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Syddmen vajaatoiminta on sydinsairauden loppuvaiheen ilmentyma, jonka etenemisti ei ny-
kyhoidoilla voida pyséyttdd. Syddmen vajaatoimintaa edeltdd sydénlihaksen uudelleenmuo-
vautuminen. Tasséd prosessissa sydinlihassolujen poikkipinta-alan kasvu eli hypertrofia ja sy-
dédmen fibroosi ovat hallitsevina ilmidind. Tutkimuksessa selvitettiin lisddko Wnt-11 geenin
poisto edelld mainittuja ilmiita hiirien syddmissa.

Tutkimusaineistona oli Wnt-11 poistogeeninen ja villi hiirikanta. Hiirien syddmisté tehtiin
poikittaisleikkeet ja leiketasoksi valittiin syddmen keskiosa, jolloin leikkeeseen saatiin syda-
mestd vasen kammio ja septum. Leikkeet vérjattiin Picro-Sirius ja Wheat germ agglutinin
(WGA) —tekniikkaa kdyttden ja valokuvattiin mikroskoopilla. Picro-Sirius -vérjayksistd ana-
lysoitiin kollageenin méérad ImageJ-ohjelmalla. WGA-vérjiyksistd analysoitiin solukokoa
Photoshop-ohjelmalla. Liséksi kdytossé oli tuloksia hiirille tehdyistd syddmen ultradédnitutki-
muksista.

Sydénlihassolujen poikkipinta-alan kasvun osalta hiirikantojen vélilld ei saatu tilastollisesti
merkitsevid tuloksia. Fibroosi lisddntyi syddnlihaksessa verisuonten ymparillda Wnt-11 poisto
geenisilld hiirilld. Diastolen aikainen vasemman kammion takaseinin paksuus seké suhteelli-
nen seindmépaksuus lisddntyivat Wnt-11 poistogeenisilld hiirilla.

Avainsanat: fibroosi, hypertrofia, syddmen vajaatoiminta, Wnt-11
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1. JOHDANTO

Vaurioituneiden elimien korjaus kantasoluilla on ollut sydvan parantamisen ohella nykylédédke-
tieteen merkittivid tavoitteita. Kantasolujen olemassaolo tunnetaan, mutta niiden valjastaminen
uusitumiskyvyttomien elimien korjaamiseen on kaukana kliinisestd kdytosti. Sydaninfarktin tai
muun kroonisen sydénsairauden vuoksi syntyvd syddmen vajaatoiminta on etenevé sairaus. Va-
jaatoimintaa edeltdd ilmioitd, kuten sydinlihaksen hypertrofiaa, sydédnsolujen apoptoosia ja sy-
didmen fibroosia. Usein taustalla olevaa syyta ei voida hoitaa ja sairaus on krooninen. Nykyisilla
hoidoilla ei juuri voida vaikuttaa vajaatoiminnan etenemiseen, lddkkeilld oireita voidaan kui-
tenkin lievittdd ja taudinkulkua hidastaa.

Hiirilld, joiden Wnt-11-geenin toiminta on estetty, sydin ei kehity normaalisti ja seurauksena
sikidkuolema (Nagy ym 2014). Koeputkiolosuhteissa on pystytty osoittamaan, ettd luuytimen
kantasoluista on erilaistunut sydanlihassoluja Wnt-11 geenin vaikutuksesta. (Flaherty ym
2008a) Tuhoutuneen ja fibrotisoituneen sydinlihaksen uudistaminen kantasoluilla ja haitallisen
sydédnlihaksen uudelleenmuotoutumisen estiminen solutasolla voisi mahdollistaa parantavan
hoidon kehittdimisen syddmen vajaatoimintaan, jonka yksivuotisennuste on nykyéén keuhko-

syopai lukuunottamatta kaikkia syopasairauksia huonompi.

2. TAUSTA

2.1. Wnt-11

Nisdkkdiden Wnt-glykoproteiinien perhe koostuu 19 eri tyypistd. Ne ovat signalointiprote-
iineja, jotka osallistuvat sikionkehityksen aikana muun muassa soluproliferaatioon ja kantaso-
lujen erilaistumiseen. Wnt-glykoproteiinit sitoutuvat solukalvon frizzled-reseptoreihin ja ne
jaetaan solunsisdisen signalointireittinsa perusteella kahteen ryhméén: kanonisiin ja ei-kanoni-
siin. (kuva 1) Wnt-11 kuuluu ei-kanonisiin. (Uysal-Onganer ja Kypta 2011) Seuraavana viesti-
ketjussa on disheveled-molekyyli, joka on solunsisdinen proteiini. Se sitoutuu frizzled-resepto-
riin ja sen kautta aktivoituvat sekd kanoninen, ettd ei-kanoninen tie. Kanoninen tie johtaa -
kateniini/Tcf3 vilitteiseen geenitranskriptioon. Kanonista tietd inhiboivat muiden muassa Dick-
kopf ja Notchl -proteiinit. Ei-kanoninen tie vilittyy Rho/Rac/JNK ja kalsiumionin kautta.
(Bergmann 2010)



—cell membrane N\,

w T"“""-"'hﬂ:a.'
inhibition, & Dlsheveled\ = e AN

_J

g e s e e o P i, o

RhoA Adhesi

GSK3BIB'“9""‘ Pt.: Cytoskeleton

Calcium release

@ inhibition s ) / \
— it
Notch1 * w

CaMKII Calcineurin

e e e e el

z B-catenin$
B-catenin/
pTCFLef s 2N

7GR

e e e e e e e IS e 1
S - ———

e P,

e P

e e e,

——

Kuva 1. Kaaviokuva Wnt-signaloinnista. Kanoninen B-kateniiniviliteinen sekd ei-kanoninen

kalsiumionivilitteinen tie. (Nagy 2010)

