(.

- J Tampereen yliopisto

Elias Kuusela

KLIINISET LAAKETUTKIMUKSET
EPIDERMOLYSIS BULLOSASSA, CLINICAL
STUDIES OF EPIDERMOLYSIS BULLOSA

Kirjallisuuskatsaus

Kandidaatintyd

L&&ketieteen ja terveysteknologian tiedekunta (MET)
Tarkastajat: Prof. Tero Jarvinen

Huhtikuu 2021



TIVISTELMA

Elias Kuusela: Kliiniset ladketutkimukset epidermolysis bullosassa, Clinical studies of epidermoly-
sis bullosa

Kandidaatinty®

Tampereen yliopisto

Bioteknologia ja bioldéketieteen tekniikka

Huhtikuu 2021

Téssa tydsséa perehdyttiin viimeisen viiden vuoden sisélla valmistuneisiin tai parhaillaan kayn-
nissa oleviin Kliinisiin tutkimuksiin, jotka kohdistuvat harvinaiseen perinnélliseen ihosairauteen epi-
dermolysis bullosaan. Naiden tutkimusten analysoinnin avulla pyrittin muodostamaan tilannekat-
saus sairauden parantamiseen kohdistuvien hoitomenetelmien tutkimusten nyktilanteesta seka
pohtimaan tulevaisuuden suuntauksia kliinisille tutkimuksille. Sairaus on hyvin vakava ja voi edeta
hengenvaarilliseksi, eikd parantavaa hoitomeneetelmaa ole 16ydetty, joten siksi kliiniset tutkimuk-
set ovat suuressa roolissa epidermolysis bullosan parissa.

Internetin kliinisia ladketutkimuksia sisaltavista tietokannoista valittiin clinicaltrials.gov seka cli-
nicaltrialsregister.eu, joista kasiteltiin epidermolysis bullosan aikaisintaan vuonna 2015 valmistu-
neet Kliiniset 1&&ketutkimukset. Tutkimuksista kerattiin tiedot esimerkiksi tutkimuskohteen tyypista,
tutkimuksen tilanteesta, tutkitusta sairauden paaryhmasté, tutkimusfaasista, potilaiden lukumaa-
rastd sekd tutkimuksen kestosta, joiden perusteella tutkimukset taulukoitiin. Erilaisten taulukoiden
avulla pystyttiin vertailemaan tutkimusten jakautumista eri parametrien kannalta ja siten muodos-
tamaan késitys ladketutkimusten nykytilanteesta. Kirjallisuuslahteita kaytettiin myds apuna tutki-
musten merkityksellisyyden pohdinnan tukena.

Tutkimusten tarkastelu osoitti epidermolysis bullosan la&ketutkimusten olevan hyvin alkuvai-
heessa, silld suurin osa tutkimuksista oli toteutettu faasissa | tai Il. Enemmistd tutkimuksista ol
kohdistunut dystrofiseen epidermolysis bullosaan, jonka on huomattu kehittyvédn yhden geenin
mutaatioista, mutta sen taudinkuva on osoittautunut yhdeksi vakavimmista. Tutkimuskohteiden
tyypeista ladkeaineet olivat eniten edustettuna luultavasti siité syysta, etta valmiita Iaakeaineita on
ehditty tutkia jo pidempaan seka niita voisi olla mahdollista soveltaa useampiin kayttotarkoituksiin.
Tulevaisuudessa voidaan kuitenkin odottaa kantasoluihin tai genomin muokkaamiseen pohjautu-
vien menetelmien ottavan johtavan aseman matkalla ensimmaiseksi parannuskeinoksi epidermo-
lysis bullosaan.

Avainsanat: epidermolysis bullosa, laaketutkimukset, periytyvd, ihosairaus, hoitomenetelmat
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LYHENTEET JA MERKINNAT

CD151 tetraspaniini-proteiinia koodaava geeni
COL17A1 kollageeni XVII -proteiinia koodaava geeni
COL7A1 kollageeni VII -proteiinia koodaava geeni
DST dystoniini-proteiinia koodaava geeni
FERMT1 kindliini—1 -proteiinia koodaava geeni
ITGA3 integriini a3 -proteiinia koodaava geeni
ITGAG, ITGB4 integriini 634 -proteiinia koodaavat geenit
KLHL24 KLHL24-proteiinia koodaava geeni

KRT14 kertaiini 14 -proteiinia koodaava geeni
KRT5 keratiini 5 -proteiinia koodaava geeni

LAMAS, LAMB3, LAMC2 laminiini—332 -proteiinia koodaavat geenit

PLEC plektiini-proteiinia koodaava geeni

cDNA komplementaarinen DNA

DDEB dominoivasti periytyva dystrofinen epidermolysis bullosa, DEB:n
alatyyppi

DEB dystrofinen epidermolysis bullosa, yksi EB:n padaryhmista

EB epidermolysis bullosa -sairaus

EBS epidermolysis bullosa simplex, yksi EB:n paaryhmista

HSC hematopoieettiset kantasolut (engl. hematopoietic stem cells)

IL-173 interleukiini-13, tulehdusvalittajaaine

iPSC indusoidut pluripotentit kantasolut

JEB junktionaalinen epidermolysis bullosa, yksi EB:n paaryhmisté

Kindler EB Kindlerin syndrooma, yksi EB:n paaryhmista

KLHL24 rakenneproteiini, joka osallistuu fibroblastin sisédisen tukirangan

muodostumiseen (engl. Kelch-like protein)

mRNA RNA, joka vélittdd geneettiseen informaation proteiinin rakentami-
sesta

MSC mesenkymaaliset kantasolut (engl. mesenchymal stem cells)



NGS
RDEB

TAU

TUNI

URL
UV-séteily
UVB-sateily

uuden sukupolven sekvensointi (engl. next-generation sequencing)

resessiivisesti periytyva dystrofinen epidermolysis bullosa, DEB:n
alatyyppi

Tampereen yliopisto (engl. Tampere University)

Tampereen korkeakouluyhteisé (engl. Tampere Universities)
verkkosivun osoite (engl. Uniform Resource Locator)

osa sahkdmagneettisen sateilyn spektria

UV-sateilyn luokka, joka maéaraytyy sateilyn aallonpituuden mu-
kaan



1. JOHDANTO

Laaketieteen alalla on oleellista seurata alan uusimpia innovaatioita ja kartoittaa tietdmys-
ta siitd, mitd esimerkiksi tietyn sairauden hoitoon tai parantamiseen liittyen on jo kehitetty
seka tutkittu. Taman avulla valtetddn saman asian tekemista kahdesti eli sdastetaan se-
ka kallisarvoista aikaa etta resursseja, kun puhutaan hyvin pitkan aikavalin projekteista,
vaikkapa laakekehityksestd tdssa tapauksessa. Lisaksi muiden tahojen tekemien tutki-
musten analysointi on oleellista rahoittajien kanssa toimittaessa, silla talléin on helppo
tuoda esiin esimerkiksi, mika erottaa taman projektin aikaisemmista tai muista kéynnista
olevista, jotka voivat olla tarkeitd seikkoja tuotteen kaupallistamisesta puhuttaessa.

Epidermolysis bullosa (EB) on harvinainen periytyva ihosairaus, josta on pystytty erotta-
maan monia eri alatyyppeja viimeisten vuosien tutkimusten ansiosta. Sairauden eri ala-
tyypeissa taudinkuva seka potilaiden elamanlaatu vaihtelevat hyvinkin laajasti, mutta ala-
tyyppien jaottelu on mahdollista perustuen muun muassa oireiden sijaintiin ihossa, vau-
rioituneisiin proteiineihin sek& sairauden vaikeusasteeseen. Laéketutkimuksien merkitys
sairauden kohdalla on avainasemassa, silla sairauden parantavaa hoitokeinoa ei ole vie-
1a pystytty kehittAmaan ja monissa tapauksissa sairaus on edennyt hyvin hankalaksi po-
tilaan kannalta. Kuvasssa 1.1 on nahtavissa esimerkkeja potilaiden mahdollisista oireista
eri EB-paaryhmissa.

(a) EBS-potilas [1]. (b) JEB-potilas [2].

P i

(c) RDEB-potilas [3]. (d) Kindler EB -potilas [4].

Kuva 1.1. Havainnekuvat eri EB-pddryhmien potilaiden taudinkuvista.



Tassé tyOssa tarkastellaan epidermolysis bullosan hoitamiseen liittyneita |aaketutkimuk-
sia, jotka ovat paattyneet vuonna 2015 tai sen jalkeen. Tutkimusdata kerataan interne-
tista 16ytyvistd kansainvalisista tietokannoista, joihin on tallennettu kliinisia tutkimuksia.
Laaketutkimukset kootaan yhteen, jonka jalkeen voidaan méaaritelld sairauden |aakeke-
hityksen nykytilaa sekd pohtia mahdollisia painopisteitd tulevaisuudessa tehtaviin tutki-
muksiin. Huomiota tullaan kiinnittdmaan kysymyksiin kuten, minka tyyppisia menetelmia
on tutkittu ja kuinka paljon, missa instituutioissa tutkimuksia on tehty, miten tutkimusta on
tehty eri EB-paéryhmista seka mihin faaseihin asti tutkimukset ovat edenneet.

