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Gene therapy of cardiovascular diseases
Summary

Despite progress in pharmacotherapy, there is still a lack of efficient treat-
ment of advanced stages of cardiovascular diseases. Therefore, great expecta-
tions are connected with gene therapy. First clinical experiments of gene trans-
fer of vascular endothelial growth factor (VEGF) were carried out in 1994-1998
on patients with critical leg ischemia. They resulted in the improvement of
vascularisation and prevented the amputation of the limbs. Promising results
have been also obtained with DNA decoys binding the EF2 transcription factor.
In this way, the expression of genes enhancing the proliferation of vascular
smooth muscle cells have been inhibited and in consequence the narrowing of
the lumen of arterio-venous bypasses have been inhibited. Moreover, the exper-
imental data from animal models of cardiovascular diseases suggest that the im-
provement in patients’ conditions can be obtained by the transfer of genes
modulating the inflammatory processes which are the main underlying cause of
atherosclerosis. Thus, the enhanced expression of heme oxygenase-1, nitric ox-
ide synthases or superoxide dismutases may beneficially influence the functions
of the vessels. This protective activity may involve moderate enhancement of
the synthesis of VEGF. Owing to this, the improvement of angiogenesis can be
obtained without the risk of side effects associated with very high, unregulated
expression of this growth factor. Further progress in gene therapy of cardiovas-
cular diseases will depend on the results of clinical trials, investigations of the
mechanisms of disturbance in gene expression associated with cardiovascular
diseases, as well as on the development of efficient methods of targeted deliv-
ery and regulation of the expression of therapeutic genes.
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1. Cele, strategie i narzedzia terapii genowej

Terapia genowa ma na celu leczenie choréb za pomoca kwaséw nukleinowych
(1,2). Ta szeroka definicja obejmuje zaréwno lecznicze wykorzystanie genéw jak
i krétszych, niekodujacych bialek sekwencji DNA lub RNA (rys. 1). W terapii geno-
wej, w zaleznosci od rodzaju choroby zmierza sie badz do naprawy wady dziedzicz-
nej, wprowadzajac do komorek prawidtowa posta¢ brakujacego genu, badz tez mo-
dyfikuje sie funkcje gendw dziatajgcych w komdérkach. W tym drugim przypadku te-
rapia genowa moze polegaé¢ na wzmacnianiu efektéw genéw, poprzez wprowadza-
nie dodatkowych kopii tych genéw, ktére nie funkcjonujg wystarczajgco wydajnie
w chorym organizmie. Moze réwniez zmierza¢ do zahamowania aktywnosci genéw,
ktérych nadmierna ekspresja jest przyczyna chordb. To wtasnie w hamujacej terapii
genowej wykorzystuje sie obok gendw takze niekodujace biatek sekwencje DNA lub
RNA. Nalezg do nich oligonukleotydy antysensowe, putapki oligonukleotydowe oraz
rybozymy. Ostatnio duze nadzieje wigze sie z mozliwoscig zastosowania dwunicio-
wych fragmentdw RNA (siRNA) do hamowania ekspresji gendw poprzez tzw. interfe-
rencje RNA (rys. 1) (3).

Najwazniejszym narzedziem w terapii genowej sa wektory, czyli nosniki, za po-
moca ktérych kwasy nukleinowe sa wprowadzane do komoérek (1,2,4). Sa to zmody-
fikowane wirusy badz plazmidy. Wektory wirusowe wykorzystujg naturalne mecha-
nizmy wnikania do komérek poprzez receptory powierzchniowe, jak np. biatka CAR
dla adenowirusOw. Plazmidy, a takze krotkie sekwencje kwaséw nukleinowych
moga by¢ wprowadzane do komérek dzieki wspomaganiu chemicznemu. Wykorzy-
stuje sie w tym celu zazwyczaj liposomy kationowe, zobojetniajgce ujemny tadunek
czasteczki kwasu nukleinowego i umozliwiajgce jego wnikniecie do cytoplazmy
oraz jadra komoérkowego. W pewnych szczeg6lnych przypadkach wektory plazmi-
dowe wstrzykuje sie do tkanek, np. miesni nodg lub miesnia sercowego, w postaci
tzw. ,nagiego DNA” (5).

Terapeutyczne kwasy nukleinowe

DNA RNA
Geny Sekwencje niekodujace Geny Sekwencje niekodujace
(wektory DNA) (wektory RNA)
Oligonukleotydy Putapki rybozymy SIRNA
antysensowe oligonukleotydowe

Rys. 1. Rodzaje terapeutycznych kwasoéw nukleinowych.
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W prowadzonych obecnie prébach klinicznych najczesciej stosowane sg wektory
retrowirusowe (2). Sg one zdolne do trwalej transfekcji komdrek, mozliwej dzieki
wbudowywaniu materiatlu genetycznego wirusa do genomu zakazonej komoérki. Re-
trowirusy (z wyjatkiem lentiwiruséw) nie zakazajg jednak komoérek nie dzielgcych
sie, sag ponadto mniej wydajne niz inne wektory wirusowe, co sprawia, ze najczes$-
ciej wykorzystuje sie je w strategii ex vivo. Polega ona na pobraniu od pacjenta ko-
morek, hodowaniu ich w laboratorium, infekcji wektorem retrowirusowym, a nas-
tepnie selekcji i namnozeniu komérek zmodyfikowanych, ktére podaje sie z powro-
tem do organizmu chorego.

Wektory adenowirusowe sg znacznie efektywniejsze niz retrowirusy, zakazajg
réwniez komorki nie dzielgce sie (2). Wada najczesciej uzywanych wektoréw adeno-
wirusowych, zawierajgcych nadal sporg liczbe gendéw wirusowych, jest ich immuno-
gennosc¢. Stosowanie tych wektorow moze wywotac silng reakcje zapalna, w skraj-
nych przypadkach prowadzacg do Smierci. To wkasnie uzycie wektora adenowiruso-

Préby kliniczne terapii genowej (ogétem) Préby kliniczne terapii genowej choréb
400 ukfadu krgzenia
300
200
100
= 1
Choroby Choroby CAD Inne  Nowotwory Choroba Restenoza Choroba
zakazne jedno- niedoknwienna wiericowa
genowe miesni nég
Préby kliniczne terapii genowej - Préby kliniczne terapii genowej choréb
rodzaj stosowanych wektoréw uktadu krazenia - rodzaj stosowanych
200 wektoréw
Lipofekcja Nagi DNA Adenowirusy

Rys. 2. Préby kliniczne terapii genowej ogétem (A) oraz terapii genowej choréb uktadu krazenia (B).
W terapii genowej najczesciej stosowane sa wektory retrowirusowe - (C) jednak w chorobach uktadu
krazenia przewaza wykorzystanie plazmidowego DNA oraz adenowiruséw (D). Zestawienie oparto na
danych zamieszczonych na stronach internetowych National Intistute of Health (USA), (www4.od.nih.gov/
oba/rac/protocol.pdf) oraz .Journal of Gene Medicine" (www.wiley.co.uk/wileychi/genemed.clinical),
czasopisma Europejskiego Towarzystwa Terapii Genowej.
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wego bylo przyczyng Smierci pacjenta poddawanego terapii genowej w zwigzku
z zaburzeniami cyklu mocznikowego, spowodowanymi brakiem prawidiowego
genu transkarbamylazy ornitynowej (OCT) (6). Niemniej jednak wektory adenowiru-
sowe sg drugie co do czestosci wykorzystywania w probach klinicznych terapii ge-
nowej (rys. 2) i uwaza sie, ze przy wiasciwym dozowaniu ryzyko wystapienia reakcji
zapalnych jest stosunkowo niewielkie.

