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1 Sissejuhatus

Sidant on uuritud nii religioosetel kui ka meditsiinilistel pohjustel juba aastatuhandeid. Siiski,
moderne siidame elektrofiisioloogia uurimine sai alguse alles 20. sajandil, kui Willem Eint-
hoven ehitas EKG masina, tdiendades Augustus Walleri esmakordseid EKG uuringuid [1].

Siidame uurimine on olulisel kohal tanasel paeval, sest WHO rapordi jargi suri 2020. aas-
tal maailmas kdige rohkem inimesi just isheemiliste siidamehaiguste tagajarjel. Eestis on
samuti surmade esikohal isheemilised siidamehaigused ja teisel kohal hipertoonilised su-
damehaigused [2]. Tihti saavad alguse saatuslikud haigused siidame vaarkaitumisest, mis
tulenevad mitmetest faktoritest nagu geneetika, elustiil ja keskkond. Stidame vaarkaitumine
ei pdhjusta ainult vereringkonna ja siidamega kaasnevaid probleeme, sest tdnaseks on suu-
detud leida korrelatsioon stidame vaarkaitumise ja teiste haiguste ja seisundite vahel nagu
naiteks insuldid [3]. Vottes kdike seda arvesse on darmiselt oluline uurida sidame vaarkaitu-
mist just elektrofiisioloogias, et ennetada siidame probleemide teket ja mdista patoloogiate
taga olevaid mehanisme.

Uurimisvaldkond on seetdttu vaga aktiivne. Ainulksi viimase aastaga on lisatud National
Library of Medicine andmebaasi ligikaudu 150 000 erinevat artiklit sidant puudutavatel tee-
madel [4]. Siiski tooks autor tdhelepanu sellele, et leidub vaheseid artikleid, mis keskenduk-
sid kreatiini puudulikusele ja selle mdjudele siidames. Kuigi kreatiini mojusid lihaskonnale on
uuritud juba 20. sajandi esimesest poolest alates, on alles viimase kimnendi jooksul hakatud
l&hemalt uurima kreatiini mojusid sidame elektroflsioloogiale just raku tasandil.

Kreatiini rolli uurimine siidames on oluline, sest kreatiinkinaasi sisteem holbustab ener-
gia ulekandmist mitokondrite ja siidame peamiste ATPaaside vahel. On leitud, et kreatii-
nipuudulikel hiirtel, kellel puudub kreatiini ja homoarginiini siinteesimiseks vajalik arginiin-
glutsiinamidinotransferaas (AGAT), on vahenenud stidame kontraktiilsus [5]. Vahenenud
kontraktiilsusega kaasneb ka muutunud kaltsiumkaitumine, mille tagajarjel tihtipeale tekivad
aritmiad ja sudamepuudulikus [6]. Antud hetkel ei ole veel saavutatud taieliku selgust kus
muokardis asub oluline muutus kaltsiumi kditumises ja mis parameetrid omavad olulist rol-
li. Siiski, on leitud matemaatilise modelleerimise teel ja eksperimentaalsete andmetel alusel
moned kandidaadid, mis voiksid seletada muutunud kaltsiumkaitumist. Nendeks on kaltsiu-
mi difusiooni muutus tsltosoolist diaadilisse ruumi, sarkoendoplasmilise retiikulumi kaltsium
ATPaasi (SERCA) omastamise kiiruse vahenemine ja L-tiupi kaltsiumkanalite vdhenenud
juhtivus [5].

Kuna bioloogilised stisteemid on kurikuulsad oma kompleksuse poolelt on hadavajalik ra-
kendada matemaatilist modelleerimist antud kandidaatide uurimiseks. Selleks, et seletada
muutunud kaltsiumkaitumist on uurimustéés pustitatud eesmark adapteerida Bondarenko
hiire ventrikulaarsete muotslltide aktsioonipotentsiaali arvutimudel, et teha kindlaks, kas
kaltsiumi difusioon erineb metsiktidpi (WT), knockout (KO, ehk AGAT geeni puudulik) ja
kreatiiniga toidetud KO (KO+Cr) hiirte vahel.



Autor peab oma t66d uudseks, sest t66 arendab edasi vaikest aspekti hiljuti avaldatud ar-
tiklist [5] ning ei ole nainud teisi sarnaseid toid, mis keskenduks just kaltsiumi difusioonile
tstosoolist diadilisse ruumi ning seda mdjutavatele parameetritele.



2 Kirjanduse ulevaade

2.1 Suda

Sidame peamine tdéoulesanne organismis seisneb pideva vereringe sailitamises, et labi ve-

re transportida toitaineid ja hapniku. Samuti on sidame eesmark sailitada konstantne ve-

reringe, et transportida jaak-, mirk- ja muid aineid maksa ja neerudesse, et neid kehast

valjutada[7].
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Joonis 1: Siidame diagramm. Siidame ehituse lihtsustatud skeem [8].

2.1.1 Siidame ehitus

Siida paikneb inimestel rindkere keskjoonest veidi vasakul pool ning seda kaitseb rinnakorv.
Ei ole ka ebatavaline kui stida paikneb paremal pool keskjoont ning see ei parsi elukvalitee-
ti. Stda on eraldatud lihaselise vaheseinaga paremaks ja vasakuks pooleks. Need pooled
omakorda jagunevad veel kaheks kambriks: kojaks ja vatsakeseks [9].

Parem vatsake ja parem koda on Uhendatud koja-vatsaksuudmega. Vatsakese Ulaosas paik-
neb kopsutlive suue, mille kaudu veri saabub kopsutlivesse ja sealt edasi paisatakse veri
kopsuarteritesse. Vasakusse kotta suubuvad kaks kopsuveeni, mis toovad sinna kopsudest
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hapniku rikast verd mida transporditakse edasi kehasse. Vasaku vatsakese ja koja Uhendus
on analoogne. Vasakust vatsakesest viib aordisuue aorti. Vasaku vatsakese seinad on mar-
kimisvaarselt paksemad kui paremal vatsakesel ning seetéttu on ka jdudlus suurem. See on
oluline, sest vasak vatsake vastutab hapnikurikka vere transpordi eest kogu kehas, parem
vatsake aga susihappegaasirikka vere transpordi eest kopsudesse, kus toimub hapniku ja
CO, vahetus [10].

Selleks, et veri liiguks ainult Ghes suunas on kodade ja vatsakeste vahel hdlmased suda-
meklapid. Nende t66pohimdtet saab vdrrelda Uhele poole avaneva uksega. Koja kontrakt-
siooniga (slistoolne faas) avaneb klapp ning veri liigub vatsakesse. Vatsaku kontraktsiooniga
sulgub klapp ning veri suundub stidamest valja. Selleks, et veri ei voolaks tagasi sidames-
se lihase l6dgastumisel (diastoolne faas) on vatsakeste ja valja minevate veresoonte vahel
poolkuuklapid, mis avanevad ainult kokkutdmbumisel [9, 10].

Sudant ennast imbritseb sidekoest siidamepaun. Stidamepauna 66s on taidetud stidame-
pauna vedelikuga, mis vdhendab hddrdumist fibroose perikardiumi ja epikardiumi vahel. Se-
da membraanide vahelist ruumi nimetatakse perikardiliseks 66nuseks [11].

2.1.2 Erinevused inimese ja hiire siidamel

Inimesed ja uurimisalused hiired kuuluvad samasse liigiklassi ja seetdttu ei ole alusetu ka-
sutada hiiresidamete uuringutest saadud teadmisi ka inimeste puhul. Siiski leidub olulisi
erinevusi inimeste ja hiirte sudamete vahel, mida tuleb arvestada:

* inimslda kaalub ligikaudu 250-300g, hiiresiida ligikaudu 0.2g;
* terve inimese slda |66b keskmiselt 60-70 korda minutis, hiirel ligikaudu 500-600 korda;

* inimsuda sarnaneb plramiidile, millel on Uks lamedam pool ja hiirestida sarnaneb el-
lipsoidile;

* inimsuda kujuneb valja lootel kauem Kkui hiirelootel [12].

Vaidet, et hiirte sGdamete uuringute tulemusi saab rakendada inimestele, toetab Andy Wes-
sels ja David Sedmera artikkel, mis keskendub inimeste ja hiirte loote sidamete arengule
[12].

Antud artikli kokkuvdttes toodi valja, et inimeste ja hiirte sidames on vaikesed erinevused sU-
dame sisepinnal ning struktuurides. Peamine erinevus hiirte ja inimeste siidames on 66nes-
veeni arengus. Inimestel taandub 66nesveen Marshalli ligamendiks, mis ei oma olulist rolli
stdame talituses. Hiirtel aga sailib 66nesveen ning on oluliseks osaks sidamest. Juhul kui
66nesveen inimestel ei taandu on tegemist sidame vaararenguga, mis vdib pdhjustada eri-
nevaid patoloogiaid, naiteks arttmiaid [13, 12]. Sarnaste jareldusteni on jdudnud ka Anita
Krishnan, kes samuti keskendus hiirte ja inimstidamete arengule [14].



2.2 Sidamelihasrakud

Sutdamelihas ise koosneb slidamelihase rakkudest ehk kardimuotstutidest [15]. Stidameli-
has, mida nimetatakse ka muokardiks, on Uks kolmest peamisest inimesekehas leiduvast
lihasekategooriast, mille hulka kuuluvad silelihas ja skeletilihas. Sidamelihas, nagu ka ske-
letilihas, koosneb sarkomeeridest, mis vdimaldavad lihase kokkutdmmet. Erinevalt skeletili-
hasest on stidamelihas tahtmatu kontrolli all [16]. Teisisdnu, ei ole vaja saada ajust signaali,
et toimuks lihaste kontraktsioon.

Séltuvalt valdkonnast kasitletakse sidamerakke sarnaselt, aga erinevate nlansidega. Raku
bioloogia kontekstis on kardimuUotsuit kontraktsioonivéimeline, ergastuv stidamerakk, mil-
lel on keskne tuum ja spetsiifilised sarkomeeri valgu isovormid, mis eristavad seda teistest
lihasrakkudest, mis tdmbuvb ritmiliselt kokku ilma pausi tegemata [17].

Kardioloogias defineeritakse kardiomuUotstite kui rakke, mis vastutavad sidame kokkutdm-
bumise eest, kasutades selleks keerukaid kontraktiilseid valkude ja ioonitransporterite vor-
gustikke, et tdhusalt teostada kontraktsiooni-relaksatsioonitsuklit [18].

Antud t60 konktestis on oluline meeles pidada, et kardiomuotslit 1) asub siidames, 2) vas-
tutab stidame kontraktsiooni eest ja 3) omab erinevaid ioonkanaleid [19, 16].

2.2.1 Sidamelihasraku ehitus

kardiomuotsiitidest moodustub lihase koosseis, mis vastutab vereringe toimimise eest. Si-
damelihas saavutab selle kontraktsiooni ja relaksatsiooni teel [20]. Selleks, et mbista kuidas
see protsess valja naeb raku tasandil, tuleb ara kirjeldada kardiomuotsttdi struktuur.

