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Alkion kantasolut (ES-solut) voivat erilaistua kaikiksi sikion kudossoluiksi. Kyseisia soluja osataan ottaa mo-
nilta nisakkailta talteen ja viljella tutkimustarkoituksissa. Tama on eettisesti ongelmallista ja Suomessa on lailla
kielletty alkioiden tuottaminen tutkimustarkoituksiin.

Vuonna 2006 on opittu tuottamaan indusoituja pluripotentteja kantasoluja (iPS-solut) mistd tahansa ihmisen
erilaistuneista soluista. Tuotetut solut pystyvat jakautumaan rajattomasti ja naitd voidaan jatkoerilaistaa kai-
kiksi sikion kudossoluiksi, esimerkiksi sydanlihassoluiksi. Tassa tutkimuksessa mallinnetaan potilasspesifisista
iPS-soluista erilaistetuilla sydanlihassoluilla dilatoiva kardiomyopatia -sydansairautta (DCM) videoanalyysime-
netelman avulla.

Dilatoiva kardiomyopatia johtuu usein geenimutaatioista, joista tarkeimmat ovat LMNA-geenin mutaatiot.
LMNA-geeni koodittaa proteiineja, jotka yllapitavat sydanlihassolun tuman rakennetta ja lujuutta. Potilailla,
joilla on LMNA-mutaatioon liittyva DCM, on todettavissa sydanimpulssien johtumishairidita tai sydankammioi-
den toimintahairidita, jotka aiheutuvat eteisten tai kammioiden arytmiasta.

Tutkimuksen aineistona ovat videot kolmesta solulinjasta, jotka ovat peraisin kolmen eri potilaan fibroblas-
teista. Kyseiset fibroblastit ovat uudelleenohjelmoitu iPS-soluiksi, ja ndma on erilaistettu sydanlihassoluiksi.
Potilaista kahdella on DCM ja LMNA-mutaatio (solulinjat 12619.LMNAs.p28(11) ja 12704.LMNAs.p29(5)). Kol-
mannella kontrollisolulinjalla (WT04602p10(6)) kyseistd mutaatiota ei ole. Videoita on kuvattu 21-27 kappa-
letta solulinjaa kohden. Videoinnin jalkeen videot on analysoitu Beatview-analyysiohjelmalla. Ohjelma mittaa
solun supistumisen ja relaksaation kestot, mahdolliset ajat naiden valissa seka solun supistumisfrekvenssin.

Tutkimuksen tuloksena oli, ettd 12619.LMNAs.p28(11)-solulinjan solujen supistuksen kesto oli merkitsevasti
kontrollisolujen supistusta lyhyempi (p = 0,051). Tasta voisi ajatella, ettad supistuksen ollessa lyhyempi, supis-
tuvat mutatoituneet solut samassa ajassa useammin kuin kontrollisolut. Tutkimuksen molempien LMNA-solu-
linjojen supistumisfrekvenssi oli korkeampi kuin kontrollisoluilla, vaikkakin tdssa ei ollut tilastollisesti merkitse-
vaa eroa solulinjojen valilla. Aiempien tutkimusten perusteella on epaselvaa, miksi LMNA-solulinjojen supistu-
misfrekvenssi on korkeampi kuin terveilla soluilla, mutta tdman on arveltu johtuvan muutoksista LMNA-solujen
kalsiumin saatelyssa, tdman vapautumisessa seka solujen repolarisaatioajassa. Nama voivat selittda syketi-
heyksien eron.

Toinen tilastollisesti merkitseva tulos saatiin, kun verrattiin 12704.LMNAs.p29(5)-solulinjan sydanlihassolujen
supistuksen ja relaksaation valista aikaa kontrollisolujen vastaavaan. Tassa mutatoituneilla soluilla supistuk-
sen ja relaksaation valinen aika oli merkitsevasti pidempi kuin terveilla kontrollisoluilla (p-arvo = 0,039). Tulos
merkitsee sita, ettd mutatoituneet sydanlihassolut pysyvat pidempaan supistuneena kuin kontrollisolut ennen
relaksaatiovaihetta. 12404.LMNAs.p29(5)-linjan soluilla oli siis pidentynyt repolarisaatioaika ja relaksaation
alku on hairiintynyt terveisiin soluihin verrattuna. Solujen pidentynyt repolarisaatioaika voisi viitata LMNA-so-
lujen lisdantyneeseen rytmihairidherkkyyteen, mika on linjassa LMNA-DCM:n oireiston kanssa, jossa rytmihai-
riét ovat potilailla yleisia.

Avainsanat: uudelleen ohjelmoitu erittdin monikykyinen kantasolu, sydantautimallinnus, dilatoiva
kardiomyopatia

Taman julkaisun alkuperaisyys on tarkastettu Turnitin OriginalityCheck —ohjelmalla.



T JOHDANTO. ... e e e e 1

1.1 KANtASOIUL ... 1
1.2 Alkion kantasoluista iPS-sSolUiNin ... 3
1.3 Sydansoluerilaistus iPS-soluista ... 5
1.3.1 Sydamen Kehitys.........ooooi 5
1.3.2  Pluripotenttien kantasolujen erilaistaminen sydanlihassoluiksi............ 6
1.3.3  Spontaani EB-sydansoluerilaistus ...........ccccccviviiiiiiiiiin 6
1.3.4  END2-sydansoluerilaiStus ..........coooviviiiiiiiiiie e 8
1.3.5 Kasvutekija- ja pienmolekyylierilaistus...........cccoeviviiiiiiiiiii, 9
1.3.6  iPS-soluista erilaistetut kardiomyosyytit (iPS-CM)....................ooeo. 10

1.4 Sydanta laajentava eli dilatoiva kardiomyopatia ................ccccoeevviinieeenn. 11
1.5 Sydantautimallinnus iPS-soluilla ... 14
2 TUTKIMUSKYSYMYKSET ....ooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee ettt eeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 15
3 MENETELMAT ..ottt ettt te e e eeeeneeens 15
3.1 Eettinen hyvaksynta ..o 15
3.2 AINEISTO. .. 16
3.3 Videointi ja @analyysit.........ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 16
3.4  Tilastollinen @nalyySi ......c.oooiiiiiiiiiiie e 18
O 10 1 I 5 ] = 19
D POHDINT A e 24

B LAHTEET .ottt e e eae e eneeanes 27



1 JOHDANTO

1.1 Kantasolut

Hedelmoitynyt munasolu on totipotentti eli kaikkikykyinen solu, joka erilaistuu seka uuden yksilon ettd istukan
ja sikidkalvojen soluiksi. Kaikkikykyinen vaihe paattyy, kun hedelmadittynyt munasolu (tsygootti) saavuttaa 16-
soluasteen muutamassa paivassa. Samaan aikaan tapahtuu solujen kompaktio eli solut jarjestaytyvat ja
eroavat toisistaan. Kompaktion seurauksena muodostuu alkiorakkula (blastosyytti). Alkiorakkulan seinaman
soluista muodostuu myéhemmin istukka ja rakkulan sisalle jadvista soluista sikio. Alkiorakkulan sisasolu-
massa lapikay gastrulaation, jonka aikana yksinkertainen epiblastisolukko muuttuu kolmikerroksiseksi alki-
oksi: ektodermiksi, mesodermiksi ja endodermiksi. Myéhemmin ihmisen alkion ektodermista muodostuu kes-
kushermosto, mesodermista luusto ja lihaksisto sekad endodermista ruuansulatuskanava ja -elimet. Alkiorak-
kulan sisdsolumassan solut ovat siis nisakkailla pluripotentteja eli erittain monikykyisia kantasoluja, joten ne
voivat erilaistua sikion kaikiksi kudossoluiksi, paitsi ekstraembryonaaliseksi kudokseksi eli sikidkalvostoksi ja
istukaksi. Naita alkiorakkulan sisasoluja eli alkion kantasoluja (eng. embryonic stem cells, ES-solut) osataan

ottaa monilta nisakkailta talteen ja viljella tutkimustarkoituksissa. (www.oppiportti.fi, kbi00033)

Kun alkio kehittyy ja solut erilaistuvat, ndiden monikykyisyys heikkenee. Osa aikuisen soluista sailyttaa aina-
kin osittain monikykyisyytensa. Naita soluja ovat kudoskantasolut, joita 16ytyy lahes jokaisen aikuisen kudok-
sessa. Nama aikuisen kantasolut ovat multi- tai unipotentteja riippuen niiden kyvysta erilaistua eteenpain.
Kantasolun maaritelman mukaan, se voi tuottaa itsensa kaltaiset kantasolut ja voi erilaistua yhdeksi (unipo-
tentti) tai useammaksi (multipotentti) toimivaksi solutyypiksi. Téma visualisoitu Kuvassa 1. (Hayes et al.
2012)
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Kuva 1. Kantasolujen alkupera ja luokitus. Hedelmdittynyt munasolu eli tsygootti on totipotentti eli se voi eri-
laistua mihin vain soluksi. Pluripotentit ihmisten alkion kantasolut (ES-solut) erilaistuvat blastosyytin sisadsolu-
massasta. ES-solut voivat erilaistua sikion kaikiksi kudossoluiksi, paitsi ekstraembryonaaliseksi kudokseksi
eli sikidkalvostoksi ja istukaksi. Multipotentteja kudoskantasoluja ovat esimerkiksi luuytimen kantasolut (he-
matopoieettiset kantasolut), kun taas aikuisen sukusolut ovat unipotentteja kantasoluja. (Mukaillen Hayes et

al., 2012)

Kantasolujen jakautuminen on mahdollista kahdella eri tapaa. Asymmetrisessa jakautumisessa kantasolu
tuottaa kaksi tytarsolua, joista toinen sailyy kantasoluna ja toinen erilaistuu. Symmetrisessa jakautumisessa
syntyvat kaksi tytarsolua ovat molemmat joko kantasoluja (uusiutuva jakautuminen) tai erilaistuvia soluja (eri-
laistuva jakautuminen). Ainoastaan symmetrisella jakautumisella voidaan lisata kantasolujen maaraa. Jakau-

tumistavat hahmotettu Kuvassa 2. (Takahashi et al., 2007)



Kuva 2. A kantasolu, B erilaistuva solu. Kuvassa ensimmaisend jakautumistapana on esitetty asymmetrinen
jakautuminen, jossa toinen syntyvista tytarsoluista on kantasolu ja toinen erilaistuva solu. Toisena on sym-
metrinen uusiutuva jakautuminen, jolloin kantasolun molemmat tytérsolut ovat uusia kantasoluja. Ainoastaan
kyseinen jakautuminen lisda kantasolujen maaraa. Kolmantena on esitetty erilaistuva jakautuminen, jossa
kantasolun molemmat tytarsolut ovat erilaistuvia soluja. Kyseinen jakautumistapa ei lisda kantasoluja. (Mu-
kaillen Takahashi et al., 2007)

1.2 Alkion kantasoluista iPS-soluihin

Alkion kantasolut, jotka ovat syntyneet alkion sisasolumassasta ovat pluripotentteja ja kykenevat jakautu-
maan rajattomasti. ES-soluja on opittu kasvattamaan 1900-luvun lopulla, jolloin soluja erilaistamalla oli tar-
koitus ymmartaa sairausmekanismeja, tuottaa tehokkaita ja turvallisia laakkeita sekéd hoitaa sairauksia (Welt-
ner et al., 2014). Solujen alkuperan takia naiden kayttéon liittyy kuitenkin paljon eettisid ongelmia ja Suo-

messa on lailla kielletty alkioiden tuottaminen tutkimustarkoituksiin.