Toisessa luvussa kuvaillaan epidermolysis bullosa -sairauden teoriaa eli esitellaan tar-
keimmat alatyypit, sairauden mekanismit, oireet seka yleisyyttd. Myds jo tutkittuja ja tule-
vaisuudessa potentiaalisia tutkittavia parannuskeinoja seka oireita lievittdvia menetelmia
kdydaan Iapi. Kolmas luku tassa tydssa kuvailee kaytettyja menetelmia seka aineistoja,
joiden avulla tarvittava tutkimusdata seka taustateoria kerattiin. Neljannessé luvussa esi-
tetddn saadut tulokset seka keskeisimpia huomiota tuloksista, jonka jalkeen viidennessa
luvussa tehdaéan pohdinta ja johtopaatdkset esitetyista tuloksista. Viimeisena kuudennes-
sa luvussa tutkimusesta tehdaan yhteenveto tarkeimpien havaintojen seka johtopaatés-
ten osalta.



2. EPIDERMOLYSIS BULLOSA

2.1 EB yleisesti

Epidermolysis bullosa on harvinainen perinngllinen ihosairaus, jonka eri alatyyppeja on
tunnistettu yli 30 muun muassa erilaisten oireiden, oireiden esiintymispaikan, periytyvyy-
den ja vaikeusasteen mukaan [5]. Sairaudet voidaan jaotella neljaan paaryhmaan, jotka
ovat EB simplex (EBS), junktionaalinen EB (JEB), dystrofinen EB (DEB), josta olennaisia
resessiivisesti (RDEB) ja dominoivasti (DDEB) perityvat muodot seka Kindlerin syndroo-
ma (Kindler EB) [6, p. 234]. Kaikki edelld mainittuihin ryhmiin kuuluvat sairaudet periytyvat
autosomaalisesti, joko resessiivisesti tai dominoivasti.

Yleisimmaksi ndista on havaittu EBS, joka kattaa noin 70 % kaikista EB-tapauksista. Paa-
ryhmien yhteenlaskettu esiintyvyys on USA:ssa 11,1 tapausta miljoonaa asukasta kohti.
EBS:n kohdalla vastaava luku oli 6,00, JEB:n kohdalla 0,49 sekd DEB:n kohdalla 2,84.
Erailld EB-muodoilla on huomattu yhteys kohonneeseen levyepiteelisy6pdan seka tyvi-
solusy6paan, joiden on todettu olevan merkittavimmat kuolleisuuteen liittyvat tekijat EB-
sairauksiin liittyen. [5]

Iho koostuu rakenteeltaan kolmesta merkittdvimmasta kerroksesta, joita ovat epidermis
eli orvaskesi, dermis eli marraskesi ja ihonalaiskudos. Kuvassa 2.1 on esitettyna ihovau-
rioiden tdsmallinen sijainti ihokerroksissa paaryhmittain. EB:n kannalta naista tarkeimmat
ovat epidermis ja dermis, seka niiden valiset lamina lucida ja lamina densa, jotka liitta-
vat kaksi edelld mainittua kerrosta yhteen. Juuri nAma ovat paéosin ihon kerrokset, joissa
rakkuloita sek& muita kullekin sairaudelle tyypillisia vaurioita esiintyy.

2.2 Tarkeimmat proteiinit ja rakenteet

Epidermis koostuu paaosin kerrostuneista keratinosyyteista, jotka ovat kiinnittyneina he-
midesmosomien valityksella lamina lucidaan ja lamina densaan [7]. Hemidesmosomi on
solujen kiinnittymisrakenne, joka mahdollistaa kiinnittymisen soluvéliaineen rakenteisiin
ja se koostuu vahintaan viidesta padkomponentista: dystoniinista (engl. Dystonin), plek-
tiinistd (engl. Plectin), integriini a6/54:sta, tyypin XVII kollageenistd seka tetraspaniini
CD151:sté& [5].



(A)  Epidermal basement membrane zone Ultrastructural site of blister formation
in normal intact skin in EB simplex
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Kuva 2.1. EB-pdaryhmien vauriotumiskohdat punaisella korostettuna EBS:4 (B), JEB:aa
(C) ja DEB:aa (D) sairastavilla. Kuva muokattu kirjasta. [6, p. 235]

Lamina lucidan ja lamina densan kiinnittymisessa dermikseen keskeisessd asemassa on
puolestaan tyypin VIl kollageeni, josta ankkurifibrillit (engl. anchoring fibrills) rakentuvat
[7]- Kerrosten valisissa liitoksissa fokaaliadheesiot (engl. focal adhesions) muodostavat
hemidesmosomien ohella toisen rakenteen, joka kiinnittda keratinosyytit edella mainittui-
hin rakenteisiin epidermiksen alla. Fokaaliadheesioiden merkittavimmat komponentit ovat
kindliini-proteiini (engl. Kindlin 1), aktiini, tyypin XllI kollageeni seka integriini a341. [8]

Epidermiksen keratinosyyttien valiset litokset, desmosomit, ovat térkea rakenne, joiden
rakenne koostuu kolmen proteiinien superperheen proteiineista. Cadheriineihin kuulu-
vista proteiineista desmogleiini (engl. Desmoglein) ja desmocolliini (engl. Desmocollin),
armadillo-proteiineihin kuuluvista plakoglobiini (engl. Plakoglobin) ja plakofiliini (engl. Pla-
kophilin) sekéa plakiinien perheestda desmoplakiini (engl. Desmoplakin) ovat keskeisessa
asemassa desmosomi-rakenteiden muodostumisessa. [9]

Kuvassa 2.2 on esiteltyna juuri edelld mainittujen proteiinien sijoittuminen ihon eri kerrok-
siin ja rakenteisiin seka naiden keskinaiset vuorovaikutukset. Tahdn mennesséa yhteensa
21:114 geenilld, jotka koodaavat tarkeita ihon rakenneproteiineja, on havaittu mutaatio, jol-
la on yhteys ihon haurastumiseen liittyviin hairiéihin EB-sairauksien kirjossa [10]. Naiden
proteiinien seka rakenteiden toimintahairidihin keskitytdan tarkemmin seuraavissa alalu-
vuissa.
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Kuva 2.2. Havainnekuva ihon mikroskooppisesta rakenteesta, josta bytyvéat EB-
sairauksien keskeisimmdat rakenneproteiinit sekd niiden sijainti ihon kerroksissa [5, p. 7].

2.3 EB simplex

EBS on yleisin EB:n paaryhma ja ensimmainen kahdesta geneettisesti heterogeenisesta
EB-paaryhmasta, eli se ilmenee useamman geenin mutaation seurauksena [10, 11]. Kol-
me neljdsosaa EBS-potilaista kantaa mutaatiota keratiini 5:t4 (KRT5) ja keratiini 14:44
(KRT14) koodaavissa geeneissd. Nama rakenneproteiinit ovat epidermiksen keratino-
syyttien solun tukiverkoston tarkeimpia komponentteja. Myés hemidesmosomien proteii-
neja koodaavien geenien mutaatioilla on todettu yhteys simplexiin. [5] N&aitéd ovat muun
muassa DST (dystoniini) ja PLEC (plektiini). Muita geeneja, joiden mutaatioiden on ha-
vaittu olevan vahvassa yhteydessad EBS:iin, on vahintdan 12 ja naitd ovat esimerkiksi
EXPH5 (eksofiliini 5), KLHL24 (KLHL24) sekd CD151 (tetraspaniini) [11, 12]. Edelld mai-
nitut proteiinit ja niilden geenit ovat térkeita epidermiksen solujen sisdisen tukirangan muo-
dostamisessa seka solun kiinnittymisessé sen alla oleviin rakenteisiin soluvéliaineessa,
kuten kuvasta 2.2 voidaan huomata. KLHL24 -geenin mutaatio johtaa keratiini 14:n kas-
vaneeseen hajoamisnopeuteen ja CD151 -geenin mutaatiolla on yhteys solujen adhee-
sioon ja solunsiséisten vesikkeleiden kuljetukseen, jotka johtavat lopulta epidermiksen
sisdiseen haurastumiseen [4]. Liséksi kuva 2.1 osoittaa vauroiden todennékdisen sijout-
tumisen ihon kerroksiin mikroskooppisella tasolla.