Eraldatud sidamerakk on oma kujult torujas ning on keskmiselt 100 — 200 um pikk ning I&-
bim&6t vahemikus 10 — 20 um. Rakku Umbritseb lipiidsest kaksikkihist rakumembraan ehk
sarkolemma, mis on barjaariks rakuvalisele ja -sisesele keskkonnale (joonis 2A). Taiskasva-
nud imetajate sudamelihasrakkude Gheks oluliseks tunnuseks on veel see, et sarkolemma
osana on rakk varustatud pinnalt sissetungivate membraanitorukestega ehk T-tuubulitega.
Sarkolemma sh T-tuubulid sisaldavad endas mitmeid valkude komplekse nagu naiteks pin-
getundlikke ioonkanaleid, ioonvaheteid ja -transporterieid, mis véimaldavad ioonide liikumist
rakku seda Umbritsevast rakuvalisest keskkonnast [21].

Kontraktsiooni ehk mehaanilise t66 teevad rakus ara sarkomeerid. Sarkomeerid on ~1.8 um
pikad (loomaliigiti sakromeeride pikkus erineb) ja on jarjestatud raku pikkisihis. Nad moo-
dustavad raku pikkuseid ahelaid, mida nimetatakse muofibrillideks, illustreeritud joonisel 2B.
Sarkomeerid ise koosnevad valgufilamendist, kus vaheldumisi on &huke aktiin ja paks muo-
siiniflament. Lihaskontraktsiooni kirjeldab libisevate filamentide teooria, mille kohaselt tekib
aktiivne joud, kui aktiiniflamendid libisevad muosiinifilamentidest mdédda, mille tulemusel toi-
mub Uksiku sarkomeeri kontraktsioon [22]. Sidamelihase sarkomeerid ja nendest koosne-
vad muofilamendid moodustavad umbes 50 — 60% kogu raku ruumalast [23].



Joonis 2: Konfokaalmikroskoobi kujutised siiramelihasrakust. Pilt A visualiseeritud sinisega sarkolemma
ja T-tuubulid ning punasega mitokondrid. Pildil B on lillaka varviga margistatud aktiini filamendid, mis on sar-
komeeride koostisosa ning rohelisega on markeeritud mitokondrid. Pilt illustreerib ilmekat seda, kui suure osa
stdamelihasrakust moodustvad sakromeerid ja mitokondrid. Pildid parinevad Taltech kiiberneetika instituuti sts-
teemibioloogia laboratooriumi pildivaramust.

Kardiomuotsuut vajab ka pidevalt energiat, et teha lakkamatult mehaanilist t66d. Selleks
on rakud varustatud suure hulga mitokondritega ehk nn raku jdujaamadega, mis kasutavad
peamiselt rasvhappeid, et slinteesida t60ks kasutatavat "kitust” — ATP-d. Mitokondrid on su-
damelihasrakkudes paigutatud piki rakku miofilamentide vahele ning moodustavad umbes
30 — 40% kogu raku ruumalast [23]. Sealt parineb valdav osa, pea 80% sudamelihasraku
t6oks vajaminevast ATP-st [24].

2.2.2 Lahemalt L-tilipi kaltsiumikanalitest

L-tGupi kaltsiumikanalid leidub nii kardiomuotstutides kui ka teistes ergastatavates rakku-
des, naiteks neuronites. Esimest korda kirjeldati L-tlitipi kaltisumikanaleid perifeersetes neu-
ronites ja sidame rakkudes [25]. Mis muudab LTCC-d komplekseteks on see, et nendes
leidub 10 erinevat a1 alamuhikut, aga vaid 4 (Cav1.1-Cav1.4) neist moodustavad L-tllpi
kaltsiumikanalite poore [26]. Sidamerakkudes leidub pohiliselt Cav1.2 ja CaV1.3 «1 alaihi-
kuid ning ligikaudu 80% L-tuupi kaltsiumikanalite pooridest sidamerakkudes moodustavad
CaV1.2 alamihikud ja vahesemal maaral CaV1.3 ning CaV1.1 [26].

LTCC pohiline roll on olla kaltsiumioonide vahendaja rakusisese ja rakuvalise keskkonna
vahel [5]. Teisisdbnu on kanal vagagi olulisel stidame elektrofiisioloogias ja siidamelihase
korrektses kontraktsioonis. Seetbttu on ta adaptsioonis pohjalikult ara kirjeldatud.



2.3 Kreatiini roll siidamelihases

Kreatiin on hend, mis koosneb kolmest aminohappest ning on konsentreeritud lihastesse
ja ajju. Suuremaosa kreatiinist saadakse katte stilies mereande, kala ja punast liha [27].

Taiendavalt sinteesivad kehas maks, neerud ja kbhundare paevas 1g jagu kreatiini [28],
mis |&bi vereringe jduab rakkudeni. Rakud, naiteks kardiomuotsttdid, on varustatud plas-
mamembraani kreatiini transporteritega, mille abil jduab kreatiin rakuvalisest keskkonnast
rakku [29]. Rakkudes on kreatiini peamiseks rolliks peetud energia homoostaasi tagamine
[30, 31].

Kreatiini roll energia homdostaasi hoidmiseks peitub jargnevas. Kreatiin kataliseeritakse fos-
fokreatriiniks Iabi rakus oleva ensuumi — kreatiin kineaasi — kasutades selleks ATP-d (ATP +
kreatiin <+ ADP + fosfokreatiin + H) [23].

Juhul, kui rakus on ATP tase kodrge, naiteks raku puhkeolekus, vdimaldab antud protsess
talletada energiat fosfokreatiini ndol. Kuna antud protess on kahesuunaline ehk p&6rduy,
siis ATP defitsiidi ehk kbrge energia vajaduse korral saab rakk kasutada fosfokreatiini va-
rusid ATP tootmiseks [32, 31]. Seelabi hdlbustades energia tlekandmist ja puhverdamist
mitokondrite ja ATPaaside vahel [32].

2.4 Sudame elektrofiisioloogia

Siudame elektrofiisioloogia on eraldi haru elektrofiisioloogiast, mis keskendub stidame ja
kardiomUotsuutide elektrilistele toimingutele. Sidame uurimine on olnud labi aegade kesksel
kohal erinevatel pdhjustel. Uks esimesi slidame EKG-sid tehti 1895. aastal ning selleks oli
vaja 600 naela kaaluvat masinat ja viite operaatorit — antud masina ehitas Willem Einthoven
[33]. Seda julgeb autor pidada oma parimate teadmiste juures siidame elektrofiisioloogia
modernse uurimise alguseks.

241 Kardiomiuotsiiitide elektrofiisioloogia

Sutdame elektriline aktiivsus on maaratud stidameraku membraanipotentsiaaliga. Potensiaal,
ehk pinge erinevus rakusisese ja rakuvalise keskkonna vahel, saab eksisteerida ainult tanu
rakku Umbritseva sarkolemma selektiivsusele [21, 34]. Tavaliselt on puhkeolekus rakusise-
ses ruumis rohkem negatiivseid kui positiivseid ioone ja seega on rakusisene ruum negatiivse
potentsiaaliga vorreldes rakuvalise ruumiga. Potensiaali vahe on ligikaudu -85 kuni -90 mV
enamiku sidamerakkude puhul, kuid osades allikates on kasutatud ka teisi pinge erinevusi.
[34, 35].

Selleks, et stida saaks pumbata verd, toimub Uksikute mlotstdtide kontraktsioon, mida koor-
dineerib muotsudtide rakumembraanide (sarkoleemma) elektrilise depolarisatsiooni leviku-
laine. Selle koordineeritud kontraktsiooni hairimine kahjustab siidame véimet verd pumbata
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[36]. Selliseid haireid tuntakse kui arrGtmiatena, mis vbivad pohjustada pikemas perspektiivis
kahju siidame vereringlusele ja méned arttmia tllbid vdivad pdhjustada ka sidame atakke
ja seiskumisi. Valistatud ei ole ka aju ning hingamiselundite kahjustused [37].

2.4.2 Aktsioonipotensiaal

Aktsioonipotensiaal on lUhiajaline raku membraanipotensiaali muutus, mille kaigus memb-
raanipotensiaal tduseb Kiirelt ehk depolariseerub ning seejarel langeb tagasi raku algsele
tasemele (saavutab puhkepotentsiaali) ehk repolariseerub. Selline protsess leiab aset nai-
teks neuronites ja sidamelihasrakkudes [35].

Sudames on pdhiliseks ritmi maarajaks sinoatriaalses sdlmes leiduvad rakud. Antud rak-
kudel puudub puhkepotensiaal, vaid genereerivad pidevalt aktsioonipotensiaali. Slidames
toimub depolarisatsiooni ja repolarisatsiooni protsess aeglasemalt kui teistes rakkudes. Muu-
tused membraanipotentsiaalis eri faasides on tingitud peamiselt kaltsiumi ja kaaliumi liiku-
misest |&bi membraani, kasutades selleks ioonikanaleid, mis avanevad ja sulguvad erine-
vatel aegadel aktsioonipotensiaali jooksul. Kui kanal on avatud, suureneb ioonide elektrili-
ne juhtivus labi vastavate ioonikanalite. Kanalite sulgumisel vaheneb selle ioonide juhtivus.
Senikaua kui ioonid liiguvad Iabi avatud kanalite, tekitavad need elektrivoolu, mis muudab
membraanipotentsiaali [35].

4 4

Joonis 3: Aktsioonipotensiaal. Visuaalne tugi kirjeldamaks aktsioonipotensiaali erinevaid faase [38].

Kui membraani depolariseerub Ule teatud piiri, siis avanevad esmalt pingetundlikud naatrium-
kanalid ning naatrium hakkab liikuda rakku kontsentratsiooni gradiendi tdttu. Naatriumi, kui
positiivsete ioonide vool rakku depolariseerib membraanipotentsiaali veelgi, mille tagajarjel
avanevad T-tuupi kaltsiumikanalid ja depolarisatsioon jatkub (0 faas, joonis 3). Depolarisat-
siooni kaigus kasvab membraanipotensiaal, mis pohjustab L-tltpi kaltsiumkanalite (LTCC)
avanemise ja naatrium kanalite inaktivisatsiooni ning toimub vaikene langus valja minevate
kaalium- ja kloorioonide téttu (1. faas, joonis 3). Depolarisatsiooni 2. faasis toimub sissepoo-
le kaltisumioonide vool 1abi LTCC, mis on tasakaalus valja minevate kaalimioonide vooluga,
mida vahendavad rektifitseerivad kaaliumikanalid (2. faas, joonis 3) [35]. 3. faasis sulguvad
LTCC-d ja kaaliumkanalid plsivad avatud, mille tdttu toimub rakus valjapoolne vool, mis pdh-
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justab negatiivse membraanipotensiaali, ehk repolarisatsiooni (3. faas, joonis 3). 4. faasis on
I6ppenud repolariseerimine ning on saavutatud puhkepotensiaal ning protsess saab korduda
(4. faas, joonis 3). [35]

2.4.3 Siidame elektro-mehaaniline sidestus

Siudame elektrofiisioloogias voib pidada kbige tahtsamaks just elektro-mehaanilist sidestust
(ECC, i.k exitation-contraction coupling). Tegemist on mehhanismiga, illustreeritud tlemise
parempoolse graafikuga joonisel 4, mis seob omahavel raku elektrilise ergastuse ning raku
kontraktsiooni labi kaltsiumi tstitosoolse kontsentratsiooni muutuste [36]. Ainult selle mehha-
nismi abil saab toimida vereringe. Sidame ECC ning sellele koheselt jargnev relaksatsioon
toimub inimese sidames, puhkeasendis, ligikaudu 60-100 korda minutis, ehk olenevalt su-
damel6dkide arvust minutis.

