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Wykaz skrotéw uzywanych w pracy

AAVs — wirusy skojarzone z adenowirusami

ADA - deaminaza adenozyny

DNA - kwas dezoksyrybonukleinowy

dsDNA — dwuniciowy DNA

EGF — epidermalny czynnik wzrostu

FGF — czynnik wzrostu fibroblastéw

HIF 1a — indukowany przez hipoksje czynnik (transkrypcyjny) 1 alfa
hVEGF - ludzki naczyniowy czynnik wzrostu srédbtonka

ICAM-1 — miedzykomdrkowa czasteczka adhezyjna 1

IGF — insulinopodobny czynnik wzrostu

IgG — immunoglobuliny klasy G

IL — interleukina

MCP-1 — biatko chemotaktyczne dla monocytow 1

MI — indeks mechaniczny fali ultradzwiekowej

mRNA - informacyjny kwas rybonukleinowy

NO - tlenek azotu

PAI-1 — inhibitor aktywatora plazminogenu 1

PBS - bufor fosforanowy

PDGF-B - pochodzacy z ptytek czynnik wzrostu B

PIGF — tozyskowy czynnik wzrostu

PTCA - przezskdérna wewnatrznaczyniowa plastyka tetnic wiencowych
RNA - kwas rybonukleinowy

ssDNA — jednoniciowy DNA

TGF - transformujacy czynnik wzrostu

TNF-a — czynnik martwicy guza alfa

UTMD - powodowana falg ultradzwiekowq destrukcja mikrosfer
VCAM - naczyniowa czgsteczka adhezyjna

VEGF — naczyniowy czynnik wzrostu komérek srédbtonka

VEGFR - receptor dla naczyniowego czynnika wzrostu komoérek srodbtonka
WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia
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1. Wprowadzenie

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego, u podioza ktérych lezy
miazdzyca naczyn tetniczych sg nadal gtéwnag przyczyng sSmiertelnosci w
populacjach krajéw Europy oraz Standw Zjednoczonych Ameryki Potnocnej
(4,38). Pomimo znacznego postepu jaki dokonat sie w ostatnich latach w
zakresie identyfikacji czynnikdéw ryzyka, profilaktyki, diagnostyki oraz metod
leczenia, wg raportu Swiatowej Organizacji Zdrowia (World Health
Organization; WHQO) okoto 17 milionéw ludzi na $wiecie, z czego okoto 4
miliony w Europie, umiera kazdego roku z powodu choroby niedokrwiennej
serca, udaru mézgu oraz niewydolnosci krgzenia. Obecnie z powodu choroby
niedokrwiennej serca umiera na swiecie rocznie okoto 7 milionéw ludzi. WHO
przewiduje, ze w 2020 roku liczba oséb, u ktérych bedzie ona przyczyng
Smierci wyniesie okoto 11 milionéw (25,55,205). Niedokrwienie konczyn
dolnych spowodowane miazdzycq tetnic rozwija sie kazdego roku u ok. 500-
1000 na 1 milion osdb, a jakos¢ zycia tych pacjentow jest poréwnywana
z jakoscig zycia chorych w fazie terminalnej choroby nowotworowej (1,56).

Pomimo zwiekszonego dostepu chorych do wiedzy na temat tego czym
jest miazdzyca, jak jej zapobiegac i jak bronic sie przed jej skutkami oraz bez
wzgledu na coraz bardziej zaawansowane metody diagnostyczne i
terapeutyczne, stanowi ona bardzo powazny problem epidemiologiczny na
catym Swiecie. Za przyczyne tego zjawiska uznaje sie zmiany w stylu zycia,
ktére przyspieszajg rozwoj miazdzycy. Gtéwny nacisk ktadzie sie na palenie
tytoniu, brak aktywnosci fizycznej oraz nawyki zywieniowe sprzyjajgce
otytosci, cukrzycy typu Il oraz hiperlipidemii. Choroby ukfadu sercowo-
naczyniowego spowodowane miazdzycg przestajg by¢ kojarzone wytacznie z
krajami wysoko rozwinietymi ale dotykajg roéwniez mieszkancow krajow
rozwijajacych sie. Przyjmuje sie, iz oprécz klasycznych czynnikow ryzyka
miazdzycy, niska waga urodzeniowa noworodkow oraz niedobdr folianéw w
diecie, wystepujgce czesciej w tych krajach w poréwnaniu z krajami wysoko
rozwinietymi, stanowig jedng z mozliwych przyczyn obserwowanych zjawisk

(4).

Miazdzyca nie jest problemem cywilizacji nowozytnej lecz jej slady odnajdujemy juz w

Starozytno$ci. Zainteresowanie historig Starozytnego Egiptu w XIX wieku stato sie przyczyng
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wielu odkry¢, ktére przyblizyly nas do poznania tej cywilizacji oraz zycia starozytnych
Egipcjan. Rozpoczete ponad 150 lat temu badania zmumifikowanych ciat faraonéw daty
poczatek nowej dziedzinie nauki — paleopatologii. Jej pionier Sir Marc Armand Ruffer,
6wczesny profesor Szkoty Medycznej w Kairze, zdefiniowat jg jako ,nauke o chorobach, o
ktorych mozemy wnioskowa¢ na podstawie szczatkow ludzkich badz zwierzecych
pochodzacych z przesztosci”. Szczegdlnie wiele cennych informacji na temat choréb serca i
naczyn w Starozytnym Egipcie udato sie uzyska¢ dzieki badaniom pod nazwa Manchester
Mummy Project przeprowadzonych w latach 70-tych XX wieku na Manchester University's
School of Biological Sciences (178,195).

Zmiany swiadczgace o miazdzycy w tetnicach Faraona Ramzesa I, ktéry byt wiadcag
Egiptu w latach 1279-1213 p.n.e., opisano po raz pierwszy w 1852 roku podczas badan jego
mumii (182). Najbardziej zaawansowane zmiany miazdzycowe stwierdzono natomiast w 1909
roku podczas badarhh mumii Faraona Meneftaha (192). Pierwszy opis nagtej Smierci,
spowodowanej prawdopodobnie zawatem miednia sercowego, pochodzi z ptaskorzezb
umieszczonych na scianach grobowca zamoznego Egipcjanina, zyjagcego w trakcie trwania VI
Dynastii w latach 2625-2475 p.n.e (21).

Na podstawie wynikéw tych prac, mozemy dzisiaj wnioskowac¢ o stanie zdrowia,
chorobach oraz o prawdopodobnych przyczynach $mierci starozytnych Egipcjan.
Zaawansowana miazdzyca aorty z towarzyszacymi masywnymi zwapnieniami oraz rozsiane
w matych i $rednich tetnicach ptytki miazdzycowe nie byty rzadkim znaleziskiem podczas
badan wielu innych mumii. Zadziwiajgce jest rowniez to, ze morfologia zmian miazdzycowych
w tetnicach faraonéw jest bardzo podobna do tej, ktéra znajdujemy dzisiaj w naczyniach
wspotczesnie zyjacych ludzi (130). Za ich prawdopodobna przyczyne przyjmuje sie diete,
ktora w przypadku bogatych Egipcjan - a tych wiasnie poddawano balsamowaniu i ich
szczatki sg dzisiaj przedmiotem badan - obfitowata w mieso, tluszcze zwierzece oraz jaja.
Wraz z siedzacym trybem zycia tej warstwy spotecznej, sprzyjata ona rozwojowi miazdzycy.
Badania innych niz egipskie, zachowanych szczatkéw ludzkich, pochodzacych z réznych
okreséw w przesztosci, rowniez stanowig dowdd na to, ze miazdzyca trapi cziowieka juz od
bardzo dawna (36,231).

Dzisiaj, dzieki coraz doskonalszym narzedziom badawczym z zakresu
biologii molekularnej, staje sie mozliwe przyblizenie naszej wiedzy o
patofizjologii miazdzycy. Prowadzi to do lepszego zrozumienia mechanizmow
wyzwalajgcych, podtrzymujgcych oraz hamujgcych ten proces. W przyszitosci
wyniki tych badan pozwolg na opracowanie jeszcze bardziej skutecznych
metod jej zapobiegania oraz leczenia. Prowadzone badania nad coraz
bardziej efektywnymi Srodkami  farmakologicznymi, inwazyjnymi,
chirurgicznymi oraz nowymi metodami terapii (terapia genowa, wykorzystanie

komérek macierzystych pnia), majg na celu opracowanie skuteczniejszych
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metod leczenia miazdzycy oraz jej powiktan. Szczegdlnie duze nadzieje wigze
sie z zastosowaniem metod terapii genowej, ktéra w obecnej chwili stanowi

przedmiot intensywnych badan oraz prob klinicznych.

1.1. Zasady oraz zastosowanie terapii genowej

Terapig genowg nazywamy wprowadzanie materiatu genetycznego w
postaci kwaséw nukleinowych do wnetrza komorek w celu wywotania efektu
terapeutycznego (166). W wiekszosci przypadkdéw, materiatem genetycznym
jest kwas dezoksyrybonukleinowy (Deoxyribonucleic acid; DNA), ktérego
sekwencja albo zastepuje wadliwy gen (np. bedacy wynikiem mutacji) albo
koduje dodatkowe biatko(a) posiadajace wtasciwosci lecznicze. Terapia
genowa obejmuje rowniez dziatania polegajgce na wprowadzaniu kwaséw
nukleinowych do wnetrza komérki w celu wywarcia wpltywu na sposob
ekspresji danego genu. Takie zadanie spetniajg fragmenty DNA zwane
oligodeoksynukleotydami, ktorych sekwencja jest komplementarna do
informacyjnego kwasu rybonukleinowego (mRNA; messenger Rybonucleic
Acid). Poprzez oddziatywanie z mRNA, regulujg one proces powstawania
biatkowego produktu genu (translacje).

Terapia genowa z chwilg jej wprowadzenia do badan klinicznych, miata
znalez¢ zastosowanie wytacznie w przypadku schorzen, u podtoza ktorych
lezy dziedziczny (wrodzony) defekt pojedynczego genu powstaty na drodze
mutacji. W chwili obecnej, dzieki coraz wiekszej wiedzy na temat
mechanizméw powstawania chorob i coraz lepszego rozumienia ich
patofizjologii, terapia genowa moze sta¢ sie sposobem leczenia schorzen o
charakterze nabytym, w etiologii ktérych dochodzi do zaburzenia prawidtowej
ekspresji oraz regulacji wielu genow. Przyktadem mogg by¢ choroby uktadu
sercowo-naczyniowego takie jak miazdzyca, pierwotne nadcisnienie tetnicze,
problem restenozy po zabiegach przezskérnej wewnatrznaczyniowej
angioplastyki tetnic wiencowych (Percutaneous Transluminal Coronary
Angioplasty; PTCA) oraz zjawisko angiogenezy i arteriogenezy w
niedokrwionym miesniu sercowym oraz konczynach (197). Warunkami sine
qua non terapii genowej sa: zidentyfikowanie genu, ktérego ekspresja

wywotataby dziatanie lecznicze w danym modelu choroby i zaprojektowanie
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odpowiedniego wektora oraz bezpiecznego i skutecznego sposobu jego

wprowadzenia do komaorek organizmu.

1.2. Historia terapeutycznego zastosowania materiatu genetycznego

W 1928 roku, Frederick Griffiths zauwazyt, Zze zjadliwy szczep
Pneumococcus byt zdolny do przekazania swoich chorobotwoérczych
wiasnosci (transformacji) szczepowi niezjadliwemu (171). Dopiero w 1944
roku okazato sie, ze za to zjawisko odpowiedzialny jest DNA. Odkrycie to
stanowito pierwszy krok w kierunku terapeutycznego wykorzystania materiatu
genetycznego (8). Od tego momentu musiaty uptyngé 62 lata aby ta
obserwacja znalazta swoje zastosowanie kliniczne.

Po raz pierwszy u cziowieka terapie genowg zastosowano w leczeniu
dziedziczonego autosomalnie recesywnie niedoboru deaminazy adenozyny
(ADA; Adenosine Deaminase) prowadzgcego do zaburzenia odpornosci typu
humoralnego i komorkowego. 14 wrzesnia 1990 roku, czteroletniej
dziewczynce cierpigcej na te chorobe, podano genetycznie zmodyfikowane jej
wiasne limfocyty T, do ktérych zostat wprowadzony brakujgcy gen kodujacy
ADA. W wyniku przeprowadzonej terapii uzyskano poprawe stanu zdrowia
pacejntki oraz funkcjonowania jej uktadu odpornosciowego (17,18).

Pierwszym genem, ktory zostat wprowadzony do miesnia sercowego
cztowieka byt gen dla ludzkiego naczyniowego czynnika wzrostu srodbtonka
121 (Human Vascular Endothelial Growth Factor 121; hVEGFi21) (176).
Dokonano tego 17 grudnia 1997 roku w ramach badania pierwszej fazy,
majgcego na celu pobudzenie zjawiska angiogenezy na terenie miesnia
sercowego u pacjentdéw cierpigcych z powodu zaawansowanej choroby
wiencowej. Badanie to dato poczatek wielu klinicznym probom zastosowania
terapii genowej w leczeniu choroby niedokrwiennej serca oraz miazdzycy
tetnic kohczyn dolnych u pacjentéw, u ktérych zostaty wyczerpane sposoby
skutecznej terapii metodami farmakologicznymi, inwazyjnymi oraz
chirurgicznymi (69,84). Stato sie ono réwniez poczatkiem trwajgcej do dzisiaj
dyskusji nad bezpieczenstwem oraz skutecznoscig wykorzystania metod

terapii genowej w zjawisku angiogenezy w tej grupie chorych (54).
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1.3. Wektory stosowane w terapii genowej choréb ukladu sercowo -
naczyniowego oraz metody wprowadzania materiatu genetycznego do
komoérek

Idealny model terapii genowej zaktada komdrkowo, tkankowo badz
narzgdowo swoiste wprowadzenie materiatu genetycznego, ktdrego skutkiem
jest dziatanie terapeutyczne pozbawione systemowych efektow ubocznych.
Jednym z najwiekszych probleméw ograniczajgcych skutecznosc tej metody
jest trudnos¢ we wprowadzeniu odpowiedniego genu do wybranej grupy
komorek docelowych w taki sposéb, aby sScisle okreslona ilos¢ produktu genu
zadziatata leczniczo w danym modelu choroby. Czgsteczka DNA posiada
bardzo ograniczong zdolnos¢ penetracji przez btone do wnetrza komorki oraz
jest narazona na unieczynnienie przez cytoplazmatyczne nukleazy — enzymy
degradujgce kwasy nukleinowe. Z tego wzgledu konieczne byto opracowanie
efektywnego sposobu wprowadzenia gendw do komoérek. Takie zadanie
spetniajg wektory. Idealny wektor powinien w sposéb efektywny wprowadzac
geny o réznej wielkosci do komoérek, tkanek bgdz narzagdéw w warunkach in
vivo, zapewniajgc trwatg, lokalng oraz poddajacy sie regulacji ekspresje tych
genow w immunokompetentnym organizmie, wywotujac przy tym minimalng
odpowiedz zapalng oraz immunologiczna.

Taki doskonaty, uniwersalny wektor, ktory znalaztby zastosowanie w
wielu modelach chorobowych nie istnieje i zapewne nigdy nie powstanie.
Jego struktura i funkcja zalezy bowiem od molekularnych mechanizméw
lezacych u podtoza danej choroby, w ktérej ma byé stosowana terapia
genowa oraz od schematu ekspresji (stata badz czasowa) wprowadzonego
genu (118).

Wektory stosowane zarowno w przypadku préb leczenia choréb uktadu
sercowo-naczyniowego oraz w innych schorzeniach mozemy podzieli¢ na
wirusowe oraz niewirusowe. Wektory wirusowe obejmujg Retrowirusy,
Lentivirusy, Adenowirusy oraz wirusy skojarzone z Adenowirusami (Adeno-
associated Viruses; AAVs). Dzieki metodom inzynierii genetycznej, sekwencje
genow, ktore sg odpowiedzialne za zjawisko lizy komorek zakazonych przez
wirusy oraz kodujgce sekwencje biatek strukturalnych wirusa, mogg zostaé
usuniete. Na ich miejsce sg wprowadzane geny o dziataniu terapeutycznym.

Najczesciej stosowanymi niewirusowymi wektorami sg liposomy i polimery
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kationowe oraz DNA w postaci plazmidu (120). Ogdlng charakterystyke oraz

podziat wektoréw zawiera tabela 1.

Tabela 1. Poréwnanie wiasciwosci wektoréw wirusowych oraz niewirusowych
stosowanych we wprowadzaniu materiatu genetycznego do

komorek.
Wirusy
Retrowirusy | Adenowirusy | Skojarzonez Plazmidy/
Adenowirusem Liposomy
(AAVs)
Wielkosé 6-7 tysiecy Teoretveznie
wprowadzanego par zasad 7-5 kb 2-4,5 kb . Y
nieograniczona
genu (kb)
Rodzaj kwasu RNA dsDNA ssDNA RNA/DNA
nukleinowego ]
Efektywngsc Srgdnla/ Srednia Zmienna Bardzo niska
transfekgiji Niska
Proliferacja . : .
. Wymagana | Nie wymagana | Nie wymagana | Nie wymagana
komorek - " . -
do tranfekcji | do transfekcji do transfekcji do transfekcji
docelowych
Ekspresja Statal Stata/
wprowadzonego Czasowa Czasowa
genu Czasowa Czasowa
Gtéwne zalety Integracja z | Efektywna Wzglednie Bezpieczne
genomem transfekcja duza
komorki komorek efektywnosc¢ Tanie
docelowej bedacych w transfekgciji
spoczynku oraz
aktywnie Mozliwosé
dzielgcych sie integracji z
genomem
komorki
docelowej
zapewniajgca
diugotrwatg
ekspresje
genu
Gtéwne wady Mozliwos¢ Silna odpowiedz | Trudne w Niska
mutaciji zapalna i wtérna | przygotowaniu; | efektywnos¢
insercyjnej odpowiedz mozliwos¢é transfekgciji

immunologiczna

powodowania
mutaciji
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1.3.1. Wektory wirusowe

Skuteczne wprowadzenie terapeutycznego genu do komorki docelowe;j
oraz wtasciwa jego ekspresja, stanowig najwazniejsze cele i zarazem
najwieksze ograniczenia terapii genowej. Wirusy sg naturalnymi nosnikami
materiatu genetycznego, ktérych cykl zyciowy zalezy od potgczenia sie
czgsteczki kwasu nukleinowego wirusa z genomem komorki gospodarza.
Cecha ta sprawia, ze niektére wirusy po odpowiedniej molekularnej
modyfikacji, polegajgcej na usunieciu czesci wirusowego genomu
odpowiedzialnego za wiasciwosci infekcyjne i chorobotwdrcze, mogg

stanowi¢ wektory dla genow terapeutycznych (219).

