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1. Johdanto

2. Kirjallisuuskatsaus

2.1 Eteisvarina

Supraventrikulaarisiin rytmihairiéihin kuuluva eteisvarina on yleisin sydamen
pitkakestoinen rytmihairio, yli 40 vuotiaista noin neljannes (26% miehista ja 23%
naisista) kokee eteisvarinan elamansa aikana'. Eteisvarindn prevalenssin

epdillaan lisdantyvan, erityisesti vaeston ikaantymisesta johtuen?.

2.1.1 Eteisvarinan merkitys

Eteisvarina on yhteiskunnallisesti merkittava aiheuttaen yli kolmanneksen
rytmihairidihin liittyvista sairaalahoitojaksoista, seka kuormittaen
avoterveydenhuoltoa3. Eteisvarin on yhdistetty 1.5-1.9 kertaiseen
syddnperaisen kuoleman riskiin verrattuna sinusrytmissa oleviin ihmisiin®.
Epdselvaa on, johtuuko kuolleisuuden lisdantyminen eteisvarinasta itsestaan, vai
taustalla usein olevasta muusta kardiovaskulaarisesta sairaudesta. Itsendisen
eteisvarinan esiintyvyyden on tutkittu olevan 30% kaikista
eteisvarinatapauksista®. Merkittavimpiin komplikaatioihin lukeutuvat
tromboemboliset tapahtumat, kuten aivohalvaus, lisdksi eteisvarina voi aiheuttaa
syddamen vajaatoimintaa ja huonontaa eldmanlaatua®. Eteisvarindpotilaan
eldamanlaatu on huonompi kuin sydaninfarktin sairastaneilla ja
pallolaajennukseen tulevilla, ollen samaa tasoa kuin sydamen
vajaatoimintapotilailla®. limeisesti naisten elaméanlaatu huononee enemman kuin

miehilld”. Sairastuvuus on miehilld suurempaa kuin naisillaé.



2.1.2 Altistavat tekijat

Eteisvarinan taustalta on usein |6ydettavissa systeemisairaus tai vaihtoehtoisesti
rakenteellinen sydansairaus. Yleisimpiin kardiovaskulaarisiin altisteisiin kuuluvat
hypertensio, sepelvaltimotauti, sydamen lappaviat ja sydamen systolinen
vajaatoiminta®2. Ei-syddnperaisia altisteita on laaja kirjo, muun muassa lihavuus,
tupakointi, alkoholin kaytto, diabetes, hypertyreoosi, krooniset keuhkosairaudet
kuten COPD, uniapnea ja muut supraventrikulaariset takykardiat
kroonistuessaan®2. Pitkdan jatkuva kuormittava kestavyysurheilu lisa
eteisvarinan riskia, liilkkunnalla on kuitenkin sydan- ja verenkiertoelimiston
kannalta monia suotuisia vaikutuksia, joten liikunnan lopettamista eteisvarinan
ehkaisyssa ei tule suositella®>>°, Alkoholi voi peri- ja myokardiitin,
keuhkoembolian, leikkauksen ja akuutin sydaninfarktin tavoin aiheuttaa
ohimenevan eteisvarinan, joka usein kdaantyy sinusrytmiin aiheuttavan tekijan

hoidon myota32.

2.1.3 Eteisvarinan luokittelu
Eteisvarina voidaan keston perusteella luokitella neljaan paatyyppiin (taulukko
1). Erityisen tarkea on jako akuuttiin (alle 48 tuntia) ja krooniseen eteisvarinaan

rytminsiirron suunnittelun kannalta.



Paroksysmaalinen | Sinusrytmi palautuu itsestaan alle 7 vuorokauden
(kohtauksellinen) | kuluessa, tai se palautetaan sahkoisesti tai ladkkeellisesti

48 tunnin kuluessa

Jatkuva Sinusrytmi ei palaudu itsestdaan 7 vuorokaudessa, tai se
palautetaan sahkoisesti tai ladkkeellisesti yli 48 tunnin

kuluessa

Pitkaan jatkunut Eteisvarina kestanyt yli vuoden ja potilas ohjataan

invasiiviseen hoitoon

Pysyva Eteisvarina hyvaksytaan vallitsevana rytming, silla

(krooninen) rytminsiirto ei onnistu tai sita ei pideta aiheellisena

Taulukko 1. Eteisvarinan luokittelu ajallisesti?.

2.2 Eteisvarinan patofysiologia

Eteisvarinassa sydamen normaali sahkdinen toiminta hairiintyy. Normaalia
sinusrytmissa olevaa sydanta tahdistaa sinussolmuke, joka johtaa sahkdisen
aktipotentiaalin eteisten kolmea johtorataa pitkin eteiskammiosolmukkeeseen.
Aktiopotentiaalin kulkiessa sydamen eteisten myokardiumin lihassdikeet

supistuvat, johtaen sydamen eteisten supistukseen.

2.2.1 Ektooppinen ammunta

Eteisvarinassa sydamessa syntyy kiertoaktivaatioita, johtuen yleisimmin

keuhkolaskimoiden tyvialueelta alkunsa saavista toistuvista lisalydnneista

(pesdkealkuinen eteisvarind)®!!, jotka johtavat nopeaan eteisvasteeseen, jopa



350-400 lyéntia minuutissa. Eteiset eivat talldin supistu, vaan pikemminkin
varahtelevat.

Ektooppinen ammunta voi olla seurausta aikaisesta jalkidepolarisaatiosta
(EAD), joka johtuu aktiopotentiaaliajan pitenemisesta; tama altistaa eteisvarinalle
pitka-QT-aika syndroomassa. Kuitenkin myos lyhentynyt AP aika voi altistaa
eteisvarinalle. Ektooppinen ammunta voi johtua myds myohaisesta
jalkidepolarisaatiosta (DAD), jossa ryanodiini reseptorit (RyRs) ovat viallisia
sarkoplamisessa retinokulumissa, tai sarkoplasminen retinakulum on lilan Ca2+
taytteinen, jonka ajatellaan voivan johtua liilan nopeasta eteisvasteesta'?. Talloin
Ca2+ ioneja paasee virtaamaan SR:sta intrasellulaaritilaan epanormaalisti
diastolessa luoden soluun suuntautuvan Iti virran, DAD:ia edesauttavasti.
Esimerkiksi kongestiivisessa sydamen vajaatoiminnassa eteisvarinan riski kasvaa
DAD:in kautta.

Osa kiertoaktivaatioista lapadisee eteis-kammio-solmukkeen, johtaen
usein kohonneeseen ja epasaanndlliseen kammiovasteeseen. Jos kammiovaste
on kroonisesti lilan nopea, seurauksena voi olla sydamen vajaatoiminta
(takykardiamyopatia)'*!4. Eteisvirina johtaa syddmen eteisten ja kammioiden
yhteistoiminnan heikkenemiseen ja pumppaustehon laskuun, keskimaarin
syddmen minuuttitilavuus pienenee 15-30%*°. Pumppaustehon laskun taustalla
on myo0s eteisten vajavainen supistuminen. Eteisten supistumattomuus altistaa
veren seisomiselle, josta voi seurata hyytyman muodostuminen. Talldinen
hyytyma voi aiheuttaa embolisaation esimerkiksi aivoihin, josta voi seurata
aivohalvaus*. Kliinisesti merkityksellista pumppaustehon lasku on erityisesti

sydamen vajaatoiminnan yhteydessa.



2.2.2 Kiertoaktivaatiot

Eteisvarinan syntyyn vaikuttavat usein keuhkolaskimoiden tyvialueella
(pesakealkuinen eteisvarind) syntyvat eksitatoriset impulssit. Eteisvarinan
jatkuvuuden kannalta tarkeaa on kiertoaktivaatioiden syntyminen ja niiden paluu
(re-entry) 1,

Pyorreaktivaatioiden synnysta ja luonteesta on esitetty erilaisia teorioita,
esimerkiksi johtavan aallon teoria ja useiden aaltojen hypoteesi. Nykyisten
tietokonemallinnusten perusteella nama mallit eivat yhdessakaan kuvaa
tarpeeksi hyvin eteisvarinad; hypoteesiksi on esitetty, etta funktionaaliset
kiertoaktivaatiot ovat ympyran sijaan spiraalin mallisia®. Spiraalin mallinen
aaltorintama voi pyoria funktionaalisen esteen ymparilla. Talldinen este on
kykenematon eksitoitumaan jatkuvan eksitaation vuoksi. Vastaavasti
fibrotisoitunut arpi eteisessa voi luoda anatomisen esteen, jonka ymparille
kiertoaktivaation on mahdollista kehittya. Funktionaalisessa esteessa
kiertoaktivaatio valitsee kudoksessa mahdollisimman pienen piirin; spiraalin
pituus voidaan laskea kudoksen johtavuuden ja refraktoriajan (aallonpituuden)
avullal’. Tallaisia spiraalin mallisia kiertoaktivaatioita voi olla eteisissa yksi tai
useita riijppuen eteisen koosta — eteisen koon kasvu altistaa eteisvarinalle!®. Kun
eteisvarina kroonistuu ja eteisissa tapahtuu eteisvarinaa stabiloivaa

uudelleenmuovautumista, voi ektooppisen ammunnan merkitys eteisvarinalle

vahentya.

2.2.3 Eteisten uudelleen muovautuminen

Eteisten uudelleen muovautumiseen — mekanismi, joka altistaa pesakealkuisille

lisalyonneille ja kiertoaktivaatioille seka niiden paluulle kuuluu useita tekijoita:



eteisten rakenteelliset muutokset, eteisten sahkoiset muutokset, autonomisen
hermoston toiminnan muutokset, kalsiumionien kasittelyn muutokset,
oksidatiivinen stressi ja muutokset mikroRNAiden ekspressiossa. Nama
muutokset edesauttavat eteisvarinaa stabiloimalla pyorreaktivaatioita — ja
toisaalta eteisvarina saa aikaan niiden etenemista. Eteisten uudelleen
muovautuminen aiheuttaa sydankudoksen muuttumista eteisvarinalle alttiiksi
”substraatiksi”: kudokseksi, jossa on eteisvarinalle suotuisat elektrofysikaaliset
johtumisominaisuudet. On epaselvaa, aiheuttaako eteisten uudelleen
muovautuminen suoraan eteisvdrinan, vai onko muovautumisen syyna sama

tekija, joka altistaa myos eteisvarinalle.

2.2.3.1 Eteisten sahkdinen muovautuminen

2.2.3.1.1 Muutokset ionivirroissa

Eteisvarindssa eteisten ionikanavien ekspressio ja toiminta muuttuu eteisvarinaa
edesauttavalla tavalla. Yleisimpiin muutoksiin kuuluu L-tyypin Ca2+ kanavien
(Ical) vaheneminen, jolloin kalsiumionivirta solun sisaan vahenee. Lcal-kanavien
downregulaation uskotaan olevan homeostaattinen puolustusmekanismi nopean
eteisvasteen aikaansaamalle kalsiumionien kertymiselle'%819, |cal-kanavat
aukeavat depolarisaatiossa Na+-kanavien aukeamisen jalkeen, ja hitaudestaan
johtuen ne stabiloivat jannitteen depolarisaation lopussa saaden aikaan
plateaun. Sisaanvirtaava Ca2+ virta ei saa sydanlihassolua itse kontraktoitumaan;
sen sijaan se avaa SR:ssa olevat RYR-kanavat vapauttaen paljon kalsiumioneja
intrasellulaaritilaan. Lcal-kanavien vahentyminen johtaa vahenevaan

intrasellulaariseen Ca2+ virtaan, plateaun ja AP:n lyhenemiseen



kokonaisuudessaan, seka edelleen eteisvarinan todennakoisyyden kasvuun;
lyhyempi AP mahdollistaa aallonpituudelta lyhyemman kiertoaktivaation®?.
Kaliumkanavissa tapahtuu useita muutoksia eteisvarinan kroonistuessa.

Ohimenevi kaliumin ulosvirtaus Ito faasi 1:ss3 vihenee jopa 50-60%12°

, jolla voi
olla kliinistd merkitystd AP:n pituuden muutoksien kautta?l. Sisdsuuntaisen
kaliumkanavan agonistiriippuvaisen version IKACh:in on useissa tutkimuksissa
todettu aliekspressoituvan kroonisessa eteisvarindssa. Sen sijaan konstitutiivinen
muoto IKAChc seka sisasuuntaisen Ikl kaliumvirta yliekspressoituvat, lisaten
eteisvarinan todennakdisyytta eteistakykardian, Ca2+ ylitayton ja AP-ajan
lyhentymisen kautta??72%. k1 ja IKACh ovat merkityksellisia
loppurepolarisaatiossa. IKACh:in ekspressoitumisen alassaately voi olla AP:n
pidentymisen kautta eteisvarinalta suojaava mekanismi. Sydamen M2

muskariinireseptorien stimulaatiolla on todettu olevan IKACh virtausta vahvistava

vaikutus, joka altistaa eteisvarinalle®.

2.2.3.1.2 Muutokset soluliitoksissa

Soluliitosten ionikanavat huolehtivat sydamessa sydanlihassolujen sahkdisesta
parinmuodostuksesta. Paaasialliset soluliitosten alayksikot eteisissa ovat
konneksiini 40 ja konneksiini 43, jalkimmaista esiintyy koko sydankudoksessa.
Konneksiini 40 ekspressoituu myods sinus- ja eteiskammisolmukkeessa, Purkinjen
séikeiss3 ja endoteelisoluissa®®.

Normaalissa sydankudoksessa impulssi kulkee nopeammin
longitudinaalisessa suunnassa kuin transversaalisessa suunnassa, jossa sen taytyy
ylittaa enemman solurajoja. Kroonisessa eteisvarindassa CX40 ja CX43 ekspressio
lateralisoituu johtaen nopeutuvaan impulssinjohtumiseen

transversaalisuunnassa sydamessa?’. Iimeisesti ainakin CX40:n lateralisaatiota



voidaan estda metoprololihoidolla®’. Kroonista eteisvérini3 sairastavilla potilailla
sekid kohonneita ett3 alentuneita CX40:n ekspressioita on raportoitu®®2°,
Mahdollisesti muutokset konneksiineissa ja huono solujen sahkdinen
pariutuminen vaikuttavat paikallisiin johtumisen hairidihin ja edelleen

kiertoaktivaatioiden paluuseen muokkaamalla eteisten substraattia.

2.2.3.2. Eteisten rakenteellinen muovautuminen

Eteisten rakenteellinen muovautuminen on eteneva prosessi, jonka
karakteristisia piirteita ovat eteisten (etenkin vasemman) laajeneminen ja
kudoksen fibrotisoituminen. Vaikuttaisi, etta eteisten rakenteellisen
muovautumisen ja eteisvarinan valilla on suhde, mutta tdman kausaalisuuden
selvitys vaatii lisaa tutkimusta.

Eteisten laajentuminen mahdollistaa entista suurempia ja useampia
kiertoaktivaatiota eteisten kudospinta-alan laajentumisen myota3. Vasemman
eteisen laajuus on yhteydessi eteisvarindn etenemiseen ja sen pysyvyyteen3..

Eteisten fibrotisoitumisessa kollageenin maara eteisissa kasvaa.
Interstitiaalinen fibrotisoituminen on tavallinen 16ydés eteisvarindpotilailla®?,
seka itseniista eteisvarinaa sairastavilla potilailla®3. Koirilla eteiskudoksen
fibrotisoituminen saa aikaan kudoksen johtavuuden heterogeenisyytta luoden
substraattia eteisvarinalle®*; esimerkiksi vuohilla tdssa kroonisen eteisvirinin
mallissa taas fibrotisoitumista ei havaittu®>. Interstitiaalisen fibrotisoitumisen
synty on monimutkainen prosessi, johon kuuluu monia profibroottisia tekijoita
kuten angiotensiini Il ja TGF-B13¢. Monet profibroottiset tekijit voivat olla

potentiaalisia ldadkehoidon kohteita.



2.2.3.2.1 Autonomisen hermoston muutokset

Autonominen hermosto hermottaa ja vaikuttaa vahvasti sydamen toimintaan
sopeuttaen verenkiertoa ulkoisiin ja sisdisiin arsykkeisiin. Autonomisen
hermoston toiminnalla voi olla kuitenkin arytmogeenista vaikutusta, jota tukee
havainnot paroksysmaalisen eteisvarindn sirkadiaanisesta esiintymisestd®’, seka
sydamen sympaattisen hermoston vaikutusten estamisesta seuraava
antiarytminen vaikutus3®. Parasympaattisen hermoston aktivaatiolla vaikuttaa
olevan supraventrikulaarisia rytmiha&irioita estiva vaikutus.

Eteisvarindssa autonominen hermosto muovautuu sympaattista
hermotusta eteisissa lisdavalla tavalla. Koirilla on todettu eteisvarindssa
lisdadntynyt eteisen sympaattinen hermotus®. Kroonista eteisvarinaa sairastavilla
potilailla on havaittu eteisen sympaattisen hermotuksen lisdantyminen samalla

kun muu hermotus sailyi muuttumattomana®'.

2. Makrofagit

Makrofagit ovat elimiston immuunipuolustuksen soluja, joita esiintyy lahes
kaikissa kudoksissa (kudosmakrofagit) ja lisaksi verenkierrossa
hematopoieettisista kantasoluista erilaistuneina monosyytteina. Makrofagit
voidaan tehtadviensa ja aktivaationsa mukaan jakaa kahteen paapopulaatioon:
M1 ja M2 makrofageiksi*?. Viimeaikaisissa tutkimuksissa on kuitenkin havaittu,
ettd makrofageja on todellisuudessa useita alaluokkia M1 ja M2 paaluokkien
valissd*2. Jo erilaistuneet makrofagit kykenevat mikroymparistén muuttuessa
vaihtamaan fenotyyppia eli polarisoitumaan proinflammatoriseen M1 tai anti-

inflammatoriseen M2 suuntaan®.



2.3.1 M1-makrofagit

Klassisesti aktivoituvat M1 makrofagit ovat proinflammatorisia. Niilla on
bakterisidisia, antiviraalisia ja antitumoraalisia vaikutuksia. /n vivo niita aktivoiviin
sytokiineihin kuuluvat T-auttajasoluista ja NK-soluista erittyva IFN-gamma, seka
antigeenia esittelevien solujen erittama TNF. Yleensa naita molempia vaaditaan
M1 makrofagien aktivaatioon. In vitro M1-makrofagit voidaan aktivoida TLR-
ligandeilla, kuten bakteerien lipopolysakkarideilla (LPS) ja lipoteikohapolla (LTA).
N&itd esiintyy mm. grampositiivisissa ja gramnegatiivisissa bakteereissa***.
Makrofagit polarisoituvat M1-makrofageiksi etenkin akuutissa
tulehduksessa. M1-makrofagit fagosytoivat tuottaen typpioksidia (NO). Ne
fagosytoivat patogeenejs, kuten intra- ja ekstrasellulaarisia bakteereja*. M1-
makrofagit vapauttavat proinflammatorisia sytokiineja, kuten IL-1, IL-6, IL-12, IL-
23 ja TNF-alfaa, sekd myés anti-inflammatorista IL-27 sytokiinia**. M1-
makrofagien dysregulaatiolla voi olla vaikutusta autoimmuunisairauksien

patofysiologiassa**.

2.3.2. M2-makrofagit

Anti-inflammatoriset M2-makrofagit aktivoituvat vaihtoehtoista reittia;
esimerkiksi basofiilien ja syottdsolujen erittama IL-4 lisaa M2 makrofagien
aktivaatiota kudosvaurion yhteydessa**. Th2-auttajasolut puolestaan aktioivat
M2-makrofageja IL-13 avulla limakalvovaurioissa ja parasiittien yhteydessa.
M2-makrofageilla on monia tehtavia. Ne edesauttavat haavojen
paranemista, fibroblastien ja myofibroblastien proliferaation lisdantymista ja pro-

inflammatoristen sytokiinien tuoton inhibitiota***¢. M2-makrofageilla voi olla
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vaikutusta interstitiaaliseen fibrotisoitumiseen ja moniin sairauksiin, kuten

allergiseen astmaan***’.

2.3 Makrofagit ja eteisvarina

Eteisvarinasta karsivilla potilailla on todettu olevan makrofagilisda eteisissa®.
Eteisvarinalla ja tulehduksella vaikuttaisi olevan yhteys; monien pro-
inflammatoristen makrofagien erittamien sytokiinien, kuten TNF-alfan ja IL-6:n,
on todettu liittyvan eteisvarindan*®4°, T4ssa tutkimuksessa eteisvarinapotilaiden
makrofagilisan havaittiin olevan proinflammatorista*®. Makrofageilla voi siis olla
vhteys eteisvarinan syntyyn ja sen stabiiliuteen eteisten

uudelleenmuovautumisen kautta.

3. Tavoitteet

Makrofagien esiintymista eteisvarinassa ihmisilla ei ole tutkittu paljoa.
Halusimme tutkimuksellamme saada selkoa, onko eteisvarina- ja
eteiskardiomyopatiapotilailla enemman makrofagi-infiltraattia sydamen
eteiskorvakkeissa kuin sinusrytmissa olevilla verrokeilla. Luokittelimme
immunohistokemiallisesti makrofagit M1 ja M2 luokkiin niissa esiintyvien pinta-

antigeenien perusteella.
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4. Aineisto ja menetelmat

4.1 Tutkimuspopulaatioiden kriteerit ja koot

Tutkimuksessa kaytettiin CAREBANK:in potilasaineistoa, johon on rekrytoitu
TYKS:ssa sydanleikattuja potilaita ja nailta saatuja oikean sydankorvakkeen (RAA)
paloja. Potilaat on luokiteltu leikkausta edeltaneen rytmin perusteella
sinusrytmiaineistoon (N=20), eteisvarindaineistoon (N=14), uudesta
eteisvarinasta karsineiden potilaiden aineistoon (N=11) ja eteiskardiomyopatia-
aineistoon (N=18) 12- kytkentdisen EKG:n ja potilaan diagnoosien perusteella.
Eteiskardiomyopatiapotilaat jaettiin edelleen sinusrytmildisiin (N=11) ja uudesta
eteisvarinasta karsineisiin (N=6). Luokittelun jalkeen jokaisen potilaan tietoja
kasiteltiin erikseen. Kaikki uudesta eteisvarinasta karsineet potilaat kuuluivat

sattumalta samalla kardiomyopatia-aineistoon.

4.2 Tutkimusluvat, rekisterointi ja potilassuostumus

Jokaiselta potilaalta edellytettiin kirjallinen suostumus ja heita informoitiin
tutkimuksesta seka heidan tietojensa kasittelysta kirjallisesti. Tutkimus noudattaa
Helsingin julistusta ladketieteellisen etiikan suhteen. Tutkimusprotokollan
hyvaksyi Varsinais-Suomen sairaanhoitopiirin eettinen toimikunta seka
Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen eettinen toimikunta.

4.3 Immunohistokemialliset varjaykset

Tutkimuksessa kaytettiin jaadytettyja kudospaloja potilaiden oikeista

eteiskorvakkeista (RAA). Ensin eteiskorvakkeista leikattiin 6 mikrometrin

12



paksuisia naytteita kryostaatilla, jotka implantoitiin peitinlaseille. Taman jalkeen

suoritettiin immunohistokemialliset varjaykset niin, etta seka M1 etta M2

makrofagit paljastavat varjaykset tehtiin erikseen jokaisesta potilaasta saaduille

naytteille (1-3 naytelasille per varjays).

M1-makrofageille kdytettiin CD68-pintaproteiinin varjadavaa varjaysta (51), alla

protokolla.

CD68-varjays makrofageille

o vk~ w N

Naytelasien sulatus ad 10 min

+4 asteinen asetonikasittely naytelaseille ad 5 min
Naytelasien kuivatus ad 10 min

2 tippaa blocking solution/naytelasi ad 15 min

PBS kayttoliuos suhteella 1:1 pesu ad 5 min
Vectastain ABC-kit: mouse pk-6102

6.1 20 mikrolitraa hevosen seerumia + 1 ml PBS (1:1)
6.2 Pipetoidaan laseille ndaytteiden paalle

6.3 Inkubaatio ad 30 min 30min kosteuskammion sisalla

. CD68 abcam ab845

7.1Inkubaatio 1h 30min kosteuskammion sisalla

. Lasien pesu PBS (1:1) 5 min + 5 min (valissa puhtaan pesunesteen vaihto)

Vectastain ABC-kit
9.11ml PBS + 5 ul biot.sele.va + 15 ul norm. serum

9.2Inkubaatio 30min 30min kosteuskammion sisalla

10.Pesu PBS (1:1) 5min + 5min

11.Vectastain ABC-kit: mouse pk-6102

11.1 mIPBS (1:1) + 9 ulreag A+ 9 ul reag B
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11.2 Inkubaatio 30min kosteuskammion sisalla
12.5+5min pesu PBS (1:1)
13.DAB 7min (abcam ab64238)
14.5+5min pesu PBS (1:1)
15.Meyerin hematoxylin 10sek
16.Juokseva alkoholisarja

17.Fiksaatio

M2- makrofagien varjayksessa kaytettiin CD206:n (mannoosi-reseptorin)

varjadvaa varjaysta, varjaysprotokolla alla (52).

Naytelasien sulatus ad 10 min
+4 asteinen asetonikasittely naytelaseille ad 5 min

Naytelasien kuivatus ad 10 min

W N oRe

Vectastain ABC-kit: rabbit pk-6101

4.118 mikrolitraa vuohen seerumia + 1 ml PBS (1:1)

4.2Pipetoidaan laseille naytteiden paalle

4.3Inkubaatio ad 60 min

5. Cell signaling #12981 Mannose receptor antibody

5.1 1 ml PBS + 1 mikrolitra Cell signaling #12981 Mannose receptor antibody
5.3Pipetoidaan naytteiden paalle

5.3 Inkubaatio 12 h RT kosteuskammion sisalla

(9)]

. Lasien pesu PBS (1:1) 5 min + 5 min (valissa puhtaan pesunesteen vaihto)

(9))]

. Vectastain ABC-kit: rabbit pk-6101
6.1 11ml PBS + 5 ul biot.sele.va + 15 mikrolitraa rabbit norm. serum
6.2 inkubaatio 30min

10.Pesu PBS (1:1) 5min + 5min
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11.Vectastain ABC-kit: rabbit pk-6101
11.1PBS (1:1) + 9 ulreag A+ 9 ul reag B
11.211.3Inkubaatio 30min
11.311.4 Seos valmistettava 30 min ennen kayttoa
12.5+5min pesu PBS (1:1)
13.DAB (abcam ab64238)
13.1Inkubaatio 7 min RT kosteuskammiossa
14. 5+5min pesu aqua
15. Meyerin hematoxylin 10sek
16. Juokseva alkoholisarja
17. Xyleeni 2 x 5 min
18. Fiksaatio DPX mountant

19. Peitto peitinlasilla

4.4 Naytteiden analysointi

Immunohistokemiallisesti varjattyjen kudosnaytteiden laatu tarkastettiin
valomikroskoopilla. Taman jalkeen naytteet skannattiin digitaaliseen muotoon.
Imagel ohjelman avulla laskettiin kasin seka varjaytyneet solut jokaisesta
naytteesta etta kokonaistumamaara. Jokaisen peitinlasin makrofagimaara jaettiin
kokonaistumamaaralla saaden ndin makrofagien osuus kaikista soluista.

M2 makrofagien varjaykseen kaytetty CD206 antigeeni oli spesifi. M1
makrofageilla kdaytetty CD68 antigeeni esiintyy sekda M1 ettda mahdollisesti myds
M2 makrofageissa. Laskimme keskiarvon potilaan CD68 varjatyista naytelaseista
saaduille M1-makrofageille seka CD206 varjatyista ndytelaseista saaduille M2-

makrofageille. Taman jalkeen M1 keskiarvosta vahennettiin saman potilaan M2
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keskiarvo, jolloin jokaiselle potilaalle saatiin naytelasien keskiarvoinen maara

oikeita M1-makrofageja.

4.4 Statistinen analysointi

Statistiseen analyysiin kaytettiin Microsoft Exelia ja Prism 8 sovellusta. Prism 8:lla
tehtiin tulosten kuvaajat ja statistiset ajot. Vertailimme tuloksissa positiivisten
solujen suhdetta kokonaistumamaaraan, silla kudoksen maara eri leikkeissa
vaihteli, joka olisi voinut aiheuttaa harhaa tuloksiin. Eri populaatioiden

vertailussa kdytimme t-testia, seka yhdensuuntaista varianssianalyysia (ANOVA).

Y - ”

(Kuva 1.) Eteiskorvakekudosta varjattyna CD68 pinta-
antigeenivarjaysprotokollalla. Ruskealla varjaytyneet ovat CD68 positiivisia M1-

makrofageja

16



5. Tulokset

5.1 M1-makrofagit

CD68 positiivisten makrofagien ja naytteiden kokonaistumamaarien suhteiden
vertailussa vertailtiin kaikkia ryhmia keskenaan.

NOAF (uusi eteisvarind) ja AF (eteisvarinad) potilaiden valilla oli
merkitseva ero (P=0.0009944): NOAF potilailla oli enemman M1-makrofageja.
ACM (eteiskardiomyopatia) ja NOAF potilaiden valilla oli merkitseva ero
(P=0.03952): NOAF potilailla oli enemman M1-makrofageja. NOAF ja SR
(sinusrytmi) potilaiden valilla oli merkitseva ero (P=0.003205): NOAF potilailla oli
enemman M1-makrofageja. ACM ja AF potilaiden valilla oli merkitseva ero
(P=0.03761): ACM potilailla oli enemman M1 makrofageja. ACM(SR)
(sinusrytmissa olevat eteiskardiomyopatiapotilaat) ja ACM(NOAF) (uudesta
eteivarinasta karsivat eteiskardiomyopatiapotilaat) valilla oli merkitseva ero

(P=0.07517): ACM(NOAF) potilailla oli enemman M1-makrofageja.
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(taulukko 1.) AF, SR, ACM ja NOAF ryhmien vertailun tulokset M1 makrofagien

suhteen.
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(Taulukko 2.) ACM(NOAF) ja ACM(SR) ryhmien vertailun tulokset M1-
makrofagien suhteen.

5.2 M2-makrofagit

CD206 positiivisten M2-makrofagien ja naytteiden kokonaistumamaarien

suhteiden vertailussa vertailtiin kaikkia ryhmia keskenaan.
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NOAF ja AF potilaiden valilla ei ollut merkitsevaa eroa M2-makrofagien
suhteellisessa esiintymisessa (P=0.0562). SR ja NOAF potilaiden valilla ei ollut
merkitsevaa eroa (P=0.0699). ACM ja AF potilaiden valilla ei ollut merkitsevaa

eroa (P=0.0794). ACM ja SR potilaiden valilla ei ollut merkitsevaa eroa

(P=0.1471). NOAF ja ACM potilaiden valilla ei ollut merkitsevaa eroa (P=0.6863).

SR ja AF potilaiden valilla ei ollut merkitsevaa eroa (P=0.8030). ACM(NOAF) ja
ACM(SR) potilaiden valilla ei ollut merkitsevaa eroa (P=0.6115).

CD206

M2 macrophages

T
_$ T T |
AF SR ACM NOAF

(Taulukko 3.) AF, SR, ACM ja NOAF ryhmien vertailu M2-makrofagien suhteen.
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(Taulukko 4.) ACM(NOAF) ja ACM(SR) ryhmien vertailun tulokset M2-

makrofagien suhteen.

6. Pohdinta

Tutkimuksessamme selvisi, etta uudesta eteisvarinasta ja eteiskardiomyopatiasta
karsivilla potilailla on eteiskudoksessa tilastollisesti merkittavasti suurempi
tulehduksellinen M1-makrofagi-infiltraatti. Eteisvarindpotilaiden tulehduksellinen
M1-makrofagi-infiltraatti on havaittu aikaisemminkin®. Olemme nyt jatkona
pystyneet selvittamaan, etta proinflammatorisia makrofageja on enemman
uudesta eteisvarinasta karsivilla, eika niinkaan kroonisesta eteisvarinasta
karsivilla. Tama tarkoittaa, etta eteisvarinan kroonistumiseen vaikuttava eteisten
muovautuminen on ainakin osittain tulehduksellinen prosessi. Mielenkiintoista
on, etta proinflammatorinen makrofagi-infiltraatti vahenee eteiskudoksessa
eteisvarinan kroonistuessa. Sykkeen hallinta todenndkdisesti vahentaa
tulehduksellista reaktiota ja M1-makrofagi-infiltraattia eteiskudoksessa

kroonisilla eteisvarinapotilailla. M1-makrofageja tutkimalla voisi selvita erilaisten
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jo olemassa olevien ladkkeiden seka uusien ladkkeiden vaikutuksia eteisten
tulehduksellisiin prosesseihin ja johtumiseen. Aihe kaipaa lisaa tutkimusta.
Emme onnistuneet osoittamaan merkitsevia eroja M2-makrofagien
esiintymisessa potilailla. Hypoteesimme oli, etta non-inflammatoristen
makrofagien maara olisi ollut suurempi eteiskardiomyopatiasta karsivilla ja
kroonista eteisvarinaa sairastavilla potilailla, mika olisi voinut selittaa eteisten
fibrotisoitumista, seka vahentyneita M1-makrofagimaaria. Nain voi
todellisuudessa olla, silla P-arvot eivat jaaneet kauas merkitsevista. Aihe kaipaa

lisaa tutkimusta suuremmilla otoksilla.
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