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Tiivistelma

Sydamen vasemman kammion hypertrofia (engl. left ventricular hypertrophy, LVH) tarkoittaa vasemman kammion
massan kasvua. Se on alun perin sopeutumiskeino, jolla sydan yrittdd kompensoida siihen kohdistuvaa esimerkiksi
kohonneen verenpaineen aiheuttamaa lisdéntynyttd kuormitusta, mutta se johtaa lopulta syddmen vajaatoimintaan.
LVH on seurausta sydénlihassolujen eli kardiomyosyyttien koon kasvusta, minka liséksi niiden apoptoosi ja nekroosi
sekd sydamen fibroosi lisdéntyvét. Nykyinen LVH:n hoito perustuu epdillyn syyn, yleensd kohonneen verenpaineen,
hoitoon. Verenpaineladkkeill4 on havaittu suotuisia vaikutuksia L\VVH:aan, mutta niill& ei ole voitu estd hypertrofiaa
taysin, joten muitakin hoitovaihtoehtoja kaivataan. LVH:n puutteellisesti tunnettujen syntymekanismien ja
signaalinvalitysreittien selvittdminen on tarke&& uusien mahdollisten ld&kevaikutuskohteiden 16ytamiseksi.

Keskeisimpind hypertrofiaa aiheuttavina &rsykkeind pidetddn mekaanista venytystd seka joitakin humoraalisia
valittdjdaineita, kuten angiotensiini 11:ta ja endoteliini-1:t4 (ET-1), joihin kardiomyosyytit reagoivat aktivoimalla useita
solunsiséisid signaalinvalitysreittejd. Taman seurauksena kardiomyosyyttien geeniekspressio ja proteiinisynteesi
lisdéntyvat ja sarkomeerit kasvavat ja jarjestdytyvat uudelleen, mika johtaa solujen koon kasvuun. Lisaksi
sydénlihassolujen kalsiumin saately, supistustoiminta ja energia-aineenvaihdunta muuttuvat. Lukuisat solunsiséiset
signaalinvalittajat vuorovaikuttavat keskenddn sekd voivat kompensoida toisiaan, mika vaikeuttaa eri tekijoiden
merkitysten tutkimista. Téarkeind signaalinvalittdjind pidetddn muun muassa proteiinikinaasi C:td (PKC) seké syddmen
transkriptiotekijoitd GATA4:84 ja NKX2-5:t4.

Sydamen hypertrofian in vitro -tutkimuksia tehd&in yleensa vastasyntyneen rotan sydamesta eristetyilld
priméérisydanlihassoluilla. Vaihtoehtoisena menetelménd on joissakin tutkimuksissa kéytetty jatkuvaa H9c2-
solulinjaa, minkd avulla on pyritty vahentdmaan koe-eldinten k&yttéa. Taman pro gradu -tutkielman kokeellisessa
osassa tutkittiin H9c2-solujen soveltuvuutta hypertrofiatutkimuksiin vertaamalla niitd priméaarisydanlihassoluihin.
Liséksi tutkittiin uusien kokeellisten PKC:hen ja syddmen transkriptiotekijoihin vaikuttavien yhdisteiden vaikutuksia
H9c2-solujen ja priméaarisydanlihassolujen elinkykyyn ja hypertrofiavasteisiin. Yhdisteiden toksisuutta ja vaikutusta
solujen elinkykyyn tutkittiin laktaattidehydrogenaasitestilla (LDH-testi) ja 3-(4,5-dimetyyli-2-tiatsolyyli)-2,5-
difenyylitetratsoliumbromidi-testilla (MTT-testi). Mekaanisen syklisen venytyksen ja ET-1:n aiheuttamia
hypertrofiavasteita arvioitiin ensisijaisesti solujen pinta-alan maarityksella fluoresenssivarjatyisté soluista. Liséksi ET-
1-stimuloitujen primadrisydanlihassolujen hypertrofiaan liitettyjen Nppa- ja Nppb-geenien ekspressiota mitattiin
kvantitatiivisella polymeraasiketjureaktiolla (engl. quantitative polymerase chain reaction, gPCR).

Sekd venytys ettd ET-1 aiheuttivat priméarisydanlihassoluissa pinta-alan kasvun, jota ei havaittu H9c2-soluissa. Tdmén
perusteella H9c2-solujen vaste hypertrofiaa aiheuttaviin stimulaatioihin ei vastaa priméaérikardiomyosyyteilla saatavaa
vastetta ja solulinjan soveltuvuutta hypertrofiatutkimukseen voidaan siksi pitdd kyseenalaisena. Tutkitut
transkriptiotekijoihin vaikuttavat yhdisteet eivdat 1-30 pM pitoisuuksilla olleet juuri sytotoksisia, mutta niill4 ei
mydskadn havaittu merkittdvad vaikutusta hypertrofiavasteisiin. Sen sijaan PKC:hen vaikuttavista yhdisteista 30 uM
HMI-1a3 oli toksinen priméaarikardiomyosyyteille ja 30 uM HMI-1b11 H9c2-soluille. HMI-1b11l ja bryostatiini-1
aiheuttivat myds muutoksia primaarisydanlihassolujen hypertrofiavasteisiin, mutta tulosten merkityksen selvittdminen
vaatii vield lis&d tutkimuksia.
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Abstract

Left ventricular hypertrophy (LVH) is defined as an increase in left ventricular mass. It is initially a coping mechanism
by which the heart tries to compensate for the increase in load caused by, for example, hypertension, but it will
eventually lead to heart failure. LVH is the result of primarily an increase in cardiac myocyte size, in addition to
increased apoptosis and necrosis of cardiac myocytes and fibrosis. Current treatment of LVH is based on a treatment
of suspected cause, generally hypertension. Antihypertensive medication has been found to have beneficial effects on
LVH. However, antihypertensive drugs can not cure LVH completely, hence other treatment options are needed. To
identify new possible drug targets, it is important to increase the inadequate knowledge of the mechanisms and signal
transduction pathways mediating LVH.

The most relevant stimuli causing hypertrophy are considered to be mechanical stretch, as well as some humoral
mediators such as angiotensin Il and endothelin 1 (ET-1), to which cardiomyocytes respond through activation of
several intracellular signal transduction pathways. As a result, cardiomyocyte gene expression and protein synthesis
increase and sarcomeres grow and rearrange, resulting in an increase in cell size. In addition, regulation of calcium,
contractile function and energy metabolism of cardiac myocytes change. Numerous intracellular signal mediators
interact with each other and can compensate for each other, making it difficult to investigate the significance of
individual factors. As important signal mediators are considered to include protein kinase C (PKC) and cardiac
transcription factors GATA4 and NKX2-5.

In vitro studies of cardiac hypertrophy are usually performed with primary cardiac myocytes isolated from the
ventricles of neonatal rats. The H9c2 continuous cell line has been used in some studies as an alternative cell model to
reduce the use of laboratory animals. In the experimental part of this thesis, the suitability of H9c2 cells for hypertrophy
studies was examined by comparing them to primary cardiac myocytes. In addition, experimental compounds targeted
to cardiac transcription factors and PKC were studied by exploring their effects on viability and hypertrophic responses
of H9c2 cells and primary cardiac myocytes. The toxicity of the compounds and the effects on cell viability were
studied using the lactate dehydrogenase (LDH) assay and the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) assay. The hypertrophy responses to cyclic mechanical stretch and ET-1 were primarily assessed by
measuring the surface area of cells from fluorescence microscopy images. In addition, the relative expression levels of
Nppa and Nppb genes in ET-1 stimulated primary cardiac myocytes were studied by quantitative polymerase chain
reaction (QPCR).

Both stretching and ET-1 caused an increase in the cell surface area in primary cardiac myocytes but not in H9c2 cells.
On this basis, the H9c2 cells respond differently to hypertrophic stimuli than primary cardiac myocytes, and the
suitability of H9c2 cell line to hypertrophy studies can therefore be questioned. The compounds targeted to cardiac
transcription factors were not cytotoxic at 1-30 uM concentrations, but they also had no significant effect on the
hypertrophic responses. In contrast, the PKC compound HMI-1a3 at 30 uM was toxic to primary cardiac myocytes
and HMI-1b11 at 30 pM was toxic to H9c2 cells. HMI-1b11 and bryostatin-1 also induced changes in the hypertrophic
responses of primary cardiac myocytes, but the significance of these results requires further investigation.
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1 JOHDANTO

Sydamen ylikuormitus, kuten kohonnut verenpaine, aiheuttaa sydamelle ylimaaréista
tyttaakkaa ja heikentéa siten syddmen pumppaustehoa (van Berlo ym. 2013b). Vasemman
kammion hypertrofia (engl. left ventricular hypertrophy, LVH) on sopeutumiskeino, jolla
sydan yrittdd sdilyttdd pumppaustehonsa ja véhentdd vasemman kammion seindmaan
kohdistuvaa painetta kasvattamalla sydénlihassolujen kokoa ilman solujen lisdéntynytté
jakautumista (Grossman ym. 1975). Aluksi tdama on hyddyllista, mutta pitkittyessédén se
heikentdd sydamen toimintaa ja johtaa usein syddmen vajaatoimintaan. LVVH:aa pidetaan
sydan- ja verisuonitautien ennusmerkking, silla vasemman kammion massan lisadntyminen
on liitetty lisdantyneeseen kuoleman seka sydéan- ja verisuonisairauksien riskiin (Levy ym.
1990). Sydamen vasemman kammion hypertrofia on yleistd. Framinghamin
sydantutkimuksen véestootoksessa (4976 osallistujaa) sen esiintyvyys oli miehilld 16 % ja
naisilla 19 % (Levy ym. 1988). LVH:n yleisimpéna riskitekijana pidetd&dn kohonnutta
verenpainetta. Muita tunnistettuja riskitekijoitd ovat muun muassa lihavuus, korkea ika,

lappévika ja sydaninfarkti.

LVH:n ladkkeellinen hoito perustuu yleensa verenpainelédékkeisiin (Kohonnut verenpaine,
Kéypa hoito -suositus, 2014). Verenpaineen alentamisella on todettu olevan suotuisia
vaikutuksia LVH:aan, mutta niillda on my6s verenpaineesta riippumattomia hypertrofiaa
korjaavia vaikutuksia (Kantola ja Mervaala 2014). Millaan la&kehoidolla ei ole kuitenkaan
voitu estdd hypertrofiaa taysin, joten muitakin hoitovaihtoehtoja kaivataan. LVH:n
syntymekanismien ja signaalinvalitysreittien selvittdminen on tarke&& uusien mahdollisten
ladkevaikutuskohteiden loytamiseksi. Niitd on tutkittu paljon, mutta silti hypertrofian
mekanismien tuntemus on puutteellista. Kirjallisuuskatsauksessa tarkastellaan osaa néisté
mekanismeista, etenkin hypertrofiaa aiheuttavia &rsykkeitd sekd solunsiséisid
signaalinvalittajia proteiinikinaasi C:t4 (PKC) seka transkriptiotekija GATA:aa ja NKX2-

5:t8, sekéa niiden mahdollisuuksia ladkevaikutuksen kohteena.



Sydamen hypertrofian in vitro -tutkimuksia tehddén yleensa vastasyntyneen rotan sydamesta
eristetyilld  priméé&risydanlihassoluilla. Vaihtoehtoisena menetelm&nd on joissakin
tutkimuksissa kaytetty jatkuvaa H9c2-solulinjaa, minka avulla on pyritty vdhentaméan koe-
eldinten kayttod. Kokeellisessa osassa tutkitaan tamén solulinjan soveltuvuutta
hypertrofiatutkimuksiin vertaamalla sitd primaarisydanlihassoluihin. Liséksi selvitetaan
uusien kokeellisten yhdisteiden vaikutuksia H9c2-solujen ja primadrisydanlihassolujen

elinkykyyn ja hypertrofiavasteisiin.

2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Sydamen vasemman kammion hypertrofia

Sydamen hypertrofia tarkoittaa syddmen massan kasvua. Se on sopeutumiskeino, jolla sydéan
yrittdd kompensoida siihen kohdistuvaa lisdantynyttd hemodynaamista kuormitusta
(Grossman ym. 1975). Lisdantyneelld hemodynaamisella kuormituksella tarkoitetaan
yleensa syddmeen kohdistuvan paineen tai tilavuuden kasvua. Tamé lisad sydamen seindmiin
kohdistuvaa painetta, jota sydanlihassolut kompensoivat kasvattamalla kokoaan. Se
puolestaan johtaa etenkin kammioiden koon ja massan kasvuun. Lisdksi sydanlihassoluja
kuolee ja syntyy fibroosia. Lopulta sydan ei enaa pysty kompensoimaan siihen kohdistuvaa

lisd&ntynytté painetta ja sen toiminta heikkenee johtaen syddmen vajaatoimintaan.

Koska sydamen vasen kammio vastaa veren pumppaamisesta systeemiseen verenkiertoon,
sithen kohdistuu suurin systolinen paine (Guyton ja Hall 2006). Tamén vuoksi
hemodynaamisen kuormituksen lisddntyminen johtaa yleensd vasemman kammion
hypertrofiaan, mutta myds oikean kammion tai molempien kammioiden hypertrofia on
mahdollista (Campbell ym. 1991). Oikean kammion hypertrofia on yleensd seurausta
keuhkoahtaumataudista, keuhkoverenpainetaudista tai synnynnaisesté sydéanviasta (Parikka
2016).



LVH:n diagnoosi tehdaén yleensd sydansahkokayran (engl. electrocardiography, EKG) ja
Kliinisen tutkimuksen avulla (Suomen Verenpaineyhdistys ry:n asettama tyoryhma 2002).
Kliinisessd tyodssd vain epéaselvissa tilanteissa kaytetddn EKG:td kalliimpaa syddmen
kaikututkimusta, joka on kuitenkin ndista menetelmista luotettavampi. Menetelman valinta
vaikuttaakin LVH:n diagnosointiin. EKG:1l4 arvioitua vasemman kammion hypertrofiaa
esiintyi vain 3 %:lla Framinghamin sydantutkimuksen aineistossa, kun kaikututkimuksella
arvioituna esiintyvyys samassa aineistossa oli 16-19 % (Levy ym. 1988). Lisédksi LVH:aa
voidaan mitata magneettiresonanssikuvauksella (Ruilope ja Schmieder 2008). Tieteellisissa
tutkimuksissa hypertrofiaa arvioidaan yleensd syddmen kaikutukimuksella. Silld voidaan
mitata kammioiden massaa, tilavuutta ja seindmien paksuutta (de Simone ym. 2008). LVH:aa
arvioidaan yleensd suhteuttamalla mitattu kammion massa potilaan ruumiin kokoon
(esimerkiksi pituuteen tai kehon pinta-alaan) ja sukupuoleen. Erilaisia menetelmid ja
suhteutusmalleja sekd kriteerejd, joiden perusteella kammion massa luokitellaan

suurentuneeksi, on runsaasti.

2.1.1 Vasemman kammion hypertrofiaa aiheuttavia tekijoita ja sen seurauksia

Vasemman kammion hypertrofiaan yleisimmin liitetty riskitekijd on kohonnut verenpaine,
joka lisdd LVH:n riskid monissa tutkimuksissa 2—5-kertaiseksi (Devereux ym. 1987; Levy
ym. 1988). Verenpainepotilaiden kohonneen verenpaineen laskulla normaaliin arvoon ei
kuitenkaan voida estdd sydamen hypertrofiaa taysin, mika viittaa hypertrofian taustalla
olevan muitakin tekijoitd (esim. Ruilope ja Schmieder 2008). Liséksi hypertension ja
hypertrofian korrelaatio toimii myds toisinpdin, eli lisdantynyt vasemman kammion massa
ennustaa kohonnutta verenpainetta (Benjamin ja Levy 1999). Framinghamin
sydantutkimuksen mukaan verenpaineen lisaksi LVH:n muita itsendisia riskitekijoita ovat
ik, lihavuus, ldppdvika ja sydanlihaksen infarkti (Levy ym. 1988). Joidenkin tutkimusten
mukaan lihavuus on jopa suurempi LVH:n riskitekija kuin verenpaine (de Simone ym. 1994;
Benjamin ja Levy 1999). de Simonen ym. (1994) tutkimuksessa arvioitiin verenpaineen ja
lihavuuden liséksi sukupuolen vaikutusta, ja huomattiin, ettd naisilla padasiassa lihavuus ja

miehilld puolestaan korkea verenpaine oli yhteydesséd vasemman kammion lisdantyneeseen



massaan. Muita vasemman kammion massaan liitettyja tekijoitd ovat muun muassa diabetes,
insuliiniresistenssi, tupakointi, miesten alkoholin kulutus, virtsan natriumpitoisuus, fyysinen
aktiivisuus, hematokriitti ja veren viskositeetti (Benjamin ja Levy 1999). Tunnetut
riskitekijat ovat kuitenkin pystyneet selittdmaan vain 25-50 % vasemman kammion massan

vaihtelevuudesta.

LVH voi aiheuttaa sek& kammion systolisen ettd diastolisen toiminnan heikkenemista (de
Simone ym. 2004). Yleensa konsentrisessa hypertrofiassa (ks. 2.1.2 Sydamen hypertrofian
tyypit) pédasiassa diastolinen toiminta heikkenee, kun taas eksentrisessa hypertrofiassa
systolisen toiminnan heikkeneminen on vallitsevaa (Jessup ja Brozena 2003). Toiminnan
heikkeneminen etenee usein syddmen vajaatoimintaan. Hypertrofista sydantd pidetaankin
normaalin syddmen ja vajaatoimintaisen sydamen valimuotona. Eri sydamen vajaatoiminnan
muotojen lisaksi LVH:1la on yhteys sydéaninfarktiin, rytmihéiridihin ja akkikuolemiin (Levy
ym. 1990). Framinghamin 4-vuotisessa sydantutkimuksessa jokainen vasemman kammion
massan 50 gramman lisdys per metri (potilaan pituus) suurensi sydan- ja verisuonitauteihin
sairastumisen suhteellista riskia miehilla 1,49 ja naisilla 1,57. Liséksi suurentunut vasemman
kammion massa suurensi seka suhteellista kuoleman riskia ylipaansa (miehilla 1,49 ja naisilla
2,01) ettd tatakin suurempaa riskid sydan- ja verisuonitautien aiheuttamaan kuolemaan
(miehilld 1,73 ja naisilla 2,12). Tutkimuksessa otettiin huomioon ik&, diastolinen verenpaine,
pulssipaine, verenpainelaakitys, tupakointi, diabetes, painoindeksi ja kolesteroli. Vasemman
kammion massan ohella ainoastaan ika lisasi ndiden kolmen paatetapahtuman riskia

merkittavasti.

2.1.2 Sydamen hypertrofian tyypit

Sydamen hypertrofiatyypit voidaan jakaa fysiologiseen ja patologiseen hypertrofiaan seka
konsentriseen ja eksentriseen hypertrofiaan (Weeks ja McMullen 2011; van Berlo ym.
2013b). Fyysinen harjoittelu tai raskaus voivat saada aikaan fysiologista hypertrofiaa
(urheilijasydan), joka on hyvanlaatuista ja johtaa sekda kammioiden tilavuuden ja seindmien

paksuuden kasvuun, kun sydanlihassolujen koko kasvaa. Talléin sydamen pumppausteho



paranee ja kammioiden seinamiin kohdistuva paine laskee. N&in sydéan pystyy yllapitamaan
tai jopa parantamaan toimintaansa. Samantyyppista hypertrofiaa, kehityksellista hypertrofiaa,
ilmenee myods syntyman jalkeen normaalisti, kun syddmen koko kasvaa kuormituksen
kasvaessa. Fyysisen harjoittelun aikaansaama hypertrofia voi olla joko konsentrista, kuten
voimaharjoittelussa, tai eksentristd, kuten kestavyysharjoittelussa. Fysiologiseen
hypertrofiaan ei liity fibroosia eik&d syddmen toiminnan heikkenemistg, ja se valittyy eri

signaalireitteja pitkin kuin patologiset hypertrofian muodot.

Jatkuva patologinen hemodynaaminen ylikuormitus johtaa puolestaan patologisiin
hypertrofian muotoihin, joko konsentriseen tai eksentriseen hypertrofiaan (Grossman ym.
1975). Konsentrisessa hypertrofiassa kammion seindmé paksuuntuu ilman kammion
tilavuuden kasvua, ja kammion tilavuus saattaa jopa pienentyd. Tamé johtuu padasiassa
sydéanlihassolujen leveyden kasvusta suhteessa solun pituuteen. Konsentrisen hypertrofian
syynd on yleensd paineen aiheuttama ylikuormitus, kuten kohonnut verenpaine tai
aorttastenoosi eli aorttaldpan ahtauma. Kun verenpaine nousee, myés kammion seindméaén
kohdistuva systolinen paine nousee ja sydan kompensoi siihen kohdistuvaa lisaantynyttéa
painetta kammion seindmén paksuuntumisella. Tahan liittyy usein myds fibroosia, joka
jaykistad kammiota. Patologisen stimulaation jatkuessa kammio paksuuntuu edelleen johtaen
lopulta joko syddmen toiminnan heikkenemiseen, syddmen vajaatoimintaan tai eksentriseen

hypertrofiaan.

Eksentrisessd hypertrofiassa kammion tilavuus kasvaa ja sen seindma saattaa ohentua, kun
sydanlihassolujen pituus kasvaa suhteessa niiden leveyteen (Grossman ym. 1975). Siitd
kéytetddnkin myos nimitystd kammion laajentuma. Tdma aiheutuu tavallisesti sydénlihaksen
infarktista tai tilavuuden aiheuttamasta ylikuormituksesta, jonka tavallisin aiheuttaja on
vuotava lappéd. L&ppdvian seurauksena kammioon virtaa verta normaalia enemman ja
kammion seindmé&an kohdistuva systolinen paine kasvaa. Lisd&ntyneen paineen
normalisoimiseksi syddmen kammion tilavuus kasvaa. Tilavuuden kasvu johtaa kuitenkin
kammion loppudiastolisen paineen nousuun, joka voi lopulta kdyda sydamelle liian suureksi

johtaen sydamen pumppaustehon heikkenenemiseen. Eksentrinen hypertrofia voi olla myos



seurausta pitkaan jatkuneesta kohonneesta verenpaineesta tai konsentrisesta hypertrofiasta,
jossa syddmen kompensaatiokyky on ylittynyt.

Patologinen sydamen hypertrofia voi olla myods perinnéllistd ja syntya geneettisten
muutosten seurauksena, jolloin sitd kutsutaan hypertrofiseksi kardiomyopatiaksi (Seidman ja
Seidman 2001). Hypertrofista kardiomyopatiaa aiheuttavia geenimutaatioita on |0ydetty
geeneistd, jotka koodaavat sarkomeeriproteiineja, muun muassa syddmen -
myosiiniraskasketjua, syddmen troponiini T:td, a-tropomyosiinia ja syddmen myosiinia
sitovaa proteiini C:td. Geneettisten tutkimusten perusteella oletetaan, ettd néaiden
mutaatioiden seurauksena sarkomeerien toiminta ja solunsisaisen Ca?*:n saately hairiintyvit,

mika puolestaan johtaa hypertrofiaan.

2.1.3 Sydédmen hypertrofia solutasolla

Sydan koostuu neljasta vakituisesta solutyypistd: sydanlihassoluista, fibroblasteista,
endoteelisoluista seka verisuonten sileélihassoluista (Souders ym. 2009). Liséksi sydamessa
on vaihtelevasti muita soluja, kuten imusoluja, syottésoluja ja makrofageja, jotka
kommunikoivat vakituisten sydansolujen kanssa. Sydénsolujen jakauma vaihtelee sikion,
vastasyntyneen ja aikuisen seka eri lajien vélilla. Uusimpien tutkimustulosten mukaan suurin
osa sydamen soluista on endoteelisoluja, joita on lahes puolet syddmen soluista (Pinto ym.
2016). Toiseksi eniten sydamessd on sydanlihassoluja, joita on noin kolmannes.
Sydéanlihassolut eli kardiomyosyytit voidaan jakaa neljdan péatyyppiin: eteisten ja kammion
kardiomyosyytteihin sek& sahkodisen &rsykkeen synnyttéviin tahdistinsoluihin ja sit4
valittdviin  johtoratasoluihin  (Guyton ja Hall 2006). Eteisten ja kammioiden
sydanlihassolujen supistuminen johtaa sydanlihaksen supistumiseen. Tahdistinsolut ja
johtoratasolut vastaavat lahinnd sydadmen sykkeen s&atelystda ja aktiopotentiaalien

kulkeutumisesta syddmessa.