1.3.1.1. Retrowirusy

Retrowirusy jako materiat genetyczny posiadajg jednoniciowy kwas
rybonukleinowy (RNA). Po dostaniu sie do wnetrza komorki, na podstawie
wirusowego RNA, za pomocg enzymu odwrotnej transkryptazy, powstaje
dwuniciowy DNA. Ulega on, najczesciej w sposob przypadkowy, integracji
z genomem gospodarza tylko w aktywnie dzielgcych sie komorkach (137). Nie
zapewnia to jednak nieprzerwanej ekspresji wprowadzonego za ich pomocg
genu (144). Retrowirusy nie sg skuteczne w transfekowaniu komorek uktadu
sercowo-naczyniowego (komorek srodbtonka, miesni gtadkich naczyn oraz
kardiomiocytow), ktére w wiekszosci znajdujg sie w stanie spoczynku (66). Ze
wzgledu na przypadkowy charakter integracji z genomem gospodarza istnieje
duze niebezpieczenstwo zaistnienia mutacji, ktoérych skutki mogg byc¢
szkodliwe dla organizmu oraz trudne do przewidzenia (np. niebezpieczenstwo
promocji nowotworowej komoérek poddanych transfekcji). Fakt ten bardzo

ogranicza zastosowanie Retrowiruséw w terapii genowej cztowieka (226).

1.3.1.1.1. Lentivirusy

Lentivirusy nalezg do klasy Retrowiruséw. Sg one zdolne transfekowac
ostatecznie zréznicowane oraz pozostajgce w spoczynku komorki, co moze
okazaC sie w przysziosci pomocne w transfekcji komoérek nerwowych,
kardiomiocytow oraz komorek srédbtonka naczyniowego i miesni gtadkich
naczyn. Wirus ludzkiego niedoboru  odpornosci HIV  (Human

Immunodeficiency Virus), powodujgcy nabyty zespdt niedoboru odpornosci —
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AIDS (Aquired Immunodeficiency Syndrome) — nalezy to tej grupy wirusow.
Ze wzgledow bezpieczenstwa nie sg one jednak szeroko stosowane w terapii

genowej u cztowieka (22,168).

1.3.1.2. Adenowirusy

Adenowirusy, odkryte w 1953 roku, sg jednymi z najczestszych
patogenow powodujgcych wirusowe infekcje gornych drog oddechowych u
cztowieka (90,177). Jako materiat genetyczny posiadajg dwuniciowy DNA,
ktéry nie ulega integracji z genomem gospodarza i pozostaje w jadrze
komérkowym w formie episomu. Uniemozliwia to dlugotrwatg ekspresje genu
wprowadzonego za ich pomocg (14,74). Charakteryzujg sie one uogolniong
oraz stosunkowo wysokg efektywnoscig transfekcji réznych rodzajow
komérek, zaréwno proliferujgcych jak i bedacych w spoczynku. Silna
odpowiedz immunologiczna na transfekcje, uogdlniona narzadowo oraz
przejsciowa ekspresja wprowadzonego materiatu genetycznego decydujg o
ograniczonych mozliwosciach zastosowania Adenowiruséw w terapii genowe;j

cztowieka (74).

1.3.1.3. Wirusy skojarzone z Adenowirusami

Wirusy skojarzone z Adenowirusami (AAVs) nalezg do grupy
Parvoviridae (15,16). Materiat genetyczny wirusa, ktorym jest stosunkowo
mata czasteczka DNA, ulega integracji z genomem transfekowanej komorki.
W komorkach cztowieka najczesciej dochodzi do tego zjawiska na ramieniu
dtugim chromosomu 19 (19913.4) (101). Poniewaz AAVs nie sg zdolne do
samodzielnej replikacji, stad dla ich cyklu Zzyciowego wymagane jest
jednoczesne zakazenie (superinfekcja) innym rodzajem wirusa (tzw. wirusem
pomocniczym), ktorym jest albo Adenowirus, albo Wirus opryszczki prostej
(Herpes Simplex Virus; HSV) (15,34).

Wirusy skojarzone z Adenowirusami stanowig bardzo obiecujacy
model wektora mozliwy do zastosowania w terapii genowej wybranych
schorzen ukfadu sercowo-naczyniowego ze wzgledu na fakt, iz nie sg one
patogenne dla cztowieka (nie wykazano bowiem istnienia zadnej choroby czy
patologii zwigzanej z infekcjg AAVs). Posiadajg one zdolnos¢ do transfekcji

zarowno komorek aktywnie dzielgcych sie jak i bedacych w spoczynku.
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Odpowiedz zapalna oraz immunologiczna jest mniejsza niz w przypadku
Adenowiruséw, a ich materiat genetyczny ulega integracji z genomem
gospodarza, zapewniajac trwatg ekspresje wprowadzonego za ich pomocg
genu (103,129,224). Faktem, ktory ogranicza ich zastosowanie jest wielko$¢
wprowadzanego genu terapeutycznego - jego sekwencja nie moze

przekraczac¢ 4900 par zasad (143).

1.3.2. Wektory niewirusowe

Ze wzgledu na niedogodnosci zwigzane z zastosowaniem wirusow
jako nos$nikdbw materiatu genetycznego w prébach terapii genowej, wektory
niewirusowe stanowig atrakcyjng alternatywe. Do najczesciej stosowanych
niewirusowych metod transfekcji nalezy wstrzykiwanie do narzadu
docelowego DNA w postaci plazmidu oraz wykorzystanie do tego celu
sztucznie skonstruowanych nosnikow materiatu genetycznego, jakim sg

liposomy oraz polimery kationowe (152).

1.3.2.1. Liposomy

Liposomy stanowig najbardziej popularng grupe wektoréw
niewirusowych stosowanych w terapii genowej cztowieka (24,145). Po raz
pierwszy wykorzystano je przy wprowadzaniu kwaséw nukleinowych do
komédrek w 1987 roku i od tego czasu trwajg intensywne badania nad nowymi
ich rodzajami (59). Swojg budowg chemiczng przypominajg fosfolipidy btony
komorkowej i dzieki temu majg zdolnos¢ formowania struktur bardzo
przypominajacych jej budowe oraz tgczenia sie z nig. Obecnos¢ grup
hydroksylowych w czesci hydrofilnej liposomu umozliwia tworzenie sie wigzan
wodorowych pomiedzy liposomem a grupami fosforanowymi nukleotydow
budujacych kwas nukleinowy. Wieksza efektywnos¢ tej reakcji jest
obserwowana w przypadku liposoméw multiwalentnych, ktoére posiadajg
wiecej niz jeden dodatni fadunek elektryczny. Integracja DNA badz RNA z
liposomem moze sie rowniez odbywaC na zasadzie oddziatywan
elektrostatycznych i prowadzi zwykle do optaszczenia przez liposom materiatu
genetycznego (33,92). Po potaczeniu sie kompleksu liposom-kwas
nukleinowy (lipopleks) z btong komérkowa, ulega on internalizacji na drodze

fuzji lub na drodze endocytozy. Nastepnie, kwas nukleinowy zostaje
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uwolniony do cytoplazmy, skad zwykle tylko mata jego czes¢ wedruje do jadra
komérkowego i ulega integracji z genomem komorki (114,230). Efektywnos¢
transfekcji za pomocag liposoméw zalezy od sktadu liposomu, rodzaju
transfekowanych komorek oraz od ich etapu cyklu komérkowego (42,209).
Zaletami zastosowania liposoméw w terapii genowej sg tatwosé ich
przygotowania, teoretyczny brak ograniczen co do wielkosci terapeutycznego
genu, ktory ma zosta¢ wprowadzony za ich pomocg, zmniejszone ryzyko
powstania mutacji ze wzgledu na bardzo ograniczong integracje z genomem
oraz brak specyficznej odpowiedzi immunologicznej (210). Do wad tej metody
naleza: przejsciowy charakter ekspresji genu, mata efektywnos$¢ transfekcji
komorek oraz brak komodrkowej i tkankowej selektywnosci transfekcji. Jak
wskazujg badania ostatnich lat, skutkiem prob terapii genowej za pomoca
kompleksow liposom-kwas nukleinowy, moze by¢ nieswoista odpwiedz

zapalna, w szczegolnosci na terenie krgzenia ptucnego (122,226).

1.3.3. Metody wprowadzania wektoréw do organizmu

Nie udato sie dotychczas skonstruowaé¢ doskonatego i uniwersalnego
wektora dla materiatu genetycznego. Nie istnieje rowniez pozbawiona dziatan
niepozadanych metoda jego wprowadzania do komorek oraz narzgadow
docelowych. Najczesciej stosowang metodg jest iniekcja donarzadowa,
dozylna lub dotetnicza za pomoca cewnika (catheter-based gene transfer).
Dozylny i dotetniczy sposob podawania nie zapewnia jednak selektywnej
ekspresji genu w narzadzie docelowym a donarzadowe podanie materiatu
genetycznego jest wykonywane najczesciej w sposob inwazyjny podczas
zabiegu chirurgicznego. Celem prowadzonych obecnie badah jest
opracowanie metody, za pomocg ktdrej mozliwe bedzie wprowadzanie
materiatu genetycznego w sposéb bezpieczny, nieinwazyjny oraz tkankowo
swoisty (124).

1.3.3.1. Metoda wstrzykiwania materiatu genetycznego

Najprostszg metoda narzadowo selektywnego wprowadzania materiatu
genetycznego jest jego mechaniczne wstrzykiwanie. Po raz pierwszy
dokonano tego typu zabiegu w 1990 roku, wstrzykujgc DNA do miesnia

szkieletowego myszy (222). Od tego czasu, ze wzgledu na warunki
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bezpieczenstwa oraz techniczng tatwos¢ wykonania tego zabiegu, metoda ta
znalazta zastosowanie zarowno w projektach badawczych jak i w badaniach
klinicznych z udziatem ludzi. Dzieki niej udato sie umiesciC materiat
genetyczny w miesniu sercowym, miesniach szkieletowych, watrobie,
gruczole tarczowym, nerkach, skorze oraz guzach nowotworowych (153). W
celu zwiekszenia wydajnosci ekspresji materiatu genetycznego podejmuje sie
préby  iniekcji  wysokocisnieniowych, ~elektroporacji® (zwiekszanie
przepuszczalnosci bton komérkowych dla kwaséw nukleinowych poprzez
poddawanie komorek, tkanki badz narzadu dziataniu impulséw pola

elektrycznego) oraz transfekcji wspomaganych falg ultradzwiekowg (121,200).

1.3.3.2. Préby nieinwazyjnego podawania materialu genetycznego do
organizmow wielokomérkowych

Wprowadzenie materialu genetycznego do organizmu w sposob
nieinwazyjny oraz selektywny stanowi przedmiot badan w osrodkach
zajmujgcych sie opracowaniem nowych metod terapii genowej. Zastosowanie
wirusow niesie ze sobg niebezpieczenstwo trudnej do przewidzenia reakc;ji
immunologicznej oraz zapalnej ustroju, ktora moze doprowadzi¢ do
Smiertelnej w skutkach ostrej niewydolnosci wielonarzadowej. Zakonczona
tragicznie jedna z klinicznych préb leczenia rzadkiego wrodzonego defektu
metabolizmu (niedobér enzymu transkarbamylazy ornitynowej) za pomocg
podania wektora adenowirusowego, wywotata burzliwg dyskusje nad
bezpieczenstwem stosowania oraz wieloma bioetycznymi aspektami terapii
genowej (31,199). Metody inwazyjne oraz wykorzystujgce wektory wirusowe,
ze wzgledéw na rosngce obawy dotyczgce ich bezpieczenstwa, zostang
prawdopodobnie w przysztosci zarzucone na rzecz sposobow nieinwazyjnych
oraz niewirusowych.

Pierwszych  préb nad nieinwazyjnym podaniem  materiatu
genetycznego, poprzez inhalacje aerozolu zawierajgcego gen terapeutyczny,
dokonano w przypadku choréb uktadu oddechowego. Znane sg proby
leczenia w ten sposob takich choréb jak mukowiscydoza, rozedma ptuc na tle
niedoboru alfa-1-antytrypsyny, nowotwory oraz astma oskrzelowa (72,175).

Zjawisko elektroporacji znalazto réwniez swoje zastosowanie w probach
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nieinwazyjnego podania materiatu genetycznego do komorek skory w

warunkach in vivo (229).

1.4. Zastosowanie metod terapii genowej w prébach leczenia choroby
niedokrwiennej serca

W przypadku leczenia choroby niedokrwiennej serca, kluczowymi
zjawiskami, ktore mogq by¢ wykorzystane w terapii genowej sg angiogeneza,
arteriogeneza (procesy, prowadzace do powstawania nowych naczyn
krwionosnych: odpowiednio kapilar i arteriol), zapobieganie zjawisku
restenozy po zabiegach PTCA i chirurgicznego pomostowania naczyn
wiencowych oraz genetyczna modyfikacja metabolizmu lipidéw w
przypadkach hiperlipidemii.

Waskulogeneza, czyli proces tworzenia sie nowych naczyn z komoérek
prekursorowych dla endotelium oraz na drodze ich proliferacji z istniejgcych
juz komorek srodbtonka naczyniowego, warunkuje prawidtowy rozwdj tkanek i
narzadow w trakcie zycia ptodowego. W okresie pozaptodowym, zjawisko
powstawania nowych naczyn nazywamy angiogenezg (173). Podawanie
czynnikéw wzrostu naczyn oraz genow powodujgcych ich powstawanie moze
w przysztosci okaza¢ sie skuteczng metodg leczenia chordb, u podfoza
ktérych lezy niedokrwienie spowodowane ich niewystarczajgcy iloscig. Wiele
osrodkdw na sSwiecie zakonczyto badania pierwszej fazy w celu ustalenia
bezpieczenstwa stosowania tych metod. Badania kliniczne drugiej oraz

trzeciej fazy sg w toku (53,80,84).

1.4.1. Mechanizmy angiogenezy

Po raz pierwszy terminu angiogeneza, w celu opisu zjawiska
powstawania nowych naczyn krwionosnych na terenie poroza jelenia, uzyt
brytyjski chirurg, John Hunter w 1787 roku (98). Amerykanski patolog z
Bostonu, Dr Arthur Tremain Hertig, zauwazyt jako pierwszy w 1935 roku
tworzenie sie nowych kapilar na terenie tozyska matp cziekoksztattnych a
kluczowe znaczenie angiogenezy w miejscowym rozwoju guzéw litych oraz
powstawaniu ich odlegtych przerzutéw postulowat po raz pierwszy w 1971 Dr
Judah Folkman (68,88).
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Zjawisko angiogenezy w warunkach fizjologii wystepuje rzadko i ma
miejsce podczas dojrzewania ciatka zoitego na terenie jajnika, powstawania
btony doczesnej w macicy w trakcie cyklu miesiecznego oraz podczas
formowania sie fozyska. Jest ono natomiast kluczowym zjawiskiem
towarzyszacym wielu patologicznym procesom takim jak reumatoidalne
zapalenie stawow, wrzodziejgce =zapalenie jelita grubego, tuszczyca,
endometrioza, retinopatia cukrzycowa, rozwdj ptytki miazdzycowej oraz jej
niestabilno$¢, gojenie sie rany, nowotwory oraz powstawanie ich przerzutow
(27-30,174). Najsilniejszym bodzcem dla angiogenezy jest tkankowa hipoksja.
W odpowiedzi na zmniejszone cisnienie parcjalne tlenu w komoérce, jak
rowniez pod wptywem trombiny, powstajgcej podczas krzepniecia krwi,
dochodzi do aktywacji tlenowo-zaleznego czynnika transkrypcyjnego HIF-1a
(Hypoxia Inducible Factor 1 alpha). Powoduje to ekspresje gendéw dla wielu
czynnikéw inicjujgcych i podtrzymujacych proces angiogenezy. Nalezg do
nich miedzy innymi naczyniowy czynnik wzrostu s$rodbtonka (Vascular
Endothelial Growth Factor; VEGF) oraz jego srédbtonkowe receptory
VEGFR1 i VEGFR2 (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-1,-2),
neuropilina-1, angiopoetyna-2 oraz jej receptory Tie-1 i Tie-2 (Tyrosine kinase
with immunoglobulin and epidermal growth factor homology domains-1, -2),
pochodzacy z ptytek czynnik wzrostu B (Platelet Derived Growth Factor-B;
PDGF-B), transformujacy czynnik wzrostu -1 (Transforming Growth Factor
Beta-1; TGFp-1;), inhibitor aktywatora plazminogenu 1 (Plasminogen
Activator Inhibitor 1; PAI-1) oraz tlenek azotu (Nitric oxide; NO) (76,167,189).

Efekt dziatania NO na procesy angiogenezy zalezy od jego stezenia i
jest realizowany za posrednictwem HIF-1a. W duzych ilosciach NO hamuje,
zas przy matym stezeniu pobudza ekspresje genu dla VEGF, ktéry zwieksza
produkcje NO. Tlenek azotu, jako czynnik zaréwno stymulujacy i efektorowy
wzgledem VEGF, odgrywa szczegdlng role w procesie angiogenezy.
Doktadne poznanie wzajemnych zaleznosci pomiedzy tymi substancjami
moze w przysztoéci zostaé wykorzystane w zapobieganiu oraz leczeniu
dysfunkcji s$rédbtonka naczyniowego, stanowigcej podtoze dla rozwoju
miazdzycy (46,49,108).
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Proces angiogenezy jest bardzo doktadnie regulowany na drodze
zrbwnowazonego wspotdziatania wielu czynnikdw, ktore wptywajg na
aktywacje komorek srodbtonka, ich proliferacje, formowanie kapilar oraz
stabilizacje przez pericyty (35,100). Ztego wzgledu, efektywna terapia
genowa majaca doprowadzi¢ do powstania petnowartosciowych i
funkcjonalnych naczynh, wymagac¢ bedzie w przysziosci zastosowania bardziej
ztozonych i zblizonych do rzeczywistych warunkéw procedur niz podawanie
jednego tylko czynnika wzrostu w postaci genu badz jego biatkowego
produktu. Wiele substancji i mechanizméw, ktére biorg udziat w tym
skomplikowanym procesie nie jest jeszcze do konca poznanych a ich odkrycie

bedzie kluczowe dla powodzenia tego typu terapii.

