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Sepelvaltimotautimuutoksista erityisesti ateroskleroottisten plakkien morfologialla on térkea
merkitys taudin ennusteen ja kliinisten komplikaatioiden kehittymisen kannalta. Suurin osa
sydaninfarkteista aiheutuu hauraan plakin repeytymisesta ja verihyytyman muodostumisesta,
joka tukkii sepelvaltimon. Hauraan plakin tunnuspiirteitd ovat muun muassa suuri rasvaydin,
ohut sidekudoskatto, tulehdus ja uudisverisuonien muodostuminen eli angiogeneesi. Téalla
hetkella  kliinisessd  kéytdssa on menetelmid, joilla voidaan 1ahinnd arvioida
sepelvaltimotautimuutosten  aiheuttamaa suonen ahtauma-astetta. Kehitteilld on uusia
molekyylikuvantamismenetelmid, joiden avulla voitaisiin  tunnistaa hauraat plakit
mahdollisimman aikaisessa vaiheessa. Mahdollisia menetelmi& ovat
positroniemissiontomografia (PET) ja yksifotoniemissiotomografia (gammakuvaus), jotka ovat
kajoamattomia ja herkkié isotooppikuvantamismenetelmia. Taman erikoistydn tarkoituksena oli
selvittdd uuden gammakuvausmerkkiaineen soveltuvuutta ateroskleroottisten plakkien
angiogeneesin kuvantamiseen ja plakkien haurauden arvioimiseen ateroskleroosin hiirimallissa.

Tyodssa kaytettdvd merkkiaine oli teknetium-99m leimattu synteettinen peptidi (*™Tc-
Maraciclatidi), joka tunnistaa alfa-v-beeta-3-integriinin (of3). ofs-integriini on solun pinnan
glykoproteiinireseptori,  joka  osallistuu  uudisverisuonien  muodostukseen  myds
ateroskleroottisissa  plakeissa. ~ Ateroskleroottisessa  plakissa  a,fBs-integriinid  esiintyy
makrofageissa ja endoteelisoluissa. Koe-eldimina kéytettiin LDLR” ApoB''®-poistogeenisia
hiiria, jotka kehittdvat sek& spontaanisti ettd varsinkin rasvadieetill4 indusoituna tulehtuneita
plakkeja valtimoihin, erityisesti aortankaareen. Kontrollieldimina kdytettiin C57BL/6N-kannan
terveitd hiiria.

Nukutetun hiiren hantalaskimoon injisoitiin *™Tc-Maraciclatidi. Tunti injektion jalkeen hiiret
lopetettiin - ja radioaktiivisuuskertyméd eri  kudoksissa (kokokehojaukauma) —mitattiin
gammalaskijalla. Aortta ja kudoskontrolli (lihas) leikattiin rinnakkaisiksi jaéleikkeiksi ja
merkkiaineen kertyminen plakkeihin ja terveen suonen seindmaén tutkittiin tarkemmin aorttaan
keskittyvalla ex vivo -autoradiografialla. Autoradiografian jalkeen jaaleikkeet varjattiin
histologisilla ja immunohistokemiallisilla menetelmilld, joista voitiin tarkastella plakin
morfologiaa ja tulehdusmerkkiaineita (makrofagit, anti-Mac-3-vasta-aine).

Kokokehojakaumamittausten perusteella *"Tc-Maraciclatidi-merkkiaine kertyi enemmén
ateroskleroottisten hiirien aorttaan kuin terveiden kontrollihiirien aorttaan. Liséksi tunnin
kuluttua injektiosta radioaktiivisuutta oli huomattavasti vdhemmén verenkierrossa kuin aortassa,
joten merkkiaine saattaisi soveltua in vivo -kuvantamiseen. Tarkemman ex vivo -
autoradiografia-analyysin perusteella merkkiaine kertyi ateroskleroottisiin plakkeihin, mutta
my06s suonen seindméaan sekd ateroskleroottisilla hiirilla ettd kontrollihiirilla. Lisatutkimuksia
%¥MTc-Maraciclatidin - soveltuvuudesta ateroskleroosin in vivo -kuvantamiseen ja plakkien
haurauden arvioimiseen tarvitaan viela muilla elainmalleilla.

Asiasanat: gammakuvaus, hauras plakki, angiogeneesi, a,fs-integriini



SISALLYS
LY HENTEET .. e e e nnrees 3
1 JOHDANTO ettt ettt b e et e e be e e ab e e ebeeanbeesbeeenneen 4
2  ATEROSKLEROOSI ...ttt 6
2.1  Ateroskleroosi kroonisena tulehdussairautena.............ccocooveveieiencienc e 6
2.2 Ateroskleroottisen plakin Kehittyminen ... 8
3  ATEROSKLEROOSIN HIHRIMALLIT .. 12
3.1 APOE™- ja LDLRNITHMAIcv..veoeeeeeeeeeeeee oo 12
3.2 LDLR”ApoBX. ja |GF-11/ LDLR”ApoBX % hiirimalli..........ccccrvvern... 13
4  UUDISVERISUONITUS ELI ANGIOGENEESI..........ccooiiiieeeeee 15
4.1  Uudisverisuonituksen mekaniSmit...........cccoereiniriiniineneiseseee e 15
vy § e 1010 1o IS PSSRSO 16
4.3  Uudisverisuonitus ja oyPs-integriini ateroskleroosissa..........c.ccovevvvnereiincnns 18
5 ATEROSKLEROOSIN MOLEKYYLIKUVANTAMINEN........cccocoiiiiiiirie 21
51 Gamma- ja PET-KUVANTAMINEN ......ccoiiiiiiiieiee s 21
5.2  Kuvantamiskohteita aterosklerooSissa...........cccuvvererireniiinicieie e 24
5.3 Uudiverisuonituksen ja a,fBs-integriinin kuvantaminen ............ccccccocevvrvnnne. 28
TUTKIELMAN KOKEELLINEN OSA ... .ot 30
6 MATERIAALIT JA MENETELMAT ..ottt 31
6.1  MaraCiClatidi.........cccoiiiiiiiiiice s 31
6.2 MerkKiaineen I8IMaUS ... 31
6.3 TULKIMUSEIAIMEL ...t s 32
6.4  Radioaktiivisuuden kokokehojakaumatutkimukset..............ccccooveeiiiiie e, 33
6.5  Aortan autoradiografiatutkKimukset............ccooiviiiiiii i 34
6.6 Immunohistokemialliset tUtKIMUKSEL ............cccooiiiiiiii 35
6.7  Tilastollinen @analySOINTE ........ccooueiieiiiie i 36

T TULOKSET ...t 37



7.1  Radioaktiivisuuden kokokehojakauma...........ccccovervevieiieeneeiieseese e see e 37
7.2 Aortan autoradiografia-analyysi.........cceeieiiieiiii s 40
7.3 Immunohistokemiallinen analyysi............ccooeieiiiiniiiiiie e 43
8  PAATELMAT JA POHDINTA ..ot eeeee e eeeie et ee sttt 45
LAHTEET ..ottt ettt ettt sttt s sttt as s et s s e 52

Turun yliopiston laatujarjestelman mukaisesti tdman julkaisun alkuperdisyys on
tarkastettu Turnitin OriginalityCheck-jarjestelméll.



LYHENTEET

AHA American Heart Association

Ang 1 angiostatiini 1

ApoB100  apolipoproteiini B100

ApoE apolipoproteiini E

BAT ruskea rasva (engl. brown adipose tissue)
CETP kolesteryyliesterikuljetusproteiini

ES alkion kantasolu

FGF fibroblastikasvutekija

FH familiaalinen hyperkolesterolemia

FR folaattireseptori

HDL engl. high density lipoprotein

HE hematoksyliini-eosiini

HIF-1la engl. hypoxia-inducible transcription factor-1a
IGF-1I insuliininkaltainen kasvutekija-I1

IL-8 interleukiini-8

IM-suhde  intima-media-suhde

LDL engl. low density lipoprotein

LDLR LDL-reseptori

Mac-3 makrofagien mannoosireseptori

M-CSF makrofageja stimuloiva tekija

MMP soluainesta hajottava entsyymi

oxLDL hapettunut LDL-kolesteroli

PBR perifeerinen bentsodiatsepiinireseptori
PDGF verihiutaleita ohjaava kasvutekija

PEG polyetyleeniglykoli

PET positroniemissiotomografia

PSL/mm?  fotostimuloitu luminesenssi / neliémillimetri
RCP radiokemiallinen puhtaus

RGD arginiini-glysiini-asparagiinihappo aminohapposekvenssi
ROI mielenkiintoalue (engl. region of interest)
ROS reaktiivinen happiradikaali

RT-PCR engl. reverse transcription polymerase chain reaction
SA spesifinen radioaktiivisuus

SPECT gammakuvaus, yksifotoniemissiotomografia
SR sydjareseptori

SSTR; somatostatiinireseptorialatyyppi 2

TLC ohutlevykromatografia

TSPO translokaattoriproteiini

TT tietokonetomografia

VCAM-1  verisuonen adheesiomolekyyli-1

VEGF verisuonen endoteelin kasvutekija

VLDL engl. very low density lipoprotein

WAT valkea rasva (engl. white adipose tissue)

%ID/g

injisoidun radioaktiivisuuden prosenttiosuus / kudoksen paino grammoina



1 JOHDANTO

Ateroskleroosi on krooninen suurten ja keskisuurten valtimoiden tulehdussairaus, jonka
kehittyminen alkaa jo varhain lapsuudessa (Stary 2000). Ateroskleroosin tyypillisin
ilmenemismuoto on sepelvaltimotauti, jossa ateroskleroottiset plakit ahtauttavat
sepelvaltimoita  ja  aiheuttavat  iskeemiset  oireet.  Sepelvaltimotauti  on
maailmanlaajuisesti  kasvava ongelma.  Pahimmassa tapauksessa  hauraan
ateroskleroottisen plakin repeytymé ja verihyytyméan muodostuminen, joka tukkii
sepelvaltimon, aiheuttaa sydaninfarktin. Repeytymisalttiin hauraan plakin |6ydoksia
ovat muun muassa aktiivinen tulehdus, iso rasvaydin, ohut sidekudoskatto, hapenpuute,
uudisverisuonitus eli angiogeneesi, vahan sileédlihassoluja ja taipumus verihyytyman
muodostumiseen. (Hansson 2005; Libby & Theroux 2005; Lusis 2000; Naghavi ym.
2003)

Ateroskleroosin kehittymisen molekylaarinen tausta tunnetaan jo melko tarkkaan, mutta
uusia diagnostisia menetelmia tarvitaan repeytymisherkkien plakkien tunnistamiseksi.
Perinteisilla kuvantamismenetelmilla kuten tietokonetomografialla (TT),
ultradénitutkimuksella ja sepelvaltimoiden varjoainetutkimuksella voidaan paikantaa
plakit ja arvioida sepelvaltimoiden ahtauma-astetta, mutta plakkien aktiivisuudesta ei
saada tietoa. Isotooppikuvantamismenetelmilla kuten yksifotoniemissiotomografialla
(gammakuvaus, engl. single photon emission computed tomography, SPECT) ja
positroniemissiotomografialla (PET) voidaan kuvantaa kajoamattomasti molekyylitason
muutoksia. Lupaavia kohteita tulehtuneessa ateroskleroottisessa plakissa ovat muun
muassa aineenvaihdunta, makrofagien aktiivisuutta, ohjelmoitua solukuolemaa,
hapenpuutetta ja uudisverisuonien muodotumista kuvantavat merkkiaineet. (Libby ym.
2010; Riou ym. 2009; Saraste ym. 2009)

Ateroskleroosissa tulehdus ja hapenpuute saattavat olla erityisesti uudisverisuonitusta
edistavia tekijoitd (Khurana ym. 2005). Potilasndytteistd ja eldinmalleista saadut
tutkimustulokset ovat osoittaneet, ettd pienten verisuonten mé&ard on lisadntynyt
merkittavasti hauraissa ja repeytyneissa plakeissa. (Moulton ym. 1999 ja 2003; Moreno
ym. 2004) a,Bs-integriini on yksi tarkeimmistd uudisverisuonitusta saatelevista
tekijoistda. oyPs-integriini on solun pinnan glykoproteiinireseptori, jota ilmennetdén

ateroskleroottisessa plakissa makrofageissa ja endoteelisoluissa. Sen ilmentymisen on



havaittu lisadntyneen potilaiden hauraissa plakeissa. (Antonov ym. 2004; Virmani ym.
2005).

ayBs-integriini  saattaisi  olla lupaava kuvantamiskohde hauraiden plakkien
tunnistamiseksi (Beer ym. 2011). Koska potilailla voidaan kéyttdd vain aiemmin
molekyylikuvantamiseen hyvéksyttyja merkkiaineita, on uudet merkkiaineet testattava
ensin eldinmalleissa. Ateroskleroosin eldinmalleista kdytetyimpié ovat erilaiset hiiri- ja
kanimallit (Xiangdong ym. 2011). Tarjolla on monia erilaisia ateroskleroosin
hiirimalleja, joiden taudinkuva vastaa suurilta osin ihmisen ateroskleroosia
(Mukhopadhyay  2013). Kaéytetyistd hiirimalleista ~ LDL-reseptorin  suhteen
poistogeeniset hiiret, jotka ilmentavat vain apolipoproteiini B100:aa (LDLR™
ApoB'®1%) soveltuvat hyvin ateroskleroositutkimuksiin, silla niiden lipidiprofiili

muistuttaa eniten ihmisen lipidiprofiilia. (Powell-Braxton ym. 1998).

Tamédn erikoistyon tarkoituksena oli selvittdd uuden a,Ps-integriiniin kohdentuvan
gammakuvausmerkkiaineen soveltuvuutta ateroskleroottisten plakkien
uudisverisuonituksen  kuvantamiseen ja  plakkien  haurauden  arvioimiseen

ateroskleroosin LDLR™ ApoB*®_hjjrimallissa.



2 ATEROSKLEROOSI

2.1 Ateroskleroosi kroonisena tulehdussairautena

Maailmanlaajuisesti sydan- ja verisuonisairaudet ovat olleet pitkdan suurin kuolinsyy
kehittyneissa lansimaissa. Viime vuosikymmenind sydéan- ja verisuonitautikuolleisuus
on vahentynyt lansimaissa, mutta lisdantynyt erityisesti kehittyvissa maissa. (Hansson
2005; Heikkild ym. 2008; Naghavi ym. 2003) Sydan- ja verisuonitautikuolleisuudesta
noin  puolet  aiheutuu  sepelvaltimotaudista. ~ Pahimpana  komplikaationa
ateroskleroottisen plakin repedma ja verihyytymén muodostuminen voi tukkia koko
sepelvaltimon ja aiheuttaa akuutin sydaninfarktin tai aivovaltimoissa aivohalvauksen.
(Hansson & Hermansson 2011; Heikkila ym. 2008)

Tarkeimpid sepelvaltimotaudin  riskitekijoita ovat korkea seerumin LDL-
kolesterolipitoisuus (engl. low density lipoprotein), matala HDL-kolesterolipitoisuus
(engl. high density lipoprotein), kohonnut verenpaine, tupakointi, diabetes ja lihavuus
(Kuva 1). Ensisijainen vaaratekija ateroskleroosin kehittymisen kannalta on seerumin
kohonnut LDL-kolesterolipitoisuus, silla LDL kuljettaa kolesterolia kudoksiin ja myos
valtimon seindmaan. HDL:n tehtdvand taas on kuljettaa kolesterolia pois valtimon
seindmastd, joten matala HDL-kolesterolipitoisuus lisaa riskia ateroskleroosille. (Dahlof
2010; Heikkild ym. 2008) Monissa seurantatutkimuksissa on osoitettu, ettd 10 prosentin
alenema LDL-kolesterolipitoisuudessa laskee sydéntautikuolleisuutta 10 % ja

sydantapahtumien ilmaantumista 25 % (Libby & Theroux 2005).

Ateroskleroosin kehittyminen alkaa jo varhain lapsuudessa (Kuva 1) (Stary 2000).
Uusien tutkimustekniikoiden ja eri eldinmallien avulla on saatu paljon uutta tietoa
ateroskleroottisen plakin kehittymisen vaiheista (Lusis 2000). Aikaisemmin ajateltiin,
ettd plakin muodostuminen aiheutuu ainoastaan kolesterolin kertymisesta verisuonen
seindmaan, mutta nyt ymmarretdan, ettd esimerkiksi tulehduksella on erittdin suuri

merKkitys ateroskleroosin kehittymisessé (Hansson & Hermansson 2011).