Yleisen ké&sityksen mukaan syntymén jalkeen suurin osa sydanlihassoluista menettéda

kykynsa jakautua, joten sydamen kasvu on l&hinnd seurausta kardiomyosyyttien koon



kasvusta eika hyperplasiasta, eli niiden mé&&ran lisddntymisesta (Soonpaa ym. 1996).
Sydanlihassolujen kyvyttomyys jakautua on kuitenkin kyseenalainen (Nadal-Ginard ym.
2003). Niiden madréssa tapahtuvien muutosten tutkimista vaikeuttaa se, ettd
sydanlihassoluissa tumia voi olla yksi tai kaksi. Soonpaan ym. (1996) mukaan syntymén
jalkeen sydanlihassoluissa tapahtuva DNA-synteesi johtaakin pddasiassa tumien
kaksinkertaistumiseen. Nadal-Ginardin ym. (2003) mukaan ylikuormitetussa sydamessa
kardiomyosyyttien apoptoosi ja nekroosi lisaantyvat, mutta myos niiden uudelleenmuodostus
lisddntyy. Taméan nakemyksen mukaan sydénlihassolujen uudelleenmuodostuksella on
tarked rooli hypertrofiassa, silla talld tavoin sydan pystyy korvaamaan kuolevat
kardiomyosyytit. Kun kardiomyosyyttien kuolemat ja uudelleenmuodostus ovat tasapainossa,
niiden méaard pysyy vakiona. Uudelleenmuodostuksen ja hypertrofian heikkeneminen
johtavat lopulta sydamen vajaatoimintaan. Toisaalta Hunterin ja Chienin (1999) mukaan
apoptoosi ja hypertrofia ovat vastakkaisia signaalireitteja kardiomyosyyttien aistimaan
biomekaaniseen stressiin. Lopputulos onkin riippuvainen naiden kahden reitin tasapainosta.
Kun sydanlihassolujen vaste niiden aistimaan stressiin k&antyy apoptoottisen signaalireitin
suuntaan, se johtaa kardiomyosyyttien kuolemaan ja syddmen vajaatoimintaan.
Mahdollisista kardiomyosyyttien maaréssa tapahtuvista muutoksista huolimatta hypertrofian
uskotaan olevan seurausta l&hinn& kardiomyosyyttien koon kasvusta.

Sydanlihaksessa kardiomyosyytit ovat jarjestaytyneet ristikkomaisesti, valilla haarautuen ja
taas yhdistyen (Guyton ja Hall 2006). Ne ovat yhdistyneet toisiinsa monin kytkylevyin, joissa
on ioneja l&pdisevid aukkoliitoksia, mika mahdollistaa nopean aktiopotentiaalin
kulkeutumisen solusta toiseen. Kardiomyosyyttien sisélld on rinnakkain pitkdnomaisia
lihassdikeitd eli myofibrillejd, jotka koostuvat toistuvista perékkéisistd sarkomeereista.
Sarkomeerit muodostuvat kuitumaisista myofilamenteista: aktiini- ja myosiinifilamenteista
(Hwang ja Sykes 2015). Myofilamenttien liukuessa toistensa lomaan sarkomeeri lyhenee ja
lihassolu supistuu. Sarkomeerejé rajaavat padasiassa a-aktiniinista koostuvat Z-levyt, joihin
aktiinifilamentit ovat Kiinnittyneet. Ohuet aktiinifilamentit koostuvat aktiinista,

tropomyosiinistd, troponiineista (C, | ja T) ja nebuliinista. Paksut myosiinifilamentit



koostuvat puolestaan myosiinin raskasketjuista (MYH), myosiinin kevytkejuista (MYL),

myosiinia sitovasta proteiini C:std seka titiinista.

Hypertrofiassa sydanlihassolut reagoivat lisaantyneeseen kuormitukseen aktivoimalla useita
signaalinvalitysreitteja (Kuva 1) (Tham ym. 2015). Tamén seurauksena kardiomyosyyttien
geeniekspressio ja proteiinisynteesi lisddntyvat ja sarkomeerit kasvavat ja jarjestaytyvat
uudelleen, mika johtaa solun koon kasvuun. Lisaksi sydanlihassoluissa tapahtuu paljon
muitakin - muutoksia, esimerkiksi kalsiumin saately, supistustoiminta ja energia-

aineenvaihdunta muuttuvat seka autofagia ja oksidatiivinen stressi lisdantyvat.

Hypertrofinen stimulaatio aiheuttaa muutoksia geeniekspressiossa hyvin nopeasti. Puolen
tunnin sisalla hypertrofiastimulaatiolle altistumisesta kammion kardiomyosyyteissa
aktivoituvat vélittomaét aikaisen vasteen geenit (engl. immediate early response genes, IEG),
joiden transkriptio ei ole riippuvaista uusien proteiinien synteesista (Izumo ym. 1988; Iwaki
ym. 1990). Néitd ovat muun muassa proto-onkogeenit Fos, Jun ja Myc seka sinkkisormigeeni
Egrl (engl. early growth response 1). IEG:ien merkitys hypertrofiassa ei ole taysin selvilla,
mutta niiden uskotaan osallistuvan muiden hypertrofiassa ilmenevien geenien transkription
séatelyyn. Samaan aikaan IEG-aktivaation kanssa B-tyypin natriureettisen peptidin (Nppb)
geeniekspressio lisdantyy (Magga ym. 1998). Naiden jalkeen tapahtuu alkio-/sikitaikaisten
geenien, kuten A-tyypin natriureettisen peptidin (Nppa), myosiinin B-raskasketjun (Myh7) ja
luurankolihaksen a-aktiinin (Actal), uudelleen aktivoituminen (Schwartz ym. 1986; 1zumo
ym. 1987; lzumo ym. 1988). Alkio-/sikidaikaisten geenien uudelleen aktivoitumisen
merkitys hypertrofiassa ei ole selvilld&. Myosiinin o- ja p-raskasketjut ovat
myosiinifilamenttien rakenteita, joista yleensd l&hinn& a-raskasketjua (Myh6) ilmenee
syntymén jalkeen kammion kardiomyosyyteissa (Izumo ym. 1987). Hypertrofiassa Myh6:n
ilmeneminen kuitenkin véhenee, ja Myh7:n ilmeneminen lisaantyy (Izumo ym. 1987; Dorn
ym. 1994).
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Kuva 1. Solutason prosesseja hypertrofiassa. Akt, seriini/treoniini-proteiinikinaasi; ATP,
adenosiinitrifosfaatti; eNOS, endoteelinen typpioksidisyntaasi; FaO, rasvahappojen
oksidaatio; GPCR, G-proteiinikytkentédinen reseptori; HDAC, histonideasetylaasi; INCRNA,
pitka ei-koodaava RNA; LTCC, L-tyypin Ca®*-kanava; MAPK, mitogeeniaktivoitu
proteiinikinaasi; miRNA, mikroRNA; NADPH, nikotiiniamidiadeniinidinukleotidifosfaatti;
NCX, Na?*/Ca?*-vaihtaja; PI3K, fosfoinositidi-3-kinaasi; PKC, proteiinikinaasi C; PLN,
fosfolambaani; ROS, reaktiivinen happiradikaali; RyR2, tyypin 2 ryanodiinireseptori;
SERCAZ2a, sarkoplasmisen/endoplasmisen kalvoston Ca®*-ATPaasi 2a (muokattu Tham ym.
2015).

B-tyypin natriureettista peptidia (BNP) ilmentyy ja erittyy tavallisestikin kammioiden
kardiomyosyyteistd, kun taas syntymén jalkeen A-tyypin natriureettisen peptidin (ANP)
ilmeneminen ja eritys tapahtuu tavallisesti l&hinnd eteisten kardiomyosyyteistd (Magga ym.
1998). Hypertrofiassa ndiden molempien ekspression ja erittymisen on todettu lisdantyneen
kammion kardiomyosyyteissd.  Niiden ekspression lisddntyminen saattaa olla

kompensaatiomekanismi, jolla yritetd&n suojata sydant, silla ANP:lla ja BNP:lla on monissa
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tutkimuksissa todettu olevan hypertrofiaa estavid vaikutuksia (esim. Horio ym. 2000;
Rosenkranz ym. 2003; Hayashi ym. 2004). Ne toimivat sek& paikallisesti sydanlihassoluissa
etta systeemisesti verenkierron kautta mm. verisuonissa, munuaisissa ja aivoissa. ANP:n ja
BNP:n lisaksi natriureettisten peptidien reseptoreita 1 ja 3 (NPR1 ja NPR3) koodaavien
geenien ekspression on todettu lisdantyneen rotilla paineylikuormitetun sydamen vasemman
kammion sydanlihassoluissa (Christoffersen ym. 2006). ANP:n ja BNP:n vaikutukset solun
sisdaan valittyvat solukalvon NPR1:n vélitykselld, kun taas NPR3 vastaa kyseisten peptidien

kuljetuksesta hajotettavaksi.

Aikaisten geeniekspression muutosten jalkeen myos tavallisten sarkomeeriproteiinigeenien,
kuten sydénlihaksen a-aktiinin (Actcl) ja myosiinin kevytketju 2:n (Myl2), ilmeneminen
lisadntyy, miké johtaa sarkomeerien kasvuun ja uudelleen jarjestaytymiseen (Lee ym. 1988;
Long ym. 1989; Glennon ym. 1995). Sarkomeerien jarjestdytyminen ja kasvu ovat
valttaméatonta kardiomyosyyttien supistusvoiman lisaédmiseksi. Hypertrofiastimulaatiosta
riippuen sarkomeerit jarjestdytyvat eri tavalla (Kuva 2) (Hunter ja Chien 1999).
Fysiologisessa hypertrofiassa sarkomeerien kasvu tapahtuu joka suuntaan, jolloin myoés solu
kasvaa joka suuntaan. Konsentrisessa hypertrofiassa sarkomeeriproteiineja lis4taan
sarkomeereihin rinnakkain, jolloin sarkomeerien ja solun leveys kasvavat. Eksentrisessa
hypertrofiassa sarkomeerit ja solut kasvavat pituussuunnassa, kun sarkomeeriproteiineja
lisatddn sarjaan. Hypertrofiassa myds solunsisdisen kalsiumin saételyyn osallistuvien
geenien ilmeneminen muuttuu, esimerkiksi sarkoplasmisen/endoplasmisen kalvoston Ca?*-
ATPaasi 2:n (Atp2a2) geeniekspressio véhenee ja sydédmen natrium/kalsium-vaihtajan
(SIc8al) geeniekspressio lisdantyy (Kent ym. 1993; Huang ym. 2014). Sarkomeereissa ja
kalsiumin s&atelyssé tapahtuvien muutosten uskotaan muokkaavan solujen supistustoimintaa,

mika puolestaan aiheuttaa lopulta muutoksia koko sydamen supistustoiminnassa.
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Kuva 2. Erilaisten hypertrofiastimulaatioiden aiheuttamat muutokset kammion
kardiomyosyyttien fenotyypissa. Fysiologinen stimulaatio saa aikaan kardiomyosyytin koon
kasvun joka suuntaan. Patologinen stimulaatio saa aikaan joko sarkomeerien
jarjestdytymisen rinnakkain aiheuttaen konsentrisen hypertrofian fenotyypin tai
sarkomeerien jarjestaytymisen perakk&in, mika johtaa eksentrisen hypertrofian fenotyyppiin.
Patologisen hypertrofian muodoissa alkio-/sikidaikaisten geenien ekspressio lisééantyy.
Useissa kardiomyopatioissa sarkomeerit ovat epéjérjestaytyneet (muokattu Hunter ja Chien
1999).

Sydamen hypertrofia ei rajoitu ainoastaan sydanlihassoluihin, vaan muutoksia tapahtuu myos
soluvaliaineessa ja muissa syddmen soluissa, kuten fibroblasteissa (Souders ym. 2009;
Creemers ja Pinto 2011). Syddmen hypertrofiaan liittyy usein fibroosia, jossa fibroblastien
ja niiden saatelemén soluvaliaineen maaréd on lisaantynyt, mika aiheuttaa sydankudoksen
jaykistymistd ja heikentdd kammioiden relaksaatiota ja supistumista. Soluvéliaineen maarén
lisadntyminen héiritsee sydanlihassolujen elektrofysiologista viestintda seka heikentéa hapen
ja ravinteiden kulkua kardiomyosyytteihin. Fibroblastit erittdvat soluvéliaineeseen
jaykistavan kollageenin liséksi myos signaalimolekyylejd, kuten sytokiineja ja kasvutekijoita,
jotka vaikuttavat ympaérilla oleviin soluihin (Kamo ym. 2015). Osa ndistd molekyyleistd on
sydanlihassolujen hypertrofiaa voimistavia (esim. fibroblastikasvutekija ja transformoiva
kasvutekija ) ja osa sitd estdvid (esim. adrenomedulliini ja interleukiini 33).
Paineylikuormituksen aktivoimien fibroblastien vaikutus kardiomyosyytteihin on kuitenkin

hypertrofiaa voimistava (Cartledge ym. 2015).
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Myos sydénkudoksessa olevat endoteelisolut osallistuvat hypertrofiavasteeen syntymiseen
(Shubeita ym. 1990; Kamo ym. 2015). Ne ovat suoraan kosketuksissa kardiomyosyyttien
kanssa, joten niiden vélittamat viestimolekyylit  Kkulkeutuvat parakriinisesti
kardiomyosyytteihin. Ne erittavét etenkin endoteliini-1:t4 (ET-1), jonka erityksen on todettu
lisd&ntyneen venytyksen ja angiotensiini Il (Angll) -stimulaation seurauksena ja vahvistavan
hypertrofiavastetta kardiomyosyyteissd (Yamazaki 1996; Adiarto 2012). Muita
endoteelisolujen erittdamiad viestimolekyylejd ovat typpioksidi, prostaglandiinit ja monet

kasvutekijat (Kamo ym. 2015).

2.2 Sydanlihassolujen hypertrofisia signaalireitteja

Sydamen hypertrofian signaalireitteihin kuuluu sek& sydé&ntd suojaavia ettd patologisia
vasteita aiheuttavia signaalinvéalittajid. Eri stimulaatiot aktivoivat eri reittejd, ja etenkin
fysiologisen ja patologisen hypertrofian signaalireitit poikkeavat toisistaan (Weeks ja
McMullen 2011). Lisaksi lukuisat signaalinvélittjat vuorovaikuttavat keskenaan seka voivat
kompensoida toisiaan, mika vaikeuttaa eri reittien ja tekijoiden merkitysten tutkimista.
Kuvassa 3 on esitetty yksinkertaistettuna joitakin hypertrofian keskeisimpié ja tunnetuimpia
signaalireittejd. Hypertrofiaa aiheuttava darsyke aistitaan solukalvolta mm. G-
proteiinikytkentéisten reseptorien (GPCR) ja kasvutekijareseptorien valitykselld, kun
ligandit (mm. katekoliamiinit ja kasvutekijat) aktivoivat niitd (Bernardo ym. 2010).
Solukalvolta signaali kulkeutuu monien signaalinvélittdjien kautta sekd tumaan,
ribosomeihin ettd sarkomeereihin, joissa solun geeniekspressiossa, proteiinisynteesissa ja

rakenteessa tapahtuu muutoksia.

Tunnetuin sydanta suojaava ja fysiologista hypertrofiaa aiheuttava signaalireitti aktivoituu
insuliinin kaltaisen kasvutekija 1:n (IGF1) aktivoidessa reseptorinsa, joka puolestaan aktivoi
solun sisalla pll10a-alayksikon siséltdvan fosfoinositidi-3-kinaasin  (PI3K) kautta
seriini/treoniinikinaasi AKT:ia (Weeks ja McMullen 2011). AKT osallistuu

sydanlihassoluissa mm. apoptoosin ja proteiinisynteesin séatelyyn. PI3K (p110a) vaikuttaa
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my0s patologiseen signaalinvélitykseen estamélld ERK:ia (engl. extracellular signal-
regulated kinase) ja PKCp:aa (Bernardo ym. 2010). Toinen sydantd suojaava ja
hyvanlaatuiseen hypertrofiaan liitetty reitti koostuu eri sytokiinien aktivoimasta
glykoproteiini 130:sta (gp130), sitd seuraavasta Janus-kinaasin (JAK) ja transkriptiotekija
STAT:n (engl. signal transducer and activator of transcription) aktivaatiosta. Myos
kilpirauhashormonin on havaittu osallistuvan fysiologiseen sydamen hypertrofiaan.

Tunnetuin patologisen hypertrofian signaalireiteistd on venytyksen, Angll:n, ET-1:n ja
katekoliamiinien aktivoimien GPCR:ien Gag-alayksikosta seuraava signaalinvalitys
(Bernardo ym. 2010). Sydéanlihassoluissa venytys ja GPCR-agonistit aktivoivat useita reitteja
pitkin kolmea hypertrofiaan liitettyd mitogeeniaktivoitua proteiinikinaasia (MAPK), ERK:i4,
JNK:ta (engl. c-Jun N-terminal Kkinase) ja p38:ia, jotka séatelevat etenkin monien
transkriptiotekijoiden, kuten GATA:n ja NFAT:n (engl. engl. nuclear factor of activated T-
cells), toimintaa. Proteiinikinaasi C:td (PKC) pidetéan tarkedna Gog:Sta Seuraavana signaalin
valittajana, joka aktivoi ainakin seriini/treoniinikinaasi Raf1:t& ja proteiinikinaasi D:td (PKD).
Myds muiden G-proteiinien, kuten B-adrenergisten reseptorien aktivoimien G-proteiinien ja
pieniin G-proteiineihin kuuluvien Ras:n ja Rho:n, on havaittu osallistuvan patologisen
hypertrofian signaalinvélitykseen. GPCR:t aktivoivat myos p110y-alayksikollistd PI3K:ia,
jonka (toisin kuin pl10a-alayksikollisen PI3K:n) on havaittu osallistuvan patologisen

hypertrofian signalointiin.

Kalsium on tunnettu lihassolujen supistumisen saatelij, mink& lisdksi se osallistuu myos
sydanlihassolujen kasvun saatelyyn (Bernardo ym. 2010). GPCR:ien aktivaatio lis&a
solunsisdisen Ca?*:n maarad, mika puolestaan aktivoi kalsineuriinia ja Ca?*/kalmoduliini-
rilppuvaisia  proteiinikinaaseja (CaMK). Kalsineuriini  defosforyloi  hypertrofisen
geeniekspression saatelyyn osallistuvan transkriptiotekija NFAT:n ja indusoi sen
kulkeutumista tumaan. CaMK Il:n puolestaan epdillddn fosforyloivan histonideasetylaaseja

(HDAC), minka myota transkriptiotekija MEF2 (engl. myocyte enhancer factor 2) aktivoituu.
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Kuva 3. Kaavio keskeisimmista sydanlihassolujen sisdisista hypertrofisista signaalireiteista.
Kaikkia signaalinvalittdjia ja vuorovaikutuksia ei ole kuvattu. 4E-BP1 (engl. 4E binding
protein 1), elF4E:hen sitoutuva proteiini; oi-AR, oz-adrenerginen reseptori; ACE,
angiotensiinikonvertaasi; Adr, adrenaliini; Akt, seriini/treoniinikinaasi; Ang I, angiotensiini
I; Ang Il, angiotensiini Il; AT-R, angiotensiinireseptori; B-AR, B-adrenerginen reseptori; -
ARK, B-adrenergisen reseptorin kinaasi; CaM, kalmoduliini; CaMK, Ca?'/kalmoduliini-
riippuvainen proteiinikinaasi; CAMP, syklinen adenosiinimonofosfaatti; CREB (engl. ;CAMP
response element-binding protein), transkriptiotekij&; c-fos, transkriptiotekija; c-jun,
transkriptiotekijg; CT-1, kardiotrofiini-1; DAG, diasyyliglyseroli; EGFR, epidermaalisen
kasvutekijan reseptori; elF2 (engl. eukaryotic initiation factor 2), proteiinien translaation
osallistuva proteiini; elF4E (engl. eukaryotic initiation factor 4E), proteiinien translaation
osallistuva proteiini; ERK (engl. extracellular signal-regulated kinase), mitogeeniaktivoitu
proteiinikinaasi; ET-R, endoteliinireseptori; ET-I, endoteliini-1; FAK, fokaalinen
adheesiokinaasi; GATAA4, transkriptiotekij&; gp130, glykoproteiini 130; Grb2,
kasvutekijareseptorin sitova proteiini 2; GSK3, glykogeenisyntaasikinaasi 3; GTPaasi,
guanosiinitrifosfataasi; HDAC, histonideasetylaasi; HSF1 (engl. heat shock transcription
factor 1), lamposokkiproteiinigeenejd sééateleva transkriptiotekijd 1; IGF1, insuliinin
kaltainen kasvutekija 1; IGF1R, insuliinin kaltaisen kasvutekija 1:n reseptori; IP3,
inositolitrifosfaatti; JAK, Janus-kinaasi; JNK, (engl. c-Jun N-terminal Kinase)
mitogeeniaktivoitu proteiinikinaasi; LIF-R, leukemiaa estévan tekijan reseptori; MAPKKK,
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mitogeeniaktivoidun proteiinikinaasin kinaasin kinaasit; MCIP (engl. mitogen-enriched
calcineurin-interacting protein) kalsineuriinia séateleva proteiini; MEF2, (engl. myocyte
enhancer factor 2), transkriptiotekijé; MEK, mitogeeniaktivoidun proteiinikinaasin Kinaasi;
MEKK1, mitogeeniaktivoidun proteiinikinaasin kinaasin kinaasi 1; MLCK, myosiinin
kevytketjun kinaasi; mTOR, nisékkaan rapamysiinin kohde; NA, noradrenaliini; NFAT (engl.
nuclear factor of activated T-cells), transkriptiotekijé; p110a ja p110y, fosfoinositidi-3-kKinaasin
alayksikkojd; pl30Cas, CAS/CSE-proteiiniperheen proteiini; p38, mitogeeniaktivoitu
proteiinikinaasi; p85, fosfoinositidi-3-kinaasin alayksikkd; PDE, fosfodiesteraasi; PI3K,
fosfoinositidi-3-kinaasi; PKA, proteiinikinaasi A; PKC, proteiinikinaasi C; PKD,
proteiinikinaasi D; PLC, fosfolipaasi C; pS6 (engl. phosphorylation of 40 S ribosomal S6
protein), fosforyloitu ribosomaalinen proteiini S6; PXN, paksisilliini; Rafl, seriini/treoniini-
proteiinikinaasi; Ras, guanosiinitrifosfataasiperhe; Rho, rodopsiini; S6K1/2, ribosomaalinen
proteiini S6 -kinaasi 1 ja 2; Serca, sarkoplasmisen/endoplasmisen kalvoston Ca?*-ATPaasi;
Src, proteiinityrosiinikinaasi; STAT (engl. signal transducer and activator of transcription),
transkriptiotekija; TNS, tensiini; TR, kilpirauhashormonireseptori (muokattu Bernardo ym.
2010).

Koska signaalireittien verkosto on hyvin laaja, kasitelladn seuraavaksi padasiassa
kokeelliseen osaan liittyvid hypertrofian valittajia. Naitd ovat kokeellisessa 0sassa
tutkittavien yhdisteiden mahdolliset vaikutuskohteet: PKC sekad sydamen transkriptiotekijat
GATA jaNKX2-5. Liséksi tarkastellaan lyhyesti kokeellisessa osassa kéytettyja hypertrofiaa

aiheuttavia arsykkeitd: mekaanista venytysté ja ET-1:ta.

2.2.1 Hypertrofiaa aiheuttavia arsykkeita

Hemodynaaminen ylikuormitus aiheuttaa kardiomyosyyttien venymistd, mink& uskotaan
olevan hypertrofiaa valittdva mekanismi (Komuro 2001). On my®ds ajateltu, ettd hypertrofiaa
aiheuttavat  erdat  verenkierrossa  kulkeutuvat  valitt4jdaineet ja  parakriiniset
signaalimolekyylit. Kardiomyosyyttien venytys in vitro aiheuttaa kuitenkin samanlaisia
hypertrofiavasteita soluissa kuin in vivo paineylikuormitus, mik& viittaa siihen, ett4
systeemisesti vaikuttavat neurohumoraaliset tekijat eivét ole valttdmattomia hypertrofian
syntymisessa (Sadoshima ja Izumo 1997). Kardiomyosyyttien venytyksen aistiminen ja sit4
seuraava signaalinvélitys eivat ole kuitenkaan taysin selvilld&. Venytyksen on todettu
aiheuttavan monien signaalinvélitysreittien aktivaatiota sekd useiden vélittajaaineiden

vapautumista. On kuitenkin epéselvad, mitka niistd aktivoituvat suoraan venytyksesta ja
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mitk& epdsuorasti. Venytyksen aistimista havaitsevien mekanosensorisien mekanismien
epéilldéédn olevan jotenkin yhteydessé solukalvoon, jotta ne voisivat tunnistaa solukalvon
jannitteen muutoksia. Ehdotettuja mekanismeja ovat olleet muun muassa venytysherkét
ionikanavat, soluvaliaineeseen kiinnittyvat integriinireseptorit, solukalvon lapdisevét
tyrosiinikinaasireseptorit, sarkomeereissa oleva lihaksen LIM-proteiini, apeliinireseptori ja
eri GPCR:t, kuten tyypin 1 angiotensiini Il (AT1) -reseptori (Sadoshima ja lzumo 1997;
Buyandelger ym. 2011; Scimia ym. 2012). Voi my®os olla, ettd kardiomyosyyteissa on useita

eri mekanismeja venytyksen havaitsemiseksi.

