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JOHDANTO

Sydanlihaksen iskemia-reperfuusiovaurio on sydankirurgiassa hyvin tunnettu ilmio. Sen
vaikutukset ovat nahtavissa paivittdin kliinisessa tyOssa. Ilmion periaatteet, etenkin
molekyylitasolla, ovat kuitenkin osittain edelleen epaselvia. Ecto-5'-nukleotidaasi (CD73) on
entsyymi, joka sadtelee vaskulaarista permeabiliteettia adenosiinimetabolian kautta
(Bellingan ym. 2014). CD73:n ilmentymisen on osoitettu olevan aktiivista
sydanlihaskudoksessa iskeemisessa vauriossa (Bonner ym. 2012). Tassa tutkimuksessa on
tarkoitus tutkia suonensisdisen CD73-aktivaattorin, interferoni-beeta-1a:n, vaikutusta
iskemia-reperfuusiovaurion syntyyn sikaeldinkokeellisessa mallissa. Kirjallinen opinndytetyo
on osa projektia, jossa sikakoe-eldginmalli pystytetdan tutkimustyohoén. Tama kirjallinen osuus
pohjustaa kaytannon koe-eldinlaboratoriotydta esittelemalld sikaa koe-eldimend seka

kasittelee sydaninfarktin jalkeisen vaurion mallintamista sikakoe-eldinmallilla.



SIAN SYDAMEN ANATOMIA

Sian syddamen anatomia ldhes samanlainen ihmisen syddameen verrattuna. Sian ja ihmisen
sydamessa sepelvaltimoiden jakautuminen tietyille sydamen alueille ja rakenteille on
hammastyttavan samankaltainen, joten sian sydan toimii erinomaisena mallina
sydankirurgisissa tutkimuksissa. Kuitenkin sian syddmessa on myds muutamia merkittavia

anatomisia eroavaisuuksia, jotka tulee sikakoe-eldintutkimuksissa ottaa huomioon.

Ihmisen syddmeen verrattuna sian sydan on kiertyneena pitkittdisakselinsa mukaan enemman
oikealle, jolloin anteriorinen kammioidenvalinen uurre osoittaa selkedmmin eteenpain. Sian
sydan on myo6s voimakkaammin kallistuneena seldlleen. Nouseva aortta sijaitsee suoraan
melko prominentin keuhkovaltimorungon takana. Sian sydamen karki muodostuu yksinomaan
vasemmasta kammiosta, toisin kuin ihmiselld syddamen karjen muodostaa seka vasen etta

oikea kammio.

Sialla yla- ja alaonttolaskimot (v. cava superior et inferior) laskevat toisiaan vastaan
kohtisuorassa oikeaan eteiseen, kun taas ihmiselld yla- ja alaonttolaskimot kulkevat
vhdensuuntaisesti. Sian vasempaan eteiseen laskee vain kaksi keuhkolaskimoa (v.

pulmonalis), kun taas ihmiselld niitd yleensa on nelja. (Weaver ym. 1986, Crick ym. 1998.)

Sialla on huomattavasti paksumpi vasen kammio kuin ihmisella. Sian ja ihmisen sydamia
vertailevissa dissektioissa voitiin osoittaa eroavaisuuksia eteisten ja kammioiden
morfologisissa jakautumissuhteissa. Sian sydanleikkeestd 2/3 edusti sydamen vasenta puolta
(vasen kammio ja eteinen), mikd osoitti kammiovaliseindn sijaitsevan enemman sydamen
oikealla puolella. Tama selittda myods sian sydamen apexin koostuvan yksinomaan
vasemmasta kammioseinamasta. Vastaavat leikkeet ihmisen sydamesta taas osoittivat, etta
sekd vasen (etenen ja kammio) ettd oikea puoli sydamestd edustivat yhta suurta osaa

leikkeesta ja ettda kammiovaliseina sijaitsi melkein keskilinjassa. (Crick ym. 1998.)