2.1.1. Wnt aikuisessa sydimessdi

Aikuisessa syddmessd Wnt/B-kateniinin inhibitio lisdd kantasolujen erilaistumista toimiviksi
sydinlihassoluiksi. Aktivaatio puolestaan edistdd kantasolujen uusitumista ja proliferaatiota.
Disheveled-proteiinin aktivaatio johtaa kardiomyopatian syntyyn, kun taas sen inhibitio véhen-
td4 vasemman kammion uudelleenmuotoutumista. Frizzled-tyyppiset proteiinit (sFRP) sitoutu-
vat Wnt-molekyyliin estden sen sitoutumisen frizzled-reseptoriin. Ndin kanonisen tien sig-
nalointi estyy, jolloin vasemman kammion uudelleenmuovautuminen véhenee. sFRP-proteii-
nien pitoisuuden on osoitettu olevan koholla muun muassa sepelvaltimotautia ja dilatoivaa kar-
diomyopatiaa sairastavilla potilailla. Pelkistden kanonisen tien inhibointi ja ei-kanonisen tien
aktivointi johtavat Wnt/B-kateniini signaloinnin vihenemiseen ja timén kautta kardiomyopa-
tian ja vasemman kammion uudellenmuotoutumisen syntyyn aikuisessa syddmessd. (Berg-

mann 2010)



2.1.2 Wnt-11 puutoksen aiheuttamat muutokset hiirien kehittyvissd sydimissi

sikioaikana

Nagy ym. ovat osoittaneet tutkimuksessaan, ettd Wnt-11 vaikuttaa sydénlihassolujen erilaistu-
miseen ja syddmen lokeroiden kehitykseen. Soluviljelméssd Wnt-11:n koodaamat merkkiaineet
viimeistelevét sydanlihassolujen erilaistumisen. Osa mekanismeista on edelleen huonosti tun-
nettuja, mutta sydénsolujen jarjestdytymisessd toimivaksi kudokseksi ovat osallisina ainakin 3-
kateniini ja N-kadheriini. Wnt-11 on osallisena ndiden molekyylien transkriptiossa. Myohem-
min sikidkaudella se lisdd sydénsolujen proliferaatiota, jotta syddmen minuuttitilavuus pysyisi
riittdvand kasvavan sikion tarpeisiin. Wnt-11 poistogeenisilld hiirilld sydédnlihas on selkedsti
poikkeava. Solut ovat dysplastisia, pyoreitd ja jarjestyneet epasddnnollisesti. Sarkomeerit ja so-
lujen viliset liitokset ovat viallisia. Kaikututkimuksessa on havaittu, ettd syddimen pumppaus-
funktio huononee ensisijaisesti sydinlihaksen relaksaatiohdirion vuoksi. Systolinen toiminta on
normaalia ja johtumishéirioitd tai rytmih&iriditd ei esiinny. Normaalia ohuemman sydéanlihak-
sen ja laajentuneen vasemman kammion seurauksena aorttaldppé alkaa vuotaa. Aorttaldppa-
vuodon tiedetddn aiheuttavan ihmisilldkin merkittdvda raskauden aikaista kuolleisuutta. Wnt-
11-geenin puutos johtaa syddmen vaikeisiin rakennehdiridihin jo sikidaikana ja johtaa korke-

aan kuolleisuuteen sydamen diastolisen vajaatoiminnan vuoksi. (Nagy ym 2010)

2.2 Sydimen vajaatoiminta

Syddamen vajaatoiminta tarkoittaa sitd, ettd sydin ei kykene pumppaamaan riittdvisti verta tur-
vatakseen eri elinten riittdvdn hapensaannin. Se ei ole itsendinen sairaus, vaan seurausta syda-
men pumppaustoiminnan héiriostd. Hdirion etiologiana voi olla useita syitd, joita ovat esimer-
kiksi sydéninfarktin aiheuttama sydéinlihasvaurio, sepelvaltimotaudin aiheuttama sydénlihasso-
lujen krooninen iskemia, ldppaviasta johtuva syddmen kuormitus, verenpainetauti tai synnyn-
ndinen sydédnlihaksen sairaus. Vajaatoiminta voidaan jakaa systoliseen tai diastoliseen tyyppiin.
Systolisessa vajaatoiminnassa syddmen pumppaus on heikentynyttd kun taas diastolisessa va-
jaatoiminnassa syddmen passiivinen tdyttyminen diastolen aikana on heikentynyt. Syddmen va-
jaatoiminnan puhjetessa syddmen minuuttivirtaus vihenee, jolloin ddreisverisuonet supistuvat
ja elimiston nestemddrd lisddntyy. Munuaiset pidattavit nestettd vihentdmalld diureesia ja &4-
reisverenkierron supistuminen viélittyy useiden neurohumoraalisten mekanismien vilityksella.