Nestetasapainoa ja verenpainetta sadtelevén reniini-angiotensiinijarjestelman (RAS) on
todettu aktivoituvan hypertrofiassa, ja sen vaikutusten on aiemmin uskottu syntyvan
systeemisesti, mutta my6hemmin on havaittu, ettd syddmesséd on oma paikallinen RAS
(Baker ym. 1992; Sadoshima ym. 1993). Onkin epéilty, etta kardiomyosyyteista vapautunut
Angll  vaikuttaa syddmen paikallisessa RAS:ssa aktivoiden solun  sisdisen
signaalinvalityksen auto- ja parakriinisesti ATi-reseptorin kautta (Baker ym. 1992). Tama
ajatus perustuu tutkimuksiin, joissa venytyksen on todettu vapauttavan Angll:ta
kardiomyosyyteistd, seka tutkimuksiin, joissa  ATi-reseptorin  salpaajilla ja
angiotensiinikonvertaasin (ACE) estdjilla on voitu estéda hypertrofiaa (Pfeffer 1982; Baker
ym. 1990; Sadoshima ym. 1993). Venytyksen on kuitenkin todettu aktivoivan AT;-reseptoria
ilman Angll:ta aiheuttamalla reseptorin konformaatiomuutoksen, jonka epéillaan vélittavan
vasteen solun sisdlle (Yasuda ym. 2008). Ei ole kuitenkaan selvaa aiheuttaako venytys
reseptorin konformaatiomuutoksen suoraan vai jonkin toisen tekijan vélitykselld. AT;i-
reseptorin salpaaja, kandesartaani, aiheuttaa toisenlaisen reseptorin konformaatiomuutoksen,
jonka epéilldan inaktivoivan reseptorin. Vaikka mekaaninen venytys yksindan pystyy
aiheuttamaan hypertrofiaa, Angll:lla on my6s kyky indusoida hypertrofiaa (Sadoshima ym.
1993). Taman puolesta puhuu se, ettd Angll:ta lisadmalla solujen hypertrofiasignaalireitit
aktivoituvat, ja se, ettd ACE:n estéjilla on voitu estdé hypertrofiaa. VVoidaankin ajatella, etta
AT i-reseptori on hypertrofiaa aistiva mekanismi, jota aktivoi seka venytys ettd Angll. Tdman

ohella kardiomyosyyteissé on luultavasti myds muita venytysta aistivia mekanismeja.
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Angll:n lisdksi toinen hypertrofiaan vahvasti liitetty valittdjdaine on ET-1. Se on tavallisesti
verisuonia supistava ja solunjakautumista lisddva peptidi, jota tuottavat muun muassa
endoteelisolut, epiteelisolut, makrofagit, fibroblastit ja kardiomyosyytit (Battistini ym. 1993).
ET-1:n tuotanto ja eritys kardiomyosyyteista kasvavat venytyksen seurauksena (Yamazaki
ym. 1996). Se aktivoi auto- ja parakriinisesti monia kardiomyosyyttien solunsisaisisa
hypertrofisia signaalinvélitysreitteja, kuten PKC:t4, MAPK:eja ja seriini/treoniinikinaasi
Rafl:t4, ja lis&a proteiinisynteesia kardiomyosyyteissa (Yamazaki ym. 1996; Yamazaki ym.
1999). Lisaksi ET-1 kasvattaa kardiomyosyyttien kokoa seka lisdéd monien hypertrofiaan
liitettyjen geenien, kuten Nppa:n ja Myl2:n, ekspressiota (Shubeita ym. 1990; Dulce ym.
2006). ET-1:n hypertrofinen vaste syntyy ETa-reseptorin kautta (Yamazaki ym. 1996).

ATi-reseptori ja ETa-reseptori ovat molemmat solukalvolla sijaitsevia GPCR:eja, jotka ovat
kytkoksissa heterotrimeeriseen G-proteiiniin, jonka a-alayksikké on Gagai1 (Molkentin ja
Dorn 2001). Ligandin sitoutuessa reseptoriin G-proteiinin Ga- ja GBy-alayksikot erkanevat.
Gagu1-alayksikké aktivoi fosfolipaasi C -p:aa  (PLC-B), joka puolestaan lisda
diasyyliglyserolin (DAG) ja inositolitrifosfaatin (IP3) tuotantoa. 1Pz aiheuttaa solunsisdisen
Ca2"pitoisuuden nousun, mika puolestaan aktivoi hypertrofiaa valittavia kalsineuriinia seké
CaMK:eja. DAG ja lisdaantynyt Ca?* aktivoivat myds PKC:n. Gagri-alayksikko onkin tarkea
hypertrofian vélittaja. Sen yliekspression on todettu lisd&véan hypertrofiaa ja sen poistaminen
kardiomyosyyteissd esti paineylikuormituksen aiheuttaman sydamen hypertrofian hiirilla
(D’Angelo ym. 1997; Adams ym. 1998; Wettschureck ym. 2001).

ATin ja ETamn lisdksi al-adrenergisissa reseptoreissa on Gog11-alayksikkd, joten myos ol-
reseptorin kautta vaikuttavat sympatomimeetit, kuten adrenaliini ja noradrenaliini, voivat
aikaansaada hypertrofisen signaalin kardiomyosyyteissa (Molkentin ja Dorn 2001). Myoés -
adrenergisen stimulaation, kuten isoprenaliinin, on todettu aiheuttavan hypertrofiaa hiirilla
(Saadane ym. 1999). B-adrenerginen reseptori koostuu yleensd Gas- ja GPy-alayksikoista,
joista molemmat aktivoivat solunsisdisia signaalinvélitysreitteja (Molkentin ja Dorn 2001).

GPy:n on todettu aktivoivan ainakin hypertrofiaan liitettyja MAPK:eja, Rafl:t4 ja PI3K:ta.
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2.2.2 Proteiinikinaasi C

Proteiinikinaasi C (PKC) on seriini/treoniinikinaasiperhe, jonka ainakin 10 tunnettua
isoformia toimivat soluissa monissa eri tehtévisséd (Naruse ja King 2000). PKC:t jaetaan
rakenteensa ja aktivoitumisensa perusteella kolmeen ryhmaén: konventionaalisiin (engl.
conventional, cPKC), uudenlaisiin (engl. novel, nPKC) seké epéatyypillisiin (engl. atypical,
aPKC) PKC:ihin. cPKC:t a, B, BII ja y aktivoituvat Ca®*:n ja DAG:in avulla, kun taas nPKC:t
3, €, 1 ja 0 eivit tarvitse Ca®":ia aktivoituakseen vaan DAG on riittavé aktivoimaan niita.
aPKC:t { ja VA ovat puolestaan riippumattomia seka Ca?*:sta ettd DAG:sta. cPKC:t janPKC:t
aktivoituvat siis muun muassa edelld mainitun Gog-proteiinin kautta, koska sen aktivoima

fosfolipaasi C lisaa solussa kyseisia PKC:ita aktivoivia Ca®*:ia ja DAG:ia.

Jokaisen PKC-isoformin aktivaatio on riippuvainen kyseisen isoformin ekspressiotasosta,
fosforylaatiosta ja lokalisaatiosta solun siséll&d (Newton 2001). Y1i 90 % PKC:ista on yleensa
fosforyloituneena, joten fosforylaatio ei yleensa rajoita PKC:n aktivaatiota. Sen sijaan PKC:n
aktivaatiota saatelee sen translokalisaatio eli kulkeutuminen oikeaan paikkaan solun sisallg,
yleensa solulimasta jollekin membraanille, tumaan tai solutukirangan osiin. Translokaatio
tapahtuu lisdantyneiden Ca®:n ja DAG:in sekd fosfolipidien avulla. Lisaksi
isoentsyymispesifisten aktivoituneiden C kinaasien reseptorien (engl. receptors for activated
C kinases, RACK) avulla eri isoformit kulkeutuvat juuri niille oikeaan paikkaan solun sisalla
sekd kosketuksiin substraattinsa kanssa, minkd uskotaan vaikuttavan isoformispesifisen
signaalinvalityksen aktivaatioon (Mochly-Rosen 1995). Taméan spesifisen translokaation
sekd substraattispesifisyyden avulla samasta signaalista aktivoituneiden PKC-isoformien
uskotaan voivan aiheuttaa erilaisia, jopa pdinvastaisia vasteita soluissa. Eri PKC-isoformeilla

on kuitenkin monia yhteisia substraatteja, minka vuoksi niilld on myos péaallekkaisia rooleja.
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PKC sydamessa

Eri isoformien jakautuminen on kudos-, ika- ja lajisidonnaista (Ferreira ym. 2011a). Suurin
osa nisékkaisté ilmentaa sydamessa isoformeja a, BI, BIL, 3, €, n ja {, mutta eri lajien valilla
on eroja (Dorn ja Force 2005). Simonisin ym. (2007) tutkimuksessa terveen ihmisen sydamen
vasemmasta kammiosta l0ydettiin isoformeja o, Bl, Bll, o, &, { ja A. Disatnik ym. (1994)
I0ysivat rotan priméarikardiomyosyyteisté isoformeja a, Bl, Bll, 8, € ja {, kun taas Kohout ja
Rogers (1993) tunnistivat rotan priméarikardiomyosyyteisté isofromeja a, B, v, 9, €, { ja 1.
Erilaiset ndytteiden tutkimusmenetelmat (mm. immunoblottaus ja polymeraasiketjureaktio)
sekd erilaiset soluviljelmét tai kudos-/solundytteiden eristysmenetelmét voivat selittad
hieman eroavia tuloksia. Sydanlihassoluviljelmét eivét ole yleensa taysin puhtaita, joten osa
havaituista PKC-isoformeista voi olla perdisin esimerkiksi fibroblasteista eiké

kardiomyosyyteista.

Eri isoformien ekspressio ja aktiivisuus muuttuvat myos ikéantyessa (Ferreira ym. 2011a).
Esimerkiksi PKCa, -8, -¢ ja -C ilmenevidt runsaasti sikidn ja vastasyntyneen rotan
sydanlihassoluissa, kun aikuisen rotan kardiomyosyyteissa naiden isoformien ilmeneminen
on selvésti vihentynyt, ja a- ja (-isoformeja ei havaita aikuisen rotan syddmessa juuri
lainkaan (Rybin ja Steinberg 1994; Goldberg ja Steinberg 1996). Hiirten sydédmissa ainakin
a-, BII-, 8- ja e-isoformien ja ihmisten syddmissd isoformien a, 3, 0, €, { ja A ekspression on
havaittu vahentyneen ikaantyessa (Schreiber ym. 2001; Simonis ym. 2007). Seka ihmisilla
ettd rotilla B-isoformien ekspressio havia4 aikuisilla 1dhes kokonaan, joskaan sen ekspressio
ei ole myoskaan sikiolla tai vastasyntyneelld kovin suurta (Clerk ym. 1995; Simonis ym.

2007). Néin ollen aikuisen sydanlihassoluissa eniten ilmenevét PKC-isoformit ovat a, J ja &.
PKC hypertrofiassa
PKC-isoformien ekspressio ja aktivaatio muuttuvat my6s monissa sairauksissa, kuten

LVH:ssa ja syddmen vajaatoiminnassa. LVH:ssa PKC:n ekspressio ja aktivaatio ovat
lisddntyneet sekd mMRNA- ettd proteiinitasolla (Allo ym. 1992; Gu ja Bishop 1994; Koide ym.
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2003). PKC:n estolla, esimerkiksi staurosporiinilla, on puolestaan pystytty estdmaan in vitro
kardiomyosyyttien PKC-aktivaatiota ja hypertrofista kasvua (Allo ym. 1992). Tdma viittaa
PKC:n rooliin hypertrofian signaalinvalittdjana. Eri PKC-isoformeilla on kuitenkin havaittu
erilaisia vaikutuksia. PKC-signaloinnin tutkimista vaikeuttaa monien isoformien
samanaikainen ekspressio ja aktivaatio sek& isoformien Kkeskindinen riippuvuus ja
vuorovaikutus (Dorn ja Force 2005). Eri PKC-isoformien rooleja on tutkittu in vitro
kardiomyosyyttiviljelmissa sekd in vivo transgeenisissa  yliekspressiomalleissa,
poistogeenisissd malleissa seké isoformiselektiivisia agonisteja, antagonisteja ja RACK:eja
hyddyntdvissa malleissa. Monissa tutkimuksissa on saatu eroavia tuloksia LVH:ssa
tapahtuvista muutoksista, mutta keskeisimmait muutokset niyttivit tapahtuvan a-, B-, 8- ja e-
isoformien aktivaatiossa (mm. Gu ja Bishop 1994; Bowling ym. 1999; Braun ym. 2002;
Simonis ym. 2007; Naskar ym. 2014).

PKC:lla on monia fysiologisia substraatteja, ja kardiomyosyyteissd se sdatelee monia
solunsiséisia hypertrofisia signaalinvalittajia. Sen on esimerkiksi havaittu vastaavan AnglI-
stimulaation aiheuttamasta seriini/treoniinikinaasi Rafl:n aktivaatiosta ja sitd seuraavasta
ERK1/2:n aktivaatiosta kardiomyosyyteissdé (Zou ym. 1996). PKC osallistuu myds
venytyksen aiheuttamaan Rafl:n ja MAPK:ien aktivaatioon, vaikka se ei ole valttdmé&ton
signaalinvalittdja venytyksen aiheuttamassa hypertrofiassa (Yamazaki ym. 1995). Liséksi
Angll-, ET-1- ja a-adrenergisen stimulaation seurauksena PKC aktivoi CaMK:eihin
kuuluvaa PKD:ta kardiomyosyyteissa (Avkiran ym. 2008). PKD:n uskotaan valittdvan PKC-
aktivaatiosta seuraavaa HDACS5:n ulosvientid tumasta, mik& puolestaan aktivoi pro-
hypertrofisen transkriptiotekija MEF2:n (Vega ym. 2004). PKC:n on havaittu myods
parantavan pro-hypertrofisen GATA4-transkriptiotekijan sitoutumista DNA:han (Wang ym.
2005). Lisaksi eri PKC-isoformit aktivoivat eri signaalinvalittajid, esimerkiksi rotan
kardiomyosyyteissd PKCd:n on todettu aktivoivan JNK:ta ja p38:aa, kun taas PKCe:n on
todettu aktivoivan ERK1/2:ta (Heidkamp ym. 2001).
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PKCa hypertrofiassa

Tutkimukset PKCa:n roolista hypertrofiassa ovat ristiriitaisia. PKCo:n aktiivisuutta on
tutkittu mittaamalla sekd sen maaréé ettd sen translokaatiota solun sisélla (ilmeneminen
solulimassa vs. solukalvolla). PKCa-proteiinin sek& sen mRNA:n ilmenemisen ja aktivaation
on todettu lisddntyneen vasemman kammion hypertrofiassa seka rotilla ettd ihmisilla (Braun
ym. 2002; Koide ym. 2003; Simonis ym. 2007). Silti kaikissa tutkimuksissa PKCa:n
ekspressiossa LVH-rotilla ei ole havaittu muutoksia (Gu ja Bishop 1994; Inagaki ym. 2002).
Braz ym. (2002) tutkivat neljan eri PKC-isoformin (o, BII, & ja €) villityypin ja dominantin
negatiivisen mutantin transgeenin vaikutuksia hypertrofiaan rotan
priméarikardiomyosyyteissd. Ndistd ainoastaan PKCa:n yliekspressio aiheutti hypertrofisen
vasteen kardiomyosyyteissd, ja ainoastaan PKCoa:n esto esti hypertrofiaa in vitro. PKCa-
poistogeenisilla hiirilla in vivo hypertrofiavaste oli kuitenkin ennallaan eikd PKCa:n
yliekspressio aiheuttanut hiirilld hypertrofiaa (Braz ym. 2004). Sen sijaan PKCa:lla
huomattiin olevan vaikutuksia kardiomyosyyttien supistuvuuteen, silli PKCoa:n poisto
sydanlihassoluissa paransi supistuvuutta ja yliekspressio huononsi sitd. Hiirilla PKCa:n
aktivoiminen translokaatiota parantamalla ei myoskaan aiheuttanut hypertrofiaa (Hahn ym.
2003).

Bayerin ym. (2003) tutkimuksessa vatsa-aortan koarktaatiolla aiheutetussa LVH:ssa PKCa:n
ekspressio ei lisaantynyt rotilla, mutta taudin edetessda syddmen vajaatoimintaan sen
ekspressio lisaantyi, ja ekspression lisddntyminen korreloi suoraan vasemman kammion
lisddntyneeseen massaan. PKCa:n ilmenemisen lisddntymistd on havaittu my6s ihmisen
vajaatoimintaisessa sydamessa (Bowling ym. 1999). Namé tulokset viittaavat PK Ca:n rooliin

sydadmen vajaatoiminnan kehittymisessa.

Naskar ym. (2014) tutkivat PKC-isoformien ilmenemistd ja fosforylaatiota hiirilla sek&
patologisessa ettd fysiologisessa hypertrofiassa ja huomasivat PKCa:n lisdéntyneen
ilmenemisen molemmissa malleissa. Sen lisdantynyt fosforylaatio havaittiin kuitenkin

ainoastaan fysiologisen hypertrofian mallissa. Lisaksi kun tutkimuksessa estettiin PKCa:n
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ilmeneminen fysiologisen hypertrofian mallissa, huomattiin toisen tutkitun PKC-isoformin
PKCé:n aktivaation lisddntyminen, joka t&ssé tutkimuksessa oli liitetetty patologisen
hypertrofian malliin. Talléin fysiologisen hypertrofian mallin vaste siirtyikin patologisen
suuntaan aiheuttaen sydadmen toiminnan heikkenemistd. Taman perusteella lisdéntynyt

PKCoa:n aktivaatio voidaankin liittdd hyvénlaatuiseen fysiologiseen hypertrofiaan.

PKCBI ja PKCBII hypertrofiassa

PKCBI ja PKCBII tuotetaan samasta geenista vaihtoehtoisella silmukoinnilla, ja siksi ne
muistuttavat paljon toisiaan. Kuten edelld mainittiin, vaikka aikuisen syddmesta on I6ydetty
molempia PKCp-isoformeja, niiden ekspressio on véhaistd, ja kaikilla tutkimusmenetelmilla
niitd ei edes havaita (esim. Goldberg ja Steinberg 1996; Braun ym. 2002). Kaikki
tutkimusmenetelmat eivat myoskaan erota néité kahta isoformia toisistaan. Syddmen PKCp-
isoformien ekspression on havaittu lisddntyneen sydamen vajaatoiminnassa sek& ihmisilla
ettd rotilla (Bowling ym. 1999; Inagaki ym. 2002; Wang ym. 2003; Simonis ym. 2007).
PKCp-isoformien ekspression on kuitenkin todettu jopa véhentyneen ihmisilla
aorttastenoosin aiheuttamassa vasemman kammion hypertrofiassa (Simonis ym. 2007).
PKCp-isoformien epailldan silti osallistuvan myds hypertrofian kehittymiseen, silla niiden
ekspression on huomattu lisddntyneen vasemman kammion hypertrofiassa rotilla (Gu ja
Bishop 1994; Koide ym. 2003). Stebbins ja Mochly-Rosen (2001) tutkivat
isoformispesifisten RACK:ien salpauksen vaikutuksia hypertrofiaan vastasyntyneen rotan
primédrikardiomyosyyteissd ja huomasivat, ettd sekd PKCBI:n ettd PKCBIL:n translokaation
spesifinen esto pystyivat estdimadn forboli-12-myristaatti-13-asetaatilla (PMA) indusoitua
hypertrofiaa. Taméa tulos viittaa sithen, ettdi molemmat PKCp-isoformit osallistuvat

hypertrofian signaalinvalitykseen.

Geneettisten hiirimallien avulla on huomattu, ettd PKCp-yliekspressio kardiomyosyyteisséa
aiheuttaa hypertrofiaa hiirilla (Bowman ym. 1997). PKCp ei kuitenkaan uskota olevan
valttdimaton hypertrofian kehittymisessé, silld PKCp-poistogeenisilla hiirilla hypertrofia

kehittyi samaan tapaan kuin kontrollihiirilld paineylikuormituksen tai fenyyliefriini-



23

stimulaation seurauksena (Roman ym. 2001; Liu ym. 2009). PKCp:n poisto ei mydskédédn
aiheuttanut muutoksia muiden PKC-isoformien ekspressiossa tai jakautumisessa. Né&iden
tutkimusten perusteella PKCp-isoformi on riittdvé aiheuttamaan hypertrofiaa hiirilla, mutta
se ei ole kuitenkaan valttamaton hypertrofian kehittymisessd. Thmisilli PKCpB:n rooli

hypertrofiassa ja sydamen vajaatoiminnassa on tostaiseksi tuntematon.

Konventionaalisten PKC:eiden roolia on tutkittu myos kaikkien cPKC:eiden (o, B ja vy)
suhteen poistogeenisilla hiirilla (Liu ym. 2009). Poistogeenisilla hiirilla hypertrofia kehittyi
samaan tapaan kuin villityypin hiirilld 2 viikon aortan koarktaation aiheuttaman
paineylikuormituksen seurauksena. Tdma tulos viittaa siihen, ettd cPKC:t eivét ole vastuussa

sydamen hypertrofian kehittymisesté.

PKC5d ja PKCe hypertrofiassa

Uudenlaisiin PKC:eihin kuuluvien PKCé:n ja PKCe:n ekspression lisdédntyminen on liitetty
hypertrofiaan monissa tutkimuksissa seka hiirilla, rotilla ettd ihmisilla (Gu ja Bishop 1994;
Inagaki ym. 2002; Braun ym. 2002; Koide ym. 2003; Simonis ym. 2007; Naskar ym. 2014).
Taté ei ole kuitenkaan havaittu kaikissa tutkimuksissa (Gu ja Bishop 1994; Inagaki ym. 2002).
Bayerin ym. (2003) tutkimuksessa rotille aiheutettiin vatsa-aortan koarktaatiolla LVH, joka
johti lopulta syddmen vajaatoimintaan viikoilla 16-24. PKCd:n ekspressio ei muuttunut
LVH:ssa, mutta oli lisddntynyt syddmen vajaatoiminnassa, ja kuten PKCa:n kohdalla
ilmenemisen lisddntyminen korreloi suoraan vasemman kammion lisdéntyneeseen massaan.
Lisdksi PKCd:n autofosforylaatio liséantyi seka juuri ennen LVH:n kehittymista ettd taudin
edetessd vajaatoimintaan. Tutkimuksen mukaan PKCd voikin olla osallisena sekd LVH:n ettd
sydamen vajaatoiminnan kehittymisen indusoinnissa. PKCe:n ekspressiossa tai

autofosforylaatiossa ei téssa tutkimuksessa havaittu muutoksia.

PKCe:ia syddmessa yliekspressoivilla hiirilla on havaittu vasemman kammion konsentrista
hypertrofiaa, johon liittyi kammion massan suurenemisen lisédksi hypertrofiaan liitettyjen

Actal- ja Myh7-geenien ekspression lisdédntymistd, ilman muutoksia vasemman kammion



24

toiminnassa (Takeishi ym. 2000). Toisaalta PKCe-poistogeenisilla hiirilla aortan
koarktaation aiheuttama hypertrofia kehittyi samaan tapaan kuin villityypin hiirilla (Klein
ym. 2005). Naiden tutkimusten perusteella voitaisiin olettaa, ettdi PKCe on riittdva

hypertrofian aikaansaamiseksi, mutta se ei ole valttaméaton.