1.4.1.1. Struktura i funkcje naczyniowego czynnika wzrostu komorek
srédbtonka

W 1983 roku, Donald Senger wraz z grupg badaczy kierowang przez Harolda
Dvoraka z Beth Israel Hospital w Bostonie, wyizolowat biatko produkowane przez komérki
nowotworowe guza watroby (hepatocarcinoma) $winki morskiej, ktére zwiekszato
przepuszczalnosé naczyh krwionosnych dla wielkoczgsteczkowych substanciji. Nazwano je
naczyniowym czynnikiem przepuszczalnosci (Vascular Permeability Factor; VPF) i
zaproponowano hipoteze, ze stanowi ono jedng z gtéwnych substancji bedacej przyczyng
zwiekszonej przepuszczalnosci naczyn krwionosnych wystepujacej na terenie guzéw
nowotworowych (190). W 1989 roku grupa Napoleona Ferrary wyizolowata biatko
produkowane przez komorki przysadki mézgowej wotu, kitdre wykazywato selektywng
aktywnos¢ mitogenng wytgcznie w stosunku do komoérek srodbtonka naczyniowego i nazwata
je naczyniowym czynnikiem wzrostu $rédbtonka — VEGF (62). W tym samym roku, Jean
Plotet i Denis Gospodarowicz na Uniwersytecie Kalifornijskim w San Francisco, wyizowali
biatko o podobnych wiasciwosciach z komdrek przysadki mézgowej myszy i nazwali je
waskulotroping (vasculotropin) (161). W wyniku przeprowadzonych w poézniejszym czasie
badan, VPF, VEGF oraz waskulotropina okazaty sie by¢ tymi samymi substancjami. Odkrycie
ludzkiego VEGF, jak réowniez poznanie jego sekwencji aminokwasowej i struktury genu,
zawdzieczamy grupie Daniela Connolly’ego i Napoleona Ferrary (37,119). Na przestrzeni
ostatnich odkryto szereg innych czynnikéw wzrostu srédbtonka (VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E), przypominajgcych swojg budowg oraz funkcjg VEGF (213).

VEGF, nazywany rowniez VEGF-A, wraz z tozyskowym czynnikiem
wzrostu (Placental Growth Factor; PIGF), ze wzgledu na wzajemne

molekularne  podobienstwo, nalezy do grupy czynnikbw wzrostu
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pochodzacych z ptytek krwi (Platelet derived growth factors family).
Wystepuje on w postaci homodimeru o tgcznej masie czgsteczkowej 42
kilodaltonéw. Stymuluje swoiscie wzrost, proliferacje oraz migracje komorek
Srodbtonka naczyniowego, odgrywajgc kluczowg role w procesach
waskulogenezy, organogenezy oraz angiogenezy (63). Z pojedynczego genu
dla ludzkiego VEGF, na drodze postranskrypcyjnej modyfikacji mRNA,
powstaje 5 roznych czasteczek tego biatka, (izoform) zawierajgcych 121, 145,
165, 189 oraz 206 aminokwasdéw, nazywanych odpowiednio VEGFq,
VEGF 145, VEGF 165, VEGF1g9 i VEGF206 (215). Najpowszechniej wystepujaca
izoformag jest VEGF 65 zas obecnos¢ VEGF,ps wykryto dotychczas wytgcznie
na terenie komorek watroby ptodu (94,148). VEGF 165, VEGF1g9 i VEGF206
posiadajg domeny wigzace heparyne, ktore utatwiajg im zakotwiczenie sie na
terenie macierzy zewnatrzkomorkowej, skad sg uwalniane za posrednictwem
metaloproteinaz. VEGFq21 nie posiada powinowactwa do heparyny i
wystepuje w osoczu jako wolne biatko, zas VEGFqg9 i VEGF20s Wystepuja
wytgcznie w postaci zwigzanej z macierzg zewngtrzkomorkowg. Obecnosé
domeny wigzacej heparyne na terenie czgsteczki VEGF warunkuje jego
mitogenne witasciwosci (160). VEGF+es, najczestsza izoforma oraz
wywotujgca najwiekszy efekt biologiczny w procesie angiogenezy, posiada
posrednie wiasciwosci — jest obecna w postaci wolnego biatka w osoczu oraz
w formie zwigzanej (95,106). Z tego wzgledu, najbardziej uzasadnione wydaje
sie zastosowanie witasnie tej izoformy w prébach stymulowania angiogenezy
w celach terapeutycznych.

Gtéwnym czynnikiem powodujgcym ekspresje genu dla VEGF jest
tkankowa hipoksja, zas kluczowym czynnikiem transkrypcyjnym, ktory jest w
sposéb bezposredni zwigzany z tym zjawiskiem jest HIF-1a (48,188).
Ponadto, pod wptywem wielu innych czynnikbw wzrostu oraz cytokin takich
jak: naskorkowy czynnik wzrostu (Epidermal Growth Factor; EGF),
transformujacy czynnik wzrostu alfa i beta (Transforming Growth Factor
alpha, -beta; TGF-a, -f), czynnik wzrostu keratynocytéw, insulinopodobny
czynnik wzrostu 1 (Insulin-like Growth Factor 1; IGF-1), PDGF, czynnik
wzrostu fibroblastow (Fibroblasts Growth Factor; FGF), interleukina-1a

(Interleukin-1e; IL-1a) oraz interleukina-6 (/Interleukin-6; IL-6), dochodzi do
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zwiekszonej produkcji VEGF. Swiadczy to o istniejgcych parakrynnych i
autokrynnych mechanizmach wspotdziatajgcych wraz z lokalnie wystepujaca
hipoksjg w procesie regulacji tkankowego poziomu VEGF (64,148). Mutacje,
ktérych wynikiem jest zwiekszona ekspresja pewnych rodzajéw onkogendw
(np. Ras, Raf), rowniez prowadzg do zwiekszonej ekspresji genu dla VEGF,
ktéry indukuje powstawanie nowych naczyn krwionosnych na terenie guza
nowotworowego (82,155).

Istniejg 3 rodzaje receptoréw dla VEGF - VEGFR1, VEGFR2 i
VEGFR3. Posiadajg one aktywnos¢ kinazy tyrozynowej a ich
zewnagtrzkomoérkowa czes¢ zawiera domeny podobne do tych, z ktérych
zbudowane sg immunoglobuliny klasy G (1gG) (113,193). Na terenie komorek
Srodbtonka naczyniowego znajdujg sie dodatkowe receptory wigzace VEGF,
ktérymi sg Neuropilina-1 oraz Neuropilina-2. Nie posiadajg one aktywnosci
kinazy tyrozynowej i stuzg one jako koreceptory zwiekszajgce efektywnosc¢
wigzania VEGF z wiasciwymi receptorami (149). Rozne rodzaje VEGF
posiadajg zréznicowane powinowactwo do receptorow z czego wynikajg

réwniez odmienne skutki ich pobudzenia, przedstawione w tabeli 2.

Tabela 2. Rodzaje VEGF, ich receptory oraz efekty ich pobudzenia.

Rodzaj VEGF Receptor(y) Efekty pobudzenia

VEGF-A (VEGF) | VEGFR1, VEGFR2, Angiogeneza
Neuropilina-1

VEGF-B VEGFR1 Angiogeneza na terenie

miesnia sercowego; rozwoj
ptodowy myocardium

(organogeneza)
VEGF-C, -D VEGFR2, VEGFR3 Powstawanie naczyn

limfatycznych
VEGF-E VEGFR2 Angiogeneza

Przytaczenie sie czasteczki VEGF do receptora powoduje aktywacje
kinazy  tyrozynowej, ktéra  poprzez fosforylacje @ wielu  innych
wewnatrzkomoérkowych biatek sygnatowych, w tym innych kinaz biatkowych

takich jak biatkowa kinaza B (Protein Kinase B; PKB), oraz C (Protein Kinase
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C; PKC), uruchamia kaskade rekacji prowadzacych do powstania efektow
zaleznych od rodzaju komorek, na ktérych znajdujg sie receptory dla VEGF
(75,227).

VEGEF jest produkowany przez rézne rodzaje komorek i bierze udziat w
wielu procesach zaréwno fizjologicznych jak i patologicznych. Komorki
produkujace VEGF oraz jego zréznicowane funkcje przedstawia tabela 3
(60,61,73).

Tabela 3. Komoérki produkujace VEGF oraz jego biologiczna aktywnos¢ w
procesach fizjologicznych i patologicznych.

Komoérki produkujace VEGF Endoderma w czasie rozwoju ptodowego
Syncytiotrofoblast

Endotelium naczyn

Mastocyty

Makrofagi, Astrocyty
Megakariocyty i ptytki krwi

Komdérki nabtonkowe ktebuszkow
nerkowych

Kardiomiocyty

Komérki miesni szkieletowych
Osteoblasty, Fibroblasty

Komorki ziarniste i tekalne jajnikow

Biologiczna aktywnos¢ VEGF Mitogen dla komorek $rodbtonka

naczyniowego

e Stymuluje migracje komorek endotelium
naczyniowego podczas angiogenezy
oraz ekspresje molekut adhezyjnych na
jego powierzchni

e Zwieksza przepuszczalnos¢ naczyn
krwionosnych

e Pobudza ekspresje metaloproteinaz,
aktywatoroéw plazminogenu oraz
receptora dla urokinazy

e Stymuluje produkcje NO i prostacykliny
przez srédbtonek

e Dziata chemotaktycznie na makrofagi
oraz mastocyty

e Whplywa na proces réznicowania sie
komédrek hematopoetycznych pnia

e Pobudza proces dojrzewania ciatka
z6ttego w jajniku
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1.4.2. Mechanizmy arteriogenezy

Drugg postacig formowania sie nowych naczyn krwionosnych w trakcie
zycia pozaptodowego jest arteriogeneza. W swojej naturze rézni sie ona od
angiogenezy zarowno produktem koncowym, ktérym sg arteriole oraz tetnice
krgzenia obocznego, jak i mechanizmem powstawania oraz czynnikami
regulujgcymi. Polega ona na wyksztatceniu sie funkcjonalnego krazenia
obocznego na poziomie arteriol i matych tetnic z istniejacych juz wczesniej
anastomoz (85,87).

Po raz pierwszy istnienie naczyn krgzenia obocznego w miesniu
sercowym zauwazyt angielski lekarz Richard Lower w 1669 roku na
Uniwersytecie w Oxfordzie opisujgc anatomie kragzenia wiencowego (127).
Wskazat on w swoich badaniach nie tylko na ich obecno$¢ ale réwniez
wykazat, ze stanowig one alternatywng droge przeptywu krwi podczas
zakrzepicy oraz zatorowosci tetniczej. Odkrycie Lowera zostato potwierdzone
w XVIII wieku przez Albrechta von Hallera, a nastepnie w XX wieku przez
Wernera Spalteholza.

W przeciwienstwie do angiogenezy, arteriogeneza przebiega w
warunkach normoksemii lub prawie normoksemii. Hipoksja oraz VEGF, ktore
sg gtdbwnymi bodZzcami stymulujgcymi angiogeneze, nie odgrywajg tak duzej
roli w procesie arteriogenezy. Czynnikiem odpowiedzialnym za zainicjowanie
oraz dalszy rozwdj krgzenia obocznego na drodze arteriogenezy jest
zwiekszona sita tarcia naczyniowego (shear stress), spowodowana
wzmozonym przeptywem krwi w istniejgcych juz naczyniach krwionosnych,
ktore taczg ze sobg obszar poddany niedokrwieniu oraz zdrowg tkanke. Na tej
drodze dochodzi do aktywacji komoérek srdodbtonka czego wynikiem jest
zwiekszona ekspresja czagsteczek adhezyjnych [|ICAM-1 (Intercellular
Adhesion Molecule-1), VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule), selektyn
oraz czynnikbw chemotaktycznych dla monocytow takich jak MCP-1
(Monocyte Chemoattractant Protein-1). Powoduje to zwiekszong adhezje i
migracje monocytéw przez sciane naczynia a ich transformacja w makrofagi
tkankowe, jest jednym z kluczowych zjawisk w procesie arteriogenezy.
Makrofagi sg zrodtem wielu cytokin i czynnikow wzrostu takich jak czynnik

martwicy guza alfa (Tumor Necrosis Factor-a; TNF-a) oraz czynnik wzrostu
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fibroblastow-2 (Fibroblast Growth Factor-2; FGF-2), ktére sg waznymi
mediatorami arteriogenezy (23,91,183,217).

W podobny sposéb dochodzi réwniez do naptywu limfocytow T-CD4+
do miejsc powstawania nowych arteriol. O ich znaczeniu w tym procesie
Swiadczy fakt uposledzonej arteriogenezy w zwierzecym modelu
niedokrwiennym u myszy z uwarunkowanym genetycznie niedoborem
limfocytow T-CD4+. Zdolnos¢ produkowania przez te komorki wielu
czynnikbw  wzrostu oraz cytokin o charakterze zapalnym i
immunomodulujgcym, stanowi o ich roli w procesie powstawania arteriol
(204).

1.5. Préby zasto§owania terapii genowej w innych chorobach uktadu
sercowo-naczyniowego

Poza angiogenezg, podejmuje sie proby leczenia zaburzen lipidowych
lezacych u podioza rozwoju miazdzycy poprzez genetyczng modyfikacje
ekspresiji receptoréw dla lipoprotein oraz dziatania enzymow biorgcych udziat
w metabolizmie lipidow (111,112,169).

Zjawisko restenozy po zabiegach PTCA stanowi powazne odlegte
powiktanie, ktore polega na zwiekszonej proliferacji komoérek miesni gtadkich
w obrebie zmiany miazdzycowej tetnicy, w miejscu dokonania jej plastyki. Ze
wzgledu na dtugg liste czynnikéw, ktére wptywajg na te zjawiska oraz
stosunkowo niskg ekspresje potencjalnie terapeutycznych gendw
wprowadzanych w obreb Sciany naczyniowej, terapia genowa restenozy
sprawia jeszcze wiele probleméw (179,180).

Zastosowanie metod terapii genowej w leczeniu pierwotnego
nadcisnienia tetniczego jest rowniez utrudnione i ograniczone ze wzgledu na
nie do konca okreslone geny, ktérych zastosowanie mogtoby okazacé sie
skuteczne w aspekcie tego typu terapii (3,11,83,89,99,128,202). Obecnie
duze nadzieje wigze sie z zastosowaniem gendéw kodujgcych czynniki
naczyniorozkurczowe takie jak bradykinina oraz syntaza tlenku azotu
(47,159,191).
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1.6. Wykorzystanie komérek macierzystych pnia (stem cells) w terapii
choréb uktadu sercowo-naczyniowego

Wyizolowanie ze szpiku kostnego oraz z ostatecznie wyréznicowanych
tkanek i narzadéw organizmu, puli komérek posiadajgcych zdolnosci
regeneracyjne (komorki totipotencjalne; komorki pnia; stem cells), podobnych
do tych jakie posiadajg komérki embrionalne, zainspirowato szereg badan
majacych na celu wykorzystanie tych wiasciwosci w leczeniu wybranych grup
chorob (71,170,220). Dtugotrwate niedokrwienie, obejmujgce duzy obszar
miesnia sercowego W przebiegu zawatu prowadzi do martwicy
kardiomiocytow. Jej skutkiem jest nieodwracalna utrata struktury oraz funkgciji
myocardium, prowadzaca do niewydolnosci serca. Ograniczone mozliwosci
regeneracyjne miesnia sercowego sprawiaja, ze jedynym sposobem leczenia
tak uszkodzonego serca jest jego przeszczep (146). Mozliwos¢ wyhodowania
w warunkach in vitro mioblastow i kardiomiocytow z komorek pnia, a
nastepnie podania ich do miesnia sercowego, otworzyta nowe mozliwosci
terapeutyczne, ktérych wykorzystanie w przysztosci pozwoli na ,komorkowe*
wspomaganie funkcji serca, uszkodzonego przez rozlegly zawat
(105,50,157).

Klasyczna terapia genowa, wraz 2z wykorzystaniem komorek
macierzystych pnia (stem cells) oraz komoérek modyfikowanych genetycznie w
warunkach in vitro, moze w przysztosci okaza¢ sie skutecznym sposobem

leczenia wybranych choréb ukfadu sercowo-naczyniowego (77,102,181).

1.7. Zasady echokardiografii kontrastowej

Echokardiografia kontrastowa jest nieinwazyjg technikg obrazowania
miesnia sercowego oraz analizy wielkosci krgzenia wiencowego (104).
Poczatki jej zastosowania siegajg poznych lat szescdziesigtych XX wieku,
kiedy po raz pierwszy udato sie uwidoczni¢ struktury pnia aorty za pomocg
ultradzwiekdw oraz podanego doaortalnie, uprzednio wstrzasnietego,
roztworu soli fizjologicznej (78). Pierwszymi substancjami uzywanymi jako
srodki kontrastowe w echokardiografii, poza solg fizjiologiczng, byty roztwory
nadtlenku  wodoru (H20;), 5%-owej dekstrozy, jodowych srodkéw
kontrastowych stosowanych w diagnostyce radiologicznej oraz krew (43).

