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WYKAZ CZESCIEJ UZYWANYCH SKROTOW
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wirus zwiazany z adenowirusami (adeno-associated virus)

adenowirus (adenovirus)

choroba wiencowa serca (coronary artery disease)

receptor dla wiruséw coxackie i adenowiruséw (coxackie-adenovirus receptor)
kwas dezoksyrybonukleinowy (deoxyrybonucleic acid)

komérka srédblonka (endothelial cell)

wzmocnione zielone biatko fluorescencyjne (enhanced green fluorescent protein)
srédbtonkowa syntaza tlenku azotu (endothelial nitric oxide synthase)
srédbtonkowa komoérka progenitorowa (endothelial progenitor cell)

czynnik wzrostu fibroblastéw (fibroblast growth factor)

czynnik wzrostu hepatocytéw (hepatocyte growth factor)

czynnik indukowany przez niedotlenienie (hypoxia inducible factor)

proteoglikan heparanosiarczanowy (heparan sulphate proteoglycan)

czasteczka adhezji migdzykomdérkowej (intracellular adhesion molecule)
indukowana syntaza tlenku azotu (inducible nitric oxide synthase)
galaktozydaza-p gen wskaznikowy (5-galactosidase marker gene)
metaloproteinaza macierzy miedzykomorkowej (matrix metalloproteinase)

tlenek azotu (nitric oxide)

neuropilina (neuropilin)

choroba tetnic obwodowych (peripheral artery disease)

plytkopochodny czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor)

jednostka tworzaca tysinke (plaque forming unir)

przezskérna angioplastyka $rédnaczyniowa (percutaneous transluminal angioplasty)
przezskérna $rédnaczyniowa angioplastyka wiencowa (percutaneous transluminal
coronary angioplasty)

kwas rybonukleinowy (rybonucleic acid)

informacyjny kwas rybonukleinowy (messenger rybonucleic acid)

kinaza tyrozynowa z domenami homologicznymi immunoglobulinowa i nabtonkowego
czynnika wzrostu-1 (tyrosine kinase with immmunoglobulin and epidermal growth
factor homology domains-1)

czasteczka adhezji komérkowej naczyn (vascular cell adhesion molecule)
srédbtonkowy czynnik wzrostu naczyn (vascular endothelial growth factor)
receptor Srédblonkowego czynnika wzrostu naczyn (vascular endothelial growth factor
receptor)

komérka migéni gtadkich naczyn (vascular smooth muscle cell)
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1. WSTEP
1.1. Historia i definicja terapii genowej

Opublikowanie w 1953 roku opisu struktury czasteczki kwasu dezoksyrybo-
nukleinowego (DNA) przez J. Wastona, F. Cricka i M. Wilkinsa oraz wkrétce
potem odkrycie zasad kodu genetycznego przez M. Nirenberg i H. Matthaei byto
przetomem w poznaniu podstawowych zasad przechowywania oraz powielania
informacji genetycznej i stalo si¢ podwaling rozwoju genetyki molekularne;j
[259,175]. Ta zupetnie nowa wowczas dziedzina biologii objeta swoim zaintere-
sowaniem badania struktury i funkcji materiatu genetycznego na poziomie cza-
steczkowym. W ostatnich dziesigcioleciach, gtéwnie dzigki zdobyczom genetyki
molekularnej, dokonat si¢ znaczny postgp w zrozumieniu roli czynnikéw dzie-
dzicznych w procesach patologii cztowieka. Poznano mechanizmy choréb uwa-
runkowanych genetycznie oraz schorzen o uwarunkowaniach wieloczynniko-
wych, w ktérych ujawnieniu i przebiegu istotna role odgrywaja nie tylko ztozona
wrodzona predyspozycja, ale i liczne elementy srodowiska [57, 74]. Dzigki po-
znaniu molekularnych podstaw wielu chordéb coraz czg¢sciej mozna zidentytiko-
wac osoby zagrozone jeszcze przed ujawnieniem si¢ patologii i, o ile jest to moz-
liwe, zaproponowac wczesne postgpowanie lecznicze lub prewencje.

Obok genetyki medycznej, ktdra jest galgzia medycyny zajmujaca si¢ przede
wszystkim dziedziczeniem, rozpoznawaniem, leczeniem choréb uwarunkowa-
nych zmianami w materiale genetycznym czlowieka oraz poradnictwem gene-
tycznym dotyczacym probleméw pacjentéw z chorobami uwarunkowanymi ge-
netycznie i ich rodzin, w ostatnich latach wyodrgbnita si¢ nowa galaz medycyny
okreslana mianem medycyny molekularnej [57,74,117]. Medycyna molekularna
bada mozliwosci klinicznego zastosowania najnowszych osiagni¢¢ genetyki
i biologii molekularnej w diagnostyce i leczeniu choréb (tabela 1). Jedng z nie-
zwykle dynamicznie rozwijajacych si¢ dziedzin medycyny molekularnej jest
terapia genowa, ktéra zajmuje si¢ mozliwoscia wykorzystania kwaséw nukle-
inowych w celach terapeutycznych [72,74,75,238].
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Tab. 1. Giéwne pola dzialania i kierunki badan medycyny molekularne;j.
Tab. 1. Main interest and research areas of molecular medicine.

Diagnostyka molekularna
Molecular diagnostics
- identyfikacja genéw odpowiedzialnych za wystapienie choroby (choroby uwarunkowane
jednogenowo)
disease gene identification (single gene diseases)
- identyfikacja alleli polimorficznych genéw sprzyjajacych wystapieniu choroby (choroby
uwarunkowane wieloczynnikowo)
susceptibility genes identification (multifactorial traits)
Terapia molekularna
Molecular therapy
- terapia rekombinowanymi proteinami
recombinant proteins
- terapia genowa
gene therapy
- terapia komérkowa
cell-based therapy
- terapia przy pomocy przeciwciat
monoclonal antibodies
- substancje drobnoczasteczkowe
small molecule drugs

Terapie genowa mozna zdefiniowa¢ jako dzialalno$¢ medyczna polega-
jaca na wprowadzeniu do zywych komoérek egzogennego materialu gene-
tycznego (DNA lub RNA), co prowadzi do pozadanej zmiany ekspresji da-
nego genu w celu osiggniecia efektu terapeutycznego.

Juz w latach 60-tych ubiegtego wieku, znajac budowe i podstawowe zasady
funkcjonowania materiatu genetycznego, naukowcy zaczynali dostrzega¢ moz-
liwosci ingerowania w strukturg kwaséw nukleinowych w celu zmiany tfunkcji
poszczegdlnych gendéw. W tym czasie formutowano juz pierwsze koncepcje
transferu genéw i terapii genowej. Jednym z pionieréw terapii genowej jest
W. Szybalski, jeden z czotowych biologéw molekularnych, absolwent Politech-
niki Lwowskiej i doktorant Politechniki Gdanskiej. Wykonal on w McArdle
Laboratory for Cancer Research w Wisconsin USA pierwsze eksperymenty in
vitro transferu prawidtlowego genu HPRT (Hypoxanthine phosphoribosyl trans-
ferase) do linii komoérek ludzkich, ktére nie posiadaty funkcjonalnego genu
HPRT [239,240]. W ten sposéb, dzicki metodzie transferu gendéw, komoérki te
uzyskaly zdolnos¢ syntezy enzymu HPRT. Wyniki tych przetomowych doswiad-
czen zostaty opublikowane przez W. Szybalskiego juz w 1962 roku, niespetna 10
lat po opublikowaniu przez J. Wastona, F. Cricka i M. Wilkinsona opisu dwuni-
ciowej spirali DNA. W 1966 roku J. Lederberg i E. Tatum, laureaci nagrody
Nobla z 1958 roku za badania dotyczace wlasciwosci kwaséw nukleinowych, na
sympozjum dotyczacym dalszych kierunkéw poszukiwan naukowych i przyszto-
sci medycyny zwiazanych z rozwojem biologii molekularnej sprecyzowali teore-
tyczne podstawy wykorzystania transferu gendéw jako dzialania o potencjale
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terapeutycznym. Tego typu potencjalng dziatalnos¢ medyczng okreslili terminem
Hterapii genowej” [135,243].

Pierwsze badania dotyczace mozliwosci zastosowania terapii genowej doty-
czyly choréb genetycznych uwarunkowanych jednogenowo. W chorobach tych
najczgsciej defekt pojedynczego genu zwiazany z utrata jego prawidtowej tunk-
¢ji prowadzi badz do braku mozliwosci syntezy danego biatka/enzymu lub do
produkcji biatka o nieprawidtowej strukturze i funkcji. Wprowadzenie do komo-
rek organizmu dodatkowej kopii prawidlowego genu powinno prowadzi¢ do
syntezy biatka o prawidlowej budowie i funkcji, kompensujac defekt metaboli-
zmu lezacy u podstaw choroby. W 1970 roku S. Rogers podjat pierwsza, niestety
nieudana, prébg leczenia dwdch chorych z genetycznie uwarunkowanym niedo-
borem enzymu argininazy wykorzystujac wirus Shop papilloma virus, ktéry
w swym naturalnym genomie zawiera gen argininazy [243]. Dziesi¢é lat pdzniej,
w 1980 roku M. Cline z University of California w Los Angeles, mimo braku
zgody University of California na prébe terapii genowej beta talasemii,
przeprowadzil dwie nieskuteczne préby leczenia u chorych w Izraelu i we
Wioszech [5]. Mimo, iz zastosowana przez niego eksperymentalna terapia nie
przyniosta réwniez szkody pacjentom, naukowiec ponidst surowe konsekwencje
7e strony swego macierzystego uniwersytetu oraz National Institute of Health
(NIH) za nieautoryzowane i niezgodne z zasadami NIH prowadzenie badan
klinicznych. Wydarzenie to bylo jednym 2z bezposrednich czynnikéw
inspirujacych na poczatku lat 80-tych publiczna debatg dotyczaca aspektéw
etycznych oraz potrzeby regulacji i kontroli préb klinicznych terapii genowe;j [4].

Przetom w rozwoju terapii genowej nastapit dzigki zastosowaniu pierwszych
wektoréw wirusowych opartych na retrowirusach. W 1983 roku A. Bernstein
[108], D. Miller z 1. Verma [157] i T. Friedmann [263] opublikowali pierwsze
doniesienia o skutecznym transferze funkcjonalnych genéw in vitro do komérek
ssakoéw i czltowieka przy pomocy wektoréw retrowirusowych. Pierwsze linie
komoérek pakujacych bez udziatlu wirusa pomocniczego, ktére znacznie utatwity
produkcje wektoréw retrowirusowych, zostaly wprowadzone do uzycia przez H.
Temina [260] i R. Mulligana [149]. Pierwszy udokumentowany efektywny trans-
fer genu wskaznikowego NeoR in vivo u myszy przy pomocy wektora retrowiru-
sowego N2 zostat opublikowany w 1985 roku przez E. Gilboa i W.F. Anderson
[52]. W 1989 roku W.F. Anderson, M. Blaese i S. Rosenberg dokonali pierwsze-
go skutecznego i zaaprobowanego przez NIH transferu genu wskaznikowego
NeoR przy pomocy wektora retrowirusowego w warunkach klinicznych u czto-
wieka [210]. Celem tego transferu byto genetyczne oznakowanie limfocytéw
naciekajacych nowotwor u pacjentéw z czerniakiem ztosliwym.

Pierwsza, zaaprobowana przez NIH, préba kliniczna terapii genowej miata
miejsce 14 wrzesnia 1990 roku. Czteroletnia dziewczynka Ashanthi DeSilva,
cierpiaca na uwarunkowany defektem genu deaminazy adenozynowej cigzki
zlozony niedobdr odpornosci (SCID/ADA), jako pierwsza z dwdch pacjentek
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otrzymata infuzj¢ zmodytikowanych prawidlowym genem ADA wlasnych limfo-
cytéw T. W ciagu 23 miesigcy chora otrzymata dziesig¢ kolejnych infuzji pod-
danych ex vivo korekcie genetycznej limfocytéw T. U pacjentki tej osiagnigto
pierwszy w historii sukces kliniczny terapii genowej, stwierdzajac istotny wzrost
poziomu aktywnosci enzymu deaminazy adenozynowej w pigc lat po ostatnigj
infuzji na poziomie 25% wartosci prawidlowych, niestety nie gwarantujacy cat-
kowitego wyleczenia [23].

Najwigkszym do tej pory osiagnigciem terapii genowej jest bez watpienia
catkowite wyleczenie cigzkiego zlozonego niedoboru odpornosci zwiazanego
z chromosomem X (SCID/X1), zwanego ,,choroba chtopca w namiocie” [32]. To
zagrazajace zyciu schorzenie spowodowane jest mutacja genu znajdujacego si¢
na chromosomie piciowym X, kodujacego tancuch vy, receptora dla cytokin ta-
kich jak min.: IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL.-15. Czynniki te biora istotny udziat
w réznicowaniu i dojrzewaniu limfocytéw T i NK. Przyjeta strategia terapeu-
tyczna byta podobna jak w przypadku SCID/ADA. Pobrane komérki macierzy-
ste szpiku kostnego poddawano korekcji genetycznej ex vivo przy pomocy trans-
feru prawidtowego genu kodujacego tancuch vy, receptora dla cytokin z uzyciem
wektora retrowirusowego, a nastgpnie reimplantowano zmodyfikowane komoérki
choremu. Pierwsza tego typu prébe¢ kliniczna przeprowadzili w 1999 roku
M. Cavazzana-Calvo i A. Fischer w Instytucie Pasteura w Paryzu, wiaczajac do
badania 11 chtopcéw. U wszystkich pacjentéw uzyskano catkowite wyleczenie
7z prawidlowymi parametrami odpornosci komérkowej 1 humoralne;j.

W pierwszych eksperymentach dotyczacych transteru genéw w uktadzie ser-
cowo-naczyniowym, opublikowanych w 1989 roku przez E. Nabel do transteru
genu wskaznikowego f-galaktozydazy do sciany tetnic rowniez wykorzystano
strategi¢ ex vivo [166]. Przy pomocy wektora retrowirusowego transdukowano
komérki srédbtonka pobrane z zyly szyjnej zwierzat laboratoryjnych, a nastepnie
zmodyfikowane komoérki podano do pozbawionegj srédbtonka tetnicy udowo-
biodrowej tych zwierzat. Wykazano, iz komérki wykazujace ekspresje p-
galaktozydazy, ulegaja efektywnej implantacji w pozbawionej srédbtonka $cia-
nie tetnicy. Badacze z tej samej grupy rok pézniej wykazali mozliwos¢ bezpo-
sredniego transteru gendéw do $ciany tetnicy in vivo przy uzyciu wektora retrowi-
rusowego i plazmidowego DNA z uzyciem liposomdéw [167]. Pierwsza probe
klinicznag transferu genu w uktadzie krazenia dokonat J. Isner ze Szpitala
Sw. Elzbiety w Bostonie w 1996 roku [101]. Plazmidowy DNA kodujacy $réd-
btonkowy czynnik wzrostu naczyn typu Aies (VEGE-Aes) podano na pokrytym
hydrozelem balonie do te¢tnicy krytycznie niedokrwionej konczyny dolnej. Auto-
rzy opisali zwigkszenie sieci naczyn krwionosnych w badaniu angiograficznym
i pojawienie si¢ zmian naczyniakowatych na skérze konczyny dystalnie od miej-
sca aplikacji plazmidu swiadczace o udanym transferze genu VEGF-A 45,
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1.2. Podstawowe zalozenia terapii genowej

Podstawowym zalozeniem terapii genowej jest wptyw na funkcje czyli eks-
presje genéw w celach terapeutycznych [72,74,238]. Intencyjne zwigkszenie lub
zmniejszenie ekspresji genu prowadzi do pojawienia si¢ w tkance wigkszej albo
zmniejszonej ilosci biatka kodowanego przez dany gen. W ten sposéb, wptywa-
jac na kluczowe biatka zaangazowane w patomechanizm choréb, mozemy kory-
gowaé defekty genetyczne lub aktywnie wplywa¢ na toczace si¢ procesy
biologiczne, ryc. 1.

WEKTOR ‘ ‘ ‘
o . —Q Qg

1 CYTOPLAZN
J/ADRO KOMORKOWE\ .

DNA g nomowe

A@%V rybosom
mRNA - .

translaqa

biatko

ltranskrypcja / ’ terapeutydzne

N

Ryc. 1. Transfer dodatkowej kopii genu przy pomocy wektora adenowirusowego pro-
wadzi do ekspresji transgenu i produkcji biatka o dziataniu terapeutycznym.
Doktadny opis w tekscie.

Fig. 1. Gene transfer with the use of adenoviral vector leads to the transgene expres-
sion and therapeutic protein production.
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Przyktadem terapii wzmacniajacej funkcje genu, polegajacej na transterze
dodatkowych kopii prawidtowego genu, moze by¢ transfer prawidlowego genu
receptora LDL do watroby chorego z hipercholesterolemia rodzinna [264]. Cho-
roba ta polega na braku prawidtowego genu receptora LDL w komoérkach orga-
nizmu, co prowadzi do cigzkich zaburzen lipidowych, przedwczesnej miazdzycy
i zgondw w mtodym wieku [74]. Innym przykladem moze by¢ terapeutyczna
angiogeneza przy pomocy transferu dodatkowych kopii genu srédbtonkowego
czynnika wzrostu naczyn (VEGF) do obszaru niedokrwionego migsnia sercowe-
go w celu indukcji powstawania naczyn krazenia obocznego [172].

Hamowanie aktywnosci genéw, ktérych nadmierna ekspresja jest przyczyna
chordb, moze by¢ wykonane migdzy innymi przy uzyciu putapek oligonukleoty-
dowych. Sa to krétkie fragmenty DNA lub RNA, ktére na zasadzie komplemen-
tarnosci tacza si¢ z fragmentami regulatorowymi genéw lub z transkrybowanym
informacyjnym mRNA danego genu, hamujac przeptyw informacji genetycznej,
ryc. 2 [72,74,238]. Informacyjny mRNA moze réwniez by¢ swoiscie degrado-
wany przy uzyciu oligonukleotydéw o nukleolitycznej aktywnosci enzymatycz-
nej okreslanych rybozymami [238]. Jednym z najczgstszych eksperymentalnych
zastosowan rybozyméw jest terapia infekcji ludzkim wirusem nabytego niedobo-
ru odpornosci HIV polegajaca na swoistej degradacji RNA wirusa [238]. Alter-
natywna metoda wybidrczej degradacji swoistego mRNA jest wykorzystanie
niskoczasteczkowego tzw. interferujacego RNA (siRNA), ktéry réwniez posiada
zdolno$¢ identyfikacji swoistych sekwencji mRNA [238]. W konsekwencji
wszystkie te metody prowadza do selektywnego ograniczenia lub zablokowania
syntezy danego biatka/enzymu, ryc. 2.

Transfer genéw w ukladzie sercowo-naczyniowym dotyczy komérek soma-
tycznych organizmu. Mozliwa jest réwniez modyfikacja komérek szlaku picio-
wego metodami terapii genowej, jednak tego typu dziatalnos¢ budzi wiele kon-
trowersji natury etycznej. Transfer egzogennego materialu genetycznego moze
odby¢ si¢ ex vivo to znaczy poza organizmem chorego i dotyczy¢ komérek lub
tkanek pobranych, a nastgpnie po modyfikacji genetycznej reimplantowanych do
ciata pacjenta [72,74,238]. Z sytuacja taka mamy do czynienia w przypadku
transteru genéw do przgsta zylnego przed jego wszyciem jako pomost omijajacy
zwezenie w tetnicy wiencowej lub obwodowej. Transfer moze zosta¢ réwniez
dokonany in vivo to jest bezposrednio do tkanki lub narzadu zywego organizmu
[72,74,238]. Przyktadem moze by¢ tu transfer gendw kodujacych czynniki wzro-
stu naczyn do miesnia sercowego czy niedokrwionych migséni szkieletowych
w celu indukcji terapeutycznej angiogenezy (tabela 2).
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oligonukleotydy oligonukleotydy antysensowne
typu decoy lub siRNA
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Ryc. 2. Hamowanie aktywnosci genéw metodami terapii genowej. Doktadny opis
w tekscie. TF - czynnik transkrypcyjny.

Fig. 2. The inhibition of the genes activity with the use of gene transfer methods. TF-
transcription factor.

Tab. 2. Klasyfikacja metod terapii genowe;j.
Tab. 2. Methods of gene transfer and gene therapy.

1. Ze wzgledu na mechanizm wywierania efektu terapeutycznego / Terapeutic activity

wzmocnienie ekspresji genéw / acceleration of the gene activity

a) transfer kopii prawidlowych gendéw (np. transfer genu receptora LDL do watroby w hipercho-
lesterolemii rodzinnej);

b) transfer dodatkowych kopii genéw (np. indukcja angiogenezy w obszarach niedokrwienia
przy pomocy genéw kodujacych czynniki wzrostowe naczyn);

- hamowanie ekspresji genéw / inhibition of the gene activity

a) oligonukleotydy antysensowne / antysense oligonucleotides,
np. inhibicja aktywnosci elementéw uktadu renina-angiotensyna w nadcisnieniu tgtniczym;

b) rybozymy / ribozymes;

¢) niskoczasteczkowy, interferujacy RNA (siRNA) / small interfering RNA (siRNA);

d) putapki oligonukleotydowe / decoy oligonucleotidies;
np. blokowanie czynnikéw transkrypcyjnych w celu hamowania proliferacji komérek migsni
gladkich naczyn w stencie;

2. Ze wzgledu na typ komérek docelowych / Target cells

- somatyczna / somatic cells;
- komorek szlaku plciowego / germ line cells;

3. Ze wzgledu na miejsce transferu genéw / Method of gene transfer

- ex vivo, np. transfer genéw do przeset zylnych przed ich implantacja;
- invivo.
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Powodzenie terapii genowej w leczeniu danej jednostki chorobowej jest
zwiazane ze spetnieniem nastepujacych podstawowych warunkéw:

1. wyborem odpowiedniego genu terapeutycznego, ktérego zmiana ekspresji
(aktywacja lub hamowanie) bedzie wywierata efekt leczniczy,

2. wyborem wiasciwego wektora czyli nosnika genu terapeutycznego, ktéry
przetransportuje kwas nukleinowy o dziataniu terapeutycznym do wngtrza
komérek docelowych, zapewniajac efektywna ekspresje,

3. wyborem metod i narzedzi transferu zapewniajacych dostateczng kumulacje
aktywnego wektora w tkance bez jego inaktywacji i rozsiania do narzadéw
innych niz docelowe.

1.3. Potencjalne cele terapii genowej w ukladzie sercowo-
naczyniowym

Miazdzyca, zaburzenia metabolizmu lipidow i uktadu krzepniecia

Schorzenia uwarunkowane defektem pojedynczego genu wydaja si¢ by¢ naj-
lepszymi kandydatami dla leczenia metodami terapii genowej. Oczekuje sig, iz
transter prawidtowej kopii genu dokona korekty deficytu metabolicznego zwia-
zanego z obecnoscia nieprawidtowego genu w danej tkance lub narzadzie. Istnie-
je wiele przyktadéw jednogenowo uwarunkowanych zaburzen lipidowych pre-
dysponujacych do rozwoju miazdzycy, z powodzeniem korygowanych w bada-
niach eksperymentalnych transferem pojedynczych genéw. Klasycznym przy-
ktadem choroby genetycznej uwarunkowanej mutacja pojedynczego genu kodu-
jacego receptor dla frakcji LDL cholesterolu, prowadzacej do przedwczesnej
miazdzycy tgtnic wiencowych i objawéw choroby niedokrwiennej serca, jest
hipercholesterolemia rodzinna [74]. Niezwykle wysoki poziom aterogennych
frakcji cholesterolu LDL obserwowany w tej chorobie, moze zosta¢ istotnie ob-
nizony, a rozwdj miazdzycy tgtnic znacznie spowolniony przy zastosowaniu
lokalnego transferu genu kodujacego prawidtowy receptor dla cholesterolu LDL
Iub VLDL do watroby zwierzat eksperymentalnych [127,186]. Podjgto réwniez
wstegpne préoby kliniczne korekcji genu receptora LDL. w najci¢zej przebiegajace;j
postaci homozygotycznej hipercholesterolemii rodzinnej u ludzi [67,264]. Wy-
kazano takze, iz transter do watroby zwierzat eksperymentalnych genu acetylo-
transterazy lecytyna-cholesterol (LCAT) i genu kodujacego biatko transferujace
lipidy moze by¢ skuteczny w leczeniu niektérych jednogenowo uwarunkowa-
nych dyslipidemii [26,220]. Patologicznie wysoki poziom w surowicy apolipo-
proteiny apoB100, o promiazdzycowym dziataniu, moze zosta¢ obnizony przy
pomocy transferu genu apobec-1, bgdacego jednostka katalityczng enzymu
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edytujacego apoB [63,126]. Transfer genu ApoAl, odpowiedzialnego za odwrot-
ny transport cholesterolu z surowicy do watroby, moze potencjalnie zosta¢ wy-
korzystany w leczeniu chorych z genetycznie uwarunkowanym deficytem Apo-
Al [19]. Hiperlipoproteinemia typu Il moze by¢ korygowana przy pomocy
transferu genu apoE, ktéry prowadzi do obnizenia poziomu lipoprotein [113].
Transfer genu kodujacego lipaz¢ lipoproteinowa (LLPL), enzymu odpowiedzial-
nego za hydroliz¢ triglicerydéw w chylomikronach i czasteczkach VLDL, ko-
rzystnie wptywa na profil lipidowy u zwierzat z deficytem LPL, prowadzac do
wzrostu poziomu czastek HDL [247,274]. Podobnie transfer genéw rozpuszczal-
nych receptoréw zmiatajacych klasy A (Class A soluble scavenger recepitor)
i klasy B (Class B soluble scavenger receptor), obniza ilos¢ lipidéw skumulo-
wanych w makrofagach oraz podwyzsza poziom cholesterolu frakcji HDL
o0 dziataniu przeciwmiazdzycowym [134,274].

W praktyce klinicznej, najczgsciej jednak mamy do czynienia z miazdzyca
uwarunkowang wieloczynnikowo, co oznacza, Ze ujawnia si¢ ona w efekcie
kumulacji i wspdétdzialania wielu czynnikéw genetycznych i srodowiskowych
[70,71,73]. Dlatego transter pojedynczych genéw dla efektywnego leczenia lub
zapobiegania wieloczynnikowo uwarunkowanej miazdzycy tgtnic moze wyda-
wac si¢ kontrowersyjny. Istnieje jednak wiele istotnych przestanek, pochodza-
cych przede wszystkim z badan eksperymentalnych, iz genetyczna modyfikacja
sciany naczyn metodami terapii genowej moze skutecznie zapobiega¢ lub istot-
nie zwalnia¢ proces takze wieloczynnikowo uwarunkowanej miazdzycy. Zabu-
rzenia prawidlowej funkcji srédblonka, obserwowane w poczatkowych etapach
rozwoju zmian miazdzycowych w tetnicach, moga by¢ spowodowane giéwnie
obnizeniem produkcji tlenku azotu (NO) w $cianie naczynia. Wykazano, iz tego
typu wczesne zaburzenia moga z powodzeniem by¢ korygowane za pomoca
lokalnego transteru genéw srédbtonkowej syntazy NO (eNOS) i srédbtonkowego
czynnika wzrostu naczyn (VEGF) do $ciany tetnicy [86,133,201]. Zwickszenie
lokalnej ekspresji enzyméw antyoksydacyjnych, bialek o dzialaniu przeciwza-
palnym takich jak Interleukina-10 (IL-10) lub hydrolaza acetylowa czynnika
aktywujacego plytki krwi (PAF-AH), efektywnie redukuje rozwdj lokalnych
zmian miazdzycowych w miejscu transteru [199,253]. Ostatnio duze zaintereso-
wanie wzbudza réwniez oksygenaza hemowa-1 (HO-1), enzym o silnych wia-
sciwosciach przeciwzapalnych i antyoksydacyjnych [48,50]. W badaniach ekspe-
rymentalnych wykazano, iz nadekspresja genu HO-/ hamuje rozwdéj miazdzycy
u zwierzat oraz ogranicza restenoz¢ [184, 278]. Przypuszcza si¢, iz jednym
z mechanizméw ograniczajacych nawrdt zwegzenia po implantacji stentéw uwal-
niajacych rapamycyng, jest indukcja ekspresji HO-1 [251].

Zakrzepica tgtnicza w miejscu peknigtej, niestabilnej blaszki miazdzycowej,
jest kluczowym mechanizmem w patogenezie ostrych zespotéw wiencowych,
takich jak ostry zawat serca i niestabilna choroba wiencowa. W badaniach ekspe-
rymentalnych wykazano, iz lokalny transfer genu tkankowego inhibitora
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metaloproteinaz (TIMP), czyli inhibitora enzyméw odpowiedzialnych za degra-
dacj¢ substancji podstawowej tkanki tacznej, ktére ulegaja aktywacji w niesta-
bilnej blaszce miazdzycowej, prowadzi do stabilizacji blaszki i redukcji jej pro-
zakrzepowego potencjalu [162]. Réwniez transfer genéw kodujacych cyklook-
sygenaze, hirudyng, trombomoduling, tkankowy aktywator plazminogenu i inhi-
bitor czynnika wewnatrzpochodnego okazat si¢ skuteczny w redukcji incyden-
toéw ostrej zakrzepicy w warunkach eksperymentalnych [200,261,284].