(Airaksinen ym 2008)



2.2.1.Sydimen vajaatoiminnan hoito

Ladkehoidolla pyritdédn kumoamaan tai rajoittamaan edelld mainittujen neurohumoraalisten jér-
jestelmien vaikutusta. Angiotensiinikonvertaasientsyymin (ACE) estdjét vaikuttavat reniini-an-
giotensiini-aldosteronijarjestelmiin (RAA) estdmilld angiotensiini I:n muuttumista angioten-
siini IT:ksi. Tdma vdhentdd sympaattista aktiivisuutta, nesteretentiota ja laajentaa perifeerisia
verisuonia. Beetasalpaajat hidastavat syddmen supistumistiheytté, jolloin syddmen hapenkulu-
tus vidhenee. Spironolaktoni on mineralokortikoidireseptorin salpaaja eli se estdd aldosteronin
aiheuttaman natrium- ja nesteretention munuaisissa. Spironolaktoni on kilpaileva aldosteroni-
reseptorin salpaaja ja sen vaikutus on tehokkain lisdédntyneen aldosteronierityksen aikana. ACE-
estdjilld, beetasalpaajilla ja spironolaktonilla on ennustetta parantava vaikutus.

Diureetit ovat oireita helpottavia lddkkeits, jotka eivit vaikuta ennusteeseen. Niilld pyritdén
vihentdméén elimiston nestelastia. Syddmen vajaatoiminnassa kéytetddn alkuvaiheessa tiatsi-
didiureettia, joka estdd distaalisessa munuaistubuluksessa natriumin ja veden takaisinimeyty-
mistd alkuvirtsasta. Turvotusten lisdéintyessé tiatsidin teho heikkenee, jolloin siirrytdén furose-
midin kdyttoon. Furosemidi on loop-diureetti, jonka vaikutus kohdistuu Henlen lingon alku-
osaan. Natriumin ja veden takaisinimeytymisen lisddntymisen ohella se lisdd my0s kloridin,
magnesiumin ja kalsiumin takaisinimeytymisti ja lisdd munuaisten verenkiertoa seka laajentaa
laskimosuonistoa. Myds spironolaktonilla on diureesia lisddvé vaikutus.

Digoksiini liitetddn sykevastetta hidastavaksi lddkkeeksi, mikali beetasalpaajalla ei saada riit-
tdvaa vastetta. Digoksiini tehostaa suoraan syddmen pumppausvoimaa estden sydédnlihassolun
natrium-kalium-vaihtoa eli silld on positiivinen inotroopinen vaikutus. Sen sykettd hidastava
vaikutus vilittyy epdsuorasti sympaattisen hermoston kautta saman hermosolussa sijaitsevan
natrium-kalium-pumpun toiminnan estymisen kautta. Sympaattinen tonus vihenee ja niin joh-
tumisnopeus syddmen johtumisjirjestelmissa hidastuu.

Syddmen vajaatoimintaan liittyvien arytmioiden ja kammioiden epétahtisen supistumisen hoi-
toon voidaan kéyttd niin sanottua vajaatoimintatahdistinta. Sen tehtdvdni on kammioiden toi-
minnan synkronointi pumppauksen tehostamiseksi tai defibrillaatio hengenvaarallisen rytmi-
héirion aikana. Ndmé toiminnot voidaan yhdistdd myds samaan tahdistimeen. (Jousimaa ym

2014)



2.2.2.Neurohumoraalinen aktivaatio

Syddamen vajaatoiminnassa aktivoituvat tirkeimmait neurohumoraaliset jérjestelmat ovat RAA-
eli reniini-angiotensiini-aldosteroni-jdrjestelma, sympaattinen hermosto, vasopressiini ja nat-
riureettinen peptidi. Namé jérjestelmédt aktivoituvat syddmen vajaatoiminnan edetessd. Sym-
paattinen hermosto tehostaa syddamen minuuttitilavuutta supistamalla dareisverenkiertoa norad-
renaliinivilitteisesti seka lisdamalld syddmen supistumistaajuutta ja —vireyttd. RAA-jarjestelméa
lisdd nesteretentiota munuaisissa niiden verenvirtauksen viahentyessd. Sekd angiotensiini II:1la,
ettd aldosteronilla on sydanlihaksen fibroosia ja hypertrofiaa kiihdyttdvid vaikutuksia. RAA-
jarjestelmin ja sympaattisen hermoston aktivaatio myos vahvistavat toinen toisiaan. Vasopres-
siini erittyy hypotalamuksesta aivolisdkkeen takalohkon kautta verenkiertoon ja sen vaikutuk-
sesta virtsaneritys vdhenee ja virtsa konsentroituu. Natriureettiset peptidit (ANP ja BNP) erit-
tyvit syddmestd vasemman kammion ja eteisen tdyttopaineen kasvaessa sekd edelld mainittujen
neurohumoraalisten jarjestelmien ylitoiminnassa. ANP ja BNP lisadvét natriureesia ja diuree-
sia, laajentavat verisuonia sekd vihentdvidt RAA-jarjestelman aktiivisuutta.

Sydédmen vajaatoiminnan edetessd edelld mainittujen jarjestelmien yliaktiivisuus kdy sydédmelle
vahingolliseksi. Sydanlihaksen pumppauskyvyn heiketessd lisddntynyt nesteretentio kasvattaa
syddmen esikuormaa ja kiihtynyt sympatikotonia yrittda tehostaa pettavin sydimen pumppaus-

toimintaa. (Airaksinen ym 2008)