Rakusisese kaltsiumi
kontsentratsioon

Lihasraku

Aktsiooni- kontraktsioon

potentsiaal

sarkolemma mm
Tsiitosool

T-Tuubul

Joonis 4: Elektro-mehaaniline sidestus. Uleval paremal on naidatud skemaatiline illustratsioon elektro-
mehaanilisest sidestusest, mis seob omavahel aktsioonipotentsiaali, kaltsiumi kontsentratsiooni muutuse ja kont-
raktsiooni. Vasak paneel naitab Uhe sidameraku konfokaalset kujutist, millel on varvitud sarkolemma koos rakku
sissetungivate membraanitorukestega ehk T-tuubulitega. Parema alumine paneel kirjeldab ECC siindmuste ja-
da makroskoopilisel tasemel jargnevate etappide kaupa: 1. sarkolemma depolarisatsioon aktsioonipotentsiaali
toimel, mis kaivitab pingetundliku L-tiilipi kaltsiumikanali (LTCC) avanemise; 2. suurenenud diaadilise kaltsiumi
tase aktiveerib RyR-id SR-i pinnal; 3. sellest tulenev kaltsiumi vabanemine p&hjustab raku tsutosoolis kaltsiu-
mi kontsentratsiooni suurenemist, mis omakorda kaivitab kontraktsiooni; 4. algab raku 168gastumine kaltsiumi
eemaldamise tottu SR-i sarkoplasmaatilise/endoplasmaatilise retikulumi kaltsiumi ATPaasi (SERCA), naatrium-
kaltsiumivaheti (NCX) ja plasmamembraani kaltsiumi ATPaasi (PMCA) poolt.

ECC on kirjeldatud alljargnevalt ning skemaatiliselt kujutatud joonisel 4. Aktsioonipotensiaal
liigub médda sarkolemmat ja Iabi T-tuubulite ning tanu sellele toimub rakumembraani de-

12



polarisatsioon. Selle peale reageerivad pingetundlikud L-tlilpi kaltsiumikanalid, mis ava-
nevad ning kaltsium siseneb rakku (joonis 4, etapp 1) [35]. Kaltsiumi sissevool tdstab ra-
kusisest kaltsiumi kontsentratsiooni, mille tagajarjel avanevad rianodiiniretseptroid (RyRd)
sarkoplasmaatilise-retiikulumi (SR, rakusisene organell kaltsiumi talletamiseks) pinnal (joo-
nis 4, etapp 2). See tdstab oluliselt rakusise kaltsiumi kontsentratsiooni [35]. Sellele jargne-
valt seondub vaba kaltsium troponiin-C’ga. Sidustumisel tekivad muutused troponiin-I komp-
leksides, mille tagajarjel paljastub aktiinini molekulil koht, kus vdib seonduda muosiini AT-
Paasiga muosiini peaosa (joonis 4, etapp 3). Sidustumise tagajarjel hiidroliseerub ATP, mis
annab energiat aktiin-muosiin-kompleksis toimuva konformatsioonimuutuse jaoks. Tulemu-
seks on liikkumine muosiinipeade ja aktiini vahel, nii et aktiin- ja muosiinifilamendid teinetei-
sest modda libisevad, IUhendades sarkomeeri pikkust. Protsessi tstklid toimuvad nii kaua,
kuni tsitosoolne kaltsium pusib kérgenenud konsentratsioonis [35]. Kuna kaltsiumi sisse-
vool rakku on peatunud ning toimub aktiivne katsiumi transport tagasi SR'i |abi sarkoplas-
maatilise/endoplasmaatilise retikulumi kaltsiumi ATPaasi (SERCA), naatrium-kaltsiumivaheti
(NCX) ja plasmamembraani kaltsiumi ATPaasi (PMCA) poolt hakkab kaltsium seonduma lah-
ti troponiin-C’st ning sidamelihasrakk saab I66gastuda (joonis 4, etapp 4). Tsikli Idpus seon-
dub muosiini pea kiilge uus ATP, mis torjub ADP valja ja algne sarkomeeri pikkus taastub
[35].

2.4.4 Sidame elektrofiisioloogia uurimismeetodid

Siuidame elektrofiisioloogia uurimiseks leidub mitmeid meetodeid. Meetod millega inimesed
tihedamini kokku puutuvad on elektrofuisioloogiline sidame uuring. Tegemist on diagnosti-
lise protseduuriga, millega hinnatakse siidame elektrilist talitust ja aktiivsust. Protseduuriga
saab maarata sidame ritmihairete teket, olemasolu ning intensiivsust ja maarata sobiv ra-
vi. Uuringut teostatakse kateetrite abil, mis viiakse labi reieveeni siidame d6ntesse. Selle-
le jargnevalt kiirendatakse ja aeglustatakse stidametegevust ning registreeritakse siidame
elektriline aktiivsus [39].

Antud protseduur uurib makroskoopilisel tasemel stidame elektrofiisioloogilist kaitumist. An-
tud t60, aga keskendub Uksikute lihasrakkude elektrofiisioloogia uurimisele. Selleks, et uuri-
da Uksikuid rakke kasutatakse patch clamp tehnikat, mida kutsutakse eesti keeles membraa-
nilapikese meetodiks. Meetodi leiutas Kenneth Cole 1940. aastatel. Kenneth Cole’i meetodi
kuulsaim rakendus on Hodgkin ja Huxley poolt, kes kasutasid seda oma teed rajavates kat-
setes, kus maarati kindlaks kalmaari aksoni aktsioonipotentsiaali iooniline alus.

Membraani lapikese meetodit taiustasid 1976. aastal Neher ja Sakmann. Neher ja Sakmann
rakendasid seda tehnikat esmakordselt pico-amper ioonvoolude registreerimiseks labi Uksi-
kute kanalite rakumembraanides. Varasemalt méddeti sarnaseid Uksikkanali sindmusi taas-
tatud lipiidikihis. Labimurde eest said Neher ja Sakmann 1992. aastal Nobeli Preemia. Nende
poolt tdiendatud meetodi mehaaniline aspekt on vordlemisi lihtne. Mehaaniliselt surutakse 1
pMm labimddduga klaasist mikropipeti ots érnalt vastu rakumembraani. Isoleeritud membraa-
nilapp, mis sulgeb pipeti suu, pannakse seejarel rakuvaliselt kljelt 1abi pipeti kindla pinge
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voi voolu alla, nii, et membraanilapp on isoleeritud llejadnud rakumembraanist [40].

2.5 Elektrofusioloogia modelleerimine
2.5.1 Miks ilildse kasutada matemaatilisi mudeleid?

Kuna raku elektrofiisioloogia séltub naatriumi, kaaliumi, kaltsiumi ja teiste ioonide liikumi-
sest 1abi poollabilaskvate raku- ja rakusiseste membraanide [41] oleks vaja teha mitmeid
kordusmddtmisi iga huvipakkuva kanali, voolu ja kompleksi jaoks. Ehk siis, teha korduvaid
membraani lapikese modtmisi ei ole praktiliselt vdimalik. Taiendavalt on slisteem piisavalt
kompleksne, et uurides erinevaid raku aspekte eraldiseisvalt ei annaks korralikku pilti, sest
antud kanalite ja voolude kaitumine ei ole Uksteisest eraldatud elavas organismis. Selle tdttu
vOetakse kasutusele digustatud lintsustustega matemaatilised mudelid.

Samuti on tegemist mitmekilgsete bioloogiliste protsessidega, kus ei ole voimalik ennustada
susteemi ja uuritava parameetri vdi parameetrite kaitumist, kui antud sisteeme skaleerida.
Skaleerimise all mdeldakse Uleminekuid raku tasandilt kbrgematele tasanditele nagu naiteks
organi tasemele, sest slisteemis esinevad uued kompleksed kaitumismustrid eneseorgani-
seeruvusest ja valiste faktorite mdju kasvab [42, 43].

Probleemiks vdib olla ka eksperimendi andmemassiividest sobivate andmete valja kaevami-
ne ja tdlgendamine. Nende probleemide lihtsustamiseks ja lahendamiseks on samuti mdistlik
kasutusele votta komplekse slisteemi lihtsustatud mudel.

Mainida tuleb seda, et tihtipeale on kasulik rakendada nii kontseptuaalseid kui ka matemaa-
tilise mudeleid koos, et vihendada mdlema mudeli puudujaédke ja leida stigavamaid teadmisi
kasitletaval teemal. Samuti on soovituslik sobivusel kasutada erinevatel skaaladel leiduvaid
mudeleid nii valideerimiseks kui ka uute kaitumiste leidmiseks [42].

2.5.2 loonide liikumise kirjeldamine

Elektrofiisioloogia matemaatilises modelleerimises on oluline kirjeldada ioonvoolusid. Kuna
rakkudes liiguvad ioonid 1abi ioonikanalite médda elektrokeemilisi gradiente - ehk ioonide
likumist mdjutavad nii difusioon kui ka elektrivalja joud, siis tuleb nende kirjeldamiseks lei-
da sobiv valem. On teada, et kui ioonide difusioon Glhes suunas on vdrdne ja vastupidine
elektrivaljast tingitud liikumiskiirusega, siis on saavutatud tasakaal. See juhtub siis, kui trans-
membraanne pinge on voérdne Nernsti tasakaalupotentsiaaliga. Antud suhte tuletas Nobeli
preemia laureaat Walther Nernst 19. sajandi I16pus (1). Samust valemit kasutatakse ara ka
ioonide liikumise kirjeldamiseks ka matemaatilises modelleerimises.

- ()
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Kus E, on Nernsti tasakaalupotentsiaal, R on ideaalse gaasi konstant, T temperatuur Kel-
vinites, z on iooni valents, F on Faraday konstant, xy on rakuvaliste ioonide arv ja z; on
rakusiseste ioonide arv. Selle valemi abil on vdimalik jalgida rakusiseseid ja -valiseid ioon-
konsentratsioone [42].

Nernsti valem ei ole aga eksimatu ja ka selle tottu ei ole ka matemaatilised mudelid eksima-
tud.