Ateroskleroosi on suurten ja keskisuurten valtimoiden sairaus. Verisuonen seindma
koostuu kolmesta kerroksesta: tunica intimasta eli sisékerroksesta, tunica mediasta eli
keskikerroksesta ja tunica adventitiasta eli ulkokerroksesta. Intima muodostuu elastisista

sdikeistd, minka paalla verisuonen sisapinnalla on yksi endoteelisolukerros. Elastinen



levy (engl. internal elastic lamina) erottaa intiman mediasta. Media muodostuu
siledlihassoluista, ja adventitia tukikudoksesta muun muassa fibroblastisoluista.
Ateroskleroosi on erityisesti intiman sairaus, mutta valtimon muissa kerroksissa voidaan
mya0s erottaa muutoksia ateroskleroosin kehittymisen aikana. (Heikkild ym. 2008; Lusis
2000)
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Kuva 1. Ateroskleroosin kehittyminen ja riskitekijat. (Kesaniemi & Salomaa 2009)
Kuvassa on esitetty ateroskleroottisen plakin kehittyminen eri ikdvuosina lopulta
repeytymisherkéksi plakiksi.



2.2 Ateroskleroottisen plakin kehittyminen

Taman hetkinen tieto ateroskleroosin kehittymiseen vaikuttavista
tulendusmekanismeista  perustuu  eldinkokeista ja  potilasndytteistd  saatuihin
tutkimustuloksiin. Lisdksi on saatavilla Kliinistad tietoa sydaninfarktipotilaista ja

epidemiologista tietoa seurannassa olevilta sepelvaltimotautipotilailta. (Hansson 2005)

Ateroskleroosissa voidaan erottaa eri kehitysvaiheissa olevia plakkeja (Kuva 1).
Virmani ja tyétoverit (Virmani ym. 2000) ovat luokitelleet plakit morfologialtaan eri
kategorioihin perustuen American Heart Association (AHA) tekeméaan luokitukseen.
Ateroskleroosin kehittyminen alkaa tavallisesti intiman paksuuntumisella (engl. intimal
thickening), jossa sileédlihassoluja kertyy intiman puolelle. (Virmani ym. 2000) Samalla
verenkierron kolesterolia sisdltdvia LDL-partikkeleita kertyy intimaan. Valtimoiden
haaraumakohdat ovat erityisen herkkid plakin muodostumiselle, silla endoteeli paastaa
lavitseen LDL-partikkeleita johtuen endoteelisolujen erilaisesta muodosta ja
jarjestaytymisestd. Lis&ksi verenvirtauksen pyorteisyys haaraumakohdissa lisdé
endoteelin lapéisevyytta. (Lusis 2000) LDL-partikkelit jadvat loukkuun (engl. trapped)
intimaan, kun LDL-partikkelin pinnalla oleva apolipoproteiini B100 (ApoB100)
sitoutuu intiman proteoglykaaneihin. Intimassa LDL-partikkelit ovat herkkia
hapettumisreaktioille, koska antioksidantit eivat paase kunnolla vaikuttamaan intiman
puolella. Hapettunut LDL (oxLDL) aktivoi synnynnaistd immuniteettia. (Hansson &
Hermansson 2011; Moore & Tabas 2011) HDL-kolesterolin tarkeimpia tehtévia ovat
ylimdardisen LDL:n poiskuljettaminen intimasta perifeerisiin kudoksiin. HDL:II&
saattaa olla myos antioksidanttisia vaikutuksia, joilla se pyrkii véhentdamé&én LDL:n
hapettumista. Hapettunut LDL voi véhent&& typpioksidin synteesid. Typpioksidilla on

ateroskleroosilta suojaava vaikutus. (Lusis 2000)

Hapettunut LDL ja tulehdusreaktion seurauksena monet sytokiinit ja kemokiinit lisdavét
adheesiomolekyylien  ilmentymistd endoteelin  pinnalla.  Yksi  tdrkeimmista
adheesiomolekyyleistd on verisuonen adheesiomolekyyli-1 (VCAM-1, engl. vascular
cell adhesion molecule 1). Lisdadntyneen VCAM-1 ilmentymisen myo6té verenkierron
leukosyyteista eli valkosoluista lahinnd monosyytit, T-solut ja dendriittisolut paasevét
intiman puolelle. Aktivoituneet endoteelisolut lisddvat myds makrofageja stimuloivan

tekijan (M-CSF, engl. macrophage colony-stimulating factor) tuottoa. M-CSF stimuloi



intimassa monosyyttien erilaistumista makrofageiksi, jotka ilmentévéat pinnallaan
”syojareseptoria” (SR, engl. scavenger receptor). SR:n vélitykselld hapettunut LDL
otetaan makrofagien sisdédn ja muodostuu vaahtosoluja. (Kuva 2) (Hansson &
Hermansson 2011; Libby 2002; Lusis 2000; Moore & Tabas 2011) Vaahtosoluja
sisdltdvaa rasvajuostetta kutsutaan intiman ksantoomaksi (engl. intimal xanthomata).
Intiman ksantooma on ei-ateroskleroottinen muutos, joka patologisen intiman
paksuuntumisen (engl. patholological intimal thickening) my6td muuttuu rasvaytimen
omaavaksi ateroomaksi. (Virmani ym. 2000) Makrofagit ovat merkki aktiivisesta
tulehduksesta ja merkittdva solupopulaatio ateroskleroosin kehittyessa. Makrofagit
voidaan jakaa Klassisesti aktivoituviin tyypin M1 tai vaihtoehtoisesti aktivoituviin
tyypin M2 makrofageihin. Aktivoituneet makrofagit ilmentévét pinnallaan erilaisia
antigeeneja kuten CD68, CD36 ja CD163, joita voidaan hyddyntad plakkien
makrofagien tunnistamisessa. Hiirilla voidaan hyodyntadd esimerkiksi pinta-antigeenia
Mac-3 (mannoosireseptori), jonka ilmentyminen lisdantyy, kun monosyytit erilaistuvat
aktiivisiksi makrofageiksi. (Antonov ym. 2004; Briain ym. 2004; Johnson & Newby
2009)

Jotta aterooma jatkaa kasvuaan, makrofagit ja T-solut erittdvat sytokiineja ja erilaisia
kasvutekijoita, jotka lisddvat siledlihassolujen maaréa ja siirtymistd intiman puolelle
ateroskleroosin alkuvaiheissa. Sileélihassolut lisadvat kollageenin tuottoa, mika tekee
ateroomasta lujemman. (Lusis 2000; Moore & Tabas 2011) Siledlihassolut ja
kollageeni-proteoglykaaniaines muodostavat ateroomaan sidekudoskaton. Muutosta
kutsutaan fibroateroomaksi (engl. fibrous cap atheromata). (Virmani ym. 2000)
Aterooman muuttumista fibroateroomaksi ei tapahdu tavallisesti alle 30-vuotiailla
(Heikkilda ym. 2008). Tulehduksen seurauksena makrofagit erittavat liséksi
metalloproteinaaseja (MMP, engl. matrix metalloproteinase). Metalloproteinaasit ovat
entsyymejd, jotka voivat hajottaa solunulkoista ainesta (engl. extracellular matrix) ja
haurastuttaa fibroateroomaa. Siledlihassolujen méé&réa vahenee ja sidekudoskatto ohenee
metalloproteinaasien vaikutuksesta, jolloin muodostuu ohut sidekudoskattoinen
fibroaterooma (engl. thin fibrous cap atheromata). (Moore & Tabas 2011; Virmani ym.
2000) Fibroateroomassa tapahtuu myos makrofagien ohjelmoitua solukuolemaa eli
apoptoosia, mika johtaa nekroottisen ytimen muodostumiseen. Fibroaterooman kasvua

saattaa lis4té uudisverisuonien muodostuminen eli angiogeneesi. Makrofagien erittdmat



10

kasvutekijat kuten VEGF (engl. vascular endothelial growth factor) lisaavat
mikroverisuonten muodostumista. Uudisverisuonet tuovat fibroateroomaan ravinteita,
mutta ovat hauraita ja vuotavat helposti aiheuttaen siséistd verenvuotoa, mika
puolestaan  lisdd  fibroaterooman  repeytymisherkkyyttd.  Tdssd  yhteydessé
repeytymisherkkaa ohutkattoista fibroateroomaa kutsutaan yleisesti myds hauraaksi

plakiksi (engl. vulnerable plaque). (Libby 2002; Virmani ym. 2000)
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Kuva 2. Rasvajuosteen muodostuminen. (Muokattu: Libby 2002) Kuvassa on
esitetty  ateroskleroosin  alkuvaiheen tapahtumat, jossa monosyytti paésee
soluadheesiomolekyylin (VCAM-1) avulla intiman puolelle ja erilaistuu makrofagin
kautta lopulta vaahtosoluksi. Kuvassa ndhd&an myods muita aterooman kehittymiseen
vaikuttavia tekijoitd: “sydjdreseptori” (SR), hapettunut LDL (oxLDL), makrofageja
stimuloiva tekija (M-CSF), metalloproteinaasi (MMP) ja reaktiiviset happiradikaalit
(ROS).

Ateroskleroosin yleisin komplikaatio on plakin repeytyminen ja verihyytymén
muodostuminen, joka voi tukkia verisuonen taysin tai osittain. Taysi tukos aiheuttaa n.
70 % vakavista akuuteista sydaninfarkteista. Korkean riskin potilailla esiintyy
tavallisesti useampia hauraita plakkeja. Hauraassa plakissa on muun muassa aktiivinen
tulehdus, iso rasvaydin, ohut sidekudoskatto, uudisverisuonien muodostumista, véhan
siledlihassoluja ja taipumus verihyytyman muodostumiseen (Taulukko 1). (Naghavi ym.
2003)
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On tunnistettu erilaisia mekanismeja, jotka voivat johtaa ateroskleroosin
komplikaatioiden syntymiseen. Endoteelin toiminnanhdirid ja eroosio lisdavét
verihiutaleiden kiinnittymista verisuonen seindméan ja se voi olla alku verihyytymén
muodostumiselle. Mikroverisuonten muodostuminen hauraaseen plakkiin ja siséiset
verenvuodot saattavat johtaa verihyytyman muodostumiseen. Yleisin mekanismi on
kuitenkin aterooman sidekudoskattoon muodostuva repedmd, jolloin aterooman
rasvaydin paljastuu. Rasvaydin on erittdin trombogeeninen ja ytimesta vapautuu
erilaisia kudostekijoitd, jolloin syntyy verihyytymd ja pahimmassa tapauksessa
sepelvaltimo tukkeutuu. (Libby 2002; Virmani ym. 2000)

Hauras plakki ei valttdméattd ahtauta suonta, mutta on altis repeytyméan. Vakaa
fibroottinen plakki voi ahtauttaa suonen ja aiheuttaa iskeemiset oireet (angina pectoris),
mutta plakki ei reped helposti. Plakin eroosion kautta voi kuitenkin syntya verisuonen
tukkiva verihyytymad. (Heikkild ym. 2008; Libby & Theroux 2005) Koska hauras plakki
ei vélttamatta ahtauta suonta, sen havaitseminen on haastavaa perinteisin menetelmin
kuten sepelvaltimoiden varjoainetutkimuksella. Plakit voidaan saada hyvin paikannettua
varjoainetutkimuksella, mutta tutkimus ei anna minkadnlaista tietoa plakkien
aktiivisuudesta. Gamma- ja PET-kuvantaminen ovat kajoamattomia ja erittdin herkkia
biologisten tapahtumien ja molekyylien kuvantamismenetelmid. Hauraan plakin
toiminnalliset muutokset kuten tulehdus ja uudisverisuonien muodostuminen (Taulukko
1) tarjoavat lupaavia kohteita uusien merkkiaineiden kehittdmiseen. Uusia diagnostisia
menetelmid tarvitaan, jotta korkean riskin potilaat voidaan havaita ajoissa. (Riou ym.
2009)

Taulukko 1. Hauraan plakin tunnuspiirteitd. (Muokattu: Naghavi ym. 2003)

Rakenteelliset muutokset Toiminnalliset muutokset

Ohut sidekudoskatto Tulehdus (monosyytit, makrofagit, T-solut)
Suuri rasvaydin Endoteelin toiminnanhéirio

Enemman rasvaa kuin kollageenia Oksidatiivinen stressi

Kalsifikaation aste Apoptoosi

Keltainen vari Uudisverisuonitus

Verisuonen ahtautuminen Soluainesta hajottavat entsyymit (MMP)
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3 ATEROSKLEROOSIN HIIRIMALLIT

Ateroskleroosin eri vaiheiden tutkiminen ihmiselld on haastavaa, sill4 ateroskleroosin
kehittyminen kestda vuosia. Pieneldimill& ateroskleroosi voidaan indusoida geneettisten
muutosten ja ruokinnan avulla, minkd johdosta ateroskleroosin kehittyminen vie
viikoista muutamiin kuukausiin. Eldinmallilla voidaan lyhyemmadssé ajassa tutkia ja
kuvantaa ateroskleroosin patofysiologisia mekanismeja. (Tannock & King 2010) Hiiri
on yleisimmin Kkaytetty ateroskleroosin eldinmalli sen pienen koon, nopean
lisddntymisen, pienten kustannusten ja geenien helpon muokattavuuden ansiosta.
Tarjolla on monia erilaisia ateroskleroosin hiirimalleja, joiden taudinkuva vastaa
suurilta osin ihmisen ateroskleroosia. (Mukhopadhyay 2013) Hiirimalleilla on myos
rajoituksensa, silla hiirilld kolesteroli kuljetetaan péaasiassa HDL-partikkeleissa, kun
taas  ihmisella  LDL-partikkeleissa.  Lisédksi  hiirilla ei  ole lainkaan
kolesteryyliesterikuljetusproteiinia (CETP, engl. cholesteryl ester transfer protein),
milla on tarked merkitys ihmisen lipoproteiinimetaboliassa. Plakkien repeytyminen

hiirilla on myds harvinaista. (Calara ym. 2001; Tannock & King 2010)

3.1 ApoE”-ja LDLR™-hiirimalli

ApoE”-hiirimalli on yksi kaytetyimmista ja suosituimmista eldinmalleista
ateroskleroositutkimuksessa. Se on ensimmadinen ateroskleroosin hiirimalli, jonka
kehittivat Piedrahita ja tyotoverit vuonna 1992. Malli on tehty inaktivoimalla
apolipoproteiini E (ApoE) -geeni hiiren alkion kantasoluissa (ES, engl. embryonic stem
cells). ES-soluja, joissa inaktivaatio on toiminut, on kaytetty uuden hiirikannan
perustamiseen. (Mukhopadhyay 2013; Piedrahita ym. 1992) ApoE:lla on
ateroskleroosilta suojaava vaikutus, silla se edesauttaa lipoproteiinien, muuan muassa
kylomikronien ja VLDL-partikkelien (engl. very low density lipoprotein) kuljetusta
maksaan. Liséksi ApoE osallistuu LDLR-vélitteiseen lipoproteiinien siirtymiseen
maksaan. (Curtiss 2000) Puutteellisen lipoproteiinien puhdistumisen my6té
verenkierrosta, ApoE’-hiirille  kehittyy aorttaan ja kaulavaltimoihin suuria
ateroskleroottisia plakkeja. Hyperkolesterolemiaa ja plakkien kasvua voidaan lisata
runsasrasvaisella dieetillda (engl. Western-type diet). Hiirilla on havaittavissa eri
kehitysvaiheissa olevia plakkeja rasvajuosteista fibroottisen sidekudoskaton omaaviin
plakkeihin. Rasvadieetilla olleilla ApoE™-hiirilla on esiintynyt myés plakkien
repeytymistd ja verihyytymien muodostumista. Vaikka ateroskleroosin kehittymisen
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vaiheet ApoE™-hiirilld ovat yhtenevia ihmisen vaiheiden kanssa, ApoE:n inaktivaatio
ihmisella on harvinaista. ApoE”-hiiren lipidimetabolia ei taysin vastaa ihmisen
taudinkuvaa, silla ApoE:lla on vaikutuksia muun muassa makrofagien toimintaan.
Tulehdusmekanismissa voi téstd syysta olla merkittdvasti eroa ihmisen ja hiirimallin
valilla. (Calara ym. 2001; Nakashima ym. 1994)

Ishibashi ja tyotoverit kehittivat vuonna 1993 LDLR™-hiirimallin, jossa LDLR-geeni on
inaktivoitu. Inaktivaation myota erityisesti VLDL-kolesterolin ja LDL-kolesterolin
puhdistuminen plasmasta on véahentynyt. Hiirimalli muistuttaa ihmisen perinnéllista
familiaalista hyperkolesterolemiaa (FH), jossa LDLR-geeni on virheellinen ja
kolesterolia kertyy verenkiertoon. LDLR”-hiiret kehittavat rasvajuosteita aorttaan
normaalilla rehulla ruokittuna, mutta rasvarehulla ruokittuna plakit kehittyvat
sidekudoskattoisiksi ateroomiksi. Rasvadieetilld olleilla hiirilla kolesteroliarvot voivat
olla jopa 15-kertaiset verrattuna tavalliseen C57BL/6N hiirikantaan. Plakkien
repeytymist on havaittu my6s LDLR™-hiirilla. (Calara ym. 2001; Ishibashi ym. 1994)

