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Tassad kandidaatin tutkielmassa selvitdn keskushermoston neuronien ja neuroverkostojen
sahkofysiologisia ominaisuuksia ja naiden ominaisuuksien tutkimista erilaisilla tekniikoilla ja laitteilla.
Tutkielman tarkoituksena oli perehtya ajankohtaisiin  keskushermoston neuronien ja
neuroverkostojen rakennetta ja toimintaa kasitteleviin tutkimuksiin ja kirjallisuuteen. Kandidaatin
tutkielma tehtin Tampereen vyliopiston ladketieteen ja terveysteknologian tiedekunnan
Neuroryhmalle, bioteknologian ja biolaaketieteen tekniikan koulutusohjelmassa. Tutkielmassa aluksi
selvitetddn neuronien rakenne ja fysiologia, sekd hermotukisolujen rooli neuroverkostoissa.
Neuroverkostojen rakenteen ja toiminnan tutkimus in vitro on tutkielmassa keskeisessa roolissa.
Tutkielmassa pohditaan myos eri solulahteita neuroverkostojen tutkimiselle in vitro ja niiden hydtyja
ja haasteita. Taman jalkeen perehdytaan neuronien ja neuroverkostojen viljelyyn ja tutkimukseen
erilaisin menetelmin. Mikrofluidististen sirujen kayttd neuronien viljelyssd mahdollistaa viljely-
ymparistdn monipuolisen manipuloinnin, joka johtaa kohti in vivo — kaltaista viljely - ymparistoa.
Neuronien ja neuroverkostojen sahkoisen aktiivisuuden mittaamiseen in vitro. Mikroelektrodihila —
mittaus on sopiva ja tarkka menetelma, jossa sahkoista aktiivisuutta mitataan mikroelektrodeilla,
joiden materiaali, lukumaara ja tiheys MEA — levylla vaikuttaa tutkimukseen. Tutkielman lopuksi
esitellaan MEA — levyn ja mikrofluidistiikan integroiminen yhdelle alustalle, mika mahdollistaa entista
tarkemman neuronien ja neuroverkostojen tutkimuksen in vitro.
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Lyhenteet:

MEA = Mikroelektrodihila (eng. Microelectrode array)

PDMS = Polydimetyylisiloksaani (eng. Polydimethylsiloxane)
EEG = Elektroenkefalografia (eng. electroencephalography)
SNR = Signaalin suhde hairié6n (eng. Signal to noise ratio)

KCI = Kaliumkloridi



1. Johdanto

Aivot ovat elimiston monimutkaisin elin, joka omaa moniulotteisia ominaisuuksia informaation
vastaanottamiseen ja prosessointiin muualta elimistdsta ja elimistdon ulkopuolelta. Aivot koostuvat
lukuisista neuroverkostoista, joissa informaation kasittely perustuu erilaisiin  neuroneihin,
hermotukisoluihin ja nadiden yhteiseen toimintaan, padasiassa kuitenkin ensimmaisena mainittuun.
Neuroneista ja mahdollisesti hermotukisoluista voidaan luoda neuroverkostoja in vitro, joiden avulla
pyritddn selvittdmaan aivojen toimintaa in vivo. Neuroverkostojen monimutkaisen rakenteen ja
toiminnan tutkiminen vaatii monipuolisia viljely— ja tutkimusmenetelmia in vitro, jotta verkostojen
rakennetta ja toimintaa voidaan verrata aivojen normaaliin kehitykseen ja toimintaan, sairauksiin ja

vaurioihin in vivo.

Neurologiset sairaudet ja oireyhtymat ovat valtava kuolinsyy ympari maailman. Nama vaikuttavat
kuolemien lisdksi myds vammaisuuteen ja tyOkyvyttdmyyteen, joilla on yhteiskunnallisesti suuria
vaikutuksia. Haring ym. (2017) mukaan pelkastaan Yhdysvalloissa neurologisten sairauksien ja
vammojen on arvioitu vaikuttavan 6,4 miljoonaan ihmiseen. Esimerkiksi vammoista aiheutuneita
neurologisia oireyhtymatapauksia syntyy Yhdysvalloissa vuosittain 1,7 miljoonaa. Lisaksi
neurologisia sairauksia, kuten Alzheimerin tautia sairastavien potilaiden maaran on todettu
nousevan (Haring, Sontheimer, & Johnson, 2017). Tarve selvittda aivojen normaaliin toimintaan,
sairauksiin ja vaurioihin liittyvia toimintoja on luonut poikkitieteellisen neurotieteen tutkimuksen
alueen, jossa sovelletaan esimerkiksi neurobiologiaa, materiaalitekniikka, mikroelektroniikkaa,

tietojenkasittelytieteita ja matematiikkaa.

Neuroverkostoja on tutkittu erilaisin menetelmin ja tutkimuksien soluldhteind on yleisesti kaytetty
elaimid. Vaikka eldinten, kuten rottien neuroneita on helposti saatavilla ja niiden viljelyyn on
vakiintunut toimivia protokollia, eivat ne tdysin vastaa toiminnaltaan ihmisen neuroneita. Taman ja
esimerkiksi eettisten syiden vuoksi, siirrytaan tutkimuksessa kohti ihmissolumalleja, joissa ihmisen
neuroneita viljellddn ja tutkitaan esimerkiksi mikrofluidistikan ja MEA — mittausten avulla.
Mikrofluidistiikasta on tullut tarkea tekniikka, joka mahdollistaa neuronien ominaisuuksien tutkimisen
suurella tarkkuudella ja toistettavuudella in vitro (Ristola et al., 2019). MEA — mittauksia on sen sijaan
kaytetty jo yli 25 vuotta tutkittaessa sahkoisesti aktiivisten solujen toimintaa (Johnstone et al., 2010).
Molempia, mikrofluidistiikkaa ja MEA — mittauksia on neurologisten sairauksien tutkimisen lisaksi
hyddynnetty 1ddkeainetestauksissa. Nykyisin naitd kahta tekniikkaa on mahdollista yhdistda samalle
alustalle, mikd luo uusia ulottuvuuksia neuronien ja neuroverkostojen tutkimiselle in vitro.
Molemmista tekniikoista kuitenkin I0ytyy haasteita, joiden ratkaiseminen vie neurotiedetta kohti

tarkempaa, in vivo — kaltaista ihmisaivomallia in vitro.

Taman kandidaatin tutkielman tarkoitus on kayda lapi neuronien ja tarkemmin neuroverkostojen

tutkimusta. Aluksi perehdytdan neuronien, neuroverkostojen rakenteeseen ja toimintaan ja esitelldaan



eri lahteita, joista neuroneita ja hermotukisoluja on mahdollista saada. Taman jalkeen kaydaan lapi

mikrofluidististen sirujen ja MEA — levyjen rakenne ja toiminta.

Lopuksi esitellaan integroitujen mikrofluidististen MEA — levyjen rakennetta ja toimintaa ja pohditaan
kyseisten alustojen kehitystd tulevaisuudessa. Jokaisessa osiossa tullaan myds mainitsemaan

osioon liittyvia haasteita.

2. Neuronit

Keskushermosto saatelee elimiston toimintoja aareishermoston kanssa sisaisten ja ulkoisten
arsykkeiden ja signaalien perusteella. Kypsa keskushermosto koostuu aivoista ja selkaytimesta,
jotka rakentuvat neuroneista, hermotukisoluista ja niiden muodostamista verkostoista. Verkostojen
toiminta perustuu paaosin neuroneiden sahkoiseen aktiivisuuteen ja sahkoisten jannitemuutosten,
eli toimintajannitteen valittymiseen neuronien valilla valittdjaaineiden avulla. Seuraavissa osioissa
keskitytaan keskushermoston CNS, ja erityisesti aivojen neuronien ja neuroverkostojen

ominaisuuksiin.

2.1 Neuronin rakenne

Neuronit ovat pitkalle erilaistuneita, sdhkoisesti aktiivisia soluja, jotka koostuvat soomasta, eli runko-
osasta, dendriiteistd, eli tuojahaarakkeista ja aksonista, eli viejahaarakkeesta. Ominaisia rakenteita
neuroneille ovat kaksi jalkimmaista (Kuva 1). Sooma, eli neuronin runko, on hyvin samanlainen
soluorganelleiltaan muiden solutyyppien kanssa. Sooman muoto ja koko kuitenkin vaihtelevat
suuresti eri neuronityyppien valilla. Yhteista kaikille tyypeille kuitenkin on se, ettd ne sisaltavat
suurimman osan neuronin soluorganelleista, kuten tuman, ja osallistuvat hermoimpulssin
valitykseen. Dendriitit ovat soomasta lahtevid haarakkeita, jotka vastaanottavat impulsseja muilta
neuroneilta (Kuva 1). Dendriittien muodostamat haarautuneet verkostot laajentavat neuronin

arsykkeen vastaanottopinta-alaa (Jacobson & Marcus, 2011).

Neuronin yksi ominaisimmista rakenteista toimintajannitteen valittdmiseen on aksoni, joka on pitka
soomasta lahteva uloke. Neuronin solukalvo on taynna janniteherkkia ionikanavia, jotka saavat
aikaan toimintajannitteen kulkeutumisen aksonissa (Jacobson & Marcus, 2011). Aksonin paa
haarautuu (Bucher & Goaillard, 2011) ja haaraumat paattyvat synapseihin (Kuva 1, Kuva 2), joista
toimintajannite siirtyy kohdesoluun. Synapsit ovat yhteyksid neuronien ja kohdesolujen valilla ja
niiden rakenne voidaan jakaa esisynaptisen solukalvoon, synaptiseen rakoon ja jalkisynaptiseen

solukalvoon (Kuva 2) (Jacobson & Marcus, 2011).



yeliinituppi

Kuva 1 Keskushermoston neuronit, neuronien osat ja gliasolut. Kuva muokattu ldhteesta (Nicole Baumann &
Danielle Pham-Dinh, 2001).