» Kui kontsentratsioonid on vaga suured, muutub Nernsti vorrand (1) ebatapseks. Sel-
lisel juhul, kui reageerivate ainete kontsentratsioonid muutuvad vaga suureks, tuleb
potentsiaalide maaramiseks teha katseid.

* Vaga lahjendatud lahuste puhul véib prognoositav potentsiaal ulatuda Idpmatuseni,
mis ei vasta tegelikele tingimustele.

 Vorrandit (1) ei saa kasutada, kui rakku labib vool, sest vool muudab ioonide aktiivsust
(teisiti 6eldes efektiivset kontsentratsiooni) [44].

2.5.3 Raku elektrofiisioloogia kui vooluahel

Mudelite lihtsustamiseks on leitud vagagi lihtne, kuid hasti digustatud meetod. Nimelt, ra-
kumembraanide elektrilist kaitumist saab kasitleda elektriahelana. Esimene selle-laadne ka-
siltus, millest autor on teadlik, tuleneb Hodgkin ja Huxley artiklist, kus uuriti hiidkalmaaride
aksione [45]. Antud artikli eksperimentaalsete tulemuste arutelus pustitati kirjeldus sellest
kuidas kujutada rakumembraani elektrilist kaitumist elektriahelana (joonis 5) . Artiklit imber
sOnastades, voolu saab labi membraani kanda kas, membraani mahtuvuse laadimise teel voi
Iabi ioonide liikumise |abi takistite, mis asetsevad paralleelselt kondensaatoriga [45]. Kogu
vool on jagatud ioonvooludeks ja lekkevooluks. Lekkevoolu alla lahevad naatriumist ja kalt-
siumist erinevad ioonid. loonivoolu iga komponent on maaratud likumapaneva jduga, mida
saab moota elektrilise potentsiaali erinevusena ja labilaskvuskoefitsiendiga, mille méétmeks
on juhtivus [45].

2.6 Sudame mudelite ajaloost

Siudame kirjeldamiseks eksisteerib erinevaid mudeleid ja nende rakendamine soltub eesmar-
gist ja mudelis tehtud eeldustest. Selle t66 kontekstis jaetakse valja dppe-eesmargil loodud
anatoomiliselt korrektsed mudelid, 3-m&otmelised arvutikujutiste mudelid ja teistel eesmar-
kidel loodud mudelid, sest antud kontekstis ei saa neid rakendada. T66s jaetakse valja ka
inimstidame ja teiste loomade elektrofiisioloogia mudelid, sest katseid tehti hiirtestidametel
ja seetdttu on maistlik jadda vastava mudeli juurde.

Autori adapteeritud mudeli mdistmiseks on tehtud Ulevaade elektroflsioloogiliste mudelite
ajaloost, selleks, et moista tehtud mudeli valikut.
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Joonis 5: Narviraku membraan kui elektriahel. Membraani kujutav elektriline vooluahel. Ry, = 1/gnae;Rx =
1/gx;R; = 1/g:;. Kus naatriumi ja kaaliumi ioonvoole labi membraani modelleerivad takistid Ry, ja Rk, mil-
le takistused varieeruvad ajas ja vastavalt membraanipotensiaalile. Teised komponendid on ajas konstantsed.
Véetud Hodgkin ja Huxley originaalartiklist. [45].

2.6.1 Hodgkin ja Huxley elektrofuisioloogia mudel

Toos on eespool mainitud, et sidamerakke saab modelleerida kui elektriahelaid elektro-
fusioloogia kontekstis. Antud formulatsiooni peale, et elektrofiisioloogilisi protsesse saaks
kirjeldada elektriahelatena, tulid Hodgkin ja Huxley oma 1952. aastal avaldatud artiklis [45].
Eespool aga jaeti valja mudeli matemaatiline kirjeldus ning Hodgkin ja Huxley eeldused ja 6i-
gustused antud mudeli rakendamiseks. Kindlasti ei saa jatta valja nende mudeli poolt tehtud
avastusi ja nende tehtud t66 poolt pustitatud klisimusi ja arengusuundasid.

Eespool sbnastati Umber artiklit, et voolu saab Iabi membraani kanda kas siis membraani
mahtuvuse laadimise teel vdi siis ioonide liikumise teel 1abi takistite, mis asetsevad paral-
leelselt kondensaatoriga [45]. Seega, saab membraanivoolule anda jargneva matemaatilise
kuju:

dv
I—CME—FIZ' (2)

kus I on kogu membraani voolutihedus, I; on ioonvoolu tihedus, V. on membraanipotentsiaali
nihkumine puhkepotensiaalist (negatiivne depolarisatsioon). C; on membraani mahutavus
pindalatihiku kohta (eeldatavalt konstantne) ja ¢t on aeg [45]. Kokkuleppeliselt tahistasid Hod-
gkin ja Huxley positiivsete ioonide rakust valja liikumist positiivse elektivooluna.

Sarnaselt on koostatud membraani voolutihedus ka Bondarenko et al. hiire vatsakeste muio-
tsuutide aktsioonipotentsiaali arvutimudelis [46]. Antud valem on kdige lihtsam kirjeldus, mida
saab kasutada. Valem annab membraani mahutavuse, mis on soltumatu V' suurusest ja
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margist ning aja kulgemise mé&ju on vahene [47].

Tdendid selle kohta, et mahtuvusvool ja ioonivool on paralleelsed vdrrandis (2), on mddde-
tud ioonivoolude ja arvutatud ioonivoolude Uhtivus [45]. Mis on saadud vdrrandi (2) ndrkus
on membraani dielektrilisi kadudega mitte arvestamine [45, 48]. Kuna kaod on vdrdlemisi
tlhised siis vdib antud juhul nérkust ignoreerida.

Tanu nende uudsele lahenemisele elektrofisioloogias, ehitasid Hodgkin ja Huxley eduka
narvirakkude elektroflisioloogia mudeli ning autor julgeb vaita, et see on olnud inspiratsioo-
niks paljudele teistele mudelitele ja seda digustatult.

2.6.2 McAllister, Noble ja Tsien

Autori parimate teadmiste juures on esimeseks stidame elektrofiisioloogia mudeliks, mis ka-
sutab Hodgkin ja Huxley formuleeritud vorrandit (2) McAllisteri, Noblei ja Tsieni artiklist parit
mudel, tihti kutsud ka M.N.T mudeliks. Nende loodud mudel sai taiendavaid modifikatsioone
tanu eksperimentaalsete meetodite arengule, mis ei olnud kattesaadavad Hodgkin ja Huxley
jaoks 1952. aastal [49, 45].

Séltumata uutest uurimismeetoditest ja teadmistest on mudeli puudused suured. Esiteks,
McAllister et al. mudel suudab kirjeldada vaid membraani aktsioonipotensiaale. Teiseks, mu-
del ehitati mitmete eksperimentaalsete andmete alusel ja seetdttu ei saanud autorid olla kind-
lad, et eksperimendi labiviimise erinevused ei méjuta mudelit. Mis tegi mudeli arendamise
veelgi problemaatiliseks oli see, et kohati olid andmed kas poolikud voi ebaadekvaatsed [49].

Puudujaakidest ja probleemidest sdltumata, digustasid autorid mudeli loomet sellega, et nad
olid lahenemas tol hetkel olevale eksperimentidest saadavate teadmiste piirini voolukompo-
nentide kineetika ja suuruste valdkonnas. Seet6ttu 16id nad enda mudeli, et eksperimenti-
des genereeritud keerukaid andmeid saaks esitada kvantitatiivselt ja kasutuskdlblikult [49].
Mcallister et al. mudel leidis kasutust teiste mudelite loomes, millest kdige olulisem oli DiF-
rancesco ja Noblei ioonpumpasid ja kontsentratsiooni muutusi sisaldav stidame elektrilise
aktiivsuse mudel [50].

2.6.3 DiFrancesco ja Nobel

Viimane ajalooliselt oluline mudel, mis on vaart mainimist, on DiFrancesco ja Nobeli mu-
del, mis sisaldas endas ioonipumpasid ja kontsentratsioonimuutusi. Mudelis on kaltsiumioo-
nide ammendumine ja akumuleerumine rakuvalises ruumis esitatud kas osaliste diferent-
siaalvorranditega difusiooni jaoks silindrilistes voi sfaarilistes preparaatides, milles rakuvali-
ne kontsentratsioon rakkudevahelises ruumis on uhtlane [50]. Selle abil suudeti teha suuri
samme moistmaks kaltsiumdiinaamikat. Nimelt, suutsid DiFrancesco ja Nobel naidata, et
aeglasemad kaltsium- voi kaltsium-aktiveeritud voolud, nagu naatrium-kaltsium-vahetusvool
vOi kaltsium-kontrollitud voolud vdi palju aeglasem kaltsium-kanal peavad taitma dinaami-
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list rolli. Varasemalt omistati seda Uhte tiubi kaltsiumikanali kineetikale. See mudeli omadus
omakorda tdhendab, et repolarisatsiooniprotsess peab olema seotud inotroopse seisundiga,
mida naitavad ka eksperimentaalsed tulemused [50]. Selle t6ttu oli mudel omal ajal revolut-
siooniline ning on olnud alus sellele jargnevatele mudelite, mida on nadha ka Bondarenko
enda mudelis [50, 46].

2.7 Bondarenko hiire vatsakeste muotsuutide aktsioonipotentsiaali arvutimu-
del

Mudel avaldati esimest korda teadusatriklis 2004. aasta 13. mail [46]. Mudel keskendub
spetsiifiliselt hiire vatsakeste muotstttide aktsioonipotentsiaali modelleerimisele. Mudeli ehi-
tamiseks toetuti membraanilapikese eksperimentaalsetele andmetele. Kus oli véimalik, ra-
kendati Markovi mudeleid ioonikanalite molekulaarse struktuuri ja funktsiooni kujutamiseks.
Komponentide voolude oletatavate molekulaarsete aluste maaramine vdimaldab antud mu-
delit kasutada geneetiliselt muundatud transgeensete hiire sidamerakkude kaitumise simu-
leerimiseks ning on ka Uheks pohi pohjuseks, miks seda adapteeritakse antud t66s. Seda, et
mudelit saab rakendada geneetiliselt moondatud hiirte uurimiseks on olnud selle mudeli suu-
rim labimurre. Mudeli teiseks tdhtsamaks osaks on detailne rakusisene kaltsiumi dinaamika
kirjeldus, ilma milleta ei saaks t66s pustitatud hipoteesi adekvaatselt testida [46].

Bondarenko véttis oma mudeli loomes palju lle eelkaijatest, kaasa arvatud nende puudused.
P&hi puudus mudeli juure on see, et need ehitatakse membraani pinge ja voolu katseand-
mete alusel, kuid need samused katsed ei ole alati taielikud voi ei parine samalt loomaliigilt
[46]. Teisisdnu, puudub kindel standard, mille jargi oleks kdik mudelid loodud. Bondarenko
on oma mudelis probleemi mitigeerimiseks teinud lisanduvaid mé6tmisi, et vahendada eri-
parasid kaalium- ja naatriumvoolude kaitumises. Bondarenko kasutas samuti oma mudeli
loomaks oma varasemalt loodud kaltsiumi gradiendi mudelit, mis samuti vahendab eriallika-
te kasutamise probleemi. Lisaks sellele on mudelis kasutatud ka Jafri, Rice ja Winslow poolt
tehtud vérrandeid [46, 51, 52].