Tutkimustarkoituksissa kaytetaankin hedelmdityshoidoissa ylijaaneita alkioita, joiden sisdsolumassasta eris-
tetdan kantasolut. Kyseinen toimenpide tuhoaa alkion, eikd ole tdman vuoksi eettisesti mutkatonta. Liséksi
potilas- tai sairausspesifisten ES-solujen tuottaminen on monimutkaista (Takahashi et al., 2007).

ES-soluja koskien Suomessa on kaytdssa vuonna 2010 voimaan astunut Bioldaketiedesopimus. Sopimuk-
sen on asettanut Euroopan neuvosto vuonna 1997. Biolddketiedesopimus kieltda tutkimuksissa potilaan peri-
man muuntelun siten, ettd muutos voi periytya jalkelaisille. Lisaksi ladketieteellisessa tutkimuksessa on lailla
(488/1999) kielletty alkiotutkimus ja sukusolujen tutkimus, joiden tarkoituksena on periytyvien ominaisuuksien
muuntaminen, ellei tarkoituksena ole vakavan perinndllisen sairauden ehkaiseminen. Kyseisia alkioita tai so-
luja on kuitenkin kiellettya siirtda ihmiseen ja alkio on havitettdva 14 vuorokauden kuluttua sen hedelmaityk-
sesta. Tahan aikaan ei lasketa mukaan alkioiden tai solujen pakastusaikaa. (www.finlex.fi, www.oppiportti.fi,
1tg02901)

Vuonna 1962 Gurdon et al. siirsivat sammakon suoliston solun tuman tumattomaan munasoluun. He osoitti-
vat, ettd tuman siirron jalkeen solu kykenee erilaistumaan aikuiseksi yksildksi. Tunnetuin tuman siirron esi-
merkki on utaren solusta tuotettu Dolly-lammas. Dolly-menetelmaan liittyy kuitenkin paljon ongelmia seka se

on varsin tehoton menetelma. (Gurdon et al., 1962, Aalto-Setéala et al., 2012)

Vuonna 2006 japanilaiset tutkijat Takahashi ja Yamanaka et al. kehittivdt menetelman, jossa indusoituja plu-
ripotentteja kantasoluja (iPS-solut) pystyttiin tuottamaan ilman munasoluja tai alkioita, jolloin valtyttiin naita
koskevilta eettisiltd ongelmilta (Takahashi & Yamanaka, 2006). iPS-solut ovat alun perin potilaasta kerattyja
soluja, joiden geeniekspressiota kasitelldan laboratorio-olosuhteissa. Kasittelyn jalkeen kyseiset solut pysty-
vat jakautumaan rajattomasti ja kykenevat erilaistumaan kaikiksi alkion kudossoluiksi. (Weltner et al., 2014)
Menetelmassa voidaan kayttaa mita tahansa aikuisen jakautuvaa erilaistunutta solua, johon viedaan pluripo-

tenttisuuteen vaikuttavia geeneja. Takahashi ja Yamanaka kayttivat menetelmassaan aikuisen fibroblasteja,

3


http://www.finlex.fi/

joihin siirrettiin transkriptiotekijat Oct4, Sox2, KIf4 ja c-Myc. Kyseiset geenit johtavat kasiteltavien solujen
omien geenien uudelleenohjelmoitumiseen (Takahashi & Yamanaka, 2006, Aalto-Setéala et al., 2012), jolloin
kasiteltavat solut menettavat aiemman erilaistumisensa. Tarkoituksena on tuottaa iPS-soluja, jotka kayttayty-
vat erittdin monikykyisten kantasolujen tavoin eli voivat erilaistua sikion kaikiksi kudossoluiksi, mutta ei istu-
kan soluiksi (www.oppiportti.fi, 1tg02901). Myéhemmin on tunnistettu myds monia muita tekijoita, jotka saate-

levat geenien uudelleenohjautumista (Weltner et al., 2014).

Somaattisten solujen uudelleenohjautuminen pluripotenteiksi soluiksi on monivaiheinen prosessi, jonka
alussa tarkeinta on solusyklin aktivaatio ja solujen aktiivinen jakautuminen. Prosessin edetessa solut muun-
tuvat epiteelisoluja muistuttaviksi MET-soluiksi (eng. mesenchymal-epithelial transition). Kyseessa on pro-
sessi, jossa mesenkymaalisolut muuntuvat epiteelisoluiksi 12 solumarkkerin avulla. (Owusu-Akyaw et al.,
2019, Pei et al., 2019) Taman muutoksen jalkeen solut alkavat vahitellen ilmentdmaan pluripotenteille soluille
ominaisia piirteitd. Tama prosessin vaihe nayttaisi perustuvan satunnaisiin tapahtumiin eri soluissa. Kun ka-
siteltdvissa soluissa on ilmentyneena riittdva maara pluripotenttiuden piirteita, solun uudelleenohjautuminen
tapahtuu jarjestelmallisesti. Uudelleenohjautuminen on kuitenkin prosessina hidas ja etenee loppuun asti

vain pienessa osassa soluja. Tama esitetty Kuvassa 3. (Weltner et al., 2014)
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Kuva 3. A somaattinen solu, B jakautuvat solut, C epiteliaaliset solut, D transformoidut tai erilaistuneet solut,
E pre-iPS-solut, F iPS-solut. Somaattisten solujen uudelleenohjautumista voidaan jakaa kahteen vaihee-
seen, sattumanvaraiseen (stokastinen) uudelleenohjautumiseen prosessin alkuvaiheessa ja ohjelmoituun
(deterministinen) prosessin loppuvaiheessa. (Mukaillen Weltner et al., 2014)

iPS-solujen vahvuutena verrattuna alkion kantasoluihin on solujen alkupera. iPS-solujen ollessa aikuisen ih-
misen somaattisista soluista peraisin, valtytddn munasoluja tai alkioita koskevilta eettisiltd ongelmilta (Taka-

hashi & Yamanaka, 2006). Lisaksi iPS-solujen geeniekspressio on identtinen potilaan kanssa, josta solut



ovat peraisin (Dimos et al., 2008, Park et al., 2008), joten solujen avulla on mahdollista mallintaa potilaan
sairauksia solutasolla, jos potilaan sairaus johtuu geenivirheestad. My6s solujen mahdollisuus rajattomaan

jakautumiseen laboratorio-olosuhteissa on iPS-solujen vahvuus (Weltner et al., 2014).

1.3  Sydansoluerilaistus iPS-soluista

1.3.1 Sydamen kehitys

Selkarankaisilla alkionkehityksessa sydan on ensimmainen kehittyva elin, ja tdman toimiva verenkierto on
elintarked alkiolle (Buckingham et al., 2005). Sydanlihassolut erilaistuvat mesodermista eli alkiokerroksesta,
joka gastrulaation aikana muodostuu alkujuovasta. ltse sydan kehittyy sydanputkesta, joka lapikdy monimut-
kaisen kehitysprosessin ja muodostuu lopuksi nelikammioiseksi rakenteeksi. (Buckingham et al., 2005, Pek-
kanen-Mattila, 2010, Mummery et al., 2012)

Nykykasityksen mukaan on olemassa kahdenlaisia sydansolun esiasteita eli progeniittorisoluja, jotka osallis-
tuvat sydamen kehitykseen. Naita kutsutaan sydankentiksi (eng. heart field). Toiset kyseisista soluista osal-
listuvat vasemman, osittain oikean kammion, eteiskammiokanavan seka eteisten muodostukseen. Vastaa-
vasti toiset solut osallistuvat ulosvirtauskanavan, oikean kammion seka eteisten muodostukseen. Jalkimmai-
nen kenttd, jota kutsutaan myds sekundaariseksi tai anterioriseksi kentaksi, ilmentaa Islet-1m-geenia (Isl-1),
joka on LIM-homeoboksin transkriptiotekija. Homeoboksi on DNA-jakso, joka esiintyy selektorigeeneissa ja
joka on osallisena anatomisen kehityksen saannoéllisyyteen. Sekundaarinen kenttd muodostaa kaksi kolmas-
osaa sydamesta, johon lukeutuvat sydanlihas, siledlihas seka endoteelisolut. (Cai et al., 2003, Pekkanen-
Mattila, 2010) Muita aikaisia progeniittoreilla spesifisia geeneja sydankehityksessa ovat mesoderm posterior
1ja 2 (MESP1 ja MESP2), jotka ilmenevat véliaikaisesti mesodermissa (Kitajima et al., 2000). Lisaksi on to-
dettu, ettd nisakkailla luun morfogeniset proteiinit (eng. bone morphogenic proteins, BMPs), jotka kuuluvat
TGF- B-perheeseen (eng. transforming growth factor beeta superfamily), WNT-proteiinit (Wingless/INT-pro-
teiinit) seka fibroblastikasvutekijat (eng. fibroblst growth factors, FGFs) ovat tarkeitd sydamen alkuvaiheen
kehityksessa (Brand et al., 2003, Pekkanen-Mattila, 2010). Nama tekijat saatelevat sydanlihaksen saate-
lygeenien aktivaatiota tai inhibitiota ja iimenevat endodermissa (Mummery et al., 2012). Syddamenmuodos-

tuksen kehitysvaiheet kuvataan Kuvassa 4.
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Kuva 4. Kuvassa yksinkertaistettu kaavio sydankehityksesta. Alkion kantasolut erilaistuvat kolmeksi alkioker-
roksiksi, endodermiksi, mesodermiksi sekd ektodermiksi. Mesodermi on sydanlihassolujen alkupera ja sy-
danlihassolujen kehitykseen osallistuu endodermi signaloinnillaan. Sydanmesodermista kehittyvista kah-
desta sydankentasta kehittyvat sydamen osat. Vasen kammio kehittyy primaarisesta sydankentasta, kun
taas oikea kammio ja eteiset kehittyvat molempien sydankenttien soluista. Ulosvirtauskanava muodostuu
sekundaarisesta sydankentasta. (Mukaillen Pekkanen-Mattila, 2010)