W prébach klinicznych terapii genowej choréb uktadu krazenia wykorzystywane
sg przede wszystkim plazmidy i adenowirusy (7,8). Pozostate wektory nie byty do-
tychczas stosowane. W badaniach przeprowadzanych na zwierzetach wskazuje sie
jednak, ze przydatnym narzedziem mogg by¢ wektory AAV (9-11). Wiecej informaciji
na temat wektorow wirusowych znajduje sie we wczesniejszej pracy (1) oraz w in-
nych opracowaniach (2,12).

2. Préby kliniczne terapii genowej

We wrzesniu 1990 r. dokonano pierwszej préby kontrolowanego podania genu
pacjentowi. Do limfocytoéw T dzieci chorych na ciezki ztozony niedob6r odpornosci
wywotany mutacjg w genie deaminazy adenozynowej (ADA) wprowadzono wektor
retrowirusowy z prawidtowym genem ADA i tak zmodyfikowane komorki podano
nastepnie pacjentom. Zyja oni do dzisiaj w dobrym stanie zdrowia (13), ale efekt ten
nie moze by¢ jednoznacznie uznany za sukces terapii genowej. Oproécz transferu ge-
noéw pacjenci otrzymywali bowiem i nadal otrzymujg zastrzyki enzymu ADA i jest
bardzo prawdopodobne, ze to wlasnie podawanie biatka, a nie transfer genu dopro-
wadzito do poprawy stanu zdrowia.

Do 2003 r. zarejestrowano 636 projektéw klinicznych terapii genowej (petna lista
znajduje sie na stronie internetowej http://www4.od.nih.gov/oba/rac/protocol.pdf).
Ponad potowa z nich dotyczy leczenia chor6b nowotworowych, okoto 1/10 to préby
leczenia chordb jednogenowych, a nieco mniejszy procentowy udziat przypada na
terapie chordéb infekcyjnych, ktére - poza jednym wyjgtkiem - dotycza leczenia
zakazen H1V. Sposréd 10" pozostatych projektdw znaczna wiekszos¢ dotyczy cho-
réb uktadu krazenia (rys. 2).

Dotychczasowe proby terapii genowej, poza jednym przypadkiem, nie doprowa-
dzity jednak do opracowania skutecznego sposobu leczenia chordb, a wyniki préb
klinicznych, mimo ze obiecujgce, nie pozwalajg na ich jednoznaczng interpretacje.
Chlubny wyjatek dotyczy leczenia ciezkiego zlozonego niedoboru odpornosci
(X-SC1D), spowodowanego mutacjg genu fancucha yc receptora cytokin. Wprowa-
dzanie prawidlowe] postaci tego genu do hematopoetycznych komaérek macierzys-
tych chtopcow chorych na X-SC1D zdecydowanie poprawito stan zdrowia dzieci, po-
zwalajac im na normalne zycie (14,15). W tej odmianie SCID nie ma mozliwosci ko-
rekty niedoboru genu poprzez podanie preparatu biatkowego, zatem tak znaczna
poprawa funkcji uktadu odpornosciowego jest dowodem na skutecznosc¢ terapii ge-
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nowej (14,15). Niestety, u dwdéch sposréd kilkunastu leczonych pacjentow doszio
w ciggu dwdch lat od terapii do rozwoju biataczki (16). Na podstawie przeprowa-
dzonych analiz wskazuje sie, ze zostala ona spowodowana wbudowaniem sie wek-
tora retrowirusowego w obreb protoonkogenu LMO02, co doprowadzito do klonal-
nej proliferacji limfocytow Ty5 lub Tap. Préby terapii genowej X-SC1D sg jednak
nadal kontynuowane, gdyz jest ona jedyng szansg na wyleczenie i normalne zycie
dla pacjentow, u ktérych nie mozna przeprowadzi¢ przeszczepu szpiku kostnego.

3. Przyczyny stosowania terapii genowej w chorobach uktadu krgzenia

Po niepowodzeniach w terapii genowej nowotwordw, choréb jednogenowych,
czy zakazen H1V nadzieje naukowcédw i lekarzy w znacznym stopniu zwrdcity sie
w kierunku choréb uktadu krgzenia. Przypuszczano, ze ze wzgledu na charakter
proceséw patofizjologicznych, ktére zamierzano skorygowad, tatwiej i szybciej moz-
na bedzie uzyska¢ przekonujgce wyniki, dowodzgce skutecznosci terapii. Przypusz-
czano bowiem, ze w przypadku tych schorzen, w odréznieniu od nowotworéw
i chordb jednogenowych korzystny efekt przynies¢ moze nawet krotkotrwale pod-
wyzszona ekspresja genu terapeutycznego (1).

Pierwotng przyczyna choroby niedokrwiennej serca i miesni nég jest miazdzy-
ca. Powstawanie i rozw¢j blaszki miazdzycowej w Scianie naczyh tetniczych ma
charakter przewleklego procesu zapalnego (17). Rozpoczyna sie on od funkcjonal-
nego uszkodzenia komorek srodbtonka. Przyczyng moze byé zaréwno nadmierne
stezenie cholesterolu we krwi, jak i wiele innych czynnikéw, wsréd nich podwyz-
szony poziom homocysteiny, glukozy, stres oksydacyjny i by¢é moze zakazenia
bakteryjne. Zmniejszenie syntezy tlenku azotu (NO) i prostacykliny (PGI2) prowa-
dzi do nasilenia adhezji leukocytoéw krwi do komérek Srodbtonka i ich przenikania
do Sciany naczynia (18). Tam leukocyty, a w szczegodlnosci makrofagi, uczestnicza
w procesach oksydatywnej modyfikacji lipoprotein o niskiej gestosci (LDL), kto-
rych pochodne, czyli utlenione LDL indukujg w makrofagach, komérkach miesni
gtadkich oraz komérkach $robtonka synteze cytokin, chemokin i czynnikéw wzros-
towych. Funkcje $rédbtonka ulegaja dalszemu uposledzeniu, liczba makrofagéw
w $cianie naczynia zwieksza sie, a dzielgce sie komorki miesni gtadkich uczest-
nicza zaréwno w procesach modyfikacji LDL, jak i w nasileniu proceséw zapalnych.
Powiekszanie rozmiaréw blaszki miazdzycowej utrudniajgce przeptyw krwi w tet-
nicach wiencowych jest przyczyna rozwoju niedotlenienia miesnia sercowego, je-
Sli za$ miazdzyca rozwija sie w tetnicach obwodowych, wywotuje niedotlenienie
miesni ndg, objawiajgce sie tzw. chromaniem przestankowym. Pacjent odczuwa
bdle podczas chodzenia nasilajgce sie w miare przebytego dystansu. W najbar-
dziej krancowym przypadku wystepuja bole spoczynkowe. Niedotlenienie prowa-
dzi do martwicy tkanek, niegojacych sie owrzodzen, a w konsekwencji moze zaist-
nie¢ konieczno$¢ amputacji.
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Oderwanie sie blaszki miazdzycowej moze doprowadzi¢ do zaczopowania
Swiatla tetnicy i zamkniecia przeptywu krwi, bedac bezposrednig przyczyna zawatu
serca czy udaru mézgu. Srodki farmakotogiczne moga ograniczaé¢ postep miazdzy-
cy, ale metoda z wyboru usuwania bardzo zaawansowanych zwezen Swiatta naczyh
jest zabieg angioplastyki. W jego wyniku dochodzi do zgniecenia blaszki miazdzy-
cowej i poszerzenia Swiatla tetnicy, co prowadzi do natychmiastowego zwiekszenia
przeptywu krwi. Skutecznos¢ tego zabiegu, a takze stosowanego w bardziej skom-
plikowanych przypadkach pomostowania tetniczo-zylnego (bypassow) jest bardzo
wysoka. Dos¢ czesto jednak w naczyniach poddawanych angioplastyce lub w bypas-
sach dochodzi do ponownego zwezenia Swiatta tetnicy, czyli do restenozy. Dotych-
czas brak bylo skutecznych srodkéw farmakologicznych zapobiegajgcych resteno-
zie. Stad zainteresowanie terapig genowa.