Sian sepelvaltimot vastaavat erinomaisesti ihmisen sydamen suonitusta. Sialla seka

sepelvaltimoiden anatomia ettd niiden suonitusalueiden jakautuminen tietyille



sydanlihasalueille ovat hyvin samankaltaisia kuin ihmisellda. Niin kuin ihmiselldkin, vasen
sepelvaltimo on oikeaan verrattuna pidempi ja halkaisijaltaan suurempi kuin oikea
sepelvaltimo. Kuten ihmiselld, myds suurimalla osalla sioista (78 %) oikea sepelvaltimo (RCA =
right coronary artery) on dominantti ja haarautuu posterioriseen laskevaan sepelvaltimoon
(posterior descending coronary artery) ja suonittaa vasemman kammion posteriorista osaa,

takavaliseinda ja eteiskammiosolmuketta. (Weaver et al. 1986.)

Suurimmat eroavaisuudet ihmisen ja sian sydamien verisuonten valilld ovat syddamen
laskimoissa. Sialla varsin prominenttina laskimona on vasen v. azygos (vastaava ihmisen v.
oblique), joka laskee koronaarisinukseen. Himmennysta aiheuttaa se, etta suoni on nimetty
v. azygoksi sialla, vaikka ihmisen anatomiassa nimetty v. azygos laskee parietaalisiin
rakenteisiin. lhmiselld sian vasenta v. azygosta vastaava suoni on vasemman eteisen v.
oblique, joka on huomattavasti pienempi rakenne tuoden vain pienen osan vasemman eteisen

lihasseindman laskimopaluusta koronaarisinukseen. (Crick ym 1998.)

VEREN HYYTYMINEN

Verihiutaleiden adheesio, aktivaatio ja aggrekaatio

Veren hyytyminen on tarkoin saadelty paikallinen reaktio. Hyytymisreaktio aktivoituu
esimerkiksi sepelvaltimossa olevan ateroomaplakin repedamisen seurauksena aiheuttaen

sepelvaltimoon trombin.

Hyytymisreaktio kdynnistyy verisuonen seindman vauriossa, kun endoteelin alta paljastunut
kollageeni sitoo plasmasta von Willebrandin tekijan (vVWF). Verihiutaleet tunnistavat
spesifeilla reseptoreillaan (GPlb ja GPllb/lla) vW-tekijan, mikd johtaa verihiutaleiden
adheesioon eli tarttumiseen suonen seindamdadn vauriokohtaan. Verihiutaleiden adheesio
kdynnistdda niiden aktivaation, jolloin ne vapauttavat autoaktivaattoreina toimivia

valittdjaaineita, kuten adenosiinidiforfaattia (ADP), tromboksaania ja serotoniinia. Nama



valittdjaaineet edelleen kiihdyttavat aktivaatiota seka saavat aikaan suonen supistumisen.
Reaktio on itse itseddn voimistava. Verihiutaleissa on myds immuunipuolustukseen
osallistuvia tekijoita, kuten CD40-ligandi ja P-selektiini, jotka aktivoivat plasman

hyytymistekijoita seka ehkaisevat samalla fibrinolyysin kdynnistymista.

Verihiutaleiden aktivaatiota seuraa niiden aggrekaatio eli toisiinsa takertuminen. Ne
kiinnittyvat toisiinsa vW-tekijan avulla nopeassa virtauksessa ja fibrinogeenin avulla hitaassa
virtauksessa. vW-tekija ja fibrinogeeni tarttuvat verihiutaleihin GPllb/Illa-reseptorin
valitykselld ja toimivat niitd toisiinsa liimaavina molekyyleind. Paikalliset verihiutaleista
vapautuneet ADP, tromboksaani ja serotoniini kiihdyttavat aggrekaatiota. Verihiutaleiden
sisdltdman plasminogeeniaktivaattorin estdjan (PAI-1) avulla fibrinolyysi samanaikaisesti

estyy.