Choroba wiericowa serca, miatdzyca tetnic obwodowych

Objawy choroby wiencowej serca (CAD- coronary artery disease) i choroby
miazdzycowej tetnic obwodowych (PAD- peripheral artery disease) powstaja
w wyniku rozwoju zmian miazdzycowych istotnie zwezajacych lub zamykaja-
cych swiatlo tetnic. Deficyt w ukrwieniu serca lub migsni szkieletowych ujawnia
si¢ zwykle w postaci b6lu wiencowego (angina pecroris) lub chromania prze-
stankowego w warunkach zwigkszonego zapotrzebowania metabolicznego lub
w zaawansowanych przypadkach w stanie spoczynku. Dlatego wykorzystanie
metod terapii genowej dla stymulacji tworzenia sieci naczyn krazenia obocznego
moze by¢ atrakcyjna opcja terapeutyczna prowadzaca do poprawy ukrwienia
w obszarach niedokrwionego miokardium lub mig$ni szkieletowych [72,74,272].
Transfer gendéw kodujacych czynniki wzrostowe z rodziny srédbtonkowych
czynnikéw wzrostowych naczyn (VEGF), czynnikéw wzrostowych fibroblastow
(FGF) i czynnika wzrostowego hepatocytéw (HGF) stymuluje tworzenie siatki
naczyn krazenia obocznego w niedokrwionych obszarach migénia sercowego
i migs$ni szkieletowych w badaniach eksperymentalnych [205,206,269,272]. Ich
dziatanie zostalo réwniez potwierdzone we wstgpnych badaniach klinicznych
[66,163,211,231,236,241,246,249,269,272]. Redukcje nasilenia objawéw steno-
kardialnych, popraw¢ tolerancji wysitku oraz redukcj¢ obszaréw niedokrwienia
w badaniu scyntygraficznym serca wykazano po transferze genu kodujacego
VEGF lub FGF do obszaréw niedokrwienia u pacjentéw z choroba wiencowa we
wstgpnych prébach klinicznych 1 i I fazy [66,211,231,236,249,269]. Transter
genu VEGF, FGF lub HGF okazat si¢ rowniez skuteczny we wstepnych prébach
klinicznych u chorych z krytycznym niedokrwieniem konczyn dolnych, prowa-
dzac do redukcji oczekiwanej liczby amputacji, poprawy gojenia owrzodzen
niedokrwiennych, redukcji zuzycia srodkéw analgetycznych, wydtuzajac dystans
chromania przestankowego i zwigkszajac ggstos¢ sieci naczyn krazenia obocz-
nego w badaniu angiograticznym [163,241,246]. Peptydy z rodziny angiopoetyn
posiadaja wlasciwosci stymulujace dojrzewanie i przebudowe pierwotnych na-
czyn powstajacych pod wplywem VEGF w kierunku pelnowartosciowych tetnic
o w pelni wyksztatconej scianie naczyniowej [269,283]. Badania eksperymental-
ne wskazuja réwniez, iz niektére cytokiny, takie jak: biatko chemotaksji mono-
cytéw-1 (MCP-1- monocyte chemotactic protein-1) i plytkopochodny czynnik
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wzrostowy (PDGE- plateler derived growth factor), moga posrednio stymulowac
angiogenezg [80,93,103].

Indukcja terapeutycznej angiogenezy moze wigzac si¢ z pewnym ryzykiem
powaznych dzialan niepozadanych, takich jak: powstawanie naczyniakéw, wa-
skularyzacja nowotworéw prowadzaca do progresji ich wzrostu i przerzutowa-
nia, neowaskularyzacja blaszek miazdzycowych prowadzaca do ich destabilizacji
oraz powstawanie niedojrzatych funkcjonalnie naczyn prowadzace do obrzekéw
[72,74,238].

Nawrot zwesenia po zabiegach wewngqtrznaczyniowych i degeneracja
pomostow Zylnych

Nawr6t zwezenia (restenoza) po zabiegach przezskdrnej angioplastyki balo-
nowej lub implantacji stentdw oraz degeneracja przgsel zylnych w istotnym
stopniu ograniczaja dtugoterminowe efekty leczenia przewlektej choroby wien-
cowej serca i miazdzycy tgtnic obwodowych [72,74]. Wiele czynnikéw, takich
jak: proliferacja migsni gtadkich sciany naczyn, przebudowa $ciany naczynia,
nagromadzenie substancji podstawowej tkanki tacznej, aktywacja czynnikéw
krzepnigcia, adhezja ptytek krwi i leukocytéw, odgrywa istotng rolg w procesie
nawrotu zwezenia po zabiegach wewnatrznaczyniowych i degeneracji przeset
zylnych [219]. W badaniach eksperymentalnych sprawdzono wiele réznorod-
nych strategii terapii genowej w celu ograniczenia proliferacji komérek sciany
naczyn poddanych urazowi zwigzanemu z angioplastyka, implantacja stentu, czy
warunkom przeptywu tgtniczego w przypadku przgset zylnych [42,72,213]. Jed-
ng 7 najwczesniejszych strategii byto hamowanie aktywnosci gendéw istotnych
w cyklu komérkowym, odpowiedzialnych za proliferacje komérek. W tym celu
w warunkach eksperymentalnych z powodzeniem wykorzystano oligonukleoty-
dy antysensowne i rybozymy skierowane przeciwko genom; c-myb, c-myc,
cde-2, cdk-2, ras 1 bcl-x [28,42,98,164,213,235]. Ponadto, z sukcesem zastoso-
wano putapki oligonukleotydowe, ktére taczac si¢ z czynnikami transkrypcyj-
nymi E2F i NFkB istotnie hamuja proliferaci¢ komdérek sciany naczyniowej
i prowadza do redukcji rozrostu warstwy wewngtrznej - neointimy [147,148].

Kolejna strategia wykorzystywang przez terapi¢ genowa w celu ograniczenia
proliferacji komérek w scianie naczyn i tworzenia neointimy jest terapia cytotok-
syczna, szeroko stosowana réwniez w terapii genowej nowotwordw [42,72,213].
Polega ona na transferze do $ciany naczynia genu kinazy tymidynowej wirusa
opryszczki zwyklej (HSV-tk — herpes simplex virus thymidine kinase), a nastgp-
nie na podaniu gancykloviru, ktéry pod wptywem HSV-tk ulega przeksztatceniu
w toksyczny dla komérek metabolit [76]. Wykorzystujac terapic HSV-tk, uzy-
skano redukcj¢ przyrostu neointimy od 30% do niemal 90% w modelach zwie-
rzgcych. Podobny efekt cytotoksyczny w $cianie naczynia mozna uzyskac,
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wykorzystujac gen deaminazy cytozyny, ktéra przeksztalca egzogenna 5-flu-
orocytozyng w cytotoksyczny produkt 5-tfluorouracyl [81].

Wykorzystanie stentéw uwalniajacych lokalnie w miejscu urazu tgtnicy
srodki silnie hamujace proliferacj¢ komoérek naczyniowych migsni gtadkich
istotnie zredukowato ryzyko nawrotu zwegzenia po zabiegach angioplastyki tgtnic
wiencowych [99]. Jednak zastosowane substancje o dzialaniu silnie cytostatycz-
nym hamuja réwniez proliferacjg¢ komérek srédbtonka (EC), opdzniajac proces
gojenia tgtnicy po implantacji stentu, co moze sprzyjac¢ zwigkszeniu ryzyka miej-
scowych powiktan zakrzepowych [120]. Dlatego nadal korzystna opcja moze
by¢ terapia, ktorej celem jest szybkie odtworzenie integralnosci komoérek war-
stwy srodblonka po urazie tetnicy. W badaniach eksperymentalnych wykazano,
ze istotnie redukuje to ryzyko nawrotu zwgzenia zwigzanego z proliferacja
VSMC i zawatu serca wynikajacego z lokalnej zakrzepicy. Dlatego gléwnym
obiektem zainteresowania terapii genowej staly si¢ srédbtonkowe czynniki
wzrostu naczyn o silnym mitogennym dziataniu na EC oraz inne czynniki o pro-
tekcyjnym dziataniu na $cian¢ naczyniowa [72]. Transfer genu VEGF-A i C do
sciany tetnic zwierzat poddanych eksperymentalnej angioplastyce lub urazowi
istotnie redukowat proliferacje komérek migsni gtadkich i tworzenie neointimy
[48,90,91]. Podobny efekt uzyskano po transferze genu kodujacego czynnik
wzrostu hepatocytéw (HGF) do sciany uszkodzonej tgtnicy [85]. Szybkie odtwo-
rzenie integralnosci warstwy srédbtonka hamuje proliferacje komoérek migsni
gtadkich poprzez sekrecj¢ substancji o dziataniu protekcyjnym na $ciang naczy-
niowa, takich jak: tlenek azotu, czynnik natriuretyczny typu-C i prostacyklina I,
Ogranicza tez adhezje w migjscu uszkodzenia plytek krwi i makrofagéw uwal-
niajacych substancje mitogenne [72,74,133,176,213].

Obiecujaca metoda ograniczenia aktywnosci proliferacyjnej w $cianie na-
czynia moze by¢ rowniez transfer genu kodujacego tkankowy inhibitor metalo-
proteinaz-1 (TIMP-1) w celu ograniczenia aktywnosci metaloproteinz tkanko-
wych ulegajacych aktywacji w poddanej urazowi mechanicznemu scianie naczy-
nia [248].

Tlenek azotu (NO) produkowany w $cianie naczynia przede wszystkim przez
srodbtonkowa syntazg NO (eNOS) i indukowalng syntaze NO (iNOS) odgrywa
kluczowa rolg w zachowaniu prawidtowej tunkcji srédbtonka i catego naczynia.
Swoja protekcyjna role NO odgrywa gtéwnie poprzez hamowanie adhezji ptytek
krwi i leukocytéw, hamowanie proliferacji komoérek miesni gtadkich, stymulacj¢
proliferacji komérek EC i zwigkszenie odpornosci tych komérek na nastgpstwa
urazéw [14]. W miejscach urazu naczynia warstwa srodbtonka ulega dezintegra-
¢ji i w konsekwencji produkcja NO ulega uposledzeniu, co zwigksza ryzyko
niekorzystnych nastgpstw w postaci ostrej zakrzepicy lub rozwoju neointimy
i zwgzenia $wiatta naczynia. Zwigkszenie produkcji NO w migjscu urazu przy
pomocy transferu genéw kodujacych syntaze NO istotnie redukuje tworzenie
neointimy w badaniach eksperymentalnych [49]. Posredniemu zwigkszeniu
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produkcji NO po transferze VEGF-A przypisuje si¢ rowniez protekcyjne dziata-
nie tego czynnika wzrostowego na Sciang naczyn [49,90,133].

Nadcisnienie tetnicze

ZYozona natura pierwotnego nadcisnienia t¢tniczego wraz z jego wielo-
czynnikowym uwarunkowaniem oraz stosunkowo efektywna farmakoterapia
tego schorzenia sprawiaja, iz metody terapii genowej prawdopodobnie nie ode-
graja na tym polu zasadniczej roli w najblizszych latach [192]. Jednak mozli-
wos¢ uzyskania dtugotrwatego efektu hipotensyjnego lub nawet trwatej normali-
zacji wartosci ci$nienia tetniczego po jednorazowym zabiegu terapii genowej
wydawac si¢ moze bardzo atrakcyjna perspektywa. Obecnie badania ekspery-
mentalne prowadzone sa w dwdéch kierunkach. Celem pierwszego jest osiagnig-
cie efektu hipotensyjnego poprzez zwigkszenie ekspresji czynnikéw o dziataniu
wazodylatacyjnym. Wykazano, iz transfer genéw kodujacych kalikreing tkanko-
wa, adrenomedulling, przedsionkowy peptyd natriuretyczny i eNOS, efektywnie
obniza wartos¢ ci$nienia t¢tniczego u zwierzat eksperymentalnych [38,192,257].
Drugi kierunek badan opiera si¢ na zatozeniu, iz redukcja wysokosci cisnienia
tgtniczego moze zostaC osiagnigta poprzez hamowanie ekspresji biatek o poten-
cjale wazokonstrykcyjnym. W warunkach eksperymentalnych z powodzeniem
wykorzystano miedzy innymi terapi¢ genowa hamujaca aktywnos¢ genéw kodu-
jacych receptor B-adrenergiczny, elementy ukfadu renina-angiotensyna: enzym
konwertujacy angiotensyng I (ACE), receptor dla angiotensyny II typu 1 (AT1R)
i element aktywujacy gen angiotensynogenu, oraz hormon tyreotropowy
[60,114,128,192,202,279]. Mimo obiecujacych wynikéw badan przeprowadzo-
nych na zwierzgtach do tej pory nie zainicjowano préb klinicznych leczenia nad-
ci$nienia tgtniczego przy pomocy metod terapii genowe;j.

Nadcisnienie ptucne

Pierwotne nadcisnienie ptucne jest choroba o nieznanej etiologii, zdecydo-
wanie ztym rokowaniu i niepoddajaca si¢ dotychczas stosowanej farmakoterapii.
W obrazie patomortfologicznym obserwuje si¢ gléwnie patologiczng przebudowg
drobnych i $redniego kalibru naczyn ptucnych, polegajaca gtéwnie na rozroscie
komoérek warstwy wewngtrznej, co w konsekwencji prowadzi do postgpujacego
wzrostu oporu i ci$nienia w krazeniu ptucnym [94]. Podj¢to préby zastosowania
transtferu gendéw kodujacych czynniki o potencjale hamujacym proliferacje ko-
morek i skurcz naczyniowy w tozysku ptucnym celem leczenia nadci$nienia
ptucnego w warunkach eksperymentalnych. Wykorzystano z ré6znym powodze-
niem geny kodujace nastgpujace biatka: MCP-1, peptyd zwiazany z genem pre-
pro-kalcytoniny, przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ANP), eNOS, syntazg
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prostacykliny i czynniki wzrostowe z rodziny srédbtonkowych czynnikéw wzro-
stu naczyn [94,182,233].

Tab. 3. Potencjalne cele terapii genowej chordb uktadu sercowo-naczyniowego i wy-
brane geny terapeutyczne.
Tab. 3. Potential targets and therapeutic genes for gene therapy applications in cardio-

vascular disaeases.

Cel terapeutyczny
Target

Gen
Gene

Miazdzyca i zaburzenia
metabolizmu lipidéw
Atherosclerosis and disor-
ders of lipid metabolizm

LDLR, VLDLR, apoE, apoA-l1, lipaza lipoproteinowa, lipaza
watrobowa, LCAT, apoB, rozpuszczalne receptory oczyszczajq-
ce klasy A i B, rozpuszczalne VCAM i ICAM, enzymy antyoksy-
dacyjne, 11-10, PAF-AH

Zakrzepica
Thrombosis

Hirudyna, tPA, thrombomodulina, COX, TFPI

Choroba wiencowa i miaz-
dzyca tetnic obwodowych
Coronary artery disease
and peripherial artery
disease

Terapetyczna angiogeneza: VEGF-A, -B, -C, -D, -E, FGF-1, -2,
-4, -5, Angiopoetyna-1,-2, HGF, MCP-1, PDGF, eNOS, iNOS

Restenoza po zabiegach na
tetnicach 1 degeneracja
przeset zylnych
Postintervention restenosis
and venous graft degenera-
tion

VEGF-A, -C, eNOS, iNOS, TIMP, COX, TK, gax, CyA, p53, Rb,
sdi-1,

pulapki oligonukleotydowe przeciwko: fas ligand, p16, p21, p27,
NFkB, E2F, cdk-2, cdc-2, c-myb, c-myc, ras, bcl, Gy, PCNA
rybozymy, blokowanie ekspresji PDGF lub TGF-§

Niestabilna blaszka miaz-
dzycowa
Unstable plaque

TIMP, COX, rozpuszczalne VCAM

Nadcisnienie tetnicze
Arterial hypertension

Dziatanie naczyniorozkurczowe:

kalikreina tkankowa, ANP, adrenomedullina, eNOS, iNOS
Hamowanie wazokonstrykcji:

pulapki oligonukleotydowe przeciw: f-adrenoreceptorom, ACE,
ATIR, TRH, receptorowi dla TRH, carboksypeptydazie y, c-fos,
CYP4Al

Nadcisnienie plucne
Pulmonary hypertension

ANP, eNOS, syntaza prostacykliny, VEGF-A, peptyd zwiqzany
z genem prepro-kalcytoniny

Rozwinigcie skrétow w tekscie.
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1.4. Srédblonkowe czynniki wzrostu naczyn (VEGF)

Rodzina §rédbtonkowych czynnikéw wzrostu naczyn sktada si¢ z szesciu re-
prezentantéw o zréznicowanej masie molekularnej i wtasciwosciach biologicz-
nych. VEGF-A, -B, -C, -D, -E i tozyskowy czynnik wzrostu (PIGF- placenta
growth factor) posiadaja w swej strukturze wsp6lna domeng homologiczng za-
wierajaca osiem charakterystycznie utozonych reszt cysteinowych [39]. Swoje
biologiczne dzialania wywieraja poprzez trzy rodzaje receptoréw zwiazanych
z kinaza tyrozynowa VEGFR-1, VEGFR-2 oraz VEGFR-3. Ich indywidualna
zdolnos$¢ do aktywacji poszczegdlnych receptoréw VEGFR oraz koreceptoréw
neuropiliny-1 i neuropiliny-2 (NRP-1, -2) w znacznym stopniu determinuje zrdz-
nicowanie ich biologicznych wtasciwosci, ryc. 3 [39].

PIGF VEGF E

VEGF B VEGF A VEGF-Canac o VEGF-C
VEGF DANAC VEGF D

NRP-1
NRP-2
VEGFR-1 VEGFR ﬁ VEGFR- ﬁ i
: Y

r\ r\

Y I/I l/ ‘i

l NO (eNOS) l
chemotaksja ¥ limfangiogeneza
monocytow- angiogeneza
makrofagéw naczynioprotekcja

receptor typu decoy dylatacja naczyn
przepuszczalnosé

naczyn
chemotaksja EPC

Ryc. 3. Receptory dla czynnikéw VEGF i gtéwne efekty ich aktywacji. NO- tlenek
azotu, eNOS- srédbtonkowa syntaza tlenku azotu, EPC- sr6dbtonkowe komorki
progenitorowe.

Fig. 3. VEGF receptors and their main actions. NO- nitric oxide, eNOS- endothelial
nitric oxide synthase, EPC- endothelial precursor cell.
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VEGF-A byt pierwszym zidentyfikowanym reprezentantem rodziny VEGE,
ktérego sekwencja genu zostata opublikowana niezaleznie przez trzy grupy ba-
dawcze w 1989 roku (Leung i wsp [138], Keck i wsp. [116], Plouet i wsp.[194]).
Jednak juz w 1983 Senger i Dvorak opisali biatko zwigkszajace przepuszczal-
no$¢ naczyn (VPE- vascular permability facror), produkowane gléwnie przez
guzy nowotworowe prowadzace do gromadzenia si¢ ptynu puchlinowego w ja-
mie otrzewnej [221]. W 1989 roku Keck i wsp. wykazali, iz VEGF-A i VPF sa
w rzeczywistosci tym samym czynnikiem o identycznej budowie czasteczki
[116]. VEGEF-A jest najlepiej poznanym VEGEF, ktéremu poswigcono ponad
11 000 indeksowanych publikacji do konca 2004 roku (PubMed, National Libra-
ry of Medicine). VEGF-A odgrywa kluczowa rolg w procesach angio- i vasculo-
genezy. Swoje efekty biologiczne wywiera poprzez aktywacje receptoréw
VEGFR-1 i VEGFR-2 [39,54]. W organizmie istnieje w postaci kilku form za-
wierajacych rézna liczbe aminokwaséw w tancuchu polipeptydowym (121, 145,
165, 183, 189 i 206 aminokwaséw). Powstaja one gtéwnie dzigki procesowi
alternatywnego skladania mRNA oraz proceséw potranslacyjnych. Poszczegdlne
formy VEGF-A r6znig si¢ nieco swoimi wlasciwosciami, co wynika ze zr6zni-
cowania ich wigzania do siarczanu heparanu w macierzy migdzykomoérkowe;j
oraz wiazania z NRP-1 [54].

VEGF-A jest silnym mitogenem EC oraz czynnikiem protekcyjnym dla tych
komorek in vitro i in vivo. Wykazano, iz indukuje on ekspresj¢ biatek o dziataniu
zapobiegajacym apoptozie w EC i zwigksza mozliwosci przetrwania tych komo-
rek [39,54,72]. Poza silnym dzialaniem angiogennym w migéniach szkieleto-
wych 1 mig$niu sercowym, potwierdzonym w badaniach eksperymentalnych
i klinicznych, VEGF-A zwigksza przepuszczalnos¢ naczyn [72, 206, 246, 249,
269, 272]. Powoduje to wydostawanie si¢ osocza wraz z fibryng i innymi biat-
kami poza tozysko naczyniowe do tkanek otaczajacych, co dodatkowo zwigksza
migracje EC w macierzy migdzykomdrkowej i sprzyja angiogenezie. Ekspresja
VEGEF-A jest indukowana gtdwnie przez niedotlenienie oraz przez hipoglikemig,
zapalenie, procesy naprawy tkankowej i nowotwory [20, 54, 224]. VEGF-A
w postaci rekombinowanego biatka, jak i transfer genu VEGF-A metoda srédna-
czyniowa i do przydanki tetnic, hamowat rozrost warstwy wewngtrznej w tetni-
cach poddanych urazowi w badaniach na modelach zwierzgcych [8,96,133,254].
Wykazano, iz efekt protekcyjny VEGF-A mediowany jest przede wszystkim
przez aktywacje receptora VEGEFR-2 oraz indukcjg syntezy NO i prostacykliny
[54,133].

W ostatnim czasie zaczeto poddawaé w watpliwos¢é naczynio-protekcyjne
dziatanie VEGF-A. W ukonczonych badaniach klinicznych nie potwierdzono
obserwowanych we wczesniejszych pracach eksperymentalnych ograniczenia
czestosci i stopnia nawrotu zwezenia po zabiegach na naczyniach wiencowych
i obwodowych po lokalnym transferze genu VEGF-A [88,131,246]. Wykazano
wzrost ekspresji VEGE-A oraz jego dwoéch podstawowych receptoréw VEGER-
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1/F1t-1 i VEGFR-2/KDR w zmianach miazdzycowych i w migjscu restenozy po
zabiegu angioplastyki balonowej [34,83,100,222,280]. Kolejne badania na mo-
delach zwierzgcych wskazaty na potencjalne wilasciwosci stymulacji rozrostu
warstwy wewngtrznej naczynia po lokalnym urazie balonowym oraz promiaz-
dzycowe dziatanie VEGF-A [33,83,140,280]. Te niekorzystne dziatania sa thi-
maczone nast¢pujacymi ujawnionymi ostatnio wilasciwosciami: 1) VEGEF-A
indukuje migracje VSMC [188,258], 2) wzmaga w scianie naczynia ekspresje
czasteczek adhezyjnych ICAM-1 i VCAM-1 [118], 3) indukuje migracj¢ i akty-
wacj¢ monocytéw [151], 4) zwigksza ekspresj¢ metaloproteinz macierzy mig-
dzykomérkowej MMP-1, MMP-3 i MMP-9 [256], 5) indukuje lokalng angioge-
nez¢ w blaszkach miazdzycowych, powodujac ich progresje [130,187], 6) sty-
muluje rekrutacj¢ komoérek progenitorowych szpiku bioracych udziat w rozroscie
neointimy po urazie naczynia [140,216].

VEGF-B ulega ckspresji gtéwnie w migsniu sercowym we wczesnym okre-
sie zycia osobniczego oraz w migsniach szkieletowych, trzustce, nadnerczach,
kosciach i komdérkach mieéni gladkich duzych naczyn [1,179-181]. VEGF-B
wystepuje w dwoch formach wynikajacych z alternatywnego sktadania mRNA,
ktére zawieraja w czasteczce 167 lub 186 aminokwaséw. Jest on ligandem
VEGFR-1 i NRP-1 [179-181]. Po utworzeniu heterodimeru z VEGF-A moze
réowniez oddziatywa¢ na receptor VEGEFR-2 [180]. Jednak w przeciwienstwie do
VEGF-A jego ekspresja nie jest zalezna od niedotlenienia i cytokin zapalnych,
a jego dziatanie mitogenne in virro na EC jest bardzo stabe [53,179,180]. W ba-
daniach wtasnych wykazano brak wlasciwosci angiogennych VEGF-B w mig-
sniu szkieletowym i tkance okotonaczyniowej krélika [22,206]. Znaczenie bio-
logiczne tego czynnika wzrostowego pozostaje niejasne. Badania na myszach
transgenicznych sugeruja jego udzial gléwnie w rozwoju embrionalnym serca.
Myszy VEGF-B™ charakteryzuja si¢ mniejszym sercem i wadami rozwojowymi
tgtnic wiencowych [17].

VEGF-C i -D tworzg podrodzing VEGF ze wzgledu na znaczne podobien-
stwo budowy oraz wspdlne mechanizmy dziatania. Ludzki gen VEGF-C zostat
sklonowany w 1996 a VEGF-D w 1997 [106,268]. W budowie aminokwasowe;j
oba czynniki wykazuja 48% homologii. Oba sa syntetyzowane w postaci wielko-
czasteczkowych prekursoréw, ktére sktadaja si¢ z centralnej domeny homolo-
gicznej VEGF oraz dwéch przedtuzen polipeptydowych na koncu C i N czaste-
czek. Dojrzate i w petni aktywne formy VEGF-C i -D, okreslane jako ANAC,
powstaja poprzez wewnatrz i zewnatrzkomdrkowg proteolizg koncéw -C i -N [2,
106, 229, 268]. Prekursorowe, duze czasteczki VEGF-C i -D oddziatywuja
gtéwnie poprzez receptor VEGFR-3 podczas, gdy formy aktywne ANAC wyka-
7uja silne powinowactwo do VEGEFR-2 [107, 229]. VEGF-D,yac charakteryzuje
si¢ okolo 290- i odpowiednio 40-krotnie wyzszym powinowactwem do
VEGFR-2 i -3 w poréwnaniu do swego wielkoczasteczkowego prekursora [229].
Prekursorowe, diugie czasteczki VEGEF-C i -D wykazuja gtéwnie dziatanie
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limfangiogenne podczas, gdy aktywne formy krétkie charakteryzuja si¢ dziata-
niem angiogennym i zwigkszaja przepuszczalnos¢ éciany naczyniowej [22,30,
104,107,206,250]. Oba czynniki maja duze znaczenie w angiogenezie i limfan-
giogenezie nowotwor0w oraz sprzyjaja przerzutowaniu droga limfatyczna. Wy-
kazano, znaczenie prognostyczne ich ekspresji w tkance guzéw nowotworowych
[87]. Wyniki badan embrionéw oraz zwierzat transgenicznych wskazuja na klu-
czowg role VEGF-C oraz receptora VEGFR-3 w rozwoju embrionalnym uktadu
limfatycznego. Homozygotyczne myszy VEGF-C” z catkowicie nieaktywnym
genem VEGF-C ging z powodu braku rozwoju uktadu limfatycznego, a hetero-
zygotyczne myszy VEGF-C”* wykazuja powazne wady w rozwoju tego uktadu
[112]. W badaniach wiasnych transtfer ludzkiego genu VEGF-C prowadzit gtéw-
nie do indukcji limfangiogenezy w tkankach zwierzat dojrzatych [22,206]. Wy-
kazano réwniez, iz transter VEGF-C do $ciany tetnicy, przy pomocy wektora
adenowirusowego prowadzit do protekcji naczyniowej, zmniejszajac rozwdj
neointimy po urazie mechanicznym tgtnicy [85].

Niewiele wiadomo na temat biologicznej roli i wlasciwosci VEGF-D.
Znaczne podobienstwo strukturalne z VEGE-C oraz powinowactwo do tych sa-
mych receptoréw VEGFR-2 i VEGFR-3 pozwalaja oczekiwac zblizonych wia-
sciwosci biologicznych tych dwéch czynnikéw [2]. Jednak VEGE-D nie odgry-
wa tak istotnej roli w embrionalnym rozwoju uktadu limfatycznego jak VEGF-C
[111]. Poza mitogennym dzialaniem na komérki EC stymuluje on podziat fibro-
blastéw [183]. W badaniach wtasnych wykazano silne wlasciwosci limfangio-
genne i angiogenne transferu ludzkiego genu VEGF-Danac w migéniu szkieleto-
wym i tkance okotonaczyniowej krélika oraz migsniu sercowym $wini
[22,206,214]. Jego ekspresj¢ wykazano podczas rozwoju embrionalnego w po-
wstajacych konczynach, sercu, nerkach, plucach, watrobie oraz zgbach [11].
W dojrzatych tkankach ludzkich ekspresje VEGEF-D wykazuje si¢ w takich na-
rzadach jak: serce, ptuca, migsnie szkieletowe, okre¢znica oraz jelito cienkie [2].
Konstytutywna ekspresj¢ VEGEF-D opisano w komdérkach migsni gtadkich
(VSMC) prawidlowych tgtnic cztowieka, a jej zmnigjszenie obserwowano
w zaawansowanych zmianach miazdzycowych z obecnoscia witdknienia [212].
Mozna oczekiwaé, iz VEGF-D, podobnie jak VEGF-A i VEGEF-C, moze posia-
da¢ wilasciwosci naczynioprotekcyjne, ktére moga znalez¢ potencjalne zastoso-
wanie w terapii genowej chordéb ukladu sercowo-naczyniowego. Do tej pory nie
badano potencjalnych wilasciwosci naczynioprotekcyjnych VEGF-D w bada-
niach eksperymentalnych w warunkach in vivo.

