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Tiivistelmé
Sepelvaltimotauti on edelleen johtava kuolinsyy ldnsimaissa (1), huolimatta merkittdvistd
edistysaskeleista etenkin akuutin iskemian hoidossa. Syddmen suojaaminen iskemian aiheuttamilta
vaurioilta ja syddmen regeneraation aktivoiminen vajaatoiminnan estdmiseksi ovat lupaavia
terapeuttisia alueita, joiden hyddyntdmiseen etsitddn uusia ladkevaikutuskohteita. Sydéaninfarktin
reperfuusiohoitoon liittyvé iskemia-reperfuusiovaurio pahentaa osaltaan jo syntynyttd sydanvauriota
useilla mekanismeilla, ja sen estimiseksi on kokeiltu erilaisia lddkkeellisid hoitomuotoja ja lisdksi
mm. terapeuttista hypotermiaa (2). Sydénlihaksen uusiutumiskyvystd ja arpeutumisen estimisesté
ladkkeellisesti ja soluhoitojen avulla on paljon néyttod eldinmalleissa, esimerkiksi hiirissd ja
seeprakalassa (3). Niaiden wuusien hoitomuotojen translaatio kliiniseen kéyttoon on vield
kokeiluvaiheessa.

Etsin omassa viitoskirjatyosséni erilaisilla seulontamenetelmilld uusia ladkevaikutuskohteita
ja geneettisid ennustetekijoitd iskeemisen syddnvaurion ja syddmen vajaatoiminnan hoitoon. Osa
kayttdmistidni menetelmistd on prekliinisid ja solumallipohjaisia, ja siksi kliinistd merkitsevyytta

16ydoksille haetaan my0s potilasaineistoista.

Reseptorityrosiinikinaasit: lupaava joukko sydiniskemian ja vajaatoiminnan lidikehoidon
kohteiksi

Reseptorityrosiinikinaasit ovat solun pinnalla toimivia reseptoreita, jotka vaikuttavat solujen
elossapysymiseen, proliferaatioon ja migraatioon. Perheeseen kuuluu 55 jasentd, joista osa on
valttimattomid sydamen kehityksen kannalta ja joidenkin RTK:ien aktivaatiolla on osoitettu olevan
iskemialta suojaavaa ja syddmen regeneraatiota parantavaa vaikutusta. ERBB2- eli HER2-reseptorin
geenin poistaminen hiiressd aiheuttaa héirioitd syddmen trabekulaatiossa ja hiiret kuolevat jo
sikiovaiheessa (4). ERBB2:n blokkaaminen rintasyovin hoidossa trastutsumabi-vasta-aineella
aiheuttaa toksisia sydédnvaurioita (5), mikd on my0Os selvd osoitus reseptorin tirkedstd roolista

syddmen kannalta. Samankaltainen letaali, trabekulaation hairi6itd aiheuttava hiiren sydidnfenotyyppi



liittyy Erbb4-geenin poistoon (6). Aktiivisen ERBB2:n induktio syddmessd aiheuttaa hiirelld
iskemian jilkeistd syddmen regeneraatiota (7), ja ERBB4:n aktivaatio sen ligandilla, neureguliini
1:114, pienentdd infarktiarpea hiiresséd (8) ja rotassa (9). ROR2-reseptorin geenin poisto aiheuttaa
hiirelli syddmen kammioviliseindn aukon ja on postnataalisesti letaali (10). Rorl/Ror2-
yhdistelmépoistogeenisessd hiiressd sydanfenotyyppiin kuuluu lisidksi suurten suonten transpositio
(11).