Verisuonivirtauksen nopeus vaikuttaa trombin muodostumiseen. Valtimotukoksessa on
voimakkaampi virtaus, jolloin adheesio kiihtyy ja syntyy niin kutsuttu valkoinen trombi, joka
sisaltaa runsaasti toisiinsa kiinnittyneita verihiutaleita. Valkoinen trombi on nahtavissd muun
muassa verisuonikirurgiassa. ADP on punasoluista, valkosoluista ja verihiutaleista vapautuva
agonisti, joka lisda verihiutaleaktivaatiota. Verihiutaleiden GPII/b/llla- ja ADP-reseptorien
estdjia kaytetdankin l3dkkeind muun muassa sepelvaltimotukoksen hoidossa ja
sekundaaripreventiossa. Verenkierron hitaan virtauksen alueilla, kuten alaraajalaskimoissa tai
sydamen eteiskorvakkeessa, verisuonitukos on fibriinipitoinen hyytyma, jota kutsutaan
punaiseksi trombiksi fibriiniin kiinnittyneiden punasolujen vuoksi. Se voi syntya ilman
verisuonivauriotakin  esimerkiksi  perinndllista  laskimotukostaipumusta aiheuttavan

hyytymistekija V:n mutaation (FV Leiden) vuoksi.

Hyytymiskaskadi

Hyytymisjarjestelmassa keskeisessd asemassa ovat plasman hyytymistekijat, joiden tehtava
on tuottaa entsymaattisella kaskadireaktiolla fibriinistda koostuva verkko hyytymaan.
Hyytymistekijoiden entsymaattisen reaktioketjun seurauksena protrombiinista muodostuu

trombiinia, joka saa aikaan liukoisen fibrinogeenin muuttumisen fibriiniverkoksi hyytymassa.



Toisaalta trombiini myo6s aktivoi hyytyman liukenemisen fibrinolyysin. Hyytymistekijoista
tekijat VII, IX, X seka protrombiini ovat K-vitamiiniriippuvaisia maksassa tuotettuja proteiineja.
Lisaksi hyytymistekijoihin kuuluvat plasmaperdiset hyytymistekijat V ja VIl sekd verisuonen
seindmasta peradisin oleva trombomodauliini ja kudostekija (tissue factor, TF). Hyytymistekijat
kiertdvat veressa inaktiivisessa muodossa, kunnes suonivauriossa trombiini saa aikaan

hyytymisjarjestelman aktivaation.

Trombiinin muodostus etenee niin kutsutussa sisdisessa aktivaatiossa
hyytymistekijakompleksin tenaasin (tekijat IXa, Vlla ja X) seka protrombinaasin (tekijat Va, Xa,
II) avulla. Tenaasi aktivoi hyytymistekija X:n, ja protrombinaasi tekee protrombiinista
trombiinin. Ulkoisessa aktivaatiossa kudostekija (TF) ja trombomoduliini toimivat
solukalvoissa. TF tarttuu tekijaan Vlla, mika aktivoi tekijan X. Esimerkiksi angioplastia lisaa TF-
synteesid. Lopullinen hyytymd syntyy, kun trombiini pilkkoo fibrinogeenin
fibrinomonomeereiksi, jotka sitten polymerisoituvat hyytymaksi. Trombiinin aktivoima XIlI

stabiloi hyytyman.

Hyytymisen saately

Verenhyytymisen saatelijana toimii endoteeli. Muun muassa typpioksidia ja prostasykliinia
tuottamalla se aiheuttaa vasodilataation ja nadin verenvirtauksen hidastumisen ja
trombosyyttien adheesion vaimenemisen. Endoteeli sddtelee trombosyyttiaktivaatiota
erittamalla CD39:33, ektoADPaasi-entsyymia, joka hajottaa ADP:ta ja hillitsee

verihiutaleaktivaatiota.