Mianem VEGF-E okreslono grupe czynnikéw kodowanych przez rézne
szczepy wirusa Orf. Charakteryzuja si¢ one wysoka homologia sekwencji
aminokwasowej z VEGF-A i wykazuja powinowactwo do VEGEFR-2 i NRP-1
[178, 265]. Lokalna angiogenezg i wzrost przepuszczalnosci $ciany naczyn ob-
serwowano po infekcji skéry wirusem Orf oraz podaniu rekombinowanego
VEGEF-E [142].
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Lozyskowy czynnik wzrostowy PIGF, ktérego cDNA zostato zidentyfiko-
wane w tkance tozyska w 1991 roku, wykazuje wysoka homologi¢ z sekwencja
aminokwasowa regionu podobnego do PDGF (plarelet derived growth factor)
w VEGF-A [144]. Rézne izoformy PIGF (PIGF-1, -2 i -3) wykazuja powinowac-
two do receptora VEGFR-1 oraz NRP-1 i -2 [145,156,189]. Podobnie jak
w przypadku VEGF-B, innego selektywnego agonisty VEGEFR-1, biologiczna
rola PIGF nie jest w pelni jasna. Myszy transgeniczne pozbawione aktywnosci
obu genéw PIGF nie wykazuja patologii naczyniowych oraz pozostaja ptodne
[31]. Wykazano, iz PIGF moze odgrywac pewna rolg w procesach angiogenezy,
chociaz wedlug wigkszosci badaczy nie wykazuje on bezposredniego mitogen-
nego dziatania na EC oraz nie zwigksza bezposrednio przepuszczalnosci sciany
naczyniowej. Mimo to, transter genu PIGF-2 do skéry myszy indukuje formo-
wanie stabilnych tworéw naczyniowych wykazujacych wzrost ekspresji
VEGFR-1 i -2 [139,177]. Postuluje si¢ posrednie oddziatywanie PIGF na recep-
tor VEGFR-2 lub indukcj¢ ekspresji VEGE-A [10].

1.5. Wektory stosowane w transferze genéw w ukladzie
Sercowo-naczyniowym

Jednym z najwazniejszych elementéw decydujacych o powodzeniu terapii
genowej jest efektywny system transferu gendéw terapeutycznych do komérek
docelowych. Taki system okreslany jest mianem wektora [72,74,238]. Do tej
pory rozwinigto wiele wektoréw, ktérych zasadniczym zadaniem jest wprowa-
dzenie egzogennego materialu genetycznego (kwaséw nukleinowych) do zy-
wych komoérek, prowadzac do jego efektywnej ekspresji [115, 146]. Wprowa-
dzenie egzogennego materialu genetycznego do wngtrza bakterii jest okreslane
mianem transfekcji, zas do komorki niebakteryjnej (eukariotycznej) okreslane
jest jako transdukcja [238]. Idealny system transferu genéw powinny charaktery-
zowaé przede wszystkim: wysoka efektywnos¢ transteru, specyticznos¢ komor-
kowa i/lub tkankowa, wysoki poziom ekspresji z mozliwoscia regulacji oraz brak
toksycznosci i patogennosci.

Wektory niewirusowe

Najczgsciej stosowanymi wektorami niewirusowymi sa czasteczki DNA
w formie plazmidu lub komplekséw plazmidéw z czasteczkami no$nikowymi,
ktérych zadaniem jest zwigkszenie efektywnosci transferu do komérek docelo-
wych [72,74,238]. Plazmid jest kolista czasteczka DNA, ktéra poza sekwencja
genu terapeutycznego, nazywang transgenem, zwykle zawiera odpowiedni pro-
motor, sekwencje regulatorowe i wybrany gen antybiotykoopornosci [238].
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Promotor odpowiedzialny jest za aktywacje transkrypcji transgenu na informa-
cyjny RNA (mRNA), ktéry nastgpnie ulega translacji, czyli przepisaniu na se-
kwencje peptydu w cytoplazmie komdrki poddanej transferowi. Dodatkowe se-
kwencje regulatorowe najczesciej stuza zwigkszeniu ekspresji terapeutycznego
genu w okreslonym typie komérek, tkance lub w specyficznych warunkach. Ge-
ny antybiotykoopornosci zawarte w plazmidzie stuza jego selekcji i namnazaniu
w hodowlach bakteryjnych [238]. Plazmidy naleza do wektoréw, ktére nie ule-
gajq integracji z materiatem genetycznym komorki docelowej, nie sa wbudowy-
wane w strukture chromosomu i pozostaja w formie episomalnej, ryc.4. Tego
typu wektory sa okreslane jako nieintegrujace. Konsekwencja braku integracji
jest krotkotrwata i przemijajaca ekspresja po transferze mediowanym przez pla-
zmidy.

sekwencje
promotor regulatorowe

o Wy

" o
gen terapeutyczny O O O

CYTOPLAZMA
- ) \ ENDOSOM
JADRO KOMORKOWE
DNA genomowe O O .
A% / rybosom
mN
/ g translacja

ltranskrypcja / biatko

mRN y tRNA terapeutyczne

Ryc. 4. Transfer genéw przy pomocy wektora plazmidowego. Opis w tekscie.
Fig. 4. Plasmid mediated gene transfer.
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Plazmidy posiadaja wiele korzystnych cech jako wektory dla terapii genowe;j
[62,174,238]. Sa stosunkowo proste do skonstruowania i fatwe w produkcji
w duzych ilosciach. Brak infekcyjnosci i niska toksycznos¢ warunkuja ich bar-
dzo korzystny profil bezpieczenstwa. Wykazano, iz przy pomocy plazmidéw
mozna dokona¢ transteru genéw migdzy innymi do kardiomiocytéw, komdrek
sciany naczyn oraz komdrek migsni szkieletowych [72]. Powaznym ogranicze-
niem wektor6w plazmidowych jest ich bardzo niska efektywnos¢ transferu
w warunkach in vivo, zwykle ponizej 1%. Zastosowanie czasteczek nosnikowych
(polimeréw o dodatnim tadunku, lipidéw lub peptydéw chroniacych DNA przed
degradacja i utatwiajacych integracje z komoérka docelowa) zwigkszylo nieco
efektywnos¢ transferu gendéw przy pomocy plazmidowego DNA [62,174]. Jed-
nak nadal stosunkowo niski poziom ekspresji uzyskiwany przy pomocy plazmi-
déw w warunkach in vivo budzi powazne watpliwosci co do uzytecznosci tych
wektoréw dla celéw terapeutycznych [214].

W ostatnim czasie opublikowano obiecujace wyniki badan eksperymental-
nych, demonstrujacych znaczny wzrost skutecznosci transferu genéw do sciany
naczyn i miokardium przy pomocy plazmidowego DNA inkorporowanego do
mikroster kontrastu ultrasonograficznego i poddanego dziataniu ultradzwickéw
[16,43,121,242]. Wykazano wysoka ekspresje genu reporterowego ograniczona
do pola dzialania ultradzwigkéw. Uwaza si¢, iz energia uwalniana podczas dzia-
fania ultradzwigkéw na mikrosfery kontrastu lokalnie oddziatywuje na biony
komoérkowe, utatwiajac wniknigcie plazmidu do wngtrza komoérki docelowe;.

Wektory wirusowe

Wirusy przez miliony lat ewolucji wyksztalcity mechanizmy umozliwiajace
tym stosunkowo prostym organizmom, nie posiadajacym wlasnego metaboli-
zmu, wnikanie do komoérek zywych organizméw i ekspresje wiasnych gendw
przy wykorzystaniu struktur i mechanizméw enzymatycznych gospodarza. Pro-
ces przeksztalcenia czgsto patogennego wirusa w wektor polega na usunigciu
metodami biologii molekularnej czgsci genomu wirusowego kodujacego biatka
strukturalne i odpowiedzialne za proces replikacji wirusa w komérce gospodarza
[72,115,146,238]. Usunigte fragmenty genomu wirusa pozostawiaja przestrzen
dla egzogennego materiatu genetycznego o dziataniu terapeutycznym, ryc. 5.
Wektor wirusowy efektywnie przenosi gen terapeutyczny, i wykorzystujac en-
dogenne mechanizmy komérkowe, doprowadza do ekspresji biatka terapeutycz-
nego zamiast swoich wtasnych bialek wirusowych. Poniewaz wektor pozbawio-
ny jest mozliwosci replikacji wywiera znacznie mniejszy efekt patogenny niz
wyjsciowy wirus lub jest go catkowicie pozbawiony. Wirusy pochodzace z wielu
rodzin zostaty wykorzystane dla tworzenia wektorow o réznych wilasciwosciach
biologicznych i w konsekwencji o odmiennych mozliwosciach zastosowania
w terapii genowej, tabela 4 [72,115,146,238].
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Ryc.5. Tworzenie wektoréw wirusowych. A. Wektory retrowirusowe. B. Wektory
adenowirusowe. C. Wektory AAV (AAV- Adeno-associated virus). Doktadny
opis w tekscie.

Fig. 5. Construction of viral vectors. A. Retroviral vectors B. Adenoviral vectors.
C. Adeno-associated virus vectors (AAV- Adeno-associated virus).

Retrowirusy

Retrowirusy sa grupa wiruséw szeroko wykorzystywanych jako wektory dla
transferu genéw, zaréwno w badaniach eksperymentalnych jak i klinicznych
[72,115,146,238]. Ich popularnos¢ wynika z istotnych zalet, takich jak: genom
tatwo poddajacy si¢ manipulacjom umozliwiajacym akomodacj¢ duzych frag-
mentéw egzogennego materiatu genetycznego, mozliwos¢ transdukcji réznorod-
nych typéw komoérek oraz dlugotrwata ekspresja, wynikajaca z trwatej integracji
transgenu z chromosomalnym DNA gospodarza [226].
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Genom retrowiruséw w postaci jednoniciowego RNA znajduje si¢ w kapsy-
dzie zawartym w otoczce. Wigkszos¢ wektoréw pochodzenia retrowirusowego
skonstruowana jest na bazie wirusa MLV (murine leukemia retrovirus) [155,
126, 238]. Genom MLV sktada si¢ z trzech podstawowych genéw: gag- koduja-
¢y biatka kapsydu, pol- kodujacy odwrotna transkryptaze, integraz¢ i proteaze,
oraz env- zawierajacy informacje o glikoproteinach otoczki wirusowej. Waznym
elementem genomu jest sekwencja y (packaging sequence) zawierajaca infor-
macje o pakowaniu wirusowego genomu w formujace si¢ czastki wirusa. Genom
retrowiruséw ograniczony jest na obu swych krancach sekwencjami dtugich
powtdrzen koncowych (LTR- long terminal repeats). Sekwencja L'TR na koncu
5’ genomu zawiera promotor odpowiedzialny za transkrypcj¢ wszystkich genéw
wirusa, ryc. 4A. W trakcie tworzenia wektora z genomu retrowirusa zostaja usu-
nicte wszystkie jego geny. W ich miejsce wprowadzony zostaje transgen, zwykle
7 dodatkowym witasnym promotorem, ktéry bedzie aktywowat ekspresje w ko-
morkach docelowych. Pozbawiony wirusowych gendéw oraz sekwencji y wektor
traci wlasciwosci replikacji genéw wirusowych i odtwarzania czasteczek wirusa
w komoérce docelowej. Po udanym transferze, czyli wprowadzeniu materiatu
genetycznego w formie jednoniciowego RNA do wngtrza komdérki docelowej,
podlega on odwrotnej transkrypcji na dwuniciowy DNA, ktéry nastepnie zostaje
trwale wilaczony do chromosomalnego DNA gospodarza, gdzie ulega transkryp-
¢ji pod kontrola zastosowanego promotora egzogennego lub retrowirusowego.

Pomimo swoich istotnych zalet wektory retrowirusowe posiadaja réwniez
powazne ograniczenie, albowiem sa one zdolne do transdukcji wylacznie komo-
rek aktualnie dzielacych sig [72,226]. Niestety, w $cianie naczyn krwionosnych
oraz w miokardium zwykle tylko niewielki odsetek komérek znajduje si¢ w fazie
podziatu, co znacznie ogranicza przydatnosc tej grupy wektoréw dla terapii ge-
nowej w uktadzie sercowo-naczyniowym in vivo. Wektory retrowirusowe efek-
tywnie transdukuja komoérki aktywnie dzielace si¢ zwlaszcza w warunkach ex
vivo. Dlatego sa przede wszystkim wykorzystywane do transdukcji ex vivo ko-
moérek szpiku kostnego, komdrek macierzystych i mioblastéw, ktére nastgpnie
moga by¢ reimplantowane do organizmu gospodarza [84]. Powazne ryzyko
transformacji nowotworowej moze wynika¢ z przypadkowej integracji transgenu
do genomu gospodarza w regionie protoonkogenéw i ich aktywacji. Wykazano,
iz mutageneza insercyjna jest najprawdopodobniej przyczyna wystapienia zespo-
16w biataczkowych u dzieci trwale wyleczonych z cigzkiego zlozonego zespotu
niedoboru odpornosci (SCID- combined severe immunodeficiency) przy pomocy
terapii genowej z uzyciem wektorow retrowirusowych [77,84].

Lentiwirusy

Lentiwirusy sa podgrupa retrowiruséw zdolng do infekowania komérek nie-
dzielacych sie [72,115,146,238]. Ta wilasciwos¢ lentiwiruséw wynika z faktu
tworzenia w trakcie transdukcji tzw. kompleksu preintegracyjnego, sktadajacego
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si¢ z genomu wirusa, biatek strukturalnych i enzyméw odpowiedzialnych za
odwrotng transkrypcje i integracjg. Kompleks preintegracyjny umozliwia lenti-
wirusom wykorzystanie mechanizméw transportu jadrowego dla transferu swo-
jego genomu do wnetrza jadra komérki docelowej. Pierwsze wektory pochodze-
nia lentiwirusowego powstaty w oparciu o ludzki wirus nabytego niedoboru od-
pornosci typu-1 (HIV-1 human immunodeficiency virus type-1) [58]. Usunigcie
kluczowych genéw wirusowych doprowadzito do powstania niezdolnego do
replikacji wektora, a modyfikacja otoczki wirusa umozliwita transdukcje nie
tylko CD4+ pozytywnych limfocytéw, ale 1 wielu innych niedzielacych si¢ ty-
poéw komdrek [44,58]. Do tworzenia wektoréw wykorzystano réwniez inne len-
tiwirusy: ludzki wirus nabytego niedoboru odpornosci typu-2 (HIV-2) oraz zwie-
rzece wirusy nabytego niedoboru odpornosci (FIV- feline immunodeficiency
virus i SIV- simian immunodeficiency virus) [72,215].

7. wektorami lentiwirusowymi wiaze si¢ bardzo duze nadzieje wynikajace
z ich istotnych zalet, takich jak: wspomniana powyzej zdolnos¢ do transdukcji
zréznicowanych komoérek niedzielacych sig, charakterystyczna dla retrowiruséw
dtugotrwata ekspresja zwiazana z trwata integracja transgenu z genomem ko-
mérki docelowej oraz niska immunogenno$¢ wynikajaca z braku ekspresji biatek
wirusowych. Wektory lentiwirusowe zastosowane juz zostaty dla transferu ge-
néw do $ciany t¢tnic i mig$nia sercowego zwierzat eksperymentalnych [24,110].
Przy uzyciu potencjalnie $miertelnych dla cztowieka wiruséw dla tworzenia
wektoréw niezwykle wazne sa wzgledy bezpieczenstwa terapii. Dlatego duzy
wysitek badaczy skoncentrowany jest na ograniczeniu do minimum ryzyka gene-
racji zdolnego do replikacji, kompetentnego wirusa HIV podczas stosowania
wektoréw lentiwirusowych dla transteru genéw [44,58].

Adenowirusy

Wektory adenowirusowe naleza do najbardziej efektywnych narzedzi trans-
feru genéw zaréwno w badaniach eksperymentalnych, jak i klinicznych [72,
238]. Adenowirusy sa bezotoczkowymi wirusami DNA. Mimo, Ze pierwotnym
celem dla tej grupy wiruséw jest nabtonek drég oddechowych, sa one réwniez
zdolne do infekowania wielu innych typéw komérek [72, 238]. Transdukcja
uwarunkowana jest obecnoscia specyficznych dla adenowiruséw receptoréw na
btonie komdérek docelowych takich jak: CAR (coxackie-adenovirus receptor)
i integryny av. Adenowirusy transdukuja z wysoka efektywnoscia zaréwno ko-
morki dzielace sie, jaki i komoérki juz dojrzale niezdolne do proliferacji
[72, 238]. Powaznym ograniczeniem zastosowania tych wektoréw jest krétko-
trwato$¢ mediowanej przez nie ekspresji, ktéra wynika z braku integracji trans-
genu do genomu gospodarza oraz z duzego odczynu immunologicznego skiero-
wanego przeciw transdukowanym komérkom. Odczyn immunologiczny, ktéry
moze prowadzi¢ nawet do powaznych reakcji toksycznych, wynika przede
wszystkim z ekspresji czgsci biatek adenowirusowych przez te wektory [228,
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252]. Pierwszy zgon chorego zwiazany z zastosowaniem terapii genowej wywo-
fany zostat reakcja toksyczna po podaniu duzej dawki wektora adenowirusowego
do tetnicy watrobowej pacjenta cierpiacego na tagodna posta¢ genetycznie uwa-
runkowanego czgsciowego niedoboru transkarbamylazy ornitynowej (OTC defi-
ciency) [150].

Materiat genetyczny adenowiruséw tworza: odwrdcone terminalne sekwen-
cje powtérzeniowe (ITR- inverted terminal repeats), sekwencje promotorowe
oraz geny wirusowe, ryc. SB. W zaleznosci od czasu ich ekspresji przed lub po
inicjacji syntezy wirusowego DNA wyrdznia si¢ grupy gendw wczesnych (early)
E1-E4 i péznych (late) 1.1-1.5 [72,228,238,252]. Pierwsza generacja wektorow
adenowirusowych powstala dzigki delecji genéw El i czgsciowej delecji grupy
E3 w celu stworzenia przestrzeni dla transgenu i pozbawienia wirusa zdolnosci
replikacji. W drugiej i trzeciej generacji wektorow wprowadzono dodatkowe
delecje dotyczace gendéw grupy E2 i /lub E4, ktére umozliwiaja transfer wick-
szych fragmentéw egzogennego DNA oraz zmniejszaja immunogennos¢ i tok-
sycznos¢, zwiazana z dalszym ograniczeniem ekspresji biatek adenowirusowych,
ryc. 5B [72,228,238,252].

Wykazano, iz wektory adenowirusowe sa bardzo efektywnymi narzgdziami
transferu genéw miedzy innymi do $ciany naczyn krwionosnych, miokardium
oraz miesni szkieletowych [22,85,133,205,206,214,248]. Ich potencjalna przy-
datnos¢ i bezpieczenstwo dla terapii genowej choréb uktadu sercowo-naczy-
niowego zostata potwierdzona w wielu badaniach eksperymentalnych oraz kil-
kunastu badaniach klinicznych [66,88,131,211,231,246]. Dzigki wysokiej efek-
tywnosci transtferu gendw kodujacych czynniki wzrostowe naczyn do obszaréw
niedokrwionego migsnia sercowego lub migs$ni szkieletowych przy pomocy tych
wektoréw udato si¢ uzyskac efektywna angiogenezg wspomagajaca powstawanie
sieci naczyn krazenia obocznego. Terapeutyczna angiogeneza w obszarach nie-
dokrwienia uzyskana metodami transferu genéw potwierdzona zostata metodami
morfologicznymi i czynnosciowymi w badaniach eksperymentalnych oraz po-
prawa kliniczna i wynikami badan czynnosciowych w prébach klinicznych
[72,272]. Wektory adenowirusowe efektywnie transdukuja komoérki sciany tet-
nicy zaréwno, gdy sa aplikowane od jej swiatla, jak tez od strony przydanki
[22,133,150]. Podczas transferu od strony s$wiatla nieuszkodzonego naczynia
transdukcji ulegaja tylko komdérki srédbtonka [217]. Adenowirusy ze wzgledu na
swoj stosunkowo duzy rozmiar (okoto 100 nm) nie sa w stanie przeniknaé przez
bariery anatomiczne w scianie tetnicy, ktére stanowia warstwa nieuszkodzonego
srédbtonka oraz wewngtrzna btona elastyczna [209,218]. Dopiero, jak wykazano
mi¢dzy innymi w badaniach eksperymentalnych bedacych przedmiotem niniej-
szej rozprawy, mechaniczne uszkodzenie $éciany naczynia umozliwia wniknigcie
wektora i efektywng transdukcje komoérek migsni gladkich w warstwie srodko-
wej tetnicy.
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Wirusy zwiqzane z adenowirusami

Wirusy zwigzane z adenowirusami (AAV- adeno-associated viruses) sa nie-
patogennymi ludzkimi wirusami z grupy parvowiruséw, ktére do przejscia swo-
jego petnego replikacyjnego cyklu zyciowego wymagaja obecnosci wirusa po-
mocniczego, najczesciej adenowirusa [55,72,160,238]. Zostaly one odkryte jako
nigistotne zanieczyszczenia w laboratoryjnych hodowlach adenowiruséw, stad
pochodzi ich nazwa. Genom AAV zawarty jest w pojedynczej nici DNA i obej-
muje tylko dwa geny znajdujace si¢ miedzy odwréconymi powtdrzeniami kon-
cowymi (I'TR- inverted terminal repeats) [55,72,160,238]. Kazdy z genéw kodu-
je kilka polipeptydéw: gen rep koduje biatka strukturalne, bialka kontrolujace
replikacje wirusa i miejscowo specyticzna integracje genomu wirusa do 19
chromosomu cztowieka, gen cap koduje biatka strukturalne kapsydu. W trakcie
konstruowania wektora oba geny zostaja usunig¢te i zastapione przez transgen
wraz z promotorem. Niestety przestrzen dla transgenu ograniczona jest tylko do
pigciu kilozasad [55,160], ryc. 5C.

W ostatnich latach wektory AAV wzbudzity wiele zainteresowania gléwnie
ze wzglgdu na mozliwos¢ transteru genéw do komoérek nie dzielacych sig, szero-
ki tropizm komérkowy i tkankowy, dlugotrwatly ekspresj¢ in vivo oraz bardzo
niska immunogennos¢ i toksycznos¢ [55,72,160,238] (ryc. 6). Poniewaz AAV
nie s zwigzane z zadna znana choroba u ludzi wydaja si¢ one szczegdlnie atrak-
cyjnym narzgdziem dla klinicznego zastosowania. Zostaly one juz wykorzystane
w prébach klinicznych takich choréb przewlektych jak: mukowiscydoza, hemo-
filia i dystrofia mig$niowa, gdzie dtugotrwata, a nawet trwajaca cate zycie osob-
nicze, ekspresja genu terapeutycznego jest szczegélnie wskazana [41,55,56]. Do
najlepiej poznanych naleza wektory skonstruowane na podstawie serotypu dru-
giego AAV. Znanych jest jednak jeszcze siedem innych serotypéw, ktérych
zréznicowany tropizm komérkowy jest obiektem licznych badan eksperymental-
nych [64]. Do tej pory nie wykorzystano jeszcze wektorow AAV w klinicznych
prébach terapii genowej choréb uktadu sercowo-naczyniowego. Wyniki pierw-
szych badan eksperymentalnych transferu gendéw w uktadzie sercowo-naczy-
niowym i do migéni szkieletowych sa bardzo zachgcajace. Wskazuja one na wy-
soce efektywna i dlugotrwala ekspresje przy znikomej immunogennosci i tok-
sycznosci [7,36,37,223]. W odréznieniu od adenowiruséw doswiadczenie z wy-
korzystaniem wektoréw AAV dla transteru gendéw do sciany tetnic jest jednak
nadal bardzo ograniczone. Kontrowersje dotycza gtéwnie mozliwosci transferu
genéw do komoérek EC a takze indukcji odczynu immunologicznego [5,204,
245]. Ostatnio opisano przewlekle utrzymywanie si¢ nacieku limfocytéw T po
lokalnym transferze genéw do sciany tetnicy przy uzyciu wektora AAV [204].
Dlatego istotna czes¢ przedstawionej rozprawy dotyczy mozliwosci wewnatrz-
naczyniowego transteru gendéw przy pomocy wektoréw AAV do prawidlowej
tgtnicy szyjnej krélika ze szczegdlnym uwzglednieniem typu transdukowanych
komorek, czasu ekspresji oraz analizy lokalnego odczynu zapalnego.
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Ryc. 6. Transfer genéw przy pomocy wiruséw zwiazanych z adenowirusami (AAV).
Fig. 6. Gene transfer mediated by adeno-associated virus vectors (AAV).
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Obawy zwiazane z wykorzystaniem wektoréw AAV wynikaja gléwnie
z utraty wraz z delecja genu rep specyficznosci miejsca integracji na chromoso-
mie 19 cztowieka i ryzykiem transformacji nowotworowej wynikajacym z muta-
genezy insercyjnej oraz z konsekwencji niekontrolowanej i dtugotrwatej ekspre-
sji transgenu [55,72,160,238,244].

Bakulowirusy

Bakulowirusy sa grupa patogenéw owadéw. Autographa californica nuclear
polyhedrosis virus jest wykorzystywany od wczesnych lat 80-tych do produkcji
rekombinowanych protein w komérkach owadéw. Bakulowirusy znalazty réw-
niez szerokie zastosowanie jako biologiczne pestycydy, niszczace okreslone
gatunki szkodliwych owadéw. Wirusy te sa niezdolne do replikacji w komérkach
kregowcow i catkowicie niepatogenne dla ssakéw, co zostato bardzo doktadnie
wykazane dzigki wieloletniemu wykorzystywaniu bakulowiruséw jako pestycy-
déw. Ten korzystny profil bezpieczenstwa wraz z wtasciwosciami transferu ge-
néw do wielu rodzajéw, zaréwno dzielacych sig¢ jak i nieproliferujacych komo-
rek, czyni z wektoréw bakulowirusowych atrakcyjne narzedzie terapii genowej
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[72,95,193]. Ponadto, technologia ich produkcji i manipulacji genomu jest do-
brze znana, umozliwiajac akomodacj¢ duzych odcinkéw egzogennego DNA,
nawet do 50 kilozasad, i produkcj¢ wektora w duzych ilosciach. Wykazano, ze
bakulowirusy sa zdolne do transdukcji $ciany tgtnic przy uzyciu silikonowego
kotnierza okotonaczyniowego z efektywnoscia poréwnywalng z wektorem ade-
nowirusowym [3]. Jednak podobnie jak w przypadku adenowiruséw ekspresja
transgenu in vivo jest krétkotrwata, ze wzgledu brak integracji transgenu z ge-
nomem gospodarza.

Inne wektory wirusowe

Ostatnio wykazano, iz wektory skonstruowane w oparciu o inne grupy wiru-
sow moga takze stuzy¢ transterowi genéw do ukladu sercowo-naczyniowego.
Wirus opryszczki prostej (HSV-1) efektywnie transdukowat komorki migsni
gladkich warstwy srodkowej naczyn oraz komoérki migsnia sercowego in vivo
[40], a wykorzystanie wektora opartego na wirusie Semliki Forest Virus prowa-
dzito do efektywnego transferu genéw do komorek miesni gladkich warstwy
srodkowej aorty szczura po urazie balonowym [207].
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Tab. 4. Zalety i ograniczenia wektordw stosowanych w terapii genowe;j.
Tab. 4. Advantages and limitations of the vector systems for gene delivery.

Wektor Zalety Wady i ograniczenia
Vector Advantages Limitations
Wektory niewirusowe: Mozliwos¢ transferu duzych Niska efektywno$¢ transfe-
Plazmidowe DNA fragmentéw DNA. ru.
Kompleksy DNA Niska immunogennos¢. Krétkotrwata ekspresja.

z lipidami, polimerami,
biatkami itp.
Non-viral vectors

Latwos¢ produkeji.
Wysoki poziom bezpieczen-
stwa.

Adenowirusy
Adenoviruses

Mozliwos¢ transdukeji komé-
rek nieproliferujacych.
Wysoka efektywnos¢ transfe-
ru.

Mozliwo$¢ transferu duzych
fragmentéw DNA.

Latwos¢ produkeji w wysokich
mianach.

Krétkotrwata ekspresja.
Duzy odczyn immunolo-
giczny.

Retrowirusy
Retroviruses

Dtugotrwata ekspresja.
Niska immunogennos¢.

Mozliwo$¢ transdukeji
tylko komérek dzielacych
sig.

Niska efektywnos¢ transfe-
.

Mozliwo$¢ transformacii
nowotworowe;j.

Trudna produkcja w wyso-
kich mianach.