2.2 Neuronin sahkofysiologia

Neuronien sahkoinen aktiivisuus perustuu niiden solukalvon eri puolten valiseen ionikonsentraation
eroon ja sen muuttumiseen ionien virratessa joko neuronin sisalle tai ekstrasellulaariseen tilaan.
Levossa ionikonsentraatioero synnyttaa jannite-eron, transmembraanisen potentiaalin, missa
neuronin sytosoli on negatiivisesti ja ulkopuoli positiivisesti varautunut, jolloin transmembraaninen
potentiaali on noin -60 millivolttia (mV) (Kuva 2B). Transmembraanisen potentiaalin saa paaosin
aikaan Na*K* -pumppu, joka pumppaa K*-ioneja sisaan ja Na*-ioneja ulos neuronista (Nelson, Cox,
& Lehninger, 2008).

Neuronin stimulointi saa aikaan solukalvoa pitkin kulkevan toimintajannitteen eli aksonipotentiaalin.
Toimintajannite syntyy, kun arsykkeen aikaansaama solukalvon eri puolten valinen jannite-ero
muuttuu paikallisesti tarpeeksi ylittdmaan lepotason (engl. threshold) (Bucher & Goaillard, 2011).
Tallainen solukalvon paikallinen depolarisaatio saa janniteherkat Na* kanavaproteiinit aukeamaan,
jolloin natriumia virtaa solukalvon lapi neuroniin vahvistaen depolarisaatiota (Kuva 2A, B). Taman
myo6ta sytosolin varaus muuttuu positivisemmaksi (+30 mV) (Kuva 2B) (Nelson et al., 2008). Na*-
ionien sisaan virtaus saa aikaan viereisten janniteherkkien Na* kanavaproteiinien aukeamisen,
jolloin toimintajannite kulkee yhdensuuntaisesti kohti aksonin paata, jossa se siirtyy kohdeneuroniin
kemiallisesti synapsien valityksellda. Yhdensuuntaisuus on seurausta janniteherkkien Na*
kanavaproteiinien refraktaalisesta periodista, jolloin kanava on hetkellisesti kiinni (Nelson et al.,
2008).

Solukalvon paikallinen depolarisaatio saa myds aikaan janniteherkkien K* kanavaproteiinien

aukeamisen, jolloin K*-ioneja virtaa neuronista ulos (Kuva 2A, B) (Nelson et al., 2008). Tama saa



aikaan solukalvon paikallisen repolarisoitumisen ja hetkellisen hyperpolarisaation, jolloin jannite-ero

on transmembraanista potentiaalia negatiivisempi (Kuva 2B) (Bucher & Goaillard, 2011).

Taman jalkeen solukalvo palaa paikallisesti lepotilaan Na*K* -pumppujen ansiosta (Kuva 2B) ja on
valmis uuteen toimintajannitteeseen (Nelson et al., 2008). Keskushermoston neuronin sahkoéinen
aktiivisuus perustuu siis solukalvon eri puolten ionikonsentraatioiden asymmetriaan, naiden

ionikonsentraatioiden paikallisiin muutoksiin ja toimintajannitteen kemialliseen valittymiseen toiseen

neuroniin.
A) B)
Kalium-
Natrium- ‘-h{Kkanava +30mV
kanava \ Na+ -kanavat
Nar —— L . sulkeutuvat K+ -kanavat aukeuvat

Naw — -
e — N E]

Depolarisaatio
Kalsium- / Vallttajaalneveykket

Synaptinen

kanava N
- 3
/ rako E
& 0 e\ g
A @ 33 4 = .
- e I Repolarisaatio
’ W N Ca™ N k
‘L_.(‘ Lepotaso a+ - kanavat
\/ aukeavat \
Aktiiviset Na+/K+ - Transmembraaninen

Valittajaaine- -60mv W potentiaali
reseptori
Nn'f' + H = .

&+ yperpolarisaatio
Na + —Mx

Aika

Kuva 2 A) Synapsi ja sen esi -ja jalkisynaptiset neuronit. Kuva muokattu lahteesta (Nelson, Cox & Lehninger,
2008). B) Diagrammi toimintajannitteen eri vaiheista.

2.3 Neuroverkostot

Yksittdisen neuronin rakenteen ja sahkofysiologian ymmartdminen on tarkeda, mutta
neuroverkostojen tutkiminen in vitro auttaa paremmin ymmartdmaan aivojen kompleksisia toimintoja
in vivo. Neuroverkostot perustuvat toisiinsa rakenteellisesti ja toiminnallisesti yhteydessa oleviin
neuroneihin. Naiden avulla voidaan tutkia aivojen rakennetta, toimintoja ja kehitysta, niihin
vaikuttavia sairauksia, sekd suorittaa |38keainetestausta (YIa-Outinen et al.,, 2019).
Neuroverkostojen toiminta in vivo ei onnistuisi pelkkien neuroneiden toimesta, vaan ne tarvitsevat
gliasoluja, eli hermotukisoluja, jotka tukevat neuronien toimintaa (Jacobson & Marcus, 2011). In vivo
neuroverkostojen tutkimisen ja ymmartamisen ollessa haastavaa, on niita alettu tutkia erilaisin

menetelmin in vitro.

Kypsyneiden keskushermoston neuronien ja neuroverkostojen toiminta in vivo ja in vitro on
perusominaisuuksiltaan samanlaista, toimintajannitteeseen ja synapseihin perustuvaa informaation

valitystd. Kyseisten neuroneiden esisynaptinen osuus sisaltdd aksonin paan ja sen sytosolissa



sijaitsevat synaptiset vesikkelit, joista vapautuvat valittdjaaineet siirtdvat kemiallisesti
toimintajannitteen eteenpain jalkisynaptiseen neuroniin (Jacobson & Marcus, 2011). Jalkisynaptisen
neuronin dendriiteissa ja soomassa toimintajannite saa aikaan hermoimpulssin, joka siirtyessaan

aksoniin muuttuu toimintajannitteeksi.

Valittajaaineiden vapautuminen perustuu toimintajannitteen aikaansaamaan sytosoliseen Ca2* -
ionikonsentraation kasvuun. Toimintajannitteen kulkeutuessa aksonin karkeen, aukeavat
janniteherkat Ca?*-kanavaproteiinit, jolloin Ca?'-ioneja virtaa neuronin synapsiin. Synapsin
sytosolisen Ca2* - ionikonsentraation kasvu aiheuttaa vesikkeleiden fuusioituminsen esisynaptiseen
solukalvoon ja valittdjaaineiden vapautumisen synaptiseen rakoon, josta ne diffundoituvat
synaptisen raon lapi jalkisynaptisen neuronin valittijaainereseptoreihin, jolloin dendriitti
depolarisoituu ja uusi hermoimpulssi syntyy (Kuva 2). Synapsit voivat kuitenkin olla my6s inhiboivia
eli estavia (vrt. eksitoivaan eli aktivoivaan) (Jacobson & Marcus, 2011). Yksittaiset neuronit siis
muodostavat yhteyksia toisiinsa synapsien valityksella ja naista yhteyksistd muodostuu

neuroverkostoja.

In vivo neuroverkostot sisaltavat neuroneiden lisdksi gliasoluja. On kuitenkin mahdollista luoda
toiminnallisia neuroverkostoja in vitro ilman gliasoluja, tarkkaan saatelemalld kasvuympariston
kemiallista ja molekulaarista koostumusta (Amin et al., 2016). Tarkeimpid gliasoluja
keskushermostossa ovat astrosyytit, mikrogliasolut ja oligodendrosyytit (Kuva 1), joista jalkimmaisilla
on tarkea rooli toimintajannitteen kulkeutumisen edistamisessa. Keskushermoston neuronien
aksonit ovat yleensa ymparoityja myeliinitupilla, joita oligodendrosyytit muodostavat. Myeliini on
oligodendrosyytin solukalvoa, joka muodostaa eristeen aksonin ymparille kuitenkin jattden
myelinisoimattomia rakoja, Ranvierin kuroumia. Myelinisaatio nopeuttaa toimintajannitteen
kulkeutumista, kun toimintajannite siirtyy aksonissa eteenpain kuroumasta kuroumaan, koko aksonin
pituudelta tapahtuvan tasaisen kulkeutumisen sijaan (Kuva 1) (Nicole Baumann & Danielle Pham-
Dinh, 2001).

Astrosyytit puolestaan osallistuvat erilaisten kalvojen, kuten veriaivoesteen muodostumiseen aivojen
ymparille. Astrosyytit myds eristavat synapseja ympardivia alueita ja saatelevat valittdjaaineiden
konsentraatioita synaptisessa raossa, nain vaikuttaen hermoverkostojen toimintaan. Mikrogliasolut
sen sijaan ovat vastuussa keskushermoston immuunijarjestelmastd toimimalla makrofageina.
Mikrogliasolut voivat erilaistua erityyppisiksi makrofageiksi eri biomolekyylien, kuten antigeenien,

tunnistuksen perusteella (Jacobson & Marcus, 2011).
2.4 Neuronien lahteet

Kypsat neuronit ja gliasolut post natal, eli syntyman jalkeen, ovat terminaalisesti erilaistuneet, el
kyseiset solut eivat itse voi uusiutua vaurioituessaan, eika erilaistua enda muiksi soluiksi. Eldinten

alkioista tai post natal eristetystd hermokudoksesta saadut neuronit, eli primaariviljelmat ovat
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kuitenkin eniten kaytettyja neurotieteellisessa tutkimuksessa in vitro (Yla-Outinen et al., 2019). Myds
ihmisten primaariviljelmid, kuten leikkauksista saatua aivokudosta on kaytetty (Wickham et al.,
2020). Eristetyn hermokudoksen solut ovat siis paaasiallisesti taysin erilaistuneita neuroneita ja
gliasoluja ja vain pieni osa on hermokantasoluja, eli progenitorisoluja (Taulukko 1). Eldinperaisten
primaariviljelmien etuna on ensisijaisesti helppo saatavuus ja hermokudoksen sahkoéfysiologian
ainakin osittainen sailyminen eristyspaikan mukaisena (Millet & Gillette, 2012). Lisaksi
samankaltaisuudet in vivo ja in vitro ihmis- ja eldinmallien valilla on todettu olevan riittavia (Taulukko
1), jonka myo6ta ihmisten aivojen ominaisuuksia, sairauksia ja ladkeainestausta voidaan tutkia

elainmallien avulla in vitro (Liu, Sternberg, Ghiasvand, & Berdichevsky, 2019).