Terveessd suonessa endoteeli saitelee trombiinin muodostumista trombomoduliinin,
hepariinisulfaatin ja kudostekijaperdisen hyytymisen estdjan TFPI (tissue factor pathway
inhibitor) avulla. Endoteelin antitrombiini inaktivoi trombiinin sekd muita hyytymistekijoita
(IX, X, XI ja XIl). Endoteelin solukalvon pinnalla oleva hepariinisulfaatti tehostaa antitrombiinin
hyytymisenestovaikutusta. Hyytymisen estamiseksi sian suolesta eristettya hepariinia
kdytetadan myos hoidollisesti. Fraktoimaton hepariini estda etupdassa trombiinia, kun taas

pienimolekyylinen hepariini (LMWH) faktoria Xa.



Trombiini saatelee my6s omaa muodostumistaan liittymallda endoteelisolukalvon
trombomodauliinin, joka aktivoi proteiinin C:n, joka taas inaktivoi tekijat Va ja Vllla proteiini S:n
avulla. Kaskadi saa aikaan trombiinin muodostumisen vahenemisen. Inflammatorisessa tilassa

hepariinisulfaatin ja trombomoduliinin maara vahenee.

Fibrinolyysi

Jo hyytymisen aikana kaynnistyy myoOs sen liukenemisreaktio, fibrinolyysi. Fibronolyysi
aktivoituu, kun hyytyman fibriini ja trombiini vapauttavat endoteelistd plasminogeenin
kudosaktivaattoria tPA:ta (tissue-type plasminogen activator). tPA ja plasminogeeni
kiinnittyvat fibriiniin, mika saa aikaan plasminogeenin aktivoitumisen plasmiiniksi. tPA:ta

kdytetdan myos liuotushoidossa.

Veren hyytymisen ja fibrinolyysin mittaaminen

Laboratoriokokein mitatut hyytymisaika-arvot antavat suuntaa hyytymisstatusta arvioitaessa.
Tromboplastiiniaika TT (prothrombin time) ja siita laskettu INR-arvo kuvaavat ulkoisen reitin
kdaynnistamaa hyytymisaikaa. TT ja INR kuvaavat K-vitamiiniriippuvaisten hyytymistekijoiden
toimintaa. Aktivoitu partiaalinen tromboplastiiniaika (APTT) kuvaa sisdisen reitin
kaynnistamaa plasman hyytymisaikaa, ja se riippuu paaasiassa tekijoiden V, VIII, IX, X, XI ja Xl
pitoisuuksista. Kliinisessa tyodssa sita kaytetaan fraktiomattoman hepariinin annostelussa seka

hyytymishairididen diagnostiikassa.

VEREN HYYTYMINEN IHMISILLA JA SIOILLA

Sian veren hyytymisjarjestelman ja fibrinolyysin on oletettu olevan hyvin samanlainen kuin

ihmiselld, mika osaltaan puoltaa sikojen kayttoa koe-eldinmallina sydankirurgiassa. Sian veren



tromboositaipumusta on tutkittu, mutta haasteelliseksi on osoittautunut eri tutkimusten
vertaaminen toisiinsa, silla tutkimuksissa on eroja reagenssien ja kalibraatioiden kdytossa seka
pre-analyyttisissa toimissa. Kokeellisia tutkimuksia tehdessa huomioonotettavaa on myos se,
ettd useiden eri anestesia-aineiden on raportoitu vaikuttavan hyytymiseen ja fibrinolyysiin
(Gross 1994). Kuitenkin vyleisenda kasityksend vallitsee edelleen, ettd sialla olisi

hyperkoagulaatiotaipumusta.