W chorobach uktadu krgzenia najwiecej badan dotyczy mozliwosci zastosowania
terapii genowej dla stymulacji angiogenezy w niedotlenionym mie$niu sercowym
lub miesniach szkieletowych (rys. 2, 3) (7,8,19-23). W ten sposoéb, poprzez pobudze-
nie powstawania nowych naczyh krwionosnych prébuje sie ograniczy¢ niekorzystne
konsekwencje miazdzycy w chorobie niedokrwiennej serca i chromaniu przestanko-
wym. Ponadto sporg uwage przyciggata mozliwos¢ terapii genowej dla zapobiega-

Terapia genowa choréb uktadu krazenia
Terapia genowa miazdzycy

Terapia angiogenna Hamowanie restenozy Nadcisnienie Kardiomiopatie
Niewydolno$¢ serca

VEGF-A, -C, Ang 1,

VEFGGFI;-AZ’ _,(::(’;FH_T_L eNgS’}'a g\l'(ios' Akt, Bcl-2, P-ARK1,
Ang 1, PDGF-BB, oligonukletydowe, ‘ eli\lOS,kS(l_)IlD,_ 2'A$'IV255ERCA23'
GM-CSF, eNOS, HO-1, oligonukletydy tkankowa kalikreina VEOGSFO ?:rgFaE’FIF'Il’
Egr-1, Prox-1 antysensowe, ! -4. katalaza
Rb, Gax

Rys. 3. Zastosowanie terapii genowej w chorobach uktadu krgzenia.
w ramkach wymieniono geny najczesciej wykorzystywane w klinicznych lub eksperymentalnych
prébach terapii genowej choréb uktadu krazenia. Akt - kinaza biatkowa Akt (kinaza biatkowa B); Ang 1 -

angiopoetyna 1; P-AR - receptor p-adrenergiczny; P-ARKI - kinaza receptora P-adrenergicznego;
Bci-2 - czynnik antyapoptotyczny; Egr-1 - czynnik transkrypcyjny; eNOS - Srédblonkowa syntaza
tlenku azotu; FGF-2,-4 - czynniki wzrostu fibroblastéw; fosfolamban - inhibitor transportu Ca2+

w siateczce $rédplazmatycznej; Gax - czynnik transkrypcyjny; HIF-1 - hypoxia inducible factor -
czynnik transkrypcyjny indukowany przez niedotlenienie (zwigksza ekspresje VEGF-A); HO-1 - oksyge-
naza hemowa; VEGF-A - czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn-A; VEGF-C - czynnik wzrostu $rédblonka
naczyn-C; PDGF-BB - czynnik pochodzenia ptytkowego BB; Prox -1 - czynnik transkrypcyjny; Rb -
gen retinoblastomy; SERCA - Ca’+ - zalezna ATPAza siateczki Srodplazmatycznej; SOD - dysmutaza
ponadtlenkowa; V2 - receptor V2 wazopresyny.

40 PRACE PRZEGLADOWE



Terapia genowa choréb uktadu krazenia

llia restenozie. To wiasnie w tych trzech grupach schorzen przeprowadzane sg juz
proby kliniczne (19). W przypadku innych choréb uktadu krazenia, jak np. nadcisnie-
nie, udar mézgu czy kardiomiopatia badania nad mozliwoscig zastosowania terapii
genowej ograniczone sg jeszcze do prob na zwierzetach (21).

4. VEGF - czynnik wzrostu srodbtonka naczyn

Poprawa funkcji srédbtonka naczyn oraz stymulacja powstawania nowych na-
czyn krwionosnych moze by¢ osiggnieta poprzez zastosowanie czynnikdw wzrosto-
wych. W$rdd najwazniejszych czynnikow angiogennych wyrézni¢ mozemy dwie gru-
py (24-26). Do rodziny czynnikéw VEGF naleza biatka okreslane symbolami A, B, C,
D i E oraz czynnik wzrostu pochodzenia tozyskowego (PIGF). Drugg grupe stanowig
angiopoetyny.

Najwiecej badan eksperymentalnych i niemal wszystkie préby kliniczne dotycza
mozliwosci wykorzystania VEGF oraz czynnikdw wzrostowych fibroblastéw (FGF)
(7,8,19,22,27-30). W odrdéznieniu od FGF, ktére wykazujg szerokie spektrum dzia-
tania ze wzgledu na wystepowanie receptoréw FGF na licznych komérkach, efekt
VEGF jest ograniczony przede wszystkim do komoérek srédbtonka.

VEGF-A (okreslany takze jako VEGF) jest wytwarzany w postaci kilku izoform,
bedacych produktem alternatywnego sktadania mRNA (31). lzoforma VEGF121
(ztozona ze 121 aminokwas6w) nie ma zdolnosci wigzania sie do siarczanu hepara-
nu, natomiast pozostate izoformy, wsréd ktorych najwazniejsza to VEGF”es, po wy-
dzieleniu z komérki moga sie do niego wigza¢. Specyficzne receptory dla VEGF-A
wystepujg przede wszystkich na komdrkach Srodbtonka. Sg to: receptor VEGFR1
(okreslany takze jako flt-1) oraz VEGFR2 (flkl). Uwaza sie, ze receptorem odpowie-
dzialnym za proces aktywacji komérek srédbtonka jest VEGFR2 (31,32).

Zwigzanie VEGF z receptorem VEGFR2 prowadzi do zwiekszenia syntezy NO
i PGI2 (33,34). Wykazano, ze zgrubienie Sciany tetnicy krélika po zatozeniu pierscie-
nia silikonowego wywotujgcego zwiekszong proliferacje miesni gtadkich moze byé
zahamowane, gdy do komorek Sciany tetnicy zostanie wprowadzony gen VEGF (35).
Ochronne dziatanie VEGF bylo jednak znoszone, gdy zwierzeta poddane zabiegowi
otrzymywaly réwnoczesénie inhibitor syntazy tlenku azotu (35). Doswiadczenie to
dowodzito, ze protekcyjny efekt VEGF wymaga syntezy NO przez komorki $rod-
btonka.