2.2.3.Fibroosi

Sydémen fibroosilla tarkoitetaan sidekudoksen méérin lisddntymistd syddmessd. Sydénlihas-
solut kiinnittyvit solunulkoiseen matriksiin. Matriksi muodostaa kudoksen tukirangan ja se vi-
littdd systolen aikana sydénlihassolujen litkkeen syddmen supistustoiminnaksi. Liséksi sielld
kulkevat verisuonet kuljettavat happea sydénlihassoluille. Matriksissa sijaitsevat kollageenit
lujittavat syddmen rakennetta ja antavat sille jaykkyyttd, jota tarvitaan passiiviseen tiyttymi-
seen diastolen aikana. Téstd jaykkyydestd vastaa pddasiassa kollageeni, josta syddmessd 90%
koostuu tyypin I- ja IlI-kollageenista. Tyypin I kollageeni vastaa sydénlihaksen vetolujuudesta
ja tyypin III kollageeni syddnlihaksen elastisuudesta. Fibroosin kehittyminen voidaan jakaa
kahteen tyyppiin: reaktiiviseen ja vaurion indusoimaan. Vaurion indusoima fibroosi kdynnistyy
solutuhon seurauksena. Reaktiivinen fibroosi on seurausta kammion seinimén kuormituksesta
ilman solutuhoa ja sen tarkoituksena on tukea sydédnlihasta syddnlihassolujen kasvaessa. Vau-

rion indusoimassa fibroosissa muodostuu arpikudosta, jossa toimivaa sydédnlihassolukkoa ei
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ole. Reaktiivisessa fibroosissa kollageeniséikeistd lisdéntyy soluvilitilassa ja sielld kulkevien
verisuonten ympdrilld. Keskeisid soluja fibroosin synnyssd ovat fibroblastit. Ne erilaistuvat
myofibroblasteiksi, jotka syddmen kuormitustilanteessa aiheuttavat lisdéntynyttd tulehdusvas-
tetta, fibroosia edistidvien kasvutekijoiden sekd vasoaktiivisten peptidien erityksen lisddnty-

misté. (Creemers ja Pinto 2011)

2.2.4. Hypertrofia

Sydénlihassolujen hypertrofia on kompensatorinen mekanismi syddmen tyomairin lisdénty-
essd. Hypertrofia voidaan jakaa konsentriseen ja eksentriseen muotoon. Konsentrisessa muo-
dossa lihassolujen samansuuntaisten sarkomeerien méara lisdéntyy ja lihassolun poikkipinta-
ala kasvaa. Eksentrisessd hypertrofiassa sarkomeerien mairé lisdéntyy siten, ettd solut kasvavat
pituussuunnassa (Frey ym 2004). Patologisen ja fysiologisen hypertrofian olennainen ero on se,
ettd ensin mainitussa syddmen pumppauskyky huononee ja jalkimmaisessd se pysyy samana tai
tehostuu. (Chung ja Leinwand 2014)

Patologisessa hypertrofiassa voidaan erottaa kolme vaihetta: hypertrofian kehittyminen, kom-
pensoitu hypertrofia ja kliininen vajaatoiminta. (Frey ym 2004) Hypertrofian kehittyminen al-
kaa, kun syddmeen palaavan verimaira ylittdd syddmestd pumpatun verimaéran. Frank-Starlin-
gin lain mukaan sydénlihassolujen venytys palaavan veriméérén lisdéntyesséd tehostaa pump-
paustoimintaa. Tdstd on seurauksena se, ettd sydén pumppaa aina saman méérin verta ulos kuin
mité sinne saapuu. Kompensoidussa hypertrofiassa verenkierron, sisderitystoiminnan ja sydén-
lihaksen muutokset pitdvat syddmen minuuttitilavuuden riittdvénd elimiston tarpeisiin. Patolo-
gisen hypertrofian ajatellaan olevan palautuvaa tiettyyn pisteeseen asti. T4td prosessia on kui-
tenkin vaikea pysdyttdd, silla hoidoilla ei juuri voida vaikuttaa taustalla olevien syiden etene-
miseen. Kliinisessd vajaatoiminnassa edelld mainitut mekanismit eivét riitd. (Airaksinen ym
2008)

Fysiologisessa hypertrofiassa kammioiden tilavuus ja lihasseindmén paksuus muuttuvat sa-
massa suhteessa. Se on luonteeltaan myds palautuvaa. Keskeisia fysiologisen hypertrofian ai-
heuttajia ovat raskaus ja fyysinen harjoittelu. Solunulkoisen tilan toiminta on tasapainossa ja
fibroosia tdhén ei liity. Raskauden aikana elimiston nestetilavuus kasvaa ja sydédn reagoi tihén
syketasoa nostamalla ja kasvattamalla iskutilavuuttaan. Tdmé on normaali kompensatorinen
mekanismi. On esitetty, ettd syddmen vasemman kammion diastolinen ja systolinen toiminta
heikkenevit raskauden edetessd ja timé simuloi patologista syddmen vajaatoimintaa. Tila pa-

lautuu kuitenkin pian synnytyksen jélkeen. (Chung ja Leinwand 2014)



Fyysinen harjoittelu muuttaa syddimen kuormitusolosuhteita. Dynaamisessa kuormituksessa,
kuten kestdvyysurheilussa perifeerinen vastus pienenee vasodilataation vaikutuksesta ja syda-
men esikuorma kasvaa. Staattisessa kuormituksessa, kuten painonnostossa verenpaine nousee
ja syddmen jilkikuorma kasvaa sen joutuessa pumppaamaan kohonnutta ddreisverenkierron

vastusta vastaan. (Fagard 2003)

2.2.5. Solukuolema ja uusiutuminen

Sydidmessi tapahtuu ohjelmoitunutta solukuolemaa eli apoptoosia ja solujen uusiutumista aivan
kuten muissakin kudoksissa. Sydédnlihas uusiutuu syddmessé olevista kantasoluista. Sydénli-
hassolujen uusiutumista tapahtuu seké sydédnlihasiskemian aiheuttamassa vauriossa, ettd uudel-
leenmuovautumisen aiheuttamassa solutuhossa. Uusiutuminen ei kuitenkaan ole riittdvad sy-
dénlihaksen normaalin toiminnan saavuttamiseksi.