3.2 LDLR”ApoB ™. ja IGF-11/ LDLR” ApoB*®_hjirimalli

Farese ja tyotoverit kehittivat vuonna 1996 ApoB**®®-hjirimallin, jolla kohtalainen
hyperkolesterolemia ja ateroskleroosi voitiin indusoida rasvadieetilla. Apolipoproteiini
B100:aa (ApoB100) ilmennetddn VLDL- ja LDL-partikkeleissa ja ApoB100:lla on
tarked merkitys lipidimetaboliassa. (Farese ym. 1996; Véniant ym. 1998) Vuonna 1998
Powell-Braxton ja tyotoverit risteyttivait ApoB°”®-hiiren ja LDLR-hiiren.
Familiaalisessa hyperkolesterolemiassa LDLR-geenivirheen lisaksi plasman kolesteroli
on pasasiassa ApoB100:n sisaltavissa LDL-partikkeleissa. Lipidiprofiililtaan LDLR”
ApoB®®_hjirimalli vastaa parhaiten ihmisen ateroskleroosin taudinkuvaa, silla LDLR
on inaktivoitu ja mallissa ilmennetaan ainoastaan ApoB100:aa. LDLR”ApoB®¥1%.
hiiret kehittdvat ateroskleroottisia plakkeja koko aortan alueelle normaalillakin
ruokinnalla, mutta rasvaisella ruokinnalla saadaan aikaiseksi pidemmadlle edennyt
ateroskleroosi. Rasvadieetin myodta myos plasman kolesterolipitoisuudet ovat erittdin
korkeat. Hiirimalleista LDLR™ApoB%_pjjri soveltuu hyvin
ateroskleroositutkimuksiin, sill& lipidiprofiili muistuttaa eniten ihmisen lipidiprofiilia.
(Heinonen ym. 2007; Powell-Braxton ym. 1998)
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Ihmisilla ateroskleroosiin liittyy usein myds diabeettisia muutoksia. Heinonen ja
tydtoverit kehittivat vuonna 2007 IGF-11/LDLR™ ApoB*®*®-hjirimallin. Transgeeninen
hiiri, jolla tyypin 2 diabetes kehittyy, kun haiman B-soluissa ilmennetadn ylimaéarin
insuliininkaltaista kasvutekijaa (IGF-II, engl. insulin-like growth factor-11) risteytettiin
LDLRApoB*®*®_hjiren kanssa. LDLR”ApoB%. ja |GF-11/LDLR™ApoB®1%.
hiirilla on samanlaiset rasva-arvot, mutta IGF-1I/LDLR™ApoB '®.hiirilla esiintyy
insuliiniresistenssia, hyperglykemiaa ja lievad hyperinsulinemiaa. Lisaksi IGF-1I/LDLR’
"ApoBX®_jirille kehittyy enemman kalkkeutuneita plakkeja verrattuna LDLR™
ApoB® . hijiriin. Uusi malli saattaa soveltua hyvin tyypin 2 diabeteksen

komplikaatioiden tutkimiseen. (Heinonen ym. 2007)
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4 UUDISVERISUONITUS ELI ANGIOGENEESI

4.1 Uudisverisuonituksen mekanismit

Uudisverisuonien muodostuminen yhdistetddn tavallisesti syovén kehittymiseen ja
syovan etdpesakkeiden muodostumiseen. J. Folkman esitti ensimmaisté kertaa vuonna
1971, ettd kasvaimen kasvu ja metastasointi ovat riippuvaisia uudisverisuonien
muodostumisesta. Uudisverisuonitus on valttdmatonta esimerkiksi sikidnkehityksen
aikana, jolloin verisuoniverkostot muovautuvat. Jotta solut saavat riittdvasti happea ja
ravinteita, verisuonien pitaa sijaita enintadn 100-200 mikrometrin etéisyydella. Monissa
sairauksissa patologinen uudisverisuonitus riippuu uudisverisuonitusta edistavien ja
vastustavien tekijoiden tasapainotilasta. Kun uudisverisuonitusta edistavien molekyylien
ilmentyminen lisdantyy, uudisverisuonituksen kytkin” kdynnistyy (engl. angiogenic
switch). (Folkman J. 1995; Carmeliet & Jain 2000) Tekijoita, jotka voivat kdynnistaa
uudisverisuonituksen ovat muun muassa kudoksen matala happiosapaine tai happamuus

(pH), hypoglykemia, tulehdusvasteet ja geenimutaatiot (Carmeliet & Jain 2000).

Kudoksen hapenpuute eli  hypoksia lisdd uudisverisuonitusta  erityisesti
syOpékasvaimissa. Hapenpuute lisdd HIF-1a molekyylin (engl. hypoxia-inducible
transcription factor) ilmentymistd, joka taas lisaa kasvutekijoiden kuten VEGF ja FGF
(engl. fibroblast growth factor) erittymistd. Hauraan plakin nekroottisesta ytimesté
johtuva hapenpuute saattaa lisdtd uudisverisuonitusta aktivoivien kasvutekijoiden
ilmentymista. Hauraan plakin monosyytit, makrofagit ja siledlihassolut lisadvat monien
uudisverisuonitusta edistdvien tekijéiden kuten oyf3- ja ayPs-integriinien, interleukiini
8:n (IL-8), MMP-9:n, angiostatiini 1:n (Ang 1), PDGF:n (engl. platelet-derived growth
factor) ja muiden sytokiinien ilmentymistd. Uudisverisuonitusta edistdvien molekyylien
ilmentymisen on havaittu lisd&ntyneen ruuminavausten yhteydesséd otetuissa
ateroomanaytteissa. oy ps-integriini on yksi tarkeimmista uudisverisuonitusta saatelevista
tekijoistd. (Carmeliet 2000; Carmeliet & Jain 2000; Khurana ym. 2005; Virmani ym.
2005)
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4.2  ayPBs-integriini

Integriinit  ovat  heterodimeerisia  solukalvon lapédisevia  glykoproteiini
adheesiomolekyylejd, jotka ohjaavat solujen liikkumista ja solujen vélisia
vuorovaikutuksia. Integriiniperheen reseptorialatyyppeihin kuuluvat
vitronektiinireseptorit, fibronektiinireseptorit, kollageenireseptorit, laminiinireseptorit ja
osteopontiinireseptorit. Integriinit koostuvat a- ja B-alayksikoista. Alayksikdiden maara
vaihtelee lajeittain ja tilld hetkelld nisdkkéilld on tunnistettu 18 erilaista o-alayksikkoa
ja 8 B-alayksikkod, jotka voivat muodostaa 24 erilaista heterodimeerid. Heterodimeerit
tunnistavat erilaisia ligandeja. Integriineill& on tarked merkitys syévan metastasoinnissa,
jossa ne ohjaavat syopasolujen liikennettd. Integriinit ovat osallisina myds muissa
patologisissa tiloissa kuten tulehduksellisissa sairauksissa, joissa esimerkiksi
vitronektiinireseptori,  a,Bs-integriinin  ilmentymisen on havaittu lisdéntyneen
aktivoituneissa endoteelisoluissa uudisverisuonituksen aikana. (Beer & Schwaiger
2008; Haubner 2006; Silva ym. 2008)

ayPs-integriini luokiteltiin kuuluvaksi vitronektiinireseptoreihin vuonna 1985, kun se
eristettiin  ensimmaisena istukasta ja huomattiin sitoutuvan plasman proteiiniin,
vitronektiiniin. oyfs-integriinin a-alayksikko on kooltaan noin 160 kDa ja B-alayksikko
85 kDa. ayfBs-ntegriinid ilmennetddn normaalisti osteoklasteissa, verihiutaleissa,
megakaryosyyteissd, munuaisissa, verisuonen siledlihassoluissa, endoteelissa ja
istukassa. Normaalissa fysiologiassa ayfBs-integriinin ilmentyminen on véhéista, mutta
ilmentymisen on osoitettu lisd&ntyneen erityisesti pahanlaatuisessa melanoomassa ja
uudisverisuonissa. (Hood & Cheresh 2002; Horton 1997)

ayPs-integriini ei ole spesifinen ainoastaan vitronektiinille, vaan se sitoutuu myos
muihin soluvaliaineen molekyyleihin kuten fibronektiiniin, fibrinogeeniin, von
Willebrand tekijd&n, kollageeniin ja laminiiniin (Hood & Cheresh 2002).
Uudisverisuonituksen alkuvaiheissa monet solut kuten endoteelisolut, sydpéasolut ja
soluvéliaineen solut erittavat erilaisia kasvutekijoitd. VEGF on yksi tarkeimmista
kasvutekijoistd. Kun endoteelisolut ovat aktivoituneet, lisdantyy metalloproteinaasien
eritys. Metalloproteinaasit hajottavat soluvdliainesta ja tyvikalvon, jotta uudet
verisuonet padsevat muodostumaan. oy fs-integriinilla on tasséd vaiheessa tarkea

merkitys, silla se ohjaa endoteelisolujen siirtymistd tyvikalvon lapi. Integriinit sd4televéat



17

lisaksi endoteelisolujen kasvua ja erilaistumista seka hillitsevat solujen apoptoosia
uudisverisuonituksen aikana. (Beer & Schwaider 2008; Hood & Cheresh 2002)

Eldinmalleilla on pystytty osoittamaan, ettd ayBs-integriini-inhibiittorit vahentévat
kasvaimen uudisverisuonitusta, mutta on saatu myds painvastaisia tuloksia. Reynolds
ryhménséd kanssa (2002) osoitti, ettd hiirilld, joilta puuttuu syntymastd lahtien oyfs-
integriini, kasvaimen kasvu ja uudisverisuonitus ovat jopa lisddntyneet. Muiden
integriinien lisaantymisté ei néilla hiirilla havaittu, joten kyse ei ollut kompensatorisesta
mekanismista.  Tutkimuksessa havaittiin ~ kuitenkin, ettd VEGF-reseptori-2:n
ilmentyminen oli lisddntynyt oyfs-integriinin puuttuessa. Tutkimus osoitti, ettd ofs-
integriini saattaa osallistua myds VEGF-signalointiin uudisverisuonituksessa, ja
tilanteesta riippuen ayBs-integriinill& voi olla uudisverisuonitusta edistéavia tai hillitsevia

vaikutuksia. (Reynolds ym. 2002)

Ladkekehitys on ollut erityisen kiinnostunut oy f3-integriinistd, silla se saattaisi olla hyva
terapeuttinen kohde monissa sairauksissa. a,Bs-integriinistd on tunnistettu arginiini-
glysiini-asparagiinihappo (RGD) aminohapposekvenssi, jonka valityksella ligandin
sitoutuminen tapahtuu. RGD-farmakoforin avulla on voitu suunnitella erilaisia
uudisverisuonitusta hillitsevid la4keaineita. Talla hetkella Kliinisissd kokeissa on
esimerkiksi kaksi ayPs-integriiniin - kohdistuvaa uudisverisuonitusta  hillitsevaa
syopalaékettd, Vitaxin® ja Cilengitidi®. Liséksi farmakoforin avulla on voitu kehitella
uusia PET- ja gammakuvausmerkkiaineita, joiden avulla olisi mahdollista kuvantaa
uudisverisuonien kehittymisté ja seurata la&keaineiden tehoa (Kuva 3) (Beer ym. 2011;
Schottelius ym. 2009; Silva ym. 2008)
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Kuva 3. RGD-sekvenssin tunnistavia yhdisteitd. (Muokattu: Schottelius ym. 2009)
ayBs-integriinin RGD-sekvenssia voidaan hyodyntaa laékekehityksessa
suunnittelemmalla siihen sitoutuvia eri rakenteen omaavia yhdisteitd. Sitoutumista
voidaan parantaa esimerkiksi PEGyloinnilla (engl. polyethylene glycol) tai liittaméalla
yhdisteeseen sokerianalogi.

4.3 Uudisverisuonitus ja a,fs-integriini ateroskleroosissa

Ateroskleroosissa tulehdus ja hapenpuute saattavat olla erityisesti uudisverisuonitusta
edistdvia tekijoitd. Vuonna 1876 Koester esitti yhteyden intiman uudisverisuonituksen
ja ateroskleroosin valilla. Normaalisti pienten verisuonten verkosto eli vasa vasorum
kulkee isompien verisuonten ja valtimoiden kuten aortan ja sepelvaltimoiden vieressa.
Vasa vasorumin tehtdva on kuljettaa happea ja ravinteita verisuonten vélill4. (Khurana
ym. 2005) Potilasnaytteitd analysoitaessa on huomattu, ettd vasa vasorumin kaltaisten
pienten verisuonten maard on liséantynyt kaksinkertaisesti hauraissa plakeissa ja
nelinkertaisesti repeytyneissa plakeissa verrattuna stabiileihin plakkeihin (Virmani ym.
2005). Moreno ryhméansa kanssa (2004) osoitti ruumiinavausten yhteydessé otetuista
aortan histologisista néytteistd, ettd uudisverisuonitus on lisdantynyt merkittavésti
plakeissa, joissa on tulehdusta ja plakinsiséistd verenvuotoa sekd& ohutkattoisissa
fibroateroomissa. Repeytyneissa plakeissa uudisverisuonitus oli myds selkeasti

lisddntynyt. (Moreno ym. 2004)
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Hoshiga ja tyotoverit (1995) selvittivdt ayPs-integriinin ilmentymistda ihmisella
normaalissa ja ateroskleroottisessa sepelvaltimossa. He kerésivat sepelvaltimonaytteita
potilailta, joille tehtiin syddmensiirto ja jaottelivat néytteet normaaliin ikd&ntymisen
aiheuttamaan intiman paksuuntumiseen ja ateroskleroottisiin plakkeihin. Naytteista
madritettiin  immunohistokemiallisten vérjdysten ja RT-PCR:n (engl. reverse
transcription polymerase chain reaction) avulla oyBs-integriinin ilmentymista.
Molemmissa ndyteryhmissd havaittiin voimakasta oy ps-integriinin  ilmentymisté
endoteelissd ja matalampaa, mutta tasaista ilmentymistd mediassa. Ei-
ateroskleroottisissa néytteissa ilmentymisen havaittiin olevan yhtenevaa intimassa ja
mediassa,  johon  kertyi  siledlihassoluja. oy Ps-integriinin  ilmentyminen
ateroskleroottisissa plakeissa oli vaihtelevaa, mutta voimakkainta varjaantymistéa
havaittiin adventitian vasa vasorumin ja plakin uudisverisuonien endoteelisoluissa ja
siledlihassoluissa. Uudisverisuonia ei havaittu ei-ateroskleroottisissa naytteissa.
Tutkimus osoitti, ettd ihmiselld o,Bs-integriinid esiintyy sekd normaalissa ettd
ateroskleroottisessa verisuonen seindmassé ja integriinilla saattaa olla tarked merkitys
siledlihassolujen liikkuvuuden ja uudisverisuonituksen séaatelyssa plakin kehittyessa.
(Hoshiga ym. 1995)

Antonov ryhmansd kanssa (2004) tutki ateroskleroottisten plakkien makrofagien ja
ayPs-integriinin yhteyttd. Sydan- ja aorttandytteet otettiin ruumiinavausten yhteydessa ja
naytteet jaoteltiin fibroateroomiin ja alkuvaiheen rasvajuosteisiin. Rasvajuosteissa,
joihin oli kertynyt vaahtosoluja, havaittiin korkeaa a,fB3-integriinin ilmentymista.
Fibroateroomissa alueilla, joihin oli kertynyt CD68-positiivisia makrofageja, havaittiin
myo0s ayPs-integriinin ilmentymistd. Osa plakin siledlihassoluista oli ayBs-integriini-
positiivisia, mutta a,Bs-integriinin ilmentyminen oli selkedsti korkeampaa median
siledlihassoluissa. ayBs-integriinid ei ilmenneta kaikissa makrofagityypeissa, ja tutkimus
osoitti ensimmdistd kertaa, ettd oyPs-integriinin ilmentyminen on lisd&ntynyt

rasvajuosteiden ja fibroateroomien aktivoituneissa makrofageissa. (Antonov ym. 2004)