Kogu Bondarenko mudel p&hineb siis 40 tavalisel diferentsiaalvérrandist koosneval komp-
lektil, mis on lahendatud neljanda jargu Runge-Kutta meetodiga, mille ajasamm on 0,0001
ms. Kokku on mudelis 112 vérrandit, mis kirjeldavad ara hiire vatsakeste muiotsuutide akt-
sioonipotensiaali [46].
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3 Metoodika

3.1 Kasutatud eksperimentaalsed andmed

Too6 raames on autor kasutanud katsete andmeid, mis olid talle tagatud juhendaja poolt.
Siiski, on oluline mainida kuidas isoleeriti hiirte sidamerakud ja kuidas neid uuriti.

Toos kasutatud andmed on parit AGAT-knockout artikli eksperimentidest [5]. Originaalselt
uuritakse artiklis arginiiniglttsiinamidiinotransferaasi-puudulikke hiiri. Eksperimendi kontroll-
grupis ei tehtud valiseid geneetilisi modifikatsioone. Antud hiirtel, nii metsiktttpi (WT, kont-
roligrupp), geneetiliselt muundatud (KO) kui ka kreatiiniga toidetud KO (KO+Cr), olid stida-
mest isoleeritud rakud adregeeniliselt stimuleeritud isoprenaliiniga ja osad stimuleeritud ilma
isoprenaliinita. Uurimisaluseks on vdetud ainult adregeeniliselt isoprenaliiniga stimuleeritud
rakud kuna méddetavad voolud isoprenaliini korral on suuremad [5] ning erinevused on sel-
gemini eristatavad.

Katseandmed, mida antud t66s kasutati olid, mdddeti kasutades membraanilapikese mee-
todit, kus kontrolliti membraanipotentsiaali ning mdddeti voolu 1abi L-tulpi kaltsiumi kanali-
te vastavalt potentsiaali muutmisele -80 mV’It 0 mV’le ja tagasi. Teiste, membraani labivate
voolude tdkestamiseks olid kasutusel farmakoloogilsed votted. Naatriumi vool oli inhibeeritud
tetrodotoksiiniga ja kaaliumi voolu tdkestamiseks asendati raku valises kui ka mikropipeti la-
huses kaalium tseesiumiga. Samuti, enne mddtmiste tegemist tihjendati raku SR kaltsiumist
kasutades kofeiini. Katseandmed olid méddetud 0.0001 ms ajasammuga ning normeeritud
raku mahtuvusega. Tulpine méddetud LTCC kaltsium vool on néidatud joonisel 6 sinisega.

3.1.1 Eksperimentide metoodika

Hiired olid hoitud kohalikus vivaariumis ning neile oli tagatud pidev ligipaas veele ja toidule,
22-23 kraadises keskkonnas 12 tunnise pimeda-valge tsiklis. KO grupp oli eraldatud WT
grupist, et valtida kreatiini tarbimist 1abi kaprofaagia. Kuna KO hiired olid kdhnemad, aga
aktiivsed, hoiti KO hiiri gruppides. KO hiirtele tagati margtoitu ja soojenduslamp uhel pool
puuri, et hiired saaksid end termoreguleerida vastavalt vajadusele. Kdigile hiirtele tagati sa-
mat tadpi toitu, ainsaks erinevuseks oli KO+Cr grupp. Antud grupi toidus oli lisa kreatiini
(5g/kg kohta) [5]. Kdik KO+Cr ning WT hiired, kes andsid oma elu eksperimendi jaoks, olid
vanuses 6.5 kuni 16.5 kuud. KO grupi hiired olid vanuses 6.5-7.5 kuud vanad enne oma elu
andmist [5],

Loomade genotllpimiseks viidi 1abi polimeraasi ahelreaktsiooni vastavalt artiklis leiduva-
le protokollile. Taiendavalt varviti osa kaltsiumist fluorestseeruva varviga, et oleks véimalik
labi viia kaltsiumikaitumise uurimine fluorestsents mikroskoopia abil ning sellega on antud
mudelis arvestatud [5].
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3.2 Toos adapteeritud matemaatiline mudel

Td6s tehtud adaptsioonis on mudelis ainult 32 vérrandit. Kuna adapteeritav mudel on loodud
aktsioonipotensiaali (AP) modelleerimiseks, siis arvutatakse Bondarenko mudelis membraa-
nipotensiaali muutu. Kaesolevas adaptsioonis oli juba katseandmetes ette antud memb-
raanipotensiaali muut. Seega tuli mudelis teha vastavad muudatused, et mudel arvutaks
LTCC voolu, vastavalt eksperimentides kasutatud potentsiaalidele. Selleks toodi sisse mu-
deli optimiseerimiseks ka membraanipotensiaali valem optimiseeritava vahemiku jaoks (Lisa
1, vorrand L4). Teisisénu, adaptsioonis ei otsita AP muutusi vaid LTCC voolu. Selle tottu jaeti
adaptsioonis valja koik vorrandid, mis ei mdjuta LTCC voolu. Selle téttu ei leidu adaptsioo-
nis naatrium ioonkanalite ega kaaliumkanalite vérrandeid valja arvatud naatrium-kaltsium
ioonvahetajat kirjeldav vdrrand (Lisa 1, vérrand L26). Vdrrandite valja jatmisel oli ka teine
praktiline p&hjus, milleks oli arvutusaja vahendamine.

Katsetes kasutati ka fluorestseeruvat indikaatorvarvi rakusisese kaltsiumi kontsentratsiooni
muutuste registreerimiseks. Kuna antud varviga seondub kaltsiumiga, ehk kaitub kui kaltsiu-
mi puhvrina, siis tuli lisada mudelisse vastav vorrand (Lisa 1, vérrand L32).

Kuna eksperimentides olid valja lUlitatud kanalid, mis vastutasid kaltsiumi vabanemise flukt-
suatsioonide (J,.;) eest, siis muudeti ka adapteeritud vérrandeid nii, et (J,.;) oli vordsustatud
nulliga.

Mudelit adapteerides muudeti ka mdnede Uhendite konsentratsioone, et need vastaksid Laas-
maa poolt labi viidud eksperimentidele ja seetdttu erievad Bondarenko poolt kajastatud kon-
sentratsioonidest mdnel kohal. [5, 46].

Kdik kasutatud mudeli vdrrandid ja parameetri vaartused on valja toodud Lisas 1.

3.2.1  Mudeli optimiseerimine vahimruutudega

Adapteeritud mudelil viidi iga eksperimendi jaoks labi optimisatsioon, et leida uuritavate pa-
rameetrite reaaleluliselt ligildhedased vaartused. See on oluline, sest antud parameetreid
otseselt uurida ei ole kahjuks lihtsasti teostatav ja seetdttu on modelleerimine ainus realistlik
moodus saada kéatte otsitavad vaartused.

Selleks, et mudelit optimiseerida, pidi mudel suutma véimalikult ligildhedaselt modelleerida
eksperimentaalses teel saadud slidame aktsiooni-potensiaalis olevaid voolusid. Antud Ules-
ande taitmiseks rakendati optimiseerimiseks vahimruutude meetodit.

Meetod valiti autori poolt juhendaja soovitusel, sest tegemist on lihtsa optimiseerimismeeto-
diga, mida rakendatakse laiadlaselt ja sellele on ehitatud Pythonis ulatuslik teek, scipy, kust
imporditi sisse least _squares meetod [53].

Katseandmeid Iahendades mudeliga olid otsitavateks parameetriteks vdetud; Esiteks, kalt-
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siumi difusiooni ajakonstant tsutosoolist diaadilisse ruumi 7, 7.,.. Teiseks, kaltsiumi poolt poh-
justatud LTCC inaktivisatsiooni pool-killastumise konstant, K, qr. Kolmandaks, L-tGupi
kaltsiumkanali pé6rdumispotentsiaal, E¢,r,. Neljandaks, eksperimendi moonutusfaktor, 7z¢.
Viies ja viimane kohandatud parameeter oli Spetsiifiline maksimaalne juhtivus L-tllpi kalt-
siumkanalil, g1, Optimiseerimise kaigus kohandati loetletud parameetreid kuni soositud to-
lerantsini (suurusjargus 10~8). Optimisatsiooni Idpus genereeriti graafik, mis siis vérdles mu-
deli tulemust eksperimentaalse vooluga. Naide katseandetest ja optimiseerimise tulemusest
on toodud joonisel 6.
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10 - oodetu e
Arvutatud —2 - /
5 1
5 54/
< od_, < /
g / g —06 /
> =57 f > ;‘/
—8 /
~10 1 | —— Md&odetud
/ Arvutatud
T T T T T _10 _I T T
0 250 500 750 1000 100 200 300
Aeg [ms] Aeg [ms]

Joonis 6: Voolu viahimruutude optimisatsioon. Vahimruutude optimisatsiooni naide, kus lahendati mudelit,
et sobituda eksperimendis mdddetud vooluga (sinine) mudeli voolu (oranz). Joonise vasakul pool on terve eks-
perimendi mdddetud voolu graafik koos mudeli optimiseeritud vooluga. Paremal pool on ainult optimiseeriseks
valitud ajalbik.

Kuna katsetes kasutati RC-ahela manuaalset kompenseerimist, mis ei ole vdimeline taielikult
kompenseerima voolu fluktuatsioone, tuli lisada moonutus mudeli poolt arvutatud LTCC voo-
lule. Seetdttu oli ka moonutusfaktor 7z¢ valitud Gheks otsitavaks parameetriks vahimruutude
meetodiga.

Saadud optimiseeritud parameetrid salvestati vastavalt eksperimendi identifikaatori jargi eral-
di .csv failidesse. Jargnevalt koguti kdikide eraldatud eksperimentide failid kokku Uihte csv
faili ning jatkati saadud tulemuste statistilise olulisuse ning kirjeldava statistika uurimisega.

3.3 Programmeerimiskeel ja mudeli kdttesaadavus

Td6s adapteeriti Bondarenko hiire vatsakeste muotsuttide toimimispotentsiaali arvutimudelit
Pythoni 3. versioonis ning programmeerimiseks kasutati Spyder IDE [54, 53] ja kbik t66s
rakendatud skriptid ja versioonid on laetud lles GitHub’i. Python [53] valiti oma lihtsuse ja
mugavuse tottu ning loodud skriptid laeti Ules GitHubi, et autoril ja juhendajal oleks lihtne
hoida silma peal tehtud muudatustel ja tdstata vajadusel probleeme. Teiseks oli soov teha
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kood lihtsasti rakendatavaks ja loa kiisimisel jagatavaks huvitatud osapooltele.