Sydanlihassolu voi kuolla ohjelmoituneen solukuoleman tai nekroosin vaikutuksesta. Onkoot-
tisen solukuoleman tyyppiesimerkki on syddninfarktista johtuva sydénlihassolujen iskemia.
Apoptoosi voi kdynnistyd ulkoisen tai sisdisen tien kautta. Ulkoisessa tiessd apoptoosisignaali
tulee solun ulkopuolelta ja vilittyy soluun solukalvon reseptoreiden kautta. Siséisen tien kautta
apoptoosi tapahtuu mitokondiovaurion seurauksena esimerkiksi reperfuusiovaurion yhtey-
dessd. (Airaksinen ym 2008)

Toinen ohjelmoituneen solukuoleman tyyppi on autofagia. (Airaksinen ym 2008) Sen tehtdvana
on tuhota huonosti toimivia soluja ja muita molekyyleja lysosomaalisten entsyymien avulla.
Autofagia on osallisena vajaatoiminnan kehittymisessd toimiessaan sekd litkaa, ettd liian vahén.
Ikaintymisen seurauksena autofagia vihenee, jollon soluihin kertyy jétettd eli debristd. Tama
heikentdd sydédnlihassolujen pumppaustoimintaa. Sydinlihassolujen hypertrofiassa kithtyvé au-
tofagia taas voi suistaa kompensaatiossa olevan sydimen vajaatoimintaan niiden tuhoutuessa.
(De Meyer ym 2010)

Sydéninfarktin aiheuttamassa vauriossa vaurioalueelta kuolevat myos kantasolut, silld infark-
toitunut kudos menee tiydellisen hapenpuutteen vuoksi nekroosiin. Tdmén vuoksi aiheutunut
solukuolema on hallitsematonta ja ohjelmoitunutta solukuolemaa ei tapahdu. (Airaksinen ym

2008)



2.2.6. Uudelleenmuovautuminen

Sydénlihaksen uudelleenmuovautumisella eli remodeling-ilmi6lld tarkoitetaan syddmessé ta-
pahtuvia vajaatoimintaan johtavia rakennemuutoksia. (Airaksinen ym 2008) Muita ilmigité
ovat solukuolema eri mekanismein, kardiomyosyyttien hypertrofia ja solunulkoisen matriksin
muutokset. Solunulkoisessa tilassa tapahtuu fibroosia ja degeneraatiota matriksin metallopro-
teinaasien aktiivisuuden seurauksena. (Creemers ja Pinto 2011)

Kompensoidussa hypertrofiassa sydanlihassolujen koon kasvu ja tdhén liittyva fibroosi riittavat
ylldpitiméddn pumppaustoimintaa. Kokoa kasvaneet sydinlihassolut supistavat kammiota te-
hokkaammin ja lisddntynyt fibroosi estdd kammiota laajenemasta liikaa ja mahdollistaa néin
sydénlihassolujen tehokkaan toiminnan. (Airaksinen ym 2008)

Tilanteen edetessd syddmen toiminta pumppausta tehostavista muutoksista huolimatta heikke-
nee. Lisddntynyt sidekudoksen mééra heikentdd syddmen diastolista tdyttymisti ja pidentéé ha-
pen diffuusiomatkoja solunulkoisessa matriksissa. Syddmen systolen jdlkeinen relaksaatio
heikkenee ja tdmi lyhentdd sepelvaltimovirtauksen kestoa ja altistaa sydénlihasta iskemialle
heikentyneen diffuusion liséksi. Hypertrofian edetessd sydédnlihassolujen supistuminen ja re-
laksaatio heikkenee niiden koon kasvusta huolimatta. Heikkenevd pumppaustoiminta lisaa
edelleen sydénlihaksen iskemiaa ja sen seurauksena huonosti toimiva hypertrofoitunut sydén-

solukko tuhoutuu. (Airaksinen ym 2008)

3. TUTKIMUKSEN TARKOITUS

Tutkimuksessa on tarkoitus selvittdd Wnt-11 —geenin osuutta syddmen fibroosin méairddn ja
sydinlihaksen hypertrofiaan. Hypertrofia ja fibroosi ovat térkeitd kompensatorisia mekanis-
meja syddmen tyOmairin lisddntyessd pitempiaikaisesti. Niiden jatkuva aktivaatio kdy kuiten-
kin pidemmalla aikavililld syddmelle haitalliseksi. Solutason mekanismien selvittdminen olisi
oleellista syddmen vajaatoiminnan progression pysdyttdmiseksi ja Wnt-11 —geenin signaloin-

tiin puuttumalla se voisi olla mahdollista.



4. AINEISTO JA MENETELMAT

Tutkimuksessa kdytettiin villin kannan ja Wnt-11 poistogeenisid hiirid (Majumdar ym 2003).
129SV-kannassa olevia Wntl1 -/- hiirid takaisinristeytettiin C57BL6 kannan kanssa 10 suku-
polven ajan. Hiirid tutkimuksessa oli yhteensi 17, joista yhdeksén oli poistogeenisié ja kahdek-
san villid kantaa. Hiirist4 viisi oli vuoden ikdistd. Vuoden ik&isistd hiiristd kaksi oli villid kantaa
ja kolme Wnt-11 poistogeenisid. Loput olivat 2-5 kuukauden ikdisid. Hiirien syddmistd tehtiin
poikittaisleikkeet ja leiketasoksi valittiin syddmen keskiosa, jolloin leikkeeseen saatiin syda-
mestd vasen kammio ja septum. Leikkeet vérjéttiin Picro-Sirius- ja Wheat germ agglutinin
(WGA) —tekniikkaa kéyttden. WGA-leikkeet valokuvattiin fluoresensssimikroskoopilla vasem-
man kammion alueelta siten, ettd kuvia otettin kaksi perikardiumin, kaksi myokardiumin ja
kaksi septumin alueelta. Picro-Sirius-leikkeet kuvattiin polarisaatiomikroskoopilla siten, ettd
kaksi kuvaa otettiin kammion alueella olevista verisuonista, kaksi kammiolihaksesta ja kaksi
septumista. Kuvia otettaessa huomioitiin se, ettei samaa aluetta kuvautunut kahteen eri kuvaan.
Sydédmen ultradénitutkimuksella selvitettiin hiirten syddmen vasemman kammion rakennetta ja

toimintaa.