2.4 Junktionaalinen EB

JEB on toinen kahdesta geneettisesti heterogeenisesta EB-padaryhmasté, jonka rakenne-
muutokset ilmenevat paasaantbisesti hemidesmosomit ja ankkurifibrillit yhdistavissa ank-
kurifilamenteissa (engl. anchoring filaments) [13]. Mutaatioita on havaittu tyypin XVII kol-
lageenissa (COL17A1), laminiini-332:ssa (LAMA3, LAMB3, LAMC2), integriini a634:ssé
(ITGAG6, ITGB4) ja integriini a3-alayksikkdssa (ITGA3). Laminiini—332 on keratinosyyttien
tuottama proteiini, jonka avulla lamina lucidan ankkurifilamentit rakennetaan. Integriinit
a3f1, abp4 seka a3-alayksikkd ovat puolestaan solukalvolla esiintyvia proteiineja, joten
ne ovat keskeisessa asemassa keratinosyyteissa solujen kiinnittymisessa ympardivaan
soluvaliaineeseen ja myds toisiinsa seka signalointireiteissa. Kollageeni XVII on vastuus-
sa karvatupen ja melanosyyttien kantasolujen yllapidossa, joten tdméan proteiinin puutos-
tila voi johtaa karvojen menetykseen. Laminiini—-332 on puolestaan tarkeé ligandi solure-
septoreille, kuten integriini a654:lle seka integriini a351:lle. [5] Nama roolit ja proteiinien
sijoittumiset ovat myds havainnollistettuna kuvassa 2.2. Néin ollen naiden edella mainittu-
jen proteiinien poikkeavasta esiintyvyydesta seuraa usein ihon haurastuminen, karvojen
menetysta ja rakkulointia, kuvan 2.1 osoittamaan kohtaan ihon kerroksissa.

2.5 Dystrofinen EB

DEB:ssa mutaatio on tyypin VIl kollageenissa (geeni COL7AT), josta aiheutuvat myds
kaikki DEB-sairauden alatyypit [10]. Tyypin VII kollageenin toiminta liittyy solujen kiinnit-
tymiseen ympardivaan soluvaliaineeseen. Se pystyy tarttumaan seka fibrillaarisiin kolla-
geeneihin, jotka muodostavat ihon tukirangan etta soluihin ja sen avulla solu tarttuu ympéa-
réivaan soluvéliaineeseen. Mutaatio periytyy suvussa autosomaalisesti resessiivisesti tai
dominoivasti, mutta se voi ilmentyé liséksi de novo. Potilailla iimenee tyypin VIl kollagee-
nin toimintahairidita seka ankkurifibrillien keskeneraisyytta, riippuen siita, onko kyseesséa
sairauden doiminoiva vai resessiivinen muoto. Useimmissa tapauksissa RDEB on feno-
tyypiltdan hiukan DDEB:aa voimakkaampi. Kuten kuvasta 2.2 voidaan nahda, kollageeni
VII:n ollessa ankkurifibrillien pd&dkomponentti, sen puute tai toimintahairié johtaa fibrillien
lyhentyneeseen pituuteen tai puuttumiseen kokonaan lamina densasta ja sen my6ta hei-
kentdd epidermiksen seka dermiksen vélista liitosta. Sairauden ressiivisissd muodoissa
on havaittu mydés COL7A1:n mutaatiosta aiheutuvia ennenaikaisia lopetuskodoneita, mi-
k& edistdd vahvasti Iahetti-RNA:n (MRNA) hajoamista ja osaltaan aiheuttaa tyypin VIl kol-
lageenin vahentymista tai puutetta kokonaan. Naiden ilmididen seurauksena potilaiden
oireina havaitaan useasti rakkulointia, arpeutumista, miliaa ja epdnormaalia sidekudok-
sen muodostumista. [5] Rakkuloiden muodostumista ihon kerroksiin on havainnollistettu
kuvassa 2.1.



2.6 Kindlerin syndrooma

Kindler EB -potilailla on I6ydetty mutaatio kindliini-proteiinista (geeni FERMTT), joka on
fokaaliadheesioproteiini eli vastuussa integriinien aktivoitumisesta fokaaliadheesioissa [4,
5, 10]. TAma on havainnollistettuna kuvassa 2.2. Solun ja ympardivan soluvéliaineen vali-
sen litoksen ohella kindliini-proteiini on my6s olennaisessa osassa solujen liikkumisessa,
jakautumisessa, selviytymisessa seka erilaistumisessa. [5, 8]. Syndroomaa sairastavil-
la potilailla oireina on havaittu jo lapsuudessa rakkulointia, pigmenttimuutoksia, arpeu-
tumista seka alttius myéhemmin aikuisialla epiteelin ihosydpaan [8]. Merkittava oireiden
voimakkuutta lisdava tekija nailla potilailla on ultraviolettisateily (UV-sateily), silla kindlii-
ni—proteiinin puutostilassa esimerkiksi ultravioletti B -sateilyn (UVB-sateilyn) aiheuttama
sytokiinien lisdantyminen johtaa hapettuneiden aineiden pitoisuuksien nousuun ja lopulta
apoptoosiin epiteelisoluissa [5].

2.7 Hoitomenetelmat

Tallad hetkella epidermolysis bullosaan ei ole saatavilla taysin parantavaa hoitokeinoa,
joten hoitojen paapaino onkin talla hetkelld oireiden lievittdmisessa sekd komplikaatioi-
den vélttdmisessa [5]. Erilaisia molekyylihoitoja on tutkittu viime aikoina prekliinisten seka
kliinisten tutkimusten muodossa [10]. Ihon pinnalla iimenevien oireiden hoitamisessa on
tarkeintd on kiinnittdd huomiota haavaumien puhtaanapitoon seka voiteiden tai geelien
hyédyntamiseen, jotta valtyttaisiin ylimaaraisiltd traumoilta, infektioilta sekd rakkuloilta.
Paikallisten seka systeemisten antibioottien kayttda tulisi pitdd viimeisena vaihtoehtona.

[5]

Geenin korvaushoitoja on jo tutkittu jonkin verran ja tdhan liittyen on tutkittu myds ratkai-
suja geenin kuljettamiseen soluihin esimerkiksi komplementaarisen DNA:n (cDNA) muo-
dossa viruksen sisdan pakattuna, polymeerin mukaan pakattua cDNA:ta sek& potilaan
omia soluja, joista geenivirhe on korjattu. [10] Geenien editointiin kohdistuvista vaihtoeh-
doista korjaavat "geenisakset”, eli CRISPR/CAS9-menetelma, on noussut lupaavasti esiin
indusoitujen pluripotenttien kantasolujen (iPSC), eli takaisin kantasoluiksi ohjelmoitujen
solujen, ohella [5].

Tutkimusta tehdadan myds uudenlaisten peptidien parissa, jotka mahdollistaisivat hoidon
kohdistumisen spesifisti johonkin kohde-elimeen tai sen osaan sekéd aiheuttaisivat mah-
dollisimman vahan haittavaikutuksia muualla elimistéssa. Tama pystyttéisiin saavutta-
maan ladkkeen avulla, joka kykenee tunnistamaan spesifin epitoopin kohde-elimesta tai
vaihtoehtoisesti, muokkaamalla I4&ke konjugoitumaan halutun kohdeligandin kanssa. [14]



3. TUTKIMUSMENETELMAT JA -AINEISTOT

3.1 Menetelmat

Taman kirjallisuuskatsauksen aineisto on keratty kevaalla 2021. Tutkimukseen valittiin in-
ternetista kliinisten tutkimusten tietokannat, joista etsittiin tutkimuksia hakusanalla "epi-
dermolysis bullosa", ja I0ydetyista tutkimusraporteista kerattiin halutut tiedot ylés. Tiedot
taulukoitiin Excel-taulukoiksi, helpottamaan materiaalin analysointia seka ryhmittelya.

Tutkimukset jaoteltiin omiksi taulukoikseen tutkimuskohteen perusteella, joita olivat 1déke-
aineet, kantasolut, bioteknologiset tuotteet (kudossiirteet), observaatiot, laitteet, toimen-
piteet seka geenihoidot. Muita taulukkoihin kerattyja tietoja tutkimuksista olivat tutkimuk-
sen tilanne, tutkimusdatan kerdyspaikat, tutkittu EB:n paaryhma, tutkimusfaasi, potilai-
den lukumaara, sponsorit tai yhteistydkumppanit, tutkimuksen kesto alusta loppuun, tut-
kimuksen paattymisvuosi, mahdolliset tulokset ja muut huomiot esim. annostelu, menetel-
man/ladkkeen kuvaus ja tutkimuksen kuvaus. Nama yksityiskohtaisemmat taulukot ovat
esitettyind tdman tyon liitteina A-G.

Naista koostettiin yhteenvedoksi taulukot helpottamaan aineiston analysointia seka johto-
paatdsten tekemistd, joita tullaan kasittelemaan luvussa 4. Yhteenvedoiksi talukoihin ke-
rattiin lukumaarat tutkimuskohteen kategorioihin siséaltyvista tutkimuksista, tutkittuun EB-
paaryhmaan kohdistuneiden tutkimusten lukumaaristé seka eri tutkimusfaaseissa toteu-
tettujen tutkimusten lukumaarista.