Toksycznos¢ oraz techniczne niedoskonatosci zwigzane z tymi pierwszymi
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Srodkami byly przyczyng intensywnych badan nad opracowaniem
doskonalszych preparatow. W 1984 roku po raz pierwszy jako
echokardiograficznego srodka kontrastowego uzyto wypetnionych powietrzem
mikrosfer powstatych w trakcie dziatania fal ultradzwiekowych (sonifikacji) na
70%-owy roztwér sorbitolu i dekstrozy (58). Przez ostatnich kilka lat dokonat
sie bardzo duzy postep w dziedzinie dozylnych srodkéw kontrastowych oraz
aparatury echokardiograficznej i komputerowej metody analizy danych. Dzieki
temu, mozliwa jest doktadna ocena funkcji myocardium, granic wsierdzia oraz
préba oceny wielkosci przeptywu wiencowego za pomocg tej metody
(131,135,158).

Stosowane obecnie echokardiograficzne Srodki kontrastowe sktadajg
sie z biatkowych lub biatkowo-lipidowych mikrosfer wypetnionych gazem o
duzej masie czagsteczkowej (np. perfluoropropanem), ktéry zapewnia im
wiekszg trwatosC¢ oraz stabilnos¢ podczas przechodzenia przez tozysko
krazenia ptucnego. Ilch hemodynamiczne wiasciwosci sg bardzo zblizone do
krwinek czerwonych. Mikrosfery poddane dziataniu fali ultradzwiekowej, w
zaleznosci od tzw. indeksu mechanicznego (Mechanical Index; MI) —
stosunku wielkosci czestotliwosci oraz mocy fali — badz wpadajg w rezonans,
badz ulegajq destrukcji (Ryc.1).

Za pomocag wartosci Ml okreslany jest tzw. bioefekt fali ultradzwiekowej
czyli efekt jej dziatania na tkanke lub narzad. Liczbowo MI jest wprost
proporcjonalny do wielkosci mocy, a odwrotnie proporcjonalny do kwadratu
czestotliwosci fali. Fala ultradzwiekowa o matej wartosci M|l (mniejszej od 0.1),
wprawia mikrosfery znajdujgce sie w jej polu w rezonans zgody ze swojg
czestotliwoscia,. Zjawisko to nazywane jest oscylacjg liniowg (linear
oscillation) (Ryc. 1A). Gdy MI waha sie pomiedzy 0.1 a 0.3, mikrosfery
bardziej gwattownie zwiekszajg swojg objeto$é i wielkos¢. Srednio dochodzi
do ponad 50-krotnego zwiekszenia sie objeto$ci mikrosfery w poréwnaniu z
wartoscig wyjsciowg. Podczas tego zjawiska dochodzi do powstawania fal
ultradzwiekowych o innej czestotliwosci niz czestotliwos¢ dziatajgcej fali (Ryc.
1 B). Nazywamy je falami harmonicznymi, ktére moga bycC rejestrowane oraz
analizowane (43). Dzieki tym wtasciwosciom echokardiograficznych srodkow
kontrastowych, na podstawie analizy fal harmonicznych mozliwa jest proba

oceny przeptywu wiencowego (186). Jezeli wartos¢ MI przekracza 0.3,
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mikrosfery ulegajg nadmiernym zmianom wielkoéci, co prowadzi do ich
destrukcji w przebiegu oscylacji nieliniowej (non-linear oscillation) i do
powstania szeregu fal harmonicznych o réznych czestotliwosciach (Ryc. 1 C)
(44,185).

Fala ultradzwiekowa Mikrosfera

Fale harmoniczne

WY = e

Rycina 1. Wptyw réznych wielkosci indeksu mechanicznego (Ml) na
zachowanie sie mikrosfer w polu fal ultradzwiekowych;
doktadny opis znajduje sie w tekscie; A — MI<0.1, B — MI=0.1-0.3,
C-MI>0.3

Dzieki osiggnieciom techniki echokardiograficznej wudato sie
skonstruowac gtowice, ktore emitujg zsynchronizowang z cyklem pracy serca
fale ultradzwiekowg. Odbierajg one rowniez fale rozproszone od mikrosfer
znajdujgcych sie w naczyniach krwiono$nych, zmniejszajac jednoczes$nie
odbidér sygnatu, ktéry pochodzi z tkanek otaczajgcych. Sygnat ten w postaci
fal harmonicznych jest proporcjonalny do ilosci mikrosfer ulegajacych
destrukcji i moze byé za pomoca oprogramowania komputerowego
analizowany cyfrowo. Jezeli do niszczenia mikrosfer dochodzi w okresie

koncowo-skurczowym cyklu pracy serca (end-systole), kiedy prawie cata
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objetos¢ krwi znajduje sie w naczyniach witosowatych mikrokrgzenia
wiencowego, mozliwa staje sie ocena gestosci kapilar w miesniu sercowym
na podstawie analizy fal harmonicznych powstatych na skutek destrukcji
mikrosfer (45,158). W powszechnym stosowaniu znajdujg sie dzisiaj
nastepujace echokardiograficzne $rodki kontrastowe: Levovist®, Optison®,

Sonazoid®, SonoVue® oraz Definity®.

1.7.1. Terapeutyczne zastosowanie echokardiograficznych srodkow
kontrastowych

Fale ultradzwieckowe stanowig od wielu lat jedng z najbardziej
powszechnych, bezpiecznych oraz nieinwazyjnych metod diagnostyki
obrazowej. Ze wzgledu na fakt, ze fala ultradzwiekowa jest pewng postacig
energii, w zaleznosci od jej indeksu mechanicznego oraz od tego czy jest to
fala ciggta czy w postaci impulséw, moze powodowac¢ powstawanie pewnych
zmian w zakresie funkcji komorek oraz tkanek wigcznie ze zmianami w
sposobie ekspresji materiatu genetycznego (6).

Podczas procesu destrukcji mikrosfer w kapilarach przy uzyciu fali
ultradzwiekowej, dochodzi do przejsciowej, ograniczonej utraty ciggtosci
srodbtonka i do zwiekszonej przepuszczalnosci naczyn wiosowatych
(9,165,198). Echokardiograficzne srodki kontrastowe w postaci biatkowych,
lipidowych czy biatkowo-lipidowych mikrosfer, zostaty zaprojektowane przede
wszystkim w celach diagnostycznych. Mechaniczne skutki ich oddziatywania z
falg ultradzwiekowg oraz zdolnos¢ wigzania przez sktadniki btony mikrosfer
(biatka, fosfolipidy) kwaséw nukleinowych oraz lekéw, sprawiajg, ze mozliwe
staje sie coraz szersze ich zastosowanie terapeutyczne. Albuminowe
mikrosfery jako nosniki materiatu genetycznego oraz lekdw mogg byc¢
wykorzystane jako narzedzie w probach terapii wybranych grup choréb
(211,215,216). Mozliwe jest réwniez ich zastosowanie w procesie
usprawniania srodnaczyniowej trombolizy zakrzepu (163,187).

Za pomocg selektywnej, powodowanej falami ultradzwiekowymi
destrukcji mikrosfer (UTMD; Ultrasound Targeted Microbubbles Destruction),
materiat genetyczny potaczony z biatkowg lub biatkowo-lipidowg otoczkg
mikrosfer, zostaje uwolniony w tkance lub narzadzie znajdujacym sie w polu

dziatania fali ultradzwiekowej. Mechaniczne naruszenie struktury srédbtonka
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bedace wynikiem destrukcji mikrosfer, zwieksza przepuszczalnos¢ naczynia
oraz zdolno$¢ penetracji materiatu genetycznego w gtab tkanki, zas fale
ultradzwiekowe wspomagajg w sposob niespecyficzny proces inkorporacji
obcego materialu genetycznego do genomu komérek poddawanych ich
dziataniu. Za pomocg UTMD udato sie ostatnio wprowadzi¢ w sposéb
wybiérczy do komdrek miesnia sercowego szczura obcy gen, wykorzystujgc

zrekombinowane adenowirusy jako wektor dla materiatu genetycznego (194).

1.7.2. Préby nieinwazyjnej oceny stanéw dysfunkcji sSrodbtonka za
pomoca echokardiograficznych srodkéw kontrastowych

Zaburzenie funkcji komorek srodbtonka lezy u podtoza wielu patologii
naczyniowych. Proba oceny oraz monitorowania tego zjawiska opiera sie na
analizie zaleznych od tlenku azotu funkcji rozkurczowych naczyn (218). Do
najczesciej stosowanych w tym celu metod nalezg: oceniana
ultrasonograficznie odpowiedz rozkurczowa tetnicy ramiennej na zwiekszony
przeptyw krwi (flow mediated vasodilation) lub na podang nitrogliceryne (NTG-
induced vasodilation) oraz analizowany za pomocg pletyzmografii
impedancyjnej, wptyw czynnikdbw naczyniorozkurczowych na wielkos¢
przeptywu krwi na terenie przedramienia (5,57). Testy te, przez fakt, ze
oceniajg wylacznie jeden parametr, posiadajg ograniczong wartosc
diagnostyczna.

Wbudowanie w strukture echokardiograficznych Srodkow
kontrastowych  przeciwciat monoklonalnych  skierowanych  przeciwko
okreslonym antygenom obecnym na powierzchni endotelium, stworzyto nowe
mozliwosci nieinwazyjnej, narzadowo selektywnej, jakosciowej i ilosciowej
préby oceny funkcji $rodbtonka naczyniowego. Dzieki obecnym na
powierzchni mikrosfer przeciwciatom przeciwko molekule adhezyjnej ICAM-1,
udato sie za pomocg metod echokardiografii kontrastowej potwierdzic¢
nieinwazyjnie zjawisko odrzucania przeszczepionego serca w modelu
zwierzecym oraz wykry¢ zmienione zapalnie ptytki miazdzycowe (123,221).
Za pomocg skonstruowanych na tej samej zasadzie mikrosfer skierowanych

przeciwko integrynie o3 obecnej na powierzchni nowopowstatych naczyn,
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udato sie zlokalizowa¢ w sposéb nieinwazyjny miejsca angiogenezy na
terenie guza nowotworowego (51).

Metoda ta moze w przysziosci by¢ doskonatym uzupetnieniem dla
powszechnie dzisiaj stosowanych sposobow oceny dysfunkcji $rodbtonka
oraz by¢ pomocng w bardziej wszechstronnej i nieinwazyjnej analizie patologii

naczyniowych.
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2. Zatozenia i cel pracy

Zastosowanie wektorobw wirusowych oraz inwazyjne metody
podawania materialu genetycznego niosg ze sobg mozliwos¢ wystgpienia
powaznych powiktan oraz dziatan niepozgdanych. Prowadzone obecnie
badania majg na celu opracowanie niewirusowych, tkankowo swoistych
wektorow oraz nieinwazyjnych metod wprowadzania materiatu genetycznego
do wybranych komorek organizmu.

Jedng z metod, ktéra w przysziosci moze okazac sie skuteczna w
nieinwazyjnym i tkankowo selektywnym  wprowadzaniu = materiatu
genetycznego do komorek i tkanek, jest powodowana falg ultradzwiekowg
destrukcja mikrosfer (Ultrasound Targeted Microbubbles Destruction; UTMD).
Obecnie mozliwe jest za pomocg tej metody dokonanie transfekcji komorek
obcym materiatem genetycznym w postaci plazmidu w warunkach in vitro
(70). W pismiennictwie $wiatowym nie ma opracowania na temat
wprowadzenia potencjalnie terapeutycznego genu w postaci plazmidu w
warunkach in vivo przy pomocy tej metody. W zwigzku z tym, uzasadnionym
wydaje sie podjecie proby wprowadzenia obcego materiatu genetycznego w
postaci niewirusowego wektora (plazmidu) w sposéb tkankowo selektywny i
nieinwazyjny przy pomocy UTMD.

Celem pracy jest proba udzielenia odpowiedzi na nastepujace pytania:

1. Czy mozliwe jest za pomocg UTMD tkankowo swoiste, nieinwazyjne
wprowadzenie materialu genetycznego w postaci niewirusowego
wektora (plazmidu) zawierajgcego gen dla ludzkiego naczyniowego
czynnika wzrostu $rédbtonka 165 (Vascular Endothelial Growth Factor

165; hVEGF165) do miesnia sercowego szczura?

2. Czy ekspresja genu dla hVEGF5 wprowadzonego przy pomocy
UTMD bedzie ograniczona do narzgdu docelowego oraz czy
spowoduje zmiany w gestosci naczyn (kapilar oraz arteriol) w obrebie

miesnia sercowego?
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3. Czy i w jaki sposéb UTMD wptywa na funkcje myocardium badanych
zwierzat oceniang jako frakcja skracania oraz przyrost masy lewej

komory serca przy pomocy badania echokardiograficznego?

Niniejsza praca doktorska zostata w czesci doswiadczalnej wykonana
w catosci na University of Texas Southwestern Medical School w Dallas w
Teksasie w Stanach Zjednoczonych Ameryki Potnocnej, w laboratorium Dr
Petera Frenkela. Stanowi ona kontynuacje badan nad opracowaniem
nieinwazyjnych, tkankowo swoistych metod wprowadzania materiatu
genetycznego do miesnia sercowego w ramach grantu American Heart
Association (# 0150586N).
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3. Materiatl i metodyka

3.1. Grupa badana

Badanie wykonano w modelu zwierzecym u 35 szczuréw pici meskiej
rasy Sprague Dawley o masie 300 — 350 g. Szczury zostaty losowo
przydzielone do 3 grup: I, Il i lll o liczebnosci 10 sztuk w kazdej z nich.
Kryterium podziatu stanowit czas od momentu podania materiatu
genetycznego za pomocg UTMD, do punktu koncowego badania. Osobnikom
kolejnpo w grupach I, Il oraz |Ill, po przeprowadzeniu badania
echokradiograficznego (patrz Metody), zostata podana dootrzwewnowo
letalna dawka pentobarbitalu odpowiednio po 5, 10 oraz 30 dniach od
wprowadzenia genu. W kazdej z trzech grup, gen dla hVEGF5 (Grupa
VEGF), otrzymato 5 szczuréw. Grupe kontrolng stanowito 5 osobnikow w
kazdej grupie, ktére jako gen kontrolny otrzymaty gen dla enzymu lucyferazy,
bedacy pod kontrolg tego samego promotora co gen dla hVEGFs5 (Grupa
kontrolna).

U pieciu szczuréw, ktorych nie poddano uprzednio Zzadnym
procedurom doswiadczalnym, ustalono histologicznie srednig gestos¢ kapilar i
arteriol na terenie myocardium oraz echokardiograficznie funkcje myocardium
(Grupa 0). Dane te postuzyty jako wartosci referencyjne dla poréwnania
danych pochodzacych od zwierzat poddanych zabiegowi UTMD (Grupa
VEGF i Grupa kontrolna).

3.2. Metody

3.2.1. Przygotowanie materialu genetycznego w postaci plazmidu

Uzycie plazmidu zawierajgcego gen dla ludzkiego naczyniowego
czynnika wzrostu $rodbtonka 165 (hVEGF4e5), bedacego pod kontrolg
promotora wirusa Cytomegali — CMV-hVEGF65, byto mozliwe dzieki
zyczliwosci Roberta Gerard’a z Division of Cardiology, University of Texas
Southwestern Medical School at Dallas, USA. Plazmid z genem kontrolnym
dla enzymu lucyferazy zostat skonstruowany na bazie wektora pCDNAS3
(Invitrogen, USA). lIzolacje  plazmidéw  przeprowadzono  wedtug

zmodyfikowanego protokotu alkalicznej lizy (132).
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Szczep E.coli DH50 zawierajacy plazmid dla hVEGFe5 inkubowano
przez 18 h w temperaturze 37 °C w ptynnym podtozu zawierajgcym kazeine
bogatg w tryptofan (Bacto Tryptone; Difco Lab.; USA) o stezeniu 1 %, ekstrakt
z drozdzy (Yeast Extract Powder, ICN Biomedicals Inc; USA) o stezeniu 2 %
oraz glicerol o stezeniu 0.5 % rozpuszczone w buforze fosforanowym.
Nastepnie roztwor podtoza odwirowano przy predkosci 5000 obr/min przez 10
minut w temperaturze pokojowej. Powstaty osad, zawieszono w 10 ml
roztworu o temperaturze 4 °C, zawierajgcego dekstroze o stezeniu 50 mM,
Tris-HCI o stezeniu 15 mM i pH 8.0 oraz EDTA o stezeniu 10 mM i pH 8.0. Po
10 minutach dodano 15 ml roztworu zawierajgcego 0.2 N NaOH i 1 % SDS i
delikatnie mieszano w temperaturze 4°C przez 5 minut. Nastepnie dodano 10
ml roztworu o temperaturze 4°C zawierajgcego octan potasu (CH3COOK) o
stezeniu 3 M i kwasu octowego (CH3COOH) o stezeniu 12 %, pozostawiono
na lodzie przez 10 minut, odwirowano przy predkosci 8000 obr/min przez 15
minut w temperaturze 4 °C i ponownie przeniesiono na l6d. Po 15 minutach
dodano 25 ml izopropanolu, doktadnie wymieszano i pozostawiono w
temperaturze pokojowej przez 10 minut. Ponownie odwirowano przy
predkosci 5000 obr/min przez 10 minut w temperaturze pokojowej i usunieto
nadsacz a powstaly osad rozpuszczono w 3 ml roztowru Tris-HCI o stezeniu
10 mM, pH 8.0 i temperaturze 4 °C. Dodano 3 ml roztworu chlorku litu (LiCl) o
stezeniu 5M, wymieszano i odwirowano przy predkosci 8000 obr/min przez 10
minut w temperaturze pokojowej. Przeniesiono nadsacz do nowej probdwki,
dodano 6 ml izopropanolu, wymieszano i odwirowano przy predkosci 5000
obr/min przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Usunieto nadsacz i
odparowano osad, ktéry nastepnie rozpuszczono w 500 pl roztworu Tris-HCI
o stezeniu 10 mM i pH 8.0. Dodano 15 pl roztworu Rnazy A o stezeniu
60mg/ml i inkubowano w temperaturze 37 °C przez 2 h. Dodano 5 pl roztworu
proteinazy K o stezeniu 20 mg/ml oraz 10 ul roztworu SDS o stezeniu 10 % i
inkubowano przez 1 h w temperaturze 56°C. Nastepnie dodano 500 pl
mieszaniny fenolu i chloroformu (zmieszanych w stosunku 1:1), zmieszano
energicznie i odwirowano przy predkosci 14000 obr/min przez 3 minuty i
zebrano nadsgcz, po czym ponownie dodano 500 ul mieszaniny fenolu i

chloroformu i wirowano przy tej samej predkosci. Nastepnie dodano 500 pl
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roztowru chloroformu, po wymieszaniu odwirowano przy predkosci 14000
obr/min przez 1 minute, zebrano nadsacz i dodano 500 ul chloroformu i
odwirowano przy tej samej predkosci. Powstaty nadsgcz przeniesiono do
probdéwki i dodano 50 ul roztworu octanu sodu o stezeniu 3 M i 1 ml etanolu o
stezeniu 100 % i przechowano przez okres 18 h w temperaturze —20 °C.
Nastepnie wirowano przy predkosci 13000 obr/min przez 10 minut w
temperaturze pokojowej. Usunieto nadsgacz i przemyto osad dwukrotnie
etanolem o stezeniu 70 %, odwirowano przy predkosci 14000 obr/min przez 5
minut w temperaturze pokojowej. Usunieto nadsgcz zawierajgcy etanol i
odparowano osad w temperaturze pokojowej przez 2 h. Nastepnie
rozpuszczono osad w 500 nl roztworu Tris-HCI o stezeniu 10 mM i pH 8.0.
Jakosciowqg oraz iloSciowg analize wyizolowanego w ten sposéb DNA
przeprowadzono na podstawie pomiarow spektrofluorometrycznych przy
dtugosci fali 260 nm i 280 nm (stosunek wartosci ekstynkcji przy dtugosci fali
260 nm i 280 nm wynosit 2.0) oraz za pomocg elektroforezy w zelu

agarozowym.