3.4 Statistika

Antud t66s kasutati gruppide vaheliseks statistilise erinevuse hindamiseks dispersioonana-
IUUsi. Dispersioonanallilisiga, saab vdrrelda enam kui kahte gruppi nende keskvaartuste
pohjal. Dispersioonanallitsi kdige lihtsam mudel on One-Way ANOVA ehk hesuunaline
ANOVA, mis eeldab vahemalt kahe tunnuse olemasolu: kategoorilise- ja arvtunnuse [55, 56].

Antud t606s kasutati JASP tarkvara statistika tegemiseks kuna tegemist on laialt levinud vabalt
kattesaadava tarkvaraga. Autor valis selle programmi just eelneval pdhjusel ja ka tarkvara
lihtsuse ja kiiruse téttu [57].

Selleks, et teha dispersioonanallilisi peavad jargnevad tingimused olema taidetud:

+ s6ltuv muutuja peab olema mélemas grupis normaalselt jaotunud;
+ vorreldavad grupid peavad olema iksteisest séltumatud;
+ dispersioonid vorreldavates gruppides peavad olema ligikaudu vérdsed;

» sdltuv tunnus peab olema arvtunnus [55, 58, 59].

Eksperimendi andmed on séltumatult ning kdik méddetud arvtunnused on sdltumatud ja iga
modtmine vastab Ulimalt Ghele hiirele. Kategoorilised tunnused on samuti séltumatud ning
on tehtud eeldus, et dispersioonid vorreldavates gruppides on ligikaudu vordsed.

Taiendavalt kontrolliti kdigi optimiseeritud parameetrite normaalsust ning selleks rakendati
Shapiro-Wilks testi ja andmeid kontrolliti ka visuaalselt Q-Q joonisega. Rakendatud testimis-
meetodi avaldasid Sapiro ja Wilk 1965. aastal [60] ning valiti selle téttu, et see on Uldlevinud
andmete normaalsuse kinnitamise test.

Q-Q joonis, ehk kvantiil-kvantiil joonis, on visuaalne t6driist mille abil saab kiiresti visuaalselt
hinnata kas antud andmed tulevad gaussi- vdi eksponentsiaaljaotusest. Juhul kui meie and-
med moodustavad ligikaudu 45 kraadise nurgaga sirge, siis voib olla kindel, et andmed on
jaotunud normaaljaotusele vastavalt [61].
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4 Tulemused

Antud t66 eesmargiks oli saada vastus kisimusele, kas kaltsiumi likumine siidameliasrakus
diaadilisest ruumist raku tstitosooli on muutunud WT ja KO grupi vahel ning kas KO hiirte
kreatiiniga toitmine avaldab efekti? Selleks kasutati katseandmete Idhendamist matemaatili-
se mudeliga, mis vdimaldab maarata kaltsiumi liikumist tsltosoolist diaadilisse ruumist kirjel-
davat ajakonstanti, 7, ... Alljargnevalt on valja toodud 7, ., parameetri vaartuste statistiline
anallus erinevate fenotllpide ja sugude vahel.

4.1 Normaalsuse kontroll

Parameetri 7, s, normaalsuse kinnitamiseks joonistati JASP tarkvaraga QQ-graafik, mis on
ka valja toodud joonisel 7 [57]. Jooniselt on ndha, et andmepunktid moodustavad ligikaudselt
sirge ning voib olla kindel, et andmed jaotunud normaalselt. Seda kinnitas ka tehtud Shapiro-
Wilksi test, mille tulemuseks saadi p-vaartuseks 0.975, mis jaab markimisvaarselt kaugele
kriitilisest piirist.

(@) - N W
| | | |

Standardized Residuals

I B A R B
3 -2 -1 0 1 2 3

Theoretical Quantiles

Joonis 7: Parameetri 7, s., QQ-graafik

4.2 ANOVA tulemused

DispersioonanaliiUsis, nagu eelnevalt mainiti, oli valitud arvtunnuseks 7, ..., kategoorilisteks
tunnusteks valiti sugu ja fenotltp. Uurimise all olid ainult S-adrenergiliselt isoprenaliiniga
stimuleeritud sidamerakud. ANOVA labiviimisel valiti soovituslikult 2. tidpi summeerimine
ning JASP tarkvara rakendades saadi jargnevad tulemused [57].

Tabelis oleva Uhesuunalise ANOVA tulemused naitavad testis olevate faktorite mdjusust. On
naha, et mitte Ukski antud faktoritest ja faktorite vahelistest interaktsioonidest ei too esile sta-
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Tabel 1: Kaltsiumi liikumise diaatilisest ruumist tsttosooli kirjeldava ajakonstandi, 7 ¢.., ANOVA tulemused, Va
- Vabadusastmed

Mudel Ruutude summa Va Ruutkeskmine F p
Sugu 0.616 1 0.616 0.368 0.548
Fenotiip 0.024 2 0.012 0.007 0.993
Sugu * Fenotulp 0.516 2 0.258 0.154 0.858
Resiidid 56.899 34 1.673

tistiliselt olulist erinevust. Ehk siis, p-vaartused ei ole Uletanud 0.05 olulisusenivood, mis on
bioloogias Uldlevinud olulisusnivoo. Teisisbnu, ei saa aktsepteerida null-hlpoteesi, et kalt-
siumi diffusioon KO hiirtes on rohkem takistatud kui WT hiirtes Ghesuunalise ANOVA alusel.

4.3 Kirjeldav statistika

Tulemuste paremaks moistmiseks koostati ka kirjeldava statistika joonised. Joonisel 8 on
vélja toodud KO, KO+Cr ja WT gruppide 7, ., vordlus, millest saab vélja lugeda seda, et
visuaalselt olulist erinevust ei esine gruppide ega sugude vahel. Suured standardvead on
graafikul omaparased bioloogias ning suur viga tuleneb sellest, et on mitmeid faktoreid mis
vdivad tulemusi mojutada, aga neid faktoreid Uhtsena hoida ei ole lihtsalt teostatav.

7.5~ sugu
7.0
6.5 -
= 6.0
| 5.5 -
5.0 -
4.5
4.0 -

® O
=l

ms]

tau xfer

{ x {
KO KO+Cr WT

fenotitp

Joonis 8: Parameetri 7, ., gruppide ja sugude (F— emased, M — isased) vaheline vordlus, keskvaartused koos
standardveaga kuvatud.

Joonisel 9 on raincloud graafik emastest hiirtest, kus punktide jaotuses ei ole ndha suuresti
erinevaid andmepunkte, mis erineks oluliselt teistest vaatlustest. Taiendavalt on joonisel ka
jaotustihedus joonistatud, kuid vaheste andmepunktide t6ttu ei saa neid lugeda tapseteks.
Joonisel 10 on samuti naha raincloud graafikut isaste hiirtele.
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Joonis 9: Parameetri 7. s, emaste hiirte raincloud joonis.
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Joonis 10: Parameetri 7, s, isaste hiirte raincloud joonis.
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4.4 Teiste muutujate anallius

Mudeli optimiseerimise teel leitud 7, ¢, vaartuste puhul ei leitud statistiliselt olulist erinevust
gruppide vahel. Kuna mudelis said ka LTCC parameetrid optimiseeritud sai boonusena uuri-
tud ka LTCC parameetrid. LTCC parameetreid uuriti samade meetoditega nagu parameetrit
Tz fer- Uurides tekkis esialgne lootus, et muutunud parameetril E¢,;, leidub statistiliselt oluli-
ne erinevus, kuid kirjeldava statistika Iahemal uurimisel ei saanud see kinnitust. Teiste para-
meetrite nagu K. nair j@ gcar 1@hemal uurimisel ei leitud ka nendel parameetritel gruppide
vahelisi statistiliselt olulisi erinevusi. eksperimendi moonutusfaktori 7z~ uurimisel ei leitud
ka mingit olulist erinevust gruppide vahel, mis oleks vdinud viidata RC-ahela manuaalses
kompenseerimises tehtud vigadele antud t66s.
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5 Arutelu

Too6s kasutatud mudel on adaptsioon Bondarenko et al. 2004. aastal koostatud hiire vat-
sakeste muotsiitide aktsioonipotentsiaali arvutimudelist, et uurida kreatiini puudulike hiirte
kaltsiumi difusiooni diadilisse ruumi tsttosoolist. T66 alguses pustitati hipotees, et 7, ¢, eri-
neb oluliselt WT, KO ja KO+Cr hiirte vahel. Juhul kui antud hiipotees osutuks tdeseks, saaks
Oelda, et kreatiini puudulikus omab kaltsiumi difusioonis tstitosoolist diadilisse ruumi olulist
rolli. Teisisdnu, 7., omaks rolli muutunud kaltsiumi vooludes ja sidame kaitumises krea-
tiinipuudulike hiirte sidametes. Td0s kasutati hlpoteesi uurimiseks mudelit ja mudelit op-
timiseeriti vahimruutudega. Saadud tulemuste anallUsi jargselt tuli hipotees Umber likata.
Sellele jargnevalt uuriti ka teisi parameetreid, mida eespool optimiseeriti, juhul kui mdni teine
parameeter naitab olulist erinevust muutunud kaltsiumvoolude puhul. Seda aga ei juhtunud.

Nimelt, to0s adapteeritud mudel ja selles sisalduv huvipakkuv parameeter 7., €i omanud
Uhesuunalise ANOVA jargi statistiliselt olulist erinevust uuritavate gruppide vahel. Tulemust
toetasid ka kirjeldava statistika joonised, kus ei tuvastatud statistiliselt olulisi kdrvalekaldeid.

Taiendavalt uuriti teiste huvipakkuvate parameetrite statistilist olulisust Gihesuunalise ANOVA-
ga. Samuti tuli tédeda, et parameetrid Ecqr, Kpehaif, 9car ja Tre, €i oma statistiliselt olulist
rolli.

Bondarenko mudelil on olemas puudused nagu kdigil teistel mudelitel ning neid tuleb kindlasti
meeles pidada kui antud mudelit rakendada teadustdos.

Esimene kitsaskoht on see, et mudel koostati 2004. aastal ning loodi tolle aja parimate tead-
miste juures. Tanaseks on kindlasti teadmised ja médtmised edasi arenenud, aga mudel
on siiski vordlemisi uus ja autor ei ole hetkel teadlik teistest laialdaselt kasutuses olevatest
arvutimudelitest, mida oleks saanud adapteerida [46].

Teine kitsaskoht on see, et mudeli loomises on kasutatud erinevate eksperimentide memb-
raani lapiksese eskperimentide andmeid. See on probleemne, sest nii ei saa olla kindel, et
koik mootmiste andmed on samad, sest eksperimentide metoodikad erinevad ja keskkonna
tingimused erinevad markimisvaarselt. Kohati olid andmed puudulikud ning sellistel juhtu-
del kasutati teiste sarnaste loomaliikide pingeklambri eksperimentide andmeid, et sailitada
parim Uhtsus mudelis [46].