3.2 Aineistot

Kliinisia Iadketutkimuksia etsittiin verkkotietokannoista, joita olivat tdssa tutkimuksessa cli-
nicaltrials.gov (U.S National Library of Medicine) seka clinicaltrialsregister.eu (European
Medicines Agency). Tutkimuksista tarkasteltiin ne, jotka olivat valmistuneet vuonna 2015
tai sen jalkeen. Rajauksen avulla kohdistettiin huomio viimevuosina valmistuneisiin tutki-
muksiin, mink& avulla saatiin kasitys lahivuosien aikana tutkituista sairauden paaryhmista,
menetelmistd seka suoritettujen tutkimusten faaseista ja siten kokonaiskuva tutkimuksen
nykytilasta. Naistd kahdesta tietokannasta l6ytyi aikaisintaan vuonna 2015 valmistuneita
tutkimuksia yhteensa 93 kappaletta.



Tutkimuksien valintaa ei kohdistettu potilaiden taustatietojen kuten ian, sukupuolen tai
oireisiin liittyvien parametrien perusteella, jotta saataisiin laaja yleiskuva sairauden tut-
kimuksen tilanteesta tdhan asti. Ty6ssa kaytettiin myds kirjallisuuslahteitd kuten kirjoja,
verkkosivuja, artikkeleita seka tutkimusraportteja, joissa kasiteltiin EB:aa.
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4. TULOKSET

Verkkotietokannoista 16ytyi epidermolysis bullosaan kohdistuneita kliinisia tutkimuksia kai-
ken kaikkiaan 130 kappaletta, joista 99 I6ytyi clinicaltrials.gov-sivustolta ja 31 puolestaan
clinicaltrialsregister.eu-sivustolta. 2015 tai sen jalkeen valmistuneita tutkimuksia oli tasta
joukosta sivustoilla vastaavasti 73 kappaletta ja 20 kappaletta. Nain ollen kaikista 16yde-
tyista tutkimuksista noin 72 % oli valmistunut aikaisintaan vuonna 2015.

93 analysoitua tutkimusta jaoteltiin hoitomenetelman kategorioihin, toteutumiseen tutki-
musfaaseissa ja kohdistumiseen EB-paaryhmiin luvussa 3 esitellylla tavalla. Ensimmai-
sena tulokset hoitomenetelmien kategorioihin jakautumisesta ovat esiteltyina taulukossa
4.1.

Taulukko 4.1. Aikaisintaan vuonna 2015 valmistuneiden tutkimusten jakautuminen kate-
gorioihin sek tutkimusten lukumddarét (n) kutakin hoitomenetelman kategoriaa kohti.

Kategoria n
Bioteknologiset tuotteet (kudossiirteet) | 6

Geenihoidot 16

Kantasolut 9

Laitteet 3

Laakeaineet: antibiootit 10

Laakeaineet: terapeuttiset 33

Observaatiot 15
Toimenpiteet 1

Taulukon 4.1 seka kuvan 4.1 perusteella huomataan, etté eniten tutkimuksia on tehty 14a-
keaineisiin perustuvista hoitomenetelmista ja vahiten puolestaan toimenpiteisiin perustu-
vista menetelmista. Toiseksi suurin méara tutkimuksia on kohdistunut geenihoitoihin, joita
on kuitenkin huomattavasti vahemman kuin 1dakeaineista tehtyja tutkimuksia.

EB-paaryhmien kannalta tarkasteltuna tutkimusten jakautuminen ja tutkimusten lukumaa-
rat paaryhmia kohti ovat esiteltyna taulukossa 4.2. Tietokantoihin tallennetuista tutkimuk-
sista osasta puuttui merkinta tutkittavasta paaryhmasta, jolloin ndma tutkimukset lasket-
tiin kuuluvaksi tuntematon-ryhmaan (Tunt.).
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CLINICALTRIALS&EU
2015 ALKAEN VALMISTUNEET

geenihoidot
17%

toimenpiteet
1%

laitteet
3%
ladkeaineet
46 %

bioteknologiset

tuotteet

(kudossiirteet) kantasolut
7% 10%

Kuva 4.1. Hoitomenetelmien prosentuaaliset osuudet tutkimusaineistossa.

Taulukko 4.2. Vahintddn vuonna 2015 valmistuneet tutkimukset pddryhmittéin seké tut-
kimusten lukumé&érét (n) kutakin pddryhmaé kohti.

Paaryhma | n
DEB 59
EBS 19
JEB 18

Kindler EB | 2
Tunt. 17

EB-PAARYHMAT

tuntematon EBS
15% 16 %

JEB
16 %

DEB
51%

Kuva 4.2. Pdédryhmien prosentuaaliset osuudet tutkimusaineistossa.



12

Taulukosta 4.2 sekd kuvasta 4.2 voidaan huomata DEB:aa késittelevien tutkimusten luku-
maarat moninkertaisiksi muihin paaryhmien lukumaariin verrattuna, kun tuntemattomaksi
jaaneiden seka EBS:iin ja JEB:aan kohdistuneiden lukumaarien ollessa kutakuinkin yh-
tasuuria. Yllattdvana tuloksena voidaan pitaé Kindler EB:aan kohdistuneiden tutkimusten
vahainen lukumaaraa. Taman taulukon tutkimuksien kokonaislukumaaré on yli 93, koska
osa tutkimuksista oli merkitty kohdistuvan useampaan EB-padryhméaan samanaikaisesti.

Taulukossa 4.3 on esitettynd kuhunkin kliinisen laaketutkimuksen faasiin lukeutuneiden
tutkimusten lukuméarat. Tuntematon-ryhmaan on kerétty ne tutkimukset, joiden kohdalta
tietokannoista ei 16ytynyt tietoa tutkimusfaasista. Tahdn ryhmaan ei kuitenkaan laskettu
mukaan observaatioita, koska niité ei pystyisi sijoittamaan mihinkdan kyseessa olevista
tutkimusfaaseista.

Taulukko 4.3. Vdhintdan vuonna 2015 valmistuneiden tutkimusten faasit seka tutkimus-
ten lukumddrét (n) kutakin faasia kohti.

Faasi n

I 34

I 48

1l 12

v 2

Tunt. (poislukien observaatiot) | 10

FAASIT
tuntematon (pl.
Observaatiot)
10 %

1}
45%

Kuva 4.3. Faasien prosentuaaliset osuudet tutkimusaineistossa.

Taulukon 4.3 seké kuvan 4.3 perusteella voidaan todeta tutkimusten painottuneen sel-
keéasti faaseihin | ja Il siten, ettd faasin |l tutkimuksia oli kuitenkin eniten (45 % kaikista
kliinisista tutkimuksista) ja 14 tutkimusta enemman kuin faasissa | (32 % kaikista kliinisista
tutkimuksista). Vain 2 tutkimusta oli toteutettu faasissa IV, joka jéi néista faaseista vahiten
edustetuksi. Tutkimusten kokonaislukum&ara on myoés tassa taulukossa yli 93, silla osa
tutkimuksista oli merkitty kuuluneeksi seka faasiin | etta 1l samanaikaisesti.
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Edellisten taulukoiden sisaltamat tutkimukset on yhdistetty taulukkoon 4.4, josta voidaan
lukea jokaisen kategorian tutkimusten jakautuminen tutkimusfaaseihin seka kohdistumi-
nen EB-paaryhmiin. Samat huomiot patevat myos tassa taulukossa, kuten aiemmin talu-
koiden 4.1 seka 4.3 kohdalla koskien tutkimusten kokonaislukumaarié: tutkimusten koko-
naislukumaara faaseissa sekd EB-paaryhmia kohti on yli 93.

Taulukko 4.4. Véhintddn vuonna 2015 valmistuneiden tutkimusten jakautuminen tutki-
musfaaseihin sekd jakautuminen EB:n pddryhmiin kussakin hoitomenetelméan kategorias-
sa. Bioteknologiset tuotteet (kudossiirteet) -kategorian nimi lyhennetty: Bioteknologiset
tuotteet.

Kategoria Faasi Paaryhma
| Il | Ml |[IV]| Tunt. || EBS | JEB | DEB | Kindler EB | Tunt.