Toisin kuin PKCa:n, -f:n ja -e:n kohdalla sydamessa PKCd:aa yliekspressoivaa eldinmallia
ei ole toistaiseksi julkaistu. PKCa:n, kuten myos PKCe:n, aktivaatiota on tutkittu puolestaan
yRACK-transgeenisilld hiirilld (Chen ym. 2001). yRACK on peptidi, joka indusoi
isoformispesifista translokaatiota muuttamalla PKC-isoformin sen aktiiviseen ja RACK:iin
sitoutuvaan muotoon (Souroujon ja Mochly-Rosen 1998). wdRACK-transgeneesilld voidaan
siis lisdtd PKCo:n aktivaatiota vaikuttamatta lainkaan sen ekspressioon. PKCd:n
translokaation aktivaatio woRACK:illa lisdsi syddmen massaa ja hypertrofiaan liitetyn Myh7-
geenin ekspressiota (Chen ym. 2001). Samanlainen vaste havaittiin myos PKCe:n
translokaatiota aktivoivalla weRACK:lIla (Mochly-Rosen ym. 2000). Muiden hypertrofiaan
liitettyjen geenien, kuten Nppa:n ja Actal:n, ekspressio ei kuitenkaan lisdantynyt
kummankaan isoformin kohdalla (Mochly-Rosen ym. 2000; Chen ym. 2001). Mydskaan
kardiomyosyyttien koko ei kasvanut, vaan jopa pieneni, ja syddmen massan lisddntyminen
olikin ennemmin seurausta hyperplasiasta kuin hypertrofiasta. Sen sijaan PKCe:n
translaatiota estdvan peptidin €V1:n matala ekspressio aiheutti Actal:n ekspression
lisadntymisen, kammion seindman ohenemista ja toiminnan heikkenemistd seké
kardiomyosyyttien koon kasvun (Mochly-Rosen ym. 2000). Korkeampi €V 1:n ekspressio
aiheutti puolestaan kuolemaan johtavan kammion laajentuman. Ndma tulokset viittaavat

ainakin PKCe:n aktivaation olevan vélttdmaton sydamen normaalille fysiologiselle kasvulle.

Songin ym. (2015) tutkimus vahvistaa, ett4d PKCo:n tai PKCe:n deleetio sydanlihassoluissa
ei aiheuta merkittavid muutoksia syddmen kehitykseen tai toimintaan muuten normaaleilla
sikioilla, aikuisilla, tai paineylikuormitetussa sydamessé verrattuna villityypin hiiriin.
Myoskadn kun hiirten sydanlihassoluista poistettiin sekd PKCo- ettd PKCe-isoformit,
terveilld hiirilld ei havaittu muutoksia syddmen koossa tai toiminnassa. Sen sijaan

paineylikuormituksen seurauksena molempien isoformien suhteen poistogeenisilla hiirilla
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sydamen hypertrofiset vasteet, kuten syddmen massan kasvu, supistuskyvyn heikkeneminen,
hypertrofinen geeniekspressio ja hypertrofisten signaaliketjujen aktivaatio, olivat
merkittavasti voimakkaampia kuin villityypin tai ainoastaan toisen isoformin suhteen
poistogeenisilld hiirilla. Geeniekspressiota tutkittaessa havaittiinkin naiden kahden nPKC:n
saatelevan sydamessé 90 % samoja geenejd. Tama viittaa PKCd:n ja PKCe:n paéllekkéisiin,
hypertrofialta suojaaviin ja sydamen kasvua rajoittaviin rooleihin. Tulos on ristiriidassa
yliekspressiomalleilla saatujen tulosten kanssa, mutta Song ym. (2015) selittavat
yliekspressiomalleilla saatuja eroavia tuloksia silla, ettd voimakas yliekspressio
mahdollisesti heikentdd  kardiomyosyyttien  luonnollisia  sadtelymekanismeja.
Yliekspressiomalleissa ei myoskadn oteta aina huomioon eri isoformien rinnakkaisia tai
paallekkéisia tehtavia. Nain ollen yliekspressiomallit eivat anna oikeaa kuvaa eri PKC-
isoformien roolista. Mochly-Rosen ym. (2000) puolestaan epéilevat, ettd eroavat tulokset
yliekspressio- ja wRACK-malleissa, johtuvat siité, etté yliekspressiomallit suurentavat PKC-
aktiivisuutta jopa 500-1000 %, kun esimerkiksi heidin yRACK-malleissaan PKC-
aktiivisuus lisdantyi vain noin 15-20 %, minka uskotaan olevan lahempéana todellista

tilannetta hypertrofiassa.

Kaiken kaikkiaan PKC:illa nédyttdd olevan merkittava rooli hypertrofian kehittymisessd,
mutta eri isoformien merkitys signaalinvalityksessa on vield epaselva. Lisaksi voidaan todeta
eri isoformien valilla olevan paallekkéisyyksia ja riippuvuutta. Uusimmat isoformispesifista
PKC-translokaatiota muokkaavat mallit vaikuttavat lupaavilta eri isoformien roolien

selvittamiseksi.

2.2.3 Transkriptiotekij6ita

Geeniekspression saately on tarkeéé solujen kasvulle ja erilaistumiselle. Transkriptiotekijat
ovat spesifisesti tiettyyn DNA-sekvenssiin sitoutuvia proteiineja, jotka saatelevat
transkriptiota ja vastaavat erilaisten signaalien, kuten aiemmin mainittujen
hypertrofiasignaalien, aiheuttamista muutoksista geeniekspressiossa. Uskotaan, ettd monet

eri signaalireitit vaikuttavat lopulta samoihin transkriptiotekijoihin, jotka saavat aikaan
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hypertrofiset vasteet soluissa (Kohli ym. 2011). Hypertrofiaan liitetetyt transkriptiotekijat
voidaan jakaa pro- ja anti-hypertrofisiin transkriptiotekijoihin. Aktivoituneina hypertrofiaa
aiheuttaviin eli pro-hypertrofisiin transkriptiotekijoihin kuuluvat GATA4, GATAG,
homeobox-proteiini NKX2-5, MEF2, seerumin vastetekija (engl. serum response factor,
SRF), HAND (engl. heart and neural crest derivatives expressed protein), TEAD (engl. TEA
domain family member) ja NFAT. Aktivoituneina hypertrofiaa estaviin eli anti-hypertrofisiin
transkriptiotekijoihin kuuluvat FoxO (engl. forkhead box O), MITF (engl. microphthalmia-
associated transcription factor), YY1 (engl. yin yang 1) ja CHF1/Hey2 (engl. cardiovascular
helix-loop-helix factor 1 tai hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif protein 2).
Seuraavaksi keskitytddn muutamaan pro-hypertrofiseen transkriptiotekijaan, jotka ovat
kokeellisessa osassa tutkittujen yhdisteiden mahdollisia vaikutuskohtia: GATA4 ja
homeobox-transkriptiotekija NKX2-5. Ne ovat syddmen transkriptiotekijoita, jotka

saatelevat kardiomyosyyteille tyypillisid rakenne- ja sdatelyproteiineja koodaavia geenejé.

GATA4

GATA-transkriptiotekijat sitoutuvat nimensé mukaisesti DNA-sekvenssiin
(AIT)GATA(A/G), joka I6ytyy monien geenien saatelyalueelta (Ko ja Engel 1993). GATA-
perheeseen kuuluu kuusi transkriptiotekijéd, joista GATA4, -5 ja -6 ilmentyvét
selkdrankaisten sydamessa (Molkentin 2000). GATA4 ja -6 ilmentyvét sydanlihaksessa, kun
taas GATADS ilmentyy lahinnd endokardiumissa, eli sydamen sisékalvossa (Charron ja Nemer
1999). GATA4 ja GATAG6 ovat valttamattomia kardiomyosyyttien erilaistumiselle ja
sydamen normaalille kehittymiselle (Kuo ym. 1997; Molkentin ym. 1997; Koutsourakis ym.

1999). Liséksi niiden on havaittu osallistuvan hypertrofian saatelyyn.

GATA4:n ja -6:n ekspression ja DNA:han sitoutumisen on todettu lisddntyneen
paineylikuormituksen seurauksena hiirilla (van Berlo ym. 2013a). Sekd GATA4:n ettd -6:n
yliekspression on my0s todettu aiheuttavan hypertrofiaa sekd in  vitro
kardiomyosyyttiviljelmissa ettd in vivo hiirten syddmissé (Liang ym. 2001a; van Berlo ym.

2013a). GATAA4:n ekspression geneettinen vahentaminen (70 % tai 95 %) hiirten sydamista
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vahensi paineylikuormituksen stimuloimaa sydédmen hypertrofiaa 40-50 % ja GATAG:n
geneettinen véhentdminen (yli 95 %) puolestaan véhensi paineylikuormituksen, Angll:n ja
fenyyliefriinin aikaansaamaa hypertrofiaa (Oka ym. 2006; van Berlo ym. 2013a). Lisaksi
niiden geneettinen poisto aiheutti hiirille  kammioiden laajenemista ja sydadmen
vajaatoimintaa. Nama tulokset viittaavat GATA4:n ja -6:n keskeiseen rooliin syddmen
hypertrofiassa.

GATA4 on sydamen hypertrofiaan yleisimmin liitetty transkriptiotekijd. Se sadatelee
kardiomyosyyteissé monia sarkomeeriproteiineja koodaavia geenejd, kuten Myh6:ta,
Myh7:48, sydamen troponiineja I:td ja C:td sekd myosiinin kevytketjuja 1 ja 3, sek&
natriureettisten peptidien Nppa- ja Nppb-geenien ekspressiota (Molkentin 2000). Liséksi se
séatelee monia muita proteiineja, kuten AT1a-reseptoria, ET-1:t4, syddmen natrium/kalsium-
vaihtajaa (Slc8al), kolinergistd muskariinireseptori-2:ta ja Al-adenosiinireseptoria,
koodaavia geenejd. Hypertrofiastimulaation seurauksena monien GATA4:n sadtelemien
geenien ekspressio muuttuu. GATA4:n onkin todettu olevan tarked paineylikuormituksen
aikaansaamassa Myh7:n ja ATia-reseptorin transkription indusoitumisessa (Hasegawa ym.
1997; Herzig ym. 1997). Se valittdd myds adrenergisen stimulaation aiheuttamaa NPPB:n,
Slc8al:n ja ET-1:n ilmentymisen lisd&ntymista (Cheng ym. 1999; Morimoto ym. 2000; He
ym. 2002).

GATAA4:n on huomattu aktivoituvan monen eri hypertrofisen stimulaation, kuten in vivo
paineylikuormituksen ja a- ja B-adrenergisen stimulaation seké in vitro kardiomyosyyttien
venytyksen, a-adrenergisen, Angll- ja ET-1-stimulaation, seurauksena (Herzig ym. 1997,
Saadane ym. 1999; Suzuki ym. 1999; Morimoto ym. 2000; Liang ym. 2001a; Morin ym.
2001; Pikkarainen ym. 2003; van Berlo ym. 2013a). Hypertrofiset stimulaatiot eivat
(valttamatta) lisaéd GATA4:n ekspressiota. Sen sijaan ne lisddvat GATA4:n aktiivisuutta
parantamalla sen DNA:han sitoutumista, jota puolestaan saatelee GATA4:n translaation
jalkeinen muokkaus, kuten fosforylaatio, asetylaatio, metylaatio ja SUMOylaatio, seka

proteiinien véliset vuorovaikutukset (Katanasaka ym. 2016).
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GATAA4:ssd on useita seriinitahteitd, joiden fosforylaatio aktivoi sen sitoutumista DNA:han
(Gallagher ym. 2012). Eri seriinitdhteiden fosforylaatio aiheuttaa erilaisen
transkriptionaalisen aktiivisuuden. Esimerkiksi seriinil05:n fosforylaatio on tarpeellinen
kardiomyosyyttien hypertrofisen transkription aikaansaamiseksi, mutta se ei ole olennainen
sydamen kehityksessd. Solunsiséisista hypertrofian vélittgjistda ERK1/2:n sekd p38:n on
todettu fosforyloivan GATAA4:n seriini105:td (Morimoto ym. 2000; Charron ym. 2001; Liang
ym. 2001b; Kerkelda ym. 2002). Liangin ym. (2001b) tutkimuksessa ERK1/2 fosforyloi
GATAA4:aa lisaten sen DNA-sitoutumista ja transkriptionaalista aktiivisuutta in vitro
kardiomyosyyteissd. Lisdksi ERK1/2:ta aktivoivan MAPK-kinaasi 1:n (MAP2K1)
farmakologinen inhibitio esti fenyyliefriinin stimuloiman GATAA4:n aktiivisuuden
lisadntymisen, kun taas p38:n farmakologisella estolla ei havaittu vastaavaa vaikutusta. Sen
sijaan Charron ym. (2001) havaitsivat p38:n ja sitd aktivoivan MAPK-kinaasi 6:n (MAP2K®6)
aktivoivan GATAA4:&4. Lisaksi dominantti negatiivinen p38:n muoto esti RhoA-indusoidun
GATA4:n aktivoitumisen. Myo6s Kerkeld ym. (2002) havaitsivat p38:n valittavan ET-1:n
stimuloiman GATA4:n aktivaation lisdantymisen. Heidan tutkimuksessaan p38:n
farmakologinen esto véhensi GATAA4:n sitoutumista Nppb-geeniin ET-1-stimulaation
jalkeen, kun taas ERK1/2:n inhibitio MAP2K1:n estgjalla ei estanyt ET-1:n aiheuttamaa
lisdantynyttd GATA4:n DNA-sitoutumista. Li ym. (2012) puolestaan havaitsivat ERK1/2:n
fosforyloivan ribosomaalista S6-kinaasia, joka on myos kykeneva fosforyloimaan ja
aktivoimaan GATA4:&4.

MAPK-valitteisen signaloinnin liséksi GATA4:n sadatelijoihin kuuluu muitakin kinaaseja.
Kuten edelld todettiin PKC valittaa solunsiséisia hypertrofisia signaaleja aktivoimalla monia
signaalinvalittdjia, mutta PKC:n on todettu myos suoraan fosforyloivan GATAA4:44 ja siten
lisddvéan sen aktiivisuutta (Wang ym. 2005). Histoniasetyylitransferaasi p300 puolestaan
asetyloi GATA4:44 ja lisaa siten sen DNA-sitoutumista ja transkriptionaalista aktiivisuutta
(Takaya ym. 2008). GATA4:n aktiivisuuden negatiivisiin sé&atelijoihin  kuuluu
glykogeenisyntaasikinaasi 3 (GSK3p), joka lisad GATA4:n kulkeutumista tumasta ulos
(Morisco ym. 2001). GATAA4:n transkriptionaalista aktiivisuutta s&atelee myds sen
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vuorovaikutus muiden transkriptiotekijoiden, kuten NKX2-5:n, MEF2:n, SRF:n, NFAT:n ja
GATAG:n, kanssa (Kohli ym. 2011).

GATAG6 on GATA4:a4 vahemman tutkittu hypertrofiaa séételevé transkriptiotekija. Sen on
kuitenkin todettu olevan sekd riittdva ettd valttdméaton hypertrofisen geeniekspression
saatelija in vivo (van Berlo ym. 2010). Se osallistuu seka paineylikuormituksen etta
adrenergisen ja Angll-stimulaation aiheuttaman hypertrofian séételyyn. GATAG6 toimii

hypertrofian séatelijana seka yksin ettd yhdessé ainakin GATA4:n kanssa.

NKX2-5

Homeobox-transkriptiotekija NKX2-5 on syddamen trankriptiotekija, joka on GATA4:n ja -
6:n ohella valttdamaton syddmen normaalille kehitykselle. Sen poistaminen johtaa hiirill&
alkion sydamen kehityksen héairiintymiseen ja alkion kuolemaan (Lyons ym. 1995). NKX2-
5 sitoutuu useisiin DNA-sekvensseihin, joista vahvimmin sen on havaittu sitoutuvan
sekvenssiin T(C/T)AAGTG (Chen ja Schwartz 1995). Se osallistuu monien alkion sydamen
geenien, kuten Nppa:n, Nppb:n, Myl2:n, Mef2c:n ja Hand1:n, ekspression séételyyn (Tanaka
ym. 1999). Se séatelee myods aikuisen syddmessd monien hypertrofisten geenien, kuten
natriureettisten peptidien ja Myl2:n, transkription lisdédntymista (Akazawa ja Komuro 2003).
Lisaksi Nkx2-5-geeniekspression on todettu lisddntyneen a- ja B-adrenergisen stimulaation
sekd paineylikuormituksen aiheuttamissa sydamen hypertrofioissa (Thompson ym. 1998;
Saadane ym. 1999). Sen yliekspressio hiirilld ei kuitenkaan aiheuttanut syddmen hypertrofiaa,
vaikka joidenkin hypertrofisten geenien ekspression havaittiin lisddntyneen (Akazawa ja
Komuro 2003). NKX2-5 ei siis yksind&n kykene aiheuttamaan hypertrofiaa, mutta sen on
huomattu osallistuvan hypertrofisten geenien, kuten Nppa:n ja Actal:n, transkription
séatelyyn yhdessd muiden transkriptiotekijoiden, kuten GATA4:n, HAND2:n, SRF:n ja
transkriptioaktivaattori CAMTAZ2:n (engl. calmodulin binding transcription activator 2),
kanssa (Chen ja Schwartz 1996; Shiojima ym. 1999; Thattaliyath 2002; Song ym. 2006).
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2.3 Vasemman kammion hypertrofian hoito

LVH:n hoito on tarkeda sydan- ja verisuonisairauksien ehkaisemiseksi (Ruilope ja Schmieder
2008). LVH:n regressiolla on monessa tutkimuksessa voitu védhentdd sydan- ja
verisuonisairauksien aiheuttamia kuolemia seké sydaninfarktin ja aivoverenkiertohairididen
ilmaantumista. LVH:lle ei ole omaa hoitosuositusta ja sen hoito perustuu usein epéillyn syyn
mukaiseen hoitoon. Koska LVH on useimmiten liitetty kohonneeseen verenpaineeseen,
verenpainelaakitys on tavallinen LVH:n hoito (Kohonnut verenpaine, Kdypé hoito -suositus,
2014). Verenpainel&ékityksella on my0s verenpaineesta riippumattomia vaikutuksia, joten
verenpainelaakehoito voi soveltua myos potilaille, joilla verenpaine on normaali. Lappévian
aiheuttama LVH hoidetaan ensisijaisesti lappéleikkauksella, jossa viallinen lappa korvataan
tekolapélld (Kettunen 2014). Seuraavaksi késitellddn LVH:n hoidossa kaytettyjen
ladkehoitojen seké& joidenkin ld&kkeettomien hoitojen vaikutusta LVVH:aan seka pohditaan
uusien l&&keaineiden ja potentiaalisten ladkevaikutuskohteiden mahdollisuuksia LVH:n

hoidossa.

2.3.1 Ladkkeiden vaikutus vasemman kammion hypertrofiaan

Verenpaineldékitys on toistaiseksi yleisin ja paras LVH:n hoitomuoto (Kohonnut verenpaine,
Kéypa hoito -suositus, 2014). Monien Kliinisten kokeiden perusteella useat eri
verenpaineladkkeet ja niiden yhdistelmat pienentdvat vasemman kammion massaa ja
seindmien paksuutta. Lisdksi ne parantavat potilaiden ennustetta ja vahentévat riskia sydan-

ja verisuonisairauksien syntymiseen.

Gottdiener ym. (1997) tutkivat vuoden ajan kuuden eri vaikutusmekanismilla toimivan
verenpainelddkkeen vaikutusta vasemman kammion massaan hypertensiivisilla LVH:aa
sairastavilla miehillda (n=1105). Tutkituista ladkkeista kaptopriili (ACE:n estdjd),
hydroklooritiatsidi (diureetti) ja atenololi (Bi-reseptorin salpaaja) pienensivat vasemman
kammion massaa merkitsevasti, kun taas diltiatseemilla (kalsiumkanavan salpaaja),

klonidiinilla (keskushermoston a-reseptorin agonisti) ja pratsosiinilla (a1-reseptorin salpaaja)
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ei ollut vaikutusta vasemman kammion massaan. Vasemman kammion massan muutos ei
ollut riippuvainen ladkkeiden verenpainetta alentavasta vaikutuksesta. Tutkimuksesta selvia,
ettd eri verenpaineldakkeilla on erilainen teho LVH:aan riippumatta niiden verenpainetta
alentavasta vaikutuksesta. Tutkimus oli kuitenkin vain vuoden mittainen, minka vuoksi

ladkkeiden pitkaaikaisesta tehosta ei saatu tietoa.

LIFE (The Losartan Intervention for Endpoint Reduction in Hypertension) -tutkimuksessa
arvioitiin  puolestaan losartaanin (ATq-reseptorin salpaaja) ja atenololin vaikutusta
hypertensiivisten LVH-potilaiden vasemman kammion massaan (Devereux ym. 2004a).
Yhteensa 960 potilaasta koostuvan 6 vuoden satunnaistetun ja kaksoissokkoutetun
tutkimuksen mukaan losartaani pienensi vasemman kammion massaa merkitsevasti
enemman kuin atenololi. Kuuden vuoden hoito losartaanilla vahensi vasemman kammion
massan indeksia (vasemman kammion massa suhteutettuna kehon pinta-alaan) keskimaarin
21,7 %, kun atenololihoito vahensi sitd 17,7 %. Verenpaineen aleneminen ei eronnut ryhmien
valilla, mutta systolisen verenpaineen lasku oli yhteydessa vasemman kammion massan
pienenemiseen. My6s ATi-reseptorin salpaajaa telmisartaania verrattaessa uuden polven
beetasalpaaja karvediloliin huomattiin ATi-reseptorin salpaajan védhentavan vasemman
kammion massaa tehokkaammin kuin beetasalpaaja (Galzerano ym. 2005).

Tutkimuksista eri verenpainelddkkeiden tehosta LVVH:n hoidossa on tehty monta meta-
analyysid. Esimerkiksi Schmiederin ym. (1998) 50 satunnaistetun ja kaksoissokkoutetun
kokeen meta-analyysissé tutkittiin yhteensd 1715 hypertensiivisen potilaan aineistosta
neljadn eri ryhmaan kuuluvien verenpaineldékkeiden vaikutusta vasemman kammion
massaan. Meta-analyysin perusteella systolinen verenpaine, verenpaineldakityksen kesto ja
verenpainelddkeryhma vaikuttivat vasemman kammion massaan merkitsevasti. Vasemman
kammion massa oli sitd pienempi, mitd enemmén systolinen verenpaine aleni ja mité
pidempdadn hoito kesti. Eri lddkeaineryhmilld oli kuitenkin erilainen vaikutus vasemman
kammion massaan, vaikka verenpainetta alentava teho oli samanlainen. ACE:n estdjat
pienensivat vasemman kammion massan indeksid 12 %, kalsiumkanavan salpaajat 11 %,

diureetit 8 % ja beetasalpaajat 5 %. ACE:n estdjilla ja kalsiumkanavan salpaajilla saavutettiin
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merkitsevasti parempi teho kuin beetasalpaajilla. Myds myO6hemmét meta-analyysit
mukailevat nditd tuloksia. Esimerkiksi Klingbeilin ym. (2003) 3767 potilaasta koostuvan
meta-analyysin mukaan ATi-reseptorin salpaajat, kalsiumkanavan salpaajat ja ACE:n estéjat
pienensivat vasemman kammion massan indeksia merkitsevasti enemmaén (10-13 %) kuin
beetasalpaajat (6 %). Myds Fagardin ym. (2009) meta-analyysin (n=6001) mukaan AT:-
reseptorin salpaajilla saadaan parempi teho kuin beetasalpaajilla. Edelld esitetyt tulokset
viittaavat siihen, ettd RAS:ia ja kalsiumkanavia estavat ladkeaineet olisivat tehokkaimpia

vahentaméaan vasemman kammion massaa.

Edelld mainituista tutkimuksista ja meta-analyyseista selviad, ettd vasemman kammion
massaan voidaan vaikuttaa eri verenpainelddkkeilld. Niistd ei kuitenkaan ilmene, mika
vasemman kammion massan vahenemisen merkitys on. Verdecchia ym. (2003) tutkivat
meta-analyysissadn ~ vasemman  kammion  massan  vdhenemisen  merkityst4
verenpainepotilaiden sydan- ja verisuonitautien (mm. aivoinfarkti, sydaninfarkti, syddmen
vajaatoiminta, akkikuolema) riskiin. Meta-analyysi koostui 4 tutkimuksesta, joihin osallistui
yhteensd 1064 potilasta, joiden vasemman kammion massa oli mitattu kaikututkimuksella
ennen verenpaineld&kehoitoa, sen aikana ja sen jalkeen. LVH maédritettiin vasemman
kammion massan suhteena kehon pinta-alaan. Meta-analyysin perusteella potilailla, joilla
verenpaineldakkeet korjasivat LVH:n, riski sairastua sydan- ja verisuonitauteihin pieneni 59 %
verrattuna potilaisiin, joilla LVH ei korjaantunut tai ilmaantui uusi LVH. Potilailla, joilla
LVH korjaantui, riski ei merkitsevasti eronnut potilaista, joilla ei ollut LVH:aa. LIFE-
tutkimuksen 941 potilaan aineistosta tehty analyysi myotdilee edelld mainitun meta-
analyysin tuloksia (Devereux ym. 2004b). LVH:n korjaantuminen verenpainel&ékityksella
paransi potilaiden ennustetta ja vahensi sydan- ja verisuonitauteihin sairastuvuutta ja
kuolleisuutta riippumatta verenpaineen alenemisesta, verenpainelddkkeestd (losartaani tai
atenololi) tai muista riskitekijoistd. Nama tutkimustulokset osoittavat L\VH:n hoidon olevan

keskeisessa asemassa sydan- ja verisuonisairauksien ehkaisyssa.