RTK-perheen jdsenid on tutkittu kliinisesti syddmen vajaatoiminnan ja iskemian
hoitokohteina. Vuonna 2010 julkaistiin kliininen faasin II tutkimus, jossa tutkittiin neureguliini 1:td
syddmen vajaatoiminnan hoitona (12). Ejektiofraktio ja syddmen kammiokoko paranivat
neureguliini-hoidettujen ryhméssd, mutta muutokset eivit olleet tilastollisesti merkitsevid (12).
Tutkimuksessa kéaytettiin rekombinanttia neureguliiniproteiinia, joka vastasi tiettyd neureguliinin
alayksikkod. Tuoreemmassa, vuonna 2016 julkaistussa faasin I kliininessd tutkimuksessa, kéytettiin
kokopitkidd neureguliini 133—proteiinia (13). Tdssd tutkimuksessa ejektiofraktio nousi 9 %-yksikkod
korkeimmalla neureguliiniannoksella hoidettujen ryhméssd 28 pidivdada hoidon jidlkeen. Ero oli
tilastollisesti merkitsevd verrattuna plaseboryhméidn (13). Téssd tutkimuksessa 73 %:1la tutkituista
vajaatoiminta oli iskemiasta johtuvaa.

Akuutin iskemia-reperfuusiovaurion hoitomuotona on tutkittu insuliinireseptorin — myos
RTK-perheen jdsen - aktivoimista glukoosi-insuliini-kaliuminfuusiolla (GIK). Kliinisessa
IMMEDIATE-tutkimuksessa ~ GIK-hoidetuilla ~ ST-nousuinfarktipotilailla  havaittiin ~ vuoden
seurannassa merkitsevd lasku sydédnpysdhdysten, vajaatoiminnan ja syddnperdisen kuolleisuuden
ilmaantuvuudessa (14). Koko hoitokohortissa, joka sisdlsi muitakin kuin ST-nousuinfarktipotilaita,
merkitsevid tuloksia ei havaittu (14).

Oman viitoskirjani ensimméisessd osatydssd olen tutkinut koko RTK-perheen reseptorien
sadtelyd iskeemisessd syddmessd. Aineistona kdytimme IST Online -tietokannan
geeniekspressiodataa terveiden ja iskeemisten ihmissydédnten néytteistd. Lisdksi kédytimme
kokeellisia iskemia-reperfuusiondytteitd sian sydamestd, joista tutkittiin RTK:ien fosforylaatiotasoja.
Naiistd seulonnoista valitsimme yhden merkittdvimmin sdddellyistd ja aktiivisista reseptoreista,
RORI:n, jota tutkimme tarkemmin vield kardiomyosyyttimalleissa. Havaitsimme, ettd ROR1:n
poistaminen sydédnsoluista siRNA-tekniikalla parantaa solujen elossa pysymistéd, sekd normaalissa
happipitoisuudessa ettd hypoksia-reoksygenaatioasetelmassa, joka toimii iskemia-reperfuusiovaurion
mallina. Puolestaan ROR1:n aktivaatio sen Wnt-5a-ligandilla heikensi solujen elossa pysymista.
RORI1 on havaintojemme mukaan mahdollinen iskeemisen sydidnvaurion ladkehoitokohde. Tuloksia

ei ole vield julkaistu.



Li#ke- ja geenipohjaiset seulontamenetelmiit sydiinsairauksissa
Liadkekirjastoseulonnat ovat tehokas tapa etsid uusia kohteita tdsmihoidoille. Kirjastoseulonnat
tehdddn péddasiassa soluilla, jotka altistetaan sadoille tai jopa tuhansille lddkemolekyyleille.
Kokeilluista molekyyleistd tarkempiin jatkotutkimuksiin valitaan ne, jotka aiheuttivat seulonnassa
merkittaivimmén vasteen esimerkiksi solujen elossapysymiseen tai sydédnsolujen tapauksessa
supistuvuuteen. Tétd ldhestymistapaa on kéytetty paljon syOpétutkimuksessa, ja enenevisti myos
syddnsolumalleissa. Esimerkiksi tyrosiinikinaasi-inhibiittori- eli TKI-ladkkeiden kardiotoksisuutta
on seulottu ithmisen indusoiduista pluripotenteista kantasoluista erilaistettujen kardiomyosyyttien
avulla (15). Kardioprotektiivisia, iskemia-reperfuusiovaurion hoitoon soveltuvia ladkkeitd on
ailemmin seulottu rotan H9c2-kardiomyoblastisolulinjan avulla (16). Tutkimuksessa validoitiin
tarkemmin viisi parhaan seulontatuloksen saanutta ladkettd, joista yksi oli kloksikiini (cloxyquin).
Kloksikiinin osoitettiin myohemmaéssd tutkimuksessa aiheuttavan kardiomyosyyteissd autofagiaa,
joka toimii kardioprotektiivisena tekijind (17). Kloksikiinihoidetuilla hiirilld kokeellisen
sydéninfarktiarven koko pieneni noin puolella verrattuna kontrolliryhméén (17). Néistéd tuloksista on
kuitenkin luonnollisesti vield pitkd matka kloksikiinin mahdolliseen kliiniseen kéyttoon.
Liadkeainepohjaisen ldhestymistavan lisdksi lddkehoidon kohteeksi sopivia proteiineja
voidaan seuloa myds sammuttamalla niitd koodaavia geenejd. Tdssd ns. target-based-seulonnassa
solupopulaatiossa hiljennetdéin tuhansia geeneja RNA-interferenssi- tai CRISPR-tekniikalla, ja
tunnistetaan ne geenit, joiden hiljentdminen muuttaa solujen elossapysymistd tai muuta mitattavaa
vastetta merkittdvimmin. RNA-interferenssiin perustuvia short hairpin RNA (shRNA) -
kirjastoseulontoja on kéytetty seulottaessa syovidn lddkevaikutuskohteita (18), mutta
sydédntutkimuksen alueelta ei tiettidvésti vield ole julkaisuja tdmén tekniikan kdytosta.
Viitoskirjaprojektini  toisessa osatyOssd yhdistin kaksi edelld kuvatun kaltaista
kardiomyosyyteilld tehtyd seulontaa (kuva 1). Kéytimme seulonnoissa hiiren HL-1-
kardiomyosyyttisoluja, joihin vietiin shRNA-seulonnassa viruksen avulla shRNA-kirjasto, joka
targetoi 4625 geenid. Solut altistettiin  iskemia-reperfuusiovaurion mallina hypoksia-
reoksygenaatiokésittelylle tai kasvatettiin kontrolleina normaalissa happipitoisuudessa. Tamin
jalkeen solupopulaatiosta tunnistettiin sekvensoimalla hapenpuutteen vaikutuksesta suhteellisesti
rikastuneet tai hdvinneet ShRNA:t — tai pikemminkin geenit, joita ne hiljensivét. Toisessa seulonnassa
saman  solulinjan  soluja  altistettiin 694  eri  lddkeaineelle, samoin  hypoksia-
reoksygenaatioasetelmassa. Ladkevaikutus mitattiin  solujen elossa pysymistd kuvaavalla
viabiliteettimittauksella. Ndiden kahden seulonnan tulokset yhdistettiin bioinformaatiotekniikalla. Ne

kohdemolekyylit ja signalointireitit, jotka nousevat esiin molemmissa seulonnoissa, ovat oletettavasti



merkittdvid syddnsolujen selviytymiselle. Nédin voidaan tunnistaa iskeemisen syddnvaurion kannalta

hyodyllisid ja haitallisia ladkkeité ja ladkevaikutuskohteita.

Geenivariantit iskemiasta johtuvan sydimen vajaatoiminnan altisteena

Syddmen vajaatoiminta on monitekijdinen sairaus, ja noin 20-30 % sen kokonaisriskistd on
periytyvaa (19,20). Suvuttain periytyvissd vajaatoimintasyndroomissa periytyminen on useimmiten
monogeenistd. Hypertrofisissa kardiomyopatiasyndroomissa MYH7-geenin (myosiinin raskas ketju
7) ja MYBPC3-geenin (myosiinia sitova proteiini C3) mutaatiot selittavit valtaosan tapauksista (19).
Dilatoivassa kardiomyopatiassa selvi selittiva geenitausta tunnetaan noin 40 %:ssa tapauksista (20).

Sporadisen syddmen vajaatoiminnan osalta periytyminen on monitekijdistd, eli yksittdiset
geenivariantit vaikuttavat kokonaisriskiin vain hieman. Vaihtelevaa ndytt6d on mm. adrenergisten
reseptorien varianttien vaikutuksesta vajaatoiminnan ennusteeseen ja betasalpaajavasteeseen (21,22)
sekd reniini-angiotensiini-aldosteronijirjestelméidn geenivarianttien vaikutuksesta ACE-estdjien
toimintaan ja vajaatoiminta-alttiuteen (22). Erityisesti iskeemiseen syddmen vajaatoimintaan liittyvia
variantteja on tutkittu toistaiseksi suhteellisen vihén. IL-4-geenin (interleukiini 4) tietyt variantit
assosioituvat iskeemisen vajaatoiminnan riskiin joko suojaavasti tai altistavasti (23). Toinen
esimerkki on CLCNKA-geenin (jdnniteohjattu kloridikanava K(a)) variantti, jolla on yhteys seka
iskeemisen ettd ei-iskeemisen vajaatoiminnan riskiin (24).

Omassa tyossini tutkimme Terveyden ja Hyvinvoinnin Laitoksen FINRISKI-potilasaineiston
genotyypatuista potilaista geneettisid variantteja, jotka liittyvét juuri iskeemisen vajaatoiminnan
syntyyn. Kyseessd on kandidaattigeenitutkimus, jossa ei vélttimattd saavuteta genominlaajuisten
assosiaatiotutkimusten tilastollista merkitsevyystasoa, mutta 16ydokset validoidaan funktionaalisesti
solu- ja eldinmalleissa. Tarkoituksena on muokata CRISPR-geenieditointimenetelmalld
potilasaineistosta 10ydetyt geenivariantit syddnsolulinjaan, ja selvittdd, aiheuttavatko variantit
soluissa sarkomeerin organisoitumisen muutoksia tai heikompaa hapenpuutteen sietokykya. Kyseiset

kandidaattigeenit validoidaan myds seeprakalamallissa.

Lopuksi

Prekliiniset solu- ja eldinmallit ovat vilttdiméttomid uusia ladkevaikutuskohteita ja hoitomuotoja
tutkittaessa. Geenieditointi- ja sekvensointitekniikoiden halventuessa ja kantasoluista indusoitujen
syddnsolumallien yleistyessd iskeemisten sydédnsairauksien hoitokohteiden ja altistavien
markkereiden seulonta tehostuu jatkuvasti. Iskeemistd sydéntd suojaavia ja regeneraatiota edistivid

hoitoja on pitkéén povattu ja odotettu kliiniseen kiyttéon, mutta moni kokeiltu hoitomuoto on jdidnyt



tehottomaksi. Hoitokohteiden seulonta nykyisilld tehokkailla menetelmilld tuo mahdollisuuksia

uusiin terapeuttisiin avauksiin.
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Kuvatekstit

Kuva 1. Iskeemisen syddnsairauden lddkevaikutuskohteiden seulonta kahdella eri tekniikalla.

A) Kardiomyosyyttipopulaatioon transfektoidaan tuhansia geenejd hiljentdvd shRNA-kirjasto. Solut
altistetaan hypoksia-reoksygenaatiolle (H/R), miké toimii iskemia-reperfuusiovaurion mallina, tai
kasvatetaan kontrolleina normaalissa happipitoisuudessa. Kisittelyjen jdlkeen populaatiosta
tunnistetaan sekvensoimalla, mitd geenejd hiljentdvit shRNA:t rikastuivat tai hévisivdat H/R-
késittelyssd. Nédin 10ydetddn hypoksiavasteita merkittivimmin séddtelevid geeneja. B)
Liadkevaikutuskohteita voidaan seuloa myds testaamalla satoja lddkeaineita kerrallaan
kardiomyosyyttiviljelméssad. Iskemialle spesifeja kardioprotektiivisia — tai haitallisia — vasteita
voidaan hakea kayttdmdlld seulonnassa H/R-altistusta. Merkittdvimmait ldidkevasteet mitataan solujen
elossa pysymisen avulla. C) Molempien seulontojen tulokset voidaan yhdistdd nk. pathway-analyysin
avulla, ja ndin l0ytyneet merkittivimmit lddkevaikutuskohteet ja solusignalointireitit valitaan

tarkempiin jatkotutkimuksiin.
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