3.2.2. Wytwarzanie albuminowych mikrosfer potaczonych z materiatem
genetycznym

Albuminowe mikrosfery byty wytwarzane wg zmodyfikowanego
schematu opisanego w literaturze (162). Roztwor buforu fosforanowego (PBS;
Phosphate Buffered Saline, Gibco, Invitrogen, USA; nr katalogu 1131041) w
ilosci 1.2 ml zawierajacy 5 % albumine ludzkg (MP Biomedicals Inc., USA; nr
katalogu 82305), 10 % dekstroze (Sigma-Aldrich, USA; nr katalogu 25,307-3)
oraz DNA w postaci plazmidu o stezeniu 4 mg/ml, byt poddany dziataniu fali
ultradzwiekowej o czestotliwosci 20 kHz za pomoca sondy sprzezonej z
generatorem ultradzwiekéw XL2020 (Heat Systems Inc., Farmingdale, New
York, USA) przez 8 sekund. Po tym czasie probéwke z powstatym w ten
sposob roztworem mikrosfer umieszczano na lodzie do momentu podania
zwierzeciu. Do probowki z roztworem poddawanym dziataniu fali
ultradzwiekowej, przez caly czas wytwarzania albuminowych mikrosfer byt
podawany perfluoropropan (CsFg) (Air Products, Inc., Allentown, PA, USA),
ktory wypetnia wnetrze mikrosfer i stabilizuje ich strukture.

40



3.2.3. Przygotowanie zwierzat oraz podanie genu za pomoca
powodowanej falg ultradzwiekowa destrukcji mikrosfer (UTMD)

Wszystkie procedury jakie wykonywano u zwierzat, byly zgodne
z zaleceniami Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on Life
Sciences National Research Council opublikowanymi w ,Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals®, National Academy Press Washington, D.C.,
1996 oraz uprzednio zatwierdzone przez Komisje Etyczng dziatajacg przy
Research and Development Committee of Veterans Affairs North Texas
Health Care System, Dallas Department of Veterans Affairs Medical Center,
USA.

Szczury rasy Sprague Dawley (Harlan, USA) o masie 300 — 350 g,
zostaty poddane anestezji za pomoca dootrzewnowego podania 0.4 ml
roztworu chlorowodorku ketaminy (60 mg/kg) oraz ksylazyny (5 mg/kg)
zmieszanych w stosunku 2:1, a nastepnie zostaly umieszczone w pozycji
poziomej na grzbiecie.

Siers¢ z powierzchni klatki piersiowej zostata usunieta za pomocqg
elektrycznej maszynki do golenia (Wahl Clipper Corp., Sterling, IL, USA). Na
odnoézach zwierzecia zostaty umieszczone elektrody (Red Dot™, 3M Health
Care  Products, Canada) w celu rejestrowania zapisu fali
elektrokardiograficznej (EKG) podczas zabiegu. Przed zabiegiem UTMD u
kazdego zwierzecia dokonano rutynowego badania echokardiograficznego w
celu uzyskania wartosci frakcji skracania oraz oceny masy lewej komory
miesnia sercowego. Badanie to wykonano ponownie przy odpowiednim
punkcie koncowym eksperymentu.

Nastepnie, po nacieciu skory w okolicy szyjnej po stronie prawej oraz
wypreparowaniu zyly szyjnej, zostat wprowadzony do niej polietylenowy
cewnik (PE 50, Becton Dickinson, MD, USA). Pie¢ szczuréw w kazdej z grup
(I, 11, 1) otrzymato badz albuminowe mikrosfery z DNA dla hVEGF 65 badz z
DNA dla kontrolnego genu enzymu lucyferazy. Roztwér mikrosfer z DNA o
objetosci 1 ml, rozcienczony uprzednio buforem fosforanowym w stosunku
1:1, zostat podany dozylnie za pomocg pompy infuzyjnej (Genie, Kent
Scientific, USA) w czasie 20 minut z predkoscia 3 ml/h. Albuminowe
mikrosfery przez ten czas byty poddawane dziataniu fali ultradzwiekowej za

pomocqg aparatu echokardiograficznego Sonos 5500 (Agilent Technologies,
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Andover, MA, USA) z uzyciem transtorakalnej gtowicy S3 o czestotliwosci 1.3-
3.6 Mhz. Giowica zostata przytozona do powierzchni klatki piersiowej
zwierzecia w ten sposob, aby uzyskaC za jej pomocg obraz miesnia
sercowego w osi krotkiej w potowie jego dtugosci. Aparat echokardiograficzny
zostat zaprogramowany na podstawie zapisu EKG tak, aby emitowat fale
ultradzwiekowg o czestotliwosci 1.3 MHz w trakcie trwania fazy koncowo-
skurczowej (w tym celu, emisja impulsu fali ultradzwiekowej byta opdzniona o
40-75 ms wzgledem zatamka R elektrokardiogramu), w odstepach czasowych
réwnych czterem ewolucjom serca. Indeks mechaniczny (stosunek mocy fali
ultradzwiekowej do kwadratu jej czestotliowsci) wynosit 1.6. Po zakonczeniu
procedury, zwierzeta ulegalty samoistnemu wybudzeniu. Nie zanotowano
przypadkow smiertelnych podczas trwania zabiegu oraz w czasie obserwaciji
przez 5, 10 i 30 dni po zabiegu.

Zwierzetom w zaleznosci od grupy, w ktérej sie znajdowaty, po 5
(Grupa 1), 10 (Grupa Il) oraz 30 (Grupa lll) dniach od podania genu, po
powtdrnym wykonaniu echokardiograficznych pomiaréw frakcji skracania oraz
masy lewej komory miesnia sercowego, zostata dootrzewnowo podana
letalna dawka pentobarbitalu. Miesien sercowy, ptuca, watroba oraz sledziona
zostaty pobrane od kazdego zwierzecia w celu wykonania preparatéw
histologicznych oraz oceny obecnosci hVEGF 165 za pomocg metody Western
blot.

3.2.4. Badania histochemiczne oraz immunohistochemiczne

Miesien sercowy pobrany od zwierzecia zostat utrwalony w
mieszaninie sktadajgcej sie z roztworow 100 %-owego metanolu, kwasu
octowego oraz chloroformu zmieszanych w stosunku 6:3:1. Po 24 h, tkanki w
kasetach histologicznych zostaty umieszczone w roztworze 70 %-owego
roztworu etanolu a nastepnie zatopione w parafinowych bloczkach. Skrawki
tkanki o grubosci 5 um Dbyty barwione histochemicznie oraz
immunohistochemicznie. Wykonano réwniez rutynowe barwienie
hematoksyling i eozyng oraz metodg Giemsy. Wszystkie preparaty oceniano
za pomocg mikroskopu swietinego (Olympus CH-2; Olympus Optical Co. Ltd,
Japan).
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3.2.5. Histochemiczne barwienie komérek srédbtonka naczyniowego za
pomoca lektyny BS-l (Griffonia simplicifolia)

Uzyskane z parafinowych bloczkéw skrawki tkanki poddawano
procesowi deparafinizacji, ktory polegat na trzykrotnym ptukaniu w roztworze
ksylenu oraz na stopniowym uwodnieniu w kolejnych rozcienczeniach
alkoholu etylowego (100 % - 95 % - 50 %). Po uprzednim ptukaniu w
roztworze PBS, materiat inkubowano kolejno przez 1 h z10 %-owym
roztworem ptodowej surowicy wotu w tazni wodej o temp. 37 °C w celu
zablokowania nieswoistych miejsc wigzania. Nastepnie, preparaty poddawano
dziataniu alkoholowego roztworu 0.3 % nadtlenku wodoru (H2O2) w
temperaturze pokojowej, w celu zahamowania endogennej aktywnosci
enzymu peroksydazy. Preparaty inkubowano z biotynylowang lektyng BS-I
(Griffonia simplicifolia agglutinin I: BS-I lectin biotinylated; Sigma-Aldrich Inc.,
USA; nr katalogu L-3759) o stezeniu 10 pg/ml przez okres 18 h w
temperaturze 4 °C. Reakcje barwng wywolywano za pomocg roztworu
czterochlorku diaminobenzydyny — DAKO® DAB Chromogen (DAKO
Corporation, USA) po wczesniejszej inkubacji przez 1 h w temperaturze
pokojowej z roztworem peroksydazy chrzanowej zkonjugowanej ze
streptawidyng o stezeniu 5 ug/ml. Preparaty barwiono hematoksyling a
nastepnie zabezpieczano szkietkiem nakrywkowym z uzyciem Cytoseal™ 60
(Richard-Allan Scientific, USA).

3.2.6. Immunohistochemiczne barwienie CD31(PECAM-1) — swoistego
markera komoérek srédbtonka naczyniowego, alfa-aktyny miesni
gtadkich oraz hVEGF 5

Po procesie deparafinizacji i uwodnienia wg schematu opisanego
poprzednio, preparaty przeznaczone do wykonania barwien
immunohistochemicznych gotowano w roztworze cytrynianu sodu o stezeniu
0.01 M i wartosci pH=6.6 w kuchni mikrofalowej o mocy 900 W przez okres 20
minut. Materiat inkubowano nastepnie przez okres 1 h z roztworem 10 %-owe]
ptodowej surowicy wotu w fazni wodej o temperaturze 37 °C w celu
zablokowania nieswoistych miejsc wigzania przeciwciat a nastepnie z

alkoholowym roztworem 0.3 % H>O, w celu zahamowania endogennej
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aktywnosci enzymu peroksydazy. Kazdy z preparatow osobno poddawano
inkubaciji z przeciwciatami pierwszorzedowymi dla: antygenu CD31(PECAM-
1) (BD Pharmingen, USA; nr katalogu 550300) w rozcienczeniu 1:50, alfa-
aktyny miesni gtadkich (Cell Marque Corp., USA; nr katalogu CMC535) w
rozcienczeniu 1:20 oraz dla hVEGF s (Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA;
nr katalogu sc-152-G) o stezeniu 1 pg/ml przez 18 h w temperaturze 4 °C.
Reakcje barwng wywotywano za pomocg roztworu czterochlorku
diaminobenzydyny — DAKO® DAB Chromogen (DAKO Corporation, USA) po
wczesniejszej 1 h inkubacji w temperaturze pokojowej z odpowiednimi
przeciwciatami drugorzedowymi zkonjugowanymi z biotyng, a nastepnie z
kompleksem streptawidyny i peroksydazy chrzanowej z zastosowaniem
odpowiednich zestawéw: ,Goat ABC Staining System” (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., USA; nr katalogu sc-2023) dla hVEGFe5 oraz ,Mouse
ABC Staining System” (Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA; nr katalogu sc-
2017) dla CD31(PECAM-1) oraz alfa-aktyny miesni gtadkich. Preparaty
barwiono hematoksyling i zabezpieczano szkietkiem nakrywkowym z uzyciem
Cytoseal™ 60.

3.2.7. Barwienie preparatow myocardium hematoksyling — eozyna

Proces deparafinizacji i uwodnienia wykonano jak poprzednio.
Preparaty nastepnie umieszczano w roztworze hematoksyliny (Hematoxylin,
Richard-Allan Scientific, USA; nr katalogu 7211) przez 1 minute i ptukano w
wodzie destylowanej. Nastepnie ptukano w roztworze alkoholu etylowego o
stezeniu 95% przez 1 minute i umieszczano w roztworze eozyny (Eosin
Ploxine Stain Working, Poly Scientific, USA; nr katalogu s176) na 10 sekund.
Po dwukrotnym ptukaniu w roztworze alkoholu etylowego o stezeniu 100 %,
preparaty umieszczano w roztworze ksylenu o stezeniu 100 % na 5 minut.
Preparaty nastepnie suszono w temperaturze pokojowej i zabezpieczano

szkietkiem nakrywkowym z uzyciem Cytoseal™ 60.
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3.2.8. Barwienie preparatow myocardium metoda Giemsy

Po procesie deparafinizacji i uwodnienia przeprowadzonego wg
opisanego wczesniej schematu oraz trzykrotnym ptukaniu w roztworze PBS o
pH 5.0, preparaty umieszczano w roztworze Giemsy (Wright-Giemsa Stain
Solution, Richard-Allan Scientific, USA; nr katalogu 89013) na 1 minute.
Nastepnie trzykrotnie ptukano w roztworze PBS o pH 5.0, suszono w
temperaturze pokojowej i zabezpieczano szkietkiem nakrywkowym z uzyciem
Cytoseal™ 60.

3.2.9. Wykrywanie obecnosci hVEGF 65 w miesniu sercowym za pomoca
techniki Western blot

Fragmenty myocardium pobierano od zwierzat w momencie korn\cowym
badania w trakcie uzyskiwania materiatu na badania histologiczne. Tkanke
wazono poddawano nastepnie homogenizacji przy uzyciu elektrycznego
homogenizatora Ultra Turrax T-25 (IKA Works Inc., USA) w roztworze PBS
zawierajgcego niejonowy detergent Nonidet P-40 (Amersham Biosciences,
USA; nr katalogu US1928) o stezeniu 1 %, sol sodowg deoksycholanu o
stezeniu 0.5 % (Sigma-Aldrich Inc., USA; nr katalogu D5670), fluorek
fenylometylosulfonylu — PMSF (Sigma-Aldrich Inc., USA; nr katalogu P7626)
o stezeniu 0.05 M, 30 ul roztworu aprotyniny (Sigma-Aldrich Inc., USA; nr
katalogu A6279) na kazdy ml buforu oraz sol sodowg kwasu ortowanadowego
— NazVOy4 (Sigma-Aldrich Inc., USA; nr katalogu S6508). Na kazdy 1 g tkanki
uzyto do homogenizacji 2 ml roztworu buforu.

W kazdej z probek oceniano stezenie biatka catkowitego metodg
spektrofluorometryczng, uzywajgc zestawu ,BCA Protein assay Reagent kit*
(Pierce, IL, USA; nr katalogu 23227). Do 2 ml roztworu roboczego,
wchodzacego w skfad zestawu, dodawano 100 pl homogenatu miesnia
sercowego szczura, inkubowano przez 30 minut w tazni wodnej o
temperaturze 37 °C i oznaczano ekstynkcje przy pomocy spektrofluorometru
przy dlugosci fali 562 nm. Kazdego pomiaru stezenia biatka catkowitego
dokonywano dwukrotnie i obliczano Srednig arytmetyczng, na podstawie
ktorej odczytywano stezenie biatka z wykresu krzywej standardowe;j

sporzadzanej za kazdym razem podczas dokonywania oznaczen.
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Homogenaty zawierajgce jednakowag ilos¢ biatka (50 pg) poddano
rozdzieleniu za pomocag elektroforezy z uzyciem 12 %-owego zelu
poliakrylamidowego (Ready gel 12 % Tris-HCI; Bio-Rad, USA; nr katalogu
161-1156), przy napieciu 120 V przez 1 h w buforze Tris-glycine SDS (Sigma-
Aldrich Inc., USA; nr katalogu 51306) w temperaturze pokojowej. Nastepnie
rozdzielone prébki przenoszono z zelu, rowniez przy pomocy elektroforezy
przy napieciu 35 V przez 1h na membrane z fluorku polivinylidenu (PVDF)
(ImmobilonTM-P, transfer membranes; Millipore Corp., Bedford, MA, USA; nr
katalogu IPVHN20200) w buforze zawierajacym Tris-glicyne (Sigma-Aldrich
Inc., USA; nr katalogu 93015), alkohol metylowy oraz wode destylowang
zmieszanych w stosunku 1:2:7 w temperaturze 4 °C (19).

Po uprzednim zablokowaniu niespecyficznych miejsc wigzania
przeciwciat za pomocg roztworu 5 %-owego mleka w proszku (Carnation
powdered milk, Nestle, USA) rozpuszczonego w buforze TBS zawierajgcym
0.05 % Tween-20 (Sigma-Aldrich Inc., USA; nr katalogu T9039), membrane
poddano inkubaciji z roztworem mysich przeciwciat monoklonalnych klasy 1gG
skierowanych przeciwko hVEGF (R&D Systems, Inc., USA; nr katalogu
MAB293,) przez 18 h w temperaturze 4 °C. Przeciwciata rozpuszczono w
stosunku 1: 1000 w 5 %-owym roztworze albuminy surowicy wotu (Equitech-
Bio, TX, USA; nr katalogu BAH 67-1000) w buforze TBS z dodatkiem 0.1 %
Tween-20. Nastepnie membrane przemywano trzykrotnie w buforze TBS
zawierajagcym 0.1 % Tween-20 przez 5 minut i inkubowano z kozimi
przeciwciatami drugorzedowymi zkonjugowanymi z peroksydazg chrzanowg
(R&D Systems, Inc., USA; nr katalogu HAF007), skierowanymi przeciwko
monoklonalnym przeciwcialom mysim klasy 1gG, przez 1 h w temperaturze
pokojowej. Przeciwciata drugorzedowe rozpuszczono w stosunku 1: 50000 w
5 %-owym roztworze albuminy wotu w buforze TBS zawierajagcym 0.1%
Tween-20. Nastepnie membrane przemywano trzykrotnie w buforze TBS
zawierajagcym 0.1% Tween-20 przez 5 minut.