Lentiwirusy
Lentiviruses

Mozliwos¢ transdukeji komé-
rek niedzielacych sig.
Dtugotrwata ekspresja.

Niska immunogennos¢.

Obawy zwigzane 7 bezpie-
czenstwem.

Wirusy zwiazane
z adenowirusami (AAV)

Mozliwos¢ transdukeji komé-
rek nie dzielacych sig.

Ograniczona przestrzen
akomodacji transgenu

Adeno-associated Dlugotrwata ekspresja. (4.7 kb).
viruses (AAV) Brak patogennosci. Potencjalna mozliwos¢.
Niska immunogennos¢. transformacji nowotworo-
wej.
Trudna produkcja w wyso-
kich mianach.
Bakulowirusy Mozliwos¢ transdukeji komé- Krétkotrwata ekspresja.
Baculoviruses rek nie dzielacych sig. Potencjalny odczyn
Mozliwo$¢ transferu duzych immunologiczny Zwigzany
fragmentow DNA. z otoczka pochodzaca z

Brak patogennosci.
Latwos¢ produkeji w wysokich
mianach.

btony komérkowej owada.
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1.6. Znaczenie aktywnosci ukladu ubikwityna-proteosom dla
transferu genéw przy pomocy wektorow AAV

Efektywnos¢ transferu gendéw czgsto rozstrzyga o osiagnigciu pozadanego
efektu biologicznego w badaniach eksperymentalnych lub efektu leczniczego
w terapii genowej [72,74]. Wektory AAV, ze wzgledu na dlugotrwala ekspresje
oraz brak indukcji istotnego odczynu zapalnego, sa jednymi z najbardziej obie-
cujacych systeméw transteru genéw. Dlatego dazenie do maksymalizacji efek-
tywnosci tych wektoréw ma bardzo duze znaczenie dla potencjalnego zastoso-
wania AAV w terapii.

Uktad ubikwityna-proteosom odgrywa wazng rolg w wewnatrzkomoérko-
wych przemianach biatkowych, degradujac zbgdne lub nieprawidtowe biatka.
Enzymy proteosomalne tworza struktury cylindryczne z proteaz rozktadajacych
biatka oznakowane wczesniej poprzez zwiazanie z ubikwityna [89,232]. Mecha-
nizm ten bierze réwniez udziat w wewnatrzkomérkowych przemianach niektd-
rych wiruséw min. wirusa HIV (human immunodeficiency virus) [27,165]. Wy-
kazano, iz zastosowanie inhibitoréw enzyméw proteosomalnych w istotnym
stopniu zwigksza efektywnos¢ transteru genéw przez wektory AAV-2 i AAV-5
do niektérych typéw komdrek. Opisano, zwiazane z zahamowaniem aktywnosci
proteosomalnej, zwickszenie efektywnosci transdukcji komérek nabtonka odde-
chowego, fibroblastéw i hepatocytéw in vitro oraz komérek nabtonka oddecho-
wego in vivo [45-47,78,79,270]. Wyniki dotychczas opublikowanych badan
wskazuja, iz efektywno$¢ stosowania inhibitoréw enzymoéw proteosomalnych
dla modulacji transteru AAV w znacznym stopniu zalezy od typu transdukowa-
nych komérek. W przypadku transdukcji komérek mies$ni szkieletowych i komo-
rek migsnia sercowego, w obecnosci inhibitora proteosomalnego, nie obserwo-
wano wzrostu efektywnosci transferu AAV [47]. W badanich Nicklina i wsp.
oraz w badaniach wlasnych obserwowano, w zaleznosci od rodzaju komdrek
srédbtonka nawet 12-krotny wzrost ekspresji transgenu po transferze AAV-
CMV-eGFP w obecnosci inhibitora proteosomalnego MG-132 (Z-LLL- carbo-
benzoxy-L-leucyl-L-leucyl-1L-leucinal) w warunkach in vitro [171,185]. Dlatego
jednym z podjetych probleméw w niniejszej pracy byto sprawdzenie mozliwosci
zastosowania inhibitora aktywnosci proteosomalnej dla zwigkszenia efektywno-
sci transteru genéw do $ciany tetnic przez AAV in vivo. Dotychczasowe badania
dotyczace komérek EC i VSMC byly wykonywane wytacznie w warunkach in
vitro.
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1.7. Komoérkowo-swoisty transfer genéw o regulowanej
ekspresji

Nie ulega watpliwosci, iz leczenie metodami terapii genowej ré6znych stanéw
patologicznych uktadu sercowo-naczyniowego, moze wymaga¢ zréznicowania:
komoérek docelowych, terapeutycznych gendéw oraz pozadanego czasu ekspresji.
Zdolnos¢ specyticznego kierowania transferu genéw do wybranej klasy komérek
docelowych oraz efektywna kontrola poziomu ekspresji terapeutycznego genu
jest bardzo waznym warunkiem determinujacym efektywnos¢ i bezpieczenstwo
zastosowanego leczenia [72,74]. Jest to szczegdlnie wazne w przypadku dtugo-
trwatej ekspresji, ktéra juz obecnie mozemy osiagnaé¢ przy uzyciu wektoréw
AAV, wektorow retrowirusowych i lentiwirusowych [44,84,146,244].

Swoistos¢ komoérkowa transteru genéw mozna uzyska¢ poprzez konstru-
owanie wektoréw o okreslonym tropizmie komérkowym uwarunkowanym spe-
cyficznymi receptorami odpowiedzialnymi za interakcj¢ czasteczek wirusa
z btonami komoérek docelowych [13,72,238]. Modytikacja otoczek wektoréw
retrowirusowych i lentiwirusowych przy pomocy biatka G otoczki wirusa VSV
(Vesicular stomatitis virus) nie tylko zwigksza odpornos¢ wektora na czynniki
fizyczne takie jak ultrawirowanie, ale i umozliwia transdukcj¢ innych typéw
komoérek [271]. Wektory adenowirusowe charakteryzuja si¢ wysoka efektywno-
scig transteru genéw do szerokiego spektrum typéw komorek, co czgsto prowa-
dzi do niepozadanej ekspresji transgenu w organach i tkankach poza docelowych
[91]. By unikna¢ tego istotnego ze wzglgdéw bezpieczenstwa terapii problemu,
w ostatnim czasie skonstruowano wektory adenowirusowe o zmodytikowanych
kapsydach, dodajac elementy prowadzace do specyficznego tropizmu. Dzigki
takiemu rozwiazaniu udato si¢ uzyska¢ min. adenowirusy kodujace tkankowy
inhibitor metaloproteinaz macierzy migdzykomérkowej typu-1 (TIMP-1) o tro-
pizmie warunkowanym obecnoscia metaloproteinaz macierzy mi¢dzykomorko-
wej (MMP-2 i -9) w $cianie t¢tnicy oraz wektory adenowirusowe i AAV o tropi-
zmie ograniczonym do komérek srédblonka naczyn [173,248,262].

Inng metoda uzyskania swoistosci komérkowej lub tkankowej transferu ge-
ndw, celem ograniczenia ryzyka zwiazanego z ekspresja transgenu poza organem
docelowym, jest zastosowanie komoérkowo lub tkankowo swoistych promotoréw
i elementéw regulatorowych [72,238]. Tkankowo lub komérkowo swoisty pro-
motor aktywuje transkrypcje transgenu tylko w swoistej tkance lub typie komor-
ki. Przyktadem moze by¢ tutaj zastosowanie promotoréw swoistych dla sréd-
btonka naczyn takich jak: promotor genu FLT-1 (fins-like tyrosine kinase-1),
genu czasteczki adhezji komérkowej naczyn VCAM-1 (vascular cell adhesion
molekule 1), genu czasteczki adhezji miedzykomoérkowej ICAM-2 (intercellular
adhesion molekule 2), genu srodbtonkowej syntazy tlenku azotu eNOS (endothe-
lial nitric oxide syntase), genu KDR (kinase-like domain receptor) i genu czyn-
nika von Willebranta [159, 172, 267]. Wykazano réwniez, iz stosujac wektor
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adenowirusowy z promotorem SM?22a, mozna uzyskaé selektywna ekspresje
w komdrkach naczyniowych migsni gtadkich (VSMC) [105].

Gen Tie-1 koduje receptor kinazy tyrozynowej, ktérego ekspresje wykazano
w komérkach EC naczyn krwionosnych, zwlaszcza w okresie rozwoju embrio-
nalnego oraz w obszarach aktywacji angiogenezy u zwierzat dorostych
[97,197,122-125]. Aktywnos¢ tego genu jest niezbgdna dla prawidlowego roz-
woju naczyn krwionosnych. Alitalo i wsp. scharakteryzowali mysi i ludzki gen
Tie-1 oraz wyizolowali jego promotor (ryrosine kinase with immunoglobulin and
epidermal growth factor domain gene promoter) [97,123]. Wyniki analiz em-
brionalnego rozwoju uktadu sercowo-naczyniowego zwierzat transgenicznych
oraz transferu genéw do réznych linii komérkowych in virro wykazaty poten-
cjalng mozliwos¢ wykorzystania promotora Tie-1 dla komérkowo-swoistego
transteru genéw do EC [97,123]. Jednak do tej pory nie badano mozliwosci wy-
korzystania promotora Tie-1 dla transferu genéw do komoérek EC tetnic in vivo.
Dlatego jednym z celéw podjetych badan bylo sprawdzenie mozliwosci zasto-
sowania promotora genu Tie-/ dla komdérkowo-swoistego transferu gendéw do
EC przy pomocy wektora AAV w modelu wewnatrznaczyniowego transferu
gendéw do tgtnicy szyjnej krélika in vivo.

W wigkszosci przypadkéw transferu genéw do uktadu sercowo-naczynio-
wego w badaniach eksperymentalnych i klinicznych stosowano dotychczas nie-
swoiste promotory wirusowe, takie jak np. CMV lub RSV, prowadzace do wy-
soce efektywnej ekspresji [72, 74]. Jednak niektére zastosowania terapii genowe;j
moga wymagac regulacji poziomu ekspresji genu terapeutycznego w czasie
w celu optymalizacji wynikéw leczenia i uniknigcia dziatan niepozadanych wy-
nikajacych z nadmiernej ekspresji. Dlatego istotny jest rozwoj wektoréw zapew-
niajacych regulowana ekspresj¢ przy pomocy promotoréw indukowalnych.
Promotory indukowalne umozliwiaja specyficzne hamowanie i aktywacje tran-
skrypcji i ekspresji genu w zaleznosci od obecnosci w srodowisku egzo- lub
endogennego czynnika [72, 238]. Przykladem moze by¢ tetracyklino-zalezny
promotor rer, ktéry aktywuje transkrypcje tylko w obecnosci tetracykliny
[275] lub element transkrypcyjny HRE (hypoxia response element) wrazliwy na
niedotlenienie, ktéry aktywuje transkrypcj¢ w warunkach lokalnego niedotlenie-
nia [12].
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1.8. Metody transferu wektoréow w ukladzie sercowo-
naczyniowym

Metoda transteru wektora do tkanki docelowej w znacznym stopniu determi-
nuje poziom ekspresji genu terapeutycznego i w konsekwencji istotnie wptywa
na ostateczng skutecznos¢ zastosowanej terapii [72,238].

Transfer genéw do naczyn krwionosnych moze dotyczy¢ zmian zlokalizo-
wanych (zwezenie miazdzycowe poddane angioplastyce lub stentowaniu, przgsto
zylne), regionalnych lozysk naczyniowych (nadcisnienie plucne, obszary niedo-
krwionego miokardium lub migéni szkieletowych), lub systemowych (nadcisnie-
nie te¢tnicze) [72]. Lokalny transfer do $ciany naczynia moze odbywaé si¢
w warunkach in vive od strony $wiatta naczynia, przy uzyciu stale udoskonala-
nych réznego rodzaju cewnikéw i stentéw metodami kardiologii inwazyjnej,
oraz metodami chirurgicznymi z przestrzeni okotonaczyniowej przy pomocy
kotnierzy, pochewek i zeli okotonaczyniowych z materiatow ulegajacych biode-
gradacji, tab.5, [22, 72, 85, 154, 254]. Wysoce efektywny jest transfer wektora
ex vivo w przypadku przgsel zylnych bezposrednio przed ich implantacja.
W trakcie chirurgicznej procedury moga zosta¢ one zanurzone w wysoko stgzo-
nym roztworze wektora na dhuzszy okres czasu [147, 148]. Sa to warunki znacz-
nie korzystniejsze od tych, ktére mozna uzyskac in vivo, gdzie czgsto dochodzi
do kontaktu wektora z krwia, jego rozcienczenia i dezaktywacji przez mechani-
zmy obronne organizmu [72]. Czas ekspozycji tkanki docelowej na wektor
w warunkach in vivo jest zwykle ograniczony np. czasem niedokrwienia wywo-
fanego ograniczeniem przeptywu krwi przez cewnik aplikacyjny. Efektywnosé
transferu w warunkach in vivo moze zosta¢ istotnie zwigkszona dzicki dodatko-
wemu zastosowaniu takich czynnikéw jak: ultradzwigki czy impulsy elektryczne
[16, 43, 242].

Transfer wektoréw do mig$nia sercowego moze zostaC osiagnigty poprzez
aplikacje dowiencowe, wsteczne wstrzyknigcia do zatoki wiencowej, podania do
worka osierdziowego lub bezposrednie iniekcje domiokardialne poprzez torako-
tomig [72, 272]. W ostatnich latach coraz szerzej stosuje si¢ domiokardialne
iniekcje od strony swiatta lewej komory serca przy pomocy przezskérnego
systemu NOGA [236, 249, 214]. System ten dodatkowo dzigki analizie lokal-
nego potencjatu elektrycznego i kurczliwosci serca umozliwia lokalizacj¢ obsza-
réow niedokrwienia, do ktérych terapia powinna by¢ kierowana. Z duzym powo-
dzeniem wykorzystywane sa réwniez systemy iniekcji domiokardialnych
z dostgpu od naczyn zylnych serca, ktérych bezpieczenstwo potwierdzono
w badanich klinicznych przeprowadzonych w Polsce przez grupg prof. Siminiaka
z Poznania [225].
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W przypadku niedokrwienia migs$ni szkieletowych wywotanych miazdzyca
tgtnic obwodowych najbardziej skuteczny wydaje si¢ by¢ transfer wektora przy
pomocy bezposrednich iniekcji domigsniowych [272]. Wykorzystuje si¢ réwniez
wstrzyknigcia dotgtnicze oraz aplikacje przy uzyciu cewnikéw balonowych.

Tab. 5. Systemy i cewniki wykorzystywane do transferu wektoréw w uktadzie sercowo-
naczyniowym.
Tab. 5. Catheters and systems for vecor delivery to vascular wall and myocardium.

Lokalny transfer do $ciany naczynia
Local transfer to vascular wall

Cewnik Zalety Ograniczenia
Catheter Advanatages Limitations
Cewnik — Przedtuzony kontakt wektora ze $ciang | — Calkowite zamknigcie naczynia,
dwubalonowy naczynia. bez mozliwosci perfuzji tkanek
Double balloon | — Niska uraznos$é (transfer niskocisnie- obwodowych.
niowy). — Mozliwo$¢ utraty wektora przez
— Mozliwo$¢ usunigcia wektora po za- galezie boczne naczynia.
konczeniu transferu. — Niska efektywnos¢ transdukcji
— Minimalna utrata wektora do krazenia glebszych warstw naczynia.
systemowego.
Cewnik — Umozliwia transdukcje glebszych — Mozliwy uraz naczynia zwigzany
Z porowatym warstw sciany naczynia dzigki transfe- z wysokim ci$nieniem.
balonem rowi wysokoci$nieniowemu.

Porous balloon

— Relatywnie krétki czas zamknigcia
naczynia.

— Mozliwo$¢ wykonania angioplastyki
i transferu przy pomocy tego samego
cewnika.

Balon — Relatywnie krétki czas zamknigcia — Niska efektywnos¢ transferu ze
powlekany naczynia. wzgledu na matq zawarto$¢ wi-
zelem — Mozliwo$¢ wykonania angioplastyki rusa rozcieficzonego w zelu.
Gel-coated i transferu przy pomocy tego samego
balloon cewnika.
Cewnik — Przedtuzony kontakt wektora ze $ciang | — Mozliwos¢ utraty wektora przez
infuzyjno- naczynia. galezie boczne naczynia.
perfuzyjny — Umozliwia utrzymanie perfuzji tkanek
Dispatch obwodowych.
catheter — Efektywny transfer.

— Minimalna utrata wektora do krazenia

systemowego.

Cewnik — Efektywny transfer do glebszych — Mozliwo$¢ urazu zwiazana
infiltracyjny warstw $ciany naczynia. z wieloma iniekcjami do $ciany
Infiltrator — Minimalna utrata wektora do krazenia naczynia.
angioplasty systemowego.
balloon

— Relatywnie krétki czas zamknigcia
naczynia.

— Mozliwo$¢ wykonania angioplastyki
i transferu przy pomocy tego samego
cewnika.
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Transfer do migsnia sercowego
Gene transfer to myocardium

System Zalety Ograniczenia
Device Advantages Limitations
System NOGA | — Umozliwia iniekcje do migsnia serco- | — Wysoki koszt.
wego z dostepu przezskérmego bez ko- | — Procedura wymagajaca dodat-
niecznosci dziatania chirurgicznego. kowego przeszkolenia personelu
— Transfer ukierunkowany do niedo- pracowni hemodynamicznej.

krwionego, zywego miokardium.
— Wysoka efektywnos¢ transferu.
— Minimalna utrata wektora do krazenia

systemowego.
System — Umozliwia iniekcje do migsnia serco- — Procedura wymagajaca dodat-
TransAccess wego z dostepu przezskérnego bez ko- kowego przeszkolenia personelu
niecznosci dziatania chirurgicznego. pracowni hemodynamicznej.

— Brak mozliwos$ci oceny, Zywot-
nosci i ukrwienia migs$nia serco-
wego.

— Brak danych na temat wykorzy-
stania dla transferu gendw.

1.9. Proby kliniczne

Wickszos¢ wiedzy na temat mozliwosci transferu genéw w uktadzie serco-
wo-naczyniowym pochodzi z eksperymentalnych badan na zwierzgtach. Stosun-
kowo niewiele préb klinicznych terapii genowej choréb uktadu krazenia zostato
ukonczonych lub jest w toku. Koncentruja si¢ one gléwnie na mozliwosciach
indukcji terapeutycznej angiogenezy w obszarach niedokrwienia migsnia serco-
wego i migs$ni szkieletowych, prewencji restenozy po zabiegach implantacji sten-
tow i angioplastyki wiencowej (PTCA), po przezskérnych zabiegach na tetni-
cach obwodowych (PTA) oraz prewencji degeneracji przeset Zylnych. Wigk-
$70s$¢ z nich to badania I i II fazy, tylko nieliczne to randomizowane badania II
Iub IIT fazy, podwdjnie zaslepione i kontrolowane placebo. Szczegétowe dane
dotyczace zakonczonych oraz obecnie prowadzonych préb klinicznych mozna
znalez¢ w internecie na stronach:

—  http://www4.0d.nih.gov/oba/rac/clinicaltrial.htm//
— http://www.wiley.co.uk/wileychi/genmed/clinical//.

Wybrane wazniejsze badania kliniczne terapii genowej choréb uktadu ser-
cowo-naczyniowego przedstawiono w tabeli 6. Préby kliniczne terapii genowe;j
choréb uktadu sercowo-naczyniowego stanowia 8% (n=80) z 987 protokotéw
zarejestrowanych w  hittp://www.wiley.co.uk/wileychi/genmed/clinical/ (dane
z grudnia 2004). Czterdziesci trzy z nich to badania I tazy, 22 fazy II, a tylko
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pig¢ fazy 111, W trzydziestu szesciu badaniach wykorzystuje si¢ wektor adenowi-
rusowy, a 44 protokoty opisuja uzycie wektora niewirusowego.

Tab. 6. Wybrane proby kliniczne terapii genowej chordb ukladu sercowo-naczyniowe-

go.
Tab. 6. Selected clinical trials of cardiovascular gene therapy.

Gen Liczba
tera- .
Choroba | peutycz- [Faza| Wektor Droga pagen- Wy- Osrodek Badacz
Indication ny Faze| Vector transferu fow nik Cenire Reference
Route No. | Result
Trans- .
patients
gene
Restenoza po zabiegach wewnatrznaczyniowych i degeneracja przesel zylnych
Post-intervention restenosis and venous graft degeneration
Miazdzyca VEGF-A | 1T |Plazmid/ |Cewnik 54 - Kuopio Uni- [ Mikinen 1 wsp.
tetnic kon- liposom | infuzyjno- versity Central | Mol Ther
czyn dol- lub Ade- | perfuzyjny, po Hospital, 2002;6:127
nych, reste- nowirus angioplastyce Kuopio,
noza Finland
Miazdzyca | E2F II | Oligo- Wysoko- 41 + PREVENT Mann 1 wsp.
tetnic koniczyn decoy nukleotyd | ci$énieniowy trial Brigham | Lancet
dolnych, transfer ex vivo and Women’s |1999;354:1493
degeneracja Hospital and
obwodowych Harvard Me-
przeset dical School,
zylnych Boston, MA,
USA
Choroba E2F II | Oligonuk- [ Wysokocis- 200 + | Multicenter Grube 1 wsp.
wiencowa, decoy leotyd nieniowy trial Late Breaking
degeneracja transfer ex Clinical Trials
wiencowych vivo AHA Meeting
przeset 2001
zylnych
Choroba VEGF-A I | Plazmid/ |Cewnik infu- 10 - Kuopio Uni- | Laitinen 1 wsp.
wiencowa, liposom | zyjno- versity Central | Hum Gen Ther
restenoza perfuzyjny, po Hospital, 2000;11:263
angioplastyce Kuopio,
Finland
Choroba VEGF-A | 1T |Plazmid/ |Cewnik 108 - KAT trial Hedman i wsp.
wincowa, liposom | infuzyjno- Kuopio i Circulation
restenoza lub Ade- | perfuzyjny, po Helsinki 2003;107:2677
w stencie nowirus angioplastyce University
i stentowaniu Central Hospi-
tal, Finland
Choroba c-myc 1I | Oligo- Cewnik 85 - ITALICS trial | Kutryk 1 wsp.
wincowa, antisense nucleotyd | infuzyjny po University J. Am. Coll
restenoza stentowaniu Hospital Cardiol.
w stencie Dijkzigt, 2002;39:281
Rotterdam,
Netherlands
Choroba iNOS II |Plazmid/ |Cewnik a Badanie Cardion AG
wincowa, lipoplex | infiltracyjny wieloosrod-
restenoza po stentowaniu kowe
w stencie
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Terapeutyczna angiogeneza
Terapeutic angiogenesis
Miazdzyca VEGF-A I |Plazmid |[Iniekcje 9 St. Elizabeth’s | Baumgartner
tetnic kon- domig$niowe Medical i wsp.
czyn dolnych Center, Bos- | Circulation
ton, MA, USA | 1998;97:1114
Miazdzyca VEGF-A I |Plazmid |Iniekcje 6 St. Elizabeth’s | Isner i wsp.
tetnic kon- domig$niowe Medical I Vasc Surg.
czyn dolnych Center, Bos- 1998;28: 964
ton, MA, USA
Miazdzyca VEGF-A | 1T |Ade- Iniekcje 105 wieloosrod- Rajagopalan
tetnic konc- nowirus | domigesniowe kowe i wsp.
zyn dolnych USA Circulation.
2003;108:1933
Miazdzyca | FGF-4 II |Ade- Iniekcje a wieloosrod- Therapeutics
tetnic kon- nowirus domig$niowe kowe, Europa | Inc/ Berlex
czyn dolnych Schering AG
Miazdzyca | HGF I |Plazmid |Iniekcje 6 Department of | Morishita
tetnic konc- domig$niowe Geriatric i wsp.
zyn dolnych Medicine, Hypertension.
Osaka, Ja- 2004:44:203
ponia
Choroba VEGF-A I |Plazmid |Iniekcje domi- 20 St. Elizabeth’s | Symes i wsp.
wiencowa okardialne Medical Ann Thorac
(torakotomia) Center, Bos- | Surg
ton, MA, USA | 1999;68:830
Choroba VEGF-A I |[Ade- Iniekcje do- 21 Cornell Medi- | Rosengart i
wiencowa nowirus miokardialne cal Center, WSp.
podczas CA- New York, Circulation
BG (torakoto- USA 1999;100: 468
mia)
Choroba VEGF-A | 1T |[Ade- Iniekcje domi- 71 REVASC trial | Stewart 1 wsp.
wiencowa nowirus okardialne, wieloosrod- Circulation.
minitorako- kowe 2002;106:2986-
tomia a. Abstract.
Choroba VEGF-A | I |[Plazmid |[Iniekcje domi- 74 EUROIN- Kastrup i wsp.
wiencowa okardialne, JECT One J Am Coll
system NOGA trial, Cardiol
badanie 2003;41:1603
wieloosrosd-
kowe, Europa
Choroba FGF-4 II | Ade- Aplikacje 79 AGENT trial, |Grines i wsp.
wiencowa nowirus dowiencowe badanie Circulation
wieloosrod- 2002;105:1291
kowe, USA
Choroba FGF-4 I | Ade- Aplikacje 52 AGENT-2 Grines 1 wsp.
wiencowa nowirus dowiencowe trial, J Am Coll
badanie Cardiol.
wieloosrod- 2003;42:1339
kow, USA

a - obecnie prowadzona rekrutacja lub brak ogtoszonych wynikéw
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Do tej pory tylko dwie préby kliniczne poswigcone zapobieganiu degeneracji
przgset zylnych przyniosty pozytywne rezultaty [68,147,148]. Oba badania opar-
te byly na metodzie hamowania proliferacji komérek przy pomocy putapek oli-
gonukleotydowych skierowanych przeciwko czynnikowi transkrypcyjnemu E2F.
Zastosowanie transferu ex vivo pulapek oligonukleotydowych anty-E2F do prze-
set zylnych przed ich implantacja istotnie zmnigjszyto czgstos¢ ich okluzji
u chorych z miazdzyca t¢tnic konczyn dolnych oraz u chorych poddanych prze-
sfowaniu aortalno-wiencowemu. Zastosowanie podobnej strategii terapii hamu-
jacej ekspresj¢ gendw z uzyciem oligonukleotydéw antysensownych przeciw
c-myc w celu prewencji nawrotu zwezenia po implantacji stentu do t¢tnicy wien-
cowej okazalo si¢ nieskuteczne w opublikowanym ostatnio duzym randomizo-
wanym badaniu podwoéjnie zaslepionym i kontrolowanym placebo [129]. To
niepowodzenie mozna tlumaczy¢ znacznie nizsza efektywnoscia metod we-
whnatrznaczyniowego transferu genéw w poréwnaniu do transteru gendéw ex vivo
do przeset zylnych, zwigzana gléwnie z rozcienczeniem wektora i jego dezakty-
wacja we krwi.

Pozytywne rezultaty w postaci regresji klinicznych objawdw niedokrwienia
takich jak b6l wiencowy, chromanie przestankowe i wzrost tolerancji wysitku
w trakcie testdw obciazeniowych przyniosty niektére préby kliniczne dotyczace
indukcji terapeutycznej angiogenezy przy pomocy transteru gendw czynnikéw
wzrostowych naczyn w chorobie wiencowej serca i chorobie niedokrwiennej
konczyn dolnych [15,66,101,163,211,231,237,246,249]. W wigkszosci byly to
badania fazy I i I, w ktérych stosowano wektory niewirusowe lub adenowiru-
sowe droga bezposrednich iniekcji domigsniowych lub domiokardialnych oraz
aplikacji dotetniczych. Tylko w nielicznych z tych badan wykazano istotny
wzrost tworzenia sieci naczyn krazenia obocznego lub wzrost perfuzji obszaréw
niedokrwienia przy pomocy obiektywnych metod obrazowych [66,163,231,246,
249]. Dlatego wyniki te wymagaja potwierdzenia w kontrolowanych badaniach
fazy III przeprowadzonych w wigkszych grupach chorych z uzyciem obiektyw-
nych metod oceny poprawy perfuzji.
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1.10. Bezpieczenstwo i aspekty etyczne terapii genowej

Troska o bezpieczenstwo jest podstawowym problemem terapii genowej
zwlaszcza przy uzyciu wektoréw wirusowych, ktére czgsto wywodza si¢ z wiru-
sOw o istotnym patogennym potencjale. Toksycznos¢ i immunogennos¢ wektora
musi szczegdlnie by¢ brana pod uwage podczas planowania badan klinicznych
[72,238]. Tragiczng lekcja byta $mier¢ mtodego pacjenta, cierpiacego na tagodna
postaé czesciowego niedoboru transkarbamylazy ornitynowej, ktéra byta zwia-
zana 7 toksycznym dziataniem duzej dawki wektora adenowirusowego podanego
do tetnicy watrobowej [150]. Szczegdlny nacisk kladzie si¢ na rozwdj technolo-
gii i kontrole jakosci laboratoriéw produkujacych wektory celem wykluczenia
mozliwosci zanieczyszczenia preparatéw wektora wirusami kompetentnymi,
zdolnymi do replikacji i dziatania patogennego. Waznym problemem dotycza-
cym wektoréw wirusowych majacych zdolnos$¢ do integracji z genomem gospo-
darza jest ryzyko indukcji mutacji inercyjnych prowadzacych do transtormacji
nowotworowej. Zjawisko indukcji nowotworéw obserwowano w badaniach eks-
perymentalnych transteru gendéw przy pomocy wektorow retrowirusowych.
W ostatnim czasie doniesiono o wystapieniu zespoléw biataczkowych u dzieci
trwale wyleczonych z cigzkiego ztozonego zespotu niedoboru odpornosci SCID
przy pomocy terapii genowej z uzyciem wektoréw retrowirusowych [77,84].
Ryzyko insercyjnej mutagenezy nalezy bra¢ pod uwage nie tylko przy stosowa-
niu wektoréw retrowirusowych, ale i w przypadku innych wektoréw integruja-
cych takich jak lentiwirusy i AAV [244].

