supistusajan,
supistuksen keston, ja relaksaatioajan pidentymisenid. E-4031 osalta odotettiin kaliumkanavan
salpauksen myd6td hidastuvaa repolarisaatiota, joka nékyisi pidentyneeni supistuksen kestona seka

pidentyneend relaksaatioaikana.

Adrenaliinilla havaittiin selvd syketaajuuden nousu 30 sekunnin kohdalla konsentraatioilla 1uM ja
10uM. Konsentraatiolla 100nM syketaajuus laski, mutta otoksena oli yksittdinen mittaus. Néin ollen
adrenaliinin véliton positiivinen sykevaste oli vaikutusmekanismi huomioon ottaen odotetun
suuntainen. Syketaajuuden ohella adrenaliini tunnetusti lisdd syddnlihassolun supistuvuutta, joka
oletetusti kasvattaa supistusnopeutta [16] [32]. Téhdn sopien supistusajan lyhenemd esiintyi
adrenaliinialtistuksessa kaikilla konsentraatioilla sekd vélittomésti 30 sekunnin mittauksessa ettd
myohdisvaikutuksena 5 minuutin kohdalla. Relaksaationopeus puolestaan tuntemattomasta syysta

kasvoi merkittdvasti 10nM ja 100nM konsentraatioilla, mutta laski konsentraatioilla 1uM ja 10uM.

Adrenaliinin huippukonsentraatiolla 100uM sydédnlihassolun supistuksen kesto pidentyi yhtakkisesti
2—3-kertaiseksi. Adrenaliini vaikuttaa keskeisesti solun kalsiumtalouteen [16] [32] ja ilmi6 on
mahdollisesti manifestaatio voimakkaasti lisddntyneestd intrasellulaarisen kalsiumin maardstd ja
pidentyneestd depolarisaatiosta, joka voi korreloida my6s kohonneeseen rytmihiiridriskiin.

Kohonneesta rytmihéiridriskisté ei kuitenkaan tdmén tutkimuksen puitteissa saatu viitteita.
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Yleisesti voidaan sanoa, ettd adrenaliinikokeiden tuloksissa on néhtidvissd vélittOméan vasteen
(immediate) pienempi otoskoko verrattuna viivistyneeseen vasteeseen (delayed), josta johtuen myos
tulosten vaihtelevuus on suurempaa. Yhteenvetona voidaan todeta, ettd havaitut vasteet kuten
syketaajuuden lisdédntyminen sekd supistusajan, supistuksen keston ja relaksaatioajan pieneneminen
olivat adrenaliinin tunnettujen vaikutusten valossa selitettivissa ja tukevat videoanalyysimenetelman

toimivuutta.

Kuten edelld todettiin, karvedilolin adrenergisen salpauksen nettovaikutus sykeparametreihin ilman
adrenaliinia ennakoitiin olevan hyvin pieni. Néin ollen mielenkiinto kohdistui kalsiumantagonismin
mukanaan tuomaan mahdolliseen supistusajan, supistuksen keston, ja relaksaatioajan pidentymiseen
[16]. Keskeisimmaét 16ydokset olivat hienoinen supistusajan lyhenema ja etenkin supistuksen kestossa
havaittu voimakas lyhenemd. Nama supistusmuutokset ilmenivét kaikilla konsentraatioilla sekd 30
sekunnin ettd 5 minuutin kohdalla. Sen sijaan vaikutusta syketaajuuteen ei juuri havaittu. Taustalla
vaikuttaa mahdollisesti karvedilolille ominainen kalsiumsalpaus, vaikkakin supistuksen kestossa
tapahtuneet muutokset olivat ristiriidassa ennakko-olettamusten kanssa. Kalsiumkanavan salpaus sai
aikaan my0s silmdméiiriisesti havaittavan sydiansolujen supistuvuuden alentumisen, joka saattaa olla

osatekijind lyhentyneen supistuksen keston taustalla [16].

Lidkeaineista hERG-tyypin kaliumkanavia salpaava E-4031 on todettu hidastavan repolarisaatiota.
Oletettavasti tutkimusaineistossamme tidmd ndkyisi pidentyneend supistuksen kestona sekd
pidentyneend relaksaatioaikana. E-4031 ei juuri osoittanut vaikutusta syketaajuuteen kiytetyilld
konsentraatioilla. Sen sijaan videoanalyysi paljasti hieman pidentyneet supistus- ja relaksaatioajat.
Sykeparametrien osalta mielenkiinto kohdistuu kuitenkin supistuksen kestoon, jossa havaittiin
pidentyma 30 sekunnin kohdalla suurilla konsentraatioilla mutta paradoksaalisesti vield selvempi
lyhentymd 5 minuutin jdlkeen kaikilla kéaytetyilld konsentraatioilla. Vilitdn supistuksen
pidentyminen voidaan ymmaértdd E-4031 vaikutusmekanismin pohjalta [16] [31]. Reversiibelin
hERG-kanavan salpauksen vuoksi kaliumin sisdénvirtaus estyy pitkittden aktiopotentiaalin kestoa,
joka selittdd supistuksen kestossa havaitun vilittéman muutoksen. Sitd vastoin 5 minuutin kohdalla

tapahtuva supistuksen kestossa tapahtuva voimakas lyhenema vaatii lisdtutkimusta.

4.3 Videoanalyysimenetelmin tehokkuus

Liadkeainevaikutusten tunnistuksessa videoanalyysilla saadut tulokset ovat pédosin tunnettujen

ladkevaikutusten suuntaisia. Tutkimuksessa BeatView-ohjelmisto osoitti kayttokelpoisuutensa
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ladkeainetestauksessa sykeparametrien madrittdmisessd. Menetelmén laajemman kdyton kannalta
menetelmdn  tydldys ja ennustettavuus ovat toistaiseksi olleet suurimpia haasteita.
Tutkimuksessamme yksittédiselld solulla tehdyn mittaussarjan aktiivinen mittausaika oli noin
1,5h/solu. Koska lisdksi videoiden kuvanlaatua ja solujen sopivuutta analysointiin on vaikea
ennustaa, vaaditaan tilastollisesti merkittdvien sarjojen hankkimiseen kymmenien tai satojen solujen
otanta. Keskeisimmiksi kehityskohteiksi voidaan tdmén tutkimuksen pohjalta nimetd
perfuusiosysteemin rakentaminen, reaaliaikaisen videoanalyysin kehittiminen, sekd solujen

supistusvoiman mittauksen yhdistdminen videoanalyysiohjelmistoon.

S. YHTEENVETO

Solulinjoista 04602.WT ja 04511.WT erilaistettujen sydénlihassolujen sykevasteet olivat
padsaintdisesti vaikutusmekanismiinsa sopivia. Adrenaliinialtistuksessa sykeparametreissa havaittiin
syketaajuuden kasvua sekd supistusajan lyhenemi. Karvedilolin lisiiminen sydénlihassolulle sai
aikaan huomattavan laskun supistuksen kestoon. E-4031 aiheutti valittdmén pidentymén supistuksen
kestoon ja toisaalta myOhédisvasteena lyhensi supistuksen kestoa. Ndma tulokset vahvistavat kasitysta
videoanalyysimenetelmén toimivuudesta sykeparametrien méérittimisessd. Tulevaisuudessa tulisi
kiinnittdd huomiota analyysimenetelmin nopeuden, tarkkuuden, ja monipuolisuuden kehittimiseen

sekd videoanalyysin sykeparametrien kliinisten korrelaatioiden kartoittamiseen.
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