4.1. WGA

WGA-menetelmilld voidaan vérjdtd solukalvoja. Se sitoutuu solukalvon N-asetyyli-D-glu-
kosamiiniin ja siaalihappoon, jolloin néytteessd olevat solukalvot visualisoituvat. (Gadeberg
ym 2012) WGA-vérjdtyistd kuvista mitattiin solujen poikkipinta-alaa Photoshop -ohjelmaa
kayttden. Tdssd analyysiryhméssd olivat pelkdstddn 2-5 kuukauden ikdiset hiiret. Perikar-
diumin, septumin ja myokardiumin alueelta valittiin kahdesta kuvasta kustakin satunnaisesti
kymmenen solua ja ndiden koosta laskettiin keskiarvo. Valintakriteereind olivat solun pyoreys
ja mahdollisimman suuri koko. Télld varmistettiin, ettd leiketasona on horisontaalitaso ja saatu
pinta-ala edustaa parhaiten todellista solun poikkipinta-alaa. Ndin mééritettiin poistogeenisten
ja villin kannan hiirien keskiméardinen myosyyttien poikkipinta-ala. Solukoot mééritettiin pe-

rikardiumin, septumin ja myokardiumin alueelta erikseen.

4.2. Picro-Sirius

Picro-Sirius Red —vérjdystekniikka vérjdd histologisesta ndytteestd eri kollageenityyppejé. Po-



larisoidun valon lépi tarkasteltuna paksummat kollageeniséikeet ndkyvét keltaisena tai orans-
sina ja ohuemmat sdikeet vihrednd. (Whittaker ym 1993) Analysoitaessa ImageJ-ohjelmalla
mitattiin leikkeissd olevien kollageenin madrad. Mitattavina suureina olivat punaisen ja vihrein
varin madrd. Téssd analyysiryhmdéssd olivat 2-5 kuukauden ikdisten hiirten lisdksi mukana

my0s yhden vuoden ikdiset hiiret.

4.3. Sydimen ultradinitutkimus

Sydédmen ultradédnitutkimus on kliinisesti laajalti kdytetty perustutkimus, joka antaa tietoa sy-
dédmen toiminnasta. Ultradénestd ei aiheudu sdderasitusta ja se on nopea ja luotettava tutkimus
kokeneen kardiologin tekeméni. Ultradénen kéyttd kuvantamisessa perustuu sen heijastumi-
seen eri kudosten rajapinnoilla. Niisté heijastuneista ddniaalloista ultradénilaite muodostaa ku-
van tutkittavista kudoksista.

Syddmen ultradénitutkimus tehtiin kahdeksalle hiirelle, joista kolme oli Wntl1 poistogeenistd
ja viisi villin kannan hiirtd. Hiirten syddmet tutkittiin ultradénelld koulutetun sonograaferin toi-
mesta. Tutkimuksessa kéytettiin pulssiaaltodoppler-ultradantd sekd doppler-kudosultradanta.
Tulokset analysoitiin Vevo-ohjelmistolla sokkoutetun tutkijan toimesta. Téssd tutkimuksessa
hyodynnetyt parametrit on listattu taulukossa 1. Suhteellinen seindmipaksuus on diastolen ai-
kaisen vasemman kammion takaseindn paksuuden ja sisélédpimitan osamdird. Diastolinen sei-
ndmdvenytys kuvaa sydinlihaksen diastolista jaykkyyttd. Se lasketaan vihentamaélld systoli-
sesta takaseindmépaksuudesta diastolen aikainen vastaava arvo ja jakamalla se edelleen systo-
len aikaisella seinimévenytykselld. E/A —suhde, joka normaalisti on suurempi tai yhtd suuri
kuin yksi, mairitetddn pulssiaaltodopplerilla, jolloin saadaan kaksi aaltoa. Ndma kuvaavat ve-
renvirtauksen nopeutta mitraalildpén ldpi. E-aalto kuvaa vasemman kammion passiivista tayt-
tymisté diastolen aikana ja A-aalto kuvaa aktiivista tdyttymistd eteisten supistuessa. Diastoli-
sessa vajaatoiminnassa E/A-suhde laskee alle yhteen, joka nédkyy vasemman kammion hidastu-
neena tdyttymisend. (Ashley ja Niebauer 2004) E/E’-suhde kuvaa vasemman kammion taytto-
painetta (Park ja Marwick 2011). Isovolyyminen relaksaatioaika (IVRT) on aorttalépéin sulkeu-
tumisen ja mitraalildpin avautumisen vilissd oleva aika, jolloin kammiolihas relaksoituu sen
tilavuuden muuttumatta. Tama aika pitenee diastolisessa vajaatoiminnassa, silld fibrotisoitumi-

nen ja muutokset solunulkoisessa matriksissa héiritsevit kammiolihaksen toimintaa.
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4.4. Tilastolliset menetelmit

Tutkimuksessa kéytettiin Studentin T-testid tulosten merkitsevyyden arviointiin. Tilastollisen

merkitsevyyden p-arvorajana oli 0.05. Tulokset on esitetty muodossa keskiarvo + keskihajonta.