Uudisverisuonituksen vaikutusta aterooman muodostumiseen ja kasvuun on tutkittu
myos monilla eldinmalleilla. Moulton tydtovereineen (1999) osoitti ApoE’-hiirilla
ensimmadista kertaa, ettd uudisverisuonitus liittyy plakin kasvuun. He testasivat

hiirimallilla kahden endoteeliin kohdistetun uudisverisuonitusta hillitsevan ladkeaineen
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endostatiinin ja TNP-470:n vaikutuksia. Ensin he osoittivat immunohistokemiallisin
varjayksin, ettd hiirimallille kehittyy aortan suuriin plakkeihin uudisverisuonia. Sen
jalkeen he osoittivat, ettd ld&keaineiden pitk&aikainen annostelu vahentaa plakin kasvua
verrattuna kontrolliryhmaan. (Moulton ym. 1999) Sama ryhma osoitti myéhemmin, etta
uudisverisuonien méaara plakissa on riippuvaista tulehdussolujen maarésté eika plakin
koosta. Ainakin hiirill& tulehdus saattaa olla ensisijainen uudisverisuonitusta edistavé
tekija verrattuna hapenpuutteeseen. (Moulton ym. 2003)

Hiljattain Tanaka tyGtovereineen (2011) esitti ApoE”-hiirill4, ettd vasa vasorumilla on
tarked merkitys ateroskleroosin patogeneesisséd. He tutkivat histologisia muutoksia
vatsa-aortan adventitiassa. Lis&&ntynyttd uudisverisuonien muodostumista havaittiin
vasta aterooman muodostumisen jalkeen. He annostelivat myods paikallisesti
uudisverisuonitusta edistavaa kasvutekijad, FGF:aa ja huomasivat, etté hiirille kehittyy
isompia plakkeja, uudisverisuonitus lisdantyi ja Mac-3-positiivisia makrofageja esiintyi
enemman verrattuna kontrolliryhmé&an. Uudisverisuonituksen osoitettiin olevan plakin
kehitysta edistava tekija, mutta ei syy plakin muodostumiseen ApoE”-hiirimallissa.
(Tanaka ym. 2011) Samankaltainen tulos on osoitettu myds LDLR™ApoB°¥1%-
hiirimallilla. Viisi kuukautta rasvadieetill olleille hiirille kehittyi plakkeja ja muodostui
tiivis vasa vasorum laskevan aortan adventitiaan. Hiiret, jotka saivat normaalia rehua,
eivét kehittadneet yhté jarjestaytynytta verisuoniverkostoa. Tutkimus osoitti ensimmaista
kertaa verisuoniverkoston yksityiskohtaisen rakenteen LDLR™ApoB"'®-hiirill4, ja

FGF2:n vaikutuksia verisuonien muodostumiseen. (Mollmark ym. 2012)

Sekd ihmisten kudosnéytteistd ettd eldinmalleista saadut tutkimustulokset ovat
osoittaneet, ettd uudisverisuonitus liittyy yleensd pitkalle edenneisiin hauraisiin
plakkeihin, ja tulehdus on voimakkaasti uudisverisuonitusta ohjaava tekija.
Uudisverisuonituksesta aiheutuvat plakin sisdiset verenvuodot saattavat lisatd plakin
repeytymisherkkyyttéd. (Khurana ym. 2005; Virmani ym. 2005)
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5 ATEROSKLEROOSIN MOLEKYYLIKUVANTAMINEN

5.1 Gamma- ja PET-kuvantaminen

Perinteisin kuvantamismenetelmin kuten rontgen-, TT- ja magneettikuvantamisen
avulla saadaan péasdantoisesti tietoa rakenteellisista muutoksista. Rakenteelliset
muutokset voidaan kuitenkin tavallisesti huomata vasta, kun sairaus on edennyt melko
pitkéalle. Kuvantamismenetelmistd gammakuvaus ja PET-kuvantaminen perustuvat
Iyhytikaisilla radioisotoopeilla leimattujen merkkiaineiden kayttoon, joiden avulla
esimerkiksi aineenvaihdunnalliset muutokset voidaan havaita jo sairauden
alkuvaiheessa. Gamma- ja PET-kuvantaminen ovat kliinisesti paivittain kéytossa muun
muassa onkologiassa, kardiologiassa, neurologiassa ja endokrinologiassa. (Korpela
2009)

Gammakuvaus perustuu rontgen- tai gammasateilevien merkkiaineiden kéayttéon, jotka
hajotessaan emittoivat yhden fotonin. Gammakuvantamisessa Yyleisesti kaytettyja

1231 217 ja ®"Ga. Pieneldinkuvantamisessa kaytetdan

radionuklideja ovat *™Tc,
tavallisesti radionuklideja, joiden fotonien energia on 25-511 keV. Fotonien energia
tulee olla riittavan suuri, jotta ne kulkeutuvat kehon lavitse, mutta toisaalta riittavéan
pieni, jotta ne pysdhtyvat kameran detektoriin. Perinteisessdé gammakuvauksessa
tutkittava kohde lahettdd sateilya kaikkiin suuntiin. Gammakamerassa kollimaattorin
avulla rajataan pois vinosti detektoria kohti tuleva sateily. Detektorina toimii
natriumjodidikide  (Nal), joka muuttaa gammasateilyn valoksi, fotoneiksi.
Valomonistinputkissa valonvélahdykset muutetaan sahkagisiksi pulsseiksi, joiden avulla

muodostetaan kuva. (King ym. 2002; Korpela 2009)

Gammakuvauksessa tarkoituksena on havaita yksittdisid fotoneita, jotka l&htevét
kuvattavasta kohteesta eri suuntiin. Fotonien alkupiste on haastavaa méaérittad, joten
kollimaattorin avulla rajataan pois fotonit, jotka eivat kulje tiettyyn suuntaan.
Potilaskuvantamisessa pitd4 kuvata riittdvan laajalta alueelta, jotta fotonien alkupiste
voidaan madrittdd, mika taas laskee herkkyyttd. Pieneldinkuvantamisessa kohde on
erittdin pieni, mika vaatii kameralta hyvaa resoluutiota. Toisaalta pieni eldin saadaan
ldhelle kameraa, joten vinosti kulkevia fotoneita ei tarvitse rajata paljoa pois. (Kuva 4)
(Chaziioannou 2005)
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Pieneldimille on my6s kehitetty erityisid mikrogammakameroita (USPECT), joissa on
erittdin hyva resoluutio. Kamerassa on kollimaattori, jossa on fotoneja keraavia pienia
reikid (engl. pinholes). Kollimaattori mahdollistaa korkean resoluution mutta herkkyys
voi kérsid, kun fotoneita kerataan vain pienelta alueelta. Mikrogammakameran avulla on
paasty 0.5 millimetrin resoluutioon, kun tavallisten gammakameroiden resoluutio on
noin 2-4 millimetrid. (Beekman ym. 2005) Gammakuvantamisen etuja korkean
resoluution liséksi ovat suhteellisen matala saderasitus tutkittavalle potilaalle tai
elaimelle, silld kéytettdvat radionuklidit ovat matalaenergisia. Matalaenergisyys
mahdollistaa myds useampien eri materiaalien kayton kameroissa. Lisdksi suurin osa
radionuklideista tuotetaan generaattorilla, joka on halvempaa verrattuna syklotronin
kayttoon. (Chaziioannou 2005; Korpela 2009)

PET-kuvantaminen eroaa gammakuvantamisesta silla, ettd syklotronilla tai
generaattorilla tuotettu radioisotooppi hajotessaan emittoi positronin. Yleisesti
kaytettyja radionuklideja PET-kuvantamisessa ovat °F, 'C, 0O ja ®Ga. Positroni
kulkee kudoksessa tietyn matkan riippuen kudoksen tiheydestd ja positronin
Kineettisestda energiasta. Kun positroni menettdd energiaansa, se annihiloituu
kohdatessaan elektronin. Annihilaatio tuottaa kaksi korkeaenergistd fotonia, jotka
emittoituvat 511 keV:n energialla vastakkaisiin suuntiin (180°). PET-kameran detektorit
on yleensa aseteltu rengasmaisesti kuvattavan kohteen ympadrille, jossa vastakkaisiin
suuntiin lahteneet fotonit havaitaan samanaikaisesti. (Kuva 4) Séhkdisen signaalin
muodostettua kuvan, vaaditaan molemmissa PET- ja gammakuvausmenetelmissé vielé
kuvan rekonstruktio, jossa matemaattisten kaavojen avulla lasketaan muun muassa

fotonien alkupisteet. (Chaziioannou 2005; Korpela 2009)

PET-kuvantaminen on erittdin herkkd menetelmd, silld kaksi fotonia havaitaan
samanaikaisesti yhden sijaan, joten alkuperdinen lahtopiste on helpompi maarittaa
janalta. PET-kameroiden resoluutiota kuitenkin huonontaa se, ettd positronin emissiota
el havaita, vaan vasta annihilaation jalkeiset fotonit havaitaan. Gammakuvantamisessa
taas havaitaan yksittdinen fotoni, joka emittoituu suoraan alkuperdisestd kohteesta.
(King ym. 2002) Kliinisessd kéaytossa olevilla PET-kameroilla paéastdédn noin 2.5
millimetrin resoluutioon ja pieneldimille tarkoitetuilla PET-kameroilla noin 1.5

millimetrin resoluutioon. (Constantinescu & Mukherjee 2009) Kliinisessa kayt0ssa
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PET-kamerat ovat resoluutioltaan parempia verrattuna gammakameroihin, mutta
pieneldinkuvantamisessa gammakamerat ovat resoluutioltaan parempia. PET-
kuvantamisen etuja ovat myos kéytettavien isotooppien lyhyt puoliintumisaika.
Esimerkiksi 18-Fluorin puoliintumisaika on 110 minuuttia, kun gammakuvantamisessa
kaytettdvan 99m-Teknetiumin puoliintumisaika on 6 h. Toisaalta PET-kuvantamisessa
kaytettdvien isotooppien energia on korkea, miké lisad niiden aiheuttamaa saderasitusta.
Molemmilla gamma- ja PET-kuvantamisella on etuja ja haittoja, jotka on tunnistettava.
Tarkeinta kuitenkin on, ettd molemmat menetelmat soveltuvat biologisten prosessien ja
molekyylien kuvantamiseen sekéd ovat ei-invasiivisia menetelmid. Ei-invasiivisuus on
muuan muassa mahdollistanut elaintutkimuksissa sen, ettd samaa eldinté voidaan kuvata

monessa aikapisteessa. (Chaziioannou 2005; Korpela 2009)

Kuva 4. Gammakuvaus- ja PET-menetelméan ero. (Muokattu: King ym. 2002) A:
Gammakuvantamisessa kohteesta havaitaan yksittdisid fotoneita. Resoluutioon ja
herkkyyteen vaikuttavat hiiren vélimatka ja kulma kollimaattorilta (b), kollimaattorin
koko (e) ja kollimaattorin vélimatka kameran detektorista (I). B: PET-kuvantamisessa
havaitaan annihilaation jalkeen (a ja b) vastakkaisiin suuntiin kulkevat fotonit renkaan
muotoisella detektorilla.
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5.2 Kuvantamiskohteita ateroskleroosissa

Ateroskleroosin molekyylikuvantaminen on keskittynyt viime vuosina hauraan plakin
tulenduksen kuvantamiseen ja monia gammakuvaus- ja PET-merkkiaineita on testattu
ldhinna eldinmalleilla. Lupaavia kohteita merkkiaineiden kehitykselle ovat olleet muun
muassa erilaiset solun aineenvaihduntareitit, monosyytit/makrofagit, ohjelmoitu
solukuolema, uudisverisuonitus ja hapenpuute. (Taulukko 2) (Libby ym. 2010; Saraste
ym. 2009)

Tutkituin merkkiaine on 18-fluorilla leimattu sokerianalogi fluorodeoksiglukoosi (‘*F-
FDG). ®F-FDG kertyy soluihin, joissa on lisaantynyt glukoosiaineenvaihdunta ja sita
on hyddynnetty laajasti monien tulehduksellisten sairauksien ja sydvén kuvantamisessa.
(Roivainen ym. 2012) F-FDG oli ensimmainen merkkiaine, jolla onnistuttiin
kuvantamaan potilaiden kaulavaltimoiden plakkeja. Rudd ja tyétoverit osoittivat, ettd
BE.FDG  kertyi  tulehtuneisiin  plakkeihin  alueille, joissa on  paljon
aineenvaihdunnallisesti aktiivisia makrofageja. (Rudd ym. 2002) My6s muut Kliiniset
tutkimukset ovat osoittaneet, ettd plakeissa ®F-FDG-kertymad on yhtenevaa
makrofagikertymén kanssa (Menezes ym. 2011; Tawakol ym. 2006). Liséksi erilaisissa
ateroskleroosin elainmalleissa on onnistuttu kuvantamaan plakkeja ‘*F-FDG:n avulla.
Worthley ja tyStoverit (2009) pystyivét **F-FDG: 14 kuvantamaan aortan tulehdusastetta
kokeellisessa kanimallissa (Worthley ym. 2009). ApoE”- ja LDLR™ApoB .
hiirimallilla on saatu vastaavia tuloksia Kliinisten tutkimusten kanssa, silla *F-FDG
kertyi plakeissa alueille, joissa oli paljon makrofageja (Laitinen ym. 2006; Silvola ym.
2011; Zhao ym. 2008). Viime aikoina *|F-FDG:ta on kaytetty onnistuneesti myos
erilaisissa interventiotutkimuksissa. Tawakol ja tyotoverit osoittivat, ettd *F-FDG:n
avulla voitiin seurata statiini-hoidon tehoa potilailla. Potilailla, jotka saivat suuren
annoksen atorvastatiinia (80 mg), *®F-FDG:n kertym4 véheni seurannassa, joka saattaa
kertoa ateroskleroottisten plakkien tulehdusasteen muutoksista. (Tawakol ym. 2013)

Toinen lupaava solun aineenvaihduntaa kuvaava molekyyli on koliini, jonka
aineenvaihdunta on lisdantynyt aktivoituneissa makrofageissa (Boggs ym. 1995). Matter
ryhmansa kanssa (2006) testasi 18-fluorilla leimattua fluorometyylikoliinia (‘*®F-FCH)
ApoE™-hiirten plakkien kuvantamiseen. He my6s vertasivat *F-FCH:ta *®F-FDG:hen ja

YC-FDG:hen samoissa plakeissa ja osoittivat, ettd °F-FCH kertyi spesifisemmin
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plakkeihin, silla **F-FCH korreloi '®F-FDG:td ja *C-FDG:ta paremmin plakkien
rasvavarjayksen ja makrofagien kanssa. (Matter ym. 2006) LDLR™ApoB™%.
hiirimallilla saatiin vastaavia tuloksia, kun **C-koliini kertyi tulehtuneisiin plakkeihin,
joissa oli paljon makrofageja (Laitinen ym. 2010). Ensimmadiset kliiniset tutkimukset
ovat osoittaneet, ettd °F-FCH ja !C-koliini saattaisivat olla potentiaalisia
ateroskleroosin  kuvantamisessa, silla '°F-FCH:lla ja '!'C-koliinilla pystyttiin
havaitsemaan ateroskleroottisia muutoksia verisuonen seindméssa potilailla (Buccerius
ym. 2008; Kato ym. 2009).