1.3.2 Pluripotenttien kantasolujen erilaistaminen sydanlihassoluiksi

In vitro -erilaistetut kardiomyosyytit jaljittelevat sydamen normaalia kehitysta mesodermista alkaen. Solut Ia-
pikayvat erilaistuessaan sydanmesodermin, sydansolujen esiasteen ja erilaistuvat lopuksi sydanlihassoluiksi.
(Mummery et al., 2012, Ojala, 2015)

Nykyaikaisia kantasolujen erilaistusmenetelmia sydanlihassoluiksi ovat spontaani EB-menetelma sekd END-
2-menetelma. EB-erilaistuksessa ES-soluista tai iPS-soluista muodostuu soluaggregaatteja (eng. embryoid
body, EB), jotka erilaistuvat spontaanisti kaikiksi kolmeksi alkiokerrokseksi, mukaan lukien sydanlihasso-
luiksi, mallintaen nain sydamen normaalia kehitysta. (Itskovitz-Eldor et al., 2000) END-2-erilaistuksessa iPS-
soluja yhteisviljellaan hiiren alkiosta erilaistettujen solujen kanssa (Mummery et al., 2003). Uusin menetelma
on pienmolekyylierilaistus, jossa sydanlihassoluja erilaistetaan yksikerroksisena soluviljelmana erilaisten tun-
nettujen kasvutekijéiden avulla. Kyseinen menetelma perustuu signalointireittien perakkaisiin aktivointiin ja
inhibointiin tunnetuilla kasvutekijdilla, jolloin tuloksena on ES-solujen erilaistuminen kardiomyosyyteiksi. (Laf-
lamme et al., 2007)

1.3.3 Spontaani EB-sydansoluerilaistus

EB-menetelmassa sydansoluerilaistus alkaa, kun alkion kantasoluviljelma tai iPS-soluvilijelma poistetaan plu-
ripotenttiutta yllapitavalta kasvualustalta (Itskovitz-Eldor et al., 2000) ja jaetaan pienemmiksi solurykelmiksi
joko mekaanisesti tai entsymaattisesti esimerkiksi kollagenaasi IV:n avulla. Saadut 3—-20 solun rykelméat kas-

vavat soluaggregaateiksi petrimaljassa, johon solut eivat kiinnity. Naista paivissa syntyneista



soluaggregaateista kaytetdan englanninkielista termia embryoid body eli EB. (Kurosawa, 2007, Pekkanen-
Mattila, 2010) Kun EB:t poistetaan olosuhteista, jotka inhiboivat ndiden erilaistumista, alkion kantasolut tai
iPS-solut erilaistuvat spontaanisti kaikiksi kolmeksi alkiokerrokseksi eli mesodermiksi, ektodermiksi ja endo-
dermiksi (ltskovitz-Eldor et al., 2000).

EB-erilaistusmenetelmia on kehitelty monia (Kurosawa, 2007). Ensimmaisena on kehitetty menetelma, jossa
hiiren ES-soluja viljeltiin bakteerisoluviljelymaljoissa (Doetschman et al., 1985) ja myéhemmin tatéd menetel-
maa on kaytetty erilaistamaan sydanlihassoluja ES-soluista (ltskovitz-Eldor et al., 2000). Tassad menetel-
massa solut dissosioidaan entsymaattisesti ja ndma aggregoituvat, kun soluja viljelladn mediumissa. ES-so-
lut dissosioituvat mielellaan yksisoluiseen vaiheeseen ja siksi ES-solut hajoavat pieniksi soluaggregaateiksi
solu-solukontaktin sailyttamiseksi. (Amit et al., 2000, Pekkanen-Mattila, 2010)

Kun EB:t ovat muodostuneet, nama siirretdan myéhemmin 0,1 %:lla gelatiinilla paallystetylle alustalle (Pek-
kanen-Mattila et al., 2013) ja jo ensimmaisena paivana siirrosta, alustalla voi ndhda supistuvia alueita. Kysei-
set supistuvat solut ovat tdssa kohtaa tunnistettavissa kardiomyosyyteiksi, silla muilla soluilla ei ole supistu-
misaktiivisuutta. (Kehat et al., 2001, Mummery et al., 2003) Seka kantasoluista etta iPS-soluista tuotetuissa
soluissa nahdaan supistumista erilaistaen naita EB-menetelmalla (Itskovitz-Eldor et al., 2000, Zhang et al.,
2009). Kyseinen menetelma on todettu tehokkaaksi hiirien EB:II4, joiden erilaistuksessa 2—10 vuorokauden
kuluttua 80—90 % siirretyista EB:sta supistuvat (Wobus et al., 1991, Pekkanen-Mattila, 2010). Ihmisen ES-
soluilla tassa erilaistusmenetelmassa sykkivat alueet nahdaan vasta myéhemmin ja yleensa vain alle 10 %
soluista supistuvat (Kehat et al., 2001). Kyseisessa erilaistamismenetelmassa supistuvien solujen maara
yleensa kasvaa erilaistuksen edetessa ja sykkiminen kestaa paivista jopa yli kuukauteen, riippuen sykkivien

alueiden laajuudesta (Boheler et al., 2002).

Myds roikkuvan pisaran -menetelmaa (eng. hanging drop) on kaytetty ES-solujen erilaistamisessa kar-
diomyosyyteiksi. Tdssa menetelmassa yksittaiset solupisarat pipetoidaan petrimaljan kannelle ja kansi asete-
taan petrimaljalle. (Takahashi et al., 2003, Burridge et al., 2007) Menetelmassa pisarat roikkuvat pintajannit-
teen vuoksi ja luovat ndin soluille hyvat olosuhteet EB-aggregaatiota varten. Menetelma ei ole sopiva pitkaai-
kaiseen soluerilaistukseen, silld mediumin vaihto ei ole tdssd mahdollista (Kurosawa, 2007). Menetelma on
soveltuva laborotorio-olosuhteisiin. Menetelma on kuitenkin soluille hella painovoiman vuoksi, mika on mene-

telman vahvuuksia. (Takahashi et al., 2003).

Kardiomyosyyttierilaistukseen vaikuttaa EB-aggregaattien koko ja jotta erilaistuminen olisi optimaalisinta, tu-
lisi solujen maara EB:ssa olla mitattavissa. Roikkuvan pisaran menetelma mahdollistaa ES-solujen maaran
standardoimisen. Kuitenkin vankempia menetelmia on kehitetty, joista pakotettua aggregaatiota (eng. forced
aggregation, FA) on kaytetty sydansoluerilaistuksessa. (Ng et al., 2005, Burridge et al., 2007) Menetelmassa
kaytetaan sentrifugia, jossa haluttu solumaara lingotaan. Linkousvoima muodostaa soluista aggregaatin
sentrifugikaivon pohjalle. Mediumin vaihto menetelmassa on mahdollista, joten paastaan pidempiin erilaista-

misaikoihin ja mediumiin voidaan lisata erilaistumista indusoivia tekijoita. (Burridge et al., 2007) Menetelman



heikkoutena on tarve dissosioida ES-solut yksisoluasteelle. Kuitenkin menetelma on yksinkertainen ja tassa

on helppoa standardoida yhden EB:n solumaara. (Ng et al., 2005).

EB:n koon ja solumaaran on todettu vaikuttavan sydanerilaistuksen tehokkuuteen. Taman takia on kehitetty
menetelmia EB:n koon vakioimiseksi. Yksi menetelmista on Bauwens et al. kehittdama menetelma, joka pe-
rustuu micropatterning-tekniikkaan. Kyseisessd menetelméassa tuotetaan muotti, johon entsymaattisesti dis-
sosioidut yksittaiset kantasolut kiinnittyvat ja muodostavat standardikokoisia EB-soluaggregaatteja. Taman
jalkeen EB:t irrotetaan varovasti soluviljelmasta ja siirretdan neljan paivan ajaksi gelatinilla paallystetylle
alustalle, jotta kardiomyosyyttien erilaistus EB:sta kaynnistyisi. Koneiston tarve on menetelman rajoittava te-
kija, mutta EB:n solumaara on tdssa menetelmassa vakioitavissa, mika on menetelman vahvuus. (Bauwens
et al., 2008)

EB-menetelmilla erilaistettujen sydanlihassolujen maara soluaggregaateissa on kuitenkin vahainen, silla kar-

diomyosyyttien prosenttiosuus EB:sta vaihtelee vain kolmesta prosenttista viiteen (Boheler et al., 2002).