W doswiadczeniu tym gen VEGF byt wprowadzany do komérek za pomoca wek-
tora plazmidowego. Uzycie tak stosunkowo stabo wydajnego ukiadu ekspresji byto
mozliwe, bowiem VEGF jest uwalniany z komérek go produkujacych i w zwigzku
z tym synteza przez nawet nieliczne komorki moze prowadzi¢ do uzyskania wystar-
czajgcego efektu. Przypuszczenie to zostalo potwierdzone w licznych badaniach.

Zastosowanie u zwierzat plazmidowych wektoréw zawierajacych cDNA réznych
izoform VEGF udowodnito, ze mozliwa jest stymulacja angiogenezy poprzez terapie
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genowa. Wstrzykniecie nagiego plazmidowego DNA do miesni szkieletowych pro-
wadzi do krdétkotrwatej ekspresji transgenu i uwalniania VEGF do krwiobiegu (36).
W modelu niedotlenienia mig$ni koriczyn krélika wywotanym usunieciem fragmentu
tetnicy biodrowej obserwowaliSmy wzrost liczby naczyn krwionosnych po podaniu
plazmidu z genem VEGFies (37,38). Efekt ten nie wystepowat w przypadku zastoso-
wania genéw kontrolnych. W konsekwencji dochodzito do zmniejszenia niedotle-
nienia, co znalazto potwierdzenie w analizie przeptywéw krwi (37,38).

W roku 1996 Isner i wsp. poinformowali o pierwszej prébie podania plazmidu
z genem VEGF pacjentce z krytycznym niedotlenieniem koriczyny dolnej (39). Plaz-
mid z cDNA VEGFi65 dodano do zelu pokrywajgcego cewnik wprowadzany do tetni-
cy. Autorzy doniesli o pojawieniu sie nowych naczyh krwionosnych w miesniu pod-
udzia, co Swiadczyto o udanej transfekcji. Na synteze VEGF wskazywato takze przejs-
ciowe pojawianie sie naczyniakOw na stopie i podudziu. Efekt transferu genu nie byt
jednak wystarczajacy i po kilku miesigcach konieczna byta amputacja stopy (39).

W kolejnej prébie Isner i wsp. podawali plazmid phVEGFi65 wstrzykujac go do
miesni nog dziewieciu pacjentéw z krytycznym niedokrwieniem konczyn, zagro-
zonych amputacja (40). Plazmid w ilosci 2000 pg wstrzykiwano dwukrotnie, w od-
stepach czterotygodniowych. U pacjentéw wykonano angiografie w celu stwierdze-
nia zmian w unaczynieniu miesni koriczyn, mierzono stezenie VEGF we krwi oraz
okreslano przepltyw krwi poprzez ustalenie indeksu ABI {ankle-brachial index). Para-
metr ten pozwala oceni¢ zmiane przepustowosci naczynia poprzez poréwnanie cis-
nienia krwi w poczatkowej i koncowej czesci tetnicy piszczelowej. Badacze donie-
sli, ze w wyniku zastosowanej terapii u pacjentéw doszio do zwiekszenia stezenia
VEGF we krwi, przy czym efekt ten byt wyraZzny dopiero po drugim podaniu plazmi-
du. Stwierdzono zwiekszenie liczby naczyn krwionosnych oraz istotng statystycznie
poprawe ABI. Co najwazniejsze, na czterech z siedmiu nég zagoity sie owrzodzenia,
a u trzech najbardziej zagrozonych pacjentéw uniknieto zalecanej wczesniej ampu-
tacji. U chorych nie zaobserwowano zagrazajgcych zyciu efektéw ubocznych, jednak
u 6 pacjentdw stwierdzono wystgpienie silnych obrzekéw, ktére wyeliminowano
poprzez podanie diuretykdw. Obrzeki byly dodatkowym dowodem na synteze
i dziatanie VEGF, ktory wykazuje silne wtasciwosci zwiekszania przepuszczalno$ci
naczyn krwionosnych.

W tych wstepnych badaniach przeprowadzonych bez grupy kontrolnej wskazy-
wano na bezpieczenstwo i skutecznos¢ dziatania VEGF. Podobne, obiecujace efekty
przyniosto uzycie plazmidu VEGF w innej, takze niekontrolowanej probie (41). Po-
prawe stanu zdrowia odnotowano takze u kilku pacjentéw z chorobg Buergera trak-
towanych plazmidowym DNA z genem VEGF (42). Rowniez w badaniach z zastoso-
waniem wektoréw adenowirusowych, uzywanych do transferu izoformy VEGF]2L
wykazano bezpieczenstwo tej formy transferu genéw, chociaz nie zaobserwowano
poprawy stanu klinicznego pacjentéw (43-45).

Tak spektakularnych zmian jakie osiggnieto w pierwszych doswiadczeniach nie
udaito sie jednak powtérzy¢ w badaniach klinicznych Il fazy (tab.). W prébach tych

42 PRACE PRZEGLADOWE



Terapia genowa choréb uktadu krgzenia

do Stymulacji angiogenezy uzywano zaréwno wektoréw plazmidowych (46-50) jak
i adenowirusowych (46,47,51,52), jednak efekty ich dziatania czesto nie réznity sie
znaczaco od efektéw placebo.

Dotychczasowe najwazniejsze préby kliniczne proangiogennej terapii genowej

Nazwa
i faza kliniczna
projektu

| faza

| faza

| faza

| faza

Il faza

Il faza — KAT
(Kuopio
Angiogenesis
Trial)

1l faza

- REVASC

Il faza
- RAVE

Czynnik
terapeutyczny
i stosowany wektor

2

plazmid VEGF16

plazmid VEGF165

plazmid VEGFI165

adenowirus VEGFI2L

adenowirus - VEGF'165
plazmid/liposome VEGF15
grupa kontrolna:

ptyn Ringera

adenowirus — VEGFifis
plazmid/liposomy VEGF165
grupa kontrolna:

ptyn Ringera

adenowirus VEGF12

adenowirus VEGFI2L
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Rodzaj choroby

3

zwezenie tetnic obwodo-
wych (przewlekte niedo-
tlenienie nég)

choroba Buergera

zwezenie tetnic obwodo-
wych (przewlekte niedo-
tlenienie ndg)

zwezenie tetnic obwodo-
wych (przewlekte niedo-
tlenienie ndg)

zwezenie tetnic obwodo-
wych (przewlekle niedo-
tlenienie nég)

choroba niedokrwienna
serca
choroba niedokrwienna
serca

zwezenie tetnic obwodo-
wych (przewlekle niedo-
tlenienie nég)

Liczba
pacjentéw
podda-
nych
terapii

4

9
(10 nog)

(7 nog)

21

18
(w tym 3
placebo)

54

103

67

105

Czas trwania
obserwacji i wynik
5
poprawa AB!, powstanie

nowych naczyr krwiono$-
nych,
dzen, unikniecie amputa-
cji

zagojenie owrzo-

zagojenie owrzodzen na 3
z 5 nég, poprawa ABY,
nowe naczynia krwionos$-
ne

poprawa przeptywu krwi,
zagojenie lub
poprawa stanu owrzodzen
u 75% pacjentéw, elimi-
nacja lub
zmniejszenie boélu  spo-
czynkowego

znaczaca

znaczne

1 rok - negatywny

zwigkszone unaczynienie
w miesniu noég w 3 niie-
sigce po zabiegu

poprawa przeplywu w mio-
kardium w 6 miesiecy po
zabiegu

poprawa w tescie toleran-
cji wysitkowej w 26 tygo-
dni po zabiegu

12 tygodni po podaniu
brak poprawy w dtugosci
dystansu  pokonywanego
bez bélu — negatywny