3. TULOKSET

5.1. Solujen poikkipinta-alan lisdsintymisestd Wnt-11 ja villin kannan hiirien vi-

lilla ei saada merkitsevia tulosta

Kaikkien sydinlihassolujen yhteenlasketun poikkipinta-alan kasvusta ei Wnt-11 poistogeeni-

silld hiirilla tissd tutkimuksessa saada tilastollisesti merkitsevid tuloksia (kuva 2).
1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4

0,2

m Villikanta B Wnt-11 poistogeeniset hiiret

Kuva 2. Villin kannan hiirien (n = 5) ja Wnt-11 poistogeenisten hiirien (n = 6) solukokojen

suhde oli 1.09. (1.0£0.12 vs 1.09£0.28, p = 0.54)

Sydénlihassolujen koot syddmen eri osista. Septumin osalta solukoon kasvu on melkein

tilastollisesti merkitseva. (kuva 3)
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Kuva 3. Perikardium (1.0+0.19 vs 0.92+0.37, p = 0.52), myokardium (1.0£0.10 vs 1.18+0.35,
p =0.26) ja septum (1.0+£0.13 vs 1.23+0.35, p =0.14).

Kuva 4. WGA-virjdys villin kannan hiiren syddmesti, jossa syddnlihassolujen poikkileikkeet

ndhtivissa.

12



Kuva 5. WGA-virjays Wnt-11 poistogeenisen hiiren syddmesta.

5.2. Fibroosi lisiantyy Wnt-11 poistogeenisilli hiirilli iin myotid ainakin veri-

suonten ympiérilla

3-5 kuukauden ikéisilld Wnt-11 poistogeenisilla hiirilld fibroosin méérd verisuonten ympérilla
on pienempi verrattuna villin kannan hiiriin (kuva 6). Muista syddmen osista ei saada tilastol-

lisesti merkitsevdd eroa ja keskihajonta on erittdin suuri.

2-5 kuukauden ikaiset hiiret
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m Villi kanta Whnt-11 poistogeeninen kanta
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Kuva 6. Punaisena ja vihrednd vérjiytyvien kollageenien summien suhteet alle 1-vuotiaiden
hiirien (n = 11) syddmen eri osissa. Verisuonen ympdrys (1.0+0.21 vs 0.71+£0.13, p = 0.02),
vasemman kammion myokardium (1.0£1.0 vs 0.69+0.30, p = 0.47) ja septum (1.0+£0.95 vs
1.0+£0.47 p=0.97)

Vuoden ikéisilla Wnt-11 poistogeenisillé hiirilld fibroosia on mahdollisesti enemmén verisuon-
ten ympdrilld verrattuna villin kannan hiiriin. Ero on melkein tilastollisesti merkitsevd. Muista

syddmen osista ei saada tilastollisesti merkitsevaa eroa. (kuva 7)

Vuoden ikdiset hiiret
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| I' I il

Verisuoni Vasen kammio Septum
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m Villikanta ~ ® Wnt-11 poistogeeninen kanta

Kuva 7. Punaisena ja vihredna virjdytyvien kollageenien summien suhteet 1-vuotiaiden hiirien
(n=15) syddmen eri osissa. Verisuonen ympérys (1.0+0.14 vs 1.85+0.45, p = 0.09), vasemman
kammion myokardium (1.0£0.53 vs 0.86+0.29, p = 0.72), ja septum (1.0£0.39 vs 1.16+0.06, p
=0.52).

Punaisen ja vihredn kollageenin mairdssd sekd ndiden suhteessa ei saada tilastollisesti merkit-
sevid tuloksia. 1 vuoden ikaisilla hiirilla p-arvo vaikuttaa olevan tilastollisesti merkitseva, mutta
suhde on johdettu suoraan jakamalla punaisen kollageenin maéiré vihredlld ja néisti suureista

kumpikaan ei ole tilastollisesti merkitsevé (kuvat 8§ ja 9).
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Kuva 8. Kaikkien syddmen osien punaisena ja vihredna varjdytyvien kollageenien suhteiden
sekd punaisen ja vihredn kollageenin keskiarvon suhde alle vuoden ikdisilld hiirilld. Vihred
(1.0£0.56 vs 0.77+0.19, p = 0.37), punainen (1.0+0.45 vs 0.82+0.18, p = 0.38) ja punainen/vih-
red (1.0+0.06 vs 0.98+0.08, p = 0.60).

Vuoden ikdiset hiiret
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Kuva 9. Kaikkien syddmen osien punaisena ja vihrednd vérjaytyvien kollageenien seké punai-
sen ja vihredn kollageenin suhteen keskiarvot 1-vuotiailla hiirilld. Vihred (1.0£0.38 vs
1.17+0.10, p=0.49), punainen (1.0£0.38 vs 1.25+0.12, p = 0.33) ja punainen/vihrei (1.0+£0.007
vs 1.05+0.02, p = 0.04)
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Kuva 10. Picro-Sirius virjdys 1-vuotiaan villin kannan hiiren syddmesta.

Kuva 11. Picro-Sirius virjdys 1-vuotiaan Wnt-11 poistogeenisen hiiren syddmesta.
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5.3. Sydamen ultradiinitutkimus

Taulukko 1. Syddmen ultraddnitutkimuksessa mitatut parametrit, niiden keskihajonnat ja p-

arvot.