Eldinmalleilla ja primaarivilielmillda on kuitenkin myds haittapuolia. Naihin lukeutuu esimerkiksi
eettiset ongelmat, kuten eldinten terveyteen ja elaman arvoon liittyvat asiat

(https://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab animals/3r/alternatives information en.htm,

European Comission, Directive 2010/63/EU,10.8.2020). Laaketieteellisesta nakdkulmasta suurempi
ongelma kuitenkin on erot ihmis- ja eldinneuroneiden ja neuroverkostojen valilla. Vaikka in vivo ja in
vitro eldinmalleilla pystytddn mallintamaan joitain ihmisaivojen ominaisuuksia, on kuitenkin naiden
kahden valillda huomattavia lajipohjaisia eroavaisuuksia (Napoli & Obeid, 2016). Eroavaisuuksia
iimenee seka genomi-, ettd solutasolla, joiden vuoksi alkionkehityksessad ja neuroverkostojen
morfologisessa ja sahkofysiologisessa kehittymisessa on seka ajallisia ja toiminnallisia eroja (Yla-
Outinen et al., 2019).

Eldinmallien haasteet ajavat neurotieteen tutkimusta kohti in vitro pohjaisia ihmissolumalleja.
Ihmissolumalleissa kaytetdan monikykyisista, eli pluripotenteista kantasoluista (eng. human
pluripotent stem cells, hPSC) erilaistettuja neuroneita ja neuroverkostoja. Erilaistumisprosessi in
vitro noudattaa samoja vaiheita kuin aivojen kehitys in vivo. Prosessin loppuvaiheessa muodostuu
myds astrosyytteja ja oligodendrosyytteja (Yla-Outinen et al.,, 2019). hPS — solut pystyvat
uusiutumaan loputtomasti ja erilaistumaan miksi tahansa solutyypiksi. Naistd soluista
ihmissolumalleissa eniten kaytettyja solutyyppeja ovat ihmisalkion kantasolut (eng. human
embryonic stem cells, hESC), joita saadaan ihmisalkion blastokystin sisdsolumassasta, ja ihmisen
indusoidut pluripotentit kantasolut (eng. human induced pluripotnet stem cells, hiPSC), joita saadaan
ihmisen erilaistuneista soluista uudelleenohjelmoimalla ne iPSC - tilaan in vitro.

Uudelleenohjelmointi on riippuvainen eri transkriptiotekijoista (Keller & Frega, 2019).

Kayttamalla ihmisen hPS-soluja pystytdan luomaan neuroverkostomalli in vitro, joka tarkemmin
kuvaa ihmisen aivoja in vivo, samalla valttaen elainmateriaalin kayttoon liittyvat eettiset ongelmat.
Tarkempaan potilaskohtaiseen ihmissolumalliin paastaan hiPS - solujen avulla, jossa potilaan
omista soluista, esimerkiksi fibroblasteista, erilaistetaan hiPS - soluja, jolloin solujen genomi ja

ominaisuudet ovat potilaskohtaisia. hiPS - solujen kaytdlld myds valtetddn hES - soluihin liittyvat
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eettiset haasteet. hPS-soluihin liittyvia haasteita hES-solujen eettisyyden lisaksi ovat esimerkiksi
vaikea saatavuus ja korkea hinta eldinsoluihin verrattuna, haasteellinen viljely ja vajaa ymmarrys
erilaistumisprosessista (Taulukko 1). Vajaan ymmartamisen myo6td joidenkin  hermoston
ominaisuuksien, kuten eri solu -ja kudostyyppien interaktioiden mallintaminen in vitro on haastavaa
ja aikaa vievaa (Taulukko 1), eikad laajalle vakiintuneita erilaistamisprotokollia juurikaan ole (YIa-
Outinen et al., 2019). Erilaistamisprotokollien optimointia ja niiden kehittdmista onkin painotettava,

jotta kantasoluja voitaisiin hyddyntaa niiden tadydessa potentiaalissa.

hPS-soluja on kaytetty in vitro tutkimuksessa jo vuodesta 1998 Iahtien, jolloin hES-soluja ensi kertaa
eristettiin ja viljeltiin (Keller & Frega, 2019). Kuitenkin nykyisin hiPS -ja hES — soluja kaytetaan vahan
aivojen kehittymisen ja sairauksien tutkimisessa ja ladkeainetestauksessa in vitro, suhteutettuna
kyseisten solujen saatavuuteen. Tama ei taysin selity elainsolujen hyodtyjen, kuten saatavuuden ja
alhaisen hinnan myo6ta, mika herattaa kysymyksia. Vaikka kehityksen suunta on tutkimus
tutkimukselta kauemmas eldainmalleista ja lahemmas ihmissolumalleja, aiheuttaa toistaiseksi

vahainen ihmissolujen kayttd lukuisia hintavia ja yhteiskunnallisia ongelmia.
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Taulukko 1. Neurotutkimuksessa kéaytettyja solutyyppeja-, lahteité ja niiden hyotyja ja haittoja.

Solutyyppi Laji Liahde Hyodyt Haasteet Referenssi
Primaari Rotta, Kortikaali-neuroni, Saatavuus, Eettisyys, erot (Montaux, Charlot,
(elain) Kana, hippokampusneuroni, mahdollinen in vivo ihmisen Genoux, Saudou, &
Hiiri kortikaali-astrosyytti, sahkofysiologian solumalleihin ja Gazorla, 2018) (van
mikroglia, sailyminen, osittainen ihmisaivojen de Wijdeven et al.,
oligodendrosyytti samankaltaisuus toimintaan 2019) (Ristola et al.
DRG-neuroni ihmisen solumallien ja )
aivojen toiminnan 2019) (Ruiz etal,
kanssa 2014)
Primaari Ihminen Kortikaali-neuroni, lhmissolumalli, Saatavuus (Wickham et al., 2020)
Hippokampus-neuroni mahdollinen in vivo
sahkofysiologian
sailyminen,
potilaskohtainen
hESC Ihminen Alkiot Ihmissolumalli, Eettisyys, (YI&-Outinen et al.,
erilaistaminen hermo - saatavuus, 2010) (Karna et al.,
ja gliasoluiksi erilaistuminen 2012)
aikaa vievaa ja
vajaasti ymmarretty
hiPSC Ihminen Erilaistuneet solut Potilaskohtainen Erilaistuminen (Amin et al., 2016)
ihmissolumalli, aikaa vievaa ja (Takayama & Kida,
erilaistaminen hermo - | vajaasti ymmarretty 2016)
ja gliasoluiksi
Progenitori Rotta Kortikaalineuroni Saatavuus, osittainen Eettisyys, erot (Montaux et al., 2018)
(lasketaan samankaltaisuus ihmisen
primaariksi) ihmisen solumallien ja solumalleihin ja

aivojen toiminnan
kanssa, erilaistaminen

hermo -ja gliasoluiksi

aivotoimintaan

DRG = Dorsal root ganglion

Neuroneita on viljelty in vitro jo vuodesta 1910 asti. Ensimmainen in vitro neuroniviljelma suoritettiin

ns. ” hanging drop” - tekniikalla, jossa sammakon alkion neuraaliputkesta eristettyd hermokudosta

viljeltiin pisaralla mediumia, eli elatusliuosta. Tatd pisaraa mikroskoopilla tarkkailemalla todettiin

ensimmaista kertaa hermosaikeiden koostuvan soluista (Keller & Frega, 2019). Tasta eteenpain

neuroneiden Vviljely in vitro on kehittynyt suunnattomasti. Varsinkin viimeisen 10 vuoden aikana

tapahtunut biologisen ymmarryksen syventyminen ja erilaisten teknologioiden kehittyminen ja

integrointi neuroneiden viljelyalustoihin on vienyt alaa harppauksin eteenpain (YI&-Outinen et al.,

2019).
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Neuroneita viljellaan yleisesti erilaisilla 2D-alustoilla, joilla ne kasvavat sattumanvaraisesti tai
ohjatusti ymparistdsta riippuen. Tutkimuksessa kuitenkin pyritdan luomaan mahdollisimman in vivo
— kaltainen kasvuymparistd in vitro, joka voidaan saavuttaa 3D-alustoilla, joilla solut kasvavat
biomateriaaliskaffoldissa tai organoidissa, eli kantasoluista itsendisesti muodostuneessa
solurykelmassa (Y1a-Outinen et al., 2019). 3D - ja ohjatut 2D - alustat voivat sisaltdd mikrofluidistisia

rakenteita, joiden avulla pyritdan tarkempaan in vivo — kaltaiseen ymparistoon (Neto et al., 2016).

3. Mikrofluidistinen siruteknologia

Neuroneiden ja neuroverkostojen muodostuminen ja toiminta ovat monimutkaisia prosesseja, jotka
edellyttavat ymparistoltdan tiettyja ominaisuuksia. Naiden ominaisuuksien luominen jn vitro on
huomattavasti tarkempaa mikrofysiologisten sirujen avulla verrattuna perinteistiin 2D-viljelyalustoihin
(Neto et al., 2016). Mikrofysiologisia siruja eli mikrotason ominaisuuksia omaavia viljelyalustoja on

lukuisia erilaisia. Tassa osuudessa keskitytdan paaasiassa mikrofluidistisiin siruihin.