Monilla potilailla on verenpaineen lisdksi my6s muita sydan- ja verisuonitautien riskitekijoité,

ja useimmat néisté potilaista eivat saavuta tarvittavaa hyotya yhdesta ladkeaineesta (Artham
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ym. 2009). Verenpaineen hoidossa kéytetddn usein l&&keaineiden yhdistelmaa yhden
la&keaineen sijaan. Yhdistelméal&ékityksen avulla voidaan vaikuttaa verenpaineeseen, ja
luultavasti myds LVH:aan, useammalla eri mekanismilla, jolloin l&é&kityksen vaikutuksen
uskotaan voimistuvan. Yhdistelméal&ékityksen etuna on myos, ettd yhden laékeaineen annos

voidaan pitaa alhaisena, jolloin voidaan monesti vahentad laakkeiden haittavaikutuksia.

Yhdistelma- ja monoterapiaa on vertailtu myds LVH:n hoidossa. Esimerkiksi Neutel ym.
(2004) vertasivat ACE:n estdja benatsepriilin ja kalsiumkanavan salpaaja amlodipiinin
yhdistelmé&- ja monoterapian vaikutusta verenpainepotilaiden vasemman kammion massaan.
Amlodipiinin (5 mg) ja benatsepriilin (20 mg) yhdistelma vahensi vasemman kammion
massan indeksia merkitsevasti enemman (30 %) kuin amlodipiini (10 mg) yksinaan (14 %).
Yhdistelmalaékitys ei eronnut tilastollisesti merkitsevasti benatsepriilista (40 mg; 19 %).
Tutkimuksessa  tarkasteltiin -~ my0s  ladkitysten  vaikutusta  verenpaineeseen.
Yhdistelmalaakitys alensi verenpainetta merkitsevasti enemman kuin benatsepriililakitys,
mutta ei eronnut amplodipiinilaékityksestd. Myds Dahléf ym. (2005) vertasivat yhdistelma-
ja monoterapiaa vaikutusta LVH:aan 525 hypertensiiviselld LVH-potilaalla. He havaitsivat,
ettd ACE:n estdja perindopriilin ja diureetti indapamidin yhdistelma vahensi vasemman
kammion massan indeksid merkitsevasti enemman (14 %) kuin ACE:n estdja enalapriili
yksindan (4 %). Liséksi verenpaine ja kammion seindman paksuudet pienenivat enemman
yhdistelmélaakitykselld kuin enalapriililld yksindan. Myods ACE:n estdja enalapriilin ja
aldosteronin estdja eplerenonin yhdistelméd oli eplerenonin monoterapiaa tehokkaampi
LVH:n hoidossa (Pitt ym. 2003). Nama tulokset viittaavat yhdistelmé&laakityksen olevan
mahdollisesti monoterapiaa tehokkaampi vaihtoehto LVH:n hoidossa.

2.3.2 Elintapojen vaikutus vasemman kammion hypertrofiaan

Liebson ym. (1995) tutkimuksen mukaan l&&kkeeton ja la&kkeellinen hoito ovat yhta
tehokkaita LVVH:n hoidossa. Tutkimuksessa verrattiin viittd verenpainelééketta: diureettia
(klortalidoni), beetasalpaajaa (asebutololi), os-reseptorin salpaajaa (doksatsosiini),

kalsiumkanavan salpaajaa (amlodipiini) ja ACE:n estdjaa (enalapriili) lumeladkkeeseen
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yhteensd 844 lievésti hypertensiiviselld potilaalla. Kaikkiin hoitoihin yhdistettiin myos
elintapainterventio, jonka paamaarana oli painonpudotus, suolan ja alkoholin kulutuksen
vahentdminen sekd fyysisen aktiivisuuden lisdédminen. Potilaiden vasemman kammion
massaa seurattiin kaikututkimuksilla 4 vuoden ajan. Neljan vuoden jalkeen vasemman
kammion massa oli vahentynyt yhtd paljon lumelé&akettd ja verenpainelédékkeitd saaneilla
potilailla, lukuun ottamatta klortalidonia, jota saaneiden potilaiden vasemman kammion
massa oli pienentynyt hieman enemman. Verenpaineldékkeiden verenpainetta alentava teho
oli kuitenkin lumeladketta parempi. Ryhmien sisdisissé vertailuissa havaittiin potilaiden
painon muutosten, natriuminerityksen ja systolisen verenpaineen korreloivan vasemman
kammion massan muutoksiin. Namé& tulokset viittaavat ladkkeettomén elintapahoidon,
etenkin painonpudotuksen ja suolan kayton vahentdmisen, olevan yhta tehokas LVH:n
hoitomuoto kuin verenpaineladkkeet. Alkoholin kulutuksen vahentdminen ja fyysisen
aktiivisuuden lisd&minen olivat tutkimuksessa vahaisig, joten niiden vaikutusta LVH:aan ei

pystytty arvioimaan.

Jo vuonna 1988 Schmieder ym. huomasivat, ettd suolan kayttd korreloi vahvasti vasemman
kammion massaan ja rakenteeseen. Runsas natriumin eritys, joka kuvastaa suolan kéayttoé,
oli yhteydessa kammion seindmén paksuuntumiseen sekd suurentuneeseen vasemman
kammion massaan. Jula ja Karanko (1994) tutkivat suolan rajoituksen vaikutuksia vasemman
kammion massaan 76:lla lievasti tai kohtalaisesti hypertensiivisella potilaalla. Kohtalaisen
natriumin rajoituksen (< 70 mmol/vrk) lisdksi k&sittelyryhman potilaat saivat tarvittaessa
ohjeistusta painon pudotukseen ja tyydyttyneiden rasvojen véhentdmiseen. Kontrolliryhma
ei saanut mink&aanlaista hoitoa tai ohjeistusta. Vuoden tutkimuksen aikana kasittelyryhman
potilaiden vasemman kammion massa véheni 5,4 % ja vasemman kammion massan indeksi
4,7 %, kun kontrolliryhmdssé ei havaittu muutoksia. Kasittelyryhmén painonpudotus ja
rasvojen vahentdminen eivat selittdneet vasemman kammion massan muutoksia, joten
natriumin rajoituksen uskotaan olevan syynd LVH:n pienenemiseen. Tdma tutkimustulos

viittaa suolan kayton rajoituksen olevan toimiva LVH:n l4&kkeeton hoitomuoto.
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Suolan véhentdmisen lisdksi painon pudotuksella on todettu olevan LVH:a védhentéva
vaikutus. MacMahonin ym. (1986) 21-viikkoisessa tutkimuksessa ylipainoisten
hypertensiivisten potilaiden painon pudotus (keskimaarin 8,3 kg) vahensi vasemman
kammion massaa 20 %. Laihduttaneiden vasemman kammion massa pieneni enemman kuin
beetasalpaaja metoprololia tai lumel&akettd saaneiden verrokkien. My6s Mukerjin ym. (2012)
tutkimuksessa normotensiivisten  ylipainoisten LVH-potilaiden painonpudotuksella
(painoindeksin vaheneminen keskiméadrin 12,4 kg/m?) saavutettiin merkittiava vasemman
kammion massan indeksin pieneneminen (-29,5 g/m?7). Nama tulokset viittaavat ylipainon
vahentdmisen olevan merkittdvd LVH:ta vadhentdva ladkkeeton hoitomuoto seka
hypertensiivisilla ettd normotensiivisilla potilailla.

Ladkkeetontd hoitoa voidaan edella mainittujen tutkimusten valossa pitda ladkehoitoon
rinnastettavana LVH:n hoitomuotona. Etenkin suolan kdyton vahentaminen ja laihdutus
vaikuttavat tehokkailta ladkkeettomiltd hoidoilta. Nailla hoidoilla on usein myds myonteisia

plasman reniiniaktiivisuuteen.

2.3.3 Laakehoidon uusia mahdollisuuksia

Monissa tutkimuksissa verenpaineladkkeilld on voitu tehokkaasti estda vasemman kammion
hypertrofiaa, ainakin kun puhutaan potilaiden keskiarvoista. Monissa tutkimuksissa ei
kuitenkaan  kerrota  hoitoon  reagoimattomista  potilaista.  Verenpainepotilailla
verenpainel&akeresistentti on hyvinkin vyleistd, kliinisten kokeiden perusteella tehtyjen
arvioiden mukaan jopa 20-30 % potilaista ei saa tarvittavaa verenpainetta alentavaa vastetta
verenpainelaakityksestd (Calhoun ym. 2008). LVH-hoitoon resistenteista potilaista ei ole
olemassa samanlaisia arvioita, mutta luultavasti osa potilaista on nykyiselle 1d4kehoidolle
resistentteja. Esimerkiksi LIFE-tutkimuksessa 660 potilaalla todettiin tutkimuksen alkaessa
LVH, ja viiden vuoden hoidon jalkeen LVH todettiin yh& 78 potilaalla, eli noin 12 %
potilaista LVH ei korjaantunut hoidosta huolimatta (Devereux ym. 2004b). Myds potilailla,

jotka reagoivat ladkehoitoon, vaste ei valttamétté ole riittdva ja tauti etenee (van Berlo ym.
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2013b). Lisdksi nykyisilla ladkehoidoilla saattaa olla haitallisia vaikutuksia esimerkiksi
sydamen supistustoimintaan. Siksi uusia ldakeaineita ja hoitostrategioita tarvitaan. Moniin
tunnistettuihin hypertrofiaa vélittaviin signaalireitteihin onkin pyritty vaikuttamaan joko
uusilla laakeaineilla tai jo kaytossa olevilla toiseen kayttdaiheeseen tarkoitetuilla
ladkeaineilla. Kaytossa olevien ladkeaineiden etuna on niiden Kliinisen turvallisuuden
tunteminen. Seuraavaksi esitelladn joitakin uusia LVH:n laédkehoidon mahdollisuuksia,

keskittyen edell& esiteltyihin hypertrofisiin signaalireitteihin.

Solukalvon GPCR:iin vaikuttavia ladkeaineita, kuten ATi-, B- ja a-reseptorien salpaajia,
kaytetddn paljon LVH:n hoidossa. Ndiden reseptorien patologiset vaikutukset ilmenevat
pitkaédn jatkuneen G-proteiinien aktivaation seurauksena (van Berlo ym. 2013b). GPCR:ien
aktivaatiota saatelevéat G-proteiinikytkentéisten reseptorien kinaasit (GRK). B-adrenergisen
reseptorin kinaasin GRK2:n on todettu aktivoivan mm. GPy-alayksikkoa ja GRK2:n eston
arvellaankin olevan mahdollinen ladkevaikutuksen kohde. Pienmolekyylisen M119:n on
todettu estdvdn GRK2:n ja GBy:n vuorovaikutusta (Casey ym. 2010). M119:lla onkin tehty
kokeita sekd in vitro sydanlihassoluilla etta in vivo hiirilla ja sen on havaittu vahentavan
hypertrofiaa ja estdvdn syddmen vajaatoiminnan kehittymista hiirillda. GRK:iin
vaikuttaminen on uusi GPCR:iin vaikuttava strategia, joka vaatii kuitenkin vield lis&&
tutkimuksia.

Tavallisesti GPCR:ien on ajateltu vélittavan signaalin ainoastaan G-proteiinien vélityksell,
mutta uudempien tutkimusten mukaan niiden on havaittu aktivoivan mygs muita G-
proteiineista riippumattomia signaalireittejd, kuten [-arrestiinia (Ikeda ym. 2015). B-
arrestiinilla on todettu olevan hyodyllisia vaikutuksia kardiomyosyyttien supistustoimintaan
jaselvitymiseen. Nykyiset GPCR-salpaajat (mm. AT:-salpaajat) estavat G-proteiinien lisaksi
[B-arrestiinia, joten ne estavdt myods mahdollisesti hyddyllisten signaalien etenemista
sydéanlihassoluissa. TRV027 on uudenlainen synteettinen AT:-reseptorin ligandi, joka estéa
G-proteiinivilitteisen signaloinnin samalla aktivoiden [-arrestiinin ja sitd seuraavan

signaloinnin. TRV027 on talla hetkella faasi 1I:n kliinisissa kokeissa akuutin sydamen
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vajaatoiminnan hoitoon. Mikéli kliinisten kokeiden tulokset ovat hyvi, voitaisiin TRV027:n

mahdollisuutta my0ds hypertrofian hoitoon arvioida.

Myos ET-1:n vaikutusten on todettu valittyvdn GPCR:n, ETa-reseptrorin, vélityksella.
Keuhkoverenpainetautiin hyvaksyttya ETa- ja ETs-reseptorien estaja bosentaania on sen
vuoksi tutkittu eldinkokeissa hypertrofian ja syddmen vajaatoiminnan hoitoon (Mishima ym.
2000; lwanaga ym. 2001). Kaoirilla sen havaittiin estdvdn mikroembolisaatiolla indusoitua
vasemman kammion toiminnan heikkenemista seka sen aiheuttamaa LVH:ta (Mishima ym.
2000). lwanaga ym. (2001) puolestaan vertasivat bosentaania ACE:n est&ja temokapriiliin
paineylikuormitetuilla suolaherkill& rotilla. Bosentaani paransi temokapriilin tavoin syddmen
toimintaa ja rottien selviytymistd, mutta ei sen sijaan estdanyt vasemman kammion
hypertrofiaa. Myoskadn toinen ETa- ja ETs-reseptorien estdja, enrasentaani, ei kyennyt
estdmadn aortan koarktaation aiheuttamaa hypertrofiaa rotilla (Willette ym. 1998). ET-

reseptorien potentiaali ld&kevaikutuksen kohteena on siis vield kyseenalainen.

PKC:n on edellé todettu olevan merkittava hypertrofiaa vélittava proteiinikinaasiperhe. Siksi
PKC:n estdjat ovat mahdollinen Id&keaineryhma LVH:n hoitoon. Staurosporiini on monissa
tutkimuksissa kaytetty epéspesifinen PKC:n estdja, joka estédé eri PKC-isoformien lisaksi
monia muitakin kinaaseja (Ferreira ym. 2011a). Koska eri PKC-isoformeilla on erilaisia
rooleja hypertrofiassa, isoformiselektiivisten antagonistien/agonistien kehittdminen on
keskeista. Pienmolekyylinen suun kautta annosteltava ruboksistauriini on selektiivisesti
PKCp:aa estavé laékeaine, joka on hyvaksytty diabeettisen retinopatian hoitoon (van Berlo
ym. 2013b). Silla on tosin havaittu myos PKCa:aa estdvd vaikutus (Liu ym. 2009).
Ruboksistauriinia on tutkittu eldinkokeissa my6s sydamen hypertrofian ja vajaatoiminnan
hoitoon (Liu ym. 2009; Liu ym. 2012). Suuriannoksinen ruboksistauriini esti metoprololin
lailla sydamen paineylikuormituksen aiheuttaman sydamen hypertrofian ja paransi syddamen
toimintakykyé hiirilla (Liu ym. 2009). Se myos esti taysin 10 viikon paineylikuormituksen
aiheuttamat kuolemat hiirillg, toisin kuin metoprololi tai lumel&éke. Liséksi sen on todettu
vahentévan streptotsosiinilla indusoitua diabeettista hypertrofiaa ja syddmen toiminnan

heikkenemista rotilla (Liu ym. 2012). Ruboksistauriini on Kliinisissa kokeissa todettu



38

turvalliseksi diabeettisen retinopatian hoidossa, minka vuoksi sen mahdollisuutta myos
LVH:n ja syddmen vajaatoiminnan hoidossa olisi hyvé tutkia lisaa.

Eri PKC-isoformeja on pyritty selektiivisesti estimaan myos estamalla niiden interaktiota
isoformispesifisten RACK:ien kanssa (Ferreira ym. 2011a). Interaktiota on voitu estda
selektiivisesti eri RACK:eihin sitoutuvien peptidien avulla. Kuten aiemmin todettiin seka
PKCBLn ettd PKCBIL:n isoformispesifisten RACK:ien salpauksella pystyttiin estdmaian
PMA-indusoitua hypertrofiaa kardiomyosyyteissa in vitro (Stebbins ja Mochly-Rosen 2001).
BIIPKC-spesifinen inhibiittoripeptidi pystyi myds estdma&n suolaherkkien hypertensiivisten
rottien pitkélle edenneen hypertrofian etenemisté syddmen vajaatoimintaan ja paransi ndiden
rottien selviytymistd (Ferreira ym. 2011b). My6s muiden isoformien, kuten PKCe:n,
translokaatiota parantavia ja estavia peptideja on kehitetty. Spesifisti tiettyd PKC-isoformia
estavien tai aktivoivien yhdisteiden kehittdminen vaatii vield lis&é tutkimusta liittyen seka
itse yhdisteiden toimintaan ettéd eri PKC-isoformien rooleihin hypertrofiassa.

PKC:n lisdaksi myds muut solunsisdiset signaalinvalitysreitit, kuten MAPK:t ja
kalmoduliiniriippuvainen kinaasi, ovat mahdollisia ld&kevaikutuksen kohteita ja niihin
vaikuttavia l4&keaineita on pyritty kehittdmé&én (van Berlo ym. 2013b). Kaikki edella
mainitut signaalinvélitysreitit, niin reseptorit kuin solunsisdiset kinaasit, johtavat kuitenkin
lopulta geenitason hypertrofisia muutoksia vélittaviin  transkriptiotekijoihin.  Eri
signaalireittien estoa voidaankin pitdd epasuorana transkriptiotekijoihin vaikuttamisena
(Kohli ym. 2011). Yhden signaalinvalittdjén esto on kuitenkin transkriptiotekijoiden suhteen
epéspesifista ja sen potentiaalia rajoittaa eri signaalinvélittajien ja -reittien keskindinen
vuorovaikutus ja pdaallekkaisyys. Siksi trankriptiotekijoihin suoraan ja selektiivisesti

vaikuttaminen on uusi mielenkiintoinen ladkehoidon strategia.

Transkriptiotekijoilla on monia domeeneja, kuten ligandin sitova, dimerisoituva, DNA:han
sitoutuva ja aktiivisuutta séateleva domeeni, joihin voitaisiin vaikuttaa pienmolekyyleilla
(Kohli ym. 2011). Mahdollisuuksina olisi estdd pro-hypertrofisia transkriptiotekijoita tai

aktivoida anti-hypertrofisia transkriptiotekijoita. Eras lahestymistapa on transkriptiotekijoille
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spesifisen DNA:n sitoutumispaikan sekvenssin siséltavit “decoy’-oligodeoksinukleotidit
(engl. decoy oligodeoxynucleotides, DODN), joiden avulla voidaan sitoa tiettya

transkriptiotekijaa ja estaa siten sen toimintaa (Mann ja Dzau 2000).

Pikkarainen ym. (2002) tutkivat GATA4-transkriptiotekijan estoa DODN:ien avulla in vitro
rotan primaarisydanlihassoluissa. Menetelmalla onnistuttiin estdméan GATA4:n DNA-
sitoutumista ja vahentdmaidn GATAA4:n sdatelemien natriureettisten peptidien ekspressiota
lahtdtilanteessa. GATA4:n estdminen DODN:eilld ei kuitenkaan estdanyt ET-1- tai
fenyylierfiini-stimulaatioiden — aikaansaamaa  natriureettisten  peptidien  ekspression
lisddntymista eikd ET-1:n aiheuttamaa lisdantynyttd sarkomeeriproteiinien tuotantoa. Nain
ollen kyseiselld menetelmalla ei pystytty estimaan hypertrofisia vasteita kardiomyosyyteissa.
Pikkarainen ym. (2002) epailevatkin, ettd hypertrofinen stimulaatio saattaa vaikuttaa
GATA4:n DNA-sitoutumisen sijaan ennemminkin GATA4:n vuorovaikutukseen muiden
transkriptiotekijoiden kanssa. Tdma vuorovaikutus puolestaan johtaa hypertrofisten geenien
promoottorien aktivaatioon muiden kuin tyypillisten GATA:n sitoutumiskohtien kautta.
Tama tarkoittaisi, ettd tyypillisen GATA4:n DNA-sitoutumiskohdan esto ei esta
hypertrofiassa aktivoituneen GATA4:n toimintaa. DNA-sitoutumisen eston sijaan
hypertrofisten transkriptiotekijoiden vuorovaikutuksen esto saattaisi olla mahdollinen
ladkevaikutuksen kohde.

3 TUTKIMUKSEN TAVOITE

Tamén erikoistyoprojektin tavoitteena oli verrata mekaanisen venytyksen ja ET-1-
stimulaation aiheuttamia hypertrofiavasteita H9c2-myoblastisolulinjassa ja
primadrikardiomyosyyteissd, ja ndin selvittdd H9c2-solulinjan mahdollisuutta korvata
primadrisydanlihassolut syddmen hypertrofiatutkimuksissa ja ladkeaineiden seulonnassa.
N&in voitaisiin helpottaa tutkimusprosessia ja véhentdd koe-eldinten kayttod. Lisaksi

tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd uusien kokeellisten yhdisteiden vaikutuksia solujen
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elinkykyyn  sek& mekaanisen ja  farmakologisen  stimulaation  aiheuttamiin
hypertrofiavasteisiin.

4 MATERIAALIT JA MENETELMAT
4.1 Tutkitut yhdisteet ja muut kdytetyt reagenssit

Tutkituista yhdisteistd PKC:hen sitoutuvat HMI-1a3, HMI-1b11 ja NI-15e syntetisoitiin
Helsingin yliopiston Farmasian tiedekunnassa, Farmaseuttisen kemian ja teknologian
osastolla ja bryostatiini-1 hankittiin Sigma-Aldrichilta (Steinheim, Saksa) (Kuva 4).
Sydamen traskriptiotekijoihin vaikuttavista yhdisteista 3i-1047 ja 3i-1194 syntetisoitiin
Helsingin yliopiston Farmasian tiedekunnassa, Farmaseuttisen kemian ja teknologian
osastolla, kun taas 1-666 hankittiin Pharmatory Ltd:Ita (Oulu, Suomi).

HMI-1h11 OH
@] O
F;C CF
3 \©/\o O/\©/ 3
HMI-1a3 OH
O O
Bryostatiini-1 O F3C\©ﬂok©/mo’\©/cﬁ
NI-15e NO>

Kuva 4. Tutkittujen PKC:hen sitoutuvien yhdisteiden rakennekaavat.
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Soluviljelyssa kéytetyt penisilliini-streptomysiiniliuos, lampoéinaktivoitu sikidvasikan
seerumi (engl. fetal bovine serum, FBS) ja DMEM/F-12-elatusliuos (Dulbecco’'s Modified
Eagle Medium/Ham's F12 nutrient mixture; 31330-038) ostettiin  Gibco Life
Technologiesilta (Paisley, Iso-Britannia). Kollagenaasi 2 hankittiin  Worthington
Biochemical Corporationilta (Lakewood, New Jersey, Yhdysvallat). Dimetyylisulfoksidi
(DMSO), DMEM-elatusliuos (engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium), ET-1, insuliini-
transferriini-natriumseleniittiliuos (11884), natriumpyruvaatti, naudan seerumin albumiini
(engl. bovine serum albumin, BSA), pankreatiini ja toksisuuskokeissa kaytetyt reagenssit
ostettiin Sigma-Aldrichilta. Gelatiini hankittiin Merck Milliporelta (Billerica, Massachusetts,
Yhdysvallat).

Immunofluoresenssivarjayksissa kaytetyista reagensseista primadrivasta-aine anti-o-
aktiniini (A7811) hankittiin Sigma-Aldrichilta ja sekund&érivasta-aine Alexa Fluor® 488
anti-mouse (A-11029), Alexa Fluor® 647 falloidiini (A22287) sek& Prolong Gold antifade
reagent with DAPI -reagenssi Life Technologiesilta (Eugene, Oregon, Yhdysvallat). RNA-
eristyksessd kaytetty Nucleospin® RNA -reagenssisarja hankittiin Macherey-Nagelilta
(Diren, Saksa). Geeniekspression tutkimisessa kéytetyt Tagmanin aluke-koetin-seokset
Nppa:lle (Rn00664637_gl1), Nppb:lle (Rn00580641 _m1) ja Actb:lle (Mm_00607939 s1)
hankittiin Life Technologiesilta ja Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit seka
FastStart Universal Probe Master (ROX) Rochelta (Mannheim, Saksa).