Reakcje barwng wywotywano za pomocg chemiluminescencyjnego
substratu dla peroksydazy chrzanowej (SuperSignal® West Pico

Chemiluminescent Substrate, Pierce, USA) z uzyciem kliszy fotograficznej
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(Hyperfilm™ECL™, Amersham Pharmacia Biotech, UK Limited, England; nr
katalogu RPN1674K).

3.2.10. Ocena gestosci naczyn wiosowatych (kapilar) i arteriol w
preparatch myocardium

Naczynia uwidocznione za pomocg lektyny BS-I o $rednicy mniejszej
niz 10 um byly kwalifilkowane jako naczynia wiosowate (kapilary), zas te o
Srednicy 30-100 um, ktére wykazywaty potwierdzong immunohistochemiczne
obecnos¢ alfa-aktyny miesni gtadkich, uwazane byly za arteriole.

Naczynia (kapilary oraz arteriole) liczono w 50 losowo wybranych
polach w preparacie pochodzacym od kazdego zwierzecia, przy 400-krotnym
powiekszeniu pod mikroskopem swietinym (Olympus CH-2; Olympus Optical
Co. Ltd, Japan).

Gestos$¢ naczyn zostata przedstawiona jako ich iloS¢ przypadajgca na

powierzchnie 1 mm?.

3.2.11. Echokardiograficzna ocena funkcji myocardium przez okreslenie
frakcji skracania oraz masy lewej komory miesnia sercowego

Wszystkich pomiaréw dokonano na podstawie cyfrowych obrazow
myocardium uzyskanych za pomocg gtowicy S12 (5-12 MHz) aparatu
echokardiograficznego Sonos 5500 (Agilent Technologies, Andover, MA,
USA).

Przyblizong wartos¢ masy lewej komory (MLK) uzyskano wg wzoru:

MLK = 1.05 x {[5/6A4(L+t)] — [5/6A2(L)]},

gdzie A4 — pomiar dtugosci obwodu granic nasierdzia; A, — pomiar dtugosci
obwodu granic wsierdzia; L — dlugos$¢ lewej komory zmierzona od koniszka
serca do punktu znajdujgcego sie w potowie dtugosci podstawy serca; t —
grubosc¢ $ciany lewej komory miesnia sercowego. Wartosci Aq, A, oraz t
uzyskano w fazie koncowo-rozkurczowej cyklu pracy serca w osi krotkiej, zas

wartosc¢ L zostata zmierzona w osi diugie;j.
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Frakcja skracania miesnia sercowego (FS) zostata obliczona na

podstawie wzoru:
FS = [(LVEDA-LVESA)/LVEDA] x 100%,

gdzie LVEDA - powierzchnia lewej komory serca w fazie koncowo-
rozkurczowej w cm? (Left Ventricle End-Diastolic Area), LVESA -
powierzchnia lewej komory serca w fazie koncowo-skurczowej w cm? (Left
Ventricle End-Systolic Area) (107).

Wartosci wskaznikow LVEDA oraz LVESA zostaly obliczone
automatycznie przez oprogramowanie komputerowe echokardiografu na
podstawie pomiarow obwodu nasierdzia oraz wsierdzia dokonanych w osi
krotkiej w potowie dtugosci miesnia sercowego, odpowiednio podczas fazy

rozkurczowej i skurczowe;.

3.3. Analiza statystyczna

Dla zmiennych mierzalnych do poréwnania (lub do oceny statystycznej
istotnosci obserwowanych réznic) zastosowano testy parametryczne: t-
Studenta i ANOVA oraz nieparametryczne: U Manna-Whitneya oraz
kolejnosci par Wilcoxona. Wartosci p mniejsze od 0.05 uznano za
statystycznie znamienne. Dane liczbowe zostaly przedstawione jako wartosci
Srednie + btad standardowy sredniej (SEM; Standard Error of the Mean). W
obliczeniach statystycznych zastosowano program StatView SAS Institute Inc.
for Mac2 Win® software 1990-94 Altura Software Inc.
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4. Wyniki

Ogoétem 30 szczurow zostalo poddanych zabiegowi UTMD.
Wszystkie zwierzeta przezyty zabieg i nie zanotowano smierci zadnego z nich
przed ustalonym wczesniej punktem koricowym badania zaleznym od grupy,
do ktorej zostaty wczeéniej przydzielone. Nie odnotowano zmian w ich
aktywnosci oraz faknieniu podczas okresu obserwacji. W trakcie pobierania
narzadow wewnetrznych — miesnia sercowego, ptuc, watroby oraz sledziony —
nie uwidoczniono makroskopowo naczyniakow, guzow oraz innych

widocznych patologii w obrebie klatki piersiowej oraz jamy brzuszne;j.

4.1. Ocena ekspresji genu dla hVEGF 65 w miesniu sercowym za pomoca
metody Western blot oraz immunohistochemicznie

Obecnos¢ biatkowego produktu genu specyficznego dla hVEGF 65 0
masie 42 kD zostata potwierdzona za pomocg metody Western blot. Nie
wykazano obecnosci innych izoform hVEGF: hVEGF21, hVEGFg i
hVEGF,p. lzoforma hVEGFq5 byta wykrywalna tylko w homogenatach
miesnia sercowego i tylko u zwierzat, ktére otrzymaty plazmid dla hVEGF es.
W homogenatach pochodzacych z tkanek lezacych w poblizu narzadu
docelowego dla UTMD (ptuca, sledziona, watroba) nie wykazano ekspresji
genu dla hVEGF g5 (Ryc. 2).

Grupa kontrolna Grupa VEGF

W Pt SIS W Pt SI S

Rycina 2. Tkankowo swoista ekspresja genu dla hVEGF 145 na terenie
myocardium, wykazana za pomocg metody Western blot w
homogenatach tkanek pobranych od zwierzat w Grupie | (5 dni po
zabiegu); (W-watroba, Pt-ptuca, Sl-$ledziona, S-serce)

O czasowej ekspresji genu swiadczy fakt obecnosci jego produktu tylko

u zwierzat z Grupy | (5 dni po zabiegu). Zaréwno w Grupach Il i lll oraz u
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zwierzat, ktére otrzymaty plazmid z genem kontrolnym, nie wykazano

obecnosci hVEGF 65 za pomocg metody Western blot (Ryc. 3).

Grupa kontrolna Grupa VEGF

Gr.l Gr.ll Gr.ll Gr.l Gr.ll Gr.lll

Rycina 3. Czasowa ekspresja genu dla hVEGFs wykazana za pomocag
metody Western blot w homogenatach miesnia sercowego w
Grupie VEGF po 5 dniach od zabiegu; Gr.l — 5 dni po zabiegu,
Gr.ll — 10 dni po zabiegu, Gr.lll — 30 dni po zabiegu

Obecnos¢ hVEGF+e5 na terenie miesnia sercowego zostata rowniez

potwierdzona za pomocg immunohistochemii (Fotografia 1 B, D).

4.2. Badania histologiczne miesnia sercowego w grupie zwierzat, ktéra
otrzymata plazmid dla hVEGF 65

W miesniu sercowym szczurow, ktérym za pomocg metody UTMD
podano plazmid dla hVEGF45, 5 i 10 dni po zabiegu wykazano obecnos¢
rozproszonych na terenie myocardium skupisk aktywnych proliferacyjnie
komorek z widocznymi figurami podziatowymi (Fot. 1 C,E). WiekszoS¢ z nich
miata wrzecionowaty ksztatt i znajdowata sie w bezposrednim sgsiedztwie
kapilar. Wykazana immunohistochemicznie obecnos¢ a-aktyny miesni
gtadkich na terenie niektérych z nich, pozwala przypuszczaé, iz sg to
fibroblasty oraz miofibroblasty. Barwienie metodg Giemsy nie uwidocznito
wsréd tych skupisk komérek o charakterze zapalnym (Fot. 1 E, H).

Za pomocg badania immunohistochemicznego na terenie wiekszosci
tych komérek wykazano obecnos¢ hVEGFqs5, co potwierdza ich udang
transfekcje plazmidem z genem dla hVEGF4s. Posrednim dowodem
transfekcji réwniez komorek s$rodbtonka plazmidem dla hVEGF4g5, jest

obecnos¢ na powierzchni niektorych z tych komorek markeréw endotelium
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naczyniowego — CD31(PECAM-1) oraz lektyny BS-I (Griffonia simplicifolia) —
wykazana metodg immuno- oraz histochemii (Fot. 1 F,G). Istnienia
podobnych zmian nie uwidoczniono w badaniu histologicznym miesnia
sercowego u zwierzat z Grupy kontrolnej w kazdym z punktow koncowych
badania oraz 30 dni po zabiegu UTMD w Grupie VEGF.

Fotografia 1 (str. 52). Obraz histologiczny miesnia sercowego w Grupie VEGF
5 dni po zabiegu UTMD.

A,C - rutynowe barwienie hematoksyling i eozyng ujawniajgce skupiska
komdérek o wrzecionowatym ksztalfcie z zaznaczonymi figurami podziatowymi
(strzatka zamknieta); B,D — potwierdzona immunohistochemicznie obecnos¢
hVEGF; E — barwienie metodg Giemsy wykazujgce brak komérek o
charakterze zapalnym; strzatka otwarta wskazuje komorke o wrzecionowatym
ksztatcie a strzatka zamknieta figure podziatowa; F — wykazana
immunohistochemicznie obecnos$¢ swoistego dla komérek srodbtonka
markera CD31; G — pozytwne barwienie histochemiczne lektyng BS-I
(Griffonia simplicifolia) jako alternatywnego markera endotelium; H —
obecnosc¢ a-aktyny miesni gtadkich; A, B — powiekszenie 40x; C-H —
powiekszenie 400x; Podtuzna linia (A,C) oznacza dtugos¢ 100um.
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Liczba kalipar/mm?

4.3. Zmiany gestosci kapilar oraz arteriol na terenie myocardium
5 dni po zabiegu UTMD (Grupa |), nie zaobserwowano statystycznie
znamiennych roznic w gestosci kapilar pomiedzy badanymi grupami zwierzat.
W 10 dni po zabiegu (Grupa Il), wytgcznie w grupie zwierzat, ktore
otrzymaty plazmid z genem dla hVEGF 45, zaobserwowano wzrost gestosci
kapilar (Ryc. 4).

4000 -
3900
3800

3700 4

3600 —D— Srednia gestos¢ kapilar (Grupa 0)

3500 4 —O_ Grupa kontrolna

3400~ —&@- Grupa VEGF
3300 4

3200

3100

3000

Grupa 0 5dni 10 dni 30 dni

Rycina 4. Gestos¢ kapilar na terenie myocardium w badanych grupach
zwierzat.

Srednia gesto$¢ kapilar wzrosta w sposoéb statystycznie znamienny
(p<0.05) w Grupie VEGF (3.840.11x10*/mm?) zaréwno w poréwnaniu z Grupa,
kontrolng (3.17+0.15x10°/mm?), jak réwniez z Grupa 0 (3.26+0.14x10°%/mm?)
(Tab. 4, Fot. 2).

Po 30 dniach (Grupa Ill) réznice w gestosci kapilar powrdcity do
wartosci poczagtkowych i nie stwierdzono statystycznie znamiennych roznic
pomiedzy badanymi grupami za wyjatkiem Grupy VEGF, gdzie gestos¢
kapilar byta nadal nieznacznie wieksza niz w Grupie kontrolnej (p=0.045)
(Ryc. 4, Tab. 4).
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Tabela 4. Zmiany gestosci kapilar na terenie myocardium w badanych
grupach zwierzat.

Srednia gestos$é | Wartoéci znamienno$ci statystyczne;
kapilar/ mm? p
Wzgledem Wzgledem

Grupa 0 3.26+0.14 x10° Grupy 0 Grupy kontrolnej
Grupa | (5 dni)
Grupa kontrolna 3.34+0.14x10° 0.4584 -
Grupa VEGF 3.31+0.14x10° 0.6474 0.7396
Grupa Il (10 dni)
Grupa kontrolna 3.17+0.15x10° 0.4553 -
Grupa VEGF 3.8+0.11x10° <0.05 <0.05
Grupa Il (30 dni)
Grupa kontrolna 3.21+0.11x10° 0.6248 -
Grupa VEGF 3.38+0.1x10° 0.1837 0.0452

Srednia gestosé arteriol (naczyn mikrokrazenia o $rednicy 30-100 pm
charakteryzujgcych sie obecnoscig alfa-aktyny miesni gtadkich w strukturze
Sciany) na terenie myocardium , wzrosta zaréwno u szczurdw, ktore otrzymaty
plazmid z genem dla hVEGFs5 jak i w Grupie kontrolnej, w poréwnaniu z

Grupg 0 (Rycina 5).
130 -
120 —
110 -
100 — _D_ Srednia gestos¢ arteriol (Grupa 0)
90 — —O_ Grupa kontrolna

] Grupa VEGF
80 4 & P

Liczba arteriol/mm?

70
60 |i|

50

Grupa 0 5dni 10 dni 30 dni

Rycina 5. Srednia gesto$é arteriol na terenie myocardium w badanych
grupach zwierzat.
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Kapilary

Arteriole

Tabela 5. Zmiany gestosci arteriol na terenie myocardium w badanych
grupach zwierzat.

Srednia gestosé | Wartoéci znamienno$ci statystyczne;
arteriol/ mm? p
Wzgledem Wzgledem
Grupa 0 60.1+1.6 Grupy 0 Grupy kontrolnej
Grupa | (5 dni)
Grupa kontrolna 71.6+2.7 0.014 -
Grupa VEGF 06.8+3.9 <0.05 <0.05
Grupa Il (10 dni)
Grupa kontrolna 99.1+3.4 <0.05 -
Grupa VEGF 119.8+3.7 <0.05 <0.05
Grupa Il (30 dni)
Grupa Kontrolna 87.1+2.8 <0.05 -
Grupa VEGF 106.7+2.3 <0.05 <0.05
Grupa 0 Grupa kontrolna Grupa VEGF
S ’ ] 5. *‘,5_'5' ST s - IR e L LR | i N .:' W
o :
! I, 1_4‘“ ‘ﬁ.‘ ,'

Fotografia 2. Gestos¢ kapilar i arteriol na terenie myocardium w badanych
grupach (Grupa 0, Grupa kontrolna oraz Grupa VEGF) 10 dni po
zabiegu UTMD; Powiekszenie 200x, podtuzna linia oznacza
dtugos¢ 100 um.

Statystycznie znamienne roznice odnotowano we wszystkich
obserwowanych punktach czasowych badania (Ryc. 5, Tab. 5). W danym
punkcie koicowym badania, ilo$¢ arteriol/mm? byta wieksza w Grupie VEGF
niz w Grupie kontrolnej. Najwiekszy wzrost zaobserwowano po 10 dniach od

zabiegu (Grupa IlI) w Grupie VEGF (119.843.7) w poréwnaniu zaréwno z
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Frakcja skracania

Grupa kontrolng (99.1+3.4) jak i z Grupg 0 (60.1+1.6). Po 30 dniach (Grupa
[Il), $rednia gesto$¢ arteriol zmniejszyta sie znamiennie w poréwnaniu z
Grupg Il (p=0.01). Pozostawata ona jednak nadal znamiennie wieksza w
poréwnaniu z Grupg 0 (p<0.05) oraz z wartosciami w Grupie | (p<0.05)
(Fot.2).

4.4. Echokardiograficzna ocena funkcji myocardium

Funkcje = myocardium  oceniano na  podstawie  pomiarow
echokardiograficznych wartosci frakcji skracania oraz przyrostu masy lewej
komory miesnia sercowego.

W kolejnych punktach koncowych badania oraz w dniu zabiegu UTMD
(Dzien 0), nie wykazano statystycznie istotnych réznic pomiedzy Grupg VEGF
i Grupg kontrolng (Ryc. 6, 7; Tab. 6).

80 -
70
60 4
<3
S 50
“;’ | |:| Grupa kontrolna
o)
S 40
o ] . Grupa VEGF
©
S 30 4
@
S
20
10 4
0

Dzien 0 Grupa | Grupa Il Grupa lll

Rycina 6. Wartosci frakcji skracania miesnia sercowego ocenione
echokardiograficznie w badanych grupach zwierzat.
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Masa lewej komory
miesnia sercowego (g)

Dzien 0

Grupa |

Grupa ll

Grupa lll

Rycina 7. Wartosci masy lewej komory miesnia sercowego ocenione
echokardiograficznie w badanych grupach zwierzat.

Tabela 6. Wartosci frakcji skracania oraz masa lewej komory miesnia

sercowego oceniane echokardiograficzne w badanych grupach zwierzat.

Punkt
czasowy

Frakcja skracania
miesnia sercowego
(%)

Grupa
VEGF

Grupa
Kontrolna

Wartos¢
p

Masa lewej komory
miesnia sercowego

(9)

Grupa
VEGF

Grupa
Kontrolna

Wartosé
p

Dzien 0
(zabiegu
UTMD)

53.843.0

59.6+2.8

0.26

4.17+0.1

3.82+0.1

0.14

5 dni po
zabiegu
UTMD

63.9£0.8

66.8+3.6

0.39

4.08+0.2

3.85+0.1

0.34

10 dni po
zabiegu
UTMD

60.7+4.1

64.0+8.5

0.77

4.54+0.3

4.22+0.1

0.44

30 dni po
zabiegu
UTMD

59.445.0

67.9£2.1

0.26

4.411£0.2

3.934+0.2

0.2
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5. Dyskusja

,By all means keep your enthusiasm, but let verification be its constant
companion”

,Z pewnoscig zachowaj swoj entuzjazm, lecz niech krytycyzm bedzie jego
statym towarzyszem”
Ludwik Pasteur (1822-1895)

W ostatnich latach jesteSmy Swiadkami powstawania nowych lekow,
ktérych struktura oraz funkcja jest coraz czes$ciej zaprojektowana w
laboratorium badawczym a nie jest dzietem szczesliwego trafu. Miejsce
dziatania tych substancji przenosi sie coraz bardziej w gtab struktur
komérkowych. Leki stosowane w terapii choréb ukfadu sercowo-
naczyniowego mogg stanowi¢ tego przyktad. Unowoczesnione beta blokery,
dziatajgce na poziomie $rodbtonka naczyniowego inhibitory konwertazy
angiotensyny oraz nowe leki przeciwptytkowe i cytoprotekcyjne, w ciagu
ostatnich kilkunastu lat wydtuzyty zycie oraz polepszyly jego jakosé u wielu
pacjentow cierpigcych na choroby uktadu sercowo-naczyniowego. Coraz
wieksza dostepnosc oraz skutecznos¢ zabiegdéw inwazyjnych i chirurgicznych
takich jak PTCA, chirurgiczne pomostowanie tetnic wiencowych,
rewaskularyzacja miesnia sercowego za pomocag lasera,
trombendarterektomia, czy w koncu przeszczep serca wraz z coraz bardziej
skutecznymi preparatami farmakologicznymi stanowig o postepie jaki sie
dokonat w terapii kardiologiczne;.