1.3.4 END2-sydéansoluerilaistus

END2-sydansoluerilaistusmeneltemassa kantasolut yhteisviljelldan solujen kanssa, jotka on erilaistettu hiiren
alkion karsinoomasoluista (Xu et al., 2008). Kyseisia soluja kutsutaan END2-soluiksi ja nama ovat viskeraa-
lis-endodermi-kaltaisia soluja, jotka ovat inaktivoituja niin, etta soluissa ei ole mitoosiaktiivisuutta. Erilaistuk-
sessa END2-solujen ja kantasolujen valille syntyy solu-solu-yhteys ja lisdksi END2-solut erittdvat tekijoita,
jotka aikaansaavat kantasolujen erilaistumisen kardiomyosyyteiksi. (Graichen et al., 2007, Xu et al., 2008)
END2-solut auttavat kantasolujen erilaistumista lapikdyden endodermin ja mesodermin vaiheet (Mummery et
al., 2003), ja vaikka END2-solujen tarkkaa sydansoluerilaistuksen saatelymekanismia ei tunneta, on tutkittu,
etta viskeraalis-endodermilla on tarkea rooli normaalissa sydankehityksessa (Lough et al., 2000). Tutkimuk-
sissa on osoitettu, ettd END2-solut kayttavat mediumista insuliinia, joka muuten inhiboisi kantasolujen erilais-
tumista sydanlihassoluiksi. TAma ei kuitenkaan itsessaan selitad kantasolujen erilaistumista sydanlihassoluiksi

kyseiselld menetelmalla. (Xu et al., 2008)

END2-erilaistusmenetelmaa voidaan toteuttaa joko solu-solukontaktin avulla, jolloin kantasolut viljellaan
END2-solujen paalla tai kayttamalla END2-soluilla konditioitua mediumia, jossa kantasoluja viljellaan (Mum-
mery et al., 2003, Passier er al., 2005). Molemmissa menetelmissa erilaistaminen aloitetaan kasittelemalla
END2-solukennoja mitomysiini C:ll& kolmen tunnin ajan, mika inaktivoi END2-solujen mitoosit eli solut eivat
jatka jakautumistaan tytarsoluikseen (Mummery et al., 2003, Xu et al., 2008). Molemmissa menetelmissa
sykkivat alueet eristetaan kollagenaasin avulla alustoiltaan ja siirretdan gelatiinilla peitetylle alustalle jatkotut-

kimuksia varten (Sallam et al., 2015).

Solu-solukontaktissa toteuttavan END2-menetelman seuraavassa vaiheessa kantasolut asetetaan samoihin

soluviljelykaivoihin END2-solujen kanssa yhteisviljelyd varten. Yhteisviljelykennoissa on tutkitusti nahtavissa
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sykkivia alueita seitseman vuorokauden kuluttua. (Mummery et al., 2003) On tutkittu, ettd kyseisella erilais-
tusmenetelmalld tuotettuna, sykkivia alueita ndhdaan noin kolmasosassa kokonaisalueesta, mutta soluista
kuitenkin vain 2—-3 % ovat kardiomyosyytteja. Kyseisen menetelman heikkoutena onkin erilaistuvien sydanli-
hassolujen vahainen maara. Mummery et al. ovat tutkimuksessaan osoittaneet, ettd mediumin ollessa taysin
seerumi- ja insuliinivapaa, sykkivien alueiden maara kymmenkertaistuu ja kardiomyosyyttien osuus soluista
kasvaa 25 %:iin. (Mummery et al., 2012) Toinen menetelman heikkous on se, ettd END2-solukerros pitaa
erikseen tuottaa juuri ennen solujen erilaistamista. Menetelman vahvuuksia kuitenkin ovat sen helppous, no-
peus seka erilaistuneiden solurykelmien manuaalinen dissosiaatio, jolloin entsymaattista dissosiaatiota ei

tarvita. (Mummery et al., 2003)

Menetelmassa, jossa kaytetaan END2-konditioitua mediumia, medium on aluksi yhteisvaikutuksessa END2-
solujen kanssa 4-5 vuorokautta, minka jalkeen mediumiin siirretdan EB:t. EB:t kasvatetaan edeltavasti kan-
tasoluista tehdyssa suspensiossa. Konditioitua mediumia kayttaessa, sykkivia alueita voidaan nahda 12 vuo-
rokautta sen jalkeen, kun EB-aggregaatit ovat siirretty kyseiseen mediumiin. Taman menetelman heikkou-
tena on END2-konditioidun mediumin tuottaminen aina samanlaisena. Menetelmassa ei kuitenkaan ole tar-
vetta sijoittaa EB:t END2-solukerroksen paalle ja medium on varastoitavissa. Nama ovat kyseisen menetel-
man vahvuuksia. (Xu et al., 2008)

1.3.5 Kasvutekija- ja pienmolekyylierilaistus

Pienmolekyylierilaistusmenetelmassa kaytetdan joko kasvutekijoitd, jotka ovat tiettyja proteiineja tai kardio-
geneesiin vaikuttavia pienmolekyyleja (Xu, 2012). Pienmolekyylierilaistuksessa ES-solujen signalointireitteja
aktivoidaan ja inhiboidaan tietyssa jarjestyksessa aikaansaaden nain ES-solujen erilaistuminen kardiomyo-
syyteiksi. Sydansoluerilaistus on monimutkainen prosessi, joten ei ole olemassa yksittaista kasvutekijaa,

jonka avulla kantasolu saadaan erilaistumaan sydanlihassoluksi. (Pekkanen-Mattila, 2010)

Tutkimuksessaan Laflamme et al. kayttivat aktiviini-A:ta seka luun morfogeenista proteiini 4:sta (eng. bone
morphogenetic protein 4, BMP-4) erilaistaessaan kardiomyosyytteja (Laflamme et al., 2007). Aktiviini-A ja
BMP-4 aikaansaavat ES-soluissa mesoendodermin muodostuksen, joka myéhemmin jatkuu mesodermi- ja
endodermikehitykseen (Osakada et al., 2009). Syntyvat sydanlihassolut erilaistuvat mesodermista ja on osoi-
tettu, ettd sydanlihassolujen erilaistumista indusoivat kasvutekijat ovat suurilta osin endodermin alkuperaa
(Lough and Sugi, 2000). On osoitettu, ettd kardiomyosyytteja on mahdollista erilaistaa ndiden kahden kasvu-
tekijan avulla. Kyseinen erilaistustapa alkaa pitdmalla kantasoluja viikon ajan kasvatusmediumissa. Taman
jalkeen ES-soluja kasitelldan aktiviini-A:n avulla yhden paivan ajan, minka jalkeen soluja kasitelladn BMP-
4:lla neljan paivan ajan. Sydansolujen esiasteita on nahtavissa kahdeksantena paivana ja kahden paivan
kuluttua tasta, mediumissa nahdaan spontaanisti supistuvia solurykelmia. Syntyneita erilaistuneita soluja on

mahdollista pitaa elossa 2—3 viikkoa mediumissa, jossa ei ole seerumia. (Ueno et al., 2007, Lian et al., 2013)



Yang et al. ovat osoittaneet, etta erilaistus onnistuu myds kayttamalla kasvutekijoita aktiviini-A, BMP-4, bFGF
(eng. basic fibroblast growth factor), VEGF (eng. vascular endothelial growth factor eli verisuonten endotee-
lin kasvutekija) ja DKK-1 (eng. dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1) (Lough and Sugi, 2000, Ueno et
al., 2007, Yang et al., 2008) yhdistelemalla naité vaihtelevasti (Yang et al., 2008). Nama aikaansaavat ES-
solujen erilaistumisen solupopulaatioiksi, joissa jopa 50 % soluista ovat sykkivia kardiomyosyytteja (Yang et
al., 2008). Menetelmassa on kolme vaihetta ja se perustuu EB-erilaistukseen. (Pekkanen-Mattila, 2010,
Yang et al., 2008) Alussa erilaistettavia soluja kasitellaan aktiviini-A:lla, BMP-4:lla ja bFGF:lla neljan paivan
ajan, mika indusoi mesodermin. Seuraavan neljan paivan ajan soluja kasitellaan DKK 1:n ja VEGF:n avulla.
Kasvutekijoiden lisdksi soluja pidetaan vahahappisissa oloissa ensimmaiset 10—12 paivaa. (Ueno et al.,
2007)

Lisaksi tutkimuksissa on osoitettu, ettd mesodermin muodostus on mahdollista kayttamalla Wnt3A-kasvuteki-
jaa, joka on synteettisesti tuotettu tekija ja joka aktivoi Wnt/B-catenin-signalointireitin (Lough and Sugi, 2000,
Tran et al., 2009). On tutkittu, ettd seeprakalojen alkiokehityksen aikana Wnt/B-catenin-signalointireitti edis-
taa sydanerilaistusta ennen gastrulaatiota, mutta estaa sita gastrulaation aikana (Ueno et al., 2007). Sig-
nalointireitin inhibointi on siis tarkeda sydansoluerilaistuksen lopussa ja tdhan tarkoitukseen on kaytdssa
Whnt/B-catenin-signalointireitin inhiboijaa IWP4 (eng. inhibitors of Wnt ligand production 4). Tutkimuksissa on
myos osoitettu, ettd kun kantasoluja kasitellaan Gsk3-inhibiittorilla (glykogeenisyntaasikinaasi 3-inhibiittori)
erilaistusta edeltavasti, onnistuu kardiomyosyyttien erilaistus tehokkaammin. Kyseisella menetelmalla 80-98

% kantasoluista erilaistuu kardiomyosyyteiksi. (Lian et al., 2013).

1.3.6 iPS-soluista erilaistetut kardiomyosyytit (iPS-CM)

Erilaistamismenetelmissa iPS-solut erilaistuvat heterogeeniseksi joukoksi sydansoluja eli tuotetut kardiomyo-
syytit erilaistuvat eteis-, kammio- seka johtorata-soluiksi (Pekkanen-Mattila, 2010, Rajala et al., 2011, Mum-

mery et al., 2012).

Ensimmainen merkki iPS-CM:n onnistuneesta erilaistamisesta ovat sykkivat alueet soluviljelmassa. Aiem-
missa menetelmissa tata kaytettiin arvioimaan, onko erilaistamisen tuloksena syntynyt sydanlihassoluja. Ny-
kykaytannén mukaan erilaistamisaste arvioidaan sydamen spesifisen proteiinin, esimerkiksi solunsisaisen
troponiini-T:n virtaussytometrialla. (Mummery et al., 2012) Menetelmassa troponiini-T leimataan vasta-ai-
neella. Vasta-aineleimaa ilmentavien troponiinipositiivisten solujen maara koko solupopulaatiossa lasketaan
taman jalkeen FACS-menetelmalla (eng. fluorescence-activated cell sorting). Tama maarittelee erilaistamis-

menetelman tehokkuuden paremmin kuin supistumisalueiden maarat.