Mikrofluidistisilla siruilla voidaan manipuloida pienid nestemaaria ja niiden virtausta, mika
mahdollistaa sirun mekaanisten ominaisuuksien ja biomolekyylien, kuten l|38keaineiden ja
ravinteiden saatavuuden saatelyn (Haring et al., 2017). Mikrofluidistikan ja sirujen muiden
ominaisuuksien avulla voidaan tutkia ja manipuloida neuronien ja neuroverkostojen sellulaarisia
mekanismeja, kuten aksonien ohjautumista (Takayama & Kida, 2016) tai niiden vaurioita (Yang,
Siddique, Hosmane, Thakor, & Hoke, 2009) . Siru voidaan esimerkiksi jakaa lokeroihin, mika lisaa
sen toiminnallisuutta ja mahdollistaa eri neuronipopulaatioiden ominaisuuksien tutkimisen in vitro
(Ristola et al., 2019) tai sirun pinnoittamisella eri materiaalein ja kuvioin (Neto et al., 2016).
Mikrofluidistisen siruteknologian ollessa uraauurtavaa, on siru — solu -interaktiossa viela paljon

tutkittavaa ja kehitettavaa.
3.1 Mikrofludististen sirujen rakenne ja toiminta

Mikrofluidististen sirujen avulla pyritddn luomaan neuronien in vivo — kaltainen mikroymparistd in
vitro. Neuronien eri ominaisuuksien tutkimista varten on suunniteltava mikrofluidistisia siruja, joilla
on erilaisia toiminnallisia  rakenteita. Yleisesti  mikrofluidistiset  sirut  valmistetaan
polydimetyylisiloksaanista (eng. Polydimethylsiloxane, PDMS), esimerkiksi sen lapinakyvyyden,
vahvan kaasujen ja heikon veden lapaisevyyden ja bioyhteensopivuuden vuoksi (Millet & Gillette,
2012). Lapinakyvyyden ansiosta neuroverkostojen kuvantaminen, kuten kalsiumkuvantaminen on
mahdollista (Gribaudo et al., 2019). PDMS:n elastisuuden vuoksi se voidaan suhteellisen helposti
valaa haluttuun muotoon, joka sisaltaa esimerkiksi lokeroita ja mikrotunneleita. Mikrotunnelit ovat
viljelyalustan substraattiin, kuten PDMS:4an, valettuja tunneleita, joita pitkin esimerkiksi aksonit

voivat kasvaa (Haring et al., 2017). Usein sirut paallystetdan soluvaliaineen biomolekyyleilla, nain

13



tehostaen bioyhteensopivuutta ja sirun pinnan toiminnallisuutta (Haring et al., 2017). Lisaksi sirujen
pintoja voidaan kuvioida, joka paallystyksen kanssa potentiaalisesti vaikuttaa neuronien alustaan
kiinnittymiseen, migraatioon, muotoon (Neto et al., 2016) ja aksonien ja dendriittien ohjautumiseen
(Haring et al., 2017).

Erityisesti neurotieteellisessa tutkimuksessa lokeroinnin ja mikrotunneleiden avulla voidaan tutkia ja
manipuloida hermoston fysiologiaa in vitro, kuten neuroverkostojen muodostumista, ja tarkemmin
2019).

Mikrofluidistisen sirun lokerointi mahdollistaa myés eri solutyyppien tutkimisen, kuten neuronien ja

aksonien kasvua eri neuronipopulaatioiden valilla (Taulukko 2) (Gribaudo et al.,
oligodendrosyyttien kontrolloidun yhteisvilielyn samalla sirulla erillisissa lokeroissa (Taulukko 2)
(Ristola et al., 2019). Naissa tapauksissa eri lokeroihin eristetyt solupopulaatiot voivat olla
yhteydessa toisiinsa mikrotunneleiden kautta kasvavien aksonien valitykselld, kuten neuronit aivojen
eri alueiden valilld in vivo. Neuroverkoston kehittymisen ja fysiologian lisaksi suuren huomion
kohteena on neurologisten sairauksien, kuten neuroverkostolle haitallisten, vaarinlaskostuneiden ja
agrekoituneiden proteiinien levidmisen tutkiminen, jollaisia esiintyy esimerkiksi Alzheimerin ja
Parkinsonin taudissa. Lokeroidut mikrofluidistiset sirut mahdollistavat tallaisen tutkimuksen suurella

tarkkuudella kontrolloidussa ymparistdssa (Taulukko 2) (Gribaudo et al., 2019).

Taulukko 2. Mikrofluidististen sirujen ominaisuuksia ja kdyttétarkoituksia

Sirun Viljelmatyyppi | Solutyypit ja lahde Sellulaarinen Lokero Ikm. Malli Referenssi
rakenne lokerointi
Lokerot + Yhteisviljely Neuroni ja Neuronin sooma Yksi Kehitysmalli (Ristola et
yhdistavat oligodendrosyytti — aksoni - oligodendrosyytti al., 2019)
mikrotunnelit (rotta, primaari) oligodendrosyytti -ja kaksi
neuronilokeroa
Lokerot + Yhteisviljely Neuroni ja astrosyytti | Neuronin sooma | Kolme neuroni- Sairausmalli (Gribaudo
yhdistavat (hIPSC) — aksoni — astrosyyttilokeroa et al.,
mikrotunnelit neuroni / 2019)
astrosyytti
Lokerot + | Yksisoluvilielma Neuroni Neuronin sooma Kaksi Neuronivaurio (Yang et
mikrotunnelit (rotta, primaari) — aksoni neuronilokeroa al., 2009)
Lokerot Yksisoluviljelma | Hippokampusneuroni Neuroni / Yksi neuroni-, Laakeainetestaus (Ruiz et
/ yhteisviljelma -, mikroglia -ja neuroni — yksi neuroni- al., 2014)
astrosyytti (rotta, mikroglia / mikroglia -ja yksi
primaari) neuroni - neuroni-
astrosyytti astrosyyttilokero

hIPSC = human induced pluripotent stem cell
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Mikrofluidistiset sirut laajentavat myds ladkeainetestauksen mahdollisuuksia in  vitro.
Mikrofluidistiikka ja lokerointi mahdollistavat kontrolloitujen molekyyligradienttien luomisen sirun eri
lokeroiden solupopulaatioille (Neto et al., 2016). Tallaisen sirun avulla on mahdollista tutkia tarkasti
neuronien ja hermotukisolujen vastetta laakeainesiin in vitro (Taulukko 2) (Ruiz et al., 2014).
Molekyylien konsentraation ja mediumin virtauksen manipuloinnin avulla voidaan tutkia myods
kemiallisia neuronivaurioita, kuten aksoneiden degeneraatiota toksiinien vaikutuksesta (Taulukko 2)
(Yang et al.,, 2009) . Mikrofluidististen sirujen avulla tutkijat paasevat lahemmas aitoja suuren
kapasiteetin ja naytemaaran laakeainetestauksia ja analyyseja, joissa neuronien vastetta lukuisiin
eri molekyyleihin voidaan testata samalla sirulla, nain vahentaen ladkekehitykseen kuluvaa aikaa ja
rahaa (Neto et al., 2016).

3.2 Mikrofluidististen sirujen haasteet

Mikrofluidististen sirujen kaytdssa on kuitenkin joitain haasteita. Ensisijaisesti solujen ja kudosten in
vivo — kaltaisia ominaisuuksia, kuten neuroni ja soluvaliaine interaktioita on vaikea luoda in vitro,
koska mikrofluidistiset sirut ovat yleisesti 2D viljelyalustoja 3D sijaan. Myds neuroneiden interaktio
muiden solujen, kuten neuronien tai gliasolujen kanssa on rajoittunut mikrotunneleiden kautta
ulottuvien aksonien valittdmaksi (Haring et al., 2017). Edelld mainittujen lisdksi sirun pinnan
kasittelyn ja kuvioinnin ollessa riittamattoman tarkkoja kopioimaan neuronien kasvuympariston
topografiaa in vivo neuronien muodot voivat olla epaluonnollisia. Naiden myéta pitkaaikaiset viljelyt
voivat olla haastavia (Yla-Outinen et al., 2019). Pitkaaikaisia viljelyitd hankaloittaa myds pienet
mediumtilavuudet, joihin voi muodostua erilaisia hallitsemattomia virtoja. Samoin tiedetaan, etta
erityyppiset neuronit voivat tarvita erikokoisia mikrotunneleja esimerkiksi aksonikasvun
aikaansaamiseksi. Taten yksi sirumalli ei valttamatta toimi ns. yleissiruna, joten useampia sirumalleja

tarvitaan eri tutkimuskysymyksiin (henkilokohtainen keskustelu, S. Narkilahti).

Vakituisesti kaytetyista perinteisistd 2D — viljelyalustoista siirryttdessa mikrofluidistisiin siruihin ja
integroituihin alustoihin, on neuroverkoista saatavilla huomattavasti enemman myds taysin
uudenlaista informaatiota. Viljelymetodien standardisoinnilla saatava informaatio ja tulokset ovat
toistettavampia. Uudet materiaali- ja viljelytekniikat myds lisdavat saatavan informaation maaraa.
Lisdantyneen informaation tulkitseminen vaatii uusien matemaattisten ja tietokoneellisten analyysien
kehittamista, jotka uraauurtavien viljely- ja materiaalitekniikoiden kanssa vievat neurotiedetta kohti

poikkitieteellisempaa lahestymistapaa (Neto et al., 2016).

4. Mikroelektrodihilalevy (MEA - levy)

Neuroverkostojen ja aivojen sahkdisen aktiivisuuden tutkimuksesta on mahdollista saada runsaasti
informaatiota, jonka avulla voidaan ymmartaa aivojen ja neuroverkostojen monipuolista toimintaa in

vivo. Neuronien sahkodinen aktiivisuus ilmenee esimerkiksi toimintajannitteina, jotka johtavat ekstra
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-ja intrasellulaarisiin jannitteiden muutoksiin. Naita jannitteitad ja niiden muutoksia on mahdollista

mitata erilaisin menetelmin, solunsisaisesti ja ulkoisesti, in vivo ja in vitro.