Niestety, nawet na obecnym poziomie wiedzy i umiejetnosci, w grupie
pacjentéw z wielonaczyniowg chorobg wiencowg oraz rozsianymi zmianami
miazdzycowymi w tetnicach wiencowych, konwencjonalne metody zaréwno
farmakologiczne, inwazyjne i chirurgiczne nie przynoszg oczekiwanych
rezultatow. U okoto 30-50% pacjentéow, u ktérych wykonano zabieg PTCA
dochodzi do zjawiska restenozy naczynia wiencowego w miejscu interwencji
(93). Pomimo znacznego zmniejszenia sie Smiertelnosci okotooperacyjne;
oraz odlegtej po zabiegach chirurgicznego pomostowania tetnic wiencowych,
duzy odstek pacjentéw posiada ubytki neurologiczne bedace skutkiem
krgzenia pozaustrojowego, a zjawisko pédznej restenozy pomostow

(zwtaszcza zylnych) wystepuje u okoto 60 % z nich po 10 latach od zabiegu
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(150,180). Nadziejg dla tej grupy chorych, ktéra byé moze w przysztosci
zaowocuje skuteczng, alternatywng i bezpieczng metodg leczenia, jest terapia
genowa (179).

Znaczny postep w dziedzinie genetyki cztowieka oraz poznanie
molekularnych mechanizméw lezacych u podtoza wielu choréb, prowadzg do
coraz Smielszego siegania po gen jako po nowoczesne panaceum na
schorzenia trapigce cztowieka od wiekow. Przyszite kliniczne zastosowanie
metod terapii genowej zalezy od opracowania bezpiecznych, narzgdowo-
swoistych oraz efektywnych metod wprowadzania materiatu genetycznego do
komoérek w warunkach in vivo. Na przestrzeni ostatnich lat jesteSmy
Swiadkami ,wzlotéw i upadkéw” zaréwno doswiadczalnych, jak i klinicznych
prob terapeutycznego modyfikowania genomu komoérek. Ryzyko mozliwych
powiktan oraz dziatah niepozadanych towarzyszacych terapii genowej u ludzi,
stanowi jedng z najwazniejszych przeszkdd, stojgcych na drodze do jej
upowszechnienia w klinice. Badania prowadzone nad udoskonaleniem
wektoréw niewirusowych oraz nieinwazyjnych metod ich wprowadzania do
komoérek, stuzg zwiekszeniu bezpieczenstwa terapii genowej. Powodzenie
tych badan moze w przysztosci pomoc pokonaC ograniczenia, ktore
towarzyszg temu sposobowi leczenia oraz stanowi¢ lepszg i bezpieczniejszg
metode leczenia choréb uktadu sercowo-naczyniowego w poréwnaniu
z metodami stosowanymi obecnie.

Celem niniejszej pracy byta préba zastosowania metody polegajacej na
destrukcji albuminowych mikrosfer przez fale ultradzwiekowg (UTMD) w
nieinwazyjnym, tkankowo swoistym wprowadzeniu materiatu genetycznego w
postaci plazmidu do komérek miesnia sercowego. Ocenie poddano czas
trwania i efekty biologiczne jego ekspresji oraz bezpieczenstwo tej metody w
warunkach in vivo.

Za pomocg techniki UTMD w sposob nieinwazyjny dokonano
transfekcji miesnia sercowego szczura plazmidem zawierajgcym gen dla
ludzkiego naczyniowego czynnika wzrostu $rédbtonka 165 (hVEGFies). W
literaturze Swiatowej, nie ma w chwili obecnej doniesien o zastosowaniu
metody UTMD w transfekcji komérek myocardium genem w postaci plazmidu
w modelu in vivo, ktérego ekspresja miataby zastosowanie terapeutyczne.

Grupa Paula Grayburna z University of Texas Southwestern Medical School
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at Dallas dokonata udanej transfekcji kardiomiocytéw genem ,kontrolnym® dla
enzymu B-galaktozydazy przy pomocy UTMD. Jako wektora w tym modelu
eksperymentalnym wykorzystano adenowirusa, a powaznym efektem
ubocznym zaobserwowanym przez tych badaczy byta nieswoista transfekcja
watroby zwigzana z tropizmem adenowirusa (194). Niniejsza praca jest
pierwszg préba nieinwazyjnego oraz tkankowo selektywnego podania genu
do miesnia sercowego, ktorego ekspresja moze mie¢ potencjalny skutek
terapeutyczny.

Ekspresja genu dla hVEGF5 wprowadzonego do komorek
myocardium przy pomocy UTMD w niniejszej pracy miata charakter
narzadowo selektywny a biatkowy produkt genu byt wykrywalny wytgcznie po
5 dniach od dokonania transfekcji. Jak wykazaty badania histochemiczne oraz
immunohistochemiczne, komodrkami, ktére ulegty transfekcji na terenie
myocardium byty fibroblasty, miofibroblasty oraz komdérki $srédbtonka
naczyniowego. W homogenatach tkanek pochodzacych z narzaddéw lezacych
w bezposrednim oraz bliskim sgsiedztwie miesnia sercowego (ptuca,
Sledziona, watroba) nie uwidoczniono ekspresji genu dla hVEGF 65 w Zadnym
z wczesniej ustalonych punktow kohcowych badania. Skutki czasowej
ekspresji tego genu w postaci zmian gestosci naczyh mikrokrgzenia
zaobserwowano wytacznie na terenie miesnia sercowego, ktory byt poddany
zabiegowi UTMD.

Na skutek przejsciowej ekspresji genu dla hVEGFq5, 10 dni po
zabiegu UTMD (Grupa Il), zaobserwowano znamienny statystycznie wzrost
gestosci kapilar w Grupie VEGF w poréwnaniu z grupg, ktora otrzymata
plazmid kontrolny i Grupg 0. Brak znamiennych statystycznie réznic gestosci
kapilar po 5 dniach od zabiegu, kiedy za pomocg metody Western blot
wykazano obecnos¢ hVEGFqs, moze tumaczy¢ zbyt krotka odlegtosé
czasowa pomiedzy transfekcja genem dla hVEGFi a jego tkankowg
ekspresja, ktéra bytaby wystarczajgca dla pobudzenia zjawiska angiogenezy
ocenianej za pomocg gestosci kapilar. Ponowna ocena gestosci naczyn
wiosowatych w Grupie VEGF po 30 dniach od zabiegu (Grupa lll) wykazata
jej spadek. Pozostata ona jednak nadal znamiennie wieksza od wartosci w

Grupie kontrolnej. Wytlumaczeniem dla tej obserwacji moze by¢ zjawisko
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regresji kapilar, ktore powstaty pod wptywem powstatego hVEGF 1g5. W$rod
prawdopodobnych przyczyn tego zjawiska nalezy wymieni¢ fakt
jednorazowego podania genu dla hVEGF5 w formie plazmidu, ktéry nie
zapewnia trwatej ekspresji. Dowodem tego jest obecnos¢ hVEGF 65 na terenie
myocardium wytgcznie po 5 dniach od transfekcji. Ponadto warunki
normoksemii, w jakich byto wykonane niniejsze badanie oraz zastosowane w
tym modelu wylacznie pojedynczego czynnika pobudzajgcego proces
angiogenezy moze odpowiadac za zjawisko regresji naczyn wtosowatych na
drodze apoptozy (136,141,228).

VEGF jest specyficznym mitogenem dla komoérek $rodbtonka,
warunkujgc ich prawidtowe funkcjonowanie oraz proliferacje, ktéra stanowi
kluczowe zjawisko podczas powstawania nowych naczyn. Gtéwnym
czynnikiem regulujgcym poziom VEGF jest ciSnienie parcjalne tlenu w
komorkach. Hipoksja stanowi najsilniejszy bodziec stymulujgcy dla jego
produkcji. W warunkach normoksji, VEGF petni funkcje ochronne dla komorek
endotelium oraz hamuje ich apoptoze (228). Badania prowadzone przez
James’a Hershey’a nad procesami angiogenezy i arteriogenezy w modelu
niedokrwiennym konczyn u krolika, potwierdzity uznang szeroko obserwacje,
ze proces angiogenezy jest Scisle zwigzany ze zjawiskiem hipoksji oraz
towarzyszacej jej zwiekszonej ekspresji genu dla VEGF. Wzrost gestosci
kapilar w tym modelu zaobserwowano pigtego dnia po wystgpieniu
niedokrwienia i korelowat on w sposéb znamienny z tkankowg hipoksjg oraz
podwyzszonym poziomem VEGF. W ciggu kolejnych 10 dni odnotowano
jednak spadek gestosci naczyn wiosowatych, a w 40 dniu obserwacji
powrdécita ona do wartosci wyjsciowych korelujgc ze spadkiem ekspresji genu
dla VEGF. Przyczyng regresji kapilar w opisanym powyzej modelu byt
najprawdopodobniej spadek poziomu VEGF, bedacy skutkiem powstania
krazenia obocznego, ktore przywrécito prawidtowy poziom cisnienia
parcjalnego tlenu (87). Wyniki niniejszej pracy potwierdzajg obserwacje scistej
zaleznosci gestosci naczyn wtosowatych od tkankowego poziomu VEGF.

Odmienny charakter zmian zaobserwowano w przypadku oceny
gestosci arteriol. W kazdym punkcie kohncowym badania, po 5, 10 oraz 30
dniach od zabiegu UTMD, w poréwnaniu z Grupg 0 wykazano wzrost ich

gestosci zaréwno u zwierzat, ktére otrzymaty gen dla hVEGF 65 jak i u tych,
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ktére otrzymaty plazmid kontrolny. Wzrost gestosci arteriol byt znamiennie
wiekszy w Grupie VEGF niz w Grupie kontrolnej. Najbardziej widoczne
réznice wystgpity po 10 dniach od zabiegu UTMD (Grupa Il), kiedy gestos¢
arteriol byta najwieksza sposrod wszystkich punktow koncowych badania. W
Grupie Il (30 dni po zabiegu UTMD) odnotowano jej spadek w poréwnaniu z
Grupg Il, zaréwno w Grupie VEGF jak i w Grupie kontrolnej. Nadal jednak
byta ona znamiennie wieksza niz w Grupie 0 i Grupie |. Obecnos$¢ wiekszej
ilosci arteriol na terenie myocardium zwierzat, ktore otrzymaty gen dla
hVEGF 5, potwierdzajg wyniki opublikowanych ostatnio badan, w ktérych
wykazano indukowanie przez VEGF formowania sie nie tylko kapilar
(angiogenezy), ale réwniez arteriol (arteriogenezy) (39,147,203). Zanikanie
arteriol wraz z uplywem czasu od zadziatania bodzca wywotujgcego
arteriogeneze w tym modelu doswiadczalnym, wynika prawdopodobnie z
faktu, ze w warunkach normoksemii ich ilo§¢ na terenie myocardium,
podobnie jak naczyn wtosowatych, jest wystarczajgca dla aktualnych potrzeb
metabolicznych. Dalsza obserwacja ich gestosci w punktach czasowych
bardziej odlegtych niz 30 dni, w warunkach zaréwno normo-, jak i hipoksemii
moze by¢ pomocna w blizszym poznaniu czynnikow wyzwalajgcych, dynamiki
oraz mechanizmu tego zjawiska. Znacznie bardziej ograniczong regresje
arteriol, w poréwnaniu z kapilarami, po 30 dniach od zabiegu UTMD, ttumaczy
prawdopodobnie opisany juz wczesniej, stabilizujgcy oraz ,ochronny” efekt
miesni gtadkich na naczynia witosowate oraz ich udziat w zjawisku
remodelingu naczyniowego (26,40,41,81).

Mechanizm wzrostu gestosci arteriol (arteriogenezy) na terenie
myocardium u zwierzat w Grupie Kontrolnej nie jest znany. Obserwacja ta
potwierdza wykazany przez innych badaczy efekt stymulowania arteriogenezy
w miesniu szkieletowym szczura na skutek wewnatrznaczyniowej destrukciji
albuminowych mikrosfer przez fale ultradzwiekowa (201). Wiele poznanych
dotychczas procesow fizyko-chemicznych, ktére towarzyszg temu zjawisku
(kawitacja, efekty termalne, nieenzymatyczna produkcja wolnych rodnikéw
tlenowych), moze w niespecyficzny sposob aktywowac¢ komorki srédbtonka
naczyniowego i w ten sposéb stymulowaC¢ mechanizmy arteriogenezy w
przedstawionym modelu (79,109,139,223). Ograniczone naruszenie ciggtosci

kapilar na terenie mikrokrgzenia spowodowane destrukcjg mikrosfer przez
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fale ultradzwiekowe, a nastepnie proces ich remodelingu naczyniowego w
miejscach ,mikrourazow naczyniowych”, moze réwniez stanowiC czesciowe
wyjasnienie obserwowanego zjawiska (9,165,198). Ponadto, destrukcja
albuminowych mikrosfer przez fale ultradzwiekowg indukuje w nieswoisty
sposob ekspresje gendéw dla czynnikdw, ktére biorg udziat w procesie
arteriogenezy takich jak MCP-1 czy Cyclooksygenaza-2 (COX-2) (110). Rola
zastosowanego w niniejszej pracy kontrolnego wektora dla enzymu lucyferazy
w procesie stymulowania arteriogenezy wydaje sie by¢ mato prawdopodobna,
lecz nie mozna jej wykluczyé z catkowita pewnoscig. Zastosowanie w
przysztosci tzw. pustego wektora (,empty vector®), pozwoli na jednoznaczng
odpowiedz na to pytanie.

Terapeutyczne stymulowanie ztozonych proceséw angiogenezy oraz
arteriogenezy, pomimo znajomosci wielu mechanizméw oraz czynnikéw
biorgcych w nich udziat, nadal sprawia trudnos¢, czego dowodem sg wyniki
badan  klinicznych ~ (86).  Zastosowanie  pojedynczych  czynnikow
pobudzajgcych te procesy, czy to w postaci gendéw czy ich biatkowych
produktow, nie prowadzi do powstania funkcjonalnych i dojrzatych naczyn
krwionosnych (65). Wyniki niniejszej pracy potwierdzajg wczesniejsze
obserwacje dotyczgce ograniczonej czasowo angiogenezy, bedacej wynikiem
jednorazowego podania wytgcznie pojedynczego czynnika wzrostu naczyn.
Dowodem na to jest fakt, iz po 30 dniach od podania genu dla hVEGF4es,
gestos¢ kapilar powrdcita niemal do wartosci poczatkowych. Brak obecnosci
naczyniakow oraz obrzekow, bedacych wynikiem ekspresji hVEGF g5 w tym
modelu, a obserwowanych przez innych badaczy, wynika z faktu, iz gen dla
hVEGFs5 podany w postaci plazmidu ulegt ograniczonej ilo$ciwo,
przestrzennie oraz czasowo ekspresji na terenie myocardium (97). Stezenie
hVEGFs5 na terenie miesnia sercowego nie byto prawdopodobnie dzieki
temu na tyle wysokie, aby spowodowaé rozwoj naczyniakow oraz zwiekszyc¢
znamiennie przepuszczalno$¢ naczyn krwionosnych, ktéra prowadzitaby do
obrzeku tkanki.

Jednym ze sposobow na zwiekszenie efektywnos$ci terapeutycznej
angiogenezy w przysztosci jest jednoczesne podawanie wiecej niz jednego
czynnika wzrostu naczyh, np. VEGF i Angiopoetyn (7,32,125,212). Na

odpowiedz czeka jednak jeszcze wiele pytan dotyczacych miedzy innymi
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tego, jakie czynniki, w jakiej kolejnosci i przez jak dtugi czas powinny by¢
podawane, aby skutkiem ich skoordynowanego dziatania byto powstanie
naczyn o witasciwej ilosci i jakosci w pozgdanym miejscu.

Genetyczne stymulowanie angiogenezy jest rowniez mozliwe przez
zastosowanie gendéw dla czynnikéw transkrypcyjnych odpowiedzialnych za
pobudzanie ekspresji gendw wptywajacych na procesy angiogenezy.
Naczynia utworzone w ten sposob sg wynikiem wspotdziatania grupy gendw,
ktorych ekpresja jest zalezna od danego czynnika trankrypcyjnego (np. HIF-
1a), a warunki towarzyszgce procesowi formowania sie nowych naczyn sg
bardziej zblizone do tych wystepujgcych w warunkach in vivo. Dzieki temu
terapia genowa wykorzystujgca czynniki transkrypcyjne moze w przysztosci
okazacC sie metodg bardziej skuteczng, ktora bedzie prowadzita do powstania
petnowartosciowych naczyn. Wyniki badan w modelu zwierzecym
potwierdzajg jej wyzszo$s¢ nad dotychczasowymi sposobami, ktére
wykorzystujg pojedyncze geny dla czynnikéw wzrostu naczyn (52,172).