Plakin kehittymisen aikana aktiiviset makrofagit ilmentévat pinnallaan reseptoreita ja
molekyyleja, joita on voitu hyddyntaa merkkiaineiden kehityksessa. *'C-PK11195 on
perifeerisen bentsodiatsepiinireseptorin  (PBR) ligandi. Nykyisin PBR-molekyylié
kutsutaan 18 kDa:n translokaattoriproteiiniksi (TSPO, engl. translocator protein 18 kDa)
TSPO-reseptoria ilmennetaan aktivoituneiden makrofagien pinnalla. *'C-PK11195:n on
osoitettu kliinisissa tutkimuksissa kertyvan tulehtuneeseen suonen seindméan ja
tulehtuneisiin kaulavaltimon plakkeihin. (Gaemperli ym. 2011; Pugliese ym. 2010)
LDLR”ApoBX % hjirilla  'C-PK11195 kertyi my6s makrofageja sisaltaviin
plakkeihin. "'C-PK11195:n kliinista kaytto4 saattaa kuitenkin rajoittaa sen kertyminen
mya0s terveen suonen seindméaan. (Laitinen ym. 2008). Toinen lupaava aktivoituneiden
makrofagien pinnalla ilmentyva reseptori on folaattireseptori (FR). Hiljattain Ayala-
Lopez tyéryhmansa kanssa (2010) onnistui kuvantamaan folaattireseptoriin sitoutuvalla
ligandilla, ®™Tc-EC20 merkkiaineella ApoE"-hiirten plakkeja. **™Tc-EC20:n kertyma
oli yhtenevdd makrofagien kanssa. (Ayala-Lépez ym. 2010) Makrofagien pinnalla
ilmennetd&n myods somatostatiinireseptorin alatyyppid 2 (SSTR;). Rominger ja
tyotoverit (2010) testasivat sepelvaltimoiden plakkien kuvantamista ®Ga-DOTATATE-
merkkiaineella, joka on SSTRz:n ligandi. Potilailla ®Ga-DOTATATE kertyi
voimakkaasti sepelvaltimoiden kalkkiutuneisiin plakkeihin. (Taulukko 2.) (Rominger
ym. 2010)

Tarked vaihe plakin kehitykselle on monosyyttien paasy intiman puolelle. Kircher ja
tydtoverit (2008) leimasivat monosyytteja *'In-oxinilla ja injektoivat leimattuja
monosyytteja ApoE’-hiiriin. Gammakuvauksen avulla voitiin seurata monosyyttien

kulkeutumista verenkierrosta plakkeihin, joissa suurin kertymé havaittiin makrofageja
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sisdltavilla alueilla. (Kircher ym. 2008) VCAM-1 adheesiomolekyyli on tarkea
monosyyttien ja muiden leukosyyttien péasyssa intiman puolelle. Nahrendorf ryhménsé
kanssa (2009) onnistui kuvantamaan ApoE™-hiirissé VCAM-1-molekyylia ‘*F-4V-
peptidin avulla. (Nahrendorf ym. 2009)

Hauraan plakin apoptoottiset makrofagit ja sileélihassolut ovat olleet merkkiaineiden
kehityksen kohteena, silla apoptoottiset solut ja nekroottinen ydin edesauttavat plakin
repeytymista (Laufer ym. 2009). Apoptoosin aikana solut ilmentavét pinnallaan
fosfatidyyliseriinia, jonka ligandi on Annexin A5. (Koopman ym. 1994; Laufer ym.
2009) Kolodgie ryhménsa kanssa (2003) testasi ensimmadista kertaa teknetiumilla
leimattua Annexin Ab5:ttd kokeellisessa kanimallissa ateroskleroottisten plakkien
apoptoosin havaitsemiseen ex vivo. Annexin A5 Kkertyi huomattavasti enemmaén
ateroskleroottiseen aorttaan kuin kontrolliaorttaan. (Kolodgie ym. 2003) **™Tc-annexin
A5:11a onnistuttiin - kuvantamaan ApoE"'- ja LDLR™-hiirten aortan plakkeja, ja
histologian perusteella merkkiaineen kertymé oli yhtenevdd makrofagien ja apoptoosin
kanssa (Isobe ym. 2006). Myods ateroskleroosin kokeellisessa sikamallissa **™Tc-
annexin A5:l1a pystyttiin kuvantamaan sepelvaltimoiden plakkeja (Johnson ym. 2005).
Ensimmaisessé kliinisessa kokeessa Kietselaer ja tytoverit (2004) onnistuivat *™Tc-
annexin A5:11a kuvantamaan kaulavaltimoiden plakkeja potilailla, joilla oli hiljattain
ollut sydankohtaus (Kietselaer ym. 2004). Kun **™Tc-annexin A5:tta on verrattu ‘°F-
FDG:hen, ®*™Tc-annexin A5 saattaisi olla parempi hauraiden plakkien kuin alkuvaiheen
plakkien havaitsemiseen, silla lisddntynyttd apoptoosia esiintyy vasta plakkien
myO6hemmissa kehitysvaiheissa (Zhao ym. 2007).

Hauraassa plakissa esiintyy usein my0s hapenpuutetta, mika saattaa lisata tulehdusta,
rasvapartikkelien kertymistd plakkiin ja uudisverisuonien muodostumista. Potilaiden
hauraissa plakeissa tiedetdan esiintyvdn hapenpuutteesta karsivid alueita. (Hultén &
Levin 2009, Sluimer ym. 2008) Silvola ja tyttoverit (2011) ovat ainoat, jotka ovat
testanneet plakkien hapenpuutteen havaitsemista LDLR”ApoB%. ja IGF-II-LDLR™
ApoB%% hjirilla ex vivo. Testattu merkkiaine oli ®F-EF5, joka muodostaa
kovalenttisia sidoksia hapenpuutteesta karsivien solujen kanssa. Tutkimuksessa *°F-
EF5:n osoitettiin kertyvén ateroskleroottisten hiirten plakkien hapenpuutteesta karsiville

alueille. (Silvola ym. 2011) Potilaiden plakkien hapenpuutteen on osoitettu olevan
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yhtenevad uudisverisuonien muodostumisen  kanssa, joten uudisverisuonien
moleekyylikuvantamista on kasitelty tarkemmin seuraavassa kappaleessa (Sluimer ym.
2008).

Taulukko 2. Esimerkkeja ateroskleroottisen plakin kuvantamiskohteista ja
testatuista merkkiaineista.

PBR/TSPO = bentsodiatsepiinireseptori/translokaattoriproteiini, FR = folaattireseptori,
SSTR, = somatostatiinireseptorialatyyppi 2 ja VCAM-1 = verisuonen
adheesiomolekyyli-1.

Kohde Merkkiaine Malli

Glukoosiaineenvaihdunta “°F-FDG hiiri, kani, ihminen

Koliiniaineenvaihdunta  **F-FCH hiiri, ihminen
C-koliini hiiri, ihminen

Makrofagien PBR/TSPO  C-PK11195 hiiri, ihminen

Makrofagien FR PMTC-EC20 hiiri

Makrofagien SSTR; 8Ga-DOTATATE ihminen

Monosyytit " n-oxini hiiri

VCAM-1 =AY/ hiiri

Apoptoosi 9MTc-Annexin A5 hiiri, kani, sika, ihminen

Hapenpuute ¥F.EF5 hiiri

Uudisverisuonitus *Ga-DOTA-RGD hiiri

18E_Galacto-RGD hiiri
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5.3 Uudiverisuonituksen ja a,ps-integriinin kuvantaminen

Viime vuosina hauraan plakin uudisverisuonitus ja kohdemolekyyli o,fs-integriini ovat
olleet kiinnostuksen kohteina PET- ja gammakuvantamisessa, silld oyps-integriinin
ilmentyminen on matalaa normaalissa fysiologiassa, mutta lisadntyy erilaisissa
patologisissa tiloissa. Kesslerin tutkimusryhmé kehitti ensimmaisen lupaavan syklisen
RGD-sekvenssin sisaltavdn monomeerisen pentapeptidin, joka sitoutui valikoiden oy p3-
integriiniin  (Aumailley ym. 1991). Pentapeptidin rakenteen perusteella kehitettiin
ensimmainen radioleimattu RGD-peptidi, jota tutkittiin in vivo. Radiojodilla (**I)
leimattu peptidi kertyi kasvaimeen, mutta sitd kertyi liikaa myds maksaan ja
ohutsuoleen, joten peptidi ei soveltunut potilaskéyttéon. (Beer & Schwaiger 2008;

Schottelius ym. 2009)

Monomeeristen RGD-peptidien farmakokineettisia ominaisuuksia on voitu parantaa
muokkaamalla rakennetta erilaisin tavoin. Peptideihin on liitetty sokeriaminohappo-osa
kuten glukoosi- tai galaktoosi-osa. Sokeriosan lisdédminen on edistanyt peptidin
poistumista elimistostd munuaisten kautta. PEGylointi on toinen tapa, jolla on
onnistuttu  parantamaan  monomeeristen  RGD-peptidien  farmakokineettisia
ominaisuuksia. Liséksi on kehitetty multimeerisia RGD-peptidejd, jotka ovat sitoutuneet
erittdin hyvin a,fBs-integriiniin. (Kuva 3). (Beer & Schwaiger 2008; Schottelius ym.
2009)

Eri radioleimattuja RGD-peptidejd on tutkittu paljon prekliinisissd kokeissa.
Monomeeriset °F-Galacto-RGD ja '?’I-Gluco-RGD ovat osoittaneet hyvaa
kasvainspesifisyyttd ihmisen Mz21-melanoomasolumallissa.  Liséksi  esimerkiksi
tetrameerinen **Cu-DOTA-E[E[¢(RGDfK)]]> on sitoutunut hyvin o.Bs-integriiniin
hiirten kasvaimissa. (Beer ym. 2011) RGD-peptideistd ‘®F-Galacto-RGD on
ensimmainen PET-merkkiaine, joka on ollut Kliinisissd kokeissa syOpapotilailla.
Merkkiaineella  pystyttiin  onnistuneesti kuvantamaan erilaisia syopid kuten
melanoomaaa ja osteosarkoomaa, jotka ilmensivit ayBs-integriinia. Lisaksi *F-Galacto-
RGD:n kokokehojaukauma ja kinetiikka olivat soveltuvia potilaiden kuvantamiseen.
(Beer ym. 2005) Toinen téalla hetkelld kliinisissa kokeissa oleva RGD-peptidi on
gammakuvausmerkkiaine, **™Tc-Maraciclatidi (NC100692, GE Healthcare). Faasin I

tutkimuksessa **™Tc-Maraciclatidin avulla pystyttiin kuvantamaan 19 rintasyopaa
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22:sta. " Tc-Maraciclatidi oli lisaksi turvallinen ja hyvin siedetty potilailla. (Bach-

Gansmo ym. 2006).

Viime vuosina ayPs-integriinid on tutkittu lupaavana PET-kuvantamiskohteena
ateroskleroosissa kahdessa prekliinisessé tutkimuksessa. Haukkala ja tyotoverit (2009)
tutkivat galliumilla leimatun ®®*Ga-DOTA-RGD-peptidin kertymista ateroskleroottisiin
plakkeihin LDLR™ApoB*®®._hijrilla. DOTA-RGD on monomeerinen RGD-peptidi,
joka sitoutuu a,B3- ja oyPs-integriineihin. Peptidin kokokehojaukaumaa tutkittiin
mittaamalla gammalaskijalla eri kudosten aktiivisuuksia, ja tarkempi analyysi peptidin
kertymisesta ateroskleroottisiin plakkeihin tehtiin ex vivo -autoradiografialla. Korkein
%8Ga-DOTA-RGD kertymd havaittiin munuaisissa LDLR™ApoB!®®.hiirilla ja
C57BL/6N-kontrollihiirilla&.  Ryhmien valilla ei ollut eroa aortan *®Ga-
radioaktiivisuuskertymassa. Histologisten varjaysten perusteella LDLR”ApoB®%1%-
hiirilla aortan kaaren plakit olivat fibroaterooma-tyyppisia ja niissd oli selke&a
makrofagien kertymaé. Autoradiografia-analyysissa osoitettiin, ettd *®Ga-DOTA-RGD
kertyma oli merkittavasti korkeampi plakeissa kuin terveessa verisuonen seindmassa tai
adventitiassa. (Haukkala ym. 2009)

Laitinen ja tydtoverit (2009) selvittivat paljon tutkitun ®F-Galacto-RGD-peptidin
soveltuvuutta ateroskleroosin tulehduksen ja uudisverisuonituksen kuvantamiseen
LDLR”ApoB . hiirilla. *®F-Galacto-RGD on spesifinen ligandi a,fs-integriinille.
Kokokehojaukaumamittauksissa osoitettiin, ettd ‘®F-Galacto-RGD:n kertyma oli
merkittavasti  suurempi  LDLR”ApoB'®®.hjirten aortoissa kuin C57BL/6N-
kontrollihiirten aortoissa. Ateroskleroottisilla hiirilld merkkiaineen kertymé oli liséksi
korkeampi maksassa. Autoradiografia-analyysi osoitti, etta *®F-Galacto-RGD:n kertyma
oli merkittavasti suurempi aortan kaaren plakeissa kuin terveessé verisuonen seindmassa
tai adventitiassa. Kun vertailtiin immunohistokemiallisia vérjayksia ja autoradiografia-
analyysin tuloksia, huomattiin, ettd merkkiaineen kertyma oli suurinta plakeissa, joissa
oli paljon makrofageja. Uudisverisuonten muodostusta ei havaittu tutkituissa plakeissa.
Tutkimus osoitti, ettd ‘°F-Galacto-RGD saattaisi olla lupaava merkkiaine

ateroskleroosin tulehduksen kuvantamiseen. (Laitinen ym. 2009)
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TUTKIELMAN KOKEELLINEN OSA

Tadmédn erikoistyon tarkoituksena oli selvittdd uuden o, fB3-integriiniin kohdentuvan
gammakuvausmerkkiaineen, *™Tc-Maraciclatidin soveltuvuutta ateroskleroottisten
plakkien uudisverisuonituksen kuvantamiseen ja plakkien haurauden arvioimiseen

ateroskleroosin LDLR™ApoB*®_hjirimallissa.
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6 MATERIAALIT JA MENETELMAT

6.1 Maraciclatidi

Tyossa kaytettava peptidi oli Maraciclatidi toiselta nimeltd NC100692 (GE Healthcare),
joka leimattiin **™Tc:lla. Maraciclatidi on RGD-aminohapposekvenssin sisaltava
syklinen monomeerinen peptidi (M = 1697 g/mol), joka sitoutuu o,B3- ja onPs-
integriineihin. RGD-aminohapposekvenssi pysyy oikeassa konformaatiossa rikkisillan
ja tioeetterisillan avulla. Radionuklidi *™Tc liittyy peptidin N-terminaaliseen paahan

liitettyyn kelaattoriin ja peptidin C-terminaalinen pda on PEGyloitu (Kuva 5).
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Kuva 5. Maraciclatidin molekyylirakenne. (Edwards ym. 2008)

6.2 Merkkiaineen leimaus

Tyossd kaytettava “™Tc tuotettiin leimausta varten *Mo/**™Tc-generaattorilla
(vuoroviikoin Map Medical, Tikkakoski, Suomi (raaka-aine 99-Molybdeeni Kanadasta)
tai Covidien, Petten, Hollanti). Generaattorissa emonuklidi Mo, jonka
puoliintumisaika on 66 tuntia, hajoaa tytarnuklidi ®™Tc:ksi, jonka puoliintumisaika on
kuusi tuntia. *™Tc hajoaa edelleen *°Tc:ksi lahettden 140 kiloelektronivoltin
gammasateilyd. ®™Tc eluoitiin  generaattorista  fysiologisella NaCl-liuoksella
(Natriumklorid Braun 9 mg/ml, B. Braun Melsungen AG., Melsungen, Saksa).

Merkkiaineen leimaus suoritettiin  GE Healthcare:n ohjeiden mukaisesti. Jokaista
tutkimuspaivéa varten tehtiin yksi merkkiainesynteesi. GE:ltd saatiin leimaukseen
kaytettava valmis kuiva reaktioseos, joka sisalsi 75 pg (44 nmol) peptidid. Reaktioseos

otettiin j&akaapista huoneenldampdon lyijykaappiin noin tuntia ennen leimausta. Kun



32

peptidi oli huoneenlampdista, lasipulloon lisattiin 2.0 GBq *™Tc:t4, jonka tilavuus oli
noin 3.0 ml. Taman jalkeen pulloa kdanneltiin muutaman kerran, jotta peptidi liukeni ja

inkuboitiin huoneenlammaossa 20 minuuttia.

Ennen kuin *™Tc-Maraciclatidi voitiin kayttaa, sen radiokemiallinen puhtaus (RCP,
engl. radiochemical purity) analysoitiin ohutlevykromatografian (TLC, engl. thin layer
chromatography) avulla. Ajoliuoksena kaytettiin metanolia (Methanol, Rathburn
Chemicals Ltd.,, Walkerburn, Skotlanti) ja 1 molaariseksi laimennettua
ammoniumasetaattia (5M NH4OAc, Fluka Analytical (Sigma-Aldrich), Buchs, Sveitsi)
suhteessa 50:50, jota laitettiin ajokammioiden uriin 10 ml/ura. Ajokammioiden annettiin
tasoittua huoneenlammaossé kansi pdélla 20 minuuttia ennen ajoa. ITLC-levyt (iTLC-
SA, Varian, Inc. Lake Forest, CA, USA) lampo6aktivoitiin uunissa (110 °C) tunnin ajan
ennen kayttda. *™Tc-Maraciclatidi-leimausliuoksesta otettiin nayte, josta valmistettiin
laimennos (1 pl **™Tc-Maraciclatidia ja 100 pl NaCl:a) laatuajoa varten. *°™Tc-
Maraciclatidi-laimennosta aplikoitiin toiselle ITLC-levylle 1 pl ja toiselle ITLC-levylle
2 pl. ITLC-levyt laitettiin ajokammioihin ajautumaan 48 minuutiksi. Ajon jalkeen levyt
kuivattiin lamminpuhaltimella ja leikattiin kolmeen osaan. Levyt leikattiin 4.0 cm:n
paasta ja 8.5 cm:n péésta aplikointipisteestad. Tuotteen piti olla 4.0 cm:n ja 8.5 cm:n
valisessa osassa ja epapuhtaudet keskiosan ulkopuolella. Koko levyn radioaktiivisuus ja
keskiosan radioaktiivisuus mitattiin gammalaskijalla (1480 Wizard 3 Gamma Counter,
Wallac, Turku, Suomi), joka oli ristiinkalibroitu annoskalibraattorin kanssa (VDC-202,
Veenstra Instruments, Joure, Alankomaat). Mittauksista laskettiin radiokemiallinen
puhtaus kaavalla, % *™Tc-Maraciclatidi = levyn keskiosan aktiivisuus / koko levyn
aktiivisuudella x 100%. Radiokemiallisen puhtauden piti olla yli 85 %, ja *™Tc-
Maraciclatidi piti kayttdd kuuden tunnin sisalla valmistuksesta. Ylimaaraisen %™Tc-
Maraciclatidin annettiin puoliintua lyijykaapissa, jonka jalkeen se havitettiin normaalina

laboratoriojatteena.