Aivojen sahkoisen mittauksen tekniikat ovat kehittyneet makrotason elektroenkefalografia (eng.
electroencephalography, EEG) — mittauksista in vivo, joissa elektrodit havaitsevat aivojen sahkdista
aktiivisuutta paanahan ja kallon |api. /n vivo mittauksia on suoritettu myos neulan kaltaisilla
mikroelektrodihila (eng. Micro Electrode Array, MEA) - antureilla, jotka asetetaan aivoihin. Nama
mittaustekniikat ovat kuitenkin epatarkkoja paljastamaan joitain aivojen ja neuroverkostojen tarkkoja
solutason toimintoja esimerkiksi, EEG:n mitatessa aktiivisuutta laajalta alueelta epasuorasti ja
neulamaisilla antureilla suoritettujen mittausten toistettavuuden ollessa haastavaa (Obien,
Deligkaris, Bullmann, Bakkum, & Frey, 2015).

Neuroneita voidaan tutkia esimerkiksi yksittdisten neuroneiden tai kokonaisten neuroverkostojen
tasolla in vitro. Yksittdisten neuroneiden toimintaa voidaan tutkia esimerkiksi patch—clamp —
tekniikalla, joka mahdollistaa, jopa yksittdisen ionikanavan toiminnan tutkimisen in vitro (Obien et al.,
2015). Tama menetelma kuitenkin keskittyy paaasiassa vain yksittaisten neuroneiden tutkimiseen,

jolloin neuroverkostotason aktiivisuus jaa huomiotta.

Neuronien verkostotason, ja jopa yksittaisten neuronien aktiivisuutta voidaan mitata MEA — levylla
in vitro, joka on levy, jolla on neuroneiden sahkoista aktiivisuutta solunsisadisesti tai ulkoisesti
mittaavia mikrometriluokan kokoisia mikroelektrodeja (Obien et al., 2015). Neulankaltaisten MEA —
antureiden ja MEA — levyjen yleinen toimintaperiaate on sama, erona kuitenkin MEA — levyjen kaytto
in vitro ja anturien kayttd in vivo. Toimintajannitettd MEA — mittauksissa kutsutaan usein piikiksi (eng.
spike), joka on signaali sitd vastaavasta toimintajannitteesta (Johnstone et al., 2010). MEA — levyt
mittaavat myos lokaalisia kenttd potentiaaleja (eng. local field potentital, LFP), jotka koostuvat
mikroelektrodin |&heisyydessa olevien solujen yhdistyneestd sahkodisesta aktiivisuudesta, kuten

toimintajannitteiden lisdksi synkronoidusta synaptisesta aktiivisuudesta (Obien et al., 2015).

MEA - mittaukset mahdollistavat tarkan neuroverkostojen tutkimisen in vitro (Obien et al., 2015).
Tama on esimerkiksi nahtavissa laakeainevasteiden samankaltaisuuksissa in vifro MEA —
tutkimusten ja aivojen fysiologisten vasteiden in vivo valilla. Laakeainetestauksen lisaksi MEA —
mittausteknologiaa voidaan hyodyntaa neuroverkostojen kehittymisen tutkimisessa in vitro, seka
toksisissa altistuksissa (Y1a-Outinen et al., 2010), ettd fysiologisissa normaalin kehityksen
edellyttavissa olosuhteissa (Amin et al., 2016). Myds neuroverkostojen plastisuutta, eli neuroneiden
valisten synapsien ja taman myota koko verkoston rakenteen ja toiminnan muutosta, on mahdollista
tutkia MEA — levyilla in vitro (Johnstone et al., 2010). Tassa osiossa keskitytdan solunulkoisen
sahkoisen aktiivisuuden mittaamiseen erilaisila MEA — levyilla in vitro ja MEA — mittauksista

saatavan datan analysointiin.
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4.1 MEA - levyjen rakenne

MEA-levy koostuu substraatista, jonka viljelyalueelle on upotettu mikroelektrodeja (Kuva 3A, B),
joiden toinen paa sijaitsee sirulla ja mittaa sahkdistd aktiivisuutta. Signaali sahkoisesta
aktiivisuudesta valittyy levyn ulkoiseen vahvistimeen, levyn reunalle ulottuvia mikroelektrodien
mikrokanavia pitkin. Ulkoinen vahvistin valittdd sahkdisen signaalin tietokoneeseen informaation
kasittelya ja analyysia varten (Johnstone et al., 2010). Mikroelektrodeja voidaan kayttdad myds
sahkdiseen stimulaatioon (Amin et al., 2016; Napoli & Obeid, 2016) (Taulukko 3). MEA — sirun
substraatti ja mikroelektrodit voivat olla valmistettuja eri materiaaleista, joiden valitsemisessa taytyy
ottaa huomioon bioyhteensopivuus, kaikkien sirun materiaalien ollessa kosketuksessa tai
laheisyydessa neuronien kanssa. On myds huomioitava tutkimuksen tarkoitus materiaalien

valinnassa (Obien et al., 2015).

Elektrodin materiaalin valinnassa on tarkedd huomioida, bioyhteensopivuuden lisaksi,
sahkdnjohtavuus. Sahkonjohtavia materiaaleja mikroelektrodien valmistuksessa voivat olla
esimerkiksi kulta, alumiini (Obien et al., 2015) tai titaaninitridi (YI&-Outinen et al., 2010) (Taulukko
3). On myds valmistettu ei — metallisia mikroelektrodeja (Obien et al., 2015), joihin tdssa tutkielmassa
ei perehdyta. Materiaalin valitsemisessa tarkeda on erityisesti matalan impedanssin, eli
elektrodeissa kulkeutuvalle vaihtovirralle aiheutuneen vastuksen minimoiminen. Matala
impedanssin vaikuttaa positiivisesti signaalin laatuun, nostamalla signaalin suhdetta hairiéon (eng.

signal-to-noise ratio, SNR). Yleisesti pyritdan 5:1 tai korkeampaan SNR:4an (Obien et al., 2015).

Mikroelektrodien koot vaihtelevat levysta riippuen halkaisijaltaan 5 ja 50 ym valilld (Obien et al.,
2015) (Taulukko 3). Esimerkkikuvassa (Kuva 3B) mikroelektrodien halkaisija on 30 um. Suuremmilla
mikroelektrodeilla on mahdollisuus olla "oikeassa kohdassa”, jolloin mitattava signaali on vahvempi.
Suuremmat, kuin 50 pm mikroelektronit voivat kuitenkin mitata my6s [dheisten neuroneiden
aktiivisuutta, jolloin signaalista muodostuu keskiarvo, jossa tarkoista korkeista piikeistd tulee
epaselvempia, jolloin SNR pienenee. Mikroelektrodin koko vaikuttaa impedanssiin, joka on tarkea

huomioida signaalin analyysissa (Obien et al., 2015).

MEA - levyt voidaan jakaa elektronilukumaaransa ja tiheytensa mukaan kahteen luokkaan:
standardi — MEA ja HDMEA (eng. high density MEA, HD-MEA). Tutkielmassa kaytettyjen tieteellisten
artikkeleiden kaupallisten MEA — levyjen mikroelektrodien lukumaara vaihteli 60 — 4225 valilla ja
niiden etaisyys toisistaan, valilla 32 — 200 ym (Amin et al., 2016; Karna et al., 2012) (Taulukko 3),
riippuen kaytetysta teknologiasta. Standardi — MEA:n mikroelektrodien lukumaara on huomattavasti
pienempi ja elektrodien etaisyys suurempi HDMEA:an verrattuna. Esimerkiksi kuvan 3B standardi —
MEA:n mikroelektrodien lukumaara on 60 ja etdisyys 200 um. Yleensa mikroelektrodit sijoitetaan
MEA — levylle ruudukoksi 0.2—-2 mm? alueelle, mika maaraa mittausalueen laajuuden (Johnstone et
al., 2010).
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Mikroelektrodien lukumaaran ja tiheyden kasvaessa tarpeeksi suureksi, kuten 4225 mikroelektrodin
(Amin et al., 2016), on kyse HD-MEA:sta. HD-MEA:t pohjautuvat komplementaariseen metalli -
oksidi — puolijohde -tekniikkaan (eng. complementary metal-oxide-semiconductor, CMOS). CMOS —
tekniikkaan pohjautuvan HDMEA:n etuna on korkea mikroelektroditineys, jolloin on myds suuri
todennakoisyys, ettd mikroelektrodi on juuri "oikeassa kohdassa”, joka mahdollistaa tarkemmat, sub-

sellulaariset aktiivisuusmittaukset (Obien et al., 2015).

f,f_;_l\\\\

Kuva 3 A: Esimerkkikuva standardi - MEA - levysta ja B: mikroskooppikuva soluista kasvamassa
mikroelektrodien paalla. Mikroelektrodien lukumaara on 60 ja niiden etdisyys toisistaan on 200 pm. Kuva
muokattu lahteesta (Johnstone et al., 2010).

MEA - levyn pohjasubstraatti, johon mikroelektrodit upotetaan, on yleisesti valmistettu lasista
(Wickham et al., 2020) (Karna et al., 2012) (Taulukko 3). Levyn pinnan substraatti on mikrokanavat
peittava eriste, kuten silikoni nitridi (Taulukko 3) (Karna et al., 2012). Substraatin valintaan
vaikuttavat bioyhteensopivuuden lisdksi muokattavuus, joustavuus ja lapinakyvyys. Lapinakyvyyden
ansiosta voidaan neuroneita kuvata monipuolisemmin mittausten valilld valomikroskopialla. MEA-
levyille voidaan tehdda myds immunosytokemiallisia varjayksia, joten saadut mittaustulokset on
mahdollista yhdistda tarkempaan solutason analyysiin (Obien et al., 2015). Myo6s ei lapinakyvia

levyja voidaan kuvata, valitsemalla oikean tyyppinen kuvaustapa.