Bioteknologi
ioteknologiset 5 ' 5| ' 0 0 4 0 5
tuotteet
Geenihoidot 121112 |0 1 0 3 13
Kantasolut 6 7
Laitteet 1 1 0 0 2
L 44keaineet:
aaxeainee 6l 9lol1]| o o | 2| 3 0 3
antibiootit
La&keaineet:

: 71191 8| 0 4 15 10 20 2 5
terapeuttiset
Observaatiot O, 0|0]O 15 2 2 10
Toimenpiteet O] 00O 1 0 0 1

Taulukosta 4.4 voidaan huomata, ettd kussakin kategoriassa, lukuunottamatta laitteet-
kategoriaa, eniten tutkimuksia on kohdistunut DEB:aan. Toiseksi, faasin Il tutkimusten
suurin kokonaismé&ara perustuu selkeasti laakeaineiden tutkimuksiin, muiden kategorioi-
den kohdalla mé&arien ollessa likimain samat faasien | ja Il vélilld. Kolmanneksi, ainoa
faasin IV tutkimus on tehty bioteknologisten sovellusten kategoriassa seka ainoat kaksi
Kindler EB:n tutkimusta on tehty |&akeaineilla. Lisaksi bioteknologisten sovellusten tutki-
muksia ja kantasolututkimuksia oli tehty koko aineistossa vain DEB:aan kohdistuen (vaik-
ka 2 tuntematonta kummassakin kategoriassa) sekd sama havinto toteutui toimenpiteisiin
kohdistuvien tutkimusten kategoriassa.
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5. POHDINTA

Vuoden 2015 jalkeen valmistuneiden tutkimusten suuri osuus késitellyista tutkimuksista
(72 %) on selva osoitus siitd, etta kliininen tutkimus EB-sairauksien parissa on vasta al-
kuvaiheessa. Liséksi eri alatyyppien havaitseminen hiljattain sek& sairauksien mekanis-
mien ja etenemisen tuntemuksen lisdédntyminen ovat osoitus kliinisten tutkimusten olevan
maarallisesti vield kiihntymisvaiheessa EB:n kohdalla. T&ta tukevat edelleen faasien | ja Il
hallitsevat osuudet tutkimusaineistossa (32 %ja 45 %).

5.1 Paaryhmat

EB-paaryhmiin kohdistuneiden tutkimusten lukumaarassd DEB:n tutkimusten osuus oli
selkedasti suurin (53 %) eika tatd muuttaisi edes tuntemattomaksi jdaneiden tutkimusten
toteaminen EBS:iin tai JEB:aan kohdistuvaksi. Tdma havainto voisi pohjautua DEB:n ke-
hittymismekanismiin, joka nayttaisi olevan huomattavasti selkedmpi kuin muissa paaryh-
missa. Siten olisi loogista aloittaa kliiniset tutkimukset seké hoitojen kehitys juurikin yksin-
kertaisimmasta sairauksien ryhmasta, kuten DEB:n on havaittu kehittyvan vain COL7A1-
geenissa tapahtuvista mutaatioista. Toinen merkittava tekija DEB-tutkimusten suosioon
on varmasti sairauksien vakavuusaste seka potilaiden heikko eldméanlaatu, jotka vaikut-
tavat olevan mahdollisesti vakavimpia EB:n kirjossa.

5.2 Faasit

Kuten jo edella mainittiin, aineistossa tutkimuksia on rekisterdity toteutettavan huomatta-
vasti enemman faaseissa | ja Il. Tdma voisi perustua jo aikaisemmin kehitettyjen olemas-
sa olevien lagkeaineiden soveltamiseen uusiin kayttokohteisiin, jolloin vaikuttaisi luonnol-
liselta, ettd ndiden ladkeaineiden kliiniset tutkimukset etenisivat nopeammin naiden kah-
den ensimmaisen faasin lavitse, kuin taas muiden kategorioiden hoitomenetelmat. Ku-
ten taulukko 4.4 osoittaa, ladkeaineet ovat ainoa kategoria, jossa faasin Il tutkimuksia
on selkeasti enemman faasiin | verrattuna, kuin muissa kategorioissa, joissa maarat ovat
kutakuinkin yhtasuuria naissa faaseissa. Nain ollen Id&keaineet ovat syyna faasin Il tutki-
musten suurimpaan osuuteen tutkimusaineistossa. Yleisesti muiden menetelmien kuten
kantasolujen, geenihoitojen sekd bioteknologisten sovellusten tutkimus ja kehittaminen
spesifisten sairauksien parantamisessa on vasta hyvin alussa ja mygs itse menetelmina
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ne ovat paljon uudempia kuin l1dakeaineet.

5.3 Laakeaineet

Selitys ladkeaineiden suurelle osuudelle aineistossa (46 %) saattaa selittya silla, kuten
jo edellda mainittiin, etta 1d&keaineita on kehitetty paljon ja niiden mekanismit voisivat ol-
la sovellettavissa useampiin kayttokohteisiin. Toisaalta jos lagkeaine on jo aikaisemmin
tuotu markkinoille jonkin toisen sairauden hoitamiseen liittyen, sen on taytynyt silloin tayt-
tadd vaatimukset muun muassa kayttéturvallisuuden osalta, jolloin voisi olla mahdollista
toteuttaa Kliinisid tutkimuksia heti suuremmalla potilasryhmalla. Paaryhmien osalta 1aa-
keainetutkimusten jakautuminen hyvin tasaisesti EBS:n, JEB:n sekd DEB:n vélille antaisi
myds viitteita siitd, etté lAdkeaineet voisivat soveltua I&dhes kaikkien paaryhmien sairauk-
sien hoitokeinoksi. Lisaksi Bruckner-Tuderman et al. esittavat tukimuksessaan [12], etta
paikallisesti ihon p&élle annosteltavat I&d8keet ovat houkutteleva tutkimuskohde niiden mo-
nien etujen ansiosta. Kyseisid etuja ovat muun muassa helppo annostelu seka alhainen
toksisuus. Naissa on usein tavoitteena estaa virheellisen proteiinin tuotanto soluissa tai
toisaalta vahvistaa kompensoivien proteiinien tuotantoa soluissa [15]. Kindler EB:n olles-
sa tuoreimmin todettu omaksi paaryhmakseen on mahdollista ettd, sen hoitamiseen so-
veltuvia ladkeaineita ei ole vield ehditty 16ytdmaan tai vaihtoehtoisesti kliinisia tutkimuksia
ei ole ehditty aloittamaan.

Aineiston eniten tutkituksi |adkeaineeksi osoittautui diaseriini, joka inhiboi interleukiini-13
-valitteista (IL-1/3) tulehdusreittid. Monissa vakavissa EBS-tapauksissa rakkuloiden muo-
dostuminen on seurausta mutatoituneiden keratiini 5 - ja keratiini 14 -proteiinien aiheutta-
mista tulehdustiloista, joita diaseriinin on havaittu hillitsevan. Toiseksi eniten tutkittu 1aa-
keaine tassa aineistossa oli gentamisiini, joka on aminoglykosidi-antibiootti ja sitd on jo
aiemmin kaytetty useiden geneettisten hairididen hoitamikseksi. Gentamisiinin kayttdé on
todettu muun muassa hemofilian ja kystisen fibroosin hoidossa hyvaksi, silla se estaa ri-
bosomin pyséhtymistd nonsense-mutaation aiheuttamaan ennenaikaiseen stop-kodoniin
eli taman 1aakkeen avulla voidaan saada tuotettua jélleen kokonaista proteiinia. RDEB-
potilailla on havaittu juurikin nonsense-mutaatioita COL7A7-geenissa, joten tdma vaikut-
taisi lupaavalta ladkkeelté tapauksiin, joissa EB-potilaalla on I6ydetty nonsense-mutaatio
oireiden aiheuttajaksi. [16, 17] Allantoiini oli aineiston kolmanneksi eniten tutkittu 1adkeai-
ne, jonka haavoja parantavia vaikutuksia on tutkittu jo suurillakin potilasmaarilla. Muissa
tutkimuksissa on huomattu, ettd 1dékettd saaneiden ryhmien potilailla ja verrokkiryhmien
potilailla ei ollut merkittavéé eroa haavojen paranemisessa [12]. Nain ollen nayttaisi silta,
ettd allantoiinista ei olla saamassa merkittdvaa vaihtoehtoa muiden potentiaalisten 14&-
keaineiden rinnalle. Mielenkiintoinen huomio on alhainen ladketutkimusten maara Kindler
EB -potilaisiin kohdistuen, joka voisi selittya silld, etta kyseinen padryhma on viimeisimpa-
na vahvistettu omaksi paaryhmakseen. Lisaksi voisi myds olla mahdollista, ettd samasta
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syysté Kindler EB -potilailla sairauden mekanismista ei ole viela taysin yksiselitteista na-
kemysta.

Nayttéisi siis siltd, etta 1dakeaineiden eteneminen tunnustetuksi hoitomenetelméksi on pi-
simmalld myds sen perusteella, etté sité on tutkittu merkittavasti enemman faaseissa Il ja
[l muihin kategorioihin ndhden. Alhaiset kustannukset potilaalle, helppokayttdisyys seka
sivuvaikutusten valttdminen paikallisilla annosteluilla ovat varmasti tekij6ita, jotka tukevat
Ia8kkeiden suosiota jatkossakin tutkijoiden keskuudessa. My6s Iadkkeiden mekanismien
soveltuvuus suurimpaan osaan EB -padryhmien sairauksista on varmasti tekija, joka tu-
lee tukemaan la&keaineiden tutkimista jatkossakin EB:n parissa. Toisaalta ainakaan viela
ei ole noussut esiin merkkeja, jotka herattaisivat toiveita taysin parantavasta lddkkeesta,
joten tdman hetken ndkyma ladkeaineiden mahdollisuuksien osalta sijoittuisi vahvimmin
itsehoidon ja oireiden helpottamisen pariin.