Muita sydanlihassoluille ominaisia proteiineja on mahdollista tarkastella immunofluoresenssimenetelmalla.
Menetelmalla on esimerkiksi mahdollista maarittaa solujen myofilamenttiproteiinit kuten alfa-aktiini, ja nain
voidaan tarkastella sydanlihassoluille ominaisen sarkomeerirakenteen. (Mummery et al., 2012)

Erilaistettujen CM:n keskeisin ominaisuus on sahkdinen aktiivisuus eli aktiopotentiaalit (Kehat et al., 2001,

Mummery et al., 2003), joiden avulla sdhkéinen signaali etenee sydanlihaksessa. Sydanlihassolujen
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aktiopotentiaalit tarvitsevat syntydkseen solunsisaisen kalsiumin, jonka vapautuminen solusta aikaansaa so-
lun mekaanisen supistumisen. PCR-menetelmalld on mahdollista tarkastella sydanlihassolujen ilmentamia
transkriptiotekijoita, monofilamentteja seka kalsiumia kierrattavia proteiineja. Erilaistettujen CM:n aktiopoten-
tiaaleista on eroteltavissa spontaani depolarisaatio seka diastolinen vaihe. Solujen aktiopotentiaalit viittaavat
kuitenkin siihen, etta tuotetut solut ovat suhteellisen epakypsia verrattuna aikuisin sydanlihassoluihin. (Mo-
retti et al., 2013)

iPS-menetelman heikkouksena onkin tuotettujen kardiomyosyyttien matala maturaatioaste. Tuotettujen solu-
jen ionikanavat seka sarkomeeriproteiinit eroavat aikuisten kardiomyosyyteista, ja tdman vuoksi iPS-CM:t
muistuttavat morfologialtaan enemman alkion kuin aikuisen kardiomyosyytteja. (Lieu et al., 2009, Ojala,
2015) Lisaksi on huomioitava, ettd iPS-menetelma on vain yksittaisten sydansolujen mallinnus, joten sydan-
kudoksen monimuotoisuus jaa puuttumaan mallinnuksesta. Menetelma ei mydskaan ota huomioon sydamen
toimintaa elimena eikd muita kehon elinjarjestelmia, jotka voivat omalta osaltaan vaikuttaa sydansairauksien
kulkuun. (Moretti et al., 2013)

Naiden tunnettujen ominaisuuksien vuoksi, erilaistuvat sydanlihassolut ovat tunnistettavissa ja paikannetta-

vissa soluviljelmissa.

1.4  Sydanta laajentava eli dilatoiva kardiomyopatia

Dilatoivalle kardiomyopatialle (DCM) ovat ominaisia suurentuneet syddankammiot ja sydadmen systolisen toi-
minnan heikentyminen (ejektiofraktio alle 40 %), mika johtaa syddmen vajaatoimintaan ja arytmiaan (Siu et
al., 2012, Ito & Nomura, 2018). Lisaksi taudille ominaisia ovat ongelmat sydanimpulssien johtumisessa
(www.oppiportti.fi, kar01518). Taudin oireina ovat yleensad hengenahdistus, vasymys, rintakivut ja rytmihai-
riot. DCM on tautina heterogeeninen ja arviolta 40 % tautitapauksista aiheutuu erilaisista geenimutaatioista,
joita on ldydetty yli 50. (Ito & Nomura, 2018) Kuvassa 5 on esitetty tunnettuja geeneja, jotka aiheuttavat kar-

diomyopatioita seka tarkeimpien taudinaiheuttajien prosenttiosuudet (Hershberger et al., 2013).
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Kuva 5. Kaaviossa esitetty kardiomyopatioiden aiheuttavien geenimutaatioiden monimuotoisuus seka mutaa-
tioihin liitetyt sairausfenotyypit. Kaaviossa kirkkaammin esitetyt geenit liittyvat perinndlliseen dilatoivaan kar-
diomyopatiaan. Geeni on kirjoitettu vahvistettuna, jos sen aiheuttaman taudin esiintyvyys DCM-potilaista on
> 1 %. Geenin perdan on merkitty %-osuus, jos geenimutaation aiheuttama osuus sairaudesta on > 3 %. Ku-
vasta nahdaan, ettd LMNA-geenin mutaatiot aiheuttavat noin 6 % potilaiden dilatoivista kardiomyopatioista ja
ettd LMNA-mutaatio assosioidaan kolmeen eri fenotyyppiin. LMNA-mutaation fenotyyppeja ovat DCM:n li-
saksi neuromuskulaaritaudit sekd muut oireyhtymat. (Hershberger et al., 2013)

LMNA-geeni koodittaa lamiinia A ja C, jotka ovat tuman saieproteiineja. Kyseiset proteiinit polymerisoituvat
rakenneproteiineiksi tuman aareisosissa niin kutsutuksi tumalevyksi. Tumalevy yllapitda tuman rakenteen
lujuutta ja valittdd tuman liikkeet liittdmalla aktiinin ekstraselluraarimatriksiin. Lisaksi tumalevy yllapitaa kro-
matiinin jarjestaytyneisyytta ja osallistuu solun geeni-ilmentymaan. (Tesson et al., 2014) Kuvassa 6 on esi-
tetty LMNA:n sekd& muiden DCM:3 aiheuttavien geenimutaatioiden sijainti sydanlihassolussa (Hershberger et
al., 2013).
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Kuva 6. Kuvassa on esitetty, ettéd heterogeeninen joukko geenimutaatioita voivat aiheuttaa saman DCM-fe-
notyypin. Nama geenit vaikuttavat laajasti sydanlihassolun perusominaisuuksiin ja solun biokemiallisiin reit-
teihin, mutta kuitenkin suurin osa geeneista voidaan liittda sydanlihaksen supistumiseen ja tdman saatelyyn.
Kohdissa a-d seka f esitetdan muita kuin LMNA geeneja, jotka aiheuttavat dilatoivaa kardiomyopatiaa. Li-
saksi kuvasta nahdaan naiden geenien sijoittuminen sydanlihassolussa. Kohdassa e nahdaan sydanlihasso-
lun tuman aareisosassa LMNA-geeni, joka koodaa lamiini A- ja C-filamentteja, jotka ovat tumalevyn proteiini-
rakenteita. (Mukaillen Hershberger et al., 2013)

Nykykasityksen mukaan, tarkeimpia dilatoivan kardiomyopatian geneettisen muodon aiheuttajia ovat sydanli-
hassolujen LMNA-mutaatiot, jotka periytyvat autosomissa dominoivasti (http://www.oppiportti.fi, kar01518).
LMNA-mutaatiot aiheuttavat 5-10 % kaikista perinnéllisista DCM-tautitapauksista (Siu et al., 2012, Tesson et
al., 2014, Ito & Nomura, 2018). Kyseisia LMNA-mutaatioita tunnetaan nykyaan yli 160 (Ito & Nomura, 2018).
Kuvassa 7 on esitetty osa LMNA-geenin mahdollisista mutaatioista, jotka aiheuttavat dilatoivaa kardiomyopa-

tiaa. Lisaksi tdssa on mainittu mutaatioiden syntytavat. (lto & Nomura, 2018)

XX * XXX ®X * ) W ke %ok O XX X X
‘ 33 ‘ H H ‘ 664
70| 81 218|] 243 383
Head J§ Coilla Coll1B Coll2 Tall
X * * X ® K YRRk * *

X =non-missensce mutation * =missensce mutation

(truncation, frameshift, in-del)

Kuva 7. LMNA-geenin rakenne, johon on merkattu mahdollisten geenimutaatioiden paikat. * tarkoittaa mis-
sense-mutaatiota eli mutaatiota, joka muuttaa yhden tai useamman kodonin siten, etta polypeptidiketjuun
tulee alkuperaisesta poikkeavia aminohappoja. X tarkoittaa ei-missense-mutaatiota, joita ovat mm. katkaisu,
insertio ja deleetio. (Ilto & Nomura, 2018)
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LMNA-mutaatioon liittyvd DCM-fenotyyppi on todettavissa suurimmalla osalla potilaista, joilla on sydamessa
johtumishairi6itd seka lievia kammioiden toimintahairiditd. Geenivirheen kantaja voi olla pitkdan myos taysin
oireeton, kunnes sydamen toiminta romahtaa. Muita fenotyyppeja, joita LMNA-mutaatiot aiheuttavat, ovat
mm. hermo-lihassairaudet, lipodystrofia eli rasvansiirtymishairi¢ ja Hutchison-Gilford progeria eli potilaan en-
nenaikainen vanheneminen. LMNA-mutaation aiheuttamassa kardiomyopatiassa penetranssi on erittain kor-
kea, mika tarkoittaa sitd, ettd kyseinen tautigeeni iimenee sita kantavassa yksildssa usein (Shah et al.,
2019). LMNA-mutaatioiden kantaijille on yleista, etta jokin aiemmin mainituista taudin fenotyypeista ilmenee
50-60 vuoden iassa. Kuvassa 5 on aikaisemmin esitetty geeneihin liitettyja fenotyyppeja. (Hershberger et al.,
2013)

1.5 Sydantautimallinnus iPS-soluilla

iPS-solujen geenit ovat taysin identtiset soluja luovuttaneen potilaan geenien kanssa (Dimos et al., 2008,
Park et al., 2008). Tolloin, jos potilaan sydansairaus johtuu geenivirheesta, sisaltavat erilaistetut sydanlihas-
solut saman geenivirheen (Lahti et al., 2012). Tama mahdollistaa perinndllisten sydantautien mekanismien
mallinnuksen ja tutkimuksen laboratorio-olosuhteissa (Siu et al., 2012, Shah et al., 2019) ja voi mahdollisesti

johtaa yksildityyn kantasoluterapiaan tulevaisuudessa (Dimos et al., 2008, Park et al., 2008).