Lisaks, on mudelis méningaid ndrkusi. Nimelt, mudelis katlsiumvoog labi SERCA (J,,,) tagasi
SR-i ei vota arvesta SR-i kaltsiumi kontsentratsiooni ning soltub ainult tsutosoolsest kalstiumi
konsentratsioonist. See tdhendab, et SERCA voib pumbata kaltsiumit tagasi SR-i Idpmatult,
mis ei ole fisioloogiliselt véimalik. Probleemi lahendamiseks on mudelis see viidud tasakaalu
labi SR-i kaltsiumi lekke vooga (Jj..x) (Lisa 1, vorrand L20), et hoida SR-i kaltsiumi kontsent-
rasioon fusioloogilisel tasemel. Mis on veel problemaatiline on see, et .J,,;, vorrandis (Lisa 1,
vorrand L21) ei ole arvestatud SR-i ja kaltsiumvoolu muutustega ning selle téttu vaib J,,
tdmmata negatiivseks rakusisese kaltsiumi konsentratsiooni. See on muidugi véimatu, sest
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negatiivse kaltsiumi konsentratsiooni olemasolu ei ole vdimalik ja samuti keelab seda os-
moos. Sellest sbltumata on antud mudel sobiv antud t66s pustitatud hipoteesi testimiseks,
juhul kui hoida esialgsed parameetrid maoistlikud.

Mudeli adapteerimise jargselt optimiseeriti mudelit iga eskperimendi jaoks vahimruutude
meetodiga. Vahimruutude meetod valiti lihtsuse ja juba olemasoleva Scipy teegi tottu, mis te-
gi programmeerimise lihtsaks. Siiski, voib pustitada kisimuse kas antud meetod on piisavalt
tapne ja kas antud t66s valitud tolerants on piisav? Uldiselt on tegemist subjektiivse valikuga,
kuid pdhiline tapsuse piiraja oli arvutusaeg. Kuna optimisatsioon viidi labi mitmeid kordi ning
Uhe eksperimendi optimiseerimine vdis vétta ligikaudu 5 minutit, siis ei hakatud suurendama
optimiseerimise tolerantsi ega kasutama arvutuslikult intensiivsemaid meetodeid.

Siiski, mudeli optimiseerimine vahimruutudega andis vagagi haid tulemusi ning parameetrite
optimisatsioonidega sai jaada rahule.

Mis jai uurimata on see, et kas Uhesuunalise ANOVA puhul tehtud eeldus, et dispersioon
on gruppide vahel vorreldav on téene. See on lks voimalik koht, kus tuleks teha taiendav
kontroll, et olla kindel, et tehtud test oli diglane. Samuti, eksisteerib 3 erinevat summeerimise
meetodit ANOVA-s. Autor uuris eri allikatest, milline neist oleks kdige digem kasutada ja
otsustas, et kdige paremini ANOVA mudelite testimiseks sobib teist tlilipi summeerimine.
Siiski, oleks vaart uurida ANOVA tulemusi ka esimest ja kolmandat tlilipi summeerimisega.

Autor spekuleerib ka seda, et gruppide suurused olid vdrreldavad ning piisavad analliUsi te-
gemiseks. Kindlasti tuleks kasuks suurendada gruppide arvu, aga selleks oleks vaja inves-
teerida markimisvaarne kogus ressursse hiirte kasvatamisse. Kui suurendada gruppe tekib
ka eetiline kiisimus — kui palju on vaja ohverdada elusid, et teha antud eksperimenti?

Arvestades vdimalike vea- ja paranduskohti, saab siiski teha jarelduse, et kreatiinipuudulikes
hiirtes ei ole olulisi muutusi kaltsiumi difusioonis tstitosoolist diaadilisse ruumi, mis seletaks
muutunud kaltsiumkaitumist AGAT-KO hiirtes. Taiendavalt ei vastuta ka teised parameetrid,
mis on seotud tslUtosooli ja diaadilise ruumi kaltsiumdinaamikaga, muutunud kaltsiumkai-
tumist rakus. See viitab sellele, et sGdamerakus vastutab rakus muutunud kaltsiumdiinaa-
mika eest moni muu raku kompleks voi piirkond. Kuna t66s testiti Uhte kolmest vdimalikust
kandidaadist, mis olid véetud Laasmaa et al. 2021. artiklist [5], siis on soovituslik Iahemalt
uurida SR ja SERCA rolli ja nendega seotud parameetreid, mis aitaks seletada muutunud
kaltsiumdinaamikat AGAT-KO hiirtes.

Teisena saab jareldada seda, et kreatiini suplementeerimine ei oma tahtsust kaltsiumi difu-
sioonis tsltosoolist diadilisse ruumi. Seega, kreatiini suplementeerimine peab mdjutama teisi
faktoreid ja parameetreid, mis seletaks miks kreatiini suplementeerimine taastab normaalse
kaltsiumdinaamika AGAT+KO hiirtes.

Juhul kui mdni teistest hetkel olevatest kandidaatidest ja vastavatest parameetritest osutub
oluliseks kirjeldamaks muutunud kaltsiumikaitumist, siis oleme sammu Idhemal seletamaks
kuidas kreatiini suplementeerimine aitab hoida ara sudame vaarkaitumist. Sellisel juhul on
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vdimalik vahendada surmavate aritmiate ja teiste seotud tisistuste teket vordlemisi odavalt.
Seda toetab fakt, et iheks suuremaks surmapdhjuseks maailmas on stidame ja vereringkon-
na haigused/probleemid. Juhul kui saab hoida ara vaiksemagi koguse surmasid, on olnud
tehtud uuringud edukad ja olulised ja labi selle saab kasutada niigi vaikeseid meditsiini re-
sursse paremini.

Kuigi tdos pustitatud htupotees lUkati Gmber ning leiti, et kreatiini puudulikus ei pdhjusta muu-
tusi kaltsiumi liikkumises diaadilisest ruumist tsitosooli, siis antud t66s saadud tulemus viib
meid lahemale mdistmaks, millised parameetrid ja asukohad slidamerakus on mdojutatud
kreatiinipuudulikusest ja kreatiini suplementeerimisest. Labi selle jbuame lahemale ravile,
millega saab ara hoida geneetilise rikke tottu tekkinud tdsiseid tusistusi ja surma.
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6 Tanuavaldus

Autor soovib tanada Marko Vendelini, et aratas minus taas soovi ja huvi tegeleda bioftilisika,
bioloogia ja piiratud koguses ka keemiaga, et IB’s opitud teadmised ei laheks raisku. Autor
samuti kartis, et ammu &pitud teadmised Pythonis, mis ei olnud tolleks hetkeks leidnud pide-
vat ning konkreetset rakendust, ei ole piisavad, aga koik hirmud kadusid kui 6eldi, et kusagilt
tuleb ikkagist alustada. Seda kuuldes oli t66 autor kindel, et antud teema sobib talle, et en-
nast proovile panda ja anda enda parim panus. lima Marko Vendelinita ei oleks antud t66d
autor teinud.

Kuid tsentraalsel kohal on autori jaoks ikkagist tema juhendaja Martin Laasmaa, kes igal
sammul toetas autorit headle suunitlustega ning aitas jalgida konkreetset plaani. Taienda-
valt tuli Gllatuseks see, et mudelis oli vaja teha tugevat t66d diferentsiaalvérranditega, millega
enesekindlust nappis, kuid Martin Laasmaa ei lasknud mul isegi hetkeks kdhelda autori os-
kustes ja alguses palus iseseisvalt pusida nende lahendamisega, siis dpetas selgeks digel
viisil lahendamise. Teekonnal aitas ta parandada mitmeid vigu ning naitas kuidas teha as-
ju paremini, jagades minuga oma kogemusi |abi mille sai mudel ja t66 kdvasti paremaks.
Ukski 6ppetund ei ole veel raisku ldinud. Peamine, mida saab kaasa vétta on julgus uskuda
endasse, et autor astuks julgeid samme teaduses ja professionaalses elus.

Samuti tahan tdnada Dmitri Kartofelevi, kellega labisin oma praktika ning sain ka praktilised
teadmised Pythonist, et teekonda alustada. Lisaks, olen tanulik ka Kert Tammele, kes andis
head ndu erinevate voimalike mudeli puuduste kohta. Muidugi ei saa valja jatta ka koiki
minu tudengiteel kohatud professoreid ja teadureid, kes proovisid mind harida oma parimate
oskuste juures.

Viimase asjana tanab autor oma pere. Tanan oma vanemaid, kes moistmata miks ma fldsi-
kat 6pin vdi miks ma sellise 16putd6 otsustasin teha, toetasid mind tingimusteta minu teekon-
nal. T&nan oma lahedasi sbpru, kes aitasid mul distsipliini hoida ja oma kasse, kes sundisid
mind tegema pai ja mangu pause, et sailitada rahu ja kindel siht.
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7 Annotatsioon

To6s on vbéetud eesmargiks uurida kaltsiumi diinaamikat ja kaltsiumvoole arginiini-glutsiini
amidinotransferaasi-nokaut (AGAT-KO) ja kreatiini suplementeeritud hiirtes (KO+Cr). Kont-
roligrupiks voeti ilma geneetilise modifikatsioonidega hiired (WT). Hupotiseeriti, et eristuvat
kaltsiumi kaitumist uuritavate hiiregruppide vahel seletaks kdige paremini kaltsiumi difusioon
tsutosoolist diaadilisse ruumi.

Difusiooni kirjeldamiseks on ajakonstant 7, ... Kisimusele vastuse leidmine aitab kindlaks
teha, kas AGAT-KO hiirtes on kreatiini puudulikus kaltsiumi difusioonis tstitosoolist diadilisse
ruumi olulisel kohal. Teisisonu, kas 7, r., oleks keskses rollis muutunud kaltsiumi vooludes ja
stidame kaitumises kreatiinipuudulikes hiirtes. Taiendavalt uuriti ka osasid L-tudpi kaltsium-
kanalite kaitumist mojutavaid parameetreid, et ndha kas katseandmetest leitud muutused
kaltsiumkaitumises on nendest pohjustatud.

Hipoteesi testimiseks adapteeriti Bondarenko et al. hiire vatsakeste muotsiiitide aktsiooni-
potentsiaali arvutimudel. Huvipakkuvaid parameetreid adapteeriti Pythonis ning optimiseeriti
vahimruutude meetoditega iga labi viidud eksperimendi jaoks. Saadud eksperimentide opti-
miseeritud parameetrite vaartusi vorreldi KO, KO+Cr ja WT gruppide vahel, et leida statisti-
liselt olulisusi erinevusi rakendades Uhesuunalist ANOVA-t.