5.4 Kantasolut

Kantasolututkimuksien osuus aineistossa osoittautui kolmanneksi suurimmaksi (10 %).
Kiinnostus erilaisten kantasolujen hyédyntamisesta eri sairauksien hoitomenetelmina on
viimevuosina kerannyt lisda suosiota lisdantyneen tutkimustiedon mydéta. On siis hyvin
luontaista, ettd kliinisia tutkimuksia kantasoluista ei viela ole ehtinyt kerdantya suurta
maaraa EB:aan liittyen seka tehdyt tutkimukset on suoritettu hyvin pienillda potilasmaa-
rilla eli sijoittuen faaseihin | ja Il, mik& voidaan todeta taulukosta 4.4. Edelliseen lisaten
tarked huomio on se, ettd 66 % tutkimuksista oli merkitty olevan parhaillaan kaynnissa
tai vasta rekrytointivaiheessa. Kantasolujen kohdalla voidaan jélleen todeta enemmistén
tutkimuksista (78 %) kohdistuneen DEB:aan muiden tutkimusten jaatya epaselviksi tut-
kitun EB-paaryhman osalta (taulukko 4.4). Syitéd kantasolujen kaytdn houkuttelevuuden
taustalla ovat varmasti niiden kayttékohteiden monipuolisuus sekd saatavuus. Aineiston
tutkimuksista 78 % kohdistui mesenkymaalisten kantasolujen (MSC) kaytt6dn seka loput
22 % hematopoieettisten kantasolujen (HSC) kayttodn. Lisaksi kyseisissa tutkimuksissa
oli kaytetty useita eri alkuperda olleita kantasoluja kuten luuytimen, napanuoran veren
seka ihon kantasoluja, joita esiintyikin melko tasaisesti: luuytimen MSC:t 33 %, napanuo-
ran veren kantasoluja 11 % seka ihon kantasoluja 22 %. Viimevuosina on todettu, etta
iPSC:a olisi mahdollista muodostaa EB-fibroblasteista tai -keratinosyyteista ja geenien
muokkaamisella erilaistua normaaleiksi fibroblasteiksi tai keratinosyyteiksi. Tama autolo-
gisten solujen hyédyntaminen olisi suuri hyéty, silla sen avulla valtyttaisiin epasuotuisilta
immuunireaktioilta. Samalla geenien muokkaamisen menetelmien otettua tarkeita kehi-
tysaskelia, hyvien iPSC:en valmistuskaytanteiden kehittymisen ja oikeanlaisen proteiinin
korkea ilmentymistaso ovat osoituksia lupaavalta tulevaisuudelta iPSC:en kaytettavyydel-
le. [12] Tama on tosin viela tulevaisuuden nakymissé, silla kuten aineistokin osoitti, yh-
taan kliinista tutkimusta EB:aan liittyen ei 16ytynyt iPSC:en kaytdésta. iPSC:en kayttéén
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liittyen olennaisena haasteena pidetdan viela kolmiulotteisten soluviljelmien muodon hie-
nosaatda, jotta solusiirrdnnaisista saataisiin riittdvan laadukkaita. Tutkimuksissa on myés
havaittu, ettd suonensisaisilla kantasolujen annosteluilla pystyttaisiin valttdmaan suoraan
iholle injektoitujen solujen aiheuttama kova kipu seka kutina. Positiivisina vaikutuksina on
my6s havaittu potilaiden kohonnut eldmanlaatu seka tehostunut haavaumien paranemi-
nen. Taman menetelman ei tosin ole havaittu palauttavan tyypin VII kollageenin ilmen-
tymisté tai uusien ankkurifilamenttien muodostumista, vaan pikemminkin vaikuttavan ai-
noastaan tulehdustilaa lieventavasti. [12] Naiden havaintojen my6ta nayttda todennakéi-
selta, ettd suonensisaisten soluannostelujen hyédyntamisesta, joista aineistossa oli yk-
si kliininen tutkimus, ei tulla saavuttamaan parantavaa hoitokeinoa. Napanuoran veresta
kerattavien MSC:n kayttd tuo omat etunsa kantasolujen kaytté6n hoitokeinona. Niiden ei-
invasiivinen keraystoimenpide ja nopea saatavuus veripankeista ovat merkittavia muka-
vuutta ja tehokkuutta lisdavia tekij6ita. Lisaksi inmisilta keratyt napanuoran veren MSC:en
nopeampi lisdédntyminen, korkeampi regeneraatiopotentiaali ja luuytimen MSC:in verrat-
tuna pienempi immunogeenisyys ovat muita positiivisia ominaisuuksia. Naiden kantaso-
lujen kaytoélla on havaittu tutkimuksissa kipua ja kutinaa lievittévia vaikutuksia, mutta tyy-
pin VII kollageenin tai ankkurifibrillien lisdéntyneesta ilmentymisesté ei ole saatu selkeda
nayttéa. [18]

Kantasolujen osallistuminen haavojen paranemiseen perustuu paasaantdisesti niiden te-
hokkaaseen jakautumiskykyyn ja uusiutumiseen seké useiden erilaisten kasvutekijéiden
erittdmiseen, jonka avulla ne vaikuttavat muiden ymparistéssa olevien solujen toimintaan
ja esimerkiksi tehostavat epiteelisolujen jakautumista. Lisdetuna on niiden eristettavyys
monista elimistdn osista, joilla kaikilla on toisistaan eroavia ominaisuuksia. Talla hetkel-
14 kantasoluhoidoissa suurimpana haasteena nayttaisi olevan kantasolujen toimittaminen
halutulle kohdealueelle siten, ettd paras mahdollinen vaste saavutettaisiin. Tahan paivaan
asti suosituin menetelm@ kantasolujen annosteluun on ollut injektionti suoraan ihoon, jon-
ka kanssa on havaittu ongelmia solujen séilymisessa haavauman alueella. Vaihtoehtoisia
menetelmia kantasolujen toimittamiselle voisivat olla scaffoldit seka hydrogeelit. Scaffol-
dien avulla voitaisiin luoda epidermikselle joustava ja kestava alusta haavojen paranemis-
ta tukien, kun taas hydrogeelit ovat tdméan hetken tiedon mukaan paras menetelméa haa-
vojen korjaamiseen muun muassa hiiden antioksidatiivisten seka mikrobeilta suojaavien
ominaisuuksien ansiosta. [19] Mielenkiintoinen huomio aineistosta onkin, ettd yhtaan klii-
nista tutukimusta ei ollut rekisterdityna, jossa olisi hyddynnetty scaffoldia tai hydrogeelia
kantasolujen toimittamiseksi iholle.

5.5 Geenihoidot

Geenihoitojen toiseksi suurin osuus tutkituista menetelmisté (17 %) on myés looginen
huomio, kun huomioidaan sairauksien kehittyminen periytyvien mutaatioiden seuraukse-
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na. Geenien editointiin perustuvien menetelmien, kuten CRISPR/CAS9 "geenisaksien",
ollessa viela kehitys- ja testausvaiheessa EB-sairauksien kohdalla, voitaisiin odottaa ge-
neettisten hoitomenetelmien ottavan tulevaisuudessa paikan johtavana EB:n parannus-
keinona. Tama huomataan myds siina, ettd aineiston geenihoidoista 68 % keskittyi poti-
laan autologisiin soluihin ja niistd muodostettuihin ihosiirteisiin, joihin toimiva geeni, esi-
merkiksi COL7A1-geeni, oli toimitettu retrovirus-vektoreiden avulla cDNA:n muodossa.
12 % aineiston geenihoidoista tutki puolestaan antisense oligonukleotidien kayttéa toi-
mivan proteiinin tuottamiseen. Tutkimuksissa on pystytty osoittamaan, ettd esimerkik-
si DEB:n kohdalla on havaittavissa mutaatioiden keskittymia tietyssé kohtaa COL7AT7-
geenin sekvenssia, joista useimmiten seuraa ennenaikaisen lopetuskodonin muodostu-
minen mRNA-molekyyliin. TAhan voidaan vaikuttaa juurikin antisense oligonukleotideilla,
jotka exon skipping -mekanismilla pystyvéat ikdan kuin silmukoimaan mutatoituneen ekso-
nin pois mMRNA:sta ja taten palauttamaan toimivan, mutta hieman lyhyemman proteiinin
tuotannon. [20] Esimerkiksi DEB- ja JEB-potilailla exon skipping -menetelmaa pystyttai-
siin soveltamaan COL7A1- sekd COL17A1-geenin eksoneihin ja menetelman vaikutuk-
sista onkin saatu jo hyvid naytt6ja useiden eksoneiden kohdalla. Edelld olevan lisaksi
positiivisia havaintoja ovat olleet hoitojen haittavaikutuksettomuus ja mahdollisuus toteut-
taa hoito paikallisesti annosteltavan geelin muodossa. [20, 21] Loput tutkimuksista kasit-
telivat geneettisesti muokattujen solujen hyddyntamistd ihonsisaisiné injektioina annos-
teltuna. Taulukosta 4.4 pystytddn huomaamaan samoja havaintoja, geenihoitojen tutki-
mus onkin painottunut selkeé&sti JEB:aan ja DEB:aan kohdistuvasti, joista valtaosa (81 %)
on DEB-tutkimuksia, seka toteutukset kolmea lukuunottamatta faaseissa | ja Il. Erityisen
huomionarvoinen seikka naista tutkimuksista on se, etta 56 % oli merkitty olevan parhail-
laan kaynnissa. Havainnot ovat siis hyvin samankaltaisia, kuin aiemmin kantasolujenkin
kohdalla todetut havainnot. EBS:iin seka Kindler EB:aan kohdistuvien geenihoitojen tutki-
muksia ei 16ytynyt aineistosta, mika voisi perustua ensinnékin EBS:n useisiin geeneihin,
jotka voivat mutatoitua ja siten vaikkapa exon skipping -menetelman kayttdminen vaikut-
taisi haasteelliselta tAmanlaiseen usean geenin mutaatioiden kasittelyyn. Toiseksi Kindler
EB -sairaudet ovat viimeisimpana todettu omaksi paaryhmékseen, joten niiden kohdalta
tietdmys saattaa olla vield puutteellista koskien tdsmallisia mutaatioiden sijainteja gee-
nien eksoneissa, mika on perustavanlaatuinen edellytys menetelméan kayttamiselle.