4.2 H9c2-soluviljelmat

H9c2-soluja viljeltiin 75 cm? ja 175 cm? kasvatuspulloissa DMEM-elatusliuoksessa, johon
oli lisatty 10 % FBS, 100 U/ml penisilliini& ja 100 pg/ml streptomysiinié. Solut jaettiin kaksi
kertaa viikossa uusiin pulloihin ja niitd kasvatettiin soluviljelykaapissa 37 °C lamp@tilassa,

kyll&stetyssd ilmankosteudessa ja 5 % CO»-pitoisuudessa.
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4.3 Primadrikardiomyosyyttiviljelmat

Wistar-rotat dekapitoitiin 1-3 péivan ikéising, rintaontelot avattiin ja sydamet irrotettiin
maljoille (5-6 sydantd/malja), joissa oli 5 ml VVornase-puskuria (100 mM NacCl, 10 mM KCl,
1,2 mM KH2PO4, 4 mM MgSOs (6 H20), 50 mM tauriinia, 20 mM glukoosia, 10 mM 4-2-
hydroksietyyli-1-piperatsiinietaanisulfonihappoa (HEPES), pH 6,9), johon oli lisatty 100
U/ml penisilliinid ja 100 ug/ml streptomysiinid. Eteiset poistettiin ja kammiot siirrettiin 5
ml:aan VVornase-puskuria, johon oli lisatty 2 mg/ml kollagenaasi 2:ta, 2 mg/ml pankreatiinia,
100 U/ml penisilliini& ja 100 pg/ml streptomysiinid. Kammiot leikattiin 6-8 osaan ja niiden

annettiin hajota tasoravistelijassa (600 rpm) 37 °C lampdétilassa 1-2 tuntia.

Entsymaattisen hajotuksen jalkeen suspensio sentrifugoitiin 160 g 5 minuuttia. Supernatantti
poistettiin ja pohjalle jd&neet eldvat kardiomyosyytit suspensoitiin varovasti kaupalliseen
DMEM/Ham’s F12 -elatusliuokseen, johon oli lisatty 10 % FBS, 100 U/ml penisilliini& ja
100 pg/ml streptomysiinié. Solususpensio esimaljattiin kardiomyosyyttien rikastamiseksi 10
cm? maljalle tai 75 cm? tai 175 cm? kasvatuspulloon ja inkuboitiin 1-2,5 tuntia
soluviljelykaapissa 37 °C lampdtilassa, kyllastetyssa ilmankosteudessa ja 5 % COo-
pitoisuudessa. Esimaljauksen jalkeen maljaa/pulloa heiluteltiin varovasti ja pohjaan
tarttumattomat solut, kardiomyosyytit, siséltava elatusliuos keréttiin talteen. Solut maljattiin
haluttuun tiheyteen kokeita varten ja niitd kasvatettiin soluviljelykaapissa samoissa

olosuhteissa, joissa esimaljaus tehtiin.

Noin 24 tunnin kuluttua soluille vaihdettiin seerumiton DMEM/F-12-elatusliuos, johon oli
lisatty 1 % insuliini-transferriini-natriumseleniittiliuvosta (5 pg/ml insuliinia, 5 pg/ml
transferriinid, 5 ng/ml seleenid), 2,8 mM natriumpyruvaattia, 1 % BSA:ta, 0,1 nM
trijodityroniinia (T3), 100 U/ml penisilliinid ja 100 ug/ml streptomysiinid. Kokeet aloitettiin
noin 24 tunnin kuluttua seerumittoman elatusliuoksen vaihtamisen jalkeen samassa

elatusliuoksessa.
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4.4 Sytotoksisuuden tutkiminen

Yhdisteiden  sytotoksisuutta  ja  vaikutusta  solujen  elinkykyyn  tutkittiin
laktaattidehydrogenaasitestillda ~ (LDH-testi)  ja  3-(4,5-dimetyyli-2-tiatsolyyli)-2,5-
difenyylitetratsoliumbromiditestilla ~ (MTT-testi). = LDH-testi  perustuu  solukalvon
vaurioitumisen seurauksena solusta vapautuneen laktaattidehydrogenaasin (LDH)
aktiivisuuden méaérittamiseen (Fotakis ja Timbrell 2006). LDH on entsyymi, joka katalysoi
laktaatin ja pyruvaatin hapetus- ja pelkistysreaktiota (samalla pelkistden tai hapettaen p-
nikotiiniamidiadeniininukleotidia). MTT-testi perustuu eldvien solujen kykyyn pelkistaa
tetratsoliumsuola formatsaaniksi, joka kiteytyy solujen siséan ja joka voidaan havaita
absorbanssimittauksilla. MTT-testilla mitataan siis solujen metaboliakykya ja sytotoksisuus

voidaan havaita jo ennen solukalvon vaurioitumista.

Sytotoksisuuskokeita varten primaarikardiomyosyytteja (4 x 10° solua/kuoppa) ja H9c2-
soluja (3-5 x 10* solua/kuoppa) maljattiin 96-kuoppalevyille. Maljauksen jalkeen H9c2-
solujen annettiin kasvaa kuoppalevyilla noin 24 tuntia ja priméaarikardiomyosyyttien noin 48
tuntia, mink& jalkeen ne altistettiin tutkittaville yhdisteille neljalla eri pitoisuudella.
Vuorokauden altistusten jalkeen suoritettiin sytotoksisuustestit.

Maksimaalisen LDH:n vapautumisen maarittdmiseksi osa soluista hajotettiin lisdamaélla
niiden kuoppien elatusliuokseen 0,9 % Triton X-100 -liuosta, jonka annettiin vaikuttaa 45
minuuttia. Sen jalkeen jokaisesta kuopasta siirrettiin 50 pl elatusliuosta uudelle 96-
kuoppalevylle ja kuoppiin lisattiin 50 pl LDH-substraattiliuosta, jossa oli 1,3 mM f-
nikotiiniamidiadeniininukleotidia, 660 puM jodonitrotetratsoliumia, 54 mM L-(+)-
maitohappoa ja 280 uM fenatsiinimetosulfaattia 0,2 M Tris-HCI -puskuriliuoksessa (pH 8,0).
Levyé ravisteltiin 400 rpm 10 minuuttia, jonka jalkeen sen annettiin olla huoneenlammadssa
vield 20 minuuttia. Formatsaanin muodostumisreaktio lopetettiin lisddméalla kuoppiin 50 pl
1 M etikkahappoa, minka jalkeen kuopista mitattiin absorbanssi aallonpituudella 490 nm
Victor? 1420 Multilabel Counter -laitteella (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts,

Yhdysvallat). LDH:n vapautumista kuvaavista absorbanssiarvoista vahennettiin ensin
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kasittelemattomien  solujen  spontaani LDH:n  vapautuminen, mink& jalkeen
sytotoksisuusprosentti laskettiin suhteuttamalla arvot maksimaaliseen vapautumiseen.

MTT-testissa 96-kuoppalevyille maljattujen solujen elatusliuokseen lisattiin HBSS:&an (engl.
Hank's Balanced Salt Solution) valmistettua MTT-liuosta niin, ettd lopullinen MTT-pitoisuus
oli 0,5 mg/ml, mink& jalkeen soluja pidettiin soluviljelykaapissa 2—3 tuntia. Sen jélkeen
kuopista poistettiin elatusliuos ja jokaisen kuopan pohjalle jadneet kiteet liuotettiin 200
pl:aan DMSO:a. Absorbanssi mitattiin Bio-Radin levylukijalla (Hercules, Kalifornia,
Yhdysvallat) aallonpituudella 550 nm vahentéden siitd 650 nm:n absorbanssi taustana. Solujen
elinkykyisyys laskettiin suhteuttamalla formatsaanin maardd kuvaava absorbanssilukema

kasittelemattomia soluja siséltdneiden kontrollikaivojen lukemiin.

4.5 Hypertrofiastimulaatiot ja yhdistealtistukset

Hypertrofisen vasteen aikaansaamiseksi kardiomyosyytit altistettiin joko ET-1:lle tai
mekaaniselle venytykselle. Immunofluoresenssivérjayksia varten solut altistettiin 100 nM
ET-1:lle 48 tunniksi, mita varten primaarikardiomyosyytit maljattiin (2 x 10° solua/kuoppa)
gelatinoitujen peitinlasien paalle 24-kuoppalevyille ja H9c2-solut (10* solua/kuoppa)
gelatinoitujen peitinlasien paalle 12-kuoppalevyille. Geeniekspression madritysta varten
primaarikardiomyosyytit altistettiin 100 nM ET-1:lle 4 ja 24 tunniksi, mitd varten niita
maljattiin 6-kuoppalevyille (8—10 x 10° solua/kuoppa). Primairikardiomyosyyttien annettiin
kasvaa kuoppalevyilld noin 48 tuntia ja H9c2-solujen noin 24 tuntia, minka jalkeen ne
altistettiin 10 uM pitoisuudella yhdisteille 1-666, 3i-1047, 3i-1194, HMI-1a3, HMI-1b11 ja
NI-15e sekd 10 nM bryostatiini-1:lle ja kontrolliksi 0,1 % DMSO:lle, jota kéytettiin
tutkittavien yhdisteiden liuottimena. Noin 15-20 minuuttia yhdisteiden lisédmisen jalkeen
altistusliuoksiin lisattiin ET-1:td niin, ettd lopullinen pitoisuus oli 100 nM. Kontrollikaivoihin
lisattiin saman verran ET-1:n liuottimena kéytettya DMEM:i4, jossa oli 1 % BSA:ta.

Altistuksia jatkettiin 4, 24 tai 48 tuntia, ja jokaisesta kokeesta tehtiin kolme toistoa.
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Venytyskoetta varten primaarikardiomyosyytteja (10° solua/kuoppa) ja H9c2-soluja (7,5-10
x 10* solua/kuoppa) maljattiin kollageeni 1 -paallystetyille joustavapohjaisille 6-
kuoppalevyille (Bioflex Collagen 1, Flexcell International Corp, Burlington, Pohjois-
Carolina, Yhdysvallat). Primadrikardiomyosyyttien annettiin kasvaa venytysmaljoilla noin
48 tuntia ja H9c2-solujen noin 24 tuntia, minké& jalkeen ne altistettiin yhdisteille 1-666, 3i-
1047, 3i-1194, HMI-1a3, HMI-1b1l ja NI-15e pitoisuudella 10 pM, bryostatiini-1:lle
pitoisuudella 10 nM ja kontrolliksi 0,1 % DMSO:lle. Noin 15 minuuttia yhdisteiden
lisadmisen jalkeen solut altistettiin 10-20 % sykliselle venytykselle 0,5 Hz taajuudella
Flexcell FX-5000 -laitteistolla (Flexcell International Corp). Kontrollisoluja kasvatettiin
samaan aikaan samoilla venytysmaljoilla ilman venytystd. Venytysta jatkettiin 48 tuntia ja

kokeista tehtiin kolme toistoa.

4.6 Immunofluoresenssivarjays ja solujen pinta-alan méaaritys

Neljankymmenenkahdeksan tunnin venytyksen tai ET-1-altistuksen jalkeen solut pestiin
kaksi kertaa fosfaattipuskuroidulla keittosuolaliuoksella (engl. phosphate buffered saline,
PBS), fiksoitiin 4 % paraformaldehydilla 20 minuuttia ja pestiin jalleen kahdesti PBS:II4,
jossa ne séilytettiin jd&kaapissa 4-8 °C lampotilassa. Sen jalkeen venytysmaljojen kaivojen
pohjista leikattiin keskeltd 10-15 mm x 10-15 mm kokoiset nelion muotoiset kalvopalat.
Kalvopalat ja peitinlasit pestiin kahdesti 10 minuuttia Dulbeccon PBS:II&, johon on lisatty
0,2 % BSA:ta (Dulbecco-BSA). Solukalvot tehtiin lapéiseviksi pitaméalla naytteita PBS:&an
tehdyssé 0,1 % Triton X-100 -liuoksessa 10 minuuttia, minka jalkeen ne pestiin jalleen
kahdesti 10 minuuttia Dulbecco-BSA:lla.

Primadrikardiomyosyytteja inkuboitiin  Dulbecco-BSA:han valmistetussa hiiren a-
aktiniinivasta-aineessa 1:800 laimennoksessa ja H9c2-soluja samassa vasta-aineessa 1:200
laimennoksessa huoneenlammaossé 60 minuuttia, minka jalkeen néytteet pestiin Dulbecco-
BSA:lla kolme kertaa 10 minuuttia. Sen jalkeen naytteitd pidettiin sekundéarivasta-
aineliuoksessa kosteassa ja pimedssd kammiossa 45 minuuttia. Sekundaarivasta-aineliuos

sisdlsi fluoresoivalla Alexa Fluor 488 -leimalla konjugoitua hiirta vastaan tuotettua vasta-
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ainetta 1:200 sek& Alexa Fluor 647 -leimalla konjugoitua falloidiinia 1:140 Dulbecco-
BSA:ssa. Sekundaarivasta-aineinkubaation jalkeen kalvot ja peitinlasit pestiin viela kolmesti
Dulbecco-BSA:lla 10 minuuttia ja Kiinnitettiin objektilaseille 4’,6-diamidino-2-fenyyli-
indolia (DAPI) siséltavélla Prolong Gold -reagenssilla. Néytteiden annettiin kuivua yon yli

huoneenlamma@ssa valolta suojassa, minké jalkeen ne siirrettiin 4-8 °C lampdtilaan.

Kaikista naytteista otettiin vahintdan 6 kuvaa Leica DM6000B -fluoresenssimikroskooppiin
(Leica Microsystems, Wetzlar, Saksa) kiinnitetylla Hamamatsu-Flash4-kameralla
(Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japani) 20x/0.7 HC PL APO CS2 -objektiivia ja Leica
Application Suite X -ohjelmistoa (Leica Microsystems, Wetzlar, Saksa) kayttaen.
Valotusajat sdéadettiin sekundaarivasta-ainekontrollin avulla ja ne olivat vakiot kaikille yhden

kokeen naytteille.

Kuvista mitattiin solujen pinta-ala CellProfiler-ohjelmistolla (Carpenter ym. 2006, Broad
Institute, saatavilla internetista http://cellprofiler.org/) tehtyjen analyysiprotokollien avulla.
Molemmille solutyypeille luotiin oma protokolla, jonka parametrejd hienosaddettiin
optimaalisen tunnistuksen saavuttamiseksi kullekin kokeelle erikseen. Molemmissa
protokollissa kuvista paikannettiin ensin sinista fluoresoivat tumat (DAPI). Sen jalkeen
ohjelma yhdisti vihredn fluoresenssin (a-aktiniini) ja punaisen fluoresenssin (falloidiinin
varjaama F-aktiini) samaan kuvaan, jonka avulla se méaaritti solujen rajat tumien ympérille.
H9c2-soluille luodussa protokollassa ohjelma mittasi solujen pinta-alat ndin tunnistettujen
solujen rajojen avulla (Kuva 5B). Primé&arikardiomyosyyteille luodussa protokollassa
ohjelma valitsi pinta-ala-analyysiin vain ne solut, joissa oli vihredd fluoresenssia
(kardiomyosyytit), ja ainoastaan punaista fluoresoivat solut (ei-kardiomyosyytit) jatettiin
analysoimatta (Kuva 5A). Analyysiin kaytettiin jokaisesta naytteestd 5-16 kuvaa (vahintdan
100 solua), joista laskettiin solujen pinta-alojen keskiarvo. Jokaisen néytteen keskiarvo
suhteutettiin saman kokeen kontrollindytteen (DMSO 0,1 %) keskiarvoon, ja kolmen

riippumattoman kokeen arvoista laskettiin keskiarvot.
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Kuva 5. Esimerkit CellProfiler-ohjelman tekemista primaarikardiomyosyyttien (A) ja H9c2-
solujen (B) tumien ja solujen tunnistuksesta. Tumien rajat on piirretty sinisella.
Priméaérikardiomyosyyteiksi luokiteltujen solujen rajat on piirretty vihredlld ja ei-
kardiomyosyyteiksi luokiteltujen solujen rajat punaisella. H9c2-solujen rajat on piirretty
keltaisella.

4.7 Kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio ja geeniekspression méaaritys

Kvantitatiivista polymeraasiketjureaktiota (engl. quantative polymerase chain reaction,
gPCR) varten 4 ja 24 tunnin ET-1-altistusten jalkeen solut homogenisoitiin ja RNA eristettiin
kayttden NucleoSpin RNA -reagenssisarjaa valmistajan (Macherey-Nagel) ohjeiden
mukaisesti. Solut pestiin kerran PBS:114, minka jalkeen kuoppiin lisattiin 350 pl eristyssarjan
homogenisointipuskuria, johon oli lisdtty 1 % p-merkaptoetanolia, ja solut raaputettiin irti
pohjasta. Soluhomogenaatit suodatettiin NucleoSpin Filter -kolonnin avulla sentrifugoiden
11 000 g 1 minuutin ajan. RNA ja proteiini eroteltiin NucleoSpin RNA/Protein -kolonnin
avulla sentrifugoiden 11 000 g 30 sekuntia. Kolonnin membraanista poistettiin suola siihen
tarkoitetulla puskurilla ja néytteiden mahdollisesti sisdltdamd DNA hajotettiin rDNAasin
avulla, minka jalkeen naytteet pestiin ja RNA eluoitiin kolonnista 60 pl:aan RNAasitonta

vettd sentrifugoimalla 11 000 g 1 minuutin ajan. Lopuksi néytteet pakastettiin -80 °C:een.
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RNA-naytteiden puhtaus ja RNA-pitoisuus madaritettiin NanoDrop 1000 -spektrofotometrill&
(Thermo Fisher Scientific). Ka&&nteistranskriptaasi-PCR:n (engl. Reverse transcription
polymerase chain reaction, RT-PCR) avulla 500 ng:sta RNA:ta syntetisoitiin cDNA:ta
kayttden Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit:id ja siihen kuuluvia satunnaisia
heksameerialukkeita valmistajan (Roche) ohjeiden mukaisesti MJ Mini Personal thermal
cycler -laitteella (Bio-Rad). Ohjelma koostui 10 minuutin inkubaatiosta 25 °C:ssa ja 60
minuutin inkubaatiosta 50 °C:ssa, jota seurasi 5 minuutin kaanteistranskriptaasin inaktivaatio

85 °C:ssa. Lopuksi syntyneet cDNA:t pakastettiin -20 °C:een ennen qPCR:ta.

gPCR suoritettiin 384-kuoppalevyillad kéayttden TagManin kaupallisia aluke-koetinseoksia
ANP:t& koodavalle Nppa:lle (FAM-fluorofori), BNP:td& koodaavalle Nppb:lle (FAM-
fluorofori) ja P-aktiinia koodaavalle Actb:lle (VIC-fluorofori) sekd Rochen FastStart
Universal Probe Master (ROX) -reagenssia valmistajien ohjeiden mukaisesti. Reagensseja
sekoitettiin valmistajien ohjeiden mukaiset pitoisuudet, jonka jalkeen seokseen liséttiin 10 %
RT-PCR:ssa syntetisoidusta cDNA:sta. cDNA monistettiin LightCycler® 480 Real-Time
PCR System -laitteella (Roche) kayttden ohjelmaa, joka sisédlsi 10 minuutin DNA-
polymeraasin aktivaation 95 °C:ssa sek& 40 monistussyklid. Yksi monistussykli koostui 15
sekunnin DNA:n denaturaatiovaiheesta 95 °C:ssa ja sitd seuraavasta 1 minuutin alukkeiden
liittymis- ja elongaatiovaiheesta 60 °C:ssa. Fluoroforien eksitaatio aallonpituuksilla 483 nm
(FAM) ja 523 nm (VIC) seka emission kvantifikaatio aallonpituuksilla 533 nm (FAM) ja 568

nm (VIC) tapahtui jokaisen monistussyklin lopussa.

LightCycler® 480 -laitteisto maaritti fluoresenssisignaalin kynnystason, jonka perusteella
saatiin jokaisen naytteen kolmelle tutkitulle geenille Ct-arvo eli kynnyssykli (engl. cycle
threshold), joka kuvaa fluoresenssisignaalin kynnystason vylittymiseen tarvittujen
monistuskierrosten maarad.  Tulokset analysoitiin  AACt-menetelmélld suhteuttamalla
tutkittavien geenien (Nppa ja Nppb) Ct-arvot saman néytteen referenssigeenin (Actb) Ct-
arvoon ja normalisoimalla tulokset DMSO-kontrollindytteeseen. Kolmen riippumattoman

kokeen tuloksista laskettiin keskiarvot.
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4.8 Tilastollinen analyysi

Tilastolliset analyysit suoritettiin SPSS statistics 24 -ohjelmalla (SPSS, Chicago, Illinois,
Yhdysvallat). Toksisuuskokeiden tulokset analysoitiin yksisuuntaisella varianssianalyysilla
ja jatkotestind kéaytettiin Tukey HSD -testid. Pinta-alojen ja qPCR-tulosten analyysissa
kaytettiin paritonta T-testid jokaisen yhdisteen kohdalla verrattaessa hypertrofiastimulaation
saaneita soluja stimuloimattomiin soluihin. Lisaksi yhdistekasittelyja verrattiin DMSO-
kontrolliin yksisuuntaisella varianssianalyysilla ja Tukey HSD -jatkotestilla. Tilastollinen
merkitsevyys hyvaksyttiin, kun p<0,05. Tulokset on esitetty véhintadn kolmen
riippumattoman kokeen keskiarvona + keskiarvon keskivirheena (engl. standard error of the
mean, SEM).

5 TULOKSET

5.1 Yhdisteiden vaikutus sydanlihassolujen elinkykyyn

Tutkittujen yhdisteiden vaikutukset solujen elinkykyyn 24 tunnin altistuksen jalkeen olivat
erilaiset primaarikardiomyosyyteissd ja H9c2-soluissa. LDH-testilla mitattuna yhdisteiden
toksisuus oli véhdista (alle 20 %) (Kuva 6). Primaarikardiomyosyyteissa ainoastaan HMI-
1a3 30 pM:n pitoisuudella oli MTT-testilld mitattuna toksinen (Kuva 7). Se laski
primadrikardiomyosyyttien  elinkykyisyyttd 82 %  (p<0,001;  yksisuuntainen
varianssianalyysi, Tukey HSD -testi). Muut HMI-1a3:n pitoisuudet eivat laskeneet
elinkykyisyyttd eikd annosvastetta ollut havaittavissa. Muilla yhdisteilld ei havaittu
merkitsevad sytotoksisuutta primadrikardiomyosyyteissa. Sen sijaan NI-15e 30 pM
pitoisuudella néytti lisddvan primadrikardiomyosyyttien metabolia-aktiivisuutta 37 %
(p=0,009) MTT-testill& mitattuna.
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Kuva 6. LDH-testilla mitattu yhdisteiden aiheuttama sytotoksisuus

priméérikardiomyosyyteissa (A ja B; n=3) ja H9c2-soluissa (C ja D; n=4) 24 tunnin
altistuksen jalkeen (keskiarvo = SEM). * p<0,05 vs. DMSO 0,3 %, ** p<0,01 vs. DMSO
0,3 % (yksisuuntainen varianssianalyysi, Tukey HSD -testi).
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Kuva 7. MTT-testilla mitattu yhdisteiden vaikutus primaarikardiomyosyyttien (A ja B; n=3)
ja H9c2-solujen (C ja D; n=4) elinkykyyn 24 tunnin altistuksen jalkeen. Tulokset on esitetty
kasitteleméattomiin  soluihin  normalisoitujen kokeiden keskiarvona =+ keskiarvon
keskivirheend. * p<0,05 vs. DMSO 0,3 %, ** p<0,01 vs. DMSO 0,3 %, *** p<0,001 vs.
DMSO 0,3 % (yksisuuntainen varianssianalyysi, Tukey HSD -testi).
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H9c2-soluissa HMI-1b11 30 uM pitoisuudella oli ainoa kasittely, jolla havaittiin toksisuutta
molemmilla testeilld. LDH-testissé sen aiheuttama sytotoksisuus oli kuitenkin vain 18 %
(p=0,006) (Kuva 6C), kun taas MTT-testissa se vahensi solujen elinkykyisyytta jopa 81 %
(p<0,001) (Kuva 7C). Muilla tutkituilla yhdisteillda tai pienemmilla HMI-1b11:n
pitoisuuksilla ei havaittu lainkaan merkitsevaa toksisuutta LDH-testissd. MTT-testissé
puolestaan HMI-1b11:n lisdksi H9c2-solujen elinkykyisyytta vahensi myos 1-666. Se nayitti
laskevan elinkykyisyytta konsentraatiovasteisesti ja 30 pM pitoisuudella metabolia-
aktiivisuus laski tilastollisesti merkitsevésti 25 % (p=0,028). Muilla yhdisteilla ei havaittu
MTT-testissa merkitsevaa elinkykyisyyden vahenemista. Sitd vastoin 1 uM pitoisuudella 3i-
1194 lisasi H9c2-solujen metabolia-aktiivisuutta 23 % (p=0,027). Suuremmilla pitoisuuksilla
elinkykyisyys naytti kuitenkin laskevan konsentraatiovasteisesti, vaikka erot eivat olleet

tilastollisesti merkitsevia.