Mozliwos¢ terapeutycznego zastosowania czynnikOw wzrostu naczyn,
zaréwno w postaci genu, jak i jego biatkowego produktu, stanowi przedmiot
zaawansowanych préb klinicznych u pacjentdéw z chorobg niedokrwienng
serca oraz miazdzycg zarostowg tetnic konczyn dolnych (10,126,196). W
wiekszosci przypadkéw do ich podawania wymagana jest procedura
inwazyjna: iniekcje dotetnicze, dowienncowe lub bezposrednio do miesnia
sercowego podczas zabiegu chirurgicznego pomostowania naczyn
wiencowych lub do miesni szkieletowych. Miejscowe wprowadzenie oraz
lokalna ekspresja materiatu genetycznego nadal pozostaje ,pietg Achillesa”
prob terapii genowej. Podawanie gendéw dla naczyniowych czynnikow
wzrostu, ktére pobudzajg proces angiogenezy, moze w przysztosci okazac sie
alternatywng dla farmakoterapii oraz metod inwazyjnych i chirurgii, metodg
leczenia chorob, u podtoza ktorych lezy miazdzyca tetnic. Pacjenci z
Zaawansowanymi oraz rozsianymi zmianami miazdzycowymi stanowig
liczniejszg z roku na rok grupe, dla ktérej terapia genowa moze stanowic
uzupetniajgcg dla  dotychczasowych sposobow, metode leczenia.
Opracowanie bezpiecznych oraz efektywnych sposobdéw podawania materiatu
genetycznego w sposob selektywny tylko do tkanek dotknietych
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niedokrwieniem, moze okazaC sie pomocne w przysziej terapii tych
pacjentéw. Dzieki zastosowaniu niewirusowych wektoréw oraz uzyskaniu
tkankowej selektywnos$ci drogg metod nieinwazyjnych, mozliwe bedzie
ograniczenie wystepowania wielu niebezpiecznych efektow niepozgdanych
towarzyszacych prébom terapii genowej (142,151). W przypadku
stymulowania procesu angiogenezy, szczegolnie wazne sg narzgdowa
swoistoS¢ oraz lokalna i ograniczona w czasie ekspresja genu, ktérego
efektem dziatania jest powstawanie nowych naczyh krwionosnych. Wsréd
najbardziej niebezpiecznych w swych skutkach dziatah niepozadanych, ktére
mogq towarzyszy¢ probom leczenia standw niedokrwiennych poprzez
pobudzanie procesu angiogenezy  sg: przyspieszenie procesu
miazdzycowego, uaktywnienie  sie  niemego  klinicznie  procesu
nowotworowego oraz tworzenie sie naczyniakow (54,67,117). Opracowanie
nowych, bardziej precyzyjnych metod podawania materiatu genetycznego do
wybranych tkanek i narzgdéw oraz zastosowanie genéw pozostajgcych pod
kontrolg specyficznych promotoréow (np.: komérkowo-swoistych, zaleznych od
warunkéw tlenowych srodowiska wewnagtrzkomoérkowego czy indukowanych
lekami) moze w przysziosci ograniczy¢ w duzym stopniu wystepowanie
skutkow ubocznych zwigzanych z niekontrolowang czasowo oraz
przestrzennie ekspresjg genow dla naczyniowych czynnikdw wzrostu
(13,134,140,164).

Jak wykazata niniejsza praca, uzycie mikrosfer jako nosnikow
materiatu genetycznego oraz miejscowe jego uwalnianie przy pomocy fali
ultradzwiekowej moze okaza¢ sie skutecznym i bezpiecznym sposobem
terapii genowej choréb uktadu sercowo-naczyniowego. Zaréwno badania
wykonane przez innych autoréw w warunkach in vitro, jak i in vivo,
potwierdzajg skutecznos¢ tej metody w transfekcji komorek materiatem
genetycznym w postaci wektorow wirusowych oraz niewirusowych
(215,216,194). Skutecznos¢ nieinwazyjnego wprowadzania materialu
genetycznego do komorek i tkanek z wykorzystaniem echokardiograficznych
Srodkéw kontrastowych, ktérg oceniano na podstawie narzadowo-swoistej
ekspresji, wykazano w licznych modelach doswiadczalnych (2,12,96,133,138,
184,207,208). Doktadny mechanizm odpowiedzialny za ten efekt nie jest do

kohca poznany. Istnieje jednak zgodne przekonanie, ze oddziatywanie
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mechaniczne fali ultradzwiekowej na struktury komérkowe oraz zjawiska
towarzyszace wewnatrznaczyniowej destrukcji mikrosfer przez ultradzwieki,
odgrywajq tutaj kluczowe role. Pod ich wptywem dochodzi do nieswoistego
zwiekszenia przepuszczalnosci btony komorkowej oraz btony jadrowej dla
takich makromolekut takich jak kwasy nukleinowe czy biatka. Za pomocqg
mikroskopu elektronowego, udato sie uwidoczni¢ pory w strukturach
btonowych komoérek poddanych dziataniu ultradzwiekow, ktére sg
odpowiedzialne za zjawisko wzrostu przepuszczalnosci (20,154,206). Energia
mechaniczna fali ultradzwiekowej moze réwniez w nieswoisty sposob
zwieksza¢  efektywnosS¢  ekspresji wprowadzonego juz  materiatu
genetycznego, bedac jednym z prawdopodobnych mechanizméw
wspomagajacych transfekcje (115,116).

Metoda UTMD, wydaje sie by¢ réwniez metodg bezpieczng. Jak
wykazaty pomiary frakcji skracania oraz przyrostu masy lewej komory miesnia
sercowego W niniejszej pracy, wprowadzenie materiatu genetycznego z jej
zastosowaniem nie miato wptywu na oceniang echokardiograficznie funkcje
myocardium. Towarzyszaca UTMD ograniczona utrata ciggtosci srodbtonka
naczyniowego kapilar, ma prawdopodobnie charakter przejsciowy i nie
powoduje uposledzenia funkcji serca. Na odpowiedz czeka jednak pytanie czy
UTMD nie wptywa w sposoéb trwaty na funkcje srodbtonka naczyniowego.

Podsumowujac, przedstawione wyniki badan pozwalajg przypuszczac,
iz wewnatrznaczyniowa, powodowana falg ultradzwiekowg destrukcja
mikrosfer bedacych nosnikami materiatu genetycznego, moze w przysztosci
okazaC sie bezpieczng, efektywng, oraz tkankowo swoistqg metodg
nieinwazyjnego wprowadzania terapeutycznych genéw do miesnia
sercowego. Dalszej, doktadnej analizy wymaga mozliwos¢ zastosowania
metody UTMD w stymulowaniu procesu angiogenezy i arteriogenezy na
terenie miesnia sercowego. Bardziej odlegta w czasie, niz zastosowana w
niniejszej pracy, ocena gestosci kapilar i arteriol, da petniejszy obraz
efektywnosci tej metody oraz pomoze w blizszym poznaniu mechanizméw
lezacych u podstaw genetycznej transfekcji w warunkach in vivo za pomocg
UTMD. Cennym uzupetnieniem moze okazac¢ sie okreslenie ewentualnego
wptywu wzrostu gestosci arteriol na terenie myocardium na wielko$é

przeptywu wiencowego krwi u zwierzat poddanych zabiegowi UTMD w
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badanych grupach. Wskazana wydaje sie rowniez proba zastosowania
modelu niedokrwiennego oraz porownawcza ocena zarowno gestosci naczyn
mikrokrazenia w odpowiedzi na podanie genu dla VEGF jak rowniez wptyw
jego ekspresji na parametry hemodynamiczne funkcji myocardium oceniane

za pomocg echokardiografii.
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6. Wnioski

1. Zastosowanie powodowanej falg ultradzwiekowg destrukciji
albuminowych mikrosefer (UTMD), na podstawie przedstawionych wynikéw
badan, potwierdza uzyteczno$¢ tej metody w nieinwazyjnym oraz tkankowo
selektywnym wprowadzaniu materiatu genetycznego w postaci plazmidu dla
ludzkiego naczyniowego czynnika wzrostu $rodbtonka 165 (hVEGF4e5) do
komdrek miesnia sercowego.

2. Ograniczona czasowo oraz narzadowo swoista ekspresja
wprowadzonego plazmidu z genem kodujgcym hVEGF+ss, spowodowata
potwierdzony histochemicznie oraz immunohistochemicznie przejsSciowy
wzrost gestosci kapilar na terenie miesnia sercowego.

3. Metoda ta wydaje sie by¢ bezpieczng i nie wptywa na funkcje
myocardium oceniang echokardiograficznie za pomocg frakcji skracania oraz
przyrostu masy lewej komory miesnia sercowego.

4. Proces destrukcji podanych dozylnie albuminowych mikrosfer przez
fale ultradzwiekowa, zarbwno w grupie zwierzat, ktére otrzymaty plazmid z
genem dla hVEGF 5 jak i w Grupie kontrolnej, spowodowat wzrost gestosci
arteriol na terenie myocardium (arteriogeneze). Doktadny mechanizm bedacy
przyczyng tego zjawiska w Grupie kontrolnej nie jest znany i wymaga
dalszych badan. Prawdopodobnym wyjasnieniem moze by¢ fakt
niespecyficznej aktywacji komoérek srdédbtonka naczyniowego przez efekty
fizykochemiczne towarzyszace procesowi destrukcji mikrosfer przez fale
ultradzwiekowg oraz nieswoiste pobudznie ekspresji genow pobudzajgcych

zjawisko arteriogenezy.
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7. Streszczenie

Gen dla ludzkiego naczyniowego czynnika wzrostu $rodbtonka 165
(hVEGF+¢5) w postaci plazmidu, zostat wprowadzony nieinwazyjnie oraz
narzgdowo selektywnie do miesnia sercowego szczura za pomocy
powodowanej falg ultradzwiekowg destrukcji albuminowych mikrosfer
(UTMD).

Zmiany w strukturze mikrokrazenia pod postacig zmian gestosci kapilar
oraz arteriol oceniano po 5, 10 oraz 30 dniach od zabiegu UTMD. W grupie
zwierzat, ktore otrzymaty plazmid z genem dla hVEGF 65 (Grupa VEGF), 10
dni po jego wprowadzeniu zaobserwowano znamienny statystycznie wzrost
Sredniej gestosci kapilar z 3.26+0.14x10°/mm? do 3.8+0.11x10%mm? oraz
arteriol z 60.1+1.6/mm? to 119.8+3.7/mm?.

W Grupie kontrolnej nie zaobserwowano zmian w gestosci naczyn
witosowatych (kapilar) we wszystkich punktach koncowych badania. Po 30
dniach od zabiegu UTMD w Grupie VEGF, gestos¢ kapilar ulegta
zmniejszeniu i byta tylko nieznacznie wieksza w poréwnaniu z Grupg
kontrolna.

Srednia gesto$é arteriol wzrosta zaréwno u zwierzat w Grupie VEGF
jak i w Grupie kontrolnej, w poréwnaniu z wczeéniej okreslong srednig
gestoscig arteriol u szczurdéw tej rasy (Grupg 0). Statystycznie znamienne
réznice zaobserwowano we wszystkich obserwowanych punktach czasowych
badania. W kazdym punkcie koAcowym badania, ilo$é arterio/mm? byta
wieksza w Grupie VEGF niz w Grupie kontrolnej. Najwiekszy wzrost
zaobserwowano po 10 dniach od zabiegu w Grupie VEGF (119.8+3.7/ mm?)
w porownaniu zarowno z Grupg kontrolng (99.1+£3.4 mmz) jak i z Grupg 0
(60.1£1.6 mm?). Po 30 dniach $rednia gesto$é arteriol w Grupie VEGF i
Grupie kontrolnej zmniejszyta sie, pozostajgc jednak nadal znamiennie
wieksza w poréwnaniu z Grupg 0 oraz z wartosciami obserwowanymi po 5 i
10 dniach od zabiegu UTMD.

Zastosowanie metody UTMD, jak wykazaty wyniki dokonanych
echokardiograficznie pomiaréw frakcji skracania oraz przyrostu masy lewej

komory miesnia sercowego, nie wptyneto na funkcje myocardium.
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Niniejsze badanie opisuje nieinwazyjne, narzadowo selektywne
podanie genu o potencjalnie terapeutycznym znaczeniu w postaci
niewirusowego wektora (plazmidu) do miesnia sercowego szczura za pomocg
destrukcji albuminowych mikrosfer przez fale ultradzwiekowg (UTMD).
Ekspresja genu wprowadzonego za pomocg tej metody byta ograniczona
wytacznie do narzadu docelowego dla zabiegu UTMD. W grupie zwierzat,
ktora otrzymata kontrolny plazmid z genem dla enzymu lucyferazy, na terenie
myocardium, wykazano znamienny wzrost gestosci arteriol w poréwnaniu z
ustalonymi wczeéniej wartosciami. Zjawisko to jest spowodowane
prawdopodobnie nieswoistym oddziatywaniem procesu wewnagtrznaczyniowej
destrukcji albuminowych mikrosfer pod wptywem fali ultradzwiekowej na
tozysko  mikrokrgzenia miednia sercowego oraz ekspresje genow
pobudzajgcych zjawisko arteriogenezy. Dokfadny komorkowy oraz
molekularny mechanizm tego zjawiska, jak rowniez wptyw na przeptyw

wiencowy krwi wymaga dalszych badan.
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Summary

Viral vectors combined with invasive methods of therapeutic genes
delivery remain the major obstacles, that make tissue specific gene therapy
difficult. The promising method of non-invasive and selective delivery of
therapeutic compounds is ultrasound targeted microbubbles destruction
(UTMD) technique.

The aim of the study was to investigate the use of UTMD as a novel,
non-invasive and tissue selective method of plasmid DNA delivery, and to
assess the biological effects of the UTMD delivery of gene encoding human
vascular endothelial growth factor 165 (hVEGF165) into rat myocardium.

Structural changes in microcirculation were assessed after 5, 10 and
30 days following the UTMD procedure. Ten days after UTMD-mediated
delivery of the hVEGF+65 gene there was a statistically significant increase of
both mean capillary density (from 3.26+0.14x10°/mm? to 3.8+0.11x10%/mm?)
and arteriole density (from 60.1+1.6/mm? to 119.8+3.7/mm?).

Thirty days after UTMD-mediated gene delivery in VEGF Group
capillary density was only slightly increased compared to control treated
animals (Control Group), that received plasmid DNA encoding luciferase
gene.

Mean arteriolar density increased in both the VEGF and Control
Groups when compared with the mean values obtained from untreated
animals (Group 0). Statistically significant changes were observed at each
end-time point of the study and the number of arterioles per mm? was greater
in VEGF Group than in Control Group. The highest arteriolar density was
noted in animals from VEGF Group 10 days after UTMD procedure
(119.843.7/ mm?) when compared with Control Group and Group O,
99.1+3.4/mm? and 60.1+1.6/mm? respectively. At the 30 day end-time point of
the study, mean arteriolar density in both VEGF and Control Groups
decreased but remained significantly higher when compared with Group 0 and
the values at 5 and 10 day end-time points.

The UTMD procedure did not affect the myocardial function and

performance - echocardiographically assessed fractional shortening of the
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myocardium together with left ventricle mass measurements remained
unchanged.

The study demonstrates the non-invasive and selective delivery of a
gene using non-viral vector (plasmid) to rat myocardium using ultrasound
targeted microbubbles destruction techinque (UTMD). Expression of delivered
gene was restricted to the UTMD targeted organ. There was a significant
increase in arteriolar density in animals, that received control plasmid with
luciferase gene. This finding is probably due to non-specific effects of UTMD
on microcirculation and expression of genes that promote arteriogenesis. The
exact molecular mechanism of this phenomenon together with the impact of
UTMD-stimulated arteriogenesis on coronary blood flow remains to be

determined.
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9. Wykaz fotografii, rycin, i tabel

9.1. Wykaz fotografii

9.1.1.

9.1.2.

Fotografia 1 (str. 52). Obraz histologiczny miesnia sercowego w
Grupie VEGF 5 dni po zabiegu UTMD.

Fotografia 2 (str. 55). Gestos¢ kapilar i arteriol na terenie
myocardium w badanych grupach.

9.2. Wykaz rycin

9.21.

9.2.2.

9.2.3.

9.2.4.

9.2.5.

9.2.6.

9.2.7.

Rycina 1 (str. 32). Wptyw réznych wielkosci indeksu
mechanicznego (MI) na zachowanie sie mikrosfer w polu fal
ultradzwiekowych.

Rycina 2 (str. 49). Tkankowo swoista ekspresja genu dla
hVEGF 165 na terenie myocardium, wykazana za pomocg metody
Western blot w homogenatach tkanek pobranych od zwierzat w
Grupie | (5 dni po zabiegu).

Rycina 3 (str. 50). Czasowa ekspresja genu dla hVEGF g5
wykazana za pomocag metody Western blot w homogenatach
miesnia sercowego w Grupie VEGF po 5 dniach od zabiegu.

Rycina 4 (str. 53). Gestos¢ kapilar na terenie myocardium w
badanych grupach zwierzat.

Rycina 5 (str. 54). Srednia gesto$¢ arteriol na terenie myocardium
w badanych grupach zwierzat.

Rycina 6 (str. 56). Wartosci frakcji skracania miesnia sercowego
ocenione echokardiograficznie w badanych grupach zwierzat.

Rycina 7 (str. 57). Warto$ci masy lewej komory miesnia
sercowego ocenione echokardiograficznie w badanych grupach
zwierzat.

9.3. Wykaz tabel

9.3.1. Tabela 1 (str. 16). Porownanie wtasciwosci wektorow wirusowych

oraz niewirusowych stosowanych we wprowadzaniu materiatu
genetycznego do komorek.

9.3.2. Tabela 2 (str. 26). Rodzaje VEGF, ich receptory oraz efekty ich

pobudzenia.
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9.3.3. Tabela 3 (str. 27). Komorki produkujace VEGF oraz jego
biologiczna aktywnos¢ w procesach fizjologicznych i
patologicznych.

9.3.4. Tabela 4 (str. 54). Zmiany gestosci kapilar na terenie myocardium
w badanych grupach zwierzat.

9.3.5. Tabela 5 (str. 55). Zmiany gestosci arteriol na terenie myocardium
w badanych grupach zwierzat.

9.3.6. Tabela 6 (str. 57). Warto$ci frakcji skracania oraz masa lewe;j

komory miesnia sercowego oceniane echokardiograficzne w
badanych grupach zwierzat.
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