Ihmisen verindytteiden analysoinnissa kdytetyt mittausmenetelmat soveltuvat osin myos sian
veren analysointiin. Miinster ym. (2002) tutkivat veren hyytymista ja fibrinolyysia mittaavien
22 eri vakiintuneen analyysin toimivuutta sian plasmanaytteilld ja osoittivat yhdentoista
kahdestatoista tutkitusta funktionaalisesta analyysista olevan toimivia myds sian plasmalla.
Sen sijaan immunologiset analyysit (kuten D-dimeerin maaritys) eivat yleisesti ottaen
osoittautuneet kayttokelpoisiksi sian plasmanaytteiden analysoinnissa. Immunologisten
metodien heikkous sian plasman analysoinnissa saattaa selittya lajispesifisilla eroilla sian ja
ihmisen antigeeneissd. Tutkimuksessa analysoitiin 43 sian plasmandytteistd hyytymisarvoja
(mm. protrombiiniaika (PT), aktivoitu tromboplastiiniaika (APTT) ja kudosfaktori (TF)) seka
verrattiin niitd ihmisen viitearvoihin. lhmisen ja sian hyytymisarvoissa havaittiin pdaosin
vhtaldisyyksid, mutta myos joitakin eroavaisuuksia. Sioilla aktiivinen partiaalinen
tromboplastiiniaika (APTT) oli lyhyempi verrattuna ihmisiin, mika viittaa kiihtyneeseen
sisdisen kaskadin aktiivisuuteen sioilla. Tulos oli linjassa my&s aiempiin tutkimustuloksiin, mika
tukee hyperkoagulaatio-oletusta. Tutkimuksessa sioilla havaittiin nelinkertainen kudosfaktori-
pitoisuus (TF) ihmisiin verrattuna. Kuitenkin aiemmissa tutkimuksissa (Fareed ym. 1995,
Minster ym. 2001) kudosfaktorikonsentraatiot sian ja ihmisen plasmassa ovat olleet samaa
luokkaa. Proteiini C -aktiivisuus sialla osoittautui puolet pienemmaksi kuin ihmiselld ja
fibrinogeenipitoisuus vastasi ihmisen veren pitoisuutta, mika tuki aiempia tutkimustuloksia.

(Minster ym. 2002.)

Myds antitrombiinin (AT) aktiivisuus sialla on todettu vastaamaan ihmisen AT-aktiivisuutta

(Minster ym. 2001, Karges ym. 1994, Reverdiau-Moalic ym. 1996).



Kessler ym. (2011) tutkivat tromboelastometrillad sian ja ihmisen koagulaation eroavaisuuksia.
Sian hemoglobiinikonsentraatio (mediaani 89 g/l CI 95 % 87-90 g/l) oli huomattavasti
pienempi kuin ihmisellad (128 g/lI; 124-140 g/l) (P<0,001), mutta verihiutaleiden pitoisuudet
olivat toisiinsa verrattavissa. Tutkimuksen p&dahavaintona oli, etta sialla hyytyminen alkaa
hitaammin kuin ihmiselld, mutta etenee sen jdlkeen nopeammin seka saavuttaa yhta lujan
hyytyman kuin ihmisella. Nama tulokset eivdt sen sijaan tue yleista kasitysta sian veren
hyperkoagulaatiotaipumuksesta. Tassdkin anestesia-aineilla havaittiin olevan vaikutusta

hyytymiseen.

ISKEMIA-REPERFUUSIOVAURIO

Iskemiareperfuusiovaurio syntyy, kun hapen puutteesta karsivin kudoksen verenkierto
palautuu iskeemisen vaiheen jalkeen (Malmberg ym. 2012). Iskemian aikana kudoksessa
vallitsee hapen ja ravintoaineiden puute, ja verenkierron palautuminen johtaa
inflammaatioon sekd oksidatiiviseen stressiin. Sydanlihaksen iskemia-reperfuusiovaurion
patofysiologinen mekanismi on monimutkainen ja edelleen osittain epaselva. Seuraavassa on

kuitenkin esitetty iskemia-reperfuusiovaurion oletettuja mekanismeja.

ISKEMIA-REPERFUUSIOVAURION MEKANISMIT JA VAIKUTUKSET

Sydanlihas vaatii paljon energiaa supistuakseen. Sydanlihassolut tuottavat energiaa
mitokondrioidensa sisakalvoilla oksidatiivisen fosforylaation seurauksena. Oksidatiivisessa
fosforylaatiossa elektronien siirtdminen substraatilta hapelle tuottaa energiaa ATP:n
valmistukseen. Iskemian aikana mitokondrioiden oksidatiivinen fosforylaatio pysahtyy
hapenpuutteen vuoksi. Taman seurauksena ATP-taso romahtaa nopeasti, ja energia-