5.2 Hypertrofiastimulaatioiden ja tutkittavien yhdisteiden vaikutus sydénlihassolujen pinta-

alaan ja morfologiaan

5.2.1 Endoteliini-1:n ja tutkittavien yhdisteiden vaikutus priméarisydanlihassolujen pinta-

alaan ja morfologiaan

ET-1:114 48 tuntia stimuloitujen primaarisydanlihassolujen pinta-ala oli keskimaarin 35 %
suurempi kuin stimuloimattomien solujen pinta-ala (p=0,046, pariton t-testi) (Kuvat 8 ja 9).
I-666-késitellyt solut ilman ET-1-stimulaatiota olivat pinta-alaltaan 35 % pienempié kuin
DMSO-kasitellyt solut (p=0,025; yksisuuntainen varianssianalyysi, Tukey HSD -testi). Taméa
pienentyminen nayttaa johtuvan solujen pyoristymisestd (Kuva 10). ET-1-késittelyn jalkeen
yhtd selkedd pyoristymistda ei ollut havaittavissa, eikd myosk&an pinta-ala eronnut
merkitsevasti DMSO-kasiteltyjen solujen pinta-alasta. Muilla transkriptiotekijoihin
vaikuttavilla yhdisteilla yksindéan ei ollut merkittavad vaikutusta solujen pinta-alaan eika
niilla havaittu vaikutuksia solujen morfologiaan. Sydamen transkriptiotekijoihin vaikuttavat
yhdisteet eivét estaneet ET-1:n vaikutusta solujen pinta-alaan. Sen sijaan ne jopa néyttivéat

tehostavan ET-1:n vaikutusta solujen pinta-alaan (Kuva 9A). Y hdistealtistusten seurauksena
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ET-1 kasvatti solujen pinta-alaa 81 % (1-666), 65 % (3i-1047) ja 44 % (3i-1194) verrattuna

altistukseen kyseisella yhdisteell& ilman ET-1-stimulaatiota.

Falloidiini DAPI a-aktiniini Yhdistetty

ET-1 100 nM Kontrolli

Sek. vasta-aine-
kontrolli

Kuva 8. Endoteliini-1:n (ET-1) vaikutus primaéarisydanlihassolujen morfologiaan 48 tunnin
altistuksen jalkeen. Kiinnitetyista primaarisydanlihassoluista varjattiin F-aktiini falloidiinilla,
tumat DAPI:lla sekd a-aktiniini spesifiselld primdadrivasta-aineella ja fluoresoivalla
sekundaéarivasta-aineella. Ylimmalla rivilla on kuvat ET-1:11& stimuloimattomista soluista ja
keskirivilla ET-1-stimuloiduista soluista. Alimmalla rivilla olevat kuvat ovat
kontrollindytteestd ilman a-aktiniinin priméarivasta-ainetta.

PKC:hen vaikuttavilla yhdisteilld ilman ET-1-stimulaatiota ei ollut vaikutusta
primaarikardiomyosyyttien pinta-alaan. Kyseisille yhdisteille altistetuista
priméarisydanlihassoluista ainoastaan HMI-1a3-késiteltyjen solujen pinta-ala oli
merkitsevasti suurempi ET-1:11a ké&sitellyilla kuin ET-1:114 kasittelemé&ttomilla soluilla
(p=0,029, pariton t-testi) (Kuva 9B). Sen sijaan HMI-1b11-, NI-15e- ja bryostatiini-1-
kasittelyt nayttivat estdvan ET-1:n aiheuttamaa solujen pinta-alan kasvua. Liséaksi
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fluoresenssikuvista havaittiin - HMI-1b11:n ja bryostatiini-1:n aiheuttama solujen
kasautuminen rykelmiin (Kuva 11). Bryostatiini-1:11a k&sitellyt solut kasautuivat rykelmiin
sekd ET-1:11& kasitellyissa ettéd kasitteleméattomissa naytteissa. Lisaksi etenkin bryostatiini-1-
ja ET-1-késittelyn jalkeen F-aktiini nékyi selvasti voimakkaammin kuin muissa naytteissa.
HMI-1b11-kasitellyissé soluissa kasautuminen ei ollut yhtd voimakasta ja sitd tapahtui
ainoastaan ET-1-stimulaation jalkeen. Tarkasteltaessa soluja mikroskoopilla ennen niiden
fiksoimista bryostatiini-1- tai HMI-1b11-kasittelyn saaneet solut nayttivat myos sykkivén

muita soluja enemman, etenkin yhdistettynd ET-1-stimulaatioon.
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Kuva 9. Syddmen transkriptiotekijoihin (A) ja PKC:hen (B) vaikuttavien yhdisteiden ja
endoteliini-1:n (ET-1) vaikutus priméaarisydanlihassolujen pinta-alaan 48 tunnin altistuksen
jalkeen. Tulokset on esitetty kolmen riippumattoman DMSO 0,1 % -kontrolliin
normalisoidun kokeen keskiarvona + keskiarvon keskivirheend. * p<0,05 vs. kyseisen
yhdisteen kontrolli ilman ET-1-ké&sittelya (pariton t-testi). # p<0,05 vs. DMSO 0,1 % -
kontrolli (yksisuuntainen varianssianalyysi, Tukey HSD -jatkotesti).
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DMSO 0,1 %

v d

Kuva 10. 1-666:n ja endoteliini-1:n (ET-1) vaikutus primaarisydéanlihassolujen morfologiaan
48 tunnin altistuksen jalkeen. Kuvissa ndkyy falloidiinilla vérjatty F-aktiini punaisella,
DAPI:lla vérjatyt tumat sinisella sekd spesifisilla primaari- ja sekundaérivasta-aineilla

varjatty a-aktiniini vihrealla.
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Kuva 11. Bryostatiini-1:n ja HMI-1b11l:n sek& endoteliini-1:n (ET-1) vaikutus
priméaarisydanlihassolujen morfologiaan 48 tunnin altistuksen jalkeen. Kuvissa nakyy
falloidiinilla varjatty F-aktiini punaisella, DAPI:lla varjatyt tumat siniselld seka spesifisilla
priméaari- ja sekundéarivasta-aineilla varjatty a-aktiniini vihrealla.

5.2.2 Endoteliini-1:n ja tutkittavien yhdisteiden vaikutus H9c2-solujen pinta-alaan ja

morfologiaan

ET-1-stimulaatiolla ei ollut vaikutusta H9c2-solujen pinta-alaan (Kuvat 12 ja 13). Sen sijaan
I-666-kasittely naytti suurentavan H9c2-solujen pinta-alaa 35 % (p=0,036; yksisuuntainen
varianssianalyysi, Tukey HSD -testi) ja 3i-1194-kasittely 52 % (p=0,041) verrattuna DMSO-
kontrolliin (Kuva 13A). Muilla tutkituilla yhdisteilla ei ollut vaikutusta H9c2-solujen pinta-

alaan. Myo6skaan mikroskooppikuvissa ei nahty silmin havaittavia morfologiamuutoksia.
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Falloidiini DAPI a-aktiniini Yhdistetty
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Sek. vasta-aine-
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Kuva 12. Endoteliini-1:n (ET-1) vaikutus H9c2-solujen morfologiaan 48 tunnin altistuksen
jalkeen. Kiinnitetyista H9c2-soluista vérjattiin F-aktiini falloidiinilla, tumat DAPI:11a seka a-
aktiniini spesifiselld primééarivasta-aineella ja fluoresoivalla sekundaarivasta-aineella.
Ylimmalla rivilla on kuvat ET-1:114 stimuloimattomista soluista ja keskirivilla ET-1-
stimuloiduista soluista. Alimmalla rivilld olevat kuvat ovat kontrollindytteestd ilman o-
aktiniinin primadrivasta-ainetta.
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Kuva 13. Syddmen transkriptiotekijoihin (A) ja PKC:hen (B) vaikuttavien yhdisteiden ja
endoteliini-1:n (ET-1) vaikutus H9c2-solujen pinta-alaan 48 tunnin altistuksen jélkeen.
Tulokset on esitetty kolmen riippumattoman DMSO 0,1 % -kontrolliin normalisoidun
kokeen keskiarvona * keskiarvon keskivirheena. # p<0,05 vs. DMSO 0,1 % -kontrolli
(yksisuuntainen varianssianalyysi, Tukey HSD -jatkotesti).

5.2.3 Venytyksen ja tutkittavien yhdisteiden vaikutus primaérisydanlihassolujen pinta-alaan

ja morfologiaan

Venytykselle 48 tunniksi altistetut primadrisydéanlihassolut olivat pinta-alaltaan keskimé&arin
15 % suurempia kuin venyttdmattomat kontrollisolut (p=0,001, pariton t-testi) (Kuva 14).
Sydamen transkriptiotekijoihin vaikuttavista yhdisteistd ainoastaan 3i-1194-késittely néytti
vaikuttavan venytysmaljoilla kasvatettujen solujen pinta-alaan ilman venytysta.
Venyttdaméattomat 3i-1194-késitellyt solut olivat 15 % suurempia kuin venyttdméattomat
DMSO-kontrollisolut (p=0,021, yksisuuntainen varianssianalyysi, Tukey HSD -testi) (Kuva
14A). Toisin kuin peitinlaseilla kasvatetuilla soluilla ET-1-kokeessa, venytysmaljoilla
kasvatetuilla 1-666-ké&sitellyilla soluilla pinta-ala ei eronnut merkitsevasti DMSO-
kontrollisolujen pinta-alasta. Mydskaan morfologiassa ei ndhty vastaavaa solujen
pyoOristymistd, jota nahtiin peitinlaseilla kasvatetuissa 1-666-késitellyissd soluissa. Ero

venytysmaljoilla ja kollageenipaéllystetyilld peitinlaseilla kasvatettujen solujen pinta-alassa
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oli ndhtavissa myos ilman yhdistealtistuksia, silld venytymaljoilla kasvatetut sydanlihassolut
olivat keskimaarin 17 % pienempié kuin peitinlaseilla kasvatetut solut (p=0,035, pariton t-
testi). Transkriptiotekijoihin vaikuttavista yhdisteistd ainoastaan 3i-1047:114 kasitellyilla
priméérikardiomyosyyteilld pinta-ala oli merkitsevésti suurempi venytetyilla kuin
venyttamattomilla soluilla (p=0,001). Sen sijaan venytetyt 3i-1194-kasitellyt solut olivat 11 %
pienempid kuin venyttdméattomat 3i-1194-kéasitellyt solut (p=0,036) ja 1-666 kasiteltyihin

soluihin venytys ei vaikuttanut tilastollisesti merkitsevasti.
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Kuva 14. Sydamen transkriptiotekijoihin (A) ja PKC:hen (B) vaikuttavien yhdisteiden ja 10—
20 % syklisen venytyksen (0,5 Hz) vaikutus priméaarisydanlihassolujen pinta-alaan 48 tunnin
altistuksen jalkeen. Tulokset on esitetty kolmen riippumattoman DMSO 0,1 % -kontrolliin
normalisoidun kokeen keskiarvona + keskiarvon keskivirheena. * p<0,05 ja ** p<0,01 vs.
kyseisen yhdisteen kontrolli ilman venytysta (pariton t-testi). # p<0,05 vs. DMSO 0,1 % -
kontrolli (yksisuuntainen varianssianalyysi, Tukey HSD -jatkotesti).
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Mikaan PKC:hen vaikuttavista yhdisteistd ei muuttanut solujen pinta-alaa verrattuna DMSO-
kontrolliin mydsk&an venytysmaljoilla viljeltdessd (Kuva 14B). PKC:hen vaikuttavilla
yhdisteilla kasitellyissa primdarisydanlihassoluissa ei kuitenkaan havaittu DMSO-
kontrollisolujen kaltaista venytyksen aiheuttamaa tilastollisesti merkitsevdd pinta-alan
kasvua verrattuna venyttaméattomiin kontrollisoluihin. Trendi n&yttaa silti olevan, ettd PKC:n
vaikuttaville yhdisteille altistetuilla venytetyill& soluilla pinta-ala oli hieman suurempi (3—
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16 %) kuin venyttdmattomilla soluilla. Morfologiaa tarkasteltaessa bryostatiini-1:n
huomattiin my6s venytyskokeessa aiheuttavan primaérikardiomyosyyttien kasautumista

rykelmiksi (Kuva 15). Vastaavaa ei havaittu muilla yhdisteilla.

DMSO 0,1 % “ |DMSO 0,1 % + venytys

Kuva 15. Bryostatiini-1:n ja 48 tunnin venytyksen vaikutus primaarisydanlihassolujen
morfologiaan. Kuvissa nékyy falloidiinilla varjatty F-aktiini punaisella, DAPI:lla varjatyt
tumat siniselld seka spesifisilla primaari- ja sekundadrivasta-aineilla vérjatty a-aktiniini
vihredlla. Keltaisena nakyvat alueet ovat vihreén ja punaisen varjayksen kolokalisaatiota.

5.2.4 Venytyksen ja tutkittavien yhdisteiden vaikutus H9c2-solujen pinta-alaan ja

morfologiaan

Venytetyt H9c2-solut olivat pinta-alaltaan keskiméarin 10 % pienempid kuin
venyttdmattomat  kontrollisolut  (p=0,013, pariton t-testi) (Kuva 16). Mikaan

transkriptiotekijoihin vaikuttavista yhdisteistd ei muuttanut venytysmaljoilla kasvatettujen
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H9c2-solujen pinta-alaa tilastollisesti merkitsevasti verrattuna DMSO-kontrolliin. Kuvasta
16A voidaan kuitenkin havaita 3i-1194-kaésittelyn solujen pinta-alaa kasvattava trendi, joka
ei ole néhtéavissé venytyksen jalkeen. Millaan transkriptiotekijoihin vaikuttavalla yhdisteella
kasitellyissa soluissa venytyksella ei ollut tilastollisesti merkitsevaa vaikutusta H9c2-solujen

pinta-alaan. Suunta kuitenkin nayttdd olevan DMSO-kontrollisolujen kaltainen (Kuva 16A).

Mikéaan PKC:hen vaikuttavista yhdisteista ei muuttanut solujen pinta-alaa verrattuna DMSO-
kontrolliin (Kuva 16B). PKC:hen vaikuttavista yhdisteistd ainoastaan bryostatiini-1-
kasittelyn saaneilla H9c2-soluilla venytys muutti solujen pinta-alaa tilastollisesti
merkitsevasti. Venytettyjen bryostatiini-1:lle altistettujen H9c2-solujen pinta-ala oli 23 %
pienempi verrattuna venyttaméattomiin bryostatiini-1-kasiteltyihin soluihin (p=0,021, pariton
t-testi). Muillakin yhdisteilla késittelyissé soluissa pinta-alat nayttivéat olevan venytetyissa
soluissa pienempid kuin venyttdméattomissa soluissa, mutta muutokset eivat olleet
tilastollisesti merkitsevid. Fluoresenssikuvien silmémaaraisessa tarkastelussa H9c2-soluissa

ei havaittu morfologiamuutoksia.

>
w

[ kontrolli
B venytys

[ kontrolli
B venytys

i
(&)}
o
-
(6)]
o

-
N
(8]
-
N
Ll

©
&
a

Normalisoitu solun pinta-ala
o
o
Normalisoitu solun pinta-ala
p -—
~ o
[8)] o
*

0.50 0.50

Kuva 16. Sydédmen transkriptiotekijoihin (A) ja PKC:hen (B) vaikuttavien yhdisteiden ja 10—
20 % syklisen venytyksen (0,5 Hz) vaikutus H9c2-solujen pinta-alaan 48 tunnin altistuksen
jalkeen. Tulokset on esitetty kolmen riippumattoman DMSO 0,1 % -kontrolliin
normalisoidun kokeen keskiarvona + keskiarvon keskivirheend. * p<0,05 vs. kyseisen
yhdisteen kontrolli ilman venytysta (pariton t-testi).
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5.3 Endoteliini-1:n ja tutkittavien yhdisteiden vaikutus primaarisydanlihassolujen Nppa- ja
Nppb-geenien ekspressioon

ET-1:lle 4 ja 24 tunniksi altistettujen primaarikardiomyosyyttien Nppa- ja Nppb-geenin
ilmeneminen eivat eronneet tilastollisesti merkitsevasti ET-1:114 kasitteleméattomien solujen
geeniekspressiosta. Kuvista 17, 18, 19 ja 20 voidaan kuitenkin nahda, ettd ET-1-kéasittely
naytti lisddvan Nppa- ja Nppb-geenien ekspressiota. Vaikka hajonnat kokeiden valilla olivat
suuria, muutokset olivat samansuuntaisia kaikissa kolmessa erillisessa kokeessa. DMSO:lla
kasitellyisséd soluissa 4 tunnin ET-1-altistuksen jalkeen Nppa-geenin ekspressio oli
keskimé&arin 5-kertainen (vaihteluvéli 1,8-10,8) ja Nppb-geenin ekspressio 19-kertainen
(vaihteluvali 6,7-36,6) verrattuna ET-1:11a kasitteleméattomiin soluihin. Vuorokauden
altistuksen jélkeen sekd Nppa- ettd Nppb-geenin ilmeneminen olivat ET-1-kasitellyissa
soluissa keskimaarin 7-kertaisia (vaihteluvali Nppa:lla 1,9-13,0; Nppb:lla 2,8-11,7)

verrattuna kasittelemattomiin soluihin.

Mikaan sydamen transkriptiotekijoihin vaikuttavista yhdisteistd ei muuttanut Nppa- tai
Nppb-geenin ekspressiota tilastollisesti merkitsevasti verrattuna DMSO-kontrolliin. Neljan
tunnin altisuksella 3i-1194 naytti kuitenkin hieman lisddvan Nppa- ja Nppb-geenien
ilmenemista ilman ET-1-altistusta (Kuvat 17A ja 18A). Muutos ei ollut tilastollisesti
merkitseva ja naytti palautuvan DMSO-kaésittelyn tasolle 24 tunnin altistuksen kohdalla
(Kuvat 19A ja 20A).

PKC:hen vaikuttavista yhdisteista ainoastaan HMI-1b11-kasittely vaikutti solujen Nppb-
geenin ekspressioon tilastollisesti merkitsevasti. Neljaksi tunniksi HMI-1b11:lle altistetuilla
soluilla Nppb-geenin ekspressio oli 17-kertainen (6,7-33,0) verrattuna DMSO-kontrolliin
(p=0,039; vyksisuuntainen varianssianalyysi, Tukey HSD -jatkotesti) (Kuva 18B).
Samansuuntainen, mutta ei tilastollisesti merkitsevd, muutos on néhtévissa myds HMI-
1b11:11& ké&sitellyilla soluilla Nppa-geenin ekspressiossa 4 tunnin sekd molempien geenien
ekspressiossa 24 tunnin altistuksen kohdalla (Kuvat 17B, 19B ja 20B). Myos bryostatiini-

1:lle altistettujen priméaarikardiomyosyyttien Nppa- ja Nppb-geeniekspressio nayttavat



63

lisdantyneen verrattuna DMSO-kontrolliin, mutta muutokset eivat ole tilastollisesti
merkitsevid. Etenkin 24 tunnin bryostatiini-1-ké&sittelyn jalkeen Nppb-geenin ekspressio
nayttaé olevan huomattavasti lisdantynyt verrattuna muihin yhdistekésittelyihin (Kuva 20C).
Myos HMI-1a3 naytti hieman lisddvan Nppb-geenin ilmenemistd sekd 4 ettd 24 tunnin
altistuksen kohdalla (Kuvat 18B ja 20B). Nppa-geenin ekspressioon HMI-1a3:lla ei nayta
olevan vaikutusta. NI-15e-késiteltyjen solujen Nppa- ja Nppb-geenien ilmeneminen ei juuri
eroa DMSO-kasitellyista kontrollisoluista. ET-1:1l1a késiteltyjen ja késittelemattémien
solujen valilla ei havaittu tilastollisesti merkitsevia eroja tutkittujen geenien ekspressiossa

my0dskadn PKC:hen vaikuttavien yhdistekésittelyjen jalkeen.
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Kuva 17. Syddmen transkriptiotekijoihin (A) ja PKC:hen (B) vaikuttavien yhdisteiden seka
4 tunnin endoteliini-1-stimulaation vaikutus priméaérisydanlihassolujen Nppa-geenin
ekspressioon. mMRNA:n madra kvantitoitiin qPCR:II&. Tulokset on esitetty DMSO 0,1 % -
kontrolliin normalisoitujen kolmen riippumattoman kokeen keskiarvona + keskiarvon
keskivirheené.
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Kuva 18. Sydamen transkriptiotekijoihin (A) ja PKC:hen (B) vaikuttavien yhdisteiden seka
4 tunnin endoteliini-1-stimulaation vaikutus primaéarisydanlihassolujen Nppb-geenin
ekspressioon. MRNA:n maaré kvantitoitiin gPCR:Il&. Tulokset on esitetty DMSO 0,1 % -
kontrolliin normalisoitujen kolmen riippumattoman kokeen keskiarvona + keskiarvon
keskivirheend. * p<0,05 vs. kyseisen yhdisteen kontrolli ilman ET-1-késittelya (pariton t-
testi) # p<0,05 vs. DMSO 0,1 % (yksisuuntainen varianssianalyysi, Tukey HSD -jatkotesti).
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Kuva 19. Syddamen transkriptiotekijoihin (A) ja PKC:hen (B) vaikuttavien yhdisteiden sek&
24 tunnin endoteliini-1-stimulaation vaikutus priméaérisydanlihassolujen Nppa-geenin
ekspressioon. mMRNA:n maaré kvantitoitiin gPCR:ll4. Tulokset on esitetty DMSO 0,1 % -
kontrolliin normalisoitujen kolmen riippumattoman kokeen keskiarvona + keskiarvon
keskivirheené.
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Kuva 20. Sydamen transkriptiotekijoéihin (A) ja PKC:hen (B ja C) vaikuttavien yhdisteiden
sekd 24 tunnin endoteliini-1-stimulaation vaikutus primaarisydanlihassolujen Nppb-geenin
ekspressioon. mMRNA:n madra kvantitoitiin qPCR:Il&. Tulokset on esitetty DMSO 0,1 % -
kontrolliin normalisoitujen kolmen riippumattoman kokeen keskiarvona + keskiarvon
keskivirheend. (Huomaa erilainen asteikko kuvaajassa C.)

6 TULOSTEN TARKASTELU JA POHDINTA

Taman erikoistydon ensimmaéisend tavoitteena oli selvittdd, voisiko jatkuva H9c2-solulinja
korvata primdarikardiomyosyytit syddmen hypertrofian in vitro -tutkimuksissa.
Primadrikardiomyosyytit ovat laajasti kéaytetty solumalli hypertrofiatutkimuksissa, mutta
joissakin tutkimuksissa alun perin rotan alkion kammioista eristettyja H9c2-myoblasteja on
kaytetty vaihtoehtoisena koe-eldimettdmana mallina (esim. Huang ym. 2004; Zhou ym. 2007;
Yang ym. 2016).