Aikaisemmissa tutkimuksissa iPS-soluilla on mallinnettu Hutchison-Gilford progerian (HGP) fenotyyppeja ja
mekanismeja. Kyseessa on yksi vakavimmista LMNA-mutaatioista, joka aiheuttaa potilaan ennenaikaista
vanhenemista ja voi johtaa kuolemaan. (Zhang et al., 2010, Liu et al., 2011, Siu et al., 2012) Zhan et al. ovat
tutkimuksessaan tuottaneet iPS-soluja HPG-potilaan fibroblasteista. Kyseiset iPS-solut iimensivat hieman
HGP:lle ominaista progeriinia, lamiini A:ta tai lamiini C:ta. (Zhang et al., 2010) Toisessa tutkimuksessa Liu et
al. ovat osoittaneet, etta erilaistaessa HGP-iPS-soluja, on naissa nahtavissa HGP:lle ominainen progeriini.
Erilaistaessaan kyseisia iPS-soluja jatkossa sileiksi lihassoluiksi, ndhdaan erilaistetuissa soluissa verisuo-
nien ikdantymiseen liittyvat ennenaikaiset vanhenemismuutokset, jotka ovat HGP-potilaille ominaisia. (Liu et
al., 2011) Tutkimustulosten perusteella voidaan todeta, ettd iPS-mallinnuksella tuotetut solut ilmentavat ky-
seisen sairauden fenotyypin ja mallinnuksella soluissa voidaan ndhda samoja oireita, kuin potilailla, joista

solut ovat peraisin. (Zhang et al., 2010, Liu et al., 2011)

Dilatoivaa kardiomyopatiaa on pystytty mallintamaan iPS-solujen avulla, joista on sittemmin erilaistettu sy-
danlihassoluja, jotka ilmentavat LMNA-mutaatiota (Siu et al., 2012, Shah et al., 2019). Siu et al. ovat osoitta-
neet, ettd MAPK-inhibiittorit lievittdvat LMNA-mutatoituneiden iPS-CM:ien tumahairidita ja apoptooseja eli
solukuolemia sahkdstimulaation jalkeen (Siu et al., 2012). MAPK eli mitogeeniaktivoidut proteiinikinaasit akti-
voituvat proteiinikinaasikaskadeilla ja ohjaavat solujen vasteita lukuisiin arsykkeisiin. MAPK-inhibiittorit vai-
kuttavat suoraan MAPK-signalointtireittiin ja inhiboivat tata (Zhang et al., 2016). Toisessa tutkimuksessa on
osoitettu, ettad Atalurenin kayttd suojaa osan LMNA-soluista tumahairi6ilta ja apoptooseilta. Ataluren myos

parantaa iPS-CM:ien supistumista. (Lee et al., 2017) Ataluren on EU:ssa kaytdssa oleva ladkeaine, jota

14



kaytetddn Duchennen lihasdystrofian hoidossa. Molemmat tutkimuksista osoittavat, etta yksil6llinen mutaa-

tiolahtdinen laaketiede on tarkea DCM-potilaiden hoidossa (Shah et al., 2019).

DCM:n lisaksi iPS-soluilla on mallinnettu myds muita sydansairauksia, kuten pitkd QT-syndroomaa. Lahti et

al. ovat tutkimuksessaan osoittaneet, etta kardiomyosyyteilla, joilla on pitkd QT-syndroomamutaatio (LQT2)

on pidempi aktiopotentiaali kuin verrokeilla. Liséksi nopean viivastyneen kaliumkanavan tiheys oli LQT2-so-

luissa merkittavasti alhaisempi kuin kontrollisoluilla. Tutkimuksessa on myo6s osoitettu, ettd LQT2-solut olivat
verrokkeja herkempia laakkeille, jotka voivat aiheuttaa arytmiaa solun sahkodisessa toiminnassa. (Lahti et al.,
2012)

iPS-soluihin perustuva sydantautimallinnus on ollut lupaava ty6kalu sydansairauksien mallintamiseen ja yksi-
I6lliseen ladketestaukseen, mutta saatujen kardiomyosyyttien alhainen maturaatioaste, mahdollinen tuumori-
geenisyys seka vastaanottajan immuunivaste soluille tarvitsevat lisda tutkimuksia ennen sydanlihassolujen

kliinista soveltamista potilastydhon (Shah et al., 2019).

2 TUTKIMUSKYSYMYKSET

Taman tyon tarkoituksena on verrata keskenaan DCM-potilaiden, joilla on LMNA-mutaatio, ja terveen kont-
rollipotilaan iPS-kardiomyosyytteja Beatview-videoanalyysin avulla. Analyysin on tarkoitus verrata kyseisten
sydanlihassolujen eri toimintavaiheita ja arvioida, onko analyysin avulla mahdollista ndhda eroja solujen syk-
kimisessa. Tavoitteena on ymmartaa, voiko kyseiselld videoanalyysilla arvioida dilatoivan kardiomyopatian

fenotyyppia ja nain ollen mallintaa kyseista tautia. (Ahola et al., 2014a, Ahola et al., 2014b)

3 MENETELMAT

3.1 Eettinen hyvaksynta

Tutkimus tehtiin |1aaketieteen ja biotieteiden tiedekunnan sydantutkimusryhmassa, joka on saanut hyvaksytyn
eettisen lausunnon iPS-solujen tutkimukseen ja kayttéon Pirkanmaan sairaanhoitopiirin eettiselta lautakun-

nalta (R08007). Patilailta, joilta on otettu ihobiopsia, on saatu kirjallinen suostumus.
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3.2 Aineisto

Aineistona on videoita kolmesta indusoidusta pluripotentista kantasolulinjasta, jotka ovat peraisin kolmen eri
potilaan fibroblasteista. Sydanryhma on jo aiemmin uudelleenohjelmoinut tdman tutkimuksen fibroblastit iPS-
soluiksi sendai-virus-ohjelmointimenetelmalla ja karakterisoinut ne. iPS-solut on erilaistettu sydanlihasso-
luiksi pienmolekyylierilaistusmenetelmalla. Kyseista erilaistamismenetelmaa on kasitelty aikaisemmin lu-
vussa 1.3.5. Tutkielmassa ei esiteta potilaan tunnistamisen mahdollistavaa tietoa ja solulinjat ovat koodat-

tuja.

Tutkittavia solulinjoja ovat 12619.LMNAs.p28(11) (potilas 1) ja 12704.LMNAs.p29(5) (potilas 2). Molempien
solulinjojen soluilla ja molemmilla potilailla on muutos lamiini A/C-geenissa (LMNAs) ja fenotyyppina dilatoiva
kardiomyopatia. Lisdksi on yksi iPS-solulinja terveesta henkildsta (WT04602p10(6)). Yksi video kasittaa yh-
den sydanlihassolun. 12619.LMNAs.p28(11)-solulinjan kasiteltévia soluja on 24 kappaletta ja ndin ollen vide-

oiden lukumaara on 24. Solulinjan 12704.LMNAs.p29(5) soluja ja soluvideoita on kasitelty 27 kappaletta.

Kontrollilinjan WT04602p10(6) (WT = wild type) solut ovat alun perin sellaisen potilaan ihon fibroblasteja,
jolla ei ole LMNA-mutaatiota (Lahti et al., 2012). Kontrollisoluja ja -videoita on kasitelty 21 kappaletta. Taulu-

kossa 1 esitellaan tarkemmin tutkimuksen aineistoa.

Taulukko 1. Solujen lukumaara, potilas, LMNA-mutaatio ja sydansoluerilaistusmenetelma solulinjan mukaan.

Solujen Potilas LMNA- Sydénsoluerilaistusmene-

luku- mutaatio | telma

maara, n
WT04602p10(6) 21 terve kontrolli ei pienmolekyylierilaistus
12619.LMNAs.p28(11) | 24 potilas 1 kylla pienmolekyylierilaistus
12704.LMNAs.p29(5) | 27 potilas 2 kylla pienmolekyylierilaistus

3.3 Videointi ja analyysit

iPS-soluista erilaistettuja sydanlihassoluja, jotka sykkivat, voidaan tarkastella ja videoida mikroskoopilla. Ku-
vauksen aikana solukaivot ovat lampolevyn (37-38 °C) paalla, koska lampdtilan lasku hidastaa sydansolujen
sykintaa. Mikroskooppi on Nikon Eclipse TS100 (Nikon Corporation, Tokio, Japan) ja digitaalinen videoka-
mera Optika DIGI-12, Optica Microscopes (Ponteranica, Italy). Yksittdinen video kestda 60 sekuntia, resoluu-
tio on 720 x 480 ja kuvataajuus on 30 kuvaa sekunnissa. Videointia varten kardiomyosyyttien rykelmat dis-

sosioitiin yksisolutasolle (Kuvat 10-12).
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Videoinnin jalkeen videot voidaan analysoida Beatview-analyysiohjelmalla yksi kerrallaan. Ohjelma mittaa
sydansolun supistumisen ja relaksaatioiden kestot, mahdolliset ajat naiden valissa seka solun supistumis-
frekvenssin. (Ahola et al., 2014a)

Analyysi alkaa siita, etta videon kuva leikataan manuaalisesti niin, ettd huonosti tai ei ollenkaan supistuvat
sydanlihassolualueet rajautuvat kuvasta pois virheiden vahentamiseksi. Liséksi solulle valitaan keskittyma-
piste, jota kohti sykintd nayttda suuntautuvan (eng. focus point). (Ahola et al., 2014a)

Ohjelma jakaa solun kahdeksaan sektoriin, joista jokaisen kulma keskittymapisteen suhteen on 45 astetta.
Analyysiohjelma laskee jokaiselle sektorin nopeusvektorille kaksi komponenttia — tangentiaalisen ja radiaali-
sen. Radiaalinen komponentti lasketaan sektorin keskilinjan suhteen (sector center line) ja tangentiaalinen
komponentti keskilinjan normaalin suhteen. Lopuksi videosta saadaan 16 erilaista signaalia, joista kahdek-
san ovat radiaalisia ja kahdeksan tangentiaalisia. Ohjelma piirtda jokaisesta signaalista kuvaajan, joka esit-
taa kardiomyosyytin sykkimisen kyseisella alueella. Radiaaliselle komponentille solun supistuminen on maa-
ritetty negatiivisen y-akselin mukaan ja relaksaatio positiivisen y-akselin mukaan. (Ahola et al., 2014a) Tama
hahmoteltu Kuvassa 8. (Mukaillen Ahola et al., 2014a)

A C-

\- Sector
center
line
Tangentialf¢ -
component Radial

component

Kuva 8. A Solulinjan 12704.LMNAs.p29(5) sydansolu. Solu jaetaan keskittymapisteestd kahdeksaan sekto-
riin, joista jokaisen kulma kyseiseen pisteeseen nahden on 45 astetta. B Jokaiselle sektorille lasketaan tan-
gentiaalinen ja radiaalinen komponentti. C Solulinjan WT04602p10(6) solun radiaalisen komponentin ku-
vaaja, jossa 1. = solun supistumisvaihe ja 2. = solun relaksaatiovaihe. (Mukaillen Ahola et al., 2014a)

Saaduista signaaleista valitaan silméamaaraisesti kolme parasta, jotka kuvaavat hyvin solun sykintaa. Naista
ohjelma laskee solun supistumiskierron vaiheet, joita ovat supistuksen kesto (eng. contraction duration), su-
pistuksen ja relaksaation valinen aika (eng. contraction end — relaxation start), relaksaation kesto (eng. re-
laxation duration), relaksaation jalkeinen aktiivisuus (eng. post-relaxation activity) ja relaksaation loppumisen
ja seuraavan supistuksen alun valinen aika (eng. relaxation end — next contraction start). Lisaksi ohjelma las-
kee supistumistiheyden (eng. beating frequency). (Ahola et al., 2014a) Kuvassa 9 on esitetty solulinjan
12704 .LMNAs.p29(5) kardiomyosyytin kolme parhaaksi arvioitua kuvaajaa, joista ohjelma on lopuksi muo-

dostanut yhden lopullisen kuvaajan ja laskenut edellda mainitut arvot.
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Kuva 9. A Solulinjan 12704.LMNAs.p29(5) kardiomyosyytin kolme kuvaajaa, jotka on arvioitu kaikkein edus-
tavimmiksi. Kuvaajiksi on valittu sektorin 1 tangentiaalinen komponentti seka sektoreiden 1 ja 2 radiaaliset
komponentit. B Ohjelma laskee kolmesta valitusta kuvaajasta yhden lopullisen kuvaajan, joka kuvastaa par-
haiten kyseisen kardiomyosyytin toimintaa. Kuvaajalle on merkattu solun supistumisvaihe (1.), solut relak-

saatiovaihe (2.) seka relaksaation jalkeinen aika (3.). Kuvaajassa ei ndhda supistuksen ja relaksaation va-
listé aikaa.