MEA - levyjen substraattiin integroidaan lokero tai lokeroita, jolloin sirut voivat olla yksilokeroisia
(Kuva 3A) tai olla jaettu useampiin lokeroihin. Tama luodaan esimerkiksi polydimetyylisiloksaanin
(eng. polydimethylsiloxane, PDMS) avulla (Karma et al., 2012). Lokerot mahdollistavat
soluviljelyliuoksen yllapitamisen levyjen paalla. Yksilokeroisella MEA - sirulla neuronit kasvavat
mikroelektrodien paalla yhdessa lokerossa (Wickham et al., 2020) ja useampaan lokeroon jaetulla
sirulla neuronit voivat kasvaa, esimerkiksi kuudessa eri lokerossa, jolloin MEA-levylld olevat
elektrodit on jaettu useampaa erilliseen alueeseen mahdollistaen ndin useamman rinnakkaisen
verkoston mittaamiseen samalla levylla (Karna et al., 2012; Y1a-Outinen et al., 2010) (Taulukko 3).
MEA — levyja valmistetaan useita erilaisia, joilla on eri maara lokeroita, enimmilladn jopa 96
(Johnstone et al., 2010). Monilokeroisella MEA - lewylld voidaan tutkia esimerkiksi eri
neuronipopulaatioiden vasteita useisiin eri ladkeaineisiin yhtaaikaisesti, samalla useampaan

lokeroon jaetulla MEA — levylla in vitro. Monilokeroisella MEA — levyllda suoritetut rinnakkaiset
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tutkimukset mahdollisesti vahentavat vaihtelevuutta tuloksien valilla (Johnstone et al., 2010; Karna

et al., 2012).

Taulukko 3. MEA — levyjen ominaisuuksia

Eelektrodi Ikm. | Elektro Elektrodi Elektro | Stimulo | Loke | Substra | solutyy | referen
di koko | tiheys/valim di iva ro atin ppi ssi
(halkais atka (um) materi Ikm. | materiaa
ija, pm) aali li
4096 21 42, 81 Ei Kylla 1 Lasi Ihmisen | (Amin
tiedoss neuronit | et al.,
a 2016)*
4225, 8, 32, Au, LlIIY Ei 1 Lasi lhmisen | (Wickh
neuronit | gm et
al.,
2020)*
60 30 200 TiN Ei 6 Lasi Ihmisen (Yla-
9 neuronit | Qutine
mikroelektrodia/ netal.,
kaivo) 2010)
60 (9 30 200 TiN Ei 6 Lasi Ihmisen | (Karna
mikroelektrodia/ neuronit | et al.,
kaivo) 2012)*
60 30 200 TiN Kylla 1 Lasi Ihmisen | (Napoli
jarotan &
neuronit | QOpeid,
2016)*

CMOS-MEA:t varjatty harmaaksi. Punaisella merkitty ei ole CMOS-MEA, vaan toinen kyseisessa tutkimuksessa kaytetty
standardi-MEA. Au = kulta, TiN = Titaaninitridi, PDMS = polydimetyylisiloksaani.

*  https://scitech.com.au/electrophysiology/hd-multielectrode-arrays-in-vitro/
https://www.multichannelsystems.com/sites/multichannelsystems.com/files/documents/data_sheets/CMOS-MEA-
Chip_Datasheet.pdf &
https://www.multichannelsystems.com/sites/multichannelsystems.com/files/documents/data_sheets/256 MEA%20 Layou
t.pdf

*** https://www.multichannelsystems.com/products/60-6wellmea20030ir-ti-wo

**** https://www.multichannelsystems.com/products/60mea20030ir-ti-gr

*%

4.2 Mitattava signaali ja analyysi

MEA - sirujen mikroelektrodit mittaavat neuroneiden ulkoisia toimintajannitteitd ja LFPta, jopa

millisekunnin tarkkuudella, monesta kohtaa ja tarvittaessa pitkdkestoisesti. Kaytanndssa
neuroneiden ulkoiset toimintajannitteet iimenevat negatiivisina piikkeind mittauksissa. Yleisesti piikit
ovat havaittavissa mikroelektrodin ollessa n. 100 ym paassa piikin lahteesta (Obien et al., 2015).
Neuronilahteista havaitun signaalin voimakkuuteen ja muotoon vaikuttavat mittauspaikka neuronissa
ja neuroneiden orientaatio ja valimatka mikroelektrodin ja neuronin valilla. Yleisesti kuitenkin

mikroelektrodit havaitsevat laheisyydestaan keskiarvoisen jannitteen (Obien et al., 2015).
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https://www.multichannelsystems.com/sites/multichannelsystems.com/files/documents/data_sheets/CMOS-MEA-Chip_Datasheet.pdf
https://www.multichannelsystems.com/sites/multichannelsystems.com/files/documents/data_sheets/CMOS-MEA-Chip_Datasheet.pdf
https://www.multichannelsystems.com/sites/multichannelsystems.com/files/documents/data_sheets/256MEA%20_Layout.pdf
https://www.multichannelsystems.com/sites/multichannelsystems.com/files/documents/data_sheets/256MEA%20_Layout.pdf
https://www.multichannelsystems.com/products/60-6wellmea20030ir-ti-wo
https://www.multichannelsystems.com/products/60mea20030ir-ti-gr

Mitattu signaali koostuu piikkien ja LFP:n lisdksi sahkoisesta hairidsta, joka on lahtdisin useista eri
lahteista. Biologinen hairid on yksi suurimmista hairion tuottajista. Tama& on seurausta
mikroelektrodin 1ahist6lld olevien solujen sahkodisesta aktiivisuudesta, kuten toimintajannitteista ja
synaptisesta aktiivisuudesta. Piikkien analysoinnissa LFP kasitellaan biologisena hairiona (Obien et
al., 2015). Hairio voi olla myo6s peraisin MEA — levyn vahvistimesta, viljelymediumin elektrolyyttien
ja elektrodien valisesta interaktiosta ja sdhkojohtojen tuottamasta hairiésta. Hairidihin voi vaikuttaa
suodattamisen lisaksi MEA — levyn ja sen lisdosien suunnittelulla, esimerkiksi sahkonkulutuksen ja
osien sijoittamisen suunnittelulla (Obien et al., 2015) ja huolehtimalla, etta mittaukset suoritetaan

asianmukaisissa laboratoriotiloissa.

MEA - signaalin kasittely yleensa koostuu ei — halutun informaation poissuodattamisesta ja piikkien
havaitsemisesta ja erottelusta. Ensiksi ei — haluttu signaalin suodatetaan pois, jotta piikit voidaan
erotella hairiésta, esimerkiksi LFP:std. Suodattamisen jalkeen piikit havaitaan asettamalla
jannitekynnys, jonka ylittaneet jannitteet luetaan piikeiksi. Jannitekynnys asetetaan yleensa 5 —
kertaiseksi |ahtétilanteen hairiostd (Obien et al., 2015). Erilaisia piikkien havaitsemiseen
suunniteltuja algoritmeja on kehitelty, kuten MATLAB - tietokoneohjelma pohjainen

jannitekynnykseen perustuva algoritmi (YIa-Outinen et al., 2010).

Piikkien havaitsemisen jalkeen ne voidaan jaotella jannitteiden aallonmuotojen mukaan (eng. spike
sorting). ldeaalisessa tilanteessa eri neuroneiden piikit muodostavat omat ryhmansa. Tama vaihe
kuitenkin vaatii tarkkailua mahdollisten virheiden korjaamisen varalta (Obien et al., 2015), yleensa
standardi — MEA:lla enemman. HD-MEA:lla on mahdollista lisata piikkien erottelun tehokkuutta ja

tarkkuutta, jolloin monimutkaisempia neuroverkostoja on mahdollista tutkia (Obien et al., 2015).

Tietokoneanalyyseilld saadaan mittauksista huomattavasti enemman informaatiota, kuin yksittaiset
piikit ja LFP. Naihin lukeutuu esimerkiksi piikkien ajallisen jakautuminen (eng. spike trains), piikkien
muodot, piikkien rykelmat (eng. bursts) ja piikkien ajallinen jakautuminen naissa rykelmissa. Lisaksi
voidaan tutkia piikkien synkronoitumista, piikkirykelmien kestoa ja ajallista jakautumista (Johnstone
et al., 2010). Naita analyyseja on kaytetty esimerkiksi havaitsemaan eroja ihmis -ja eldinneuronien
valilld (Napoli & Obeid, 2016), neuroverkostojen kehittymisen ja aktiivisuuden (Amin et al., 2016) ja
neurotoksisuuden tutkimisessa (Yla-Outinen et al., 2010). Toksiinien vaikutusta neuroverkostoihin
voidaan tutkia, analysoimalla piikkien ajallisen jakautumisen muutosta (Johnstone et al., 2010; Yla-
Outinen et al., 2010). Laakeaineet ja toksiinit mahdollisesti vaikuttavat melkein kaikkiin MEA:lla
mitattaviin signaalin ominaisuuksiin (Johnstone et al., 2010), jonka my6ta on paateltavissd MEA —

mittauksien keskeinen rooli neurotoksisuuden ja ladkeainevasteiden tutkimuksessa.
4.3 MEA - mittauksien haasteet

MEA — mittauksien haasteet koostuvat padosin saadun informaation kasittelyn ja analysoinnin

vaikeudesta ja itse MEA — levyn ja siihen liittyvien laitteiden suunnittelusta ja ndiden osien
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aiheuttamasta hairidsta. MEA -signaalin kasittelyssa piikkien lajittelun toimivuutta on alettu epailla
piikkien erottelualgoritmien vaikean toimivuuden varmistamisen vuoksi (Obien et al., 2015). Lisaksi
signaalin suodattamisessa valitun jannitekynnyksen ollessa liian korkea, menetetdan mahdollisesti
tarkeaa informaatiota sisaltavia matalamman amplitudin neuronaalisia signaaleja. Toisaalta liian

matala jannitekynnys tuottaa suuren maaran vaaria positiivisia piikkeja (Mayer et al., 2018).