aineenvaihdunta muuttuu anaerobiseksi glykolyysiksi. Laktaattipitoisuus nousee, ja samalla



intrasellulaarinesteen pH laskee. Talloin protonien lisdantynyt maara sytoplasmassa johtaa
natrium-protoni-vaihtajan (Na+/H+) aktivoitumiseen ja edelleen solusisdisen natrium-
pitoisuuden kasvamiseen. Tasta johtuen natrium-kalium-vaihtajan toiminta inhiboituu seka

lisaksi solunsisdinen ja mitokondriaalinen kalsiumpitoisuus laskee. (Malmberg ym. 2012.)

Reperfuusiossa kudosten verenvirtaus ja happipitoisuus nousevat, ja reaktiivisia
happiyhdisteita, kuten hydroksidia (OH-), hydroksidiperoksidia (H202) ja superoksidia (02-),
syntyy reperfuusion alussa. Nouseva pH, kalsiumin korkea pitoisuus ja reaktiiviset
happiyhdisteet aiheuttavat mitokondrion sisdakalvon lapdisevyyden lisddntymisen. Normaalisti
mitokondrion sisdkalvo on lapaisematon kalvo sytoplasman ja mitokondrion sisemman tilan
valissd. Lapaisevyyden kasvaminen johtaa reaktiivisten happiyhdisteiden lisddntyneeseen
vapautumiseen, ATP-molekyylien ehtymiseen ja sytokromi C:n ja muiden pro-apoptoottisten
vhdisteiden muodostumiseen solun sytoplasmassa. Mitokondrioiden sisdkalvon
lapadisevyyden lisdantymisen onkin ajateltu olevan avainasemassa iskemia-reperfuusiovaurion
muodostumisessa. Reperfuusiovauriossa vauriokohdan sydanlihassolut ajautuvat

apoptoosiin tai pahimmillaan nekroosiin. (Malmberg ym. 2012.)

Lisdksi reperfuusion alkuvaiheessa syntyvat reaktiiviset happiyhdisteet ja kalsium itsessadn
vaurioittavat suoraan sydanlihassoluja. Happiyhdisteet alkavat tuhota soluissa proteiineja,
nukleiinihappoja sekd solukalvoa. Solukalvon tuhoutuminen tuottaa jalleen uusia vapaita
happiradikaaleja, jotka edelleen pahentavat suoraa solutuhoa sydanlihaksessa. (Malmberg

ym. 2012.)

Iskemia-reperfuusiovaurio aiheuttaa myo6s sydanlihakseen inflammaation. Nopeasti
reperfuusion jalkeen vaurioituneessa sydanlihaksessa neutrofiilit aktivoituvat ja niita alkaa
kertya. Neutrofiilit ja muut tulehdussolut aktivoituvat ja tuottavat vapaita happiradikaaleja,
proteaaseja ja pro-inflammatorisia molekyyleja, kuten interleukiini-8:aa  (IL-8).
Endoteelisolujen inflammaatioreaktio lisda niiden adheesiomolekyylien synteesid, jotka
saatelevat leukosyytti-endoteelisolu-adheesiota.  Leukosyyttien  kertyminen johtaa
kapillaarien pieniin mikroembolisaatioihin, joiden seurauksena verenkierto ei pysty
palautumaan normaalilla tavalla kudokseen. Tama johtaa sekundaariseen iskemiaan, iskemian

pahentumiseen, joka edelleen lisda endoteelivauriota. (Malmberg ym. 2012.)



Inflammaatioreaktion seurauksena lisdksi veren komplementtijarjestelma aktivoituu, mika
johtaa tulehdussolujen ja tulehdusvalittdjdaineiden lisddntymiseen sekd suoraan

kudostuhoon. (Malmberg ym. 2012)

Iskemiareperfuusiovaurion kliinisia ilmentymia ovat esimerkiksi rytmihairiét, sydanlihaksen
mikrovaskulaarinen dysfunktio ja sydanlihaksen supistumishairio seka palautumaton
sydanlihassolujen kuoleminen eli nekroosi (Malmberg ym. 2012). Aiempien sikakoe-
eldginmallinnusten  perusteella tiedetddn, ettd ongelmaksi sikaeldinkoemalleissa

muodostuukin juuri sikojen rytmihairioherkkyys.