Tabela

Literatura

(40)

(42)

(41)

(51,52)

(46)

(47

(113)

(114)
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| 2 3 4 5 b

Il faza plasmid VEGF|(i choroba niedokrwienna 74 3 miesigce po zabiegu nie  (115)

— Euroinject serca zaobserwowano poprawy

One Trial - negatywny

Il faza adenowirus - FGE 4 choroba niedokrwienna 79 poprawa w tescie toleran-  (116)

— AGENT grupa kontrolna: / plyn serca cji wysitkowej w 4 tygo-
fizjologiczny dnie po zabiegu

Badania | fazy maja na celu sprawdzenie bezpieczenstwa stosowanej terapii oraz ustalenie tolerowanych
dawek leku i obejmuja niewielka grupe pacjentdéw. Czesto nie stosuje sie grupy kontrolnej. Badania II,
a zwiaszcza Il fazy wykonywane sa na wiekszej liczbie pacjentéw. Konieczne jest stosowanie tzw. po-
dwaéjnej Slepej préby, polegajacej na podawaniu placebo, a zarazem pacjent jak i osoby bezposrednio po-
dajace lek lub placebo musza by¢ nieswiadomi rzeczywistej zawarto$ci podawanej substanciji. W IV fazie
badania wykonuje sie na bardzo duzej, liczacej kilkaset lub kilka tysiecy os6b grupie pacjentow.

Najwiekszy europejski projekt kliniczny terapii genowej (KAT - Kuopio Angio-
genesis Trial) realizowany Jest w Finlandii (46,47). Dotychczas opublikowane zostaty
wyniki dwéch préb. W pierwszej leczeniu poddano pacjentéw z krytycznym niedo-
tlenieniem miesni nog (46). Podczas zabiegu angioplastyki tetnicy udowej 18 oséb
otrzymato 2 x 10"® Jednostek adenowirusa-VEGFies, 17 pacjentéw 2000 pg plazmi-
du VEGF zmieszanego z 2000 pl liposomu DOTMA:DOPE, za$ 19 os6b z grupy kon-
trolnej wlew plynu Ringera. Po trzech miesigcach u pacjentéw traktowanych wekto-
rami z genem VEGF zaobserwowano nowe naczynia krwionosne w najbardziej nie-
dotlenionym obszarze migsni podudzia (46). Poprawe zaobserwowano réwniez
w wartosciach ABI, ale efekt ten wystapit zarbwno u pacjentéw otrzymujacych gen
VEGF Jak i zastrzyki z ptynu fizjologiczngo. Nie stwierdzono istotnych statystycznie
réznic w czestosci restenozy, ktéra wynosita 29,4% u pacjentéw z grupy kontrolnej,
18,8% u pacjentéw otrzymujgcych plazmid oraz 40% u pacjentéw traktowanych wek-
torem adenowirusowym (46).

W drugim eksperymencie klinicznym, realizowanym w ramach projektu KAT, le-
czeniu poddano pacjentdw z chorobg wiencowg (47). Podczas zabiegu angioplastyki
37 os6b otrzymato wektor adenowirusowy z genem VEGFies, 28 plazmid zmieszany
z liposomami za$ 38 wlew ptynu Ringera (47). W tym doswiadczeniu we wszystkich
grupach pacjentéw restenoza wystapita tytko w 6% przypadkéw. W 6 miesiecy po
zabiegu nie ulegt wydtuzeniu czas wysitku, do Jakiego byli zdolni pacjenci, ani nie
zmienily sie parametry angiograficzne, takie Jak najmniejsza Srednica tetnicy wien-
cowej i stopien zwezenia $wiatla naczynia, istotng statystycznie poprawe perfuzji
miesnia sercowego zaobserwowano u pacjentéw, ktorzy otrzymali VEGF w wekto-
rze adenowirusowym, natomiast w grupie kontrolnej oraz traktowanej plazmidem
zaobserwowano podobny trend. Jednak nieistotny statystycznie. Ciekawym faktem
Jest widoczny, chociaz nieistotny statystycznie spadek stezenia VEGF we krwi zaob-
serwowany we wszystkich grupach pacjentéw, takze u tych, ktoérzy otrzymali wek-
tory z genem VEGF (47).
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Przyczyn tak niejednoznacznych wynikéw moze by¢ kilka. Po pierwsze, pacjenci
biorgcy udziat w réznych badaniach wykazywali odmienny stan zaawansowania cho-
roby. Po drugie, wydajnos¢ transfekcji stosowanych wektoréw mogta sie rézni¢. Ta
druga mozliwos¢ jest jednak mato przekonujagca bowiem Isner i wsp. (40-42) oraz
Shyu i wsp. (41), stosujacy mato wydajne wektory plazmidowe, zaobserwowali zwiek-
szenie stezenia VEGF we krwi, chociaz efekt ten wykazywat tylko stabg zaleznos¢ od
dawki plazmidu. Tymczasem ani Rosegnart i wsp. (43-45) ani Yla-Hertualla i wsp.
(46,47), stosujgcy bardzo wydajne wektory adenowirusowe nie stwierdzili wzrostu
stezenia VEGF we krwi pacjentéw po transferze genu. Po trzecie, jak wida¢ na
przyktadzie proby KAT w chorobie niedokrwiennej serca (ale nie w niedotlenieniu
miesni ndg), czestos¢ restenozy byla stosunkowo niska niezaleznie od podjetej te-
rapii genowej, zatem wptyw transferu genu mogt by¢ niezauwazalny.

Co najciekawsze, w badaniach nad wykorzystaniem czynnikdéw proangiogennych
poprawe obserwowano réwniez czesto w grupie kontrolnej. W badaniach VIVA,
w ktérych pacjenci z chorobg niedokrwienng serca otrzymywali czterokrotne do-
wiencowe wlewy biatka VEGF155 poprawe parametréw fizjologicznych zaobserwo-
wano po 60 dniach, ale efekt ten byt rownie silny u pacjentdéw otrzymujacych placebo
(53)1 W dalszej analizie stanu zdrowia pacjentéw bioracych udziat w projekcie VIVA
wykazano poprawe niektoérych parametréw po 120 dniach od podania VEGF i brak
takich zmian u os6b otrzymujgcych placebo (54). Nie wiadomo jednak, dlaczego ten
efekt byt tak opdzniony w czasie i czy ma dlugotrwate znaczenie fizjologiczne.

W Swietle dotychczasowych wynikdw mozna stwierdzié¢, ze w przeprowadzo-
nych badaniach klinicznych wykazano bezpieczenstwo i mozliwos¢ stosowania an-
giogennej terapii genowej. Konieczne sg jednak dalsze prace nad znalezieniem naj-
bardziej optymalnych i bezpiecznych sposobéw podawania genéw, a takze nad wy-
odrebnieniem takich grup pacjentéw, u ktérych terapia bedzie skuteczna.