W  wigkszosci przypadkéw terapii genowej choréb uktadu sercowo-
naczyniowego intencja jest wybidrcza ekspresja genu terapeutycznego o scisle
okreslonej lokalizacji w tkance lub narzadzie [72,74]. Transdukcja komérek poza
obszarem docelowym moze wigza¢ si¢ z istotnym ryzykiem wystapienia dziatan
niepozadanych. Przypadkowa transdukcja komoérek linii piciowej moze by¢ zré-
dlem utrwalenia w populacji sztucznie wywotanych zmian genetycznych. Szcze-
g6lne obawy badaczy zwiazane sa z transferem genéw kodujacych naczyniowe
czynniki wzrostowe. Indukcja angiogenezy w przypadkowych migjscach poza
obszarem docelowym moze potencjalnie sprzyja¢ wzrostowi nowotworéw, cu-
krzycowej retinopatii proliferacyjnej, reumatoidalnemu zapaleniu stawdéw, wa-
skularyzacji i destabilizacji blaszek miazdzycowych [72,74,102]. Dodatkowe
niebezpieczenstwo moze wynika¢ z nadmiernej i nieograniczonej w czasie eks-
presji. Wykazano, iz dlugotrwata i niekontrolowana ekspresja VEGF przez
transdukowane przy pomocy wektora retrowirusowego mioblasty, ktére implan-
towano nast¢gpnie do miokardium myszy, moze by¢ powodem powstawania
smiertelnych dla zwierzat naczyniakéw w $cianie serca [136]. Dlatego bardzo
wazny jest dalszy rozwdj systeméw lokalnego transteru wektoréw w uktadzie
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sercowo-naczyniowym oraz poszukiwanie nowych wektoréw o komdrkowo-
i tkankowo-swoistej ekspresji z mozliwoscia regulacji jej poziomu w czasie.

Terapia genowa w uktadzie sercowo-naczyniowym dotyczy komdrek soma-
tycznych. Istnieja mozliwosci techniczne oraz pozytywne wyniki badan ekspe-
rymentalnych wskazujacych na mozliwos¢ transteru genéw réwniez do komérek
szlaku piciowego. Jednak ze wzglgdu na istotne watpliwosci natury etycznej
prowadzenie tego typu badan klinicznych jest wysoce kontrowersyjne.

W prébach klinicznych terapii genowej, podobnie jak w innych badaniach
z udziatem ludzi, najwazniejsze jest dobro i korzys¢ bioracego udziat w badaniu
pacjenta. Zaréwno Buropejskie jak i Amerykanskie Towarzystwo Terapii Geno-
wej zalecaja: rygorystyczne przestrzeganie migdzynarodowych, narodowych
oraz instytucjonalnych wytycznych dotyczacych standardéw opieki nad pacjen-
tem bioracym udziat w badaniu klinicznym, $ciste przestrzeganie zaaprobowa-
nych przez odpowiednie instytucje protokotéw badan oraz natychmiastowe zgta-
szanie dziatan niepozadanych do odpowiednich instytucji nadzorujacych. Ze
wzgledu na znaczace zainteresowanie przemystu mozliwosciami klinicznego
zastosowania terapii genowej zaleca si¢ szczegdlne zwracanie uwagi na mozli-
wo$¢ wystapienia finansowych konfliktéw intereséw badaczy. Narodowy Insty-
tut Zdrowia Stanéw Zjednoczonych (NIH) publikuje od 1994 roku wytyczne
dotyczace prowadzenia badan z wykorzystaniem rekombinowanego DNA w tym
problematyki prowadzenia préb klinicznych terapii genowej. Dokument ten wraz
7 kolejnymi aktualizacjami dostgpny jest na stronach internetowych NIH:
http://www4.od nih.gov/oba/rac/guidelines/guidelines.html.
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1.11. Podsumowanie

Zebrane dotychczas doswiadczenia z przeprowadzonych préb klinicznych
wskazuja, iz transter genéw w ukladzie sercowo-naczyniowym jest stosunkowo
bezpieczny. Do tej pory raportowano o nastgpujacych tagodnych objawach nie-
pozadanych: obrzgk konczyny dolnej po transferze VEGF, przemijajacy wzrost
poziomu biatka C-reaktywnego, krétkotrwale odczyny goraczkowe oraz przemi-
jajaca proteinuria i trombocytopenia. Nie nalezy jednak lekcewazy¢ potencjal-
nych zagrozen, ktdre moga pojawic si¢ wraz z zastosowaniem nowych wektoréw
oraz gendéw terapeutycznych. Niezwykle istotne jest przeprowadzenie szeregu
wnikliwych badan eksperymentalnych na wielu réznych modelach zwierzecych
nowych wektoréw, promotoréw i gendéw terapeutycznych przed rozpoczgciem
préb klinicznych. Dlatego gtéwnym przedmiotem niniejszej rozprawy sa badania
wzbudzajacych obecnie duze zainteresowanie wektorow AAV, swoistego dla
komorek srédbtonka promotora Tie-1 oraz potencjalnych wlasciwosci naczynio-
protekcyjnych mato poznanego VEGF-D.
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Cele podjetych badan

2.

CELE PODJETYCH BADAN

Zbadanie mozliwosci wykorzystania i pordwnanie skutecznosci we-
whnatrznaczyniowego transteru genéw do s$ciany tetnicy szyjnej krélika in
vivo przy uzyciu wektor6w AAV oraz wektoréw adenowirusowych.

Zbadanie mozliwosci wykorzystania promotora Tie-1 dla komérkowo-swoi-
stego transferu genéw do komérek $rédblonka in vivo przy pomocy wekto-
réw AAV,

Sprawdzenie mozliwosci zastosowania inhibitora enzyméw proteoso-
malnych MG-132 (Z-LLL - carbobenzoxy-L-leucyl-L-leucyl-L-leucinal) dla
zwigkszenia efektywnosci wewnatrznaczyniowego transteru genéw do pra-
widtowej tetnicy szyjnej krélika przy pomocy wektora AAV z promotorem
CMYV lub Tie-1 w warunkach in vivo.

Zbadanie potencjalnego naczynioprotekcyjnego efektu wewnatrznaczynio-
wego transferu genu $rodbtonkowego czynnika wzrostu naczyn typu Danac
(VEGF-D ) do $ciany prawidtowej lub poddanej urazowi mechanicznemu
tgtnicy szyjnej krélika in vivo.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. Wektory

W wykonanych eksperymentach wykorzystano niereplikujace wektory ade-
nowirusowe pierwszej generacji, pozbawione genéw regionu E1 i czgsciowo E3,
produkowane w sposéb typowy przy wykorzystaniu komérek pakujacych linii
293 w Zaktadzie Medycyny Molekularnej Instytutu A.I. Virtanena, Uniwersytetu
w Kuopio w Finlandii [69,132]. W celu uzyskania wektoréw adenowirusowych
pozbawionych wiruséw pomocniczych stosowano trzy oddzielne cykle lizy tysi-
nek (plaque lysis) oraz oczyszczanie i koncentracjg przy pomocy ultrawirowania.
Ostatecznej oceny miana uzyskanego wektora dokonywano okreslajac liczbe
jednostek tworzacych tysinki na mililitr preparatu (ptu— plaque forming unit).
Dodatkowo, wykonywano analiz¢ Suthern-blot, reakcj¢ PCR specyficzna dla
grupy gendéw E1/E2 oraz badano efekt cytopatyczny wektora na linii komérek
A549 [2,69,132,198].

Wektory oparte na wirusach zwigzanych z adenowirusami o serotypie dru-
gim (AAV-2) byly produkowane metoda transfekcji podwdjnym plazmidem
przy uzyciu ko-precypitacji fosforanem wapnia w Instytucie Biologii Molekular-
nej Uniwersytetu w Zurychu w Szwajcarii [65,69,185,190]. Do transfekcji ko-
morek pakujacych linii 293T stosowano plazmid pDG oraz plazmid Psub z kase-
ta ekspresyjna zawierajaca transgen, promotor i element wzmacniajacy WPRE.,
Preparaty wektora oczyszczano i zageszczano przy wykorzystaniu ultrawirowa-
nia w gradiencie lodixanolu oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
(HPLC- high performance liquid chromatography). Miano wektora charaktery-
zowano okreslajac liczbg czastek transformujacych na mililitr (TU/ml- transfor-
ming units/mililiter) w tescie transdukcji komérek linii Hel.a i analizg przy po-
mocy immunofluorescencyjnej cytometrii przepltywowej (FACS- fluorescence
activated cell sorting) [65,69,185,190].

W prowadzonych badaniach wykorzystywano nastgpujace rodzaje wektoréw

i kaset ekspresyjnych:

1. Adv-CMV-LacZ - wektor adenowirusowy kodujacy gen reporterowy p-
galaktozydaze (LacZ) pod kontrola wczesnego promotora cytomegalowiru-
sowego (CMV).

2. Adv-CMV-VEGF-Dynac - wektor adenowirusowy kodujacy formg ANAC
(krotka, aktywna) srédbtonkowego czynnika wzrostowego naczyn typu D
pod kontrolg promotora CMV.

3. AAV-CMV-eGFP - wektor AAV kodujacy wzmocnione zielone biatko flu-
orescencyjne (eGFP- enhanced green fluorescent protein) pod kontrola
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promotora CMYV i regulacyjnego elementu wzmacniajacego WPRE (WPRE-
woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory element).

4. AAV-Tie-eGFP - wektor AAV kodujacy eGFP pod kontrolag promotora
Tie-1 (ryrosine kinase with immmunoglobulin and epidermal growth factor
homology domains-1) i elementu wzmacniajacego WPRE.

3.2. Transfer genow do $ciany tetnicy

Wszystkie przeprowadzone doswiadczenia na zwierzgtach zaaprobowane
zostaly przez Animal Care and Use Committee of University of Kuopio w Fin-
landii.

Anestezja

Samce krélikéw rasy New Zeland White (n = 87, 2.2-3.0 kg) znieczulano
przy uzyciu: fentanyl-tfluonisone 0.2 ml/kg s.c. (Hypnorm, Janssen Pharmaceuti-
ca) i midazolamu 1.5 mg/kg s.c. (Dormicum, Roche), migjscowo stosowano 1%
lidokaing s.c. (Lidocain, Orion). Ponadto, przed zabiegiem wszystkie zwierzgta
otrzymywaty srodek antycholinergiczny- glycopyrronium 0.05 mg/kg s.c. (Robi-
nul, John Wyeth and Brother 1.td.) i antybiotyk- cefuroxim 125 mg s.c. (Zinacef,
GlaxoWellcome) [273].

Transfer genow do prawidtowej sciany tetnicy

7. cigcia posrodkowego szyi odstaniano i wypreparowywano tetnice Szyjna
wspélng krélika. Celem zniesienia skurczu tgtnicy miejscowo stosowano 1%
lidokaing. Nastepnie, jako s$rodek przeciwkrzepliwy podawano enoxaparin
Img/kg i.v. (Clexane, Rhone-Poulenec Rorer). Dla wewnatrznaczyniowego
transferu genéw miedzy dwoma atraumatycznymi klipsami naczyniowymi A3
(S&T AG Microsurgical Instruments) izolowano segment tetnicy dhugosci 1.5-
2.5 em. W odcinku proksymalnym i dystalnym wyizolowanego segmentu wyko-
nywano arteriotomi¢ i do $wiatta naczynia wprowadzano dwie kaniule rozmiaru
24 (Becton Dickinson), rycina 7. Swiatto tetnicy przeplukiwano 0.9% roztworem
soli fizjologicznej a nast¢gpnie wprowadzano 100 ul roztworu wektora lub t¢ sa-
ma obj¢tos¢ roztworu placebo (0.9% roztwér soli fizjologicznej), tabela 7.
Po okresie 20 minutowej inkubacji aspirowano roztwo6r wektora lub placebo ze
Swiatta naczynia i przeplukiwano 0.9% roztworem soli fizjologicznej. Usuwano
kaniule, zaopatrywano arteriotomie przy pomocy szwow Ethilon 10/0 (Johnson
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& Johnson) i przywracano przeptyw krwi w tetnicy, usuwajac klipsy naczynio-
we. Rane operacyjna zaopatrywano szwami podskérnymi i skérnymi. Zwierzeta
bezposrednio po zabiegu umieszczano do czasu petnego wybudzenia w cieplar-
ce. W okresie pooperacyjnym stosowano przeciwb6lowo carprofen 0.1mg/kg s.c.
(Rimadyl, Pfizer). W czgsci eksperymentéw procedure transferu gendéw wyko-
nywano kolejno na lewej i prawej tetnicy szyjnej wspolne;j.

wektor kaniula
__ t\\ //; __
Ul = =S

tetnica szyjna

Klips
naczyniowy

Ryc. 7. Schemat wyizolowanego segmentu tgtnicy szyjnej dla wewnatrznaczyniowego
transferu genow.
Fig. 7. Isolated segment of rabbit carotid artery for intravascular gene transfer.

Transfer genow do Sciany tetnicy poddanej urazowi

Mechanicznego uszkodzenia Sciany t¢tnicy szyjnej krélika dokonywano na
cztery dni przed transferem gendw, ktory przeprowadzano analogicznie do pro-
cedury transferu genéw do tetnicy prawidlowej. W znieczuleniu ogélnym, pro-
wadzonym wedlug opisanego wyzej protokotu, kaniulowano docelowsq tgtniceg
szyjng i wprowadzano do $wiatla naczynia balon do angioplastyki wiencowej
Quantum Monorail o wymiarach 2.5 x 9 mm (Boston Scientific). Wypetniony
roztworem soli fizjologicznej balon pasazowano trzy razy w celu uszkodzenia
warstwy komorek srddbtonka i elastycznej btony wewnetrznej naczynia. Po usu-
nigciu balonu $wiatto tgtnicy przeptukiwano 0.9% roztworem soli fizjologicznej,
arteriotomi¢ zaopatrywano przy uzyciu szwow Ethilon 10/0 i przywracano pra-
widtowy przeptyw krwi.
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Tab. 7. Wektory, dawki i model eksperymentalny (t¢tnica szyjna prawidlowa lub
uszkodzona) uzyte w badaniach.
Tab. 7. Vectors, dosage ad experimental model of gene transfer used (normal or injured
rabbit carotid artery).
L. Liczba . .
Wektor Dawlka i miano Model (tgtnica) tetnic Dzien analizy
Vector wektora Model (artery) No. of Day of
Vector dose and titer S analysis
arteries

AAV-CMV-eGFP | 100 pl 9x10e8 TU/ml prawidtowa / normal 8 21,42
AAV-CMV-eGFP | 100 pl 4x10e9 TU/ml prawidtowa / normal 15 4,21,42, 100
AAV-Tie-eGFP 100 pl 9x10e8 TU/ml prawidlowa / normal 8 21,42
AAV-CMV-eGFP ,
+ 40mM MG-132 100 pl 9x10e8 TU/ml prawidlowa / normal 21,42
AAV-Tie-eGFP .
+ 40mM MG-132 100 pl 9x10e8 TU/ml prawidlowa / normal 6 21,42

| : prawidtowa / normal 6 4,14
Adv-CMV-LacZ 100 pl 1x10e9 pfu/ml uszkodzona / injured 6 4,14

) 3 100 pl 1x10e10 pfuw/ml | prawidtowa / normal 14 4,7, 14
Adv-CMV-LacZ 1 05 151010 pfwml | uszkodzona / injured | 14 4,7,14
Adv-CMV-VEGF- | 100 pl 1x10e10 pfw/ml | prawidlowa / normal 7 7
Danac 100 wl 1x10e10 pfu/ml uszkodzona / injured 7 7
placebo 100 1 0.9% NaCl prawidlowa / normal 6 4,21

Pobranie materiatu do analiz

Na zakonczenie eksperymentu zwierzeta ponownie znieczulano wedtug opi-

sanego wyzej protokotu anestezji, podawano heparyne (600 IU i.v.) i wyprepa-
rowywano lewa i prawa tetnicg szyjna, tabela 7. Kréliki u$miercano przy pomo-
¢y dozylnej infuzji roztworu siarczanu magnezu, wycinano poddane wczesnigj
transferowi gendéw segmenty tg¢tnic, ktére przeptukiwano 0.9% roztworem soli
fizjologicznej. Nie pobierano do analiz odcinkéw naczyn z miejsc zaopatrzenia
arteriotomii oraz fragmentéw, na ktére zaktadano klipsy naczyniowe.

W wyborze czasu pobrania materiatu do analiz od momentu transteru kiero-
wano si¢ gléwnie czasem maksymalnej ekspresji i maksymalnym czasem trwa-
nia ekspresji mediowanej przez badane typy wektoréw ustalonymi na podstawie
danych dostgpnych z literatury oraz wynikéw wiasnych eksperymentéw wstep-
nych.
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3.3. Histologia i ocena morfometryczna

Histologia

Pobrany segment t¢tnicy szyjnej krélika dzielono na trzy rowne fragmenty.
Czgs¢ proksymalng utrwalano w 4% roztworze paratormaldehydu w 0.15M bu-
forze sodowo-fosforanowym przez 15 minut, a nastepnie po przeptukaniu
w 0.15M buforze sodowo-fosforanowym o pH 7.2 zatapiano i zamrazano w sub-
stancji OCT (Sakura) i przechowywano w -70° C. Fragment $rodkowy naczynia
utrwalano w 4% roztworze paraformaldehydu w 0.15M butorze sodowo-
fostoranowym przez 15 minut a nastepnie po przeptukaniu w 0.15M buforze
sodowo-fosforanowym o pH 7.2 wykorzystywano do przygotowania preparatu
en face, lub bezposrednio po pobraniu zamrazano w ciektym azocie i przecho-
wywano w -70° C. Czesé¢ dystalna utrwalano w 4% roztworze paraformaldehydu
w 15% roztworze cukrozy przez cztery godziny, a nastgpnie po inkubacji przez
noc w 15% roztworze cukrozy o pH 7.4 wykorzystywano do zatopienia w para-
finie [69,92,273].

Ocena ekspresji genow reporterowych eGFP i f-galaktozyday

Ekspresjg gendéw reporterowych oceniano na podstawie analizy 20 przekro-
jow poprzecznych tetnicy grubosci 10um, mrozonych w OCT. Oceniane prze-
kroje cigto w odstgpach przynajmniej 50um, w celu uniknig¢cia oceny tych sa-
mych komorek.

Ekspresjg¢ genu LacZ uwidaczniano przy pomocy reakcji barwnej z 5-bromo-
4-chloro-3indolyl-f-D-alactopyranozydem (X-gal; Sigma) [69,92]. Liczbg komo-
rek f-gal-pozytywnych oceniano w mikroskopie swietlnym, a liczb¢ komdrek
eGFP-pozytywnych oceniano w mikroskopie fluorescencyjnym, wykorzystujac
mikroskop AX70 (Olympus Optical), stosujac powickszenie 200x. Srednig licz-
b¢ komérek f-gal-pozytywnych lub eGFP-pozytywnych okreslano oddzielnie
w warstwie $rodbtonka, warstwie wewnetrznej (intima) i $rodkowej (media)
naczynia przypadajacych na caly przekrdj poprzeczny tgtnicy. W przypadku
przydanki, oceniano liczb¢ komdrek pozytywnych w czterech losowo wybra-
nych, niepokrywajacych si¢ polach mikroskopowych (powigkszenie 400x) przy-
padajacych na przekrdj poprzeczny. Dodatkowo w przypadku tgtnic transduko-
wanych wektorem AAV ekspresje eGFP uwidaczniano i oceniano na preparatach
en face. Obliczano $rednia liczbg komoérek eGFP-pozytywnych przypadajacych
na mm’ pola powierzchni preparatu en face tetnicy. Wszystkich analiz dokony-
wano w sposéb slepy, oceniajac cala powierzchnig preparatu w powigkszeniu
mikroskopowym umozliwiajacym identyfikacj¢ poszczegélnych komdrek, przy
uzyciu oprogramowania do morfometrii AnalySIS (Soft Imaging System,
Munster, Germany).
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Ocena morfologii tetnicy i lokalnego odczynu zapalnego po transferze genow

Morfologie tgtnicy, obecnos¢ lokalnego zapalenia, ekspresj¢ metaloproteinaz
macierzy migdzykomérkowej i receptora VEGFR-2 po transferze gendéw lub
zastosowaniu placebo oceniano na podstawie analizy przekrojow poprzecznych
naczynia barwionych hematoksyling i eozyna (H&E) oraz swoistych barwien
immunohistochemicznych przy uzyciu przeciwciat wykrywajacych: komoérki
srédbtonka-EC (mAb CD31, DAKO, rozcienczenie 1:50), komérki migsni gtad-
kich- SMC (mAb HHF-35, Enzo Diagnostics, rozcienczenie 1:50), makrofagi
(mAb RAMI11, DAKO, rozcienczenie 1:100), leukocyty (mAb CD45, Serotec,
rozcienczenie 1:20), limfocyty-T (mAb MCAS800, Serotec, rozcienczenie 1:5),
komoérki VCAM-1-pozytywne (mAb Rb1/9 dzigki uprzejmosci Dr Myron Cy-
bulsky, University of Toronto, rozcienczenie 1:20), MMP-2 (mAb MMP-2, Se-
rotec, rozcienczenie 1:100), MMP-9 (mAb MMP-9, Serotec, rozcienczenie
1:100) i VEGFR-2 (mAb VEGFR-2 clone sc-6251, Santa Cruz Biotechnology,
rozcienczenie 1:500). Wizualizacji barwienia dokonywano z wykorzystaniem
systemu avidina-biotina-peroksydaza chrzanowa (Vector Laboratories). W celu
okreslenia specyficznosci reakcji wykonywano barwienia immunohistochemicz-
ne z klasowo- i gatunkowo-dobranymi immunoglobulinami oraz barwienia,
w ktérych pominigto pierwotne przeciwciato [69,92,248].

Identyfikacja komorek proliferujqcych

Komdrki $ciany t¢tnicy bedace w fazie podziatu identyfikowano przy pomo-
¢y znakowania 5-bromo-2’-deoxyurydyna (BrdU, Sigma). Krélikom dwukrotnie
w infuzji dozylnej podawano BrdU (30mg/kg masy ciata) na 24 i trzy godziny
przed pobraniem segmentow t¢tnic do analizy. Jadra komérkowe zawierajace
BrdU identyfikowano na przekrojach poprzecznych tg¢tnic przy pomocy swoiste-
g0 barwienia immunohistochemicznego (mAb BrdU, DAKO, rozcienczenie
1:200).

Ocena ilosciowa komorek zapalnych oraz komorek VCAM-1 i BrdU-pozy-
tywnych

Srednig liczbe leukocytéw, makrofagéw, limfocytéw-T, komérek VCAM-1-
pozytywnych i BrdU-pozytywnych oceniano oddzielnie w warstwie komdrek
srédbtonka, warstwie wewnetrznej (intima), warstwie srodkowej (media) i przy-
dance na czterech przekrojach poprzecznych transdukowanej lub traktowanej
placebo tetnicy. W celu uniknigcia oceny tych samych komoérek analizowano
przekroje znajdujace si¢ w odstepach przynajmniej 50pm. Liczbg komdérek pozy-
tywnych w warstwie srédbtonka, warstwie wewngtrznej i srodkowej naczynia
okreslano na calej powierzchni preparatu, stosujac powigkszenie 200x. W przy-
padku przydanki, oceniano liczb¢ komdérek pozytywnych w 4 losowo wybra-
nych, niepokrywajacych si¢ polach mikroskopowych (powickszenie 400x)
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przypadajacych na przekrdj poprzeczny. Wszystkich analiz dokonywano w spo-
s6b slepy, oceniajac preparaty w duzym powigkszeniu mikroskopowym, umoz-
liwiajacym identyfikacj¢ poszczegdlnych komdrek, przy uzyciu oprogramowania
do morfometrii AnalySIS [69].

Pétilosciowa ocena ekspresji MMP-2, MMP-9 i VEGFR-2

Poziom ekspresji MMP-2, MMP-9 i VEGFR-2 oceniano oddzielnie w war-
stwie komorek srédbtonka, warstwie wewngtrznej (intima), warstwie srodkowe;j
(media) i przydance na czterech przekrojach poprzecznych transdukowanej lub
traktowanej placebo t¢tnicy. Analizowano przekroje znajdujace si¢ w odstgpach
przynajmniej S0um, w celu uniknigcia oceny tych samych komérek. Oceny do-
konywano w sposéb pétilosciowy przyznajac punkty w skali od 0 do 3 w zalez-
nosci od intensywnosci barwienia: 0 - brak komérek pozytywnych, brak barwie-
nia; 1 - nieliczne komdrki pozytywne (<50%), niska intensywnos¢ barwienia;
2 - okoto potowy komoérek pozytywna (50-75%), srednia intensywno$¢ barwie-
nia, 3 - ponad 75% komérek pozytywne, wysoka intensywnos¢ barwienia.
Wszystkich analiz dokonywano w sposéb §lepy, oceniajac preparaty w 200x
powigkszeniu mikroskopowym, umozliwiajacym identyfikacje poszczeg6lnych
komérek, przy uzyciu oprogramowania do morfometrii AnalySIS [69].

Ocena morfometryczna uszkodzenia komorek srodblonka i grubosci warstwy
wewnetrznej

Stopien uszkodzenia warstwy komérek srodbtonka oceniano w czwartym
dniu po transferze genéw lub zastosowaniu placebo, obliczajac $redni procent
obwodu wewngetrznego tetnicy pozbawiony EC. Analizowano cztery losowo
wybrane przekroje poprzeczne naczynia barwione swoiscie na EC przy uzyciu
przeciwciala mAb CD31. Grubo$¢ warstwy wewngtrznej naczynia oceniano
w si6dmym lub 14 dniu dla t¢tnic transdukowanych Adv i w 21 dniu dla tgtnic
transdukowanych AAV i traktowanych placebo obliczajac srednie pole po-
wierzchni intimy w czterech losowo wybranych przekrojach poprzecznych na-
czynia barwionych swoiscie na VSMC przy uzyciu przeciwciata mAb HHF-35.
Do oceny wybierano przekroje znajdujace si¢ w odstgpach przynajmniej 200um.
Analizy dokonywano w sposéb slepy, oceniajac cata powierzchni¢ preparatu
w 200x powigkszeniu mikroskopowym, umozliwiajacym identyfikacje poszcze-
g6lnych komérek, przy uzyciu oprogramowania do morfometrii AnalySIS [69].
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3.4. Analiza statystyczna

Dane przedstawiono jako wartosci srednie + SD (odchylenie standardowe).
Réznice migdzy grupami oceniano przy uzyciu testu Manna-Whitneya U. Kore-
lacje migdzy poszczegdlnymi zmiennymi okre§lano na podstawie wspdiczynni-
kéw korelacji Pearsona. Wartos¢ P< 0.05 przyjeto za istotng statystycznie. Do
wszystkich obliczen wykorzystano oprogramowanie Statistica for Windows
(StatSoft).
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4. WYNIKI

4.1. Transfer genéw reporterowych do $ciany tetnicy:
poréwnanie wiruséw zwigzanych z adenowirusami
z wektorami adenowirusowymi

W niniejszym rozdziale czgsciowo wykorzystano materialy zawarte w publi-
kacji: Gruchata M., Bhardwaj S., Pajusola K., Roy H., Rissanen T.T., Kokina L.,
Kholova I., Markkanen J.E., Rutanen J., Heikura T., Alitalo K., Bueler H., Yla-
Herttuala S. Gene transfer into rabbit arteries with adeno-associated virus and
adenovirus vectors. J Gene Med. 2004;6:545-54,

Transfer genow przy pomocy wektora AAV do tetnicy prawidtowej prowa-
dzi do dtugotrwalej ekspresji genu reporterowego gtownie w komérkach migsni
gladkich warstwy srodkowej

Czas trwania ekspresji eGFP oraz typ skutecznie transdukowanych komérek
oceniano cztery, 21, 42 i 100 dni po transferze wektorem AAV-CMV-eGFP
w dawce 100 ul 4x10e9 TU/ml do prawidtowej t¢tnicy szyjnej krélika w prepa-
ratach przekrojéw poprzecznych i na preparatach en face, ryc.8 A. Charaktery-
styczna fluorescencj¢ biatka eGFP w komdrkach $ciany tetnicy stwierdzano juz
cztery dni po transferze. W kazdym z analizowanych punktéw czasowych (4-100
dzien) gtéwnym typem komoérek, w ktérych obserwowano ekspresje eGFP byly
komoérki migsni gtadkich warstwy srodkowej naczynia (VSMC), ryc. 9 A, B.
Maksymalny poziom ekspresji eGFP w VSMC wykazano 21 dni po transferze.
W tym czasie okoto 10-20% VSMC warstwy srodkowej tetnicy byto eGEFP-
pozytywnych (13.8 + 3.4 komérek eGFP-pozytywnych /przekrdj poprzeczny
i 96.6 + 24.5 komérek eGEP-pozytyw-nych /mm’ preparatu en face). Obserwo-
wano statystycznie istotny spadek liczby eGFP-pozytywnych komérek VSMC
42 dnia po transferze. Nastgpnie liczba komérek VSMC wykazujacych ekspresje
eGFP pozostawata stata do 100 dnia obserwacji, ryc. 10 A, B .