INTERFERONI-BEETA-1a ja ECTO-5"-NUKLEOTIDAASI

Ecto-5’-nukleotidaasi (CD73) on entsyymi, joka sdatelee verisuonten lapaisevyytta adenosiinin
aineenvaihdunnan avulla (Kiss ym. 2007). Ecto-5’-nukleotidaasia muodostuu verisuonten
endoteelisoluissa, epiteelisoluissa ja osassa leukosyytteja. Interferoni-beeta-1a lisdd CD73:n
synteesiad. Anti-inflammatorisen adenosiinin tuotanto CD73:n valitykselld auttaa yllapitdamaan
endoteelin lapdisemattomyytta (Bonner ym. 2012). Anti-inflammatorinen adenosiini sitoutuu
A2B-reseptoriin, jota esiintyy useissa kudoksissa, esimerkiksi juuri sydanlihaksessa. Se
sadtelee anti-inflammatorisia ilmioita, kuten verisuonten lapdisevyyden vahentymista ja
leukosyyttien houkuttelemisen vahentamista inflammoituneeseen kudokseen (Kiss ym.
2007). Taman seurauksena vaurioituneeseen kudokseen pdidsee vahemman reaktiivisia
happiyhdisteita ja tulehdussoluja, jolloin oletettavasti keskeiset iskemia-reperfuusiovaurion

mekanismit vaimentuvat.

CD73:n ilmenemisen on havaittu olevan aktiivinen sydanlihaskudoksessa iskeemisessa

vauriossa, jossa sen on ajateltu toimivan suojamekanismina (Bonner ym. 2012). CD73-



riippuvaisen adenosiinin puute on liitetty sydadnlihaksen 6deeman muodostukseen

sydanlihaksen palautuessa iskemia-reperfuusiovauriosta hiirimalleissa (Bonner ym. 2013).

Aikaisemmin on osoitettu, ettd interferoni-beeta-la vahentda verisuonten lapaisevyytta
saatelemalla CD73:n ilmentymista ja aktiivisuutta endoteelisoluissa. ARDS-potilailla
laskimonsisdisestd inteferoni-beta-la:sta onkin saatu jo lupaavia tuloksia (Bellingan ym.

2014).

TUTKIMUKSEN TARKOITUS JA HYPOTEESI

Tassa tutkimuksessa on tarkoitus tutkia sikaeldinmalleissa laskimonsisdisesti annetun CD73:n
aktivaattorin, interfernoni-beeta-1a:n, vaikutusta sydanlihaksen iskemia-
reperfuusiovaurioon. Oletuksena on, ettd se vahentdd sydanlihaksen kapillaarien
lapadisevyyttd seka vahentda veren leukosyyttien tungosta reperfuusiopaikalle ja nain ollen

vahentaa iskemia-reperfuusiovaurion laajuutta.

TUTKIMUKSEN SUORITTAMINEN

Tutkimuksen suorittamiseen kaytetaan sikoja. Sikoja on kaksikymmenta kappaletta (n=20) ja
ne painavat keskimaarin 28 kg. Siat rauhoitetaan lihaksensisaisella 25 mg:n midatsolaami- ja
100 mg:n ksylatsiini-injektioilla. V. jugularis externa ja a. femoralis kanyloidaan monitorointia
ja verindytteiden ottoa varten. Perifeerinen kanyyli asetetaan eldinten korvaan ja sedaatiota
yllapidetdan jatkuvalla propofoli-, midatsolaami- ja fentanyyli-infuusioilla. Sioille tehdaan
trakeostostomia ja kytketdan respiraattoriin. Tdssa vaiheessa otetaan nollaverindyte.
Interferoni-laakeannokset on sokkoutettu toimenpiteen tekijdiltd, ja ensimmainen
ladkeaineannos annetaan kahdeksan tuntia ennen iskemian alkua. Kokeen aikana seurataan
ja monitoroidaan hemodynaamisia suureita, happisaturaatiota, verenpainetta, syketta seka
EKG:ta. Noradrenaliini-infuusiolla (80-160 ug/H) varmistetaan tarvittaessa sikojen riittava
verenpainetaso. Laskimonsisadista lidokaiinia annetaan tarvittaessa sydamen rytmihairioriskin