5. Terapia genowa w zapobieganiu restenozie

w przeprowadzonych badaniach na zwierzetach wskazywano na niezwykle duzg
skutecznos¢ transferu VEGF w stymulacji regeneracji $srédbtonka uszkodzonego
podczas zabiegow angioplastyki. W roku 1996 Isner i wsp. jako pierwsi wykazali, ze
lokalne podanie plazmidu z genem VEGF do uszkodzonej tetnicy biodrowej kroli-
kéw istotnie hamowato rozwéj zwezenia Swiatla naczynia (55,56). Dotychczas jed-
nak, jak omowiono wczesniej, nie udato sie wykazac¢, by lokalne podanie VEGF do
miejsca angioplastyki istotnie wptywato na przebieg rozwoju restenozy u pacjentow
(46,47). By¢ moze niepowodzenia te stang sie jednak nieistotne, bowiem w ostatnio
przeprowadzonych badaniach klinicznych wykazano bardzo wysoka skuteczno$¢
niektérych srodkoéw farmakologicznych. Zastosowanie stentéw uwalniajgcych rapa-
macyne niemal catkowicie ograniczyto czesto$¢ wystepowania restenozy u chorych
poddanych takiemu leczeniu (57,58).
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Skuteczne moze sie réwniez okaza¢ stosowanie putapek oligonukleotydowych.
W badaniu PREVENT stwierdzono, ze wprowadzenie do fragmentow zyt (stuzacych
jako pomosty omijajgce zwezenie tetnic udowych) sekwencji DNA wigzacych czyn-
nik transkrypcyjny E2F prowadzito do zahamowania proliferacji miesni gtadkich i o-
graniczato postep zwezenia przeszczepu (59). W dalszych badaniach winno sie wy-
kaza¢, czy ten pozytywny efekt uda sie potwierdzi¢ u liczniejszej grupy pacjentow.

6. Ryzyko stosowania VEGF w terapii

Entuzjazm zwigzany z bardzo obiecujgcymi wynikami wstepnych badan prze-
stonit obawy co do mozliwosci wystgpienia niebezpiecznych objawéw ubocznych.
Tymczasem zaréwno w niektérych badaniach klinicznych jak i coraz liczniejszych
pracach eksperymentalnych zwraca sie uwage na zasadnos¢ pytan dotyczacych celo-
wosci i bezpieczernistwa stosowania VEGF w leczeniu miazdzycy.

W zastosowaniu VEGF jako leku zaktada sie, ze jego synteza lub aktywnosc jest
znaczaco obnizona w miazdzycy. Tym samym przyjmuje sie, ze w miazdzycy dochodzi
do uposledzenia angiogenezy. Istotnie, u pacjentdw z chorobg niedokrwienng serca
lub cukrzycg zaobserwowano stabszg indukcje ekspresji VEGF w monocytach krwi ho-
dowanych w atmosferze z obnizonym stezeniem tlenu (60,61). Upos$ledzony rozwdj
krazenia obocznego w miesniu sercowym i unaczynienia w miesniach konczyn dowo-
dzi, jak sie zdaje, ze przyczyng moze by¢ mniejsza dostepnos¢ czynnikoOw angiogen-
nych. Tymczasem w badaniach wskazuje sie, ze mozliwy jest takze scenariusz odwrot-
ny. U cukrzykéw z krytycznym niedokrwieniem konczyn obserwowano znacznie wiek-
sze stezenie VEGF we krwi anizeli u oséb zdrowych (62). W innych badaniach pacjenci
z podwyzszonym stezeniem cholesterolu we krwi charakteryzowali sie wyzszym po-
ziomem VEGF anizeli osoby o nizszym stezeniu cholesterolu (63,64). Co ciekawe,
w przeprowadzanych przez nas badaniach wykazano, ze leczenie statynami, inhibito-
rami reduktazy 3-hydroksymetylo-glutarylo koenzymu A lekami skutecznie obniza-
jacymi synteze cholesterolu, a ponadto wykazujgcymi dziatanie przeciwzapalne, pro-
wadzito do zmniejszenia zawartosci VEGF we krwi (64). Brak jest dokladnych badan
nad zwigzkiem hipercholesterolemii z unaczynieniem miesnia sercowego u pacjen-
tow, ale w przeprowadzonej analizie serc swin z hipercholesterolemig wskazuje sie na
wystepowanie w nich znacznie obfitszej siatki naczyn anizeli u osobnikéw z normal-
nym poziomem cholesterolu (65). Réwniez niedotlenienie miesnia sercowego zazwy-
czaj skorelowane jest z wyraznym podwyzszeniem produkcji VEGF oraz innych czynni-
kéw wzrostowych (66). Dlatego nie jest jasne, w jaki spos6b nieznaczne zwiekszenie
lokalnej syntezy lub dostepnosci VEGF poprzez zastosowanie terapii genowej miatoby
doprowadzi¢ do osiggniecia istotnych fizjologicznie efektow.

Zwiekszona ilos¢ VEGF moze jednak paradoksalnie przyczynia¢ sie do nasilenia
rozwoju blaszki miazdzycowej. Stopien zaawansowania miazdzycy koreluje bowiem
z liczbg odzywiajgcych blaszke naczyn krwionosnych (tzw. vasa vasorum). W rozwi-
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nietych blaszkach miazdzycowych obserwuje sie duzg liczbhe komérek produku-
jacych VEGF (67,68), czego przyczyna moze by¢ indukcja ekspresji VEGF przez utle-
nione LDL, na co wskazujemy m.in. w przeprowadzanych przez nas badaniach
(68-70). Podwaza to zasadnos¢ stosowania VEGF w celu zapobiegania restenozie.
Ponadto mozliwe jest uzyskanie efektéw odwrotnych od oczekiwanych. Niedawno
Celletti i wsp. wykazali, ze jednorazowe podanie VEGF w ilosci 2 mg/kg masy ciata
myszom pozbawionym aktywnego genu apolipoproteiny E (apoE) i apolipoproteiny
BI100 (apoBIOO) nasilato u nich rozwdj miazdzycy (71). Rozmiary blaszek miazdzyco-
wych byly kilka do kilkunastu razy wieksze niz u zwierzat traktowanych biatkiem
obojetnym, albuming. Dziatanie VEGF zwigzane bylo z jego wiasciwosciami angio-
gennymi, gdyz zaréwno we krwi jak i w blaszkach miazdzycowych zaobserwowano
zwiekszong liczbe komorek macierzystych CD34-t-/flk-H-, ktore uwalniane sg ze
szpiku kostnego i moga dawa¢ poczatek nowym naczyniom krwionosnym. Podob-
nie, VEGF nasilatl rozw6j miazdzycy u kroélikbw karmionych pokarmem wzbogaco-
nym w cholesterol (71,72).