Efektywnos¢ transferu AAV-CMV-eGFP w dawce 100 pl 4x10e9 TU/ml do
komorek srédbtonka (EC) warstwy wewngtrznej tgtnicy byta bardzo niska. Eks-
presje eGEFP stwierdzano w nielicznych komérkach EC gléwnie we wcezesnym
okresie obserwacji. Maksymalng liczb¢ komérek EC eGFP-pozytywnych wyka-
zano czwartego dnia po transferze (1.2 + 1.2 komérek eGFP-pozytywnych
Iprzekrdj poprzeczny). Tendencje do spadku liczby komoérek EC wykazujacych
ekspresj¢ eGEFP stwierdzono juz 21 dnia po transterze (0.7 + 0.7 komérek eGFP-
pozytywnych/ przekréj poprzeczny). W tetnicach pobranych 42 i 100 dni po
transterze nie stwierdzano obecnosci komérek EC eGFP-pozytywnych, ryc.10 C.
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A. Transfer gendow przy pomocy wektorow AAV
AAV gene transfer
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C. Transfer genow przy pomocy wektorow Adv do tetnicy uszkodzonej
Adv gene transfer to injured artery

transdukcja
gene transfer

lVV

-4 0 4 14 dni/days

A

denudacja
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Ryc. 8. Schemat badania. A. Prawidtowa tetnice szyjng krélika transdukowano przy pomo-
cy wektora AAV kodujacego eGFP pod kontrolg promotora CMV. Materiat do ba-
dan pobierano w 4, 21, 42 lub 100 dni po transferze. B. Prawidtowg tetnice szyjna
krélika transdukowano przy pomocy wektora Adv kodujacego LacZ pod kontrolg
promotora CMV. Materiat do badan pobierano w 4 lub 14 dni po transferze.
C. Transferu genéw do uszkodzonej tetnicy szyjnej krélika przy pomocy wektora
Adyv kodujacego LacZ pod kontrolg promotora CMV dokonywano w 4 dni po urazie
naczynia. Materiat do badan pobierano w 4 lub 14 dniu po transferze.

Fig. 8. Study design. A. AAV-mediated gene transfer to normal rabbit carotid artery,
B. Adv-mediated gene transfer to normal rabbit carotid artery, C. Adv-mediated
gene transfer to injured rabbit carotid artery.
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Ryc. 9.

Fig. 9.

Reprezentatywne mikrofotografie histologicznej lokalizacji komoérek wykazujacych
ekspresje genu reporterowego po transferze przy pomocy wektora AAV i Adv:
A. przekrdj poprzeczny teticy 21 dni po transferze AAV-CMV-eGFP 4x10°
TU/ml, obraz z mikroskopu fluorescencyjnego (powigkszenie 100x), strzatki wska-
zuja eGFP-pozytywne VSMC warstwy srodkowej tetnicy; B. preparat en face t¢tni-
¢y 100 dni po transferze AAV-CMV-eGFP 4x10° TU/ml, obraz z mikroskopu flu-
orescencyjnego (powigkszenie 50x), jasna fluorescencja wskazuje komdérki eGEFP-
pozytywne; C. przekrdj poprzeczny prawidlowej tetnicy 4 dni po transferze Adv-
CMV-LacZ 10x10" pfu/ml, strzatki wskazuja komérki EC wykazujace ekspresje
LacZ (powigkszenie 100x); D. przekrdj poprzeczny uszkodzonej tetnicy 4 dni po
transferze Adv-CMV-LacZ 10x10" pfu/ml, strzatki wskazuja elastyczng btong we-
wnetrzng, reakcja barwna z X-gal uwidocznita transdukowane komérki w obrebie
neointimy i warstwy srodkowej t¢tnicy (powigkszenie 100x).

Representative micrographs of histological localization of reporter gene expression
after AAV and Adv gene transfer: A. cross-section of the rabbit carotid artery 21
days after AAV-CMV-eGFP 4xl 0° TU/ml gene transfer, fluorescence microscopy
(magnification 100x), arrows indicate eGFP-positive VSMC in media; B. en face
preparation of the artery 100 days after AAV-CMV-eGFP 4x1 0° TU/ml gene trans-
fer, fluorescence microscopy (magnification 50x), Bright fluorescence spots indicate
eGFP-positive cells; C. cross-section of the normal rabbit carotid artery 4 days af-
ter Adv-CMV-LacZ 10x10" pfu/ml gene transfer, arrows indicate EC cells express-
ing LacZ, X-gal staining (magnification 100x); D. cross-section of the injured rabbit
carotid artery 4 days after Adv-CMV-LacZ 10x10" pfu/ml gene transfer, arrows
indicate internal elastic lamina, dark spots in neointima and media indicate cells
expressing LacZ, X-gal staining (magnification 100x).
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A Liczba VSMC eGFP-pozytywnych
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Ryc.10. Czas 1 poziom ekspresji eGI'P w VSMC 1 EC po transferze przy pomocy wekto
ra AAV. A. Liczba eGI'P-pozytywnych VSMC warstwy srodkowej tetnicy na
przekr6j poprzeczny naczynia; B. Liczba eGFP-pozytywnych komérek na mm”
preparatu en face; C. Liczba eGFP-pozytywnych EC na przekrdj poprzeczny
naczynia. * - P<0.05

Fig.10. Time course of eGFP expression in VSMC and EC after AAV gene transfer. A.
Number of eGFP-positive VSMC in media per cross-section; B. Number of
eGFP-positive cells per mm* of en face carotid artery preparation, C. Number
of eGFP-positive EC per cross-section. * - P<0.05
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W Zadnej z analizowanych tgtnic, niezaleznie od czasu pobrania po wykona-
niu transferu, nie stwierdzono ekspresji eGFP w komdérkach przydanki. Jak
oczekiwano, nie obserwowano ekspresji eGFP w komdrkach t¢tnic poddanych
dziataniu placebo. Nie wykazano réwniez obecnosci komérek eGEFP-pozytyw-
nych w tetnicach szyjnych nie poddanych transterowi, przeciwlegtych do tgtnicy
transdukowanej AAV-CMV-eGFP.

Wysisza dawka i miano wektora AAV prowadzi do bardziej efektywnego
transferu genu reporterowego

W celu okreslenia znaczenia dawki wektora AAV dla efektywnosci transferu
genéw do sciany tetnicy wykonano dodatkowe doswiadczenia stosujac 100 pl
wektora AAV-CMV-eGFP o mianie 9x10e8 TU/ml. Liczbe i rodzaj komdrek
eGFP-pozytywnych oceniano 21 i 42 dni po transferze genéw i poréwnano
7 danymi z eksperymentéw przeprowadzonych z zastosowaniem 100 pl wektora
AAV-CMV-eGEFP 0 mianie 4x10e9 TU/ml, ryc.8 A.

Transfer AAV-CMV-eGFP przy uzyciu preparatu wektora o nizszym mianie
prowadzit do ekspresji genu reporterowego gtoéwnie w komérkach VSMC war-
stwy srodkowej tgtnicy. Najwyzsza liczbe komérek VSMC eGEFP-pozytywnych
stwierdzono 21 dni po transferze (3.0 + 1.9 komérek eGFP-pozytywnych / prze-
kréj poprzeczny i 36.9 + 25.5 komérek eGFP-pozytywnych /mm’ preparatu en
face). Wartosci te byly nizsze w poréwnaniu do uzyskanych po transterze
7 wykorzystaniem preparatu wektora o wyzszym mianie 4x10e9 TU/ml, nie-
mnie¢j réznica ta nie osiagneta znamiennosci statystycznej, ryc.10. W materiale
pobranym 42 dni po transferze stwierdzono zblizong liczbg komérek VSMC
wykazujacych ekspresje eGFP w obu por6wnywanych grupach.

Po zastosowaniu preparatu wektora AAV o nizszym mianie stwierdzono
znikoma ekspresje eGFP w komdrkach EC warstwy wewngtrznej tetnicy 21 dni
po transferze (0.1 + 0.1 komoérek eGEP-pozytywnych / przekrdj poprzeczny),
ryc.10. W poréwnaniu do t¢tnic poddanych transferowi przy uzyciu wektora
0 wyzszym mianie uzyskane wartosci byly niezamiennie nizsze. W tgtnicach
pobranych 42 dni po transferze nie stwierdzano obecnosci komérek EC eGFP-
pozytywnych, niezaleznie od zastosowanego miana wektora.

Transfer genow do prawidlowej tetnicy przy pomocy wektora Adv prowadzi
do ekspresji genu reporterowego wylqcznie w komorkach EC warstwy we-
whetrznej

Ekspresj¢ genu reporterowego LacZ oceniano w czwartym i 14 dniu po
transferze przy pomocy wektora Adv w mianie 1x10e9 pfu/ml i 1x10e10 pfu/ml,
ryc.8 B. Komoérki EC warstwy wewngtrznej prawidlowej tetnicy byly jedynymi
komoérkami wykazujacymi ekspresj¢ genu reporterowego w czwartym dniu po
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transferze Adv metoda aplikacji od $wiatla naczynia, ryc.9 C. Nie stwierdzono
ekspresji transgenu w warstwie $rodkowej i przydance transdukowanych tgtnic
niezaleznie od zastosowanego stezenia wektora. W dniu 14 po transferze nie
obserwowano ekspresji f-gal w zadnej z warstw $ciany analizowanych tetnic.
Jak oczekiwano, nie stwierdzono obecnosci komérek wykazujacych ekspresje
genu reporterowego ani w tgtnicach traktowanych placebo, ani w tetnicach szyj-
nych przeciwlegtych do poddanych zabiegowi transferu Adv-CMV-LacZ.

Przy uzyciu wektora Adv o stezeniu 1x10el0 pfu/ml uzyskano najwyzszy
odsetek komérek EC wykazujacych ekspresje f-gal w cztery dni po transferze
(45.7 + 13.6 EC p-gal-pozytywnych /przekrdj poprzeczny, ponad 70% EC), ryc.
11 A. Wartos$c¢ ta byta istotnie wyzsza od uzyskanych przy pomocy wektora Adv
0 nizszym mianie 1x10e9 pfu/ml (1.6 + 0.6 EC f-gal-pozytywnych /przekrdj
poprzeczny, P < 0.05), ryc. 11 A. Byta réwniez istotnie wyzsza od maksymalnej
liczby komérek EC wykazujacych ekspresje genu reporterowego po transferze
przy pomocy wektora AAV w mianie 4x10e9 TU/ml (0.7 + 0.7 EC eGFP-pozy-
tywnych /przekréj poprzeczny, P < 0.05), ryc. 11 A.

A liczba efektywnie transdukowanych EC B liczba efektywnie transdukowanych SMC
ns
o — 1 50 0,07
— - r ns 1
— | —|
60+ 50 4
40 4
401 a0
204 20 A
10 4
[0] 0 A
Adv Adv AAV AAV AAV Adv
1x10e9 pfu/ml 1x10e10 pfu/ml 4x10e9 TU/ml day 4 day 21 day 4

Ryc. 11. A. Srednia liczba komérek EC wykazujacych ekspresje genu reporterowego na
przekréj poprzeczny naczynia w cztery dni po transferze Adv-CMV-LacZ 1x10’
pfu/ml, Adv-CMV-LacZ 1x10' pfu/ml lub AAV-CMV-eGFP 4x10° TU/ml do
$ciany prawidlowej tetnicy szyjnej krélika, B. Srednia liczba komérek VSMC
wykazujaca ekspresje genu reporterowego na przekrdj poprzeczny naczynia w
cztery lub 21 dni po transferze AAV-CMV-eGFP 4x10° TU/ml do prawidtowej
tetnicy szyjnej krélika lub cztery dni po transferze Adv-CMV-LacZ 1x10"
pfu/ml do $ciany tetnicy szyjnej krélika poddanej urazowi. *P<0.05

Fig. 11. A. Bar graphs represent the mean number of EC expressing reporter gene 4
days after Adv-CMV-LacZ 1xI 0’ pfu/ml, AAV-CMV-eGFP 4xl 0° TU/ml or
AAV-CMV-eGFP 4x10° TU/mi gene transfers to normal rabbit carotid artery,
B. Bar graphs represent the mean number of VSMC expressing reporter gene in
media per cross-section 4 days after AAV-CMV-eGFP 4x10° TU/ml transfer to
normal rabbit carotid artery, 21 days after AAV-CMV-eGFP 4x10° TU/mi
transfer to normal rabbit carotid artery or 4 days after Adv-CMV-LacZ 1x10"
pfuw/ml transfer to injured rabbit carotid artery. *P<0.05
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Transfer genow do uszkodzonej tetnicy przy pomocy wektora Adv prowadzi
do ekspresji genu reporterowego w komérkach warstwy wewnetrznej i srodko-
wej tetnicy

Ze wzgledu na znaczenie barier anatomicznych, takich jak warstwa komérek
EC i elastyczna blona wewngtrzna, dla efektywnego transferu genéw do warstwy
srodkowej tetnic przy pomocy wektor6w Adv, wykonano doswiadczenia z wy-
korzystaniem modelu t¢tnicy szyjnej krélika podanej urazowi przy pomocy ba-
lonu do angioplastyki. Ekspresj¢ genu reporterowego LacZ oceniano w czwar-
tym i 14 dniu po transferze przy pomocy wektora Adv w mianach 1x10e9 pfu/ml
i 1x10e10 pfu/ml wykonanym cztery dni po urazie t¢tnicy, ryc 8 C. Wylacznie
w czwartym dniu po transferze wykazano obecnos¢ komdérek wykazujacych
ekspresje f-gal. Nalezaly do nich komérki EC warstwy wewngtrznej i VSMC
pogrubiatej warstwy wewngtrznej (neointimy) oraz VSMC warstwy srodkowe;j
tetnicy, ryc. 9 D. Ekspresji transgenu, podobnie jak w przypadku tetnic prawi-
dlowych, nie stwierdzano juz w 14 dniu po transferze. Liczba komoérek f-gal-
pozytywnych zaréwno w warstwie wewnetrznej jak i srodkowej byta istotnie
wyzsza w przypadku zastosowania Adv w mianie 1x10e10 pfu/ml w poréwnaniu
do preparatu wektora o mianie 1x10e9 pfu/ml w 4 dniu po transferze (P< 0.05).

Liczba komorek VSMC warstwy srodkowej wykazujqcych ekspresje trans-
genu jest zblizona w przypadku transferu przy pomocy wektora AAV do sciany
prawidtowej tetnicy i wektora Adv do tetnicy poddanej urazowi

Liczba komérek VSMC warstwy srodkowej wykazujaca ekspresj¢ genu re-
porterowego w czwartym dniu po transferze Adv (1x10e10 pfu/ml) do tetnicy
poddanej urazowi wielokrotnie przekraczata liczbe transdukowanych komérek
VSMC warstwy srodkowej tetnicy prawidlowej w czwartym dniu po transterze
przy pomocy wektora AAV (4x10e9 TU/ml). Jednak liczba ta byta zblizona do
liczby transdukowanych komérek VSMC warstwy srodkowej tgtnicy prawidto-
wej 21 dni po transferze przy pomocy wektora AAV (4x10e9 TU/ml), ryc. 11 B.
Nalezy zwroci¢ uwagg, iz wickszos¢ komérek VSMC warstwy srodkowej wyka-
zujacych ekspresj¢ genu reporterowego, w przypadku tgtnic poddanych transte-
rowi Adv, byta zlokalizowana bezposrednio pod wewngtrzng btong elastyczna.
Natomiast w przypadku transferu AAV komoérki VSMC eGFP-pozytywne byty
roztozone bardziej réwnomierniec w catej grubosci warstwy srodkowej tgtnicy,
ryc. 9AiD.
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Zmiany morfologiczne oraz ocena ostrej fazy nacieku zapalnego po trans-
ferze gendéw przy pomocy wektorow AAV i Ady do sciany prawidlowych tetnic

Wszystkie zwierzgta poddane transferowi gendw do tetnicy szyjnej przezyly
do konca eksperymentu. Nie obserwowano kliniczne jawnych dzialan niepoza-
danych. Wszystkie t¢tnice w momencie pobrania do analizy byly drozne dla
prawidtowego przeptywu krwi.

Obecnos$¢ morfologicznych uszkodzen oraz komérkowego nacieku zapalne-
go fazy ostrej oceniano histologiczne w czwartym dniu po transferze gendéw oraz
po zastosowaniu placebo. Dodatkowo oceniano ekspresj¢ czastek adhezji komo-
rek naczyniowych VCAM-1 oraz proliferacje komérkowa. Wyniki przedstawio-
no naryc. 12 i w tabeli 8.

Obfity leukocytarny naciek zapalny obserwowano w warstwie wewnetrznej
i srodkowej tetnic poddanych transferowi przy pomocy wektora Adv. Srednia
liczba leukocytéw stwierdzona w warstwie wewnetrznej i srodkowej przekracza-
fa okoto 10-krotnie liczbg leukocytéw obserwowanych w analogicznych war-
stwach tgtnic poddanych transferowi przy pomocy wektora AAV lub traktowa-
nych placebo, ryc. 12 A, B. Liczby leukocytéw obecnych w przydance tgtnic
poddanych transferowi Adv, AAV oraz traktowanych placebo nie r6znity si¢
znamiennie, ryc. 12 C. W tetnicach poddanych transferowi z wykorzystaniem
wektora AAV leukocyty w warstwie wewngtrznej i srodkowej stwierdzano spo-
radycznie, podobnie jak w przypadku tetnic poddanych dziataniu placebo,
ryc. 12 A.

Bardziej szczegdtowa charakterystyka komorek nacieku zapalnego ujawniata
istotnie wyzsza liczbg limfocytéw T obecnych w warstwie wewngtrznej i srod-
kowej tgtnic poddanych transterowi przy pomocy wektora Adv w poréwnaniu do
naczyn poddanych transferowi genéw z wykorzystaniem wektora AAV i podda-
nych dziataniu placebo, ryc. 12 A, B. Nie stwierdzono istotnych réznic w liczbie
limfocytéw T naciekajacych przydanke tetnic w zadnej z trzech poréwnywanych
grup, ryc. 12 C.

Obserwowano istotne uszkodzenie warstwy wewngtrznej polegajace na de-
nudacji komérek EC okoto 15% obwodu $wiatta naczynia zwiazane z ostrym
naciekiem zapalnym obecnym w t¢tnicach poddanych transtferowi przy pomocy
wektora Adv. Niewielkie uszkodzenia warstwy komérek EC stwierdzano réw-
niez w tetnicach poddanych transferowi przy uzyciu wektora AAV. Byly one
jednak istotnie mnigjsze w poréwnaniu do stwierdzanych w t¢tnicach poddanych
transdukcji wektorem Adv (P < 0.05) i poréwnywalne do obserwowanych
w tetnicach traktowanych placebo, tabela 8.
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Tab. 8. Stopien denudacji komérek EC i pole powierzchni warstwy wewngtrznej tetnicy
po transferze AAV, Adv lub dziataniu placebo.

Tab. 8. Acute endothelial denudation and neointima formation after Adv, AAV or mock
gene transfers.

P

Ady AAV Placebo Adv vs. AAV
Odsetek obwodu $wiatla t¢ticy
pozbawiony srédblonka (dzien 4) " ns
Absent endothelium at day 4 15.0+6.8 1.7+£29 09+1.6 P<0.05
[ % of luminal circumference]
Pole powierzchni warstwy
wewngtrznej tetnicy (dzien 14/21) " 1s
Area of neointima at day 14/21 0.35+0.17 0.07 £ 0.08 0.06 +0.07 P<0.01
[ mnt’ /eross-section ]

* P<0.05, ns - réznica nieistotna statystycznie w poréwnaniu do tetnic traktowanych placebo,
ns- not significant compared with mock trearment

Ekspresj¢ czasteczek adhezyjnych VCAM-1 stwierdzano w komoérkach EC
warstwy wewnetrznej wszystkich tetnic poddanych transterowi genéw oraz trak-
towanych placebo. Jednak tgtnice poddane transdukcji Adv charakteryzowaly si¢
najwyzsza liczba komérek EC VCAM-1-pozytywnych, istotnie wyzsza w po-
réwnaniu do tetnic poddanych transdukcji przy pomocy AAV (P< 0.05) i trak-
towanych placebo (P< 0.05). Liczba komérek EC wykazujacych ekspresje
VCAM-1 w tetnicach poddanych transferowi przy pomocy wektora AAV byla
réwniez istotnie wyzsza od stwierdzanej w tgtnicach poddanych dziataniu place-
bo (P <0.05), ryc. 12 A,

Znakowanie przy pomocy BrdU wykazato istotnie wyzsza liczbg proliteruja-
cych komoérek EC warstwy wewngetrznej tgtnic transdukowanych wektorem Adv
w pordéwnaniu do tetnic transdukowanych AAV (P< 0.05) i traktowanych place-
bo (P< 0.05). Niewielki, ale istotny statystycznie wzrost liczby komérek EC
bedacych w stadium podziatu stwierdzono w tetnicach transdukowanych AAV
w poréwnaniu do naczyn poddanych dziataniu placebo (P < 0.05), ryc. 12 A.
Liczby komorek proliferujacych w warstwie srodkowej i przydance t¢tnic nie
réznily si¢ istotnie w poréwnywanych grupach, ryc. 12 B, C.
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Naciek komdrek zapalnych, ekspresja VCAM-1 i proliferacja komérkowa w;
A. warstwie wewngetrznej (intima), B. srodkowej (media) i C. przydance t¢tnicy
szyjnej krolika w cztery dni po transferze genéw przy pomocy wektora AAV,
Adv lub dziataniu placebo. *- P<0.05, Le - leukocyty, Ma - monocyty, TI - lim-
focyty T, VCAM-1- komérki wykazujace ekspresjc VCAM-1, BrdU- komorki
w fazie podziatu.

Inflammatory cell infiltration, VCAM-1 expression and proliferation in;
A. intima, B. media and C. adventitia in rabbit carotid arteries four days after
AAV, Adv and mock treatments. *- P<0.05, Le- leukocytes, Ma- macrophages,
Tl- T-lymphocytes, VCAM-1- vascular cell adhesion molecule-1 expressing
cells, BrdU- proliferating cells identified by the BrdU assay.
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Zmiany morfologiczne oraz ocena komorkowego nacieku zapalnego po
transferze genow przy pomocy wektorow AAV i Adv do Sciany prawidtowych
tetnic w obserwacji odlegtej

Obecnos¢ morfologicznych uszkodzen oraz przewleklego komérkowego na-
cieku zapalnego oceniano histologiczne w 14 dniu po transferze gendéw przy
pomocy wektora Adv oraz w 21, 42 1 100 dniu po transdukcji AAV, a takze w 21
dniu po zastosowaniu placebo. Dodatkowo oceniano ekspresjc VCAM-1 oraz
liczbe¢ komdrek proliferujacych. Wyniki przedstawiono na ryc. 13 i w tabeli 8.

Intensywny, przewlekly naciek leukocytarny, o liczbie komérek zapalnych
zblizonej do stwierdzanej w okresie ostrym, z przewaga limfocytéw T nad ma-
krofagami obserwowano w warstwie wewngtrznej, srodkowej i przydance tetnic
w 14 dniu po transdukcji Adv, ryc. 13 A, B, C. Ponad to, liczba komérek EC
wykazujacych ekspresj¢ VCAM-1 oraz liczba komérek proliferujacych w war-
stwie srodkowej i przydance te¢tnic poddanych transferowi przy pomocy wektora
Adv, byly istotnie wyzsze od wartosci stwierdzanych w tetnicach transdukowa-
nych AAV oraz poddanych dziataniu placebo, ryc. 13 A, B, C. W warstwie we-
wnetrznej i srodkowej tgtnic poddanych transferowi mediowanemu przez AAV
oraz traktowanych placebo naciek zapalny stwierdzany w fazie ostrej niemal
zupetnie zanikl, tylko pojedyncze leukocyty byty widoczne 21 dnia po zabiegu
w przydance naczyn. Nieliczne komdrki EC warstwy wewngtrznej tetnic
transdukowanych AAV wykazywaly ekspresj¢ czastek VCAM-1 w 21 dniu,
w liczbie nie rézniacej si¢ istotnie od stwierdzanej w tgtnicach traktowanych
placebo. Nie obserwowano obecnosci komérek zapalnych, ekspresji VCAM-1
oraz komérek w fazie podziatu w te¢tnicach pobranych w 42 i 100 dniu po
transdukcji AAV.

Przyrost grubosci warstwy wewngtrznej (neointima) na catym obwodzie
swiatla t¢tnic obserwowano po transferze gendéw przy uzyciu wektora Adv.
W tetnicach poddanych transdukcji AAV obserwowano tylko niewielki rozrost
warstwy wewngtrznej, ograniczony w grubosci do jednej-dwédch warstw komo-
rek i obejmujacy ponizej 20% obwodu $wiatta naczynia. Poréwnanie pola po-
wierzchni warstwy wewngtrznej wykazato istotnie wigkszy przyrost warstwy
wewngtrznej w tetnicach transdukowanych Adv w poréwnaniu do tetnic podda-
nych dziataniu AAV (P< 0.01) i placebo (P< 0.05). Przyrost neointimy w tgtni-
cach transdukowanych AAYV nie r6znit si¢ istotnie od przyrostu obserwowanego
w tetnicach traktowanych placebo, tabela 8.
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Naciek komorek zapalnych, ekspresja VCAM-1 1 proliferacja komoérek w;
A. warstwie wewngtrznej (intima), B. srodkowej (media) 1 C. przydance tgtnicy
szyjnej krélika we poznym okresie (14/21 doba) po transferze genéw przy po-
mocy wektora AAV, Adv lub dziataniu placebo. *- P<0.05, **- P<0.01, Le-
leukocyty, Ma- monocyty, TI- limfocyty T, VCAM-1- komérki wykazujace
ekspresje VCAM-1, BrdU- komérki w fazie podziatu.

Inflammatory cell infiltration, VCAM-1 expression and proliferation in;
A. intima, B. media and C. adventitia in rabbit carotid arteries in 14/21 days af-
ter AAV, Adv and mock treatments. *- P<0.05, **- P<0.01, Le- leukocytes, Ma-
monocytes, Tl- T-lymphocytes, VCAM-1- vascular cell adhesion molecule-1 ex-
pressing cells, BrdU- proliferating cells identified by the BrdU assay.
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4.2. Transfer genow do $ciany tetnicy przy pomocy wektora
AAV zawierajacego gen reporterowy pod Kkontrolg
promotora Tie-1 nie prowadzi do komorkowo-swoistej
ekspresji w komorkach §réodblonka

Ekspresje eGFP poréwnano w 21 1 42 dniu po wewnatrznaczyniowym trans-
ferze AAV-Tie-eGFP i AAV-CMV-eGFP do prawidlowej tetnicy szyjnej krdli-
ka, ryc. 14.

Transfer genéw AAV-Tie-eGFP i AAV-CMV-eGFP
AAV-Tie-eGFP and AAV-CMV-eGFP gene transfer

Transfer genow
gene transfer

l’ \4 v

! !

0 21 42 dni/days

v pobranie materiatu i analiza
sample collection and analysis

Ryc. 14. Schemat badania. Prawidlowa tetnice szyjna krélika transdukowano przy pomo-
cy wektora AAV kodujacego eGFP pod kontrola promotora CMV lub Tie-1.
Materiat do badan pobierano 21 lub 42 dni po transferze.

Fig. 14. Study desin. AAV-Tie-eGFP or AAV-CMV-eGFP gene transfer to normal rabbit
carotid artery.

Po transferze przy uzyciu wektora z promotorem Tie-1 stwierdzono ekspre-
sj¢ genu reporterowego ograniczong do nielicznych komérek VSMC warstwy
srodkowej tetnicy, ryc. 15 A. Nie obserwowano ekspresji eGFP ani w komor-
kach EC ani w warstwie przydanki.
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Ryc. 15.

Fig. 15.

Reprezentatywne mikrofotografie histologicznej lokalizacji komoérek wykazuja-
cych ekspresje eGFP po transferze przy pomocy wektora AAV do prawidlowe;j
tetnicy szyjnej krolika, obraz z mikroskopu fluorescencyjnego (powigkszenie
100x), strzatki wskazuja eGFP-pozytywne VSMC warstwy srodkowej tetnicy:
A. przekr6j poprzeczny tetnicy 21 dni po transferze AAV-Tie-eGFP 9x10e8
TU/ml; B. przekrdj poprzeczny tetnicy 21 dni po transferze AAV-CMV-eGFP
9x10e8 TU/ml.