3.4 Tilastollinen analyysi

Tilastolliset testit on tehty IBM SPSS Statistics 25 -ohjelmalla (IBM Corporation, Armonk, NY, USA). Kasitel-
tavat muuttujat ovat epaparametrisia ja rippumattomia. Tilastolliseksi testiksi on valittu Kruskal-Wallis-testi,
silla testi jatkaa Mann-Whitney U-testia ja sopii kahdelle tai useammalle muuttujalle. Testi suoritettiin seka
Bonferroni-korjauksen kanssa etta ilman. Kaikkien muuttujien tunnusluvuiksi on laskettu mediaanit, IQR seka
minimi- ja maksimiarvot (Taulukot 3-5). Lisaksi on tehty taulukko ja laatikkojanakuvaajat kaikista solun toi-
mintakierron vaiheista (supistuksen kesto, supistuksen ja relaksaation valinen aika, relaksaation kesto, relak-

saation jalkeinen aktiviteetti, relaksaation ja seuraavan supistuksen valinen aika).
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4 TULOKSET

Alkuun on esitelty mikroskopoituja ja videokuvattuja kuvia uudelleenohjelmoiduista kardiomyosyyteista solu-
linjojen mukaan (Kuvat 10-12). Silmédmaaraisesti ei voida luotettavasti sanoa, missa soluista on LMNA-mu-

taatio.

Kuva 10. WT04602p10(6)-kontrollisolulinjan soluja mikroskopoituna ja videoituna. Kardiomyosyyttien rykel-
mat on dissosioituna yksisoluiseksi levyksi videointia varten.

Kuva 11. 12619.LMNAs.p28(11)-solulinjan soluja, joilla LMNA-mutaatio.

Kuva 12. 12704 .LMNAs.p29(5)-solulinjan kardiomyosyytteja, joilla LMNA-mutaatio.

Taulukosta 2 nahdaan, ettd 12619.LMNAs.p28(11)-solulinjan solut supistuvat nopeammin kuin kontrollilinjan
ja 12704.LMNAs.p29(5)-solulinjan solut. 12704.LMNAs.p29(5)-solulinjan solujen ja kontrollisolujen supistu-

misen kestossa ei havaita eroja. Supistuksen ja relaksaation valisessa ajassa eli ajassa, jolloin solu on
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supistuneena, erot ovat painvastaiset. 12619.LMNAs.p28(11) ja kontrollisoluilla ei ole eroa,
12704.LMNAs.p29(5)-linjan solut sen sijaan pysyvat terveitd soluja kauemmin supistuneena. Kontrollisolut
relaksoituvat molempia mutaatiosolulinjoja nopeammin. Missdan solulinjoissa ei esiinny relaksaation jalkeista
aktiivisuutta. WT04602p10(6)-linjan solut aloittavat muita solulinjoja hitaammin uuden supistuksen, kun taas
12704.LMNAs.p29(5)-solut nopeimmin. Kummassakin mutatoituneessa solulinjassa solut aloittavat uuden

supistuksen nopeammin kuin vertailusolulinjassa.

Taulukko 2. Solujen toimintakierron aikojen mediaanit solulinjojen mukaan.

Solu- Supis- Supistuk- | Relak- | Relak- Relaksaa- Syke-
jen tuksen sen jare- | saa- saation | tion ja seu- nopeus
maarad | kesto laksaa- tion jalkei- raavan su- (BPM)
(n) (ms) tion vali- | kesto nen ak- | pistuksen
nen aika | (ms) tiivisuus | vdlinen aika
(ms) (ms) (ms)
WT04602p10(6) 21 237,29 5,65 299,44 | 0,00 1553,67 29,02
12619.LMNAs.p28(11) | 24 183,62 5,65 333,33 | 0,00 1412,43 30,96
12704.LMNAs.p29(5) | 27 237,29 16,95 338,98 | 0,00 1258,62 32,48

Kuvissa 13—16 esitetdan solujen toimintakierron kaikki vaiheet laatikkojanakuvina solulinjoittain ryhmiteltyna.
Kuviin on merkattu merkitsevat erot solulinjojen toimintavaiheiden valilla. Relaksaation jalkeista aktiivisuutta

kuvaava laatikkojanakuva on poistettu, silld koko datassa oli vain yksi solu, jolla tdma arvo ei ollut nolla.
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Supistumisen kesto, ms
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L J ek
12619 LMNAs p28(11) 12704 LMNAs p29(5) WT04602p10(6)

Linja

Kuva 13. Laatikkojanakuva supistumisen kestosta solulinjoittain. Vaaka-akselilla solulinjat: vasemmalla poti-
laan 12619.LMNAs.p28(11)-solulinja, keskella toisen potilaan 12704.LMNAs.p29(5)-solulinja ja oikealla
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kontrollisolulinja. * = merkitseva ero supistumisen kestossa Kruskal-Wallis-testilla. ** = merkitseva ero supis-
tumisen kestossa Bonferroni-korjauksella.
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Kuva 14. Laatikkojanakuva supistuksen ja relaksaation valisesta ajasta (CE-RS) solulinjoittain. Vaaka-akse-
lilla solulinjat: vasemmalla potilaan 12619.LMNAs.p28(11)-solulinja, keskella toisen potilaan
12704.LMNAs.p29(5)-solulinja ja oikealla WT04602p10(6)-solulinja. * = merkitseva ero CE-RS:ssa Kruskal-
Wallis-testilla. ** = merkitseva ero CE-RS:ssa Bonferroni-korjauksella.
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Kuva 15. Laatikkojanakuva relaksaation kestosta solulinjoittain. Vaaka-akselilla solulinjat: vasemmalla poti-
laan 12619.LMNAs.p28(11)-solulinja, keskella toisen potilaan 12704.LMNAs.p29(5)-solulinja ja oikealla kont-
rollisolulinja. Solulinjojen valissa ei ole merkitsevaa eroa.
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Kuva 16. Laatikkojanakuva relaksaation ja seuraavan supistuksen valisesta ajasta solulinjoittain. Vaaka-ak-
selilla solulinjat: vasemmalla potilaan 12619.LMNAs.p28(11)-solulinja, keskella toisen potilaan
12704.LMNAs.p29(5)-solulinja ja oikealla terve solulinja. Solulinjojen valissa ei ole merkitsevaa eroa.
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Kuva 17. Laatikkojanakuva solulinjojen sykenopeudesta. Vaaka-akselilla solulinjat: 12619.LMNAs.p28(11),
12704.LMNAs.p29(5) ja kontrollisolulinja WT04602p10(6). Solulinjojen valilla ei ole merkitsevaa eroa.
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Tilastollisessa testauksessa (Kruskal-Wallis-testi) verrataan kaikkien kolmen solulinjan toimintavaiheita kes-
kenaan, ja huomataan, ettd supistuksen kestossa ja supistuksen ja relaksaation vélisessa ajassa on merkit-
sevaa eroa ryhmien valilla (Kuvat 13—14, Taulukko 3). Muiden toimintavaiheiden vertailuissa ei havaita mer-

kitsevaa eroa solulinjojen valilla. P-arvoksi on valittu < 0,05.

Tarkastellessa merkitsevaa eroa supistuksen kestossa solulinjojen valilla, huomataan, etta
12619.LMNAs.p28(11)-solulinja eroaa merkitsevasti seka 12704.LMNAs.p29(5)-solulinjasta (p = 0,032) etta
terveesta solulinjasta (p = 0,017). Kun suoritetaan Bonferroni-korjaus, joka vahentaa tyyppi | -virheen mah-
dollisuutta useamman ryhman testauksessa, huomataan, etta vain kontrollilinjan ja linjan
12619.LMNAs.p28(11) ero pysyy lahella merkitsevaa (p = 0,051). (Kuva 13, Taulukko 4)

Vastaavassa supistuksen ja relaksaation valisen ajan tarkemmassa tarkastelussa saadaan merkitsevaa eroa
12704.LMNAs.p29(5)-solulinjan ja kontrollilinjan valille (p = 0,013) sekd molempien LMNA-mutaatiosolulinjo-
jen valille (p = 0,030) Kruskal-Wallis-testilla. Bonferroni-korjauksella vain 12704.LMNAs.p29(5)-solulinjan ja
kontrollilinjan supistuksen ja relaksaation valinen aika eroavat merkitsevasti (p = 0,039). (Kuva 14, Taulukko
5)

Muissa solulinjojen toimintavaiheissa ei saada esille merkitsevaa eroa kummallakaan tilastollisella testilla
(Taulukko 3).

Taulukko 3. Taulukossa esitetty riippumattomien muuttujien Kruskal-Wallis-testin tulokset. Taulukosta nah-
daan, ettd merkitsevaa eroa joidenkin solulinjojen valilla on supistuksen kestossa ja supistuksen ja relaksaa-
tion valisessa ajassa. Muissa muuttujissa ei havaita merkitsevaa eroa.