Geneettisten hoitomenetelmien hyddyntdminen EB:n parissa on siis vasta alkutaipaleel-
la, mutta siitd huolimatta hyvia tuloksia on jo saatu ja lisda voidaan odottaa varmasti hy-
vin lyhyelldkin aikavalilla. Muiden apuvalineiden kuten uuden sukupolven sekvensoinnin
(NGS) seka CRISPR/CAS9:n yleistyminen varmasti vauhdittavat geenihoitojen tutkimus-
ta seka hyddyntamista lahivuosien aikana. On kuitenkin huomionarvoista, ettd genomin
edintointia hyédyntavat menetelmat ovat esittédneet jo lupaavia tuloksia [22, 23]. Hoitome-
netelmien ollessa erittdin kohdennettuja molekyylitasolla sek& potilaan muille kudoksille
harmittomia nayttaisi silta, ettd oikean kohteen léytyessa hoidoilla voidaan paasta hyvin
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korkeaan tehokkuuteen seka valttya haittavaikutuksilta, jotka ovat merkittavia etuja. Nai-
den seikkojen ansiosta olisi mahdollista odottaa geenien muokkaamiseen perustuvien
hoitokeinojen omaavan suurimman potentiaalin EB-sairauksien parantamisessa.

5.6 Muut menetelmat

Hoitomenetelmien kategorioista bioteknologiset sovellukset, laitteet seka toimenpiteet jai-
vat vahaisesti edustetuiksi 6 %, 3 % seka 1 % osuuksien my6td. Nama sisélsivat ihosiirtei-
ta, haavapeitteitd, solujen keradjan seka fotodynaamista terapiaa, joiden edellytyksena,
poislukien fotodynaaminen terapia, on hyvin pitkalti kantasolujen tai genomin muokkaami-
sen tehokas hyédyntdminen. Nain ollen on loogista, ettad naihin kategorioihin ei sijoittunut
suurta maaraa kliinisia tutkimuksia, silléa selkedd menestysta kantasolujen tai geenimuok-
kauksen kaytésta EB-sairauksien piirissd ei olla viela t4han mennessé saatu. Paaryh-
mien osalta on jalleen huomattavissa tutkimusten kohdistuminen merkittdvasti DEB:aan
jokaisessa kategoriassa todennakodisesti samoista syista, kuin aikaisemminkin on mainit-
tu eli kyseessa olevan yhden geenin mutaation aikaansaama sairaus seka hyvin vakava
taudinkuva.

5.7 Johtopaatokset

Yhteenvedettyna, tutkimusaineiston perusteella parantavan hoitokeinon etsintd EB:aan
on melko alkuvaiheessa, mutta silla voidaan nahda selked suunta. Kliinisid tutkimuksia
on tehty maailmanlaajuisesti, mutta Yhdysvaltojen ja Euroopan yliopistoissa on toteutettu
eniten tutkimuksia seka myds suurimmat tutkimukset potilasméaarien perusteella. Suu-
rin osa aineiston tutkimuksista oli toteutettu faasissa Il ja toiseksi suurin osuus oli faa-
sin | tutkimuksia. Liséksi l1&apikdydyn aineiston kaikista 2015 vuoden jalkeen valmistuvista
tutkimuksista 29 % on vield parhaillaan rekisterdity olevan kaynnissa, joten ndma sei-
kat osoittavat tutkimuksen parannuskeinon etsimiseksi olevan vield alussa. On myds tar-
ked ottaa huomioon EB-sairauksien harvinaisuus seka tutkimusmemetelmien saatavuus
maailmanlaajuisesti tutkimustiedon keruuta hidastavina tekij6ina.

Lahes puolet (45 %) aineiston tutkimuksista olivat ladkeaineisiin keskittyneitd nostaen ta-
man kategorian aineiston eniten tutkituksi. Mahdollisia selittévia tekijoita talle voivat olla
valmiiden ladkeaineiden hyddyntadminen, helppokayttbisyys sekd monikayttéisyys. Esi-
merkiksi paikallisesti iholle annosteltavat voiteet olivat vahvasti edustettuina aineistossa,
jotka olisivatkin hyvin soveltuvia kotihoidon toteuttamiseen muun muassa tulehdusta hillit-
sevien vaikutuksien ansiosta. Yleisesti on kuitenkin herdnnyt ajatus siita, etta ladkeainei-
den keskuudesta ei tulla |I6ytdmaan sairautta parantavaa hoitokeinoa, vaan pikemminkin
niista I0ytyisi ratkaisu juuri oireiden lieventdmiseen seka elaméanlaadun kohentamiseen.

Kantasolujen Kliiniset tutkimukset EB:n parannuskeinona ovat hyvin alkuvaiheessa silla
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aineistosta vain 10 % osoittautui kantasolututkimuksiksi ja niista 66 % oli rekisterdity ole-
van parhaillaan kdynnissa. Aiemmat kantasolujen tutkimukset ovat esittdneet hieman ris-
tiriitaisia tuloksia silla ne omaavat hyvinkin edullisia ominaispiirteita kuten alhainen immu-
nogeenisyys, napanuoran veresta tehtéva ei-invasiivinen kerays, itseuusiutuvuus seka te-
hokas jakautuminen. Juurikin napanuoran veren kantasolut nayttavat osoittavan talla het-
kella suurinta potentiaalia. Toisaalta kantasolujen kdytén tehokkuudessa ei ole vield saa-
vutettu haluttua tasoa, mika on ehkapa suurin haaste talla hetkella. Lahitulevaisuudessa
olisi mielenkiintoista kuulla, minkalaisia tuloksia saavutettaisiin kantasoluilla joko scaffol-
dien tai hydrogeelien avulla toimitettuna kohdealueelle. Myés iPSC:en hyddyntadmisesta
olisi hyva saada tuloksia, silla niiden ymparilla on ollut I&hivuosina lupauksia herattavaa
keskustelua.

Geenihoitojen esiintyvyys aineistossa oli toiseksi suurin, mutta todennakdisesti nama tu-
levat syrjayttamaan laakeaineet johtavana tutkimuskohteena EB-sairauksien parannus-
keinona. Erityisesti homogeenisistd mutaatioista kehittyvat DEB- seka Kindler EB -sairaudet
vaikuttaisivat olevan erittain soveltuvia kohteita genomin muokkaamisen menetelmille, ku-
ten exon skipping -menetelmalle tai cDNA:n toimittamiselle retrovirus-vektoreiden avulla.
Lisaksi CRISPR/CAS9:n yleistymisen voitaisiin odottaa vauhdittavan geenihoitojen Klii-
nisten tutkimusten lisdéntymistd myos EB:n parissa, kun otetaan huomioon kuinka koh-
dennettuja vaikutuksia nailla voidaan solutasolla saavuttaa. On kuitenkin mahdollista, et-
ta esimerkiksi CRIPSR/CAS9:n kaytén kustannukset asettavat viela oman hidasteensa
menetelmien saatavuudelle suurille potilasmaérille.

Edellisten hoitomenetelmien liséksi pienimmiksi kategorioiksi hoitomenetelmina jaivat bio-
teknologiset sovellukset, laitteet sekd toimenpiteet. Taméa on kuitenkin looginen toteutu-
ma, silla geenihoitojen seké kantasolujen tutkimusten ollessa viela hyvin alkuvaiheessa,
ei niistd johdettuja sovelluksia ole jarkevaé kehittda. Naiden roolin voidaan kuitenkin odot-
taa kasvavan samalla, kun tietdmys seké tehokkuus kanatasolujen ja geenihoitojen hyé-
dyntadmisesta saadaan riittdvan korkealle tasolle.