Obserwacje takie poddajg w watpliwos¢ optymistyczng interpretacje wynikow
badan nad hamowaniem restenozy poprzez wykorzystanie transferu genu VEGF. Ba-
dania te byly bowiem wykonywane u skadingd zdrowych krolikéw lub szczurdw.
Tymczasem efekt VEGF moze by¢ inny w naczyniach juz zmienionych przez miazdzy-
ce. Niedawno Hilitunen i wsp. nie stwierdzili poprawy po transferze genu VEGF do
uszkodzonych tetnic krolikéw karmionych dietg zawierajgcg 0,1" cholesterolu, cho-
ciaz zastosowanie genu innego czynnika VEGF-G, do pewnego stopnia hamowato
rozwQj restenozy (73). Rowniez w badaniach przez nas prowadzonych wykazalismy,
ze lokalne podanie VEGF do $ciany uszkodzonej tetnicy krélikéw odzywianych dietg
wysokotluszczowa, zawierajgca 1% cholesterolu, moze nasila¢, a nie hamowaé roz-
woj restenozy (74). Nalezy zwrdci¢ uwage, ze réwniez niektdre wyniki doswiadczen
wykonanych na krélikach normocholesterolemicznych wskazywaty na to, ze nadeks-
presja genu VEGF moze prowadzi¢ do zgrubienia Sciany tetnicy na skutek nadmier-
nej proliferacji komdérek miesni gtadkich (75). Prawdopodobnie VEGF nie dziata bez-
posrednio jako czynnik mitogenny komdérek miesniowych, ale stymulujac komorki
Srodbtonka, a takze monocyty krwi moze pobudzac je do produkcji czynnikéw wzros-
towych, aktywujacych miesnie gtadkie. Ponadto zwiekszenie przepuszczalnosci Scia-
ny naczyn prowadzi do naptywu z krwi czynnikbw mogacych pobudza¢ proliferacje
komadrek miesniowych. Istniejg jednak réwniez dane wskazujgce na wystepowanie
na komoérkach miesni gtadkich receptora VEGFR1 (76), a nawet VEGFR2 (77), co
mogtoby prowadzi¢ do ich bezpos$redniej aktywacji przez VEGF.

O znaczeniu i potencjalnie patologicznej roli angiogenezy w miazdzycy $Swiadczg
takze doswiadczenia Moultona i wsp., w ktérych wykazano, ze czynniki antyangio-
genne, a zatem hamujgce powstawanie naczyh krwionosnych moga ograniczaé roz-
woj choroby (78-80). W badaniach tych stwierdzono, ze zastosowanie TNP-470 oraz
endostatyny, inhibitorébw angiogenezy, hamuje rozwdj spontanicznej miazdzycy
u myszy ApoE-/-. Ponadto w najnowszych badaniach wskazuje sie, ze angiostatyna
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inny czynnik antyangiogenny, réwniez spowalnia rozwoj blaszek miazdzycowych
(80,81), ajej dziatanie zwigzane jest ze spadkiem produkcji VEGF w komérkach Scia-
ny naczynia (80).

Wiasciwosci VEGF jako sitnego czynnika angiogennego, ponadto dramatycznie
zwiekszajacego przepuszczalnos¢ naczyn krwionosnych, wskazujg na koniecznosé
witasciwej regulacji ekspresji VEGF w przypadku stosowania silnych wektoréw.
W przeprowadzonych badaniach dowodzi sie, ze nadmierna, niekontrolowana syn-
teza VEGF moze inicjowa¢ powstawanie naczyniakoéw. Springer i wsp. wykazali, ze
transfer do miesni koriczyn myszy mioblastow stabilnie transfekowanych wektorem
retrowirusowym zawierajgcym gen VEGF prowadzit do powstawania duzych, nie-
zréznicowanych naczyn krwionosnych o charakterze nowotworowym (82). W kolej-
nych doswiadczeniach wykazano, ze nadekspresja VEGF w mie$niu sercowym powo-
dowata nie tyltko powstawanie naczyniakow, ale przyczyniata sie do Smierci myszy,
ktérym do serca wszczepiono zmodyfikowane mioblasty, stale produkujace VEGF
(83). Wreszcie, bardzo silna nadekspresja VEGF, bedaca efektem zastosowania wek-
tora adenowirusowego paradoksalnie prowadzita do nekrozy koriczyn, do ktérych
w celu eliminacji niedotlenienia wprowadzano wektor zawierajacy gen VEGF (84).

Ponadto wydaje sig, ze VEGF moze by¢ czynnikiem niewystarczajgcym do uzyska-
nia petnego efektu terapeutycznego. Proces angiogenezy nie jest bowiem w stanie za-
pewni¢ prawidtowego ukrwienia niedocenionych tkanek. Powstajgce w wyniku dzia-
tania VEGF naczynia krwionos$ne sg niezroznicowane, bardzo przepuszczalne i szybko
ulegaja regresji po zaprzestaniu dziatania czynnika (85). Uwaza sie, ze rzeczywista po-
prawa krgzenia moze mie¢ miejsce, tylko wtedy gdy dojdzie do powstania dojrzatych
naczyn krwionosnych, w ktérych komorki srédbtonka otoczone beda warstwa komé-
rek wspomagajacych (25). Proces ten nazywany jest arteriogenezg. Do jego prawi-
ditowego przebiegu obok VEGF niezbedne sg dodatkowe czynniki wzrostowe, takie jak
PDGF czy angiopoetyna (Ang-1) (25,26,86). Rzeczywiscie, kombinowana terapia pole-
gajaca na zastosowaniu w odpowiednich odstepach czasu VEGF i PDGF prowadzita do
powstania tetnic (87). O ochronnej roli Ang-1 $wiadczg takze wyniki badan nad rozwo-
jem miazdzycy w alloprzeszczepach serca u szczurow. Okazuje sie, ze podanie do allo-
przeszczepu wektora adenowirusowego zawierajgcego gen VEGF nasila procesy miaz-
dzycowe inicjowane reakcjg immunologiczng organizmu biorcy . Tymczasem transfer
genu Ang-1 nie tylko hamowal procesy zapalne w alloprzeszczepach, ale w konse-
kwencji prowadzit do ograniczenia zwezenia Swiatla tetnic (89).

7. Kombinowana terapia genowa - hamowanie proceséw zapalnych
i wspomaganie funkcji srédbtonka naczyn

Fakt, ze miazdzyca jest przewleklym procesem zapalnym skfania do przypusz-

czen, ze pozytywne efekty moze przynies¢ transfer gendw, ktoérych produkty ha-
muja zapatenie (rys. 4). Istotnie, nadekspresja genu $rédbtonkowej syntazy tlenku
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Bezposrednia angiogenna
terapia genowa

Transfer genu VEGF

Wysoka ekspresja VEGF

Nasilenie proceséw

zapalnych:

Zwiekszenie przepuszczalnosci
naczyn i obrzeki

Synteza czynnikéw prozapalnych:

Stymulacja
angiogenezy

Terapia genowa choréb uktadu krazenia

Posrednia angiogenna
terapia genowa

Transfer genéw eNOS, HO-1, SOD

Umiarkowanie
zwiekszona ekspresja
VEGF

Hamowanie
proces6w zapalnych

Stymulacja angiogenezy
Moziiwy lepszy efekt terapeutyczny dzigki
ograniczeniu proceséw zapainych, w tym
efektéw dziatania wysokich stezen VEGF?

TF, IL-6, MCP-1

Ryzyko nasilenia choroby?