Watkins  ym. (2011)  ovatkin  tutkineet  H9c2-solulinjan  mahdollisuutta
priméérisydanlihassolujen korvaajana. Kyseisessa tutkimuksessa Angll- ja ET-1-
stimulaatiot saivat aikaan samanlaisia hypertrofiavasteita H9c2-soluissa ja vastasyntyneen
rotan primaérikardiomyosyyteissd. Hypertrofiavastetta mitattiin pinta-alan maarityksella
sekd neljan hypertrofiaan liitetyn geenin (Actal, Myl2, Nppa, Nppb) ekspression gPCR-
mittauksella. Lisaksi tutkimuksessa arvioitiin mikroskooppikuvista F-aktiini-stressiséikeiden



66

ja oa-aktiniinin lisdéntymista ja uudelleen jarjestaytymista silmaméaraisesti. Angll sai
molemmissa  solutyypeissa aikaan samanlaiset vasteet solun pinta-alassa ja
geeniekspressiossa. ET-1:n aiheuttamat vasteet olivat my6s samanlaiset molemmissa
soluissa lukuun ottamatta Actal-geenin ilmenemistd, joka oli primaarikardiomyosyyteissa
lisddntynyt merkitsevasti enemmaén kuin H9c2-soluissa. Kumpikaan hypertrofia-altistus ei
kuitenkaan aiheuttanut H9c2-solujen yhta selvdd sarkomeerien a-aktiniinin jarjestaytymistéa
kuin priméaarikardiomyosyyteissa. Geeniekspression muutokset primaérikardiomyosyyteisséa
eivat Watkinsin ym. (2011) tutkimuksessa toisaalta olleet tdysin samanlaisia kuin muissa
tutkimuksissa. Esimerkiksi Angll:n on todettu lisd&dvéan rotan priméérikardiomyosyyttien
Nppa-geenin ekspressiota (Qin ja Liu 2006; Zhang ym. 2015) ja ET-1:n on havaittu lisdavan
rotan primaarikardiomyosyyttien Myl2-geenin ilmentymista (Ito ym. 1991), mutta naita
muutoksia ei havaittu Watkinsin ym. (2011) tutkimuksessa. Vaikka Watkinsin ym. (2011)
tutkimuksessa hypertrofiavasteet H9c2-soluissa ja primadrikardiomyosyyteissé olivat siis

samansuuntaiset, ne eivét taysin vastanneet toisiaan tai muita tutkimustuloksia.

Tassa erikoistydssa ET-1:n ja venytyksen aiheuttamaa hypertrofiaa arvioitiin ensisijaisesti
solujen pinta-alan méaéritykselld. Molemmat stimulaatiot kasvattivat 48 tunnin aikana
priméarikardiomyosyyttien pinta-alaa merkitsevasti verrattuna kasitteleméattomiin soluihin,
kun taas H9c2-soluissa ET-1-stimulaatio ei aiheuttanut pinta-alassa minkaanlaista muutosta
ja venytyksen havaittiin jopa hieman pienentdvan H9c2-solujen pinta-alaa. Lisaksi eri
yhdisteiden aiheuttamat pinta-alamuutokset olivat eri soluissa erilaisia, jopa péinvastaisia.
Esimerkiksi 1-666-kasittely pienensi primaarikardiomyosyyttien pinta-alaa ja kasvatti H9c2-
solujen pinta-alaa, kun soluja kasvatettiin gelatiinipaallystetyilla peitinlaseilla. 3i-1194:114 ei
puolestaan  ollut  vaikutusta  gelatiinipdallystetyilla  peitinlaseilla  kasvatettujen
primaarisydanlihassolujen pinta-alaan, kun taas H9c2-solujen pinta-ala kasvoi merkitsevasti

3i-1194-kasittelyn seurauksena.

H9c2-soluissa ei mydskddn havaittu a-aktiniinin samanlaista jarjestdytymistd kuin
priméarikardiomyosyyteissa. Itse asiassa a-aktiniinin vasta-ainevérjdys naytti vérjadvan

H9c2-solut erittéin heikosti ja diffuusisti, ja tarvittava vasta-aineen mééra oli nelinkertainen
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verrattuna primadrikardiomyosyyttien varjaykseen. Myodsk&dan Watkinsin ym. (2011)
tutkimuksessa H9c2-solujen a-aktiniinivarjdys ei nakynyt vahvasti késittelemattomissa
soluissa. Tosin hypertrofia-altistusten jalkeen Watkins ym. (2011) havaitsivat jonkin verran
sarkomeerien a-aktiniinin jarjestaytymistd H9c2-soluissa, mité ei kuitenkaan havaittu tassa
tutkimuksessa. Tamén tutkimuksen perusteella ndma kaksi soluviljelmaa eivét vastaa

toisiaan ja H9c2-solujen soveltuvuus hypertrofiatutkimuksiin on kyseenalainen.

Koska pinta-ala-analyysin perusteella ET-1 ja venytys eivat saaneet H9c2-soluissa aikaan
solujen hypertrofiaa, H9c2-solujen geeniekspressiota ei analysoitu. Geeniekspression
muutosten tutkiminen primadrikardiomyosyyteissa rajattiin ET-1-stimulaatioon. Kahden eri
geenin (Nppa ja Nppb) ekspressiota tutkittiin kahden eri aikapisteen kohdalla (4 h ja 24 h).
Tassa tutkimuksessa kolmen riippumattoman kokeen valilla oli paljon hajontaa, minka
vuoksi tilastollisesti merkitsevia muutoksia geenien ekspressiossa ei havaittu. Jokaisessa
kokeessa muutos oli kuitenkin samansuuntainen, eli Nppa- ja Nppb-geenien ekspressio
lisadntyivat ET-1-altistuksen seurauksena. Havaitut geeniekspression muutokset vaikuttavat
kuitenkin todella suurilta verrattuna esimerkiksi Watkinsin ym. (2011) tutkimukseen, jossa
4 tuntia ET-1:11a stimuloitujen primaarimyosyyttien Nppa-geenin ekspressio oli 1,6-
kertainen ja Nppb-geenin 2,1-kertainen verrattuna kontrolliin, kun téssa tutkimuksessa
vastaavat muutokset olivat 5- ja 19-kertaiset. Tutkimusryhmadmme aikaisemmissa
tutkimuksissa ET-1-stimulaation on tosin havaittu aiheuttavan jopa 20-kertaiset Nppa- ja
Nppb-geenien ekspression muutokset rotan primaarisydanlihassoluissa (Kinnunen S, Tolli M,
ym., julkaisematon tieto). Ndiden tulosten perusteella vaihtelu geeniekspressiossa voi olla

hyvinkin suurta eri kokeiden ja tutkimusten valilla.

Tassa erikoistydssa tutkituista sydamen transkriptiotekijoihin vaikuttavista yhdisteisté (1-666,
3i-1047 ja 3i-1194) ei ole julkaistu aiempaa tutkimustietoa. Nyt tehtyjen toksisuuskokeiden
perusteella 1-30 pM pitoisuuksilla  kyseiset yhdisteet eivat olleet toksisia
primadarikardiomyosyyteille.  Sydamen  transkriptiotekijoihin  vaikuttavat  yhdisteet
vaikuttavat turvallisilta myds H9c2-soluille. Ainoastaan 1-666 suurimmalla pitoisuudella

laski hieman H9c2-solujen metabolia-aktiivisuutta, mutta ei aiheuttanut H9c2-soluille LDH-
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testissd havaittavaa nekroosia. Nain ollen kyseisié yhdisteita voidaan pitaa turvallisina seka
rotan priméaéarikardiomyosyyteille ettd H9c2-soluille.

Yhdisteet 1-666, 3i-1047 ja 3i-1194 on suunniteltu vaikuttaviksi sydédmen
transkriptiotekijoista GATA4:4an ja NKX2-5:een, mahdollisesti muokkamalla niiden
keskindisté vuorovaikutusta. GATAA4:114 ja NKX2-5:114 on keskeinen rooli hypertrofiassa (Kks.
2.2.3 Transkriptiotekijoitd), minka vuoksi kyseisten kokeellisten yhdisteiden vaikutuksia
sydanlihassolujen hypertrofiaan haluttiin tutkia. Naiden tutkimustulosten perusteella kyseiset
yhdisteet eivat kuitenkaan estdneet hypertrofiaa. 1-666:n havaittiin kuitenkin muokkaavan
sydéanlihassolujen pinta-alaa ja morfologiaa ja 3i-1194:11a naytti kardiomyosyyttien pinta-
alan lisaksi olevan vaikutuksia Nppa- ja Nppb-geenien ekspressioon. Néiden yhdisteiden

vaikutusten ja vaikutusmekanismien selvittdmiseksi tarvitaan viela liséa tutkimuksia.

LDH-testilla mitattuna PKC:hen vaikuttavat yhdisteet (bryostatiini-1, HMI-1a3, HMI-1b11
ja NI-15e) eivét aiheuttaneet merkittavaa toksisuutta primaarikardiomyosyyteissa ja MTT-
testissa vain  HMI-1a3 suurimmalla tutkitulla pitoisuudella (30 pM) laski
primaarikardiomyosyyttien elinkykya merkittavasti. HMI-1a3 ei siis aiheuta nekroottista
solukuolemaa rotan primaérikardiomyosyyteille, mutta heikentdd niiden metabolia-
aktiivisuutta korkeilla pitoisuuksilla. H9c2-soluissa ainoastaan HMI-1b11 oli suurimmalla
pitoisuudella toksinen, mika havaittiin MTT-testissa voimakkaana metabolia-aktiivisuuden
laskuna. LDH-testilla mitattu HMI-1b11:n aiheuttama nekroottinen solukuolema oli
metabolia-aktiivisuuden laskuun verrattuna vahdistd, mika viittaa siihen, ettei nekroosi ole
merkittdvd HMI-1b11:n toksisuuden mekanismi. Bryostatiini-1:11& ja NI-15e:11a ei havaittu
toksisuutta. PKC:hen vaikuttavia yhdisteitd on aiemmin tutkittu HelLa-soluissa eli ihmisen
kohdunkaulansyopasoluissa, joissa HMI-1a3 ja HMI-1b11 laskivat solujen elinkykyisyytta
jo 1 uM (HMI-1a3) ja 4 uM (HMI-1b11) pitoisuuksilla (Talman ym. 2011). Ihmisen SH-
SY5Y-neuroblastoomasolulinjan soluissa puolestaan HMI-1a3 (20 uM) tappoi 31 % soluista
48 tunnin altistuksen aikana, kun taas HMI-1b11l (0,1-20 uM) ei juuri aiheuttanut
solukuolemaa 72 tunnin altistuksen aikana (Talman ym. 2013). Naéiden
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isoftalaattijohdannaisten vaikutus solujen elinkykyyn nayttéa siis riippuvan voimakkaasti

solutyypista.

Hypertrofiatutkimuksissa tutkituista yhdisteista esille nousivat HMI-1b11 ja bryostatiini-1,
joiden havaittiin vaikuttavan hypertrofiavasteisiin. Naiden yhdisteiden uskotaan vaikuttavan
PKC:n kautta. HMI-1b11:n on todettu sitoutuvan ainakin PKCo:n ja -8:n C1-domeeniin
(Boije af Gennds ym. 2009). SH-SY5Y-soluissa se aktivoi PKCa:aa, kun taas HeLa-soluissa
se esti voimakkaammaan PKC-aktivaattori PMA:n indusoimaa ERK1/2:n fosforylaatiota
(Talman ym. 2011; Talman ym. 2013). Sen vaikutukset PKC:hen eivat ole siis taysin selvill4
eika sen vaikutuksia sydéanlihassoluihin ole aiemmin tutkittu.

Myos PKC-aktivaattorina tunnetun bryostatiini-1:n vaikutukset PKC:hen ovat jokseenkin
ristiriitaisia. Bryostatiini-1:n on nimittdin havaittu estdvan PKC-aktivaattori PMA:n
indusoimaa proliferaatiota ihmisen T-lymfosyyteissé, mutta aktivoivan sitd hiukan yksindan
(Hess ym. 1988). PKC-inhibiittorilla on pystytty estimaan bryostatiini-1:n proliferatiivinen
vaikutus, mika viittaa bryostatiini-1:n vaikuttavan PKC:n aktivaation kautta. Bryostatiini-1:n
epéilldénkin toimivan PKC-ligandien lasnéollessa PKC-inhibiittorina vuorovaikuttaen tai
kilpaillen ligandien kanssa ja PKC-ligandittomassa ymparistossa aktivoivan PKC:ta (Haas
ym. 2003). Sekd bryostatiini-1 ettd HMI-1b11l saattavat siis toimia PKC:n agonisti-
antagonisteina tai osittaisagonisteina. Bryostatiini-1:t4 on tutkittu useissa solumalleissa ja
moniin kayttoaiheisiin, mutta mydskaan sen vaikutuksia sydanlihassolujen hypertrofiaan ei

ole julkaistu.

Ristiriitaisia tuloksia on saatu myods forboliestereihin kuuluvalla PMA:lla. Se on PKC-
aktivaattori, jonka on havaittu aiheuttavan rotan priméérikardiomyosyyteissé voimakkaan ja
nopean PKCa:n, -90:n ja -€:n translokaation alle minuutissa (Clerk ym. 1995). Pidempi altistus
PMA:lle (0,2-1 uM) aiheuttaa puolestaan kyseisten isoformien vaimennusséatelyn eli down-
regulaation (Clerk ym. 1995; Porter ym. 2003). N&in ollen pitkén altistuksen yhteydessa
PMA:ta voidaankin pitdd PKC-aktivaattorin sijaan PKC-inhibiittorina. Pitk&dn (12-92 h)
PMA-altistuksen  (0,2-0,7 uM) on todettu aiheuttavan hypertrofiaa  rotan
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primaarisydanlihassoluissa ja vahentavan hypertrofiassa tavallisestikin vahentyvéan Atp2a2:n
ekspressiota (Allo ym. 1991; Porter ym. 2003). Ndma tulokset viittaavat PKC:n down-
regulaation olevan mahdollisesti hypertrofiaa valittdva mekanismi. Toisaalta myds lyhyen
(5-30 min) PMA-altistuksen (0,2-1 M) on havaittu aiheuttavan hypertrofiaa ja aktivoivan
hypertrofiaa vélittdvad ERK1/2:ta (Vijayan ym. 2004; Sugden ym. 2011). Lisaksi 24 tunnin
PMA-altistuksen aiheuttama PKC:n down-regulaatio esti kardiomyosyyteissd Angll:n
indusoimaa Rafl- ja ERK1/2-aktivaatiota (Zou ym. 1996). Nadma tulokset puolestaan
viittaavat PKC-aktivaation vélittdvan hypertrofisia vasteita. Eri tutkimusten tulokset ovat siis

hyvin ristiriitaisia ja PKC:n down-regulaation vuoksi vaikeasti tulkittavissa.

HMI-1b11:n ja bryostatiini-1:n ei ole tdssa tutkimuksessa kaytetyilla pitoisuuksilla raportoitu
aiheuttavan PKC:n down-regulaatiota. Jos HMI-1b11l ja bryostatiini-1 toimivat
primaarikardiomyosyyteissd PKC-aktivaattoreina, niiden aktivoimien PKC-isoformien
voidaan ajatella valittdvan havaitut vasteet. Toisaalta yhdisteilld saattaa olla my6ds muita
vaikutuskohteita kuin PKC. Mielenkiintoista olisikin selvittaa, milla mekanismilla yhdisteet
vaikuttavat. Tamén selvittdmiseksi yhdisteiden vaikutuksia voisi tutkia PKC-aktivaattori
PMA:n seké& PKC:n estéjien kanssa. Liséksi eri PKC-isoformien translokaatiota mittaamalla

voitaisiin selvittad yhdisteiden isoformispesifisyytta.

Taman tutkimuksen pinta-ala-analyysin perusteella HMI-1b11 ja bryostatiini-1 nayttavat
estavan rotan priméaarikardiomyosyyteissa ET-1:n aiheuttamaa hypertrofiaa. Lisdksi HMI-
1b11- ja bryostatiini-1-kasittelyiden huomattiin lisddvan priméarikardiomyosyyttien Nppa-
ja Nppb-geenin ekspressiota verrattuna DMSO-kontrolliin, vaikka kaikki muutokset eivat
olleetkaan tilastollisesti merkitsevia. Kun ANP:n ja BNP:n tiedetddn suojaavan sydanta
hypertrofialta, yhdisteiden voitaisiin néiden tulosten perusteella ajatella suojaavan
sydanlihassoluja hypertrofialta (Woods 2004). Toisaalta kyseiset yhdisteet eivat ndyttaneet
juuri vaikuttavan venytyksen aiheuttamaan sydanlihassolujen pinta-alan kasvuun. HMI-1b11
ja bryostatiini-1 saattavatkin muokata ET-1:std seuraavaa signaalinvalitystd, joka vélittyy eri

signaalinvalitysreittien kautta kuin venytys.
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Bryostatiini-1-  ja  HMI-1b11-ké&sittelyiden huomattiin lisaksi aiheuttavan
primaarisydanlihassolujen kasautumista rykelmiksi. Solujen kasautuminen saattoi vaikuttaa
pinta-ala-analyysin tuloksiin, silld CellProfiler-ohjelmalla luotu protokolla ei ehké kykene
tunnistamaan paéallekkain olevien solujen reunoja, jolloin naiden solujen pinta-alamaaritys
fluoresenssikuvista oli epéatarkkaa. N&in ollen pinta-ala-analyysin tuloksia kyseisten
yhdisteiden kohdalla ei voida pitad taysin luotettavina. Geeniekspression madrittdmiseen
solujen kasautumisella ei ollut vaikutusta. Bryostatiini-1:n ja HMI-1b11l:n aiheuttama
lisadntynyt Nppa- ja Nppb-geenien ilmeneminen saattaakin olla merkki hypertrofisten

signaalireittien aktivaatiosta.

HMI-1b11:n ja bryostatiini-1:n havaittiin myos aiheuttavan primaarikardiomyosyyttien
voimakasta sykkimistd, jota ET-1 naytti voimistavan. Lisaksi etenkin bryostatiini-1-
kasitellyisséd soluissa F-aktiinin varjdytymisen havaittiin voimistuneen huomattavasti
verrattuna DMSO-kontrolliin ja muihin kasittelyihin, mika viittaa aktiinifilamenttien
paksuuntumiseen tai maaran kasvuun. Kardiomyosyyttien voimakas supistuminen ja
sarkomeeriproteiinien lisdantyminen viittaavat puolestaan hypertrofiaan. PKC:n eri
isoformeilla on erilaisia vaikutuksia sydanlihassolujen supistuvuuteen. Esimerkiksi PKCa:lla
on todettu negatiivinen inotrooppinen vaikutus, kun taas PKCe:lla on positiivinen
inotrooppinen vaikutus kardiomyosyytteihin (Braz ym. 2004; Kang ja Chung 2012). Tulokset
PKCB:n vaikutuksista sydénlihassolujen supistuvuuteen ovat ristiriitaisia (Takeishi ym. 1998;
Huang ym. 2001). Myos ET-1:ll& on todettu positiivinen inotrooppinen vaikutus
sydanlihassoluihin, minka uskotaan vilittyvan PKCe:n kautta (Kang ja Chung 2012). Né&in
ollen my6s HMI-1b11l:n ja bryostatiini-1:n havaitut vaikutukset sydanlihassolujen
supistuvuuten saattavat vélittyd PKCe:n aktivaation kautta. N&ma havainnot perustuvat
kuitenkin silmamaéaraisiin arvioihin, ja aktiinifilamenttien sekd supistuvuudessa tapahtuvien

muutoksien mittaaminen vaatii viela lisaa tutkimuksia.

Tassd tutkimuksessa tutkittiin ainoastaan solujen pinta-alassa seka kahden hypertrofialta
suojaavan geenin ekspressiossa tapahtuvia muutoksia. HMI-1b11l:n ja bryostatiini-1:n

muiden vaikutusten selvittdminen vaatii vield lisdd tutkimuksia. Lisdksi harvemmassa
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kasvatettujen primadrisydanlihassolujen pinta-alamittauksella tai kolmiulotteisella solun
tilavuuden mittauksella tulisi varmistaa naiden yhdisteiden vaikutus sydénlihassolujen
kokoon. Oleellista olisi myods selvittad, miten Kkyseiset yhdisteet vaikuttavat muiden
hypertrofialle tyypillisten geenien ilmenemiseen. Esimerkiksi sarkomeeriproteiinien, kuten
Myl:n ja Myh:n, ekspression muutosten tutkiminen voisi antaa viitteité siit4, voidaanko néailla
yhdisteilld vaikuttaa hypertrofiassa syntyviin solun rakenteen muutoksiin. Muiden
hypertrofisten signaalien vélittdjien, kuten MAPK:ien ja transkriptiotekijoiden, aktivaation
tutkiminen voisi puolestaan kertoa nédiden yhdisteiden vaikutuksista PKC:n aktivoimiin

hypertrofisiin signaalireitteihin.

Pinta-ala-analyysin ja visuaalisen havainnoinnin perusteella solujen kasvatusalustalla nayttaa
olevan vaikutus solujen pinta-alaan ja morfologiaan. Gelatiinipaallystetyilla peitinlaseilla
kasvatetut priméaarisydéanlihassolut olivat pinta-alaltaan suurempia kuin venytysmaljoilla
kasvatetut primé&arisydanlihassolut. Liséksi yhdistekasittelyiden aiheuttamat muutokset
olivat erisuuntaisia eri kasvatusalustoilla viljellyilla soluilla. Esimerkiksi 1-666:1la
kasiteltyjen primadrisydanlihassolujen pinta-ala pieneni gelatiinipaallystetyilla peitinlaseilla,
mutta ei muuttunut joustavilla kollageenipaallystetyilla venytysmaljoilla. 1-666:1la k&sitellyt
solut nayttivat myos pyodristyvan gelatiinipaéllystetyilla peitinlaseilla, mitd ei havaittu
venytysmaljoilla. Lisaksi 3i-1194-kasiteltyjen primééarikardiomyosyyttien pinta-ala kasvoi
kollageenipééllystetyilld venytysmaljoilla, mutta ei muuttunut gelatiinipaallystetyilla
peitinlaseilla. Kasvatusalustan jaykkyys (kova/joustava) tai paéllyste (gelatiini/kollageeni)
saattavat vaikuttaa solujen pinta-alaan ja morfologiaan. Kasvatusalustalla saattaa myds olla
vaikutusta muihin solun prosesseihin ja rakenteisiin, mita ei tassa tutkimuksessa selvitetty.
Jacot ym. (2008) ovat havainneet kasvatusalustan elastisuuden vaikuttavan muun muassa
rotan primé&arisydéanlihassolujen maturaatioon, solutukirankaan, kalsiumin saatelyyn ja

supistuvuuteen.
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7 YHTEENVETO JA JOHTOPAATOKSET

LVH on merkittdva sydan- ja verisuonitautien riskitekija. L\VH:ssa sydanlihassolut kasvavat
aiheuttaen koko syddmen massan kasvun. Lisaksi sydamen fibroosi lisdantyy ja
supistustoiminta muuttuu johtaen lopulta syddmen vajaatoimintaan. LVH:n yleisin syy on
kohonnut verenpaine, jonka alentamiseen myos LVH:n hoito perustuu. Verenpaineldakkeilla
on myds verenpaineesta riippumattomia suotuisia vaikutuksia LVH:aan, mutta niilla ei
kuitenkaan voida estaa sita taysin, minka vuoksi LVH:n uusia ladkehoitoja on pyritty ja
pyritddn kehittdmaan. L&&kekehityksessd yritetddn vaikuttaa etenkin sydanlihassolujen
hypertrofisiin signaalireitteihin. Signaalireittien verkosto on kuitenkin laaja koostuen
monista paallekkaisista ja keskendan vuorovaikuttavista signaalinvalittajistd, minka vuoksi
sen tuntemus on viela puutteellista. Joitakin keskeisia tekijoitd, kuten G-proteiinikytkentdiset

ATi- ja ETa-reseptorit, PKC ja erdat transkriptiotekijét, on kuitenkin tunnistettu.

Tassa erikoistydssa havaittiin joissakin hypertrofiatutkimuksissa kaytettyjen H9c2-solujen
olevan soveltumattomia hypertrofiatutkimuksiin, kun niita verrattiin yleisimmin kéytettyihin
vastasyntyneen rotan primaéarisydanlihassoluihin. Hypertrofiastimulaatiot, ET-1 ja venytys,
aiheuttivat primaarisydanlihassoluissa merkittdvan pinta-alan kasvun, mitd ei havaittu H9c2-
soluissa. Toksisuuskokeissa tutkittujen PKC:hen ja sydamen transkriptiotekijoihin
vaikuttavien yhdisteiden havaittiin olevan péadsaantoisesti turvallisia sekda rotan
primaarisydanlihassoluille ettd H9c2-soluille. Lisaksi havaittiin PKC:hen vaikuttavien
kokeellisten yhdisteiden, HMI-1b1l:n ja bryostatiini-1:n, vaikuttavan mitattuihin
hypertrofiavasteisiin. Keskeisin havainto oli niiden Nppa- ja Nppb-geenien ekspressiota
voimistava vaikutus, minka liséksi silmamaéaraisesti havaittiin muutoksia sydanlihassolujen
aktiinisdikeisséd ja supistuvuudessa, mitd ei t&ssa tutkimuksessa kuitenkaan mitattu.
Havaittujen vaikutusten merkityksen sek& yhdisteiden muiden vaikutusten selvittdminen
vaativat vield lisad tutkimuksia. Yhdisteilld voitaisiin mahdollisesti vaikuttaa sydédmen
hypertrofiaan tai ainakin niiden avulla voitaisiin saada lisd4 tietoa sydanlihassolujen

hypertrofisista signaalireiteista.
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