Representative micrographs of histological localization of eGFP gene expres-
sion after AAV gene transfer to normal rabbit carotid artery, fluorescence mi-
croscopy (magnification 100x), arrows indicate eGFP-positive VSMC in media:
A. cross-section of the artery 21 days after AAV-Tie-eGFP 9x10e8 TU/ml gene
transfer; B. cross-section of the artery 21 days after AAV-CMV-eGFP 9x10e8
TU/ml gene transfer.

Liczba komérek VSMC wykazujacych ekspresje eGFP po transferze AAV-
Tie-eGFP byta istotnie nizsza w poréwnaniu z liczba eGFP-pozytywnych komé-
rek VSMC po transferze AAV-CMV-eGFP zarowno w 21 jak i 42 dniu po za-
biegu, ryc. 16 A. W tetnicach transdukowanych AAV-CMV-eGFP stwierdzono
nieliczne komérki EC wykazujace ekspresje genu reporterowego tylko w 21 dniu
po transferze, ryc. 16 B.
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A Liczba eGFP-pozytywnych VSMC B Liczba eGFP-pozytywnych EC
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Ryc. 16. Srednia liczba VSMC i EC wykazujacych ekspresje eGFP na przekréj po-
przeczny naczynia 21 i 42 dni po transferze AAV-Tie-eGFP (9x10° TU/ml)
i AAV-CMV-eGFP (9x10° TU/ml) do prawidtowych tetnic szyjnych krélika.
*P<0.05, ¥*P<0.01.

Fig. 16. Bar graphs represent the mean number of eGFP-positive VSMC and EC per
cross-section 21 and 42 days after the AAV-Tie-eGFP (9x108 TU/ml) and the
AAV-CMV-eGFP (9x108 TU/ml) gene transfers to normal rabbit carotid arte-
ries. *P<0.05, **P<0.01.
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4.3. Zastosowanie inhibitora proteosomalnego MG-132 nie
prowadzi do poprawy efektywnoS$ci transferu genéw do
Sciany tetnicy szyjnej krolika przy uzyciu wektora AAV

W celu zbadania mozliwosci wykorzystania inhibitora proteosomalnego
MG-132 dla zwigkszenia efektywnosci transferu genéw do prawidtowej tetnicy
szyjnej krélika przy pomocy wektoréw AAV, poréwnano efekty transferu genu
reporterowego przy pomocy AAV-Tie-eGFP lub AAV-CMV-eGFP w i bez
obecnosci 40mM MG-132, ryc. 17.

Transfer genéw AAV-Tie-eGFP i AAV-CMV-eGFP z lub bez MG-132
AAV-Tie-eGFP and AAV-CMV-eGFP gene transfer with or without MG-132

Transfer genéw
gene transfer

vy

0 21 42 dni/days

' pobranie materiatu i analiza
sample collection and analysis

Ryc. 17. Schemat badania. Prawidlowa tetnice szyjna krélika transdukowano przy pomo-
cy wektora AAV kodujacego eGFP pod kontrola promotora CMV lub Tie-1
z lub bez obecnosci 40mM MG-132. Material do badan pobierano 21 lub 42 dni
po transferze.

Fig. 17. Study design. The AAV-CMV-eGFP or AAV-Tie-eGFP gene transfers with or
without 40mM MG-132 to normal rabbit carotid arteries.

Poréwnujac liczbg komérek $ciany tetnicy wykazujacych ekspresje transge-
nu po transferze AAV-CMV-eGFP lub AAV-Tie-eGFP z i bez obecnosci 40mM
MG-132 nie wykazano wplywu inhibitora na poziom ekspresji ani w 21, ani
w 42 dniu po zabiegu. Obserwacja ta dotyczy zaréwno komérek EC warstwy
wewnetrznej, jak i komdrek migsnidwki gladkiej warstwy srodkowej tetnicy,
ryc. 18.
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A

Liczba eGFP-pozytywnych EC na przekrdj poprzeczny
No. of eGFP-positive EC per cross-section

0,254
0,2-
0,154 "
0,14
0,054
0 0O O 0 0O 0 O
AAV-CMV AAV-Tie  AAV-CMV AAV-Tie
dzien 21/day 21 dzien 42/day 42

B

Liczba eGFP-pozytywnych VSMC na przekroj poprzeczny
No. of eGFP-positive VSMC per cross-section

6,01

5,0+

4,0- [ '|'

3,0+ T

2,04

1,0+

O’O = r _— .

AAV-CMV AAV-Tie AAV-CMV AAV-Tie
dzien 21/day 21 dzien 42/day 42
MG-132 (-) MG-132 (+)

Ryc. 18. Srednia liczba EC (A) i VSMC (B) wykazujacych ekspresje eGFP na przekr6j
poprzeczny naczynia 21 i 42 dni po transferze AAV-CMV-eGFP (9x10° TU/ml)
lub AAV-Tie-eGFP (9x10° TU/ml) do prawidtowych tetnic szyjnych krolika
w lub bez obecnosci 40mM MG-132.

Fig. 18. Bar graphs represent the mean number of eGFP-positive EC (A) and VSMC(B)
per cross-section 21 and 42 days after the AAV-CMV-eGFP (9x10° TU/ml) or
the AAV-Tie-eGFP (9x10° TU/ml) gene transfers to normal rabbit carotid arter-
ies with or without 40mM MG-132.
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W analizie histologicznej transdukowanych naczyn nie obserwowano istot-
nych lokalnych zmian toksycznych lub zapalnych zwiazanych z zastosowaniem
MG-132 w czasie transferu genéw, tab. 9. Stwierdzono tylko nieznacznie wyzsza
liczbg leukocytow w warstwie wewnetrznej oraz makrofagdw w przydance tgtnic
poddanych transferowi AAV z uzyciem MG-132 w poréwnaniu z t¢tnicami pod-
danymi dziataniu placebo. Wartosci te nie réznily si¢ jednak w sposéb staty-
stycznie znamienny od obserwowanych w naczyniach poddanych transterowi
AAYV bez uzycia MG-132.

Tab. 9. Liczba komérek lokalnego nacieku zapalnego, komérek proliferujacych, komo-
rek EC wykazujacych ekspresje VCAM-1 oraz pole powierzchni neointimy
w tetnicach poddanych transferowi AAV z i bez obecno$ci M(G-132 oraz w tet-
nicach poddanych dziataniu placebo (0.9% NaCl).

Tab. 9. Number of local inflammatory cells, proliferating cells, VCAM-1 expresing EC,
and neointima area in AAV transduced arteries with and without MG-132 and
in placebo treated arteries.

AAV AAV
(+MG-132) (-MG-132) p* placebo P
leukocyty
leukocytes
w. wewnetrzna/ intima [na ppn] 03+04 0.4+0.9 NS 01+01 <0.05
w. srodkowa/ media [na ppn] 1.7+2.0 0.9+0.9 NS 1.5+09 NS
przydanka/ adventitia [na pw] 6.7+3.1 5.7+2.0 NS 84+2.7 NS
makrofagi
macrophages
w. wewnelrzna/ intima [na ppn] 0.0+£0.0 0.0+£00 NS 0.0+0.0 NS
w. srodkowa/ media [na ppn] 0.7+0.9 0.4+0.6 NS 02+09 NS
przydanka/ adventitia [na pw] 4.8+ 1.7 53+3.5 NS 1.2+1.0 <0.05
limfocyty T
T lymphocytes
w. wewnelrzna/ intima [na ppn] 0.0+£0.0 0.0+£00 NS 0.0+0.0 NS
w. srodkowa/ media [na ppn] 0.1+£02 0.0+£00 NS 0.1+0.1 NS
przydanka/ adventitia [na pw] 0.3+04 0.3+0.3 NS 1.5+ 0.6 NS
k. proliferujace
proliferating cells
w. wewnetrzna/ intima [na ppn] 09+13 09+13 NS 0.7+05 NS
w. srodkowa/ media [na ppn] 0.0+£0.0 0.0+£00 NS 0.1+£02 NS
przydanka/ adventitia [na pw] 0.7+0.6 0.7+0.6 NS 0.8+0.3 NS
VCAM- 1 [na ppn] 15+1.7 14+12 NS 1.5+2.0 NS
Neointima [mm”] 0.071 + 0.084 0.024 £0.051 | NS 0.061 + 0.070 NS

p* - istotnos¢ statystyczna réznic miedzy tetnicami transdukowanymi w obecnosci MG-132

a tetnicami transdukowanymi bez obecnosci inhibitora MG-132 (MG-132+ vs. MG-132-),
p**- istotnos¢ statystyczna réznic miedzy tetnicami transdukowanymi w obecnosci MG-132

a tetnicami traktowanymi placebo (MG-132+ vs. placebo),

na ppn- na przekrdj poprzeczny naczynia/ per cross section,

na pw- na pole widzenia mikroskopu/ per high power field
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4.4. Transfer genu Srodblonkowego czynnika wzrostowego
naczyn typu D przy pomocy wektora adenowirusowego
do Sciany prawidlowej i poddanej urazowi tetnicy szyjnej
krolika

W celu zbadania potencjalnych naczynio-protekcyjnych wtasciwosci VEGF-
D poréwnano efekty transferu przy pomocy wektoréw adenowirusowych genu
kodujacego VEGF-Danac 1 genu kontrolnego LacZ do prawidtowej i uszkodzo-
nej tetnicy szyjnej krélika in vivo, ryc. 19.

A. Transfer genu VEGF-D,,,../LacZ do tetnicy prawidlowej
VEGF-D, ../ lLacZ gene transfer to normal artery

transdukcja
gene transfer

Vv

(9] 7 dni/days

B. Transfer genu VEGF-D,,,../LacZ do tetnicy uszkodzonej
VEGF-D,,.../lLLacZ gene transfer to injured artery

transdukcja
gene transfer

Vv

-4 0O 7 dni/days

A

denudacja
denudation

v pobranie materiatu i analiza
sample collection and analysis

Ryc. 19. Schemat badania. Prawidlowa lub poddana cztery dni wczesniej urazowi przy
pomocy balonu do angioplastyki t¢tnicg szyjna krélika transdukowano przy
pomocy wektora Adv kodujacego VEGF-Danac lub LacZ pod kontrolg promo-
tora CMV. Materiat do badan pobierano siedem dni po transferze.

Fig. 19. Study design. A. The VEGF-D 4y ,c or placebo gene transfer with Adv vector to
normal rabbit carotid arteries, B. The VEGF-D ¢ or placebo gene transfer
with Ady vector to injured rabbit carotid arteries.
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Transfer genu VEGF-D 4y ¢ do Sciany nieuszkodzonej tetnicy prowadzi do
redukcji komorkowego odczynu zapalnego i liczby komorek proliferujqcych
w warstwie wewnetrznej tetnicy

W celu zbadania proliferacji komérek w naczyniach poddanych transferowi
genéw wykonano test inkorporacji BrdU. W warstwie wewngetrznej tetnic siedem
dni po transferze genu VEGF-D ¢ stwierdzono istotnie mniejsza liczbe komo-
rek w fazie podzialu (BrdU-pozytywnych) w poréwnaniu z tetnicami po transfe-
rze genu kontrolnego LacZ (odpowiednio 4.4 + 3.0 i 28.4 + 18.1, p<0.05). Nie
wykazano istotnych r6znic w liczbie komoérek proliferujacych w warstwie Srod-
kowej i przydance transdukowanych tetnic, ryc. 20. Nie obserwowano réwniez
istotnych statystycznie réznic w stopniu uszkodzenia integralnosci warstwy ko-
morek srodbtonka migdzy poréwnywanymi grupami VEGF-D ¢ 1 LacZ, cho-
ciaz stopien denudacji EC byt nieco wigkszy w t¢tnicach poddanych transferowi
genu LacZ, tab. 10.

Na uwage zastuguje istotna réznica w nasileniu miejscowego odczynu za-
palnego migdzy poréwnywanymi grupami. W te¢tnicach poddanych transferowi
genu VEGF-D 4yc wykazano istotnie mniejszg liczb¢ leukocytéw oraz makrofa-
géw we wszystkich warstwach naczynia w poréwnaniu z te¢tnicami transduko-
wanymi genem LacZ, tab.10. Wykazano, istotng korelacje pozytywna miedzy
liczba makrofagdéw, a liczbg komoérek proliferujacych w warstwie wewngtrznej
tetnic poddanych transferowi genu LacZ (r = 0.82, p<0.05), tab. 12.

Liczba komodrek proliferujgcych w Scianie tetnicy
No. of proliferating cells in arterial wall
*

‘ ' VEGF-D,, ..

%07 }V | ] LacZz

20 '|' _I_
L= - ok

intima media adventitia

60 -

Ryc. 20. Srednia liczba komérek w fazie podziatu (BrdU-pozytywnych) w poszczegl-
nych warstwach t¢tnic siedem dni po transferze VEGF-D sy ¢ lub LacZ do pra-
widlowych tetnic szyjnych krélika. * P<0.05

Fig. 20. Bar graphs represent the mean number of proliferating cells in intima, media
and advetitia 7 days after VEGF-D gy,c or LacZ gene transfers to normal rabbit
carotid arteries. * P<0.05
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Tab. 10. Uszkodzenie $rédblonka i liczba komorek zapalnych w poszczegélnych war-
stwach tgtic siedem dni po transferze VEGF-D ¢ lub LacZ do prawidlowych
temic szyjnych krolika.

Tab. 10. Endothelial denudation and number of inflammatory cells in intima, media and
adventitia 7 days after VEGF-Dysc or Lac-Z gene transfers to normal rabbit
carotid arteries.

Adv-CMV-VEGF-D Adv-CMV-LacZ p
ubytek EC[%]
EC denudation [%] 45+57 76+5.0 NS
liczba leukocytéw na ppn
no. leucocytes
warstwa wewnetrzna / intima [na ppn] 9.1+12.1 47.5+37.6 <0.05
warstwa srodkowa / media [na ppn] 0.3+0.8 47+3.9 <0.05
przydanka / adventitia [na pw] 29.0+49 69.5+252 <0.05
liczba makrofagéw na ppn
no. macrophage per cross-section
warstwa wewnetrzna / intima [na ppn] 0.1+ 01 49+47 <0.01
warstwa srodkowa / media [na ppn] 06 +13 22+2.1 <0.05
przydanka / adventitia [na pw] 75 +3.6 151 +6.9 <0.05

na ppn- na przekrdj poprzeczny naczynia/ per cross section,
na pw- na pole widzenia mikroskopu/ per high power field

Transfer genu VEGF-D ¢ do Sciany nieuszkodzonej tetnicy prowadzi do
obnizenia ekspresji receptora VEGFR-2/KDR oraz metaloproteinaz macierzy
miedzykomorkowej

W analizie immunohistologicznej przekrojéw poprzecznych prawidtowych
tgtnic poddanych transterowi genéw VEGF-Dn,c 1 LacZ wykazano ekspresje
receptora VEGFR-2 oraz metaloproteinaz macierzy migdzykomoérkowej 2 i 9 we
wszystkich trzech warstwach naczynia: wewngtrznej, srodkowej i przydance.
W te¢tnicach poddanych transterowi VEGF-D sy4c W ocenie pétilosciowej ekspre-
sja. VEGFR-2 oraz MMP-2 i MMP-9 byla nizsza w warstwach wewngtrznej
i srodkowej w poréwnaniu do tgtnic poddanych transterowi LacZ, osiagajac
istotnos$¢ statystyczng dla VEGEFR-2 w warstwie wewngetrznej i srodkowej, dla
MMP-2 w warstwie wewngtrznej i dla MMP-9 w warstwie srodkowe;j, tab. 11,
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Tab. 11. Pétilosciowa ocena ekspresji MMP-2, MMP-9 i VEGFR-2/KDR w warstwie
wewngtrznej, srodkowej 1 przydance temic siedem dni po transferze VEGF-
D yc lub LacZ do prawidlowych temic szyjnych krélika.

Tab. 11. Semiquantitative evaluation of MMP-2, MMP-9 and VEGFR-2/KDR expression
in intima, media and adventitia 7 days after VEGF-Dyc or Lac-Z gene trans-
fers to normal rabbit carotid arteries.

Adv-CMV-VEGF-D | Adv-CMV-LacZ p
MMP-2
warstwa wewnetrzna / intima 1.4 +0.8 24+ 0.8 <0.05
warstwa srodkowa / media 14+0.8 20+ 06 NS
przydanka / adventitia 3.0+ 00 3.0+ 00 NS
MMP-9
warstwa wewnetrzna / intima 1.4 +0.8 23+ 1.0 NS
warstwa srodkowa / media 1.1+04 2.0+ 0.6 <0.05
przydanka / adventitia 3.0+ 00 3.0+ 00 NS
VEGFR-2/KDR
warstwa wewnetrzna / intima 1.9+04 2.7+05 <0.05
warstwa srodkowa / media 1.3+0.5 24405 <0.01
przydanka / adventitia 2.0+ 0.0 23+05 NS

W wigkszosci tgtnic poddanych transferowi genu VEGF-Dy4c i LacZ po-
ziomy ekspresji obu analizowanych metaloproteinaz w warstwie wewngtrznej
i srodkowej pozytywnie korelowaty mi¢dzy soba oraz z ekspresja VEGFR-2,
tab. 12. Nie wykazano istnienia istotnych korelacji migdzy ekspresja MMP-2,
MMP-9 oraz VEGFR-2, a stopniem uszkodzenia warstwy srodblonka, liczba
komérek proliterujacych oraz liczba komdérek zapalnych w poszczegdlnych war-
stwach prawidtowych t¢tnic poddanych transterowi VEGF-D 41 LacZ.
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Tab. 12. Wybrane korelacje w grupie t¢tmic prawidtowych poddanych lokalnemu transfe-
rowi genu VEGF-D y,c lub LacZ.

Tab. 12. Selected correlations after VEGF-D n,c or LacZ gene transfers to normal rab-
bit carotid arteries.

VEGF-D LacZ
Liczba komérek proliferujacych w warstwie we- r=055,NS r = 0.82, p<0.05
wnetrznej vs. liczba makrofagéw w warstwie we-
wngtrznej
No. proliferating cells in intima vs. No. macrophages
in intima
Ekspresja MMP-2 w warstwie wewnetrznej vs. r = 0.73, p<0.05 r = 0.92, p<0.01
ekspresja MMP-9 w warstwie wewngtrznej
MMP-2 expression in intima vs. MMP-9 expression

dnintima
Ekspresja MMP-2 w warstwie wewngtrznej vs. r=0.06, NS r = 0.81, p<0.05
ekspresja VEGFR-2 w warstwie wewngtrznej
MMP-2 expression in intima vs. VEGFR-2 expres-
sion in intima
Ekspresja MMP-2 w warstwie Srodkowej vs. r = 0.73, p<0.05 r = 1.0, p<0.00
ekspresja MMP-9 w warstwie srodkowej
MMP-2 expression in media vs. MMP-9 expression

dnmedia L
Ekspresja MMP-2 w warstwie srodkowej r = 0.74, p<0.05 r = 1.0, p<0.00
vs. ekspresja VEGFR-2 w warstwie srodkowej
MMP-2 expression in media vs. VEGFR-2 expres-
sion in media
Ekspresja MMP-9 w warstwie wewnetrznej vs. r=-0.37, NS r = 0.83, p<0.05
ekspresja VEGFR-2 w warstwie wewngtrznej
MMP-9 expression in intima vs. VEGFR-2 expres-
sion in intima
Ekspresja MMP-9 w warstwie $rodkowej vs. r=0.73, NS r = 1.0, p<0.00
ekspresja VEGFR-2 w warstwie srodkowe;j
MMP-9 expression in media vs. VEGFR-2 expres-
sion in media

Wewnaqtrznaczyniowy transfer genu VEGF-D sy ¢ do Sciany tetnicy po ura-
zie balonowym nie przyspiesza odtworzenia integralnosci warstwy srodbtonka
oraz nie prowadzi do redukcji przyrostu warstwy wewnetrznej

W siedem dni po transterze genu VEGF-D,n,c do $ciany tetnicy poddanej
wczesniej urazowi przy pomocy balonu do angioplastyki wiencowej nie wyka-
7ano przyspieszenia procesu odtworzenia integralnosci warstwy $rédblonka oraz
redukcji przyrostu grubosci warstwy wewngtrznej (neointimy) w pordwnaniu do
tgtnic poddanych transterowi genu LacZ. W tgtnicach poddanych transdukcji
VEGF-D 4y c stopien denudacji EC oraz pole powierzchni warstwy wewngtrznej
i stosunek warstwy wewngtrznej do srodkowej byly wigksze w poréwnaniu do
naczyn poddanych transferowi genu kontrolnego, réznice te jednak nie byty
istotne statystycznie, ryc. 21.
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Ryc. 21. Uszkodzenie srédbtonka i przyrost warstwy wewnetrznej siedem dni po transfe-
rze VEGF-D,ysc lub LacZ do poddanych urazowi tetnic szyjnych krélika.
A. Procent obwodu $wiatta naczynia pozbawiony komoérek srédblonka, B. pole
powierzchni warstwy wewngtrznej, C. stosunek pola powierzchni warstwy we-

whnetrznej do pola powierzchni warstwy srodkowej.

Fig. 21. Endothelial denudation and neointima formation 7 days after VEGF-D ¢ or
LacZ gene transfers to injured rabbit carotid arteries. A. percentage of denuded
EC, B. intima area, C. intima/media ratio.

W tetnicach transdukowanych VEGF-D,y,c obserwowano istotnie wigksza
liczb¢ komoérek VSMC proliferujacych w warstwie srodkowej oraz w sposéb
nieistotny statystycznie zwigkszona liczb¢ komdrek w fazie podzialu w warstwie
wewnetrznej i przydance w pordéwnaniu do tetnic poddanych transferowi LacZ,
tab. 13. Nie wystepowaty istotne réznice w liczbie komoérek lokalnego nacieku
zapalnego w obu poréwnywanych grupach tetnic, tab.13.
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Tab. 13. Liczba komérek dzielacych si¢ oraz leukocytéw i makrofagéw w poszczegdl-
nych warstwach t¢tnic siedem dni po transferze VEGF-D 4y, lub LacZ do $cia-
ny poddanych urazowi tetnic szyjnych kroélika.

Tab. 13. Number of proliferating cells, leukocytes and macrophages in intima, media
and adventitia 7 days after VEGF-D 4y4c or Lac-Z gene transfers to injured rab-
bit carotid arteries.

Adv-CMV-VEGF-D Adv-CMV-LacZ p

liczba komoérek prolifernjacych
no. proliferating cells

warstwa wewnetrzna / intima [na ppn] 39.0+22.3 19.1+16.7 NS
warstwa wewnetrzna / intima [na mm?2] 924.2 + 878.5 779.5 +561.0 NS
warstwa srodkowa / media [na ppn] 14.2+8.0 43+3.1 <0.05
przydanka / adventitia [na pw] 25+19 0.8+03 NS

liczba leukocytow
no. leucocytes

warstwa wewnetrzna / intima [na ppn] 85.7 + 132.7 334+ 820 NS
warstwa wewngtrzna / intima [na mm?2] 127 +17.1 11.5+155 NS
warstwa srodkowa / media [na ppn] 13+1.7 1.5+14 NS
przydanka / adventitia [na pw] 343 +12.8 32.2+220 NS

liczba makrofagéw na ppn
no. macrophage per cross-section

warstwa wewnetrzna / intima [na ppn] 08+1.1 03+03 NS
warstwa wewngtrzna / intima [na mm?2] 6.5+8.1 5.0+87 NS
warstwa srodkowa / media [na ppn] 04+07 0.2+03 NS
przydanka / adventitia [na pw] 57+09 53+15 NS

ppn- przekrdj poprzeczny naczynia/ cross section,
pw- pole widzenia mikroskopu/ high power field

Pole powierzchni warstwy wewngtrznej (neointima) oraz stosunek inti-
ma/media t¢tnic poddanych transferowi genu LacZ dodatnio korelowaty z liczba
naciekajacych t¢ warstwg leukocytéw oraz liczba komérek neointimy w fazie
podziatu, tab. 14. Natomiast liczba komérek proliferujacych dodatnio korelowata
z liczba naciekajacych leukocytéw oraz stopniem ekspresji MMP-9, tab. 14.
W przypadku t¢tnic poddanych transferowi VEGF-D 4y, stwierdzono wystepo-
wanie dodatniej korelacji migdzy liczba komoérek proliferujacych w warstwie
wewngtrznej, a liczba komoérek dzielacych si¢ w warstwie srodkowej oraz wy-
stgpowanie dodatniej korelacji migdzy liczba komoérek proliferujacych w war-
stwie srodkowej a ekspresja MMP-9, tab. 14,
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Tab. 14. Wybrane korelacje w grupie t¢mic poddanych urazowi a nastepnie lokalnemu
transferowi genu VEGF-D 45, lub LacZ.
Tab. 14. Selected correlations after VEGF-D or LacZ gene transfers to injured rabbit

carotid arteries.

VEGF-D

LacZ

Pole powierzchni warstwy wewnetrznej vs.
liczba leukocytéw w warstwie wewnetrznej
Intima area vs. No. leukocytes in intima

r=0.33,NS

r = 0.88, p<0.05

Stosunek intima/media vs. liczba komérek
proliferujacych warstwy wewngtrznej
Intima/media ratio vs. No. proliferating
cellsinintma |
Stosunek intima/media vs. liczba leukocy-
tOw w warstwie wewngtrznej

Intima/media ratio vs. No. leukocytes in
intima

r=-048, NS

r=0.33,NS

r = 0.83, p<0.05

r = 0.89, p<0.05

Liczba komérek proliferujacych warstwy
wewngtrznej vs. liczba leukocytéw w war-
stwie wewngtrznej

No. proliferating cells in intima vs. No.
Jeukocytes inintima. |
Liczba komérek proliferujacych warstwy
wewngtrznej vs. ekspresja MMP-9 w war-
stwie wewngtrznej

No. proliferating cells in intima vs. MMP-9
expression inintima |
Liczba komérek proliferujacych warstwy
wewngetrznej vs. liczba komérek proliferu-
jacych warstwy srodkowej

No. proliferating cells in intima vs. No.
proliferating cells in media |
Liczba komérek proliferujacych warstwy
srodkowej vs. ekspresja MMP-9 w warstwie
srodkowej

No. proliferating cells in media vs. MMP-9

expression in media

r=0.56, NS

r=0.18, NS

r = 0.88, p<0.05

r = 0.81, p<0.05

Transfer genu VEGF-D,n,c prowadzi do obniienia ekspresji receptora
VEGFR-2/KDR oraz metaloproteinaz macierzy miedzykomorkowej w warstwie
srodkowej tetnicy po urazie balonowym

W analizie immunohistologicznej tgtnic poddanych urazowi przy pomocy
balonu do angioplastyki wiencowej i nastgpnie transferowi gendw VEGF-D ¢
Iub LacZ podobnie jak w tgtnicach prawidtowych wykazano ekspresj¢ receptora
VEGFR-2 oraz metaloproteinaz macierzy migdzykomdrkowej 2 i 9 we wszyst-
kich trzech warstwach: wewngtrznej, srodkowej i przydance. W ocenie potilo-
sciowej ekspresja VEGFR-2, MMP-2 i MMP-9 byla nieco wyzsza w tetnicach
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poddanych urazowi w poréwnaniu do naczyn prawidlowych, lecz réznice te nie
wykazywaly istotnosci statystycznej. W tetnicach uszkodzonych poddanych
transferowi VEGF-Dn,c w ocenie poélilosciowej ekspresja VEGFR-2 oraz
MMP-2 i MMP-9 byla nizsza w warstwie $rodkowej w poréwnaniu do tetnic
poddanych transferowi LacZ, osiagajac istotnos¢ statystyczng tylko w przypadku
MMP-9, tab.15.

Tab. 15. Potilosciowa ocena ekspresji MMP-2, MMP-9 i VEGFR-2/KDR w poszczegdl-
nych warstwach siedem dni po transferze VEGF-D 4y c lub LacZ do t¢tic szyj-
nych krélika poddanych urazowi.

Tab. 15. Semiquantitative evaluation of MMP-2, MMP-9 and VEGFR-2/KDR expression
in intima, media and adventitia 7 days after VEGF-Dy,c or Lac-Z gene trans-
Jers to injured rabbit carotid arteries.

| Adv-CMV-VEGF-D | Adv-CMV-LacZ | p
MMP-2
warstwa wewnetrzna / intima 2.1+0.7 25406 NS
warstwa srodkowa / media 14+08 22+04 NS
przydanka / adventitia 3.0+00 3.0+00 NS
MMP-9
warstwa wewnetrzna / intima 2.1+0.7 23+05 NS
warstwa srodkowa / media 14+08 25+06 <0.05
przydanka / adventitia 3.0+00 3.0+00 NS
VEGFR-2/KDR
warstwa wewngtrzna / intima 23+05 27+05 NS
warstwa srodkowa / media 2.1+04 25+06 NS
przydanka / adventitia 1.9+04 20+00 NS

Poziom ekspresji metaloproteinaz MMP-2 i 9 korelowat ze soba zwlaszcza
w przypadku tetnic poddanych transferowi genu VEGF-D ¢, tab. 16. Ponadto,
w przypadku tych t¢tnic, wykazano istnienie dodatniej korelacji ekspresji obu
metaloproteinaz z liczba naciekajacych leukocytow w warstwie wewngtrznej,
tab. 16. W te¢tnicach poddanych transterowi genu LacZ wykazano istnienie do-
datniej korelacji migdzy ekspresja MMP-9 a ekspresja VEGFR-2 w warstwie
srodkowej naczynia, tab. 16.
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Tab. 16. Wybrane korelacje migdzy badanymi parametrami w grupie t¢tnic poddanych
urazowi a nastgpnie lokalnemu transferowi genu VEGF-D 54 lub LacZ.