Rys. 4. Drogi bezposredniej i posredniej stymulacji angiogenezy i spodziewane efekty.
TF - czynnik tkankowy; IL-6 - interleukina 6; MCP-1 - biatko chemotaktyczne dla monocytéw.

azotu (eNOS) powodowata zmniejszenie restenozy w modelach doswiadczalnych
angioplastyki (90,91). Podobnie korzystne efekty moze przynies¢ zastosowanie ge-
néw dysmutaz ponadtlenkowych, ktorych efektem dziatania jest eliminacja szkodli-
wego anionorodnika ponadtlenkowego (92).

Innym, ostatnio intensywnie badanym enzymem o wtasciwosciach przeciwzapal-
nych jest oksygenaza hemowa | (HO-1) (93). Ekspresja HO-1 wzrasta w warunkach
stresu oksydacyjnego, a efektem jej dziatania jest rozklad hemu do jondw zelaza
tlenku wegla i biliwerdyny, ktéra nastepnie jest przeksztalcana do bilirubiny przez
reduktaze biliwerdyny. Stres oksydacyjny, ktéry prowadzi do uwolnienia hemu, mo-
ze by¢ jedng z przyczyn nasilajgcych procesy oksydatywnej modyfikacji LDL (94).
Dziatanie HO-1 prowadzi do eliminacji hemu, a zarazem zwieksza stezenie zwigz-
kéw o dziataniu antyoksydacyjnym, bowiem zaréwno tlenek wegla, biliwerdyna jak
i bilirubina wykazujg wlasciwosci przeciwzapalne (93).

W badaniach wykazano, ze nadekspresja genu HO-1 hamuje rozwdj miazdzycy
w tetnicach zwierzat (95-97), a aktywnos¢ HO-1 zapobiega rozwojowi restenozy
(96-101). Warte podkre$lenia jest, ze doswiadczenia te wykonywane byly najcze-
sciej u zwierzat z miazdzyca, a zatem w warunkach bardziej przypominajgcych pro-
ces chorobowy u czlowieka anizeli te badania, w ktérych wskazywano na skutecz-
nos¢ VEGF. W tym aspekcie niezwykle ciekawe stajg sie réwniez ostatnio opubliko-
wane wyniki, na podstawie ktérych przypuszcza sie, ze dziatanie lecznicze wspo-
mnianej rapamacyny moze by¢ zwigzane z indukcjg ekspresji HO-1 w komodrkach
Srodbtonka i miesni gtadkich (102).

W Swietle badan wskazujgcych na korzystng role aktywnosci srodbtonkowej syn-
tazy NO, dysmutazy ponadtlenkowej oraz oksygenazy hemowej ciekawe jest, jak sie
wydaje, ze nadekspresja gendw tych enzymoéw moze prowadzi¢ do nasilenia proce-
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sow angiogenezy (rys. 4). W przeprowadzonych przez nas badaniach wykazaliSmy,
ze komorki miesni gladkich transfekowane plazmidem zawierajacym gen eNOS
(103,104) lub HO-1 (105,107) produkujg wiecej VEGF anizeli komérki transfekowane
wektorem kontrolnym. W badaniach prowadzonych na zwierzetach potwierdzono,
ze efektem transferu gendw eNOS (108) lub HO-1 (109) moze by¢ nasilenie angioge-
nezy, co prowadzi do poprawy przebiegu gojenia si¢ ran czy znosi niedotlenienie
w miesniach szkieletowych. W naszych najnowszych dos$wiadczeniach przypuszcza
sie rowniez, ze zwiekszenie syntezy VEGF moze by¢ osiagniete poprzez nadekspre-
sje miedziowo-cynkowej dysmutazy ponadtlenkowej (Grzenkowicz-Wydra i wsp.,
praca wystana do druku). Mozliwe zatem, ze wykorzystanie gendéw, ktorych produkty
majg dziatanie plejotropowe, prowadzac z jednej strony do ograniczenia proceséw
zapalnych, a z drugiej umiarkowanie zwiekszajgc synteze VEGF i nasilajgc procesy
angiogenezy przyniesie lepsze efekty anizeli transfer genu VEGF (rys. 4). Nadmiernie
wysoka ekspresja tego czynnika stymuluje wprawdzie powstawanie naczyn krwionos-
nych, ale efekt ten moze by¢ niweczony przez niekorzystne efekty uboczne aktyw-
nosci VEGF, prowadzgce do nasilenia procesow zapalnych i w konsekwencji do po-
stepu choréb uktadu krgzenia, a nie ich zahamowania. Mozna réwniez postawi¢ hi-
poteze, ze ograniczenie proceséw zapalnych pozwoli na wykorzystanie efektow an-
giogennych i ochronnych nawet niskich stezeh VEGF. VEGF jest bowiem niewatpliwie
czynnikiem protekcyjnym dla komérek srdodbtonka (34,110,111). Stymulacja przez
VEGF prowadzi do zwiekszenie syntezy NO i PGI2, co moze chroni¢ $rédbtonek
przed niekorzystnym dziataniem zmodyfikowanych tipoprotein (110). Korzystne
wiasciwosci VEGF moga sie jednak nie ujawniaé, gdy nasilone procesy zapalne skie-
rowujg dziatanie czynnika na stymulacje leukocytéw i komérek miesni gtadkich.

8. Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych préb klinicznych proangiogennej terapii geno-
wej wskazuje sie, ze moze ona przynosi¢ pozytywne efekty. Konieczne jest jednak
wykonanie dalszych badan, ktére pozwolg na ustalenie warunkéw stosowania tej
obiecujgcej strategii. Niewykluczone, ze osiggniecie pozytywnego efektu bedzie
mozliwe tylko w przypadku niektorych pacjentéw. Dlatego niezbedne jest poznanie
molekularnych mechanizméw osobniczego zr6znicowania proceséw zapalnych i an-
giogenezy w chorobach uktadu krgzenia. Uzyskane wyniki eksperymentéw prowa-
dzonych na zwierzetach przestrzegaja rowniez przed mozliwoscig wystapienia po-
waznych efektdw ubocznych terapii VEGF. Na szczescie dotychczas nie stwierdzono
takich objawow u pacjentéw poddawanych terapii genowej, jednak jak najbardziej
uzasadnione sg badania zmierzajace do opracowania wektoréw, w ktérych ekspre-
sja terapeutycznego genu bedzie mogta byé Scisle regulowana.

Entuzjazm konieczny dla osiggniecia celu jakim jest skuteczna terapia genowa
nie moze przestania¢ faktu, ze wyniki wiekszosci dotychczasowych badan sg dalekie
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od oczekiwanych. Ciekawym zjawiskiem Jest ponadto silny efekt placebo, ktory
sktania niektérych krytykéw do powatpiewania w efekty bardzo nagtasnianych préb
klinicznych (112). O terapii genowej w leczeniu choréb ukfadu krgzenia bedzie moz-
na moéwi¢ dopiero, wtedy gdy okaze sie ona skuteczna we wiasciwie kontrolowa-
nych badaniach klinicznych obejmujacych znacznie wiekszg liczbe pacjentéw i dtuz-
szy czas obserwacji niz to mialo miejsce dotychczas.

Praca przygotowana w ramach dziatalnosci statutowej Zaktadu Biochemii Komérki, finansowanej
przez Uniwersytet jagielloriski. Badania autoréw omawiane w pracy byly czesciowo finansowane z gran-
tow KBN nr 3 PO4A 049 22 oraz 6 P04B 013 21.
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