Wnt-11 poisto-

Villi kanta geeninen kanta p-arvo
Hiiren paino (g) 32+1,3 31+0,57 0,45
Sydéamen paino/hiiren paino 4,5+0,57 6,2+2,3 0,14
Syketaajuus (1/min) 438+32 442412 0,84
Iskutilavuus (pul) 47+11 48+11 0,89
Minuuttitilavuus (ml/min) 2145,6 21£5,3 0,87
Vasemman kammion massa (mg) 142 £21 19577 0,18
Ejektiofraktio (%) 46+8 45+11 0,92
Vasemman kammion sisdldpimitta diastolessa
(mm) 4,6+0,27 4,72+0,93 0,73
Vasemman kammion sisdldpimitta systolessa (mm) | 3,5+0,31 3,68+1,0 0,73
Vasemman kammion takaseindn paksuus diasto-
lessa (mm) 0,75+0,020 0,95+0,060 0,0003
Vasemman kammion takaseindn paksuus systo-
lessa (mm) 1,0+0,040 1,3+£0,24 0,034
Suhteellinen seindmépaksuus 0,33+0,020 0,41+0,070 0,044
Diastolinen seindmévenytys 0,26+0,040 0,25+0,010 0,84
Isovolyyminen relaksaatioaika (ms) 13£2,7 14+1,25 0,6
E/A-suhde 1,9+0,52 1,54+0,33 0,33
E/E' -suhde -38,7+8,5 -47,9+£9,8 0,21
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Kaikututkimuksissa saatujen tuloksien mukaan diastolen aikainen vasemman kammion suhteel-
linen seindmépaksuus (kuva 12) on Wnt-11 poistogeenisilld hiirilld suurempi, kuin villin kan-
nan hiirilla.
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Kuva 12. Suhteellinen seindmédpaksuus on Wnt-11 poistogeenisilld hiirilld 1.24-kertainen. (p =

0.04)

Vasemman kammion takaseinin paksuus diastolen aikana on suurempi Wnt-11 poistogeenisilld

hiirilld verrattuna villin kannan hiiriin (kuva 13).
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Kuva 13. Vasemman kammion takaseinin paksuus diastolen aikana on Wnt-11 poistogeenisilld

hiirilld 1.27-kertainen (p = 0.003)
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6. POHDINTA

Tutkimuksessa virheldhteind olivat leikkeiden kuvaus sekd kuvien analysointi. Leikkeiden laatu
ja virjayksen onnistuminen oli my06s hyvin vaihtelevaa ja se vaikeutti kuvausvaihetta, silld eri-
tyisesti WGA-leikkeissd saattoi olla laajoja varjaytymittomid alueita. Leikkeitd kuvatessa piti
silmdméérdisesti arvioida valittujen solujen pyoreys eli oikea leikesuunta. Puutteellisen virjay-
tymisen ja oman kokemattomuuteni kuvausalueiden arvioinnissa aiheutti sen, ettd WGA-tutki-
muksessa solukokoihin tuli runsaasti hajontaa. Picro-Sirius tutkimuksessa perivaskulaarisen
fibroosin mittaaminen oli helpointa, silld téssd kuvausalueelle piti saada verisuoni. Verisuonen
16ytdminen kuvista oli helppoa, joten tdssd saatiinkin paras tilastollinen merkitsevyys.

Wnt-11 geenin puutos saattaa vdhentdd sidekudoksen miédrad syddnlihaksessa nuorilla hiirilla
ja lisdd syddmen vasemman kammion seinimépaksuutta. Hiirten ikdédntyessd sidekudoksen
maird voi lisddntyé ja seindmin paksuuntuminen voi altistaa syddmen vajaatoiminnan puhkea-
miselle. Syddmen paino suhteessa hiiren painoon saattaa myds lisdéntyd poistogeenisilla hii-
rilla.

Perivaskulaarisen fibroosin lisddntyminen, syddmen vasemman kammion seindméin paksuun-
tuminen ja suhteellisen seindmdpaksuuden kasvu diastolen aikana sopivat kaikki diastoliseen
vajaatoimintaan. Suhteellisen seinimépaksuuden lisdéntyminen tarkoittaa sitd, ettd syddmen
seindmd paksuuntuu suhteessa kammion ldpimittaan. Muita diastoliseen vajaatoimintaan liitty-
vid 16ydoksid ovat ejektiofraktion sdilyminen normaalina, syddmen painon lisdédntyminen, E/A-
suhteen laskeminen alle yhteen ja diastolisen seinimévenytyksen pieneneminen. Niissd ar-
voissa ei kuitenkaan saada tilastollista eroa. Aikuisessa syddmessé oleva Wnt-11 puutos johtaa
ei-kanonisen tien vihentyneeseen toimintaan. Téstd johtuva Wnt/B-kateniinin lisddntynyt aktii-
visuus sopivat sikiokauden Wnt-11 puutoksen ohella aiheuttamaan edelld mainitut diastolisen
toiminnan hiiriot.

Tassd tutkimuksessa havaittu syddmen diastolisen funktion heikkeneminen Wnt-11 geenin puu-
toksen vuoksi on samansuuntainen aiempiin tutkimuksiin verrattuna. Wnt-11 mutaatioiden
merkitsevyyttd syddmen vajaatoimintaa sairastavilla thmisilld ei tunneta. Jatkossa olisikin mie-
lenkiintoista selvittdd kohorttiaineistoista Wnt-11 mutaatioiden esiintyminen syddmen vajaa-

toimintaa sairastavilta ihmisilta.
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