Antud tO0s leiti, et kaltsiumi difusiooni ajakonstandil 7, ¢, puudus statistiliselt oluline erinevus
gruppide vahel. Samamoodi ei leitud statistiliselt olulist erivust ka teiste parameetrite puhul.
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8 Abstract

The aim of this thesis is to study calcium dynamics and calcium fluxes in arginine-glycine
amidinotransferase knockout (AGAT-KO) and creatine-supplemented (KO+Cr) mice. Mice
without genetic modifications (WT) were used as a control group. It was hypothesized that
the altered calcium diffusion from the cytosol to the diadic space, described by the time
constant 7, f.,., would best explain the altered calcium behavior between groups. Finding the
answer to this question will help determine whether creatine-deficiency in AGAT-KO mice
plays an important role in altered calcium dynamics.

In other words, would 7., play a key role in altered calcium fluxes and cardiac behavior in
the hearts of creatine-deficient mice. In addition, a selection of parameters influencing the
behaviour of L-type calcium channels were also investigated to see if they were responsible
for the changes in calcium behaviour found in the experimental data.

To test the hypothesis, a computer model of the action potential of mouse ventricular myocy-
tes was adapted from Bondarenko et al. Parameters of interest in the model were adapted
in Python and optimized using the least squares method for each individual experiment.
The optimized parameter values of the resulting optimization were compared between KO,
Ko+Cr, and WT groups to find statistically significant differences using a One-Way ANOVA.

In the present thesis, it was found that there was no statistically significant difference in the
calcium diffusion time constant 7, ... Similarly, no statistically significant difference was found
between groups for the other parameters of interest.

37



9 Lisad

Lisa 1. Mudeli vérrandid ja muutujad

Valemid ilmuvad koodis olnud jarjekorras.
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Tabel 2: Mudelis kasutatud parameetrite vaartused koos Uhikute ja luhikirjeldusega.

Parameeter | Vaartus ja Uhik Kirjeldus

R 8.314 J/(molK) Ideaalse gaasi konstant

F 96.485 C'/mmol Faraday konstant

T 298 K Toatemperatuur

Acap 1.534 - 10~* ¢m? Mahutav membraanipindala

Chrnem 1.0 uF /em? Membraani erimahtuvus

Vinyo 25.84-1075 uL Mioplasma ruumala

Vinem our —80.0 mV Puhkepotensiaal

Na; 14237.1 uM Muoplasmi naatriumi konsentratsioon

Na, 150000 puM Naatriumi rakuvaline konsentratsioon

n 0.35 Dimensioonita abi muutuja, mis kontrollib naatrium-
kaltsium ioonide vahetuse sdltuvust

Emya 87500 uM Naatriumi pool killastumise konstant naatrium-kaalium
ioonide vahetusel

ksat 0.1 Dimensioonita naatrium-kaalium ioonide vahetuse kiil-
lastumise faktor vaga negatiivsete potensiaalide puhul

Eme., 1380 uM Kaltsiumi pool killastumise konstant naatrium-kaltsium
ioonide vahetusel

kNaCa 292.8 pA/pF skaleerimisfaktor naatrium/kaalium ioonide vahetusel

Irmaz,pCa 1.0 pA/pF Maksimaalne kaltsiumi pumba vool

kmpca 0.5 uM Kaltsiumi pool killastumise konstant kaltsiumpumba
voolule

Caig 0.11079 uM Kaltsiumi konsentratsioon tstitoplasmas, hoitakse fik-
seerituna

LTRPNyy | 70.0 uM Kogu madala sidususega muoplasmiline troponiini kon-
sentratsioon

HTRPNy | 140.0 uM Kogu kdrge sidususega muoplasmiline troponiini kon-
sentratsioon

- 0.0237 (uM)~!/ms | Kaltsiumioonide sidestumise konstant kérge sidestuvu-
se troponiiniga

Khtrpn 3.2-107* ms Kaltsiumioonide vabanemise konstant kdrge sidestuvu-
se troponiinile

kf;,pn 0.327 (uM)~'/ms | Kaltsiumioonide sidestumise konstant madala sidestu-
vuse troponiiniga

Kitrpn 0.196 ms Kaltsiumioonide vabanemise konstant madala sidestu-
vuse troponiinile

CMDNyy 50 uM Kogu muoplasmilise kalmoduliini konsentratsioon

Kcubn 0.238 uM Kaltsiumi pool killastumise konstant kalmoduliinil

CSQN,o 15000.0 uM Kogu SR (sarkoplasmilise) kaltsestriini kontsentrat-
sioon

Kneson 800.0 M Kaltsiumi pool killastumise konstant kaltsestriinil

2 4.51/ms RyR (ryanodiini retseptori) kaltsiumkanali maksimaalne
kaltsiumi Iabilaskvus, kaltsiumi lekkimiskiiruse konstant
NSR (nisiiniresistentne valk)

Vo 1.74-107° 1/ms kaltsiumi lekkekiiruse konstant NSR-st

V3 0.45 uM /ms SR kaltsium-ATPaasi maksimaalne pumpamiskiirus
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Kmyy,

Cansr

Txfer
Kpc,mam
Kpe hatf

Kpcb
GCab
Ca,

gcalL

ECaL
VSS
VNsr
Ttr

Visr
Cassr
Ftot
Eon

Koy

0.5 uM

1299.50 M
8.0ms

0.23324 1/ms
20.0 uM

0.0005 1/ms
0.000367 mS/uF
1130.0 uM
0.1729 mS/uF

43.0 mV
1.485-107° uL
2.098 - 1076 pl
20 ms

0.12 1076
1299.50 pM

25 uM
0.11/(upM - ms)
0.111/ms

Pool killastumise konstant sarkoplasmilise kaltsium-
ATPaasi pumbale

NSR kaltsiumi konsentratsioon

Ajakonstant kaltsiumi difusioonile tsttosoolist diaadilis-
se ruumi

L-tOdpi kaltsiumkanali maksimaalne ajakonstant kalt-
siumi pdhjustatud inaktivisatsioonile

L-tGdpi kaltsiumkanali pool-kiillastumise konstant kalt-
siumi pdhjustatud inaktivisatsioonile

Pingest séltumatu inaktivisatsiooni ajakonstant
Maksimaalne kaltsiumi taustvoolu juhtivus

Raku valine kaltisum

Spetsiifiline maksimaalne juhtivus L-tutpi kaltsiumka-
nalil

L-tGUpi kaltsiumkanali podrdumispotentsiaal

Diaadilise ruumi ruumala

Sarkoplasmilise vérgustiku ruumala

Ajakonstant kaltsiumi kandumisele NSR-st JSR-i
(Uhenduvasse Sarkoplasmilisse retiikulumi)

JSR ruumala

JSR-i kaltsiumi konsentratsioon

Kogu Fluo-4 varvitud kaltsiumi konsentratsioon

Fluo-4 reaktsiooni konstant

Fluo-4 reaktsiooni konstant nr. 2
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Lisa 2. Teiste muutujate tabelid ja joonised

Tabel 3: LTCC pdéoérdpotentsiaali, Fc.r.,, ANOVA tulemused, Va tahistab vabadusastmeid. Opitimeerimise tule-
mused naidatud joonisel 13.

Mudel Ruutude summa Va Ruutkeskmine F p
Sugu 56.824 1 56.824 0.976 0.330
Fenotuip 521.792 2 260.896 4.479 0.019
Sugu * Fenotulp 420.596 2 210.298 3.610 0.038
Resiidid 1980.398 34 58.247

Tabel 4: Katseliselt méddetud voolu nihke parameetri, 7rc, ANOVA tulemused, Va tahistab vabadusastmeid.
Opitimeerimise tulemused naidatud joonisel 16.

Mudel Ruutude summa Va Ruutkeskmine F p
Sugu 0.769 1 0.769 0.331 0.569
Fenotuip 5.976 2 2.988 1.285 0.290
Sugu * Fenotuup 0.963 2 0.482 0.207 0.814
Resiidid 79.066 34 2.325

Tabel 5: LTCC kaltsiumi poolt pbhjustatud inaktivisatsiooni pool-kullastumise konstandi, Kpc nhair, ANOVA tule-
mused, Va tahistab vabadusastmeid. Opitimeerimise tulemused naidatud joonisel 15.

Mudel Ruutude summa Va Ruutkeskmine F p
Sugu 37.707 1 37.707 0.296 0.590
Fenotllp 162.076 2 81.038 0.636 0.536
Sugu * Fenotuup 64.741 2 32.370 0.254 0.777
Resiidid 4333.396 34 127.453

Tabel 6: LTCC maksimaalse juhtivuse, gcqor., ANOVA tulemused, Va téhistab vabadusastmeid. Opitimeerimise
tulemused naidatud joonisel 14.

Mudel Ruutude summa Va Ruutkeskmine F p
Sugu 8.670 x 1074 1 8.670 x 10~* 0.105 0.748
Fenotllp 0.032 2 0.016 1.924 0.162
Sugu * Fenotuup 0.011 2 0.005 0.643 0.532
Resiidid 0.281 34 0.008
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Joonis 11: Gruppide vordlused sugude vahel. Vilja toodud KO, KO+Cr ja WT gruppide mudeli optimimee-
rimise tulemuste keskmised koos standardhdlbega parameetrite vahel koos standardveaga. Vérdlus on tehtud
gruppides sugude vahel. Vastavalt on alamjoonistes vélja toodud (A) Ecar, (B) gcar, (C) Kpe,hais ja (D) Tre.
Alamjoonisel (A) tundub olevat oluline erinevus, mida uuriti lahemalt ning kinnitati, et tegemist ei ole statistiliselt
olulise tulemusega.
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Joonis 2. Parameetrite kvantiil-kvantiil joonised, vastavalt (A) Ecar, (B) gcar, (C) Kpe,haiy ja (D) Trc. Joonistel
langevad standardiseeritud resiidid kokku kvantiilidega ehk tuleb vastu vétta hiipotees, et andmed on normaalselt
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Joonis 13: LTCC pdoérdpotentsiaali, Fcqr, mudeliga optimimeerimise tulemused. Iga katse optimeerimise tule-
mus on naidatud eraldi punktina ning sood on toodud vélja erinevatel joonistel, vastavalt emased (A) ja isased
(B).
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Joonis 14: LTCC maksimaalne juhtivus, G¢c.1., mudeliga optimimeerimise tulemused. Iga katse optimeerimise
tulemus on naidatud eraldi punktina ning sood on toodud vélja erinevatel joonistel, vastavalt emased (A) ja isased

(B).
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Joonis 15: Kaltsiumi poolt pdhjustatud LTCC inaktivatsiooni pool-killastumise konstant, K. rq ¢, mudeliga opti-
mimeerimise tulemused. Iga katse optimeerimise tulemus on naidatud eraldi punktina ning sood on toodud valja
erinevatel joonistel, vastavalt emased (A) ja isased (B).
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Joonis 16: Katseliselt méddetud voolu nihke parameetri, 7rc, mudeliga optimimeerimise tulemused. Iga katse

optimeerimise tulemus on naidatud eraldi punktina ning sood on toodud vélja erinevatel joonistel, vastavalt ema-
sed (A) ja isased (B).
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