EB-paéryhmien osalta selkedn enemmistén muodosti DEB:aan kohdistuneet tutkimukset
53 %:n osuudella aineistosta. DEB-sairauksien kehittyminen yhden geenin mutaatioista
sekd hyvin vakavat taudinkuvat ovat varmasti ajaneet tutkimuksien painopisteen ensim-
maisena juuri tdhan suuntaan. On loppujen lopuksi hyvin luontaista hakea ensimmaisena
ratkaisua vakavimpiin sairauksiin, eika tule unohtaa néiden olevan raportoitu toiseksi ylei-
sin EB-paaryhma. EBS- seka JEB-tutkimuksien osuudet osoittautuivat 1ahes yhta suurik-
si, mutta huomattavasti pienemmiksi kuin DEB:n osuus, mikd on mahdollisesti seurausta
sairauksien kehittymisesta useiden geenien mutaatioiden seurauksena. Kindler EB:aan
kohdistuneiden tutkimusten hyvin pieni maara voisi olla seurausta sen tunnistamisesta
viimeisimpana omaksi paaryhméakseen sekd myds tapausten harvinaisuudesta. Tunte-
mattomia tutkimuksia, eli tutkimuksia joita ei oltu rekisterdity kohdistuneeksi mihinkaan
paaryhmaan, oli yllattavan suuri maara, jotka voisivat selvitessddn muuttaa tutkittujen
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paaryhmien osuuksia hiukan, jos ne olisivat kaikki esimerkiksi Kindler EB:aan kohdistu-
neita. T&ma voisi olla hyvin mahdollista, kun otetaan huomioon sen toteaminen hiljattain
omaksi paaryhmakseen.
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6. YHTEENVETO

Taman ty6n tarkoituksena oli tarkestella harvinaisen ihosairauden epidermolysis bullosan
parantamiseen liittyen tehtyja kliinisia tutkimuksia vuodesta 2015 alkaen ja niista keraan-
tyvan tiedon avulla muodostaa katsaus kliinisten tutkimusten nykytilanteesta. Talla het-
kella sairauteen ei ole saatavilla parantavaa hoitokeinoa, minka takia kliiniset tutkimukset
ovat ensiarvoisen tarkeitd tAman sairauden kohdalla. Kyseessa on periytyva sairaus, joka
voi kehittya yhden geenin mutaatioista tai useamman geenin mutaatioista, jotka periyty-
vat jalkelaisille tai ilmenevat suvussa taysin uusina. EB-sairauksia voidaan lajitella nel-
jaén padaryhmaan ja edelleen paaryhmien sisalla erilaisiin alaluokkiin, mutta t&dssé tyéssa
keskityttiin muun muassa kliinisten tutkimusten jakautumiseen paaryhmia kohti. Sairauk-
sien paaryhmia ovat epidermolysis bullosa simplex, junktionaalinen epidermolysis bul-
losa, dystrofinen epidermolysis bullosa seka Kindlerin syndrooma, joista heterogeenisia
sairauksia ovat epidermolysis bullosa simplex seka junktionaalinen epidermolysis bullosa
ja homogeenisia sairauksia dystrofinen epidermolysis bullosa seka Kindlerin syndrooma.

Kehityksen edellytyksend on jo aiemmin tehdyn kriittinen tarkastelu, kuten missa on on-
nistuttu tai epaonnistuttu seka onko kaikki mahdollinen jo tehty tietyn aiheen osalta ja
tunnistettava néaiden tietojen perusteella mahdolliset painopisteet tulevaisuuden toimin-
nalle. Lisaksi joskus on myds arvokasta tarkastella ja vertailla esimerkiksi oman inno-
vaation sijoittumista muiden oman alan kilpailijoiden joukossa. Taman tyén avulla pyrittiin
seka kvantitatiivisesti ettd kvalitatiivisesti tarkestelemaan muun muassa, miten Kkliinisia
tutkimuksia on tehty eri EB-paaryhmiin liittyen, missé vaiheissa tutkimukset ovat olleet,
mink& tyyppisid menetelmia on tutkittu sekd hahmottamaan naiden avulla tulevaisuuden
mahdollisia painopisteitd EB:n kliinisissa tutkimuksissa parannuskeinojen |dytadmiseksi.
Aineisto kerattiin kahdesta verkkotietokannasta, jotka olivat clinicaltrials.gov seké clinicalt-
rialsregister.eu. Hakusanalla, "epidermolysis bullosa", I6ytyneista kliinisista tutkimuksista
rajattiin pois ennen vuotta 2015 valmistuneet tutkimukset. Keskeisimpia tuloksia koostet-
tiin taulukoiksi liitteina A-G esitetyista taulukoista.

Valtaosan l6ydetyista kliinisista tutkimuksista ollessa vuoden 2015 jalkeen valmistuneita
tai valmistuvia, on tdma selke& osoitus siita, ettd kliiniset tutkimukset ovat vasta alkuvai-
heessa EB:n parissa. Tata tukevat my6s vahvasti hallitsevat faasien | ja Il tutkimusmaéarat,
kuin myds omalta osaltaan suuri geenihoitojen osuus rekisterdityna parhaillaan kaynnis-
sé oleviksi. Lisaksi Kindler EB -tutkimuksien osuuden ja&dminen aivan minimaaliseksi se-



23

k& paaryhmén osalta tuntemattomana rekisterdityjen tutkimusten kohtalainen osuus ku-
vastavat paaryhmien tuntemuksen lisdantyneen viela viimeaikoinakin merkittavasti, jolloin
kliinisia tutkimuksia naiden tuoreimpien paaryhmien osalta ei ole ehditty kdynnistaa. Ta-
han mennessé kliiniset tutkimukset ovat painottuneet voimakkaasti DEB:aan todennakéi-
simmin sen vakavan taudinkuvan sek& yhden mutatoituvan geenin seurauksena. Hetero-
geenisten paaryhmien seka Kindler EB:n kohdalla tietdmys ei mahdollisesti ole viela riit-
tava tunnistamaan selvda menetelma3, josta parannuskeinoa lahdettéisiin kehittamaan.
Laakeaineet ovat keranneet tihan mennessa eniten huomiota rekisterdityjen tutkimusten
muodossa, mutta tdman voidaan odottaa muuttuvan ennemmin tai myéhemmin. Nayttai-
si silta, ettd 1adkeaineiden rooli on jadméassa taudinkuvaa lieventdvéksi hoitokeinoksi ja
siten geenihoitojen tai kantasoluhoitojen voidaan odottaa nousevan johtavaksi hoitome-
netelmien kategoriaksi, kun puhutaan parantavasta hoitomenetelmasta. Voisi kuitenkin
olla mahdollista, etté ladkeaineistakin 16ytyy parannuskeino vaurioituneen rakenteen tun-
nistavien peptidien my6ta. Bioteknologisten sovellusten seka laitteiden tutkimukset tule-
vat lisddntymaan varmasti sitten, kun kantasoluilla ja geenihoidoilla saavutetaan tasaisia
seka riitdvan tehokkaita tuloksia.

L&hitulevaisuudessa voisi olla arvokasta aloittaa tutkimukset scaffoldien seka hydrogee-
lien hyddyntadmisestad parannuskeinona. Ndiden kaytén myo6ta saattaisi olla mahdollista
saada kantasoluhoitojen tehokkuutta lisattyd seka terveen kudoksen kasvua vahvistet-
tua. My6s napanuoran veren kantasolujen hyddyntamisen, iPSC:en, CRISPR/CAS9:n
seka muiden genomin muokkaamisen menetelmien kaytdn voisi odottaa lisdantyvan ja
my6s Kindler EB:n tutkimuksia tullaan todenndkéisesti tekemaan lisdantyvissd maarin.
Haasteellista jatkossa on varmasti JEB:n sekd EBS:n useiden geenien mutaatioihin koh-
distuvan menetelmén I6ytaminen. Omalta osaltaan my@s sairauksien harvinaisuus ja sita
my6ta tiedon keraantymisnopeus tuottavat omat rajoitteensa, jotka taytyy selattaa. Olisi-
kin kiinnostavaa nahda voisiko projekteja kuten Organ-on-Chip tai Body-on-Chip hyédyn-
tdd myds EB:n parissa, jotta potilaiden vahaisestd maarasté aiheutuvat haasteet voitaisiin
sivuuttaa.
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Kuva C.1. Bioteknologisten tuotteiden tutkimukset.
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Hospital, toimenpide terapia Universitaire de Nice

| Saint Louis

Hospital

Kuva F.1. Toimenpiteista tehty tutkimus.
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AVANZATE S.R.L.

WITH JUNCTIONAL EPIDERMOLYSIS BULLOSA
" Ex-vivo expanded autologous human

suspension containing epidermal
stem cells genetically modified with a gamma-
retroviral (rv) vector expressing the full-length

LAMB3 cDNA

Kuva G.1. Geenihoidoista tehdyt tutkimukset.
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