Tab. 16. Selected correlations between studied parameters after VEGF-D y,c or LacZ
gene transfers to injured rabbit carotid arteries.

VEGF-D

LacZ

Ekspresja MMP-2 w warstwie wewnetrznej vs.
liczba leukocytéw warstwy wewnetrznej

MMP-2 expression in intima vs. No. leukocytes in
dndma ]
Ekspresja MMP-2 w warstwie wewnetrznej vs.
ekspresja VEGFR-2 w warstwie wewnetrznej
MMP-2 expression in intima vs. VEGFR-2 ex-
_pression inintima |
Ekspresja MMP-2 w warstwie wewnetrznej vs.
ekspresja MMP-9 w warstwie wewngtrznej

MMP-2 expression in intima vs. MMP-9 expres-

sion in intima

r = 0.85, p<0.05

r = 1.0, p<0.00

r=045NS

Ekspresja MMP-2 w warstwie s$rodkowej vs.
ekspresja MMP-9 w warstwie srodkowej

MMP-2 expression in media vs. MMP-9 expres-
sion in media

r = 1.0, p<0.00

r=044,NS

Ekspresja MMP-9 w warstwie wewngtrznej vs.
liczba leukocytéw warstwy wewnetrznej
MMP-9 expression in intima vs. No. leukocytes in

intima

r = 0.85, p<0.05

r=0.63,NS
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5. DYSKUSJA

Lokalny transfer genéw do $ciany tgtnic stanowi potencjalnie przydatna me-
todg zar6wno w badaniach biologii i patologii naczyn jak i w terapii genowej
choréb uktadu sercowo-naczyniowego. Do tej pory opisano kilka systeméw
efektywnego transferu genéw do $ciany naczyn krwiono$nych wykorzystujacych
rézne rodzaje wektoréw [72,74,272]. Obecnie znacznie czgséciej wykorzystuje si¢
wektory wirusowe gtéwnie ze wzgledu na znacznie wyzsza efektywnos¢ transte-
ru gendéw w poréwnaniu z wektorami niewirusowymi. Wirusy pochodzace
z wielu rodzin zostaty wykorzystane do tworzenia wektoréw o réznych wlasci-
wosciach biologicznych i w konsekwencji o odmiennych zaletach i ogranicze-
niach ich zastosowania w badaniach eksperymentalnych i potencjalnej terapii
genowej [72,74,272].

Transfer genow reporterowych do Sciany tetnicy: poréwnanie wirusow
zwiqzanych z adenowirusami z wektorami adenowirusowymi

Niewiele wiadomo na temat mozliwosci transteru genéw do $ciany naczyn
przy pomocy wiruséw zwiazanych z adenowirusami AAV [6,61,141,143,204,
208, 245]. Ninigjsze badanie miato gléwnie na celu okreslenie efektywnosci oraz
ewentualnych dziatan niepozadanych wewnatrznaczyniowego transteru genéw
do sciany tg¢tnicy przy pomocy wektoréw AAV. Jest to najprawdopodobniej
pierwsze badanie dotyczace transferu gendéw do s$ciany naczyn poréwnujace
bezposrednio w tym samym modelu eksperymentalnym wektory AAV z wekto-
rami adenowirusowymi Adv.

Dokonujac transferu od wewnatrz swiatla tetnicy wykazano, iz pomimo za-
chowania integralnosci komérek EC warstwy wewngtrznej oraz elastycznej bto-
ny wewnetrznej, uzycie wektora AAV z promotorem CMV prowadzi do wysoce
efektywnej transdukcji komérek VSMC warstwy $rodkowej naczynia z dhugo-
trwalg ekspresja genu reporterowego, obecna do 100 dni po transdukcji. Jest to
najprawdopodobniej najdtuzszy udokumentowany do tej pory czas ekspresji
transgenu w $cianie tetnicy uzyskany przy pomocy wektora AAV [6,61,141,143,
204,208,245]. W tym samym modelu eksperymentalnym, uzycie wektora Adv
z tym samym promotorem CMYV prowadzito do wysoce selektywnej i efektyw-
nej transdukcji > 70% komoérek EC warstwy wewngetrznej. Jak oczekiwano, eks-
presja genu reporterowego po transdukcji Adv byta krétkotrwata, ponizej dwoéch
tygodni. Natomiast nie uzyskano ekspresji transgenu w warstwie srodkowe;j tgt-
nicy. Najprawdopodobniej bariera anatomiczna w postaci: warstwy komérek EC
oraz elastycznej btony wewnetrznej, oddzielajacej warstwe wewngtrzng od srod-
kowej naczynia, jest czynnikiem ograniczajacym efektywny transfer genéw do
warstwy srodkowej tgtnicy przy pomocy wektoréw Adv, charakteryzujacych si¢
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relatywnie duzym rozmiarem ($rednica ok. 100 nm). Ten wniosek jest poparty
obserwacjami z niniejszej pracy oraz innych badaczy, iz uraz mechaniczny,
uszkadzajacy warstwe komdrek EC i elastyczna blong wewnetrzng tgtnicy,
umozliwia penetracje Adv oraz efektywna transdukcje VSMC warstwy srodko-
wej [209,218]. Maly wymiar czasteczki wektora AAV (okoto 20 nm) moze
przynajmniej czgsciowo thumaczy¢ tatwos¢ przenikania tego wektora przez ba-
riery anatomiczne prawidlowego, nieuszkodzonego naczynia i efektywna
transdukcje VSMC warstwy srodkowe;.

Zaskoczeniem moze by¢ obserwacja, iz mimo bezposredniego kontaktu wek-
tora AAV z komoérkami srodbtonka warstwy wewnetrznej, efektywnos¢ transferu
gendéw do tych komorek jest bardzo niska. Proteoglikan heparanosiarczanowy
(HSPG - heparan sulphate proteoglycan) odgrywa kluczowg rolg jako gtowny
receptor odpowiedzialny za wnikanie AAV do komoérek docelowych [234]. Wy-
niki wczesniejszych badan wlasnych wykazaly, iz macierz pozakomérkowa
zwiazana z EC jest bardzo bogata w HSPG. W warunkach eksperymentalnych
udowodniono, iz HSPG obecny w macierzy pozakomérkowej EC moze efek-
tywnie konkurowa¢ z HSPG na powierzchni komérek EC o wiazanie czastek
AAYV iuniemozliwia¢ wnikanie wektora do wnetrza tych komoérek [185]. Zjawi-
sko to, przynajmniej w czg¢sci, moze odpowiada¢ za obserwowang in vivo niska
efektywnosc¢ transteru gendéw do komérek EC przy pomocy wektora AAV. Nie-
dawno opublikowane przez Nicklin i wsp. wyniki eksperymentéw, polegajacych
na inkorporacji do kapsydu wektora AAV czastek specyficznych ligandéw pep-
tydowych, wyizolowanych metoda phage display, umozliwity efektywna i wy-
soce selektywng transdukcj¢ komérek EC [171]. Z doniesienia tego wynika, iz
przynajmniej czg¢sciowe uniezaleznienie wnikania wirusa od receptora HSPG
poprzez zastosowanie innych ligandéw specyticznych dla EC, znacznie zwigksza
efektywnos¢ transferu do tych komérek. Potwierdza to wysunigte przez nasza
grupg wnioski dotyczace waznej roli HSPG w macierzy pozakomérkowej na-
tywnych komérek EC w limitowaniu efektywnosci transdukcji przy pomocy
wektoréw AAV [185].

W niniejszym badaniu wykazano obecnos¢ wysoce efektywnej ekspresji
transgenu czwartego dnia po transferze gendéw do Sciany tetnicy przy pomocy
wektora Adv. Jednak 10 dni p6zniej nie obserwowano nawet pojedynczej ko-
moérki wykazujacej ekspresje genu reporterowego. Tego typu krétki czas trwania
ekspresji jest charakterystyczny dla Adv oraz innych wektoréw nieposiadajacych
wlasciwosci integracji z genomem komoérki docelowej [72,74,228,252].

Obserwowany we wczesnej fazie po transferze wektorem AAV maksymalny
poziom ekspresji genu reporterowego w komoérkach srédbtonka czwartego dnia,
nastgpnie jego redukcja 21 dnia oraz catkowity zanik 42 dnia moga sugerowac
charakter episomalny ekspresji. Mechanizm ten moze odpowiadac takze za istot-
ng redukcje poziomu ekspresji genu reporterowego w komoérkach migsni
gtadkich warstwy srodkowej tgtnicy obserwowana 42 dnia po transdukcji AAV.
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Uzyskane wyniki doswiadczen poréwnujacych efektywnos¢ transteru przy uzy-
ciu r6znych dawek wirusa sugeruja, iz poziom tej krétkotrwatej ekspresji moze
zaleze¢ od liczby kopii wektora wprowadzonej do komérek docelowych. Nato-
miast wykazany w niniejszym badaniu dtugotrwaly do 100 dni, stabilny poziom
ekspresji w komoérkach VSMC zwigzany jest najprawdopodobniej z integracja
transgenu do genomu komérek docelowych. Poréwnywalna liczba komoérek
wykazujacych ekspresjg transgenu w obserwacji ditugotrwalej niezalezna od
dawki wektora, moze sugerowac, iz proces integracji moze nie by¢ bezposrednio
uwarunkowany pierwotna liczba kopii wirusa wnikajacych do VSMC. Doktadny
mechanizm integracji transgenu przez wektory AAV jest nadal nieznany [152,
158]. Poznanie natury tego procesu prowadzacego do dilugotrwalej ekspresji
transgenu jest niezwykle wazne przede wszystkim ze wzgledéw bezpieczenstwa
potencjalnej terapii.

Wyniki tego badania po raz pierwszy w bezposrednim poréwnaniu wekto-
row AAV i Adv udokumentowaty brak zaréwno ostrej jak i przewleklej istotne;j
odpowiedzi zapalnej w przypadku transferu genéw do $ciany tgtnicy przy zasto-
sowaniu wektora AAV. W sposéb szczegdtowy okreslono charakter komérko-
wego nacieku, ostra toksycznosé oraz przewlekajacy si¢ lokalny odczyn zapalny,
proliferacj¢ komoérkowa i patologiczny rozrost warstwy wewngtrznej indukowa-
ne przez wektory Adv. Oryginalnym wynikiem tego badania jest réwniez wyka-
zanie niewielkiego, ale istotnego statystycznie w poréwnaniu do t¢tnic traktowa-
nych placebo wzrostu ekspresji VCAM-1 i wzrostu liczby proliferujacych komo-
rek EC we wczesnej fazie po transferze wektorem AAV. Nalezy jednak podkre-
sli¢, iz zaré6wno ekspresja VCAM-1, jak i wzrost liczby dzielacych si¢ EC, byty
zjawiskiem krétkotrwatym i byly istotnie nizsze w poréwnaniu do obserwowa-
nych w tetnicach transdukowanych Adv. W poréwnaniu z t¢tnicami poddanymi
transterowi przy pomocy Adv w $cianie tgtnic transdukowanych AAV stwier-
dzano niewielki i szybko przemijajacy komérkowy odczyn zapalny poréwny-
walny z obserwowanym w naczyniach traktowanych placebo. W szczeg6lnosci
nie wykazano obecnosci przewleklego nacieku limfocytéw T, opisanego przez
Richter i wsp. [204]. Zaobserwowano natomiast, obecnos¢ niewielkiego przyro-
stu grubosci btony wewngtrznej. Nie r6znit si¢ on jednak znamiennie od wyka-
zanego w tetnicach traktowanych placebo oraz byt ograniczony do jednej-dwoéch
warstw komorek i dotyczyt ponizej 20% obwodu swiatta naczynia. Zjawisko to
mozna ttumaczy¢ niewielkim uszkodzeniem warstwy EC oraz nieznacznym nasi-
leniem proliferacji komérkowej we wczesnym okresie po transterze przy pomo-
¢y AAV. Nie mozna rowniez wykluczy¢ z cala pewnoscia uszkodzen EC zwia-
zanych z sama procedura chirurgiczng wewnatrznaczyniowego transteru genéw.

W badaniu tym wykazano istotne réznice migdzy wektorami AAV i Ady,
ktére z pewnoscia maja duze znaczenie, zaréwno w badaniach eksperymental-
nych transteru gendw do sciany tetnic, jak i dla ich potencjalnych zastosowan
w terapii genowej. Po pierwsze, réznice w tropizmie wektoréw AAV do VSMC
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i Adv do EC wyraznie widoczne w przypadku transdukcji tg¢tnic nieuszkodzo-
nych, umozliwiaja preferencyjny, wysoce specyticzny transfer genéw do tych
typéw komérek. Uzyskane wyniki wskazuja, iz uzycie wektorow AAV pozwala
na efektywny transfer genéw do VSMC warstwy srodkowej naczynia bez po-
trzeby mechanicznego uszkodzenia barier anatomicznych. Ta obserwacja wydaje
si¢ szczegllnie wazne ze wzgledu na kluczowa rolg jaka odgrywaja komdrki
VSMC w procesach: rozrostu blony wewngtrznej w miazdzycy tetnic, nawrocie
zwezenia po zabiegach angioplastyki i implantacji stentéw naczyniowych oraz
w degeneracji przesel Zylnych po zabiegach przgstowania aortalno-wiencowego
i zabiegach chirurgii naczyniowej [42,99,148,213,219]. Dlatego wiasnie VSMC
sa bardzo atrakcyjnymi komoérkami docelowymi dla terapii genowej schorzen
uktadu krazenia. Dodatkowo, transfer genéw do nieuszkodzonej $ciany tetnicy
moze by¢ bardzo przydatny dla badania potencjalnych wtasciwosci terapeutycz-
nych wybranych genéw w badaniach eksperymentalnych i przedklinicznych
terapii genowej [72,74]. Po drugie, réznice w czasie trwania efektywnej ekspresji
transgenu po transferze przez AAV i Adv moga zosta¢ wykorzystane w celu
uzyskania réznych zaréwno eksperymentalnych, jak i terapeutycznych efektow.
Ekspresja genéw po transferze przy pomocy Adv jest krétkotrwala (< 2 tygo-
dnie). Jest to najprawdopodobniej zbyt krétki okres czasu, by uzyska¢ efekt tera-
peutyczny w przypadku schorzen przewlekle uszkadzajacych naczynia. Jednakze
przemijajaca ekspresja moze okazac si¢ uzZyteczna, a nawet wskazana w pew-
nych sytuacjach zwigzanych np. z badaniem wlasciwosci terapeutycznych genéw
w modelach eksperymentalnych lub zastosowan terapeutycznych w schorzeniach
ostrych o potencjalnie szybko odwracalnej przyczynie, jak prewencja ostrej za-
krzepicy naczyniowej, czy zapobieganie nawrotowi zwe¢zenia po zabiegach na
tgtnicach. Diugotrwale utrzymujaca si¢ ekspresja po transdukcji AAV moze zna-
lez¢ zastosowanie w leczeniu schorzen o przebiegu przewleklym, takich jak:
miazdzyca tgtnic, degeneracja przgset Zylnych i arteriopatia wiencowa w prze-
szczepionym sercu. Po trzecie, nalezy uwzglednia¢ istotne réznice w indukcji
ostrej i przewleklej lokalnej odpowiedzi zapalnej przy wyborze wektora dla apli-
kacji eksperymentalnej, a zwlaszcza dla zastosowania w terapii. Wektory Ady,
jak wykazano w prezentowanym badaniu oraz jak wykazali wczeéniej inni bada-
cze, powoduja istotne ostre uszkodzenie naczynia, przedluzajaca si¢ w czasie
aktywacje komérek naczyniowych, zapalenie i patologiczny rozrost warstwy
wewngtrznej [170,217,218]. W przeciwienstwie do Adv wektory AAV wydaja
si¢ by¢ niepatogenne i nietoksyczne dla $ciany t¢tnic, powoduja subtelna i krét-
kotrwata lokalna odpowiedz immunologiczna ustroju [276].

W przypadku wektoréw AAV nalezy nadal bra¢ pod uwage niezwykle waz-
ne aspekty zwiazane z bezpieczenstwem ich stosowania. Do najistotniejszych
nalezy nie do konca sprecyzowane jeszcze ryzyko mutagenezy zwigzane z loso-
wa integracja materiatu genetycznego wektora z genomem komdrki docelowe;j
[72,74,168,244]. Obaw¢ wzbudza réwniez ryzyko odpowiedzi humoralnej zwia-
zanej z wysoka czgstoscig wystepowania w populacji ludzkiej przeciwciat skie-
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rowanych przeciwko dzikim wirusom AAV [21,191]. Niezwykle wazne jest
réwniez poznanie wszystkich potencjalnych konsekwencji dlugotrwatej ekspresji
danego transgenu.

Whioski:

1. Zaréwno wektory AAV jak i Adv sg skutecznymi i efektywnymi narze-
dziami transferu genéw do $ciany tgtnic.

2. Istnigjg istotne réznice w typie transdukowanych komérek sciany tgtnicy
oraz w czasie trwania ekspresji transgenu migdzy poréwnywanymi sys-
temami wektoréw. Transfer przy pomocy wektora AAV do $ciany pra-
widtowej tetnicy prowadzi do dlugotrwatej (do 100 dni) ekspresji trans-
genu w komoérkach migéni gladkich warstwy s$rodkowej. Natomiast
transfer przy pomocy wektora adenowirusowego do prawidtowej tetnicy
prowadzi do krétkotrwatej (ponizej 14 dni) ekspresji wytacznie w ko-
mérkach srédbtonka.

3. Szczegdblnie korzystng przewaga wektoréw AAV nad Adv jest brak in-
dukcji istotnej odpowiedzi zapalnej.

4. Zréznicowane wlasciwosci obu typéw wektoréw moga zosta¢ efektyw-
nie wykorzystane dla réznych celéw eksperymentalnych i terapii geno-
wej.

Transfer genow do Sciany tetnicy przy pomocy wektora AAV zawierajqcego
gen reporterowy pod kontrolq promotora Tie-1 nie prowadzi do komérkowo-
swoistej ekspresji w komorkach srodbtonka

Prowadzenie badan dotyczacych biologii naczyn oraz potencjalne leczenie
r6znych stanéw patologicznych uktadu sercowo-naczyniowego metodami terapii
genowej zwykle wymaga osiagnigcia efektywnej ekspresji transgenu ograniczo-
nej lokalnie do danego rodzaju tkanki lub typu komérek [72,74,272]. Osiagnigcie
pozadanego efektu biologicznego w badaniach eksperymentalnych lub skutecz-
nego efektu leczniczego w terapii genowej czgsto uwarunkowane jest potrzeba
zréznicowania komoérek docelowych. Ponadto, zdolnos¢ specyticznego kierowa-
nia transferu genéw do wybranego typu komérek, moze by¢ istotnym mechani-
zmem ograniczajacym ryzyko ekspresji transgenu poza tkanka lub narzadem
docelowym, zapewniajac bezpieczenstwo stosowanego leczenia w przypadku
systemowego rozsiania wektora [72,74,91,246,272]. Jest to szczegllnie wazne
w przypadku dtugotrwatej ekspresji transgenu, ktéra juz obecnie mozna osiagnac
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przy uzyciu wektoréw retrowirusowych i lentiwirusowych oraz jak wykazano
w niniejszej rozprawie wykorzystujac wektory AAV [37,58,136,185,244].

Komérki s$rédblonka naczyn krwionosnych stanowia bardzo atrakcyjny
obiekt transferu genéw zaréwno dla celéw eksperymentalnych, jak i dla celéw
leczniczych w terapii genowej [72,74,272]. Poszukiwanie promotoréw kontrolu-
jacych wybiércza dla komdrek srédblonka ekspresje gendw stanowi wazny kie-
runek rozwoju wektoréw zdolnych do selektywnego zastosowania w terapii ge-
nowej choréb uktadu sercowo-naczyniowego oraz w hamowaniu nowotworzenia
naczyn w chorobie nowotworowej [72,74,105,123,172,173,262,267,272].

Préba wykorzystania promotora Tie-1 dla komérkowo swoistego transferu
genéw do komérek EC prawidlowej tgtnicy szyjnej krélika in vivo przy pomocy
wektora AAV w niniejszym badaniu nie powiodta si¢. Wykazano tylko niewiel-
ka ekspresje genu reporterowego w komdrkach VSMC warstwy srodkowej na-
czynia, istotnie nizsza w poréwnaniu do tgtnic transdukowanych wektorem AAV
z konstytutywnym promotorem wirusowym CMV. Ten zaskakujacy wynik uzy-
skano mimo bardzo obiecujacych danych wskazujacych na stosunkowo duza
swoistos¢ promotora Tie-1 dla komérek EC w eksperymentach transferu genéw
w hodowlach $rédbtonkowych linii komérkowych in vitro [97,123]. Ponadto,
analiza ekspresji genéw pod kontrola promotora Tie-1 u myszy transgenicznych
in vivo wskazywata na selektywna aktywnos$¢ tego promotora w komdrkach
srodbtonka, zwlaszcza w okresie embriogenezy oraz angiogenezy zwigzanej
7 gojeniem ran, nowotworami oraz formowaniem ciatka zéttego podczas cyklu
menstruacyjnego [82,109,122,124,125,197]. Opisano réwniez efektywna ekspre-
sje ludzkiego hormonu wzrostu pod kontrola promotora Tie-1 w modelu myszy
transgenicznej [97].

Jakie moga by¢ potencjalne przyczyny braku komérkowo-swoistej ekspresji
pod kontrola promotora Tie-1 w zaprezentowanych doswiadczeniach? Po pierw-
sze, wykorzystane we wczesniejszych doswiadczeniach in virro komdrki §rod-
btonkowych linii komérkowych, ze wzgledu na wtasciwosci proliferacyjne wy-
kazuja wysoka aktywnos¢ promotora Tie-1. Natomiast juz wyizolowane natywne
komoérki EC wykazuja w warunkach hodowli in vitro znacznie mniejsza aktyw-
no$¢ Tie-1 [97]. Co pozwala wnioskowa¢, iz natywne komérki EC o znacznie
mniejszych wlasciwosciach proliferacyjnych w poréwnaniu do komoérek typo-
wych linii komérkowych charakteryzuje supresja aktywnosci Tie-1. Po drugie,
w warunkach in vivo najwyzsza ekspresj¢ Tie-1 we wszystkich naczyniach
i sercu stwierdza si¢ w okresie rozwoju ukladu sercowo-naczyniowego zwierzat
[123,125]. Natomiast w organizmach dojrzalych wysoka ekspresja Tie-1 jest
stwierdzana tylko w obszarach aktywnej angiogenezy, jak opisano powyzej.
Aktywno$¢ promotora Tie-1 sredniego stopnia wykazano w tozysku naczynio-
wym pluc i nerek, a bardzo niskiego stopnia w endokardium, naczyniach wloso-
watych i zylnych mézgu oraz zatokach watrobowych myszy [123]. Dlatego nale-
zy wzia¢ pod uwage mozliwos¢ braku aktywnosci promotora Tie-1 w komor-
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kach EC tegtnicy szyjnej krélika. Po trzecie, jest mozliwe, ze brak jakiejkolwiek
ekspresji transgenu w komdrkach EC jest spowodowany naturalnym brakiem
tropizmu wektora AAV do komdérek EC, opisanym w niniejszej rozprawie. Po-
nadto, promotory komdrkowo-swoiste zwykle charakteryzuja si¢ nizsza aktyw-
nos$cig transkrypcyjna w poréwnaniu do konstytutywnych promotoréw wiruso-
wych, jak uzyty dla poréwnania promotor CMV [72,74]. Dlatego zsumowanie
si¢ efektéw niskiej aktywnosci promotora Tie-1 wraz z stabym tropizmem AAV
do komérek EC moze by¢ powodem braku ekspresji genu reporterowego w ko-
morkach érédbtonka warstwy wewngetrznej t¢tnic w niniejszym badaniu.

Wazng obserwacja jest wykazanie w niniejszym badaniu ekspresji transgenu
w komérkach VSMC warstwy srodkowej tgtnicy po transferze AAV-Tie-eGEP.
Swiadczy to o niepetnej swoistosci promotora Tie-1 dla komérek EC. Dotych-
czasowe doniesienia na temat specyticznosci promotora Tie-1 dla komérek $réd-
btonka, oparte na doswiadczeniach in vitro, bylty sprzeczne [97,123]. Biorac pod
uwagg poczynione w niniejszym badaniu obserwacje, zastosowanie promotora
Tie-1 nie gwarantuje selektywnego transferu genéw do EC bez uzycia wektora
o wysokim powinowactwie do komoérek srédblonka. Wektory AAV poddane
odpowiedniej modyfikacji kapsydu moga istotnie zmieni¢ swdj naturalny tro-
pizm i umozliwi¢ efektywna i wysoce selektywna transdukcj¢ komérek EC, jak
wykazat Nicklin i wsp. [171].

Ostatnio doniesiono o istnieniu zwigzku ekspresji Tie-1 w komdrkach EC
7 sitami przeptywu krwi. Opisano indukcj¢ aktywnosci Tie-1 w miejscach zabu-
rzen laminarnego przeptywu krwi, takich jak: miejsca podziatu i odejscia gatezi
naczyniowych, tetniakowate poszerzenia oraz blaszki miazdzycowe, co sugeruje
istotng rolg aktywacji Tie-1 w procesach przebudowy naczyn i miazdzycy tgtnic
[35,196,230]. Dlatego, mimo braku swoistej dla EC ekspresji spod promotora
Tie-1 w przedstawionych eksperymentach, wydaje si¢, iz warto kontynuowac
badania potencjalnego zastosowania promotora Tie-1 w innych wektorach
w celu opracowania metod lokalnie ukierunkowanej terapii genowej w uktadzie
naczyniowym.

Whiosek:

5. Transfer genu reporterowego przy pomocy wektora AAV z promotorem
Tie-1 nie prowadzi do komérkowo swoistej ekspresji w komoérkach
srédbtonka, natomiast wykazuje aktywnos¢ transkrypeyjna w komérkach
miesni gladkich warstwy srodkowe;j tetnicy szyjnej krdlika in vivo.
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Zastosowanie inhibitora proteosomalnego MG-132 nie prowadzi do
poprawy efektywnosci transferu genow do Sciany tetnicy szyjnej krélika przy
usyciu wektorow AAV

Efektywnos¢ transferu gendéw czesto rozstrzyga o osiagnigciu pozadanego
efektu biologicznego w badaniach eksperymentalnych lub leczniczego w terapii
genowej [72,74]. Wektory AAYV, ze wzgledu na dlugotrwata ekspresjg¢ oraz brak
indukcji istotnego odczynu zapalnego, jak wykazano we wczesniejszych rozdzia-
fach, sg jednymi z najbardziej obiecujacych systeméw transteru gendéw do $ciany
tgtnic. Dlatego dazenie do maksymalizacji efektywnosci tych wektoréw ma bar-
dzo duze znaczenie dla potencjalnego zastosowania AAV w terapii.

Mimo obiecujacych wynikéw eksperymentéw przeprowadzonych na komér-
kach srédbtonkowych w warunkach hodowli in vitro [171,185], nie udato sig
wykaza¢ w niniejszej pracy skutecznosci zastosowania inhibitora aktywnosci
proteosomalnej MG-132 dla zwigkszenia efektywnosci wewnatrznaczyniowego
transferu gendéw do $ciany prawidltowej tetnicy szyjnej krolika przy pomocy
wektora AAV z promotorem CMV lub Tie-1. W przypadku komérek EC wska-
zuje to na innego rodzaju niz inaktywacja wirusa przez system ubikwityna-
proteosom mechanizm opornosci na transdukcje AAV. Co dodatkowo potwier-
dza wysunieta na podstawie wczesniejszych badan wtasnych teorie o zasadni-
czym znaczeniu obecnosci proteoglikanu heparanosiarczanowego (HSPG)
w macierzy okolokomérkowej EC jako podstawowego mechanizmu ogranicza-
jacego efektywnos¢ transdukcji tego typu komérek in vivo [185]. Nalezy takze
zwrdcic uwagg, iz MG-132 zwigksza efektywnos¢ transferu AAV w doswiad-
czeniach in vitro w znacznie wigkszym stopniu w komdrkach srédbtonkowych
linii komérkowych nieposiadajacych bogatej w HSPG macierzy okotokomérko-
wej niz w natywnych komérkach srédbtonka zawierajacych duze ilosci HSPG
zwiazane z btona komérkowa [185]. Dlatego mozna si¢ teoretycznie spodziewac,
ze dopiero po przelamaniu bariery zwigzanej z utrudnionym wiazaniem si¢ AAV
z receptorem HSPG na blonie komérkowej EC in vivo, zastosowanie inhibicji
uktadu proteosomalnego ma szans¢ na dodatkowe zwigkszenie efektywnosci
transteru genéw przy pomocy wektorow AAV.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, iz efektywnos¢
transdukcji komérek VSMC warstwy srodkowej tetnicy szyjnej krélika przez
AAV nie jest zalezna od aktywnosci mechanizméw proteosomalnych. Potwier-
dