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Sydanlihas on yksi ihmiskehon tarkeimmista lihaksista, silla se yllapitda verenkiertoa pump-
paamalla verta eteenpain. Sydanlihaksen ansiosta muut elimet saavat happea seka ravintoaineita
ja kuona-aineet saadaan poistettua kehosta. Eri sydansairaudet kasvattavat riskia rytmihairidille,
sydamen vajaatoiminnalle ja dkkikuolemalle. Hypertrofinen kardiomyopatia (HCM) on yleisin pe-
rinndllinen sydanlihassairaus, jota esiintyy jopa kahdella ihmiselld tuhannesta. HCM aiheuttaa
sydanlihaksen vasemman kammion seinaman paksuuntumista ja estda sen normaalia toimintaa,
mika kasvattaa rytmihairididen riskiad seka johtaa pahimmillaan dkkikuolemaan. HCM:aa esiintyy
eri ikaisilla ja sen ilmeneminen riippuu sekd geenimutaatiosta ettéd geenimutaatiota kantavasta
yksilosta, mika tekee HCM:n diagnosoinnista ja hoidosta moninaista seka haastavaa.

HCM:n ollessa sydanlihassairaus sen tutkimusty6 on painottunut geenimutaatioiden vaikutuk-
siin sydanlihassolussa jattden muihin solu- ja kudostyyppeihin kohdistuvan tutkimustyén vahem-
malle huomiolle. TAman kandidaatintutkielman tarkoituksena oli selvittda, mihin eri solu- ja ku-
dostyyppeihin MYBPC3- ja JPH2-geenimutaatiot vaikuttavat ja mitkd ovat naiden mutaatioiden
vaikutukset naissa solu- ja kudostyypeissa. Tama tutkimus toteutettiin kirjallisuuskatsauksena
olemassa olevaan tutkimukseen pohjautuen, kasitellen erityisesti MYBPC3.c.772G>A- ja
JPH2.¢c.482C>A-mutaatioita.

MYBPC3-geenimutaatiot vaikuttavat sydanlihassoluissa — yhta poikkeusléytéa lukuun otta-
matta - eika niiden epasuorista vaikutuksista muualle ole tehty tutkimusta. JPH2-geenimutaatioi-
den vaikutuksia luustolihassoluissa on tutkittu ja niiden perusteella pystytdan paattelemaan, etta
tassa tutkielmassa kasitellylla JPH2-mutaatiolla voi olla vaikutuksia sydanlihassolun lisaksi aina-
kin luustolihassolussa. Varsinaiset vaikutukset luustolihassolussa jai viela epaselviksi. HCM:n tut-
kimuksessa |0ytyy aukko ei-sydanperaisten oireiden tutkimuksessa sekd mutaatioiden vaikutuk-
sissa muihin solu- ja kudostyyppeihin.

Avainsanat: MYBPC3, JPH2, hypertrofinen kardiomyopatia, arsytys-supistus —kytkenta,
ristisiltasykli
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1. JOHDANTO

Sydan- ja verisuonitaudit ovat tavallisia suomalaisten kansantauteja, joita tutki-
taan laajalti eri tutkimusryhmissa. Hypertrofinen kardiomyopatia (HCM) on yleisin
perinndllinen sydanlihassairaus maailmassa [1]. HCM:n piirteisiin kuuluu epa-
symmetrisesti paksuuntunut vasen kammio, diastolinen toimintahairid seka ko-
honnut rytmihairididen riski [2]. Sita aiheuttavat useat eri geenimutaatiot eri gee-

neissa, mika tekee tutkimuksesta laaja-alaista seka haastavaa.

HCM on iasta rippumaton sairaus, joka voi ilmeta jo nuorena tai vasta myohem-
malla ialla rasituksen ja stressin seurauksena. HCM:sta johtuva sydankohtaus on
nuorten urheilijoiden yleisin kuolemansyy, minka vuoksi on tarkeaa tunnistaa
HCM mahdollisimman aikaisessa vaiheessa, jotta tallaisiin tilanteisiin voi varau-
tua. Suurimmalla osalla HCM:aa sairastavista ei ole nékyvia oireita ja myos sen

vuoksi pysyvat diagnosoimattomina eivatka saa tarvitsemaansa hoitoa. [3]

Hypertrofiseen kardiomyopatiaan johtavat mutaatiot tapahtuvat yleisimmin
MYBPC3- tai MYH7-geeneissa, jotka kattavat yli 80 % kaikista diagnosoiduista
HCM-tapauksista. MYBPC3-geenin mutaatiot ovat kaikista yleisin syy HCM:n
syntymiselle ja naita mutaatioita on useita vaikuttaen eri kohtiin geenissa seka eri
tavoin proteiinin ja sydanlihassolun toimintaan. [4] Mutaatio voi aiheuttaa viivas-
tynytta lihassyiden jarjestaytymista, vaikuttaa ristisiltasykliin hidastaen tai nopeut-
taen, tai vaikuttaa fosforylaation aktiivisuuteen proteiinissa [5]. Eri mutaatioiden
vaikutukset saattavat erota toisistaan. Myods mutatoituneen geenin tuottaman
proteiinin normaalilla toiminnalla on vaikutusta siihen, miten proteiini vaikuttaa

sydanlihassoluun ja muualle elimistoon.

JPH2-proteiinin mutaatiot aiheuttavat myos hypertrofiasta kardiomyopatiaa,
mutta naiden osuus on pieni kaikista diagnosoiduista HCM-tapauksista. JPH2-
proteiinin iimentyessa sydanlihassolun lisaksi muualla elimistdssa myds mutaati-
oiden vaikutukset ulottuvat muihin soluihin ja kudoksiin. JPH2-proteiini on vah-
vasti mukana solujen kalsiumin saatelyssa ja tata kautta vaikuttaa muun muassa

sydanlihassolun arsytys-supistus —kytkentaan. [6] JPH2-mutaatiot voivat vaikut-



taa L-tyypin kalsiumkanavien toimintaan, mika aiheuttaa Ca?*-epéatasapainoa so-
lun sisalla. Taman lisaksi sydamen supistumisdynamiikan muutokset ovat yleisia

mutaation aiheuttamia muutoksia. [7]

Tassa tyossa keskiossd ovat mutaatiot MYBPC3.c.772G>A  seka
JPH2.c.482C>A, joiden tiedetaan vaikuttavan sydanlihaksen rakenteeseen ja toi-
mintaan. Tarkoituksena on selvittaa, miten nama mutaatiot vaikuttavat sydanli-
haksen lisaksi muihin solu- ja kudostyyppeihin, kuten sidekudokseen, siledan li-

hakseen ja luustolihaksiin.

Onko naiden mutaatioiden tutkimuksissa ilmennyt tekijoita, jotka vaikuttavat mui-
hin solu- ja kudostyyppeihin? Mihin soluihin tai kudoksiin nama mutaatiot vaikut-
tavat sydanlihassolun lisaksi? Voiko nailla mutaatioilla olla epasuoria vaikutuksia
muualle elimistéon? Voiko kalsiumin saatelyn hairid nakya ymparoivissa kudok-
sissa? Nama kysymykset nousivat esiin, kun kandidaatintydn aihe esiteltiin.
Tassa kandidaatintyossa pyritaan vastaamaan naihin kysymyksiin pohjautuen jo

olemassa olevaan tutkimukseen.

Tata kandidaatinty6ta varten on tehty kirjallisuuskatsaus, jonka pohjalta tyo pyrkii
yhdistdmaan olemassa olevaa tietoa hypertrofiseen kardiomyopatiaan liittyvista

geneettisista muutoksista ja niiden laajemmista vaikutuksista.



2. ARSYTYS-SUPISTUS —KYTKENTA JA SYDAN-
LIHAKSEN SUPISTUMISMEKANISMIT

Sydanlihaksen supistumismekanismi on eri prosessien aikaansaama yhteisvai-
kutus, minka aikana sydanlihas supistuu seka rentoutuu mahdollistaen verenkier-
ron elimistoon. Tallaisia prosesseja ovat arsytys-supistus —kytkenta seka ristisil-
tasykli. Tassa paaluvussa tarkoituksena on kayda lapi naita prosesseja helpot-

taen mybhempaa ymmarrysta.

Arsytys-supistus —kytkennalla tarkoitetaan prosessia, jossa sydanlihassolujen
sahkoinen impulssi johtaa mekaaniseen supistukseen. Keskeinen valittaja tassa
on Ca?*-ioni, jonka virtaaminen solun sisélle L-tyypin kalsiumkanavien kautta
seka solun sisaisesta varastosta vapautuminen aktivoivat solun supistumisme-
kanismin. Kalsiumsignalointi on nain ollen valttamaton sydanlihassolun aktivoitu-
misessa ja sitd kautta lihassupistuksen synnyssa. [8] Ca?*-ionin kuljetusreitteja

sydanlihassolun sisalla on kuvattu kuvassa 1.
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Kuva 1. Kalsiumsignalointi sydanlihassoluissa. Kuvassa punaisilla nuolilla on
merkittyna Ca?*-ionin kuljetusreitteja solussa. Solun ulkopuoleiset Ca?*-ionit vir-
taavat soluun L-tyypin kalsiumkanavien kautta ja kulkeutuvat ryanodireseptorien

(RyR) pinnalle, jolloin Ca?*-ioneita vapautuu lisda solun sisdisestad varastosta



RyR:n lapi. Nama ionit kulkeutuvat lihassaikeisiin, joista ne sittemmin poistetaan
SERCA:n avulla takaisin solun sisdiseen varastoon tai Na*-Ca?* —vaihtaja avulla

ulos solusta. Alkuperaisesta kuvasta poistettu kuvat B ja C [8].

Sydanlihassolun solukalvoa pitkin T-putkiin etenevat aktiopotentiaalit depolarisoi-
vat solukalvoa, mika aukaisee janniteherkat L-tyypin kalsiumkanavat. Kalsiumka-
navat saatelevat soluun sisaan tulevia pienia Ca?*-ionivirtoja, jotka kulkeutuvat
lihassolun sarkoplasmakalvoston (eng. sarcoplasmic reticulum, SR) pinnalla ole-
viin ryanodireseptoreihin (RyR). Tama kaynnistaa kalsiumin aikaansaaman kal-

siumin vapautumisen SR:sta sydanlihassoluun ryanodireseptorien kautta. [9]

Ca?*-ionien virratessa soluun Ca?*-konsentraatio kasvaa yli kymmenkertaiseksi
[10], jolloin vapaat Ca?*-ionit sitoutuvat ohuen filamentin troponiini C -proteiiniin.
Tama vapauttaa aktiinissa olevat myosiinin kiinnityskohdat, mika mahdollistaa
sydanlihaksen supistumisen seka kuvassa 2 esitetyn ristisiltasyklin alkamisen.
Ristisiltasyklissa myosiinin paassa oleva myosiini ATP-aasi sitoutuu ohuen fila-
mentin aktiinin kanssa muodostaen aktiini-myosiini —sillan. Samaan aikaan ATP
hydrolyysin seurauksena syntyy energiaa, jota myosiinin paat kayttavat energi-
anlahteenaan vetaessaan ohutta filamenttia ohitseen. ATP kiinnittyy vedon jal-
keen myosiinin paahan katkaisten aktiini-myosiini —sillan, jolloin myosiinin paat
paasevat palautumaan alkuperaiseen asentoonsa. Mikali Ca?*-ioni on edelleen
kiinnittyneena troponiiniin ristisiltasykli alkaisi alusta, muussa tapauksessa risti-

siltasykli paattyy ja Ca?*-ionit poistetaan solusta. [9]
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Kuva 2. Ristisiltasyklin vaiheet esitettynd kuvassa. Vaiheessa (1) Ca?*-ioni kiin-
nittyy troponiiniin, jolloin aktiinissa olevat myosiinin kiinnityskohdat vapautuvat.
(2) Myosiinin paat kiinnittyvat aktiiniin. Vaiheessa (3) myosiinin paa taipuu vetaen
ohuen filamentin ohitseen, jolloin myds ADP ja fosfaatti irtoavat. (4) ATP sitoutuu
myosiinin paahan, jolloin aktiini-myosiini —silta katkeaa. (5) ATP hydrolysoituu
ADP:ksi ja fosfaatiksi, ja myosiinin paa palaa takaisin alkuperaiseen asentoon.

Muokattu alkuperaisesta kuvasta [11].

Ca?*-ionit poistetaan solulimasta kahdella kuvassa 1 esitetyllda mekanismilla
ryanodireseptorien sulkeutuessa. Ensimmainen siirtda Ca?*-ionit takaisin lihas-
solun sarkoplasmakalvostoon SERCA:n avulla. SERCA on lihassoluille tyypilli-
nen proteiini, joka sijaitsee SR:ssa. Kun taas toinen mekanismi siirtdd Ca?*-ionit
ulos solusta solukalvolla olevan Na*-Ca?* —vaihtajan (eng. sodium-calcium ex-
change, NCX) valityksella, jolloin Ca?*-ionit paasevat virtaamaan solusta ulos ja

Na*-ionit virtaavat vaihdossa sisaan soluun. [8]

Arsytys-supistus —kytkenté on jatkuva prosessi, joka paastyaan niin sanotusti lop-
puun alkaa taas uudestaan. Sen kiertonopeus vaikuttaa muun muassa sydanli-
haksen lyontitiheyteen seka energiankulutukseen. Muutokset arsytys-supistus —
kytkennassa, kuten lyontitiheyden kasvaminen, lisdavat diastolisen vajaatoimin-

nan ja rytmihairididen riskia [12].



3. HYPERTROFISEN KARDIOMYOPATIAN MO-
LEKYYLITASON MEKANISMIT

Tassa luvussa luodaan pohjaa ymmarryksen parantamiseen. Tarkoituksena on
kayda lapi molekyylitasolla MYBPC3- ja JPH2-geenien merkityksia hypertrofi-

sessa kardiomyopatiassa seka naiden vaikutuksia sydanlihaksessa.

Hypertrofiseen kardiomyopatiaan johtava yleisin geneettinen muutos tapahtuu
MYBPC3-geenissa, jolloin on tarkeaa ymmartaa taman geenin biologinen rooli
sydanlihaksessa ymmartaakseen milla tavoin mutaatio geenissa vaikuttaa prote-
iinin normaaliin toimintaa. JPH2-geenin mutaatiot ovat taas pieni osa HCM:aan
johtavista mutaatioista, mutta silti tarkea osa selvittaessa juuri syita HCM:lle.
Jotta JPH2-geenimutaation aiheuttamia muutoksia olisi helpompi ymmartaa ja

tutkia, taytyy ensin ymmartaa JPH2-geenin toimintaa normaalitilassa.

3.1 MYBPC3- ja JPH2-geenien biologinen rooli

MYBPC:lla on kolme isoformia lihaksessa: nopea luusto, hidas luusto seka syda-
men myosiinia sitova proteiini, joita eri geenit koodaavat ihmisessa. Sydanlihak-
sessa vaikuttava isoformi on MYBPC3, joka muistuttaa domeenien jarjestyksel-
taan luustoisoformeja. MYBPC3-proteiinissa on lisdksi sydanspesifisia piirteita,
mika erottaa sen toisista isoformeista. [13] Kuvassa 3 esitetaan MYBPC-isofor-
mien rakenteellisia eroavaisuuksia. Yhtalaista nailla isoformeilla on niiden toimin-

nan tarkoitus sarkomeerin rakenteen kokoajana ja stabiilisuuden yllapitajana.



Cardiac MyBP-C (cMyBP-C) 140 kDa

N (COPAICHINC2IC3ICaNTBICoC7ICaICoCioC | | tgdomain
Proline-alanine
ich domai

Fast-skeletal MyBP-C (fMyBP-C) 128 kDa ity

——

e oo R P | Phosphorylation
PA[C1)M)(C2]C3]C4]C5/C6)C7/C8/CI(C10

_____ NS site
{ ) M-domain
Slow-skeletal MyBP-C (sMyBP-C) 129 kDa
) Fn3 domain

PAIC(C2IC3ICamC5ICoICICICICI0
’ T pss 28 amino acid
I loop

Kuva 3. MYBPC-isoformien domeenijarjestys. MYBPC-isoformeista nopealla ja
hitaalla luustoisoformilla on sama domeenijarjestys, mutta hitaasta luustoisofor-
mista 10ytyy enemman kohtia fosforylaatiolle. MYBPC3-isoformilla (kuvassa
cMyBP-C) I6ytyy N-terminuksesta lisdna C0-domeeni seka 28 aminohapon sek-
venssi C5-domeenista. Alkuperainen kuva lahteesta [14], johon on lisatty selite

aminohapposekvenssista.

MYBPC3-isoformilla on kolme sydanspesifista piirrettd. N-terminuksen Ig-tyypin
domeeni CO, aminohapposekvenssi LAGGGRRIS lisana C1 ja C2 valisessa M-
domeenissa seka 28 aminohapon silmukka C5-domeenissa [13], [15], [16]. Erot
ovat esitettyna kuvassa 3. Enemmistd aiemmin tehdysta tutkimuksesta on kes-
kittynyt luustoisoformien toimintaan. Talla vuosituhannella on alettu ymmarta-
maan myos sydanlihasisoformin rakennetta ja merkitysta erityisesti hypertrofi-

sessa kardiomyopatiassa.

Osana paksua filamenttia MYBPC3 I0ytyy sitoutuneena kevyeen meromyosiiniin
(eng. light meromyosin, LMM) ja titiiniin, missa se yhdistaa myosiinia, aktiinia ja
titiinia. [13], [16] Myosiiniketjujen sitoutumiskohdan on huomattu sitovan titiinia
seka aktiinia, mika on helpottanut tutkimuksia naiden vaikutuksista elimistoon
myOs pitkalla aikavalilla [17]. Titiinin vuorovaikutuksesta MYBPC3:n domeenit
C7-C10 lokalisoituvat C-vydhykkeeseen, silla titiinin 11:n domeenin supertoistoa
on ldydetty vain talta alueelta. LMM:n seka titiinin yhteisvuorovaikutus MYBPC3:n

kanssa stabiloi sarkomeerin rakennetta, jolloin myosiinifilamentin huomataan



kasvavan pituutta seka kutistuvan halkaisijaltaan. [13], [18] Kuvasta 4 nakee, mi-
ten MYBPC3-proteiini on kiinnittynyt C8—C10 kohdista titiiniin ja toisesta paasta

CO0-C1 kohdista vuorovaikuttaa aktiinin seka tropomyosiinin kanssa.

Titiini on tarkea osa sydamen sarkomeerien passiivisen ja aktiivisen voiman tuo-
tannossa, ollen myods suurin l0ydetty proteiini ihmiskehossa. Taman lisaksi titiini
vaikuttaa merkittavasti sydanlihaksen vasemman kammion diastoliseen seina-
majannitykseen, jota voi saadella vaihtoehtoisella silmukoinnilla ja fosforylaati-
olla. [19] Myosiini toimii sydanlihaksessa moottorina muuttaen kemiallisen ener-
gian ATP:n hydrolyysista mekaaniseksi energiaksi [20]. Taman avulla sydanlihas
pystyy pumppaamaan verta koko kehoon. Myosiini myds yllapitaa sarkomeerin
rakennetta muiden proteiinien kuten MYBPC3-proteiinin kanssa [21]. Sydanlihak-
sen supistumisen kannalta myosiini on tarkea proteiini esimerkiksi ollen osana

ristisiltasyklia yhdessa aktiinin kanssa [1].

Ca?*-binding site
Troponin C

Nebulin

Kuva 4. MYBPC3 (kuvassa cMyBP-C) sitoutuminen paksun ja ohuen filamentin
valissa. MYBPC3-proteiini kiinnittyy N-terminuksen C0—C1 kohdista ohuen fila-
mentin aktiiniin ja C-terminuksen C8-C10 kohdat kiinnittyvat paksunfilamentin
LMM:n ja titiinin kanssa stabiloiden sarkomeerin rakennetta. [14]



MYBPC3-proteiinin toimintaa saadellaan translaation jalkeisilla muutoksilla, ku-
ten fosforylaatiolla. Kuvasta 3 nahdaan MYBPC3-proteiinin fosforylaatiokohtien
sijoittuvan erityisesti M-domeeniin [14]. Fosforylaation vaikutukset ovat merkitta-
via, silla potilailla, jotka karsivat muun muassa eteisvarinasta, sydamen vajaatoi-
minnasta ja kardiomyopatiasta, on huomattu MYBPC3-proteiinin fosforylaation

vahentymista [17].

MYBPC3 fosforyloituu adrenaliinin vaikutuksesta cAMP-riippuvaisen proteiiniki-
naasin ja kalsium/kalmoduliinikinaasi Il:n avulla kaikissa M-domeenin fosforylaa-
tiokohdassa, mutta kalsium/fosfolipidi-riippuvainen proteiinikinaasi-C (PKC) fos-
foryloi proteiinia vain lahimpana C1- tai C2-domeeneja olevissa fosforylaatiokoh-
dista. Fosforylaatio katkaisee C1—-C2-alueiden ja myosiinin paiden valisen vuoro-

vaikutuksen, jolloin myosiinin paat paasevat likkumaan vapaammin. [18]

Ristisiltasyklia ja MYBPC3:n vaikutusta sen toimintaan on laajasti tutkittu. Myo-
siini hydrolysoi ATP:ta, mika johtaa aktiinin ja myosiinin valisen sidoksen vahvis-
tumiseen seka lihaksen supistumiseen. Tahan prosessiin vaikuttavat eri sdante-
lyproteiinit, joista yksi on MYBPC3. [22] MYBPC3:n puuttuminen ja sen fosfory-
loitumaton vaihe hidastavat ristisiltasyklia seka lyhentavat myosiinin ristisiltasyk-
lin elinikda [23]. Nain ollen MYBPC3-proteiinin fosforylaatio vaikuttaa aktiinin ja
myosiinin vuorovaikutukseen, myosiinin ristisiltasykliin seka sydamen hemody-

namiikkaan.

JPH-proteiinit kuuluvat liitoskalvokompleksin (JMCs) proteiineihin, jotka liittavat
yhteen plasmakalvon ja solulimakalvoston tai SR:n. JPH-proteiineista esiintyy
neljaa eri isoformia ihmisen elimistossa: JPH1-JPH4. JPH-proteiineja esiintyy
esimerkiksi luustolihassoluissa, sydanlihassoluissa, sileissa lihassoluissa ja her-
mosoluissa. [6], [24] JPH-proteiineista JPH2-proteiini on ainoa, jota esiintyy sy-
danlihassoluissa, ja se on keskeinen proteiini kalsiumin kasittelyssa seka T-put-
ken rakenteen yllapidossa ja geenien transkriptiossa [24]. Onkin tarkeaa ymmar-
tdda JPH2:n rooli sydanlihassolussa, jotta voidaan tutkia sen vaikutuksia
HCM:aan.

Sydanlihassoluissa JPH2 liittdd yhteen solukalvon T-putket sekad SR:n paastak-

seen likkkumaan taman liitosetaisyyden yli ja samalla edistaa sydanlihaksen nor-
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maalia kalsiumin saatelya [25]. Kalsiumin saatelylla JPH2 vaikuttaa sydamen ar-
sytys-supistus -kytkentaan ja sita kautta sydanlihassolujen supistumiseen [6]. Ku-

vassa 5 on esitetty JPH2-proteiinin sijoittumista T-putken ja SR:n valissa.
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Kuva 5. JPH2-proteiinin toimintaa solulimassa, jossa se vuoro vaikuttaa L-tyypin
kalsiumkanavan (Cav1.2), Caveolin-3 —proteiinin seka tyypin 2 ryanodireseptorin
(RyR2) kanssa. Caveolin-3 —proteiini kiinnittyy T-putkeen lahelle Cav1.2:sta oh-
jaten JPH2-proteiinin kiinnittymista oikeaan kohtaan. Kun toisesta paasta JPH2
on kiinnittynyt sarkoplasmakalvostoon, se ohjaa RyR2-reseptoria lahemmaksi
kalsiumkanavaa. Talloin kalsiumkanavasta virtaavat Ca?*-ionit aktivoivat tehok-
kaammin RyR2-reseptorin, ja suurempi Ca?*-ionivirtaus paasee vapautumaan
SR:sta soluun. [24]

Sydanlihassolujen liitoskalvokomplekseissa JPH2-proteiini liittaa yhteen T-put-
kiin sijoittuvat L-tyypin kalsiumkanavat seka SR:ssa sijaitsevat tyypin 2 ryanodire-
septorit (RyR2) [6], jolloin kalsiumkanavan kautta soluun vapautuva pieni maara
kalsiumia paasee RyR2 pinnalle tehokkaasti aktivoiden reseptorin. JPH2:n ja
RyR2:n yhteisklusterointi stabiloi SR:8a paikallisesti ja vaikuttaa arsytys-supistus
—kytkentaan. Kuvassa 5 esitetty L-tyypin kalsiumkanava on sydanlihaissoluissa
yleisesti esiintyva Cav1.2-kanava. Caveolin-3 -proteiini auttaa JPH2-proteiinia
ldytamaan sitoutumiskohdan L-tyypin kalsiumkanavan lahettyvilta ja toimii niin

kutsuttuna rakenneproteiinina. [24]

MYBPC3-proteiini on tarkea osa sydanlihaksen ristisiltasyklia seka sita kautta sy-
danlihaksen supistumisdynamiikkaa ja verenkiertoa. Kun taas JPH2-proteiini on
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tarkea sydanlihaksen kalsiumsignaloinnin kannalta vaikuttaen sita kautta sydan-

lihaksen arsytys-supistus —kytkentaan ja supistumisdynamiikkaan.

3.2 Mutaatiomekanismien vaikutukset sydanlihassoluihin ja -
kudokseen
Tassa alaluvussa kasitellyt tutkimukset on toteutettu hyodyntamalla ihmisen in-
dusoiduista pluripotenteista kantasoluista erilaistettuja sydanlihassoluja (eng. hu-
man induced pluripotent stem cell-derived cardiomyocyte, hiPSC-CM). Naissa
tutkimuksissa on ensin tehty mittaukset kyseisen mutaation omaavalle hiPSC-
CM-solulle, minka jalkeen mutaatio on poistettu muokkaamalla solua ja tehty uu-
destaan samat mittaukset talle isogeeniselle hiPSC-CM-solulle. [5], [26] Isogee-
nisella tarkoitetaan samaa alkuperaa olevia soluja, joiden genotyypit ovat muuten

samat lukuun ottamatta haluttua muutosta eli tdssa tapauksessa yhta mutaatiota.

MYBPC3-geenissa tapahtuvat mutaatiot ovat yleisin 16ydetty syy HCM:aan liitty-
vissa tapauksissa [2]. Jopa yli 40 % HCM:n mutaatioista on MYBPC3-geenissa
tapahtuvia mutaatioita [4]. MYBPC3-geenissa tapahtuvien mutaatioiden variant-
teja on tunnistettu yli 350, jotka vaikuttavat myos muihin kardiomyopatioihin [27].
Tutkimuksen [28] mukaan suurimmalla osalla HCM:aa aiheuttavista MYBPC3-
varianttia kantavista potilaista eli noin 70 %:lla MYBPC3:n proteiinisekvenssi on

katkennut.

Yksi tallainen katkeamista aiheuttava MYBPC3-variantti on ¢.772G>A [1], joka
esiintyy kirjallisuudessa myds nimityksella p.Glu258Lys tai E258K. Nama kaksi
jalkimmaista nimitysta viittaavat proteiinitasolla tapahtuvaan aminohappomuu-
tokseen, kun taas ¢.772G>A viittaa DNA-tason nukleotidin vaihtumiseen, mutta
tarkoittavat kuitenkin samaa geneettistda muutosta. MYBPC3.c.772G>A-variantti
on esimerkki perustajavaikutuksesta, silla se on peraisin Italian Toscanan koillis-
osasta [1]. Perustajavaikutuksella tarkoitetaan erityistapausta pullonkaulailmi-
Osta, missa pieni ryhma irtaantuu alkuperaisesta populaatiosta perustaen toiselle

alueelle uuden populaation, jossa tietty geeniperima sittemmin yleistyy.

Variantti c.772G>A aiheuttaa nukleotidin muutoksen MYBPC3-geenissa vaihtaen
paikalla 772 olevan nukleotidi G:n A:ksi [5], ja tasta variantin nimi tulee. Variantin
omaavalla henkilolla eksoni 6 poistetaan silmukoinnissa transkription aikana, jol-
loin syntyva mRNA-sekvenssi on lyhentynyt verrattuna isogeenisen tilanteeseen.
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Tama voi johtaa haploinsuffisienssiin ja/tai myrkkypolypeptidin syntymiseen. [5]
Haploinsuffisienssilla tarkoitetaan tilannetta, jossa yksi toimiva kopio geenista ei

riitd tuottamaan tarpeeksi proteiinia yllapitdmaan normaalia toimintaa.

Mutaation ¢.772G>A johdosta MYBPC3-proteiinien maara laskee ainakin 20 %
sydanlihassoluissa, mika vahvistaa mutaation aiheuttavan haploinsuffisienssia.
HiPSC-CM-soluissa haploinsuffisienssi johtaa viivastyneeseen lihassyiden jar-
jestaytymiseen [5], mika voi aiheuttaa toiminnallisia ja rakenteellisia hairidita ku-
ten hypertrofiaa. Haploinsuffisienssi aiheuttaa myds supistumisominaisuuksien

muuttumista hiPSC-CM-solujen kypsymisvaiheessa [5].

Artikkelissa [5] tehdyssa tutkimuksessa huomattiin, etta isogeenisen transkriptin
maara vaheni yli 50 %, mika tukee paatelmaa haploinsuffisienssista. Samassa
tutkimuksessa kavi ilmi myds, ettd mutatoituneen mRNA:n maara kasvoi yli 50—
250-kertaiseksi. Lyhentyneen mRNA:n maaran kasvu voi johtaa epataydellisen
proteiinin syntymiseen eli myrkkypolypeptidin syntymiseen tai mMRNA:n hajoami-
seen. Koska lyhentyneen mRNA:n maara kasvaa ajan myo6ta solujen kypsyessa,

HCM:n puhkeaminen voi iimeta vasta myohemmassa vaiheessa. [5]

MYBPC3.c.772G>A-variantti nopeuttaa sydanlihaksessa tapahtuvaa ristisilta-
syklia ja ohuiden filamenttien deaktivointiaikaa. Variantti saattaa johtaa kiihtynee-
seen ADP:n vapautumiseen, mika nopeuttaa myosiinin ja aktiinin valista vuoro-
vaikutusta lihassyissa nopeuttaen nain ristisiltasyklia. [5] Samassa artikkelissa
kasitellyssa tutkimuksessa huomattiin, ettd MYBPC3-proteiinin fosforylaation ta-
sot olivat kohonneet 75 %. Talla fosforylaation lisdantymisella voi olla vaikutusta

ristisiltasykliin nopeuttaen sita, mutta suoraa nayttoa tasta ei 10ytynyt.

Artikkelissa [5] tehdyssa Seahorse-analyysissa selvisi ettei ATP:n tuotannossa
ole variantista johtuvaa merkittavaa kasvua. Toisaalta, kun naytteeseen lisattiin
3 MM pienimolekyylistd myosiini-inhibiittoria (Mavacamtenia) [29] ja toistettiin
analyysi tunnin jalkeen, perushengitys ja ATP:n tuotanto olivat laskeneet. Tama
viittaisi siihen, ettd ¢.772G>A mutaatiolla olisi vaikutusta kasvaneeseen ATP:n

aktiivisuuteen sydanlihaksessa ja taten myos ristisiltasykliin. [5]

MYBPC3.c.772G>A-mutaatio vaikuttaa heikentavasti sydanlihaksen energiata-
sapainoon, silla mutaatio kohottaa energiakustannusta lihasjannityksen tuotta-

miseksi. Sydanlihassolut kuluttavat talléin enemman ATP:ta. [1] Tama todettiin
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aikaisemmin, ettd mutaatiovariantti lisdd ATP:n aktiivisuutta sydanlihaksessa.
Tasta voi paatella, ettd HCM ei ole pelkastaan rakenteellinen sairaus, joka pak-
suntaa sydamen vasenta kammiota, vaan on myos energiatalouden hairioé syda-

messa.

Toinen HCM:aa aiheuttava mutaatio tapahtuu JPH2-geenissa. JPH2-geenissa
tapahtuvien mutaatioiden vaikutuksia HCM:8an on tutkittu vahemman kuin
MYBPC3-proteiinissa, mutta alun perin jo vuonna 2007 tutkimusryhma Japanissa
I0ysi JPH2.p.Gly505Ser-mutaation muutamalta japanilaiselta HCM-potilaalta
[18]. Taman jalkeen on tunnistettu muita HCM:aan liittyvia variantteja JPH-gee-

neissa.

Naista yksi on JPH2.¢c.482C>A-mutaatiovariantti, josta kaytetaan kirjallisuudessa
myOs nimityksia p.Thr161Lys sekd T161K [7]. Kuten aikaisemmin kasitellyn
MYBPC3.c.772G>A eri nimityksien kohdalla my6s naissa nimityksissd nimeen
vaikuttaa viitataanko proteiinitasolla vai DNA-tasolla tapahtuvaan muutokseen.
Jalkimmaiseksi mainitut viittaavat proteiinitason aminohappomuutokseen. Yhte-
nevaisyyden vuoksi kaytetaan tassakin aikaisemmin mainittua DNA-tason

nukleotidin vaihtumiseen viittaavaa nimitysta c.482C>A.

JPH2.c.482C>A on heterotsygoottinen mutaatio, ja pelkka yhden alleelin muutos
JPH2-geenissa riittaa aiheuttamaan sairauden (HCM). Varianttia on 16ydetty esi-
merkiksi Suomesta HCM-potilailta ja heidan perheenjaseniltdan, mika viittaa tau-
din periytyvyyteen. Tutkimuksessa selvitettiin myo6s, minka ikaisina HCM ilme-
nee. Tulokset osoittivat, ettda c.482C>A aiheuttama HCM voi puhjeta seka nuo-
remmalla ettd vanhemmalla ialla. [7] HCM:n ilmeneminen myohemmalla ialla

seka perinndllinen tausta ovat yleisia HCM:aa kantavilla yksilGilla.

Mutaatiovariantin ¢.482C>A huomattiin aiheuttavan sydanlihassolujen kasvua
[26], mika nakyy HCM:ssa paksuuntuneena vasemman kammion seinamana.
Tutkimuksessa huomattiin myos monitumallisten sydanlihassolujen maaran li-
saantyneen suhteessa isogeeniseen soluun. Lisaksi sarkomeerien epajarjestys
oli huomattavasti lisdantynyt. [26] Sarkomeerien epajarjestysten lisdantyminen
HCM-poatilailla on nostanut rytmihairididen riskid, mutta suoraa yhteytta naiden
valilla ei ole I6ydetty [31].
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JPH2.c.482C>A-variantin vaikutuksesta sydanlihassolun aktiopotentiaalin kesto
(eng. action potential duration, APD) on merkittavasti pidempi kuin isogeenisella
solulla, mika huomataan kuvan 6 kuvaajasta (a) seka pylvasdiagrammeista (b)-
(c). Koska aktiopotentiaalin depolarisaatiovaiheen aikana keskimaarainen jannit-
teen muutosnopeus (dVdt) oli sama kuin isogeenisella, ero kestossa johtui repo-
larisaationopeuden hidastumisesta ja sita seuranneesta repolarisaatiovaiheen pi-
dentymisesta. [26] Sydanlihassolun kalvopotentiaalin repolarisaation viivastymi-

nen voi hairita sydansolujen normaalia sahkoista tasapainoa.
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Kuva 6. Aktiopotentiaalin eroja esiteltyna kuvaajina seka pylvasdiagrammeina.
Kuvaaja (a) esittda aktiopotentiaalin muutosta ajan funktiona. Pylvasdiagrammit
(b) ja (c) esittavat aktiopotentiaalin kestoa, kun repolarisaation vaihe on 50 %
(APDS50) ja 90 % (APD90). Pylvasdiagrammit (d) ja (h) esittavat keskimaaraisen
jannitteen muutosnopeuden. Kuvaajassa (e) esitetddn aktiopotentiaali, kun
hiPSC-CM-soluja on stimuloitu 1 Hz taajuudella. Pylvasdiagrammit (f) ja (g) taas
esittavat APD:n keskiarvot kahdella eri jannitteen arvolla (-20 mV ja -60 mV). [26]

Alkuperaisesta kuvasta on poistettu kuvat (i)—(l).

Samassa tutkimuksessa ilmeni, ettd L-tyypin kalsiumkanavien Ca?*-virtojen
inaktivoitumisprosessi tapahtui hitaammin verrattuna isogeeniseen soluun. Li-
saksi havaittiin korrelaatio aktiopotentiaalin keston pidentymisen ja Ca?*-virtojen
inaktivoitumisen hidastumisen valilla, mika viittaa naiden kahden ilmion vaikutta-
van toisiinsa. Kuitenkaan L-tyypin kalsiumkanavien Ca?*-virtojen tiheydessa ei
ole eroa isogeeniseen eika sen huomattu korreloivan APD:n kanssa. [26]
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JPH2.c.482C>A-variantti vaikuttaa sydamen supistumisdynamiikkaan pidentaen
relaksaation kestoa merkittavasti. Supistumisvaiheen seka supistustilan kesto
pysyivat samana riippumatta variantin vaikutuksista, joten lyonnin kokonaisajan
pidentyminen on riippuvainen ainoastaan relaksaation keston pidentymisesta.
Syketiheys taas ei ollut merkittavasti muuttunut verrattuna isogeeniseen, mutta
syketiheyden kasvaessa varianttisolun supistumisaika lyheni. [26] Yleensa relak-
saation keston kasvaessa lyOntitiheys pienenee [32], mutta c.482C>A tapauk-

sessa relaksaation kesto oli merkittavasti pidempi verrattuna isogeeniseen [26].

MYBPC3.c.772G>A ja JPH2.c.482C>A vaikuttavat sydanlihassoluihin eri tavoin,
mutta molempien mutaatioiden vaikutukset aiheuttavat supistumisdynamiikkaan
muutoksia. MYBPC3.c.772G>A-variantin suurimmat vaikutukset ovat nopeutunut
ristisiltasykli seka haploinsuffisienssi, kun taas JPH2.c.482C>A-variantti pidentaa
APD:ta seka hidastaa L-tyypin Ca?*-kanavien inaktivoitumista vaikuttaen siten
solun kalsiumtasapainoon seka arsytys-supistus —kytkentaan. Mutaatiovariant-
tien tutkimus on olennaista HCM:n tunnistamiseksi ja sairauden hallinnan paran-

tamiseksi.
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4. PROTEIINIEN VAIKUTUKSET MUIHIN SOLUI-
HIN JA KUDOKSIIN

Tassa luvussa on tarkoituksena kasitella keskeisimpia tutkimuskysymyksia. Mil-
laisia tutkimuksia on tehty ja mita niissa on saatu selville? Kasitellaan MYBPC3-
seka JPH2-geenien ilmenemista muissa kuin sydanlihassoluissa ja sita milla ta-
voin mutaatiot vaikuttavat naissa soluissa. Selvitetdan lisaksi, mikali JPH2- ja

MYBPC3-mutaatioilla on epasuoria vaikutuksia muualle elimistdoon.

4.1 Sydanlihaksen ulkopuolisten kudosten epasuorat vasteet

MYBPC3-geeni on sydanspesifinen [13], jolloin geenin ilmeneminen muissa so-
luissa tai kudoksissa on vahaista tai epatodennakoista. Harvinaisuutta MYBPC3-
geenin ilmentymisesta tukee se, ettei toistaiseksi olla 10ydetty tietoa muista kuin
yhdesta tapauksesta, jossa MYBPC3-geenia on l6ydetty toisesta solusta tai ku-
doksesta. Ruotsin Goteborgissa sijaitsevassa Sahlgrenin yliopistollisessa sairaa-
lassa tunnistettiin vauvapotilaalta tappava kardiomyopatia, jonka aiheutti ho-
mogeeninen mutaatio MYBPC3-geenissa (c.2882C>T) [33].

Vauvapotilaan geeneja tutkittaessa kaanteiskopiointi-PCR-menetelmalla seka
sekvensoinnilla huomattiin, etta kyseinen MYBPC3-mutaatio esiintyi sydanlihas-
solujen lisaksi myos luustolihassolun transkriptiossa. Tata havaintoa vahvisti im-
munohistokemiallinen varjays, jonka avulla luustolihaksen epanormaalin pieniko-
koisissa lihassaikeissa huomattiin MYBPC3-proteiinin lasnaolo. Luustolihaksen
lihassaikeet olivat pienentyneet mutaation johdosta, kun tutkittiin reisilihaksesta

otettua koepalaa. [33]

JPH2-proteiinia on tutkittu enemman myos muiden solujen yhteydessa verrattuna
MYBPC3-proteiiniin, sillda JPH2-geenin on huomattu ilmenevan sydanlihassolun
lisdksi verisuoniston sileissa lihassoluissa [34] ja luustolihassoluissa [24]. Lisaksi

JPH2 kulkeutuu ihmisessa tumaan kahden tuman paikannussignaalin avulla [35].

JPH2-proteiini ei ole ainoa JPH-isoformeista, jota esiintyy verisuonen sileissa li-
hassoluissa. Silla JPH2-proteiinin lisdksi JPH1-proteiinia esiintyy verisuonen si-

leissa lihassoluissa, mutta vahemman verrattuna JPH2-proteiiniin. Jos JPH2:n
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poistaa verisuonen sileista lihassoluista, solukalvon ja SR:n valiset kolokalisaa-
tioalueet vahenisivat. Talldin supistumiskykyisissa sileissa lihassoluissa JPH2 yl-

lapitaa solukalvon ja SR:n valista vuorovaikutusta. [34]

Sydanlihassoluissa JPH2 toimii kalsiuminsaatelijana [6], mutta verisuonen si-
leissa lihassoluissa JPH2-proteiinilla ei nayta olevan suoraa vaikutusta kalsiumin-
saatelyyn SR:ssa. Tutkimuksessa ei huomattu JPH2-proteiinilla olevan vaiku-
tusta SR:n kalsiumin varastoitumiseen eikd SR:n kalsiumin ottoon. JPHZ2:lla ei
myoskaan huomattu olevan suoraa vaikutusta SR:sta vapautuvan mikroskooppi-
sen kalsiumin maaran taajuuteen eika yksittaisen vapautuvan maaran amplitu-
diin. [34]

JPH2-proteiinin esiintyminen aivovaltimoissa sijaitsevissa sileissa lihassoluissa
on valttamatonta tuottamaan spontaaneja hetkellisia negatiivisia virtoja [34], jol-
loin positiiviset ionit virtaavat ulos solusta BK-kanavien valittamana. BK-kanavat
ovat kalsiumilla aktivoituvia kaliumkanavia. [36] JPH2-proteiinin on lisaksi huo-
mattu vaikuttavan RyR2:n ja BK-kanavan valiseen toiminnalliseen kytkentaan ai-
vovaltimoissa. Kuitenkaan mitaan merkittdvaa muutosta BK-kanavien virtojen
amplitudin keskiarvossa ei ole riippumatta JPH2-proteiinin lasnaolosta solussa
eika vaikutusta RyR2 tai BKa rykelmien kokoon, jakautumiseen tai rykelmien ti-
heyteen. [34]

Verisuonten paineen kasvun vaikutusta verisuonten supistumiseen tutkittaessa
huomattiin, ettda JPH2 vaikuttaa aivovaltimoiden seka suoliliepeen valtimoiden
omaan supistustilaan. JPH2-proteiinin ollessa hiljennettyna suonen oma pai-
neesta johtuva supistumistila voimistuu normaalissa 60 mmHg paineessa. Suo-
ralla depolarisaatiolla ei ollut vaikutusta valtimoiden supistumisvasteeseen, joten
JPH2-proteiinin hiljentamisen aiheuttama lisaantynyt supistuvuus ei johdu janni-
teherkista kalsiumkanavista. Naiden perusteella tutkimuksessa todetaan, etta
JPH2-proteiinin hiljentaminen vaikuttaa valtimoiden supistumiskykyyn katkaise-

malla pienten kalsiumin vapautumisten ja BK-kanavien valisen yhteyden. [34]

Nain ollen verisuonen sileissa lihassoluissa JPH2-proteiini toimii kalsiuminsaate-
ljana. JPH2-proteiini sdatelee etenkin solunsisaisia kalsiumin signalointireitteja,
joiden avulla saadellaan kalvopotentiaalia ja yllapidetaan verisuonen supistumis-
kykya. [34]
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JPH2-proteiini yllapitaa luustolihassolun rakennetta JPH1-proteiinin kanssa. Yh-
dessa ne yhdistavat janniteherkan Cav1.1 L-tyypin kalsiumkanavan ja tyypin 1
ryanodireseptorin (RyR1), mika stabiloi luustolihassaikeitda. Myds kalsiumin saa-

tely on olennainen osa JPH2-proteiinin toimintaa luustolihassoluissa. [24]

Luustolihassoluissa JPH2-proteiini toimii tarkeana kalsiumin saatelijana vaikut-
taen myo6s muiden proteiinien toimintaan, kuten Orai1-proteiinin toimintaan. Orai1
on kalsiumin vapautumisen aktivoima kalsiumin saatelija, joka toimii osana
SOCE-mekanismia (eng. store-operated calcium entry). JPH2-proteiinin vahen-
tynyt ilmentyminen luustolihassolussa johtaa heikentyneeseen SOCE-mekanis-
min toimintaa, jolloin solunsisdisten Ca?*-varastojen, kuten SR:n, eheytyminen ei

lisda Ca?*-ionien sisdanottoa solun ulkopuolelta. [37], [38]

Luustolihassolujen arsytys-supistus —kytkennan kannalta tarkeita proteiineja ovat
RyR1, caveolin-3 ja DHPR (eng. dihydropyridine receptor), joiden kanssa JPH1
ja JPH2 vuorovaikuttavat. Yhdessa ne stabiloivat solun rakennetta, mutta tar-
keimpana tehtavana on toimia kalsiumin saatelijana ja mahdollistaa arsytys-su-
pistus —kytkennan toiminta. Mikali JPH-proteiinit eivat ole lasna luustolihasso-
lussa, DHPR:n normaalitoiminta kalsiumkanavana estyy vaikeuttaen solun kal-
siumin saatelya. Lisaksi DHPR vaikuttaa RyR1:n avautumiseen ja sulkeutumi-
seen arsytys-supistus —kytkennan aikana, joten DHPR:n normaalin toiminnan es-
tyessa arsytys-supistus —kytkenta heikentyy. [39] Nain ollen JPH2-proteiinilla on

tarkea rooli luustolihassolujen supistumismekanismin saatelyssa.

Yhdessa tutkimuksessa on onnistuttu todentamaan JPH2-proteiinin kulkeutuvan
tumaan, jossa se muodostaa nestemaisia faasierottuneita pisaroita. lhmisen
tayspitkat JPH2-proteiinit muodostavat tumarakenteita soluissa, jotka kayttayty-
vat nestepisaroiden tavoin. Naiden tumarakenteiden puolittumisen aikavakio on
114 + 5 s, mika vahvistaa niiden kayttaytyvan nestepisaroiden tavoin. Kuitenkin
lyhentyneet JPH2-proteiinit ovat hyvin diffuusioituvia ja sijaitsevat homogeeni-
sena liuoksena tumalimassa, jossa proteiini on myos hajautettuna. JPH2-proteii-
nilla on potentiaalinen rooli toimia saatelijana tuman sisaisessa saatelyproses-

sissa. [35]
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4.2 Suorat vaikutukset muihin soluihin ja kudoksiin

Tutkimuksia MYBPC3-mutaatioiden suorista vaikutuksista muihin solu- ja kudos-
tyyppeihin ei ole tehty, mutta JPH2-mutaatioiden suorista vaikutuksista on tehty
muutama tutkimus. Nama mutaatiot liittyvat padasiassa sydameen, jolloin tutki-
mus on myos painottunut sydanlihassoluun ja siella tapahtuviin muutoksiin. Epa-

suoria vaikutuksia nailla mutaatioilla saattaa kuitenkin olla enemman.

JPH2-proteiinin ilmentyessa luustolihassoluissa myds mutaatioiden vaikutukset
voivat ilmeta naissa soluissa. Tutkimuksia mutaation JPH2.c.482C>A vaikutuksia
muihin soluihin tai kudoksiin ei ole tehty, mutta kahden muun JPH2-mutaation
nimeltd S165F ja Y141H vaikutuksia luustolihassoluihin on tutkittu. Talla S165F-
mutaatiolla on dominoiva negatiivinen vaikutus villityypin JPH2-proteiiniin [40],
jolloin mutatoituneen geenin tuottama proteiini hairitsee villityypin toimintaa seka

mutatoitunut JPH2 on ainakin osittain toimimaton.

S165F-mutaatio aiheuttaa luustolihassolujen halkaisijan suurentumista eli lihas-
solujen hypertrofiaa [40], mita tapahtuu hypertrofisessa kardiomyopatiassa
yleensa sydanlihassoluille [26]. Luustolihassolujen hypertrofialla on erilaisia vai-
kutuksia, kuten suuremmat Ca?*-transientit eli Ca?*-pitoisuuden tilapdinen nopea
nousu solussa on suurempi kuin normaalisti. Lihassolun halkaisijan kasvaessa
on odotettavissa Ca?*-pitoisuuden nousun hidastumista, silla diffuusio hidastuu
tilan kasvaessa ja talloin Ca?*-ionit joutuvat kulkemaan pidemman matkan levi-
takseen koko soluun. Naiden lisdksi Ca?*-transienttien maarassa on huomattu
laskua verrattuna villityypin soluihin. [40] Ca?*-transientit vaikuttavat arsytys-su-
pistus —kytkentaan, silla aktiopotentiaali kaynnistaa kalsiumin vapautumisen

SR:sta RyR1-reseptorin kautta johtaen lihassolun supistumiseen [41].

Mutaatio on johtanut heikentyneeseen arsytys-supistus —kytkentaan, mika voi
johtua RyR1:n ja DHPR:n valisen vuorovaikutuksen heikentymisesta tai RyR1
aktiivisuudessa tapahtuvan muutoksen suorasta vaikutuksesta. Naista todenna-
kéisemmin RyR1 aktiivisuuden heikentyminen vaikuttaa vahentyneeseen arsy-
tys-supistus —kytkentaan, silla RyR1:n ja DHPR:n valisella vuorovaikutuksella ei
ole fysiologista merkitysta arsytys-supistus —kytkennan kannalta. [40] JPH2-pro-
teiinin mutaatio vaikuttaa siis seka sydanlihassolun etta ainakin luustolihassolun

arsytys-supistus —kytkentaan.
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Tutkimuksessa ei huomattu merkittdvaa eroa SR:n varastoituneissa Ca?*-ta-
soissa, minka ei suoranaisesti pitaisi vaikuttaa merkittavasti vaimentuneeseen
kalsiumsignalointiin. Kuitenkin S165F luustolihassoluissa on korkeampi Ca?*-le-
potaso yksikkOalaa kohden seka solulimassa olevan kalsiumin kokonaismaara
on huomattavasti lisaantynyt verrattuna villityypin soluihin. Kohonnut kalsiumin

maara solulimassa voi vaikuttaa kalsiumsignalointiin vahentaen. [40]

S165F-mutaation omaavissa luustolihassoluissa PKC-valitteisten fosforyloitunei-
den JPH2-proteiinien maara tutkimuksessa oli 40 % pienempi kuin villityypin so-
luissa. Tama viittaa siihen, ettd S165F-mutaatiolla on vaikutusta heikentynee-
seen fosforylaatioon seka Ser'®5-kohdan olevan JPH2-geenissa PKC-valitteisen
fosforylaation paikkana. Fosforylaatiota tapahtuu kuitenkin muiden proteiiniki-
naasien valityksella, koska JPH2-proteiinin fosforylaatiota oli silti havaittavissa.
[40]

JPH2-geenin S165F-mutaatio vaikuttaa luustolihassolussa RyR1 aktiivisuuteen,
vahentyneeseen kalsiumsignalointiin ja fosforylaatioon seka heikentyneeseen ar-
sytys-supistus —kytkentaan. Y141H vaikuttaa myds vahentyneeseen kalsiumsig-
nalointiin, mikd nakyy kasvaneena Ca?*-konsentraationa lihassolun ollessa le-
vossa. Taman lisaksi Y141H-mutaatio vaikuttaa luustolihassolujen arsytys-supis-
tus —kytkennan heikentyneeseen vasteeseen. Siina missa S165F-mutaatio vai-
kuttaa vahentaen fosforylaatiota solussa, Y141H-mutaatio ei aiheuttanut eroa vil-
lityypin JPH2-proteiiniin verrattuna. Tama johtuu mutaatioiden eri signalointirei-

teista, joissa hydodynnetaan eri proteiineja. [40], [42]

Poikkijuovaisissa lihaksissa JPH2:n Y141H-mutaatio vaikuttaa lisdantyneeseen
Orai1-proteiini maaraan. Koska Orai1-proteiinin maara on suurempi Y141H-mu-
taation omaavissa luustolihassoluissa, myds niiden aktiivisuus on lisaantynyt ja

tata kautta Ca?*-konsentraatio paasee kasvamaan solussa. [42]

Vaikka tutkimuksia JPH2.c.482C>A-mutaation vaikutuksista muihin soluihin tai
kudoksiin ei ole, nama tapaukset osoittavat JPH2-mutaatioiden vaikuttavan myds
muualle elimistédn. JPH2.¢.482C>A-mutaation vaikuttaessa sydanlihassoluissa

kalsiumin saatelyyn on mahdollista, etta sama mutaatio vaikuttaisi myos muissa
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soluissa, joissa JPH2-proteiini iimenee. Nain ollen ¢.482C>A-mutaation vaikutuk-
sia saattaa ilmeta sydanlihassolun lisaksi ainakin luustolihassoluissa seka veri-

suonen sileissa lihassoluissa.

Kyselytutkimus antaa viitteita siita, etta HCM-potilaat kokevat myos ei-sydanpe-
raisia oireita vaikuttaen tyokykyyn seka vapaa-aikaan. Noin 2/3 kokee uupu-
musta, hengenahdistusta ja huimausta, [43] mitka voivat juontaa juurensa mo-
nista eri tekijoista. Yksi mahdollinen tekija on HCM:n aiheuttama sydanlihaksen
toimintahairio, joka rasittaa samalla muita elimia, kuten keuhkoja, tuottaen yli-
maaraista tyota muulle elimistolle. Kun sydanlihaksen supistuminen on heikenty-
nyt, verenkierto voi hairiintya, joka taas vaikuttaisi esimerkiksi verenpaineeseen
aiheuttaen huimausta. Tallainen kyselytutkimus ei anna varmaa nayttoa siita, etta
HCM:aa aiheuttavat mutaatiot vaikuttaisivat epasuorasti muihin soluihin tai ku-

doksiin, mutta nailla voi olla mahdollinen yhteys.
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5. JOHTOPAATOKSET JA POHDINTA

Tassa luvussa tarkastellaan taman kandidaatin tyon keskeisia 10ydoksia ja niiden
merkitysta tutkimuskysymysten nakokulmasta. Lisaksi kaydaan lapi avoimia ky-

symyksia.

Hypertrofinen kardiomyopatia on sydanlihassairaus, jonka tutkimus on pohjautu-
nut pitkalti mutaatioiden vaikutukseen sydanlihassoluissa. Muutamia tutkimuksia
lukuun ottamatta ei ole tietoa minkalaisia vaikutuksia HCM-mutaatioilla on muihin
soluihin tai kudoksiin, etenkdan MYBPC3.c.772G>- ja JPH2.c.482C>A-mutaati-
oiden kohdalla. Kuitenkin tutkimuksen pohjalta voidaan vetaa jonkinlaisia johto-
paatoksia ja hypoteeseja siita, kuinka naiden mutaatioiden vaikutukset nakyisivat

muissa soluissa ja kudoksissa.

MYBPC3-proteiinin ollessa sydanspesifinen eivat mutaatiot geenissa aiheuta
suoria vaikutuksia muihin soluihin tai kudoksiin, mutta Ruotsissa tehdyn 10ydok-
sen pohjalta voi paatella sen olevan mahdollista. MYBPC3.c.772G>A-mutaation
nopeuttaessa ristisiltasyklia sydamessa, kasvattamalla rytmihairididen riskia
seka nostamalla syketta myds verenpaine nousee. Tallainen pitkaaikainen syk-
keen nousu voi kuormittaa munuaisia ja verisuonia, jolloin mutaation vaikutukset
nakyisivat epasuorasti muissa soluissa ja kudoksissa pitkalla aikavalilla. Sydan-
lihaksen energiatasapainon heikentyminen c.772G>A-mutaation aiheuttamana
voi rasittaa esimerkiksi keuhkoja, kun elimisto pyrkii kompensoimaan sydanlihak-

sen vajaatoimintaa.

JPH2-proteiini taas ilmenee sydanlihassolun lisaksi muissa soluissa ja kudok-
sissa, mutta JPH2.c.482C>A-mutaation tutkimukset ovat pohjautuneet vain sen
vaikutuksiin sydanlihassoluissa. Joitain johtopaatoksia kuitenkin voidaan tehda
JPH2.c.482C>A-mutaation kohdalla, silla kahdella muulla JPH2-mutaatiolla
(S165F ja Y141H) on samankaltaisia piirteita kuin ¢.482C>A-mutaatiolla. Molem-
mat mutaatiot vaikuttavat arsytys-supistus —kytkentaan seka kalsiumsignalointiin,
jolloin voidaan paatella myods ¢.482C>A-mutaation vaikuttavan naihin ja mahdol-
lisesti myds muissa soluissa kuin vain mutaation yhteydessa tutkitussa sydanli-

hassolussa.
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HCM:n helpompaa, tarkempaa ja tehokkaampaa diagnosointia varten olisi tar-
keaa tehda enemman tutkimusta myos mutaatioiden vaikutuksista muihin solui-
hin ja kudoksiin. Nain sairautta pystyttaisiin hoitamaan kokonaisvaltaisemmin
seka helpottamaan diagnosointia, jolloin HCM-potilaiden elamanlaatua voitaisiin
parantaa. Lisaksi aikaisemman diagnoosin myaota nuorten urheilijoiden akkikuole-
mia voitaisiin ehkaista ja vahentaa. Mita paremmin HCM:n taudinkuvaa tunne-
taan, sita paremmin pysyttaisiin kohdistamaan hoitoa yksildllisiin eroihin ja enna-

koimaan yksilontasolla taudin etenemista.

Tahan kandidaatintutkielmaan tehdyn kirjallisuuskatsauksen perusteella
HCM:aan kohdistuvassa tutkimuksessa on keskitytty enemman HCM:aa aiheut-
tavien mutaatioiden vaikutuksiin sydanlihassoluissa, jolloin muihin soluihin ja ku-
doksiin kohdistunut tutkimustyo on jaanyt vahalle. Aivoimeksi jai viela mutaatioi-

den todelliset suorat vaikutukset muihin soluihin ja kudoksiin.
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