pienentamiseksi. 1. verindyte otetaan kahdeksan tunnin padasta edellisestd annoksesta, eli



juuri ennen iskemian alkua. Operaatiot suoritetaan sternotomiasta. Perikardium avataan ja
kohotetaan. Sydanlihaksen iskemia saadaan aikaan ligeeraamalla vasemman sepelvaltimon
laskevan haaran distaalinen osa, C-osa, 30 minuutin ajaksi. Toinen verindyte otetaan 30
minuuttia iskemian alusta. Jotta varmistetaan tarkoituksenmukainen sydanlihasiskemia,
monitoroidaan my6s EKG-muutoksia. Kun iskemia-aikaa on kulunut 30 minuuttia, vasemman
laskevan haaran verenvirtaus palautetaan purkamalla ligatuura. Verindyte 3. otetaan kuuden
ja puolen tunnin kohdalla iskemian alusta. Aortta preparoidaan pihditysta varten.
Reperfuusion jalkeen eldimet lopetetaan. Heti lopetuksen jalkeen aortta pihditetaan ja sinne
injidoisaan metyleenisined, jotta kudosnadytteiden tutkiminen olisi helpompaa. Sydan

irrotetaan ja tutkimuksen lopuksi kerataan kudosnaytteet.

Falcon-putkeen keratdan kudosnaytteeksi 1,5 cm x 1,5 cm kokoinen alue: 1) keskeltd sydamen
infarktialuetta ("umpi-infarktialue”), 2) taysin infarktialueen vastakkaiselta puolelta (terve
alue), 3) syddmen kérjesta (rajaseutua infarktin ja terveen rajalta), 4) munuaiskudosta keskeltd
(ei munuaisallasta) sekad 5) keuhkosta. Naytteet laitetaan hiilihappojaahan. Lopuksi sydan

laitetaan PAD-purkkiin formaliiniin.

Tutkimusryhmaan kuuluville sioille (n=10) annetaan sedatoinnin jilkeen, kahdeksan tuntia
ennen toimenpidettd, laskimonsisdisesti 10ug interferoni-beeta-1:sta ja lisdksi lisdannos juuri
ennen operaation aloittamista. Kontrolliryhmassa (n=10) eldimille annetaan placebo-ladketta.
Kaikki elaimet operoidaan saman protokollan mukaan ja ryhmien jakautuminen on
sokkoutettu operaatioiden suorittajilta. Tutkimusprotokolla on hyvaksytty kansallisessa koe-

eldintutkimuslautakunnassa.

Nollandytteet sikojen verestd otetaan heti sedatoinnin jalkeen. Ensimmainen verindyte
otetaan kahdeksan tuntia ladkkeen antamisesta, eli juuri operaation alkaessa. Toinen
verindyte otetaan 30 minuuttia iskemian alusta, kolmas kuusi tuntia iskemian alusta, juuri

ennen sikojen lopettamista.



TUTKIMUKSEN HAASTEET

Vaikka sikakoe-eldinmalli peilaa oletettavasti paremmin ihmisen patofysiologiaa kuin
pieneldinkoemalli, ei sikojen kayttdé sydadninfarktin mallintamisessa on ongelmatonta.
Haasteita luo sian herkkyys kehittdda muun muassa rytmihairioita kesken tutkimuksen. Lisaksi
sian hengitysteiden anatomiasta johtuen intuboiminen on osoittautunut haasteelliseksi ja

nain ollen protokollassa kdytetdan trakeostoomaa intuboinnin sijasta.
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