Haastavaksi MEA — mittauksissa ja datan kasittelyssd osoittautuu myo6s piikkien amplitudin
vaihtelevuus, joka voi johtaa informaation vaaristymiseen. On my6s havaittu haasteita
piikkirykelmien havaitsemisessa, kuten vain isoimpien piikkiryhmien havaitseminen, jolloin joitain
pienempia jad huomaamatta ja ennenaikainen, piikkiryhmien paattymisen havaitseminen (Obien et
al., 2015; YIa-Outinen et al., 2019). On siis tarkea tiedostaa, ettei taydellista, universaalia metodia
jokaiseen tutkimukseen kuitenkaan ei ole, jonka myoéta mittaus- ja analyysitekniikat on valittava

tutkimuskohtaisesti.

Aiemmin keskusteltujen mikroelektrodien ominaisuuksien vaikutukset impedanssiin ja SNR:8an
tuottavat haasteita materiaalien, niiden ominaisuuksien ja koko MEA - levyn suunnittelun
optimoinnin suhteen. Koko laitteen suunnittelussa haasteena on myds Iampd, joka on peraisin
mikroelektrodien ja muiden sahkodisten komponenttien muodostamista piireistd ja signaalin
vahvistimesta. Naiden rakenteiden sahkokulutus vaikuttaa lampdoon, joka liian korkeana voi
vahingoittaa soluja tai MEA — levyn rakenteita (Obien et al., 2015). Lisaksi monilokeroisella levylla
mikroelektrodien maara lokeroa kohden pienenee lokerojen lisdantyessa, mika vahentaa

mittaustarkkuutta.

MEA — mittaukseen liittyvat haasteet ovat kuitenkin ratkaistavissa. Jatkuva signaalianalyysien
kehittdminen ja kehitykset materiaalitekniikassa ja mikroelektroniikassa johtavat uudenlaiseen ja
tarkempaan informaatioon. SNR:8a voidaan kontrolloida materiaalien ja mikroelektroniikan avulla.
Luotettavia ja toistettavia tuloksia saadaan suorittamalla useampia rinnakkaisia tutkimuksia
monilokeroisilla levyilla. Lisdksi materiaalitekniikan kehittyessd on mahdollista siirtyd kohti
joustavampaa ja bioyhteensopivampaa MEA — sirua, mika on tarkeaa pitkan aikavalin mittauksissa
in vitro (Obien et al., 2015). MEA — mittausta voidaan parantaa myos integroimalla MEA — levy
mikrofluidistisille sirulle, jolloin neuronivilielmien manipulointi ja sahkofysiologian tutkiminen saa

uusia ulottuvuuksia.

5. MEA - integroidut mikrofluidistiset alustat

MEA — levyja voidaan pinnoittaa erilaisilla, solujen toiminnallisuutta lisaavilla biomolekyyleilla, kuten
poly — dl — ornitiinilla, polyetyleenilla ja laminiinilla (Amin et al., 2016). Tasta huolimatta niiltd puuttuu

tarkeitd ominaisuuksia in vivo — kaltaisen viljely-ympariston luomiseen. Yksistaan mikrofluidistisilla
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siruilla voidaan tarkemmin luoda in vivo — kaltainen ymparistd. Siru voidaan jakaa lokeroihin, sen
pinta voidaan kuvioida ja paallystda biomolekyyleilld ja nesteiden maaraa ja virtausta voidaan
manipuloida. Naiden sirun ominaisuuksien avulla voidaan tarkemmin manipuloida neuroverkostojen
kasvuymparistda in vitro, mutta keskeisen tarked sahkofysiologian tutkiminen jaa rajoittuneeksi,
kuten kalsiumkuvantamismenetelmin tutkittavaksi (Gribaudo et al.,, 2019). Edistykset
materiaalitekniikassa, mikroelektroniikassa ja soluviljelytekniikoissa mahdollistavat MEA -
integroidut mikrofluidistiset alustat, joilla on mahdollista tarkemmin manipuloida ja kontrolloida

neuroverkostojen kasvua ja tutkia niiden sahkofysiologiaa.
5.1 MEA - integroitujen mikrofluidististen alustojen rakenne

Integroitu alusta koostuu, jo aiemmin kuvatusta MEA — levyst4, jolle on integroitu mikrofluidistisia
rakenteita (Kuva 4). Taman teknologian ollessa suhteellisen uutta, on suurin osa integroiduista
alustoista prototyyppeja. Alustojen suunnittelussa on tarkedd huomioida MEA - levyn ja

mikrofluidistisen sirun koon yhteensopivuus (Montaux et al., 2018).

Integroidun alustan mikrofluidistikan edellyttamat rakenteet koostuvat yleisesti PDMS:sta, jonka
avulla alusta voidaan jakaa esimerkiksi kolmeen kaivoon, joiden neuronipopulaatiot ovat yhteydessa
toisiinsa mikrotunneleiden kautta kasvavien aksonien valityksella (Kuva 4) (Taulukko 4). Tallainen
rakenne matkii aivojen eri alueiden yhteyksia in vivo (Montaux et al., 2018; van de Wijdeven et al.,
2019). Tunneleiden koon suunnittelulla voidaan vaikuttaa myos niiden lapi kulkeutuvien aksonien
kasvuun ja ominaisuuksiin, kuten aksonien per. tunneli lukumaaraan ja aksonien haarautumiseen
(Montaux et al.,, 2018). Integroidun laitteen mikrofluidistiset rakenteet voidaan luoda myds
polystyreenistd valmistetun lokeron avulla (Taulukko 4). Kyseiselld alustalla mikrofluidistiikkaa
kaytettiin viljelymediumin vaihtoon perfuusiolla (Enright et al., 2016). Mikrofluidistiikalla ei siis aina

lokeroida sirua ja yhdisteta lokeroita tunnelein.

Esisynaptinen
kammio
N
N %"‘V’o

Mikrotunnelit

Jalkisynaptinen
kammio
b

-
"bdn.,»"/.(-' >
N

.,,(,,-.;’f@, " Elektrodit
- aksonien alla
Eektrodit neuronien
soomien alla

Kuva 4 Esimerkkikuva kolmilokeroisesta MEA - integroidusta mikrofluidistisesta alustasta. Kuva muokattu
lahteesta (Montaux et al., 2018)

Integroidun alustan MEA — levyn pohjasubstraatti koostuu yleisesti lasista ja mikroelektrodeista,
jotka ovat esimerkiksi titaania ja platinaa (Montaux et al., 2018) tai hopeaa ja hopeakloriittia (Enright

et al., 2016) (Taulukko 4). Mikroelektrodien lukumaara on samaa luokkaa, kuin standardi MEA —
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levyilla, ehka jopa pienempimikin. Mikroelektrodien lukumaara kaytetyissa tutkimuksissa vaihteli 8 —
60 valilla (Enright et al., 2016; van de Wijdeven et al., 2019) (Taulukko 4). Mikroelektrodeja voidaan
sijoittaa lokeroiden tai mikrotunneleiden alle neuroneiden eri osien tutkimista varten (van de

Wijdeven et al., 2019), jolloin mikroelektrodien ja niiden mikrokanavien koko on huomioitava.

Kuten mikrofluidistisia siruja ja MEA — levyja on paallystetty biomolekyyleilla, voidaan integroiduille
alustoille tehda sama. Alusta pinnoitetaan yleensa bioyhteensopivuutta lisaavilla poly — d — lysiinilla
ja laminiinilla, jotka auttavat neuroneita kiinnittymaan viljelyalustaan ja ohjaamaan kasvua (Enright
et al., 2016; Montaux et al., 2018; van de Wijdeven et al., 2019) (Taulukko 4). Ennen pinnoituksia
on alusta kuitenkin kasiteltava plasmalla ja mahdollisesti steriloitava UV — valolla (Montaux et al.,
2018; van de Wijdeven et al., 2019). Nain voidaan tehostaa pinnoitusmolekyylien kiinnittymista ja

parantaa mediumin virtausta mikrotunneleissa.

Taulukko 4. Integroitujen alustojen ominaisuuksia ja kéyttétarkoituksia.

Lokeroiden lkm. 3 3 1
Arkkitehtuuri Lokerot + Lokerot + mikrotunnelit Lokero
mikrotunnelit

MEA - substraatti Lasi Lasi Lasi

Mikrofluidistinen PDMS PDMS Polystyreeni
substraatti

Elektrodien Ikm. 60 60 16
Elektrodien Ti/Pt Ti/Pt Pt ja Ag/AgCI
materiaali

Alustan paallystys

Poly-d-lysiini, lamiini

Poly-d-lysiini, lamiini

Poly-d-lysiini, lamiini

Solutyyppi

Rotan primaari

kortikaali neuronit

Rotan primaari, kortikaali

astrosyytit ja neuronit

Ihmisen DRG —

neuronit

Tutkimuksen Neuroverkoston Neuroverkostoaktiivisuuden DRG — neuronien
tarkoitus aksonien kehittyminen, verkoston toiminta kemiallisesti
kalsiumdynamiikka ja | stimulointi valittajaaineilla ja stimuloituna
séhkdinen aktiivisuus aksonivauriot
Referenssi (Montaux et al., (van de Wijdeven et al., (Enright et al.,
2018) 2019) 2016)

PDMS = polydimetyylisiloksaani, Ti = titaani, Pt = platina, Ag = hopea, AgCl = hopeakloriitti, DRG = Dorsal root ganglion.
5.2 Intergoitujen alustojen toiminta ja kaytto

Integroidut alustat mahdollistavat ominaisuuksiensa myota tarkempien in vivo — Kkaltaisten
neuroverkostojen luomisen. Verkostoja on mahdollista stimuloida kemikaaleilla tai sdhkoisesti ja

samanaikaisesti tutkia niiden sahkofysiologiaa. Alustan PDMS:n ja lasipohjasubstraatin ansiosta sita
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voidaan myOs kuvata erilaisin tekniikoin ja nain laajentaa kaytettyjd neuroniviljelmien

tutkimismenetelmia.

Neuroverkosto voidaan luoda mikrotunneleiden ja integroidun alustan paallystamisen avulla.
Mikrotunneleiden koon ja laitteen pinnan poly-d-lysiini -ja lamiinigradienttien manipulointi
mahdollistivat aksonien hallitun ohjautumisen laitteen mikrotunneleissa ja lokeroissa. Naiden
ominaisuuksien avulla on mahdollista luoda samanlaisia kahden neuropopulaation valisia rakenteita
ja yhteyksia, kuin aivojen kortikaalisissa kerroksissa in vivo (Montaux et al., 2018). Mikroelektrodien
sijoittaminen mikrotunneleiden ja lokeroiden alle, mahdollistaa tarkan ajallisen ja paikallisen
tutkimisen sub-sellulaarisella ja neuroverkostotasolla (Montaux et al., 2018; van de Wijdeven et al.,
2019). Neuropopulaatioiden tutkimiseen lisaulottuvuuden Iluo kuvantamismenetelmat, kuten
kalsiumkuvantaminen (Enright et al., 2016; Montaux et al., 2018) ja fluoresenssimikroskopia (van de
Wijdeven et al., 2019). Aksonien ollessa keskeisen tarkeita neuroverkostojen toiminnan kannalta,
paljastaa niiden tutkiminen in vitro, keskeisia piirteita neuronipopulaatioiden valisesta yhteydesta.
Tutkimuksessaan van de Wijdeven ym. eristivat aksonien kasvun mikrotunneleihin, joiden alle oli
sijoitettu mikroelektrodeja, mikd mahdollisti aksonien sahkdisen aktiivisuuden mittaamisen
neuroverkoston kehityksen aikana ja aksotomian, eli aksonivaurion jalkeen. MEA — mittauksilla Van
de Wijdeven ym. havaitsivat aksotomian taysin poistavan piikkiaktiivisuuden vaurioituneista
aksoneista ja aksotomian myéta eristetyn jalkisynaptisen neuronipopulaation esittdvan vain
populaation sisdistd aktiivisuutta. Tutkimuksessa mikrofluidistiikalla luotiin  dynaaminen
rakenteellinen ja toiminnallinen neuroverkosto, jonka vastetta aksotomiaan voitiin mitata valittdmasti
MEA:lla. Kyseinen alusta on siis soveltuva esimerkiksi neurodegeratiivisten sairauksien

mallintamiseen ja tutkimiseen (van de Wijdeven et al., 2019).

Neuroverkostojen ollessa alttiita erilaiselle sahkoiselle ja kemikaaliselle stimulaatiolle in vivo, on
olennaista pyrkid luomaan samanlainen Vviljely-ymparistd neuroverkostoille in vitro. Tallainen
neuroverkostojen viljely-ymparistd voidaan luoda integroidulla alustalla sadhkdisesti stimuloivilla
mikroelektrodeilla tai altistamalla erilaisille kemikaaleille ja molekyyleille. Sahkdinen stimulaatio
voidaan saada aikaan neuroverkoston tai jopa yksittdisen neuronin eri osiin. Mikrofluidistisen sirun
avulla mikrotunneleihin eristettyja aksoneja ja lokeroihin eristettyjd neuronien soomia, voidaan
sahkoisesti stimuloida erikseen. Verkoston vastetta aksonien sahkodiseen stimulaatioon on tutkittu,
soomien ja aksonien alle asetetuilla mittaavilla mikroelektrodeilla ja kalsiumkuvantamisella (Montaux
et al., 2018). Kalsiumkuvantamisella havaittiin aksonien sdhkdisen stimulaation taajuuden kasvun,
johtavan merkittdvaan kasvuun aksonien ja jalkisynaptisten neuronien kalsiumpulsseissa, mika

vastaa MEA — mittauksilla selvitettya neuroniverkostojen spontaania aktiivisuutta.

Integroiduilla alustoilla ihmisen neuroneita on toistaiseksi tutkittu vain vahan ja raportoituja

ihmisneuroneilla suoritettuja neuroverkostotutkimuksia ei juurikaan ole. lhmisen selkaytimen
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takajuuren hermosolmun (eng. Dorsal root ganglion, DRG) neuroniviljelman vastetta kemikaaliseen
stimulaatioon on kuitenkin tutkittu in vitro. Tutkimuksessa DRG — neuronien vastetta kolmeen eri
kemikaaliin tutkittin MEA — mittauksilla ja automatisoidulla mikrofluidistiikalla. Stimulaatiosta
seurannut muutos piikkirykelmien ajallisessa jakautumisessa pystyttin MEA - mittauksilla
yhdistdmaan tiettyyn kemikaaliin. Kaytetyistd kemikaalista esimerkiksi Capsaicin aiheutti
pitkakestoisia piikkirykelmia ja KCI (kaliumkloridi) aiheutti jopa sahkdisen aktiivisuuden loppumisen
(Enright et al., 2016).

Integroitujen alustojen suurena etuna ovat yhtaaikainen neuroniviljelmien manipulointi ja sahkoisen
aktiivisuuden mittaus MEA:lla. Manipulointiin sisaltyy esimerkiksi laitteen lokerointi, lokeroiden
valiset mikrotunnelit, mediumin kasittely ja stimulointi, joista mediumin kasittely voi olla
automatisoitua. Lisaksi yhdellda alustalla voidaan suorittaa useita rinnakkaisia mittauksia ja

tutkimuksia, minka seurauksena on luotettavampaa informaatiota.

Haasteita integroiduilla alustoilla, niin kuin mikrofluidistisilla siruilla ja MEA — levyilla, on havaittu.
Esimerkiksi mikroelektrodien levittdminen laajalle alueelle vaikuttaa sahkodisen signaalin
mittaamisherkkyyteen. Tama on seurausta vahaisen mikroelektrodimaaran kaytosta suhteellisen
laajalla alueella. MEA — levyn integrointi mikrofluidistiselle sirulle voi tuottaa myds haasteita, koska
suurin osa kaytetyista MEA — levyista on kaupallisia. Tasta seuraa haasteita mikrofluidistisen sirun
suunnittelussa, mika voi rajoittaa sirun ominaisuuksia (van de Wijdeven et al., 2019). Integroitujen
alustojen ollessa suhteellisen uutta teknologiaa, ei ihmisen keskushermoston neuroneilla tehtyja

tutkimuksia viela ole, mika jattaa tulevaisuuteen runsaasti kehitettavaa.

6. Yhteenveto

Aivojen ollessa elimiston monimutkaisin elin, liittyy sen tutkimukseen lukuisia haastavia piirteita.
Aivot koostuvat neuroverkoista, jotka valittavat informaatiota sahkdisessd muodossa. Naiden
verkostojen luomiseen ja tutkimisen in vitro, eri lahteistd saatavilla neuroneilla, on ajan myota
kehittynyt lukuisia erilaisia tekniikoita. Eri |8hteitd neuroneille ovat, esimerkiksi rottien aivoista
eristetty kudos ja hiPS — solut. Neuroverkostojen tutkimiseen soveltuvat tekniikat, kuten MEA —
mittaukset ja kuvantaminen ovat molemmat olleet suhteellisen kauan kaytdssa. Neuroniviljelmien
ympariston manipulointi in vitro, mikrofluidistiikan avulla on sen sijaan suhteellisen uutta. Kaikilla

menetelmilla on puolensa, kuin myds haasteensakin.

Niin mikrofluidistisilla siruilla, kuin MEA — levyilld ja mikroMEA - laitteilla on tulevaisuudessa
siirryttava ihmissolumalliin, jotta aivojen toiminnan, sairauksien ja vaurioiden tutkiminen in vitro, olisi

mahdollisimman lahella in vivo — olosuhteita. Ihmissolumalleihin siirtyminen ehkaisisi myos elainten
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tutkimuskayttoon liittyvia eettisia ongelmia. Eldinkokeista ei kuitenkaan nykyisen tiedon mukaan

voida luopua.

Ihmisen neuroneita on mahdollista saada kantasoluista ja tulevaisuudessa hiPS — solujen kayton
vakiinnuttua ja yleistyttyd, on neuroverkoston ihmissolumallin luomiselle in vitro entistd matalampi
kynnys. Lisaksi ihmiselimiston eri kudoksia voidaan viljella ja tutkia niiden yhteytta toisiinsa samalla
laitteella (Enright et al., 2016), ndin paasten lahemmas kokonaisen ihmiselimistdon mallintamista in
vitro, joka mahdollistaa entista tarkemman in vivo — kaltaisen fysiologian ja sairauksien tutkimisen ja

laakeainetestauksen.

MEA — levyjen ja integroitujen alustojen kayttamien elektrodien joustava sijoittaminen ja lukumaaran
kasvu ovat toivottuja naiden lisdtessa MEA — mittauksien ja stimuloinnin tarkkuutta ja
monipuolisuutta, jollaista on jo tana paivana nahtavissad HD-MEA — levyilld. Integroitaville alustoille
on tulevaisuudessa myds yhdistettdvissa 3D - viljelyalusta, mikd mahdollisesti koostuisi
hydrogeelista, sen ollessa lupaava 3D — kasvuymparisto in vitro. Tama ajaa MEA — levyjen kehitysta
kohti 3D — MEA:a. Uudet viljely- ja mittaustekniikat mahdollistavat uudenlaisen informaation ja sen
kasittely vaatii analyysien kehittdmistd. Tallainen materiaali -ja  soluviljelytekniikan,
mikroelektroniikan ja neuroniviljelmistd saatavan informaation tietokoneellisen ja matemaattisen
kasittelyn ja analyysin kehittyminen laajentaa neurobiologian ymmarrystad entistakin

syvallisemmaksi.
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