Toimintakierron vaiheiden vertailu | Merkitsevyys Paatelma

solulinjojen kesken

Supistuksen kesto 0,032 Merkitseva ero

Supistuksen ja relaksaation valinen 0,023 Merkitseva ero

aika

Relaksaation kesto 0,797 Ei merkitsevaa eroa solulin-
jojen valilla

Relaksaation jalkeinen aktiivisuus 0,368 Ei merkitsevaa eroa solulin-
jojen valilla

Relaksaation ja seuraavan supistuk- | 0,235 Ei merkitsevaa eroa solulin-

sen valinen aika jojen valilla

Sykenopeus, BPM 0,466 Ei merkitsevaa eroa solulin-
jojen valilla
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Taulukko 4. Tarkastellaan supistuksen kestoa tarkemmin solulinjojen mukaan. Taulukossa Kruskal-Wallis-
testin arvo seka Bonferroni-korjattu arvo.

Supistuksen kesto Kruskal-Wallis-arvo Bonferroni-korjaus
12619.LMNAs.p28(11) vs. 0,032 0,099
12704.LMNAs.p29(5)

12619.LMNAs.p28(11) vs. 0,017 0,051
WT04602p10(6)

12704 .LMNAs.p29(5) vs. 0,696 1,000
WT04602p10(6)

Taulukko 5. Tarkastellaan supistuksen ja relaksaation valista aikaa tarkemmin solulinjojen mukaan. Taulu-
kossa Kruskal-Wallis-testin arvo sekéa Bonferroni-korjattu arvo.

Supistuksen ja relaksaation va- | Kruskal-Wallis-arvo Bonferroni-korjaus
linen aika

12619.LMNAs.p28(11) vs. 0,030 0,089

12704 .LMNAs.p29(5)

12619.LMNAs.p28(11) vs. 0,708 1,000
WT04602p10(6)

12704 .LMNAs.p29(5) vs. 0,013 0,039
WT04602p10(6)

5 POHDINTA

Tutkimuksessa verrattiin videoanalyysiohjelman avulla terveiden iPS-soluista pienmolekyylimenetelmalla eri-
laistettujen sydanlihassolujen ja sairaiden, LMNA-geenivirhetta kantavien iPS-soluista erilaistettujen sydanli-

hassolujen mekaanista supistustoimintaa.

Videoanalyysilla tarkasteltiin iPS-soluista erilaistettuja kardiomyosyytteja, jotka olivat tuotettu pienmolekyy-

lierilaistuksella ja olivat LMNA-mutaation omaavista potilaista peraisin. Kyseisen menetelman vahvuutena on
se, ettd tuotetut solut ilmentavat tutkitun sairauden fenotyypin ja mallinnuksella soluissa nahdaan samoja oi-
reita, kuin potilailla (Zhang et al., 2010, Liu et al., 2011), silla solujen geenit ovat identtiset potilaiden geenien

kanssa. Nain voimme olettaa, etta videoanalyysilla on mahdollista nahda sairauden ilmentymia solutasolla.
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Tutkimuksen tuloksena oli, ettd 12619.LMNAs.p28(11)-solulinjan solujen supistuksen kesto oli merkitsevasti
kontrollisolujen supistusta lyhyempi Kruskal-Wallis-testilla (p = 0,017) ja arvo pysyi lahelld merkitsevaa Bon-
ferroni-korjauksella (p = 0,051) (Kuva 13, Taulukko 4). Tasta voisi ajatella, ettd supistuksen ollessa lyhyempi,
supistuvat mutatoituneet solut samassa ajassa useammin kuin kontrollisolut. 12619.LMNAs.p28(11)-linjan
sydanlihassolujen syketiheyden mediaani oli 30,96 BPM, kun taas kontrollisolujen mediaani oli 29,02. Tilas-

tollisessa testauksessa syketiheydessa ei kuitenkaan ollut merkitsevaa eroa solulinjojen valilla (Kuva 17).

Sydamessa QT-intervalli kuvaa aikaa kammioiden depolarisaation alusta repolarisaation loppuun eli mekaa-
nisesti QT-aika vastaa aikaa kammioiden supistuksen alusta kammiorelaksaation loppuun. Videoanalyysioh-
jelmalla ei saada yksittaisen solun QT-aikaa, mutta kayttokelpoisin suure on solun pysyminen supistuneena,
koska taman ajan pidentyessa, koko sydamen QT-aika pitenee. Toinen tilastollisesti merkitseva tulos saatiin-
kin, kun verrattiin 12704.LMNAs.p29(5)-solulinjan sydanlihassolujen supistuksen ja relaksaation valista aikaa
kontrollisolujen vastaavaan (Kuva 14, Taulukko 5). Tassad mutatoituneella solulinjalla supistuksen ja relak-
saation valinen aika oli merkitsevasti pidempi kuin terveilla soluilla (Kruskal-Wallis p = 0,013, Bonferroni p =
0,039). Tulos merkitsee sita, ettd mutatoituneet sydanlihassolut pysyvat pidempaan supistuneena kuin kont-
rollisolut ennen relaksaatiovaihetta. 12404.LMNAs.p29(5)-linjan soluilla oli siis pidentynyt repolarisaatioaika

ja relaksaation alku on hairiintynyt terveisiin soluihin verrattuna.

On mielenkiintoista, etta 16ydokset vaihtelevat mutatoituneiden solulinjojen valilla, silla toisen solulinjan su-
pistus on merkitsevasti lyhyempi kuin kontrollilla, kun taas toisessa solulinjassa nahtiin pidentynyt repolari-
saatioaika kontrollisoluihin verrattuna. Tdma voi liittya solulinjakohtaisiin eroihin, joita nahdaan aina iPS-solu-
tautimallinnuksessa (Moretti et al. 2013). Molempien LMNA-solulinjojen supistumisfrekvenssi oli korkeampi
kuin kontrollisoluilla (Taulukko 2), vaikkakin tassa ei ollut tilastollisesti merkitsevaa eroa solulinjojen valilla.
Aiempien tutkimusten mukaan on epaselvaa, miksi LMNA-solulinjojen supistumisfrekvenssi on korkeampi
kuin terveilla soluilla, mutta tutkimukset viittaavat tdman johtuvan mutatoituneiden CM:ien epasaanndllisyy-
desta kalsiumin spontaanissa vapautumisessa, kalsiumin saatelyssa ja repolarisaatioajassa (Shah et al.,
2019, Johnson et al., 2013). Solujen pidentynyt repolarisaatioaika voisi myos viitata LMNA-solujen lisaanty-
neeseen rytmihairidherkkyyteen, mika on linjassa LMNA-DCM:n oireiston kanssa, jossa rytmihairiét ovat po-
tilailla yleisia (lto & Nomura, 2018).

Videoanalyysi on hyva menetelma tarkastelemaan yksittaisen solun supistustoimintaa (Ahola et al., 2014a,
Kiviaho et al., 2015). Kyseisen Beatview-videoanalyysin heikkoutena on kuitenkin soluvideoiden manuaali-
nen kasittely ennen nadiden analyyseja. Tolloin huonosti tai ei ollenkaan supistuvat sydanlihassolualueet raja-
taan kuvasta ulos virheiden vahentamisesti. Lisaksi soluille asetetaan manuaalisesti keskittymapiste sen mu-
kaan, mihin solun sykinta nayttaisi suuntautuvan. (Ahola et al., 2014a) Myds analyysiin valitut kolme signaa-
lia joudutaan valilld korjaamaan manuaalisesti. Kyseinen menetelma on siis tekijariippuvainen, jolloin mene-

telman kayttéon liittyy satunnaisvirheen mahdollisuus.

Videoanalyysiin on valittu mukaan 21 kontrollilinjan analyysikelpoista soluvideota, mutatoituneista solulin-
joista on valittu 24 videota (12619.LMNAs.p28(11)-solulinja) ja 27 videota (12704.LMNAs.p29(5)-solulinja).
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Otos on pieni, joten téstd on hankala tehda laajalle yleistettavia paatelmia. Videoiden valikointi myds lisda
tutkimuksen virhetta. Jatkossa, jos halutaan arvioida video-ohjelman tarkempaa sopivuutta erilasitettujen kar-
diomyosyyttien tutkimiseen, tarvitaan lisatutkimuksia suuremmalla solumaaralla ja suuremmalla maaralla so-
lulinjoja. Lis&ksi tilannetta olisi mielekasta tarkastella tulevaisuudessa kolmiulotteisena, silla tassa tutkimuk-
sessa solut olivat dissosioituneena yksisoluiseksi levyksi ennen videointia (Kuvat 10-12). Sydanlihassoluja
tarkasteltiin yksitellen, joten sydankudoksen monimuotoisuus jaa puuttumaan tutkimuksesta. Myds sydamen
toiminta elimena ja muiden kehon elinjarjestelmien vaikutukset sydameen jaavat mallinnuksesta tarkastele-

matta (Moretti et al., 2013). Naihin nakoékulmiin olisi mielekasta keskittya lisatutkimuksissa tulevaisuudessa.

iPS-soluista erilaistettujen kardiomyosyyttien maturaatioaste on tutkitusti matala. Aiemmin tutkimuksissa on
osoitettu, etta erilaistettujen solujen ionikanavat ja sarkomeerirakenteet eroavat aikuisten solujen vastaavista
(Moretti et al., 2013) ja solut muistuttavatkin enemman alkion sydanlihassoluja (Lieu et al., 2009, Ojala,
2015). iPS-CM:ien matala maturaatioaste voi jatkossa olla rajoittava tekija sydantautimallinnuksessa ja 1aa-
ketestauksessa, jos tutkittava mutaatio ilmenee soluissa vasta ndiden kypsyessa (Moretti et al., 2013).
LMNA-mutaatioiden fenotyypit ilmenevat yleensa potilaissa vasta noin 50—60 vuoden iassa (Hershberger et

al., 2013), jolloin kyseisen tutkimuksen iPS-CM:t ovat liian immatureja tarkastellakseen kyseisia ilmentymia.

Vaikka iPS-soluihin perustuva sydantautimallinnus on ollut lupaava tydkalu sydansairauksien mallintamiseen
ja yksildlliseen ladketestaukseen, tarvitaan lisda tutkimuksia erilaistettujen kardiomyosyyttien alhaisesta ma-
turaatioasteesta, ennen kuin tulosten soveltaminen kliiniseen potilastydhon olisi mahdollista (Shah et al.,
2019).
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