6.3 Tutkimuseldimet

Tutkimuseldimind  kaytettiin  ateroskleroottisia LDLR”ApoB**®.jiria  (kanta
#003000, The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) ja kontrollieldimina
C57BL/6N-kannan hiiria. LDLR” ApoB**"®_hjiria pidettiin rasvadieetilla (TD 88137,
Harlan Teklad, siséltden 42 % kaloreita rasvasta ja 0.2 % kaloreita kolesterolista, ei

sisalla natriumkolaattia) nelja kuukautta. Rasvadieetti oli aloitettu hiirten ollessa kaksi
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kuukautta vanhoja. Kontrollihiiret olivat tutkimushetkelld neljan kuukauden ikaisia ja
ne olivat olleet tavallisella ruokinnalla. Tutkimuksen aikana hiiret olivat Turun
yliopiston koe-eldinkeskuksen tiloissa ja niilla oli 12 tunnin valo-pimed-sykli seka
ruokaa ja vettd koko ajan saatavilla. Tarkemmat tiedot tutkimuseldimistd on esitetty
Taulukossa 3. Kaikki eldinkokeet olivat Etela-Suomen l&&nin eldinkoelautakunnan
hyvaksymié (lupanumero 1583/04.10.03/2012).

Taulukko 3. Tutkimuksessa kaytetyt elaimet.

Kanta Naaraat Paino Urokset Paino
(ka £ sd, g) (ka + sd, g)

LDLR”ApoB**** 10 24+ 4 10 34+8

C57BL/6N 10 24 £5 10 27 %3

ka = keskiarvo, sd = keskihajonta (engl. standard deviation)

6.4 Radioaktiivisuuden kokokehojakaumatutkimukset

9mTc-Maraciclatidin kertyminen ja jakautuminen eri kudoksiin, vereen ja virtsaan
tutkittiin  kokokehojaukaumamittauksilla (ex vivo -biodistribuutio). Injektiota varten
hiiret nukutettiin inhalaatioanestesialla (Isofluran Baxter, Baxter Oy, Helsinki, Suomi).
Anestesia indusoitiin 3-3.5 % isofluraanilla ja anestesian yllapitoon kaytettiin 1.5 %
isofluraania. Hiiret pidettiin koko ajan lampomaton paalla hypotermian vélttamiseksi ja
hantalaskimo kanyloitiin. Keskimaarin 12 + 2.6 MBq (tilavuus 91 + 21 pl) *™Tc-
Maraciclatidia injisoitiin hantélaskimoon bolus-injektiona ja kanyyli huuhdeltiin lopuksi
natriumkloridilla. *™Tc-Maraciclatidin radiokemiallinen puhtaus oli jokaisella kerralla
yli 95 % ja spesifinen radioaktiivisuus (SA, egl. specific radioactivity) synteesin lopussa
keskimaéarin 43 £ 3.4 MBg/nmol. Hiiret lopetettiin 60 minuutin kuluttua merkkiaineen
injektiosta. Ensin tehtiin sydanpunktio syvéssd isofluraaninukutuksessa, jossa veri
otettiin ruiskulla talteen sydédmesté heparinisoituun putkeen (Minicollect, Greiner Bio-
One GmbH, Kremsmunster, Itdvalta). Taman jalkeen eldin lopetettiin valittomasti
niskamurrolla. Verestd otettiin ndyte kokokehojaukaumamittauksiin ja loppu kokoveri
sentrifugoitiin valittémasti (2,118 g, 5 min + 4 °C) plasman erottamista varten. Hiirista
keréttiin talteen veren ja plasman lisdksi aortta, haima, hantd, imusolmukkeet,
kateenkorva, keuhkot, lihas (reisi), luu (s&éri), maksa, munuainen, perna, ruskea rasva

(engl. BAT = brown adipose tissue), ohutsuoli, sydan (apex), valkea rasva (engl. WAT
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= white adipose tissue) ja virtsa. Veri, plasma, virtsa ja palaset tutkittavista elimista
laitettiin punnittuihin putkiin, punnittiin (Kern ABT 220-5DM, Kern & Sohn GmbH,
Balingen, Saksa) ja radioaktiivisuudet mitattiin gammalaskijalla (1480 Wizard 3”
Gamma Counter, Wallac, Turku, Suomi). Ateroskleroottisten hiirien sydamet laitettiin
10 prosenttiseen formaliiniin (Reagena, Toivala, Suomi) jatkotutkimuksia varten.
Radioaktiivisuuskonsentraatiot (radioakt./g kudosta) korjattiin *°™Tc:n puoliintumisajan
suhteen injektiohetkeen, josta vahennettiin myos taustasateily ja héantdan jaanyt
radioaktiivisuus.  Tulokset esitettiin ~ %ID/g-arvoina  (%ID/g = injisoidun

radioaktiivisuuden prosenttiosuus / kudoksen paino, g) (ID, engl. injected dose).

6.5 Aortan autoradiografiatutkimukset

9MTc-Maraciclatidin kertyminen aorttaan tutkittiin yksityiskohtaisemmin ex vivo -
autoradiografialla. Aortta preparoitiin varovasti esiin ja laskeva aortta katkaistiin pallean
kohdalta. Aorttaa huuhdeltiin natriumkloridilla, jotta veri saataisiin pois eika aortta
paasisi kuivumaan. Aortta puhdistettiin huolellisesti muun muassa ymparoivasta
rasvakudoksesta. Sen jalkeen aortta jaadytettiin ja leikattiin kryomikrotomilla
(Microtome cryostat, Leica CM3050, Nussloch, Saksa) (-15 °C) pitkittaissuuntaisesti
rinnakkaisiksi 20 pm:n ja 8 pm:n j&aleikkeiksi, jotka aseteltiin mikroskooppilaseille.
Leikkeita kuivattiin lamminpuhaltimen avulla 5 minuuttia, jonka jalkeen ne laitettiin
kasetteihin valottumaan menetelmdan tarkoitetuille IP-levyille (Fuji Imaging Plate
BAS-TR2025, Fuji Photo Film Co., Ltd., Tokio, Japani). Leikkeiden annettiin valottua
20 tuntia, jonka jélkeen IP-levyt skannattiin BAS-5000-lukijalla (Fuji Analyser BAS-
5000, Fuji Tokio, Japani) kayttden 25 pm:n resoluutiota. Leikkeet pakastettiin (-70 °C)

jatkoanalyyseja varten.

20 pm:n jéé&leikkeille tehtiin hematoksyliini-eosiini-varjdys (HE-vérjdys) aortan
histologian tarkastelua varten. HE-leikkeet kuvattiin mikroskoopilla (Olympus BX43
system microscope, Olympus corporation, Tokio, Japani) tai lasiskannerilla
(Pannoramic 250 Flash, 3DHistech Ltd., Budabest, Unkari) ja kuvankasittelyohjelman
(Gimp 2.6.10, Free Software Foundation Inc., Boston, MA, USA) avulla piirrettiin
aariviivakuvat, jotka yhdistettiin autoradiografiakuviin helpottamaan autoradiografia-
analyysin tekemistd. Kustakin hiiresta valittiin 6-8 edustavaa aorttaleiketta analyysia

varten. Aortan histologian perusteella autoradiografiakuviin piirrettiin Tina-ohjelman
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avulla (Tina 2.1, Raytest Isopemessgerate, GmbH, Straubenhardt, Saksa) viisi erilaista
milenkiintoaluetta (engl. ROI = region of interest). Alueet olivat intima (plakki), plakin
alla oleva media, kalkkikohta plakissa, terve suonen seindmé ja adventitia. Tulokset
esitettiin PSL/mm?-arvoina (PSL/mm? = fotostimuloitu luminesenssi / neliémillimetri)
(engl. photostimulated luminescence). PSL/mm?arvoista vahennettiin  taustan
aktiivisuus ja kunkin hiiren tulokset korjattiin **™Tc:n puoliintumisajan suhteen

valotuksen aikana ja normalisoitiin injisoidun annoksen radioaktiivisuuden mukaan.

6.6 Immunohistokemialliset tutkimukset

Immunohistokemiallisilla varjayksilla selvitettiin tarkemmin ateroskleroottisten hiirien
aorttojen tulehdusastetta. Hiirien sydamet fiksoitiin formaliinilla ja valettiin paraffiiniin.
Aortan tyvestda syddmen ldppérakenteiden tasolta leikattiin poikittaisia 5 pm:n
rinnakkaisia paraffiinileikkeit, joille tehtiin makrofagi-varjays. Vasta-aineena kaytettiin
anti-Mac-3 -vasta-ainetta (Clone M3/84, BD Pharmigen, BD550292, USA).
Varjaysprotokollassa antigeenin paljastus tehtiin kuumentamalla leikkeita kattilassa 10
mM sitraattipuskurissa (pH 6.0), jonka jalkeen leikkeitd inkuboitiin tunnin ajan primaari
vasta-aineella (rat anti-mouse Mac-3, laimennos 1:5000 siséltden 3 % naudan seerumin
albumiinia). Endogeeninen peroksidaasi blokattiin 1 %:lla vetyperoksidilla. Taman
jalkeen leikkeille laitettiin ensin sekundééri vasta-aine (polyclonal rabbit anti-rat, Dako,
E0468, Tanska, laimennos 1:200 siséltden 0.05 M Tris-HCI, pH 7.6 + 0.05 % Tween
20) 30 minuutin ajaksi, jonka jalkeen laitettiin tertidéri vasta-aine (En Vision+ System-
HRP-labelled goat anti-rabbit, DakoCytomation, K4003, Tanska, laimennos 1:200
sisaltdéen 0.05 M Tris-HCI, pH 7.6 + 0.05 % Tween 20) 30 minuutin ajaksi.
Taustavaring kaytettiin Mayerin hematoksyliinia.

Aortan tyvileikkeet Kkuvattiin ja kustakin hiirestd valittiin 1-3 edustavaa leikettd
analyysiin. GIMP-kuvankaésittelyohjelman avulla aortan tyvistd rajattiin erikseen
intiman ja median alue, joista molemmista mé&éritettiin pinta-ala Imagel-
analyysiohjelman avulla (ImageJ, Fiji, NIH, Bethesda, MD, USA). Samaa ohjelmaa
kéayttden madritettiin makrofagien maara ruskean vérin perusteella intimassa. Tdméan
jalkeen voitiin pinta-aloista laskea intima-media-suhde (IM-suhde) sek& makrofagien
prosentuaalinen osuus intimassa (makrofagi-% = makrofagien maaré / intiman pinta-ala

x 100 %). IM-suhde x makrofagi-% kaavalla voitiin lisdksi kuvata makrofagien osuutta
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suhteessa intiman kokoon. Lopuksi tarkasteltiin intiman makrofagi-% ja

autoradiografiatulosten valista korrelaatiota.

6.7 Tilastollinen analysointi

Kaikki tulokset on esitetty keskiarvoina + keskihajonnat (ka * sd). Ei-parittaisten
tulosten tilastolliseen tarkasteluun kahden ryhmaén vélilla kaytettiin t-testid ja ANOVAa
Tukey-korjauksella. Parittaisia tuloksia kahden ryhman valilla tarkasteltiin parittaisen t-
testin avulla. Korrelaatio arvioitiin lineaarisella regressioanalyysilla. Tilastolliset
analyysit ja korrelaatio tehtiin SAS-tilasto-ohjelmalla (versio 9.1, SAS Institute, Inc.,
Cary, NC, USA) tai Origin-ohjelmalla (versio 7.5, Microcal, Northampton, USA). P-
arvon ollessa <0.05, tuloksia pidettiin tilastollisesti merkitsevina.
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7 TULOKSET

7.1 Radioaktiivisuuden kokokehojakauma

Yhteensa 20 LDLR ™ ApoB!®®_hiirt4 (10 naarasta ja 10 urosta) ja 20 C57BL/6N-hiirta
(10 naarasta ja 10 urosta) siséllytettiin radioaktiivisuuden kokokehojakauma -
analyysiin. Kuvassa 6 on esitetty *™Tc-radioaktiivisuuden jakautuminen eri kudoksiin
tunti ™ Tc-Maraciclatidi injektion jalkeen. Suurin radioaktiivisuuskertyma molemmissa

ryhmissa havaittiin munuaisissa, ohutsuolessa, keuhkoissa, maksassa ja pernassa.

2,50

2,00
B LDLR-/-ApoB100/100

T T C57BL/6N
1,50 |

%ID/g

1,00

0,50

0,00

Kuva 6. *™Tc-Maraciclatidin kokokehojakauma. Tulokset on esitetty %ID/g-arvoina
ja naaraat ja urokset on yhdistetty ryhmissd. BAT = ruskea rasva ja WAT = valkea
rasva.

Taulukoissa 4 ja 5 on esitetty tarkemmin merkkiaineen jakautuminen eri kudoksiin, ja
molempien ryhmien sisalla naaraita ja uroksia on tarkasteltu erikseen. *™Tc-
Maraciclatidi kertyi enemman ateroskleroottisten hiirten aorttaan (0.28 £ 0.09 %ID/g)
kuin kontrollihiirten aorttaan (0.21 = 0.09 %ID/g), mutta ero ei ollut tilastollisesti
merkitseva (p=0.052). Kummassakaan ryhmassé aortan radioaktiivisuuskertymassa ei
ollut eroa sukupuolten valilla. Ateroskleroottisilla hiirilla *™Tc-Maraciclatidi kertyi
merkitsevasti enemmé&n haimaan, kateenkorvaan, keuhkoihin, lihakseen, maksaan,

pernaan ja vereen kuin kontrollihiirilla (Taulukko 4).
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Taulukko 4. *™Tc-Maraciclatidin kokokehojakauma. Tulokset on esitetty %ID/g-
arvoina (keskiarvo = keskihajonta) ja uros ja naaras hiirien tulokset on yhdistetty. p-

arvo kuvaa tilastollista eroa ryhmien vélilla (ANOVA).

LDLR”ApoB®/1%® C57BL/6N p-arvo
Aortta 028 = 0.09 0.21 + 0.09 0.052
Aortta-sydan-suhde 264 + 1.10 220 + 0.74 0.263
Aortta-veri-suhde 237 = 135 2.62 + 1.08 0.744
Haima 0.15 + 0.04 0.11 £ 0.05 0.013
Imusolmukkeet 021 + 0.09 0.18 + 0.04 0.477
Kateenkorva 0.26 + 0.06 0.18 + 0.02 <0.0001
Keuhkot 054 + 0.16 042 + 011 0.019
Lihas 0.09 + 0.02 0.07 + 0.01 0.0003
Luu 0.18 = 0.05 0.17 + 0.06 0.781
Maksa 050 = 0.15 0.29 + 0.11 <0.0001
Munuainen 148 + 0.63 1.25 = 0.49 0.401
Ohutsuoli 122 + 045 1.01 £ 040 0.276
Perna 047 + 0.12 0.34 + 0.09 0.001
Plasma 022 + 0.19 0.23 + 0.23 0.997
Rasva, BAT 0.15 + 0.06 0.13 + 0.03 0.317
Rasva, WAT 0.07 + 0.05 0.08 + 0.06 0.913
Sydan 011 + 0.04 0.10 + 0.03 0.391
Veri 0.13 + 0.06 0.09 + 0.01 0.002

Taulukko 5. *™Tc-Maraciclatidin  kokokehojakauma uros ja naaras hiirilla.
Tulokset on esitetty %ID/g-arvoina (keskiarvo * keskihajonta). p-arvo kuvaa tilastollista
eroa naaraiden ja urosten valilla ryhmissa.

LDLR"ApoB0%/1%® C57BL/6N

Naaraat Urokset p-arvo Naaraat Urokset p-arvo
Aortta 028 + 0.07 0.27 = 0.12 0.761 0.23 + 0.08 0.20 + 0.10 0.867
Aortta-sydan-suhde 2.06 + 048 322 + 1.26 0.019 215 + 073 225 + 0.78 0.787
Aortta-veri-suhde 165 + 052 294 + 156 0.031 271 + 1.09 251 + 114 0.715
Haima 0.18 £ 0.03 0.11 + 0.02 <0.0001 0.10 £ 0.03 0.11 + 0.07 0.783
Imusolmukkeet 025 £ 0.09 0.17 = 0.07 0.039 0.16 £ 0.05 0.19 + 0.03 0.296
Kateenkorva 029 + 0.04 0.23 = 0.07 0.045 0.18 £+ 0.03 0.17 + 0.02 0.139
Keuhkot 025 £+ 0.09 0.50 %= 0.18 0.440 047 + 0.12 038 + 0.09 0.105
Lihas 0.10 £ 0.01 0.08 £ 0.01 0.012 0.07 £+ 0.02 0.06 + 0.01 0.124
Luu 0.21 + 0.06 0.16 = 0.03 0.083 0.20 + 0.08 0.15 + 0.03 0.076
Maksa 0.62 £+ 0.08 0.37 = 0.09 <0.0001 031 £+ 0.09 026 + 0.12 0.310
Munuainen 1.80 + 060 1.23 + 055 0.067 145 + 053 1.05 + 037 0.068
Ohutsuoli 134 + 059 1.11 + 0.24 0.274 122 + 037 0.79 + 031 0.012
Perna 052 + 0.07 042 % 0.15 0.081 0.37 £+ 0.05 032 + 012 0.287
Plasma 024 + 0.08 0.21 = 0.25 0.730 0.18 + 011 0.28 + 031 0.386
Rasva, BAT 0.19 £ 0.05 0.11 %= 0.05 0.002 0.13 £+ 0.03 0.13 + 0.03 0.971
Rasva, WAT 0.09 £ 0.04 0.05 = 0.05 0.053 0.07 £+ 0.04 0.08 + 0.08 0.684
Sydén 0.14 + 0.03 0.09 + 0.02 0.0002 0.11 + 0.02 0.09 + 0.03 0.051
Veri 0.18 £+ 0.07 0.10 £ 0.02 0.013 0.09 £+ 0.01 0.08 + 0.01 0.333
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Kun tarkasteltiin merkkiaineen kertymda ryhmissd naaraiden ja urosten Valilla,
kontrollihiirten ryhmassa ainoastaan ohutsuolen kertymé oli tilastollisesti suurempi
naarailla (Taulukko 5). Ateroskleroottisten hiirten ryhmassa tilastollisesti suurempi
kertymd havaittiin naarailla haimassa, imusolmukkeissa, kateenkorvassa, lihaksessa,
maksassa, ruskeassa rasvassa, sydamessa ja veressa (Taulukko 5). Tuloksista laskettiin
lisdksi merkkiaineen kertymén aortta-sydan- ja aortta-veri-suhteet. Kun vertailtiin
ateroskleroottisia ja kontrollihiirid, molemmissa ryhmisséd suhteet olivat >2.
Ateroskleroottisten hiirten ryhmassa aortta-sydan- ja aortta-veri-suhde oli uroksilla
tilastollisesti suurempi. ®™Tc-Maraciclatidin havaittiin erittyvan voimakkaasti virtsaan,
mutta tulokset on jatetty pois. Virtsaa saatiin osasta hiiristd kerattyd vain muutama
pisara, joten punnitustulokset eivét olleet luotettavia.
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7.2 Aortan autoradiografia-analyysi

Autoradiografia-analyysiin sisllytettiin yhteensa 20 LDLR™ApoB*®.hjirta (10
naarasta ja 10 urosta) ja 20 C57BL/6N-hiirtd (10 naarasta ja 10 urosta). Analyysissa
madritettiin yhteensd 1625 mielenkiintoaluetta (ROI), joista 586 intimaan (plakkiin),
135 intiman alla olevaan mediaan, 40 kalkkiin, 427 terveen suonen seindmaan ja 437

adventitiaan. Esimerkki autoradiografia-analyysisté on esitetty Kuvassa 7.

Kuva 7. Esimerkki aortan autoradiografia-analyysista. HE-vérjays (A) ja (B)
autoradiografia-kuva sateenkaarenvareilla yhdistettyna aariviivakuvaan.
Mielenkiintoalueiden (ROI) analyysi: R1-R2 = intima (plakki), R3 = intiman alla oleva
media, R4 = kalkkikohta intimassa R5 = terve suonen seindma ja R6 = adventitia.

Taulukossa 6 on esitetty eri mielenkiintoalueiden tulokset, jossa PSL/mm?-arvot on
korjattu ®™Tc:n puoliintumisajan suhteen valotuksen aikana ja normalisoitu injisoidun
annoksen radioaktiivisuuden mukaan. Ateroskleroottisilla hiirilla *™Tc-Maraciclatidi
kertyi merkitsevasti enemman intiman alla olevaan mediaan (217 + 81 PSL/mm?) kuin
intimaan (135 + 37 PSL/mm?, p<0.0001) tai terveen suonen seinamaan (151 + 50
PSL/mm?, p=0.001) (Kuva 8).
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Kun vertailtiin ateroskleroottisia naaraita ja uroksia toisiinsa ryhmissa, havaittiin, ettd
99mTc-Maraciclatidi kertyi uroksilla naaraita enemman intiman alla olevaan mediaan
(p=0.022) ja terveen suonen seinamaan (p=0.001). Tarkasteltaessa PSL/mm?-arvoja,
ateroskleroottisilla uroksilla oli kaikissa mielenkiintoalueissa hieman korkeampi
merkkiaineen kertyma verrattuna naaraisiin (Taulukko 6). Terveen suonen kertyméssa ei
ollut eroa ateroskleroottisten ja kontrollihiirten valilla. Sen sijaan ateroskleroottisilla
hiirilla *™Tc-Maraciclatidi kertyi enemmén adventitiaan kuin kontrollihiirilla (p=0.022)
Kontrollihiirten ryhmassa sukupuolten valilla ei ollut eroa **™Tc-Maraciclatidin

kertymassa terveen suonen seindmassa eika adventitiassa (Taulukko 6).

Taulukko 6. Autoradiografia-analyysin tulokset. Tulokset on esitetty PSL/mm?-
arvoina (keskiarvo + keskihajonta) koko ryhméssa seké naaraat ja urokset erikseen.

LDLR"ApoB0%/1%® C57BL/6N
KaikKi Naaraat ~ Urokset KaikKi Naaraat Urokset
Intima (plakki) 135+37 120+£20 14943
Intiman alla oleva media 217 +81 175+43 260 + 94°
Kalkki 131+30 131+30
Terve suonen seindmé 151+50 118+36 183+42" 146+35 148+38 144+34
Adventitia 102 + 47° 88+16 11564 75+13 75+ 17 74+9

% p=0.022 naaraiden ja urosten valilla ® p=0.001 naaraiden ja urosten valilla ¢ p=0.022 ryhmien valilla

¢ - £52 2 A
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Kuva 8. ™ Tc-Maraciclatidi kertyi intiman alla olevaan mediaan. HE-varjays (A) ja

(B) autoradiografia-kuva sateenkaarenvéreilld yhdistettynd &ariviivakuvaan. | = intima
ja M = intiman alla oleva media.

PSL/mm?-arvoista laskettiin intima-terve suonen seindm4, intima-adventitia, media-
terve suonen seindméd, media-adventitia, media-intima ja terve suonen seindma-
adventitia -suhteet, jotka on esitetty Taulukossa 7. Suhdeluvun avulla voitiin tarkastella,

kertyikd *™Tc-Maraciclatidi enemman esimerkiksi mediaan kuin terveen suonen
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seindmaan. Analyysi osoitti, etta ateroskleroottisilla hiirilla *™Tc-Maraciclatidi kertyi
samanlaisesti intimaan ja terveen suonen seindmaén (suhde 0.95 + 0.26, p=0.466). Sen
sijaan *™Tc-Maraciclatidi kertyi merkitsevasti enemman intiman alla olevaa mediaan
kuin terveen suoneen seindmaédn (suhde 1.50 + 0.40, p=0.001). Ateroskleroottisilla
uroksilla ainoastaan terve suonen seindméa-adventitia -suhde (1.78 + 0.52) oli
tilastollisesti naaraiden suhdetta (1.32 = 0.28, p=0.023) suurempi. Naarailla intima-terve
suonen seindmé& -suhde (1.07 + 0.22) oli uroksien suhdetta (0.83 + 0.22, p=0.035)
suurempi (Taulukko 7). Muissa suhdeluvuissa ei ollut ateroskleroottisilla hiirill& eroa.
Kontrollihiirten terve suonen seinamé-adventitia -suhde (1.95 £ 0.34) oli
ateroskleroottisten hiirten suhdetta (1.55 + 0.47, p=0.009) suurempi. Kontrollihiirten
ryhmassé naaraiden ja urosten terve-suonen seindmad-adventitia -suhteessa ei havaittu
eroa (Taulukko 7).

Taulukko 7. Autoradiografia-analyysin tulokset suhteina. Tulokset on esitetty
suhdelukuina (keskiarvo + keskihajonta) koko ryhméssa sekd naaraat ja urokset
erikseen. p-arvo kuvaa suhteen tilastollista merkitsevyyttd ryhmassa® ja naaraiden ja
urosten valista eroa”.

LDLR"ApoB0%/1% Kaikki p-arvo® Naaraat Urokset  p-arvo®
Intima-terve suonen seindma 0.95+0.26 0.466 1.07£0.22 0.83+£0.22 0.035
Intima-adventitia 1.38+0.23 <0.0001 1.37+0.12 1.39+0.27 0.846
Media-terve suonen seindma 1.50 £ 0.40 0.001 158+041 143+041 0.151
Media-adventitia 215+043 <0.0001 2.02+0.31 2.28+048 0.206
Media-intima 157+024 <0.0001 150+025 1.65+0.23  0.206

Terve suonen seindama-adventitia 1.55 + 0.47 0.005 1.32+028 1.78+0.52 0.023

C57BL/6N Kaikki p-arvo Naaraat Urokset p-arvo
Terve suonen seindma-adventitia 1.95+0.34° <0.0001 1.99+043 191+0.24 0.614

°p=0.009 ryhmien valilla
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7.3 Immunohistokemiallinen analyysi

Ateroskleroottisten hiirten aortan tyvileikkeista tarkasteltiin immunohistokemiallisten
vérjaysten perusteella plakin kokoa ja tulehdusastetta. Lisdksi tutkittiin, oliko *™Tc-
Maraciclatidin kertyma yhtenevadd makrofagien kertymén kanssa. Analyysiin otettiin
mukaan 20 LDLR”ApoB' "' ®_hiirta (10 naarasta ja 10 urosta). Kaikkien hiirten aortan
plakeissa oli havaittavissa tulehdus Mac-3 makrofagi-varjayksen perusteella. Esimerkki
tulehtuneesta plakista on esitetty Kuvassa 9.

AW

.....

Tl e e,

Kuva 9. Aortan tyvileikkeen makrofagi-varjays (Mac-3). Kuvassa A on koko aortan
tyvi ja kuvassa B 10-kertainen suurennos tulehtuneesta plakista. Ruskea vari kuvaa
makrofageja.

Immunohistokemiallisten varjaysten avulla laskettiin intiman (plakin) ja median pinta-
alat, joista méaaritettiin intima-media suhde (IM-suhde), joka oli keskimaarin 1.61 +
0.93. Naarailla IM-suhde (2.17 £ 1.0) oli merkittavasti suurempi kuin uroksilla (1.06
0.36, p=0.004). Makrofageja plakeissa esiintyi keskimaarin 16.4 + 4.5 % eik& naaraiden
ja urosten valill4 havaittu eroa. Kun tarkasteltiin makrofagien prosenttiosuutta suhteessa
plakin kokoon (IM-suhde x makrofagi-%), se oli naarailla huomattavasti suurempi (33.9
+ 15.5) kuin uroksilla (25.5 + 14.4, p=0.006) (Taulukko 8).
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Taulukko 8. Immunohistokemiallisen analyysin tulokset. Tulokset on esitetty
keskiarvo + keskihajonta, ja p-arvo kuvaa tilastollista eroa naaraiden ja urosten valilla.
IM-suhde = intima-media suhde.

LDLR"ApoB*1® Kaikki Naaraat Urokset p-arvo
IM-suhde 1.61+£0.93 217x1.0 1.06 £0.36 0.004
Makrofagi-% 16.4+45 165+£5.1 16.3£4.0 0.928
IM-suhde x makrofagi-% 255+14.4 33.9+155 17.1+£6.7 0.006

Liséksi laskettiin korrelaatio intiman makrofagien prosenttiosuuden ja autoradiografia-
analyysissa havaitun merkkiaineen intima-kertymén vélille. Tulos osoitti, etta
merkkiaineen kertymd ei ollut yhtenevdd makrofagi-kertymén kanssa (r=0.07002,
p=0.769) (Kuva 10). Tassa analyysissa korrelaatiota ei laskettu erikseen naaraille ja
uroksille, koska merkkiaineen intima-kertyméssa ja makrofagien prosenttiosuudessa ei

ollut eroa naaraiden ja urosten valilla.

260 |
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Kuva 10. Korrelaatio *"™Tc-Maraciclatidin intima-kertyman ja intiman
makrofagien prosenttiosuuden valilla. Pisteet kuvaavat yksittéisten hiirten arvoja.
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8 PAATELMAT JA POHDINTA

Taman erikoistyon tarkoituksena oli selvittdd uuden a,Bs-integriiniin kohdentuvan
gammakuvausmerkkiaineen, *™Tc-Maraciclatidin soveltuvuutta ateroskleroottisten
plakkien uudisverisuonituksen kuvantamiseen ja plakkien haurauden arvioimiseen
ateroskleroosin  LDLR” ApoB'®'®_hjirimallissa. ~ Hauraiden  ateroskleroottisten
plakkien uudisverisuonituksen kuvantaminen on lupaava kohde, silld pienten
verisuonten mééran on havaittu lisadntyneen merkittavasti hauraissa ja repeytyneissa
plakeissa seké potilailla ettd elainmalleissa. (Moulton ym. 1999 ja 2003; Moreno ym.
2004) ayBs-integriini on yksi keskeisimmistd uudisverisuonitusta séatelevista tekijoista,
joten se saattaisi olla hyvda kuvantamisen kohdemolekyyli plakkien haurauden
arvioimisessa. a,fBs-integriinin ilmentyminen on matalaa normaalissa fysiologiassa,
mutta sen ilmentymisen on havaittu lisddntyneen potilaiden hauraissa plakeissa.
(Antonov ym. 2004; Beer ym. 2011; Virmani ym. 2005).

%9mTc-Maraciclatidi on GE Healthcaren kehittama gammakuvausmerkkiaine, jolla ei
vield ole myyntilupaa. Uuden merkkiaineen kehittdminen on monivaiheinen prosessi,
silla merkkiaineen pita4 tayttaa radiolddkeaineelle asetetut vaatimukset. Kehitysvaiheita
ovat muun muassa kohteen identifiointi ja validointi, radionuklidin valinta ja peptidin
leimaus, merkkiaineen puhdistus ja formulointi, testaus solumalleilla (in vitro) ja
elainmalleilla (in vivo) seka lopuksi kliiniset kokeet. Uuden merkkiaineen pitéé sitoutua
tarkasti ja valikoiden kohdemolekyyliin kohdekudoksessa, puhdistua nopeasti muista
kudoksista ja verenkierrosta, olla edullinen ja helppo tuottaa ja se ei saisi aiheuttaa
haittavaikutuksia. Uuden merkkiaineen teho ja turvallisuus pitda osoittaa prekliinisissa

kokeissa edeten lopulta kliinisiin kokeisiin. (Serdons ym. 2009)

9MTc-Maraciclatidin_ on todettu prekliinisissd kokeissa tunnistavan tarkasti oyfs-
integriinin ja sitoutuvan siihen alle yhden nanomoolin tehokkuudella. *™Tc-
Maraciclatidin on myos todettu olevan aineenvaihdunnallisesti vakaa verenkierrossa (in
vivo -stabiili) ja erittyvan nopeasti virtsaan. Hyvé in vivo -stabiilisuus on merkkiaineelle
tarked asia, sillda gammakameran detektorit eivat pysty erottelemaan, tuleeko signaali
alkuperéisestd merkkiaineesta vai in vivo -muodostuneesta radiometaboliitista. Lisaksi
merkkiaineen nopea virtsaan erittyminen véhentdd tutkittavan séderasitusta, kun

radioaktiivisuus poistuu elimistosta virtsatessa. (Dearling ym. 2013; Edwards ym. 2008)
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Talla hetkella *™Tc-Maraciclatidi on Kliinisissa kokeissa sydpapotilailla, joissa on
onnistuneesti pystytty kuvantamaan rintasyopia ja rintasyopien sekd keuhkosyoOpien
etapesiakkeita (Axelsson ym. 2010; Bach-Gansmo ym. 2006). T4ssa erikoistydssa " Tc-
Maraciclatidia tutkittiin uudessa indikaatiossa hauraiden ateroskleroottisten plakkien

kuvantamiseen LDLR™ApoB**®_hijirilla.

Hiiri eldinmallina soveltuu hyvin ateroskleroositutkimuksiin sen helpon saatavuuden,
pienen koon, nopean lisddntymisen, pienten Kkustannusten ja geenien helpon
muokattavuuden ansiosta. Esimerkiksi ryhmakokoja voidaan kasvattaa tilastollisen
luotettavuuden parantamiseksi tutkimuksissa, koska kustannukset eivat ole niin suuria.
Hiirilla ateroskleroosi voidaan indusoida geneettisten muutosten ja runsasrasvaisen
dieetin avulla. (Tannock & King 2010) Silvola ja tyotoverit selvittivat vuonna 2011,
miten ikd ja rasvadieetin pituus vaikuttavat LDLR™ApoB®®-hiirten plakkien
kehittymiseen. Tutkimuksessa havaittiin, ettd kuuden kuukauden ikainen LDLR”
ApoB*®_hijri, joka oli nelja kuukautta rasvadietilla, soveltui parhaiten
kuvantamistutkimuksiin, silla nailla hiirilla oli suuret plakit ja eniten tulehdusta
plakeissa. (Silvola ym. 2011) Lisdksi hiirimalleista LDLR”ApoB”®-hiiren
lipidiprofiili muistuttaa eniten ihmisen lipidiprofiilia (Powell-Braxton ym. 1998). Etujen
ansiosta tahan erikoistydhon valittiin elainmalliksi kuuden kuukauden ikainen LDLR™

ApoB%_hiiri, joka oli nelja kuukautta rasvadietilla.

9mTc-Maraciclatidin valmistus oli helppoa ja nopeaa, silld GE:ltd saatiin valmis
reaktioseos, johon liséttiin vain radionuklidi. **™Tc tuotetaan generaattorilla, joten sen
tuottaminen on halvempaa kuin esimerkiksi syklotronilla tuotettavan 18-Fluorin.
Kaytannossa synteesi ja laatuajo veivat aikaa hieman yli tunnin, jonka jalkeen **™Tc-
Maraciclatidi  oli  kéyttévalmis. Synteesi oli myds erittdin luotettava, silla
radiokemiallinen puhtaus oli aina yli 95 %. Kliinista kayttoa ajatellen **™Tc-

Maraciclatidin valmistuksen nopeus ja luotettavuus ovat erittdin hyvia ominaisuuksia.

Radioaktiivisuuden kokokehojakaumamittauksissa ™ Tc-Maraciclatidi kertyi enemman
ateroskleroottisten hiirten kuin kontrollihiirten aorttaan l&hestyen tilastollista
merkitsevyyttd. Kokokehojakaumamittauksissa saadaan tavallisesti karkea arvio

merkkiaineen kertymisesta ja jakautumisesta eri kudoksiin ja tarkempi analyysi tehdaan
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ex vivo -autoradiografialla. Kokokehojakaumamittauksissa aortan kertyméan vaikuttaa
se, kuinka hyvin aortan saa preparointivaiheessa puhdistettua ymparoivista kudoksista.
Kontrollihiirten terve aortta on vaikea puhdistaa, koska terve verisuoni on erittéin ohut
ja vaikeasti havaittavissa ymparoivasta rasvakudoksesta. Sen ymparille jaa usein rasvaa,
joka saattaa nakya naissa tuloksissa tilastollisen eron puuttumisena. Ateroskleroottiset
aortat sen sijaan ovat paljon helpompia puhdistaa, koska plakit on helppo n&hda ja
rasvan saa puhdistettua helposti pois. *™Tc-Maraciclatidin on osoitettu aikaisemmissa
tutkimuksissa jakaantuvan erityisesti munuaisiin, ohutsuoleen, keuhkoihin, maksaan ja
pernaan (Dearling ym. 2013; Edwards ym. 2008). RGD-peptideille tyypillistd on
jakaantuminen suolistoon, munuaisiin ja keuhkoihin (Liu ym. 2007; Laitinen ym. 2009;
Haukkala ym. 2009). Samansuuntaisia tuloksia saatiin tdssékin tutkimuksessa seké&
LDLR™ApoBX®_jirilla ettd C57BL/6N-kannan hiirilla. *Tc-Maraciclatidi kertyi
kuitenkin ateroskleroottisilla hiirilld merkitsevasti enemman haimaan, kateenkorvaan,
keuhkoihin, lihakseen, maksaan, pernaan ja vereen kuin kontrollihiirilla. Tulos saattaa
kertoa siit4, ettd patologisia muutoksia on nadhtdvissa myds muissa rasva-

aineenvaihduntaan liittyvissa elimissa kuten maksassa.

Tassa erikoistyossa lopetusaikapisteeksi valittiin  tunti injektiohetkesta. *™Tc:n
radioaktiivinen puoliintumisaika on kuusi tuntia, joten olisi ollut mahdollista kaytt&a
myds pidempaa aikapistetta. Halusimme kuitenkin verrata ™ Tc-Maraciclatidia muihin
LDLR” ApoBX_hijirilla testattuihin RGD-peptideihin (Laitinen ym. 2009; Haukkala
ym. 2009). Aikaisemmissa tutkimuksissa tunnin aikapisteessa ‘®F-Galacto-RGD Kertyi
merkitsevasti enemman ateroskleroottisten hiirten kuin kontrollihiirten koko aorttaan
(Laitinen ym. 2009). ®®Ga-DOTA-RGD:lla vastaavaa eroa ei havaittu tunnin
aikapisteessa samoin kuin ei *™Tc-Maraciclatidilla (Haukkala ym. 2009). *™Tc-
Maraciclatidi kertyi kuitenkin yli kaksi kertaa enemmé&n aorttaan ja syddameen kuin
vereen tunti injektion jalkeen, joten aikapiste valittiin oikein ja *™Tc-Maraciclatidin

kinetiikka olisi erittain suotuisa ateroskleroottisten plakkien in vivo -kuvantamiselle.

¥MTc-Maraciclatidin -~ kertyminen  aorttaan  tutkittiin  tarkemmin ex vivo -
autoradiografialla. Samaa menetelmaa on kaytetty aikaisemmissa tutkimuksissa, joissa
molemmat ‘®F-Galacto-RGD ja °®Ga-DOTA-RGD kertyivat intimaan 1.4 kertaa

enemman suhteessa terveen suonen seindmaan ja ero oli tilastollisesti merkitseva
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(Laitinen ym. 2009; Haukkala ym. 2009). **™Tc-Maraciclatidin kertyma taas oli
samanlaista intimassa ja terveen suonen seindméssé suhteen ollessa 0.95. Syyné saattaa
olla se, ettd aikaisemmissa tutkimuksissa oli kaytetty noin vuoden ikaisia hiirid, jotka
olivat olleet noin puoli vuotta rasvadieetilla, joten plakit saattoivat olla erilaisia. *™Tc-
Maraciclatidi kertyi kuitenkin merkitsevasti enemman intiman alla olevaan mediaan
kuin terveen suonen seindmé&&n suhteen ollessa 1.5. Tutkimuksessa histologisten
analyysien perusteella ®™Tc-Maraciclatidin radioaktiivisuuskertyman ja makrofagien

valilla ei ollut korrelaatiota.

9mTc-Maraciclatidia on hiljattain  tutkittu  verisuonen seinaman tulehduksen
kuvantamisessa ApoE™-hiirill4, jossa tulehdus aiheutettiin kirurgisesti kaulavaltimoihin.
In vivo -kuvantamisella pystyttiin osoittamaan, ettd **Tc-Maraciclatidi Kkertyi
merkitsevasti enemman tulehtuneeseen kaulavaltimoon kuin kontrollivaltimoon ja
kertyma oli yhtenevdd makrofagien esiintyvyyden kanssa. (Razavian ym. 2011)
Aikaisemmassa tutkimuksessa kaytettiin ApoE”-hiiria, joiden tulehdusmekanismi
saattaa olla erilainen LDLR”ApoB*®*®-hijirten ja ihmisen tulehdusmekanismin kanssa
(Nakashima ym. 1994). Liséksi kaulavaltimoiden tulehdus oli aiheutettu kirurgisesti
(Razavian ym. 2011). Haukkalan ja tyotovereiden (2009) tutkimuksessa ei myo®skaan
havaittu korrelaatiota ®*Ga-DOTA-RGD:n ja makrofagien valilla (Haukkala ym. 2009).

Potilasndytteistd on tutkittu ayPs-integriinin ilmentymisté intiman liséksi mediassa. o Ps-
integriinin on osoitettu ilmentyvan mediassa ja my6s osassa intiman sileélihassoluissa.
ayBs-integriinin - ilmentymistd on havaittu potilailla liséksi terveen verisuonen
seindmdissd.  ayPs-integriini  saattaa olla keskeinen s&atelija sileédlihassolujen
liilkkumisessa median ja intiman valilla tulehdusprosessin aikana. (Antonov ym. 2004;
Dufourcq ym. 1998; Hoshiga ym. 1995) Tamén tutkimuksen perusteella nayttaisi siltg,
ettdi LDLR”ApoB % hiirilla *™Tc-Maraciclatidin kertymisen mekanismi aorttaan
saattaisi liittyd lahinnd siledlihassolujen liikkumisen sadtelyyn ja verisuonen
uudelleenmuovautumiseen (engl. remodeling) eik& siihen, ett4d oPs-integriinia

ilmennettéisiin makrofagien pinnalla.

Erikoistydssd ei kuvannettu ateroskleroottisia plakkeja in vivo, silla Turussa ei ole

kéytossa pieneldimille soveltuvaa gammakameraa. Sen sijaan teimme tarkan
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autoradiografiatutkimuksen, jolla yritimme selvittdd minne *™Tc-Maraciclatidi
kulkeutuu aortan plakeissa. Autoradiografia-analyysilla voitiin osoittaa, etta *™Tc-
Maraciclatidi kertyi ateroskleroottisilla hiirilla intiman alla olevaan mediaan eika
intimaan.  *™Tc-Maraciclatidin kertyminen intiman alla olevaan mediaan vaatii
kuitenkin lisatutkimuksia. Immunohistokemiallisten varjaysten avulla voitaisiin
aorttaleikkeistd tutkia oyfs-integriinin ja endoteelisolujen ilmentymistd mediassa. Né&in
saataisiin tietoa, esiintyykd LDLR”ApoB™®™-hiirilla uudisverisuonitusta median
puolella ja onko mahdollista, ettd uudisverisuonitusta ei ole vield ehtinyt muodostua

plakkeihin.

BE_FDG on tilla hetkelld hauraiden plakkien molekyylikuvantamiseen kaytetyin
merkkiaine, silla ®F-FDG:I14 on pystytty kuvantamaan tutkimuspotilaiden tulehtuneita
kaulavaltimoplakkeja (Menezes ym. 2011; Rudd ym. 2002 Tawakol ym. 2006) *F-FDG
kertyy kuitenkin voimakkaasti sydanlihakseen, jolloin sepelvaltimoiden kuvantaminen
on haastavaa ja siksi uusia spesifisempid merkkiaineita yritetddn kehittdd hauraiden
plakkien kuvantamiseen (Williams & Kolodny 2009). Myés LDLR™ApoBX®*®_hiirilla
E_FDG on osoittautunut hyvaksi vertailumerkkiaineeksi uusien merkkiaineiden
kehittamisessa, silla esimerkiksi *F-FDG:n kertyma intimassa on 2.3 kertaa suurempi
kuin terveen suonen seindmassa kuusi kuukautta vanhoilla hiirilla. ‘*F-FDG:hen
verrattuna *™Tc-Maraciclatidi kertyi vahemman sydanlihakseen, mutta samalla intiman
kertyma oli pieni. Se, onko *™Tc-Maraciclatidin kertyma intimaan riittavan suuri in

vivo -kuvantamista varten, pitaa selvittad jatkotutkimuksilla.

Tutkimuksessa ehka hieman yllattaen oli havaittavissa eroja sukupuolten valilla *™Tc-
Maraciclatidin kertymdssd. Molemmissa ryhmissa naaraita oli 10 ja uroksia 10, joten
tutkittavien eldinten lukumadrd saattoi olla riittdva saamaan esiin tilastollisia eroja
sukupuolten valilla. Missdédn analyysisséd kontrollihiirten ryhmdsséd ei ollut eroa
sukupuolten valilla, mika voi Kkertoa siitd, ettd ateroskleroottisilla hiirilla taudin
ilmeneminen ja eteneminen saattaa olla erilainen naarailla ja uroksilla. On esitetty, ettd
ApoE"- ja LDLR™-hiirilla ihmisen tapaan estrogeeneilla saattaisi olla ateroskleroosilta
suojaava vaikutus, ja naarailla ateroskleroosi kehittyisi uroksia mydhemmin. Osassa

tutkimuksissa ApoE™- ja LDLR™-hiirilla uroksille on havaittu kehittyvan suuremmat
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plakit kuin naaraille. (Meyrelles ym.2011; Tangirala 1995) LDLR” ApoB*®*®_hijirilla
sukupuolella ei pitdisi olla vaikutusta plakkien kehittymiseen (Heinonen ym. 2007).

Tassa erikoistyossa °*"Tc-Maraciclatidi  kertyi naarailla merkittavasti enemman
haimaan, imusolmukkeisiin, kateenkorvaan, lihakseen, maksaan, ruskeaan rasvaan,
syddmeen ja vereen. Naarailla ®"Tc-Maraciclatidin kertymén intima-terve suonen
seindmé -suhde oli merkittavasti suurempi kuin uroksilla, ja naarailla oli havaittavissa
isommat plakit kuin uroksilla. Korrelaatiota plakkien koon ja **™Tc-Maraciclatidin
kertyman valilla ei havaittu. Uroksilla *™Tc-Maraciclatidi kertyi kuitenkin merkittavasti
enemman mediaan kuin naarailla. Autoradiografia-analyysin tekeminen on haastavaa
johtuen hiiren aortan pienestd koosta, ja esimerkiksi terveen suonen madrittdminen
autoradiografiakuvista voi joskus olla hankalaa. Hajonta saattaa myods sekoittaa

sukupuolten vilista vertailua.

LDLR"ApoB™ . ja ApoE™-hiirilld on raportoitu uudisverisuonien kehittymista
aortan suuriin tulehtuneisiin  plakkeihin, mutta ldheskaan kaikkiin plakkeihin
uudisverisuonitusta ei muodostu (Mollmark ym. 2012; Moulton ym. 1999 ja 2003;
Tanaka 2011). Liséaksi plakkien repeytyminen on hiirilla harvinaista, tosin ApoE™-
hiirilla plakkien repeytymistd on raportoitu (Calara ym. 2001; Tannock & King 2010).
LDLR” ApoBX*®_hjirimalli ei siis valttamatta ole soveltuvin malli hauraiden plakkien

uudisverisuonituksen kuvantamiseen.

Seuraavaksi *™Tc-Maraciclatidia kannattaisi testata muilla eldinmalleilla kuten
ateroskleroosin kanimallilla. Klassinen ateroskleroosin kanimalli on Watanabe-kani,
jolta perinnéllisesti puuttuu LDL-reseptori. Watanaben kanille ateroskleroosi kehittyy
ian myo6téd ja kehittymista edistetddn noin vuoden kestévalla runsasrasvaisella dietilla.
(Watanabe ym. 1980) Kaneille voidaan ateroskleroosi aiheuttaa myo6s kokeellisesti.
Kani soveltuu hyvin ateroskleroositutkimuksiin sen riittdvan suuren koon vuoksi ja
kanimallien ateroskleroosin kehittyminen, lipidiprofiili ja plakkien morfologia on hyvin
ihmisen kaltainen. (Xiangdong ym. 2011) Tulevaisuudessa voitaisiin testata myds
rakenteeltaan multimeerisia RGD-peptideja. Maraciclatidi on syklinen monomeerinen

peptidi. Multimeerisilla peptideilld on todettu olevan paremmat farmakokineettiset
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ominaisuudet kuin monomeerisilla peptideilld. Lisédksi multimeeriset peptidit sitoutuvat

paremmin oy Bs-integriiniin. (Beer & Schwaiger 2008)

Yhteenvetona  voidaan todeta, ettda “°™Tc-Maraciclatidi  kertyi enemman
ateroskleroottisten hiirten kuin kontrollihiirten aorttaan, mutta ero ei ollut tilastollisesti
merkitseva. Autoradiografia-analyysissa suurin *"Tc-Maraciclatidin kertyméa havaittiin
intiman alla olevassa mediassa. *™Tc-Maraciclatidi kertyi yli kaksi kertaa enemman
aorttaan ja sydameen kuin vereen, joten **™Tc-Maraciclatidin kinetiikka olisi erittdin

suotuisa ateroskleroottisten plakkien in vivo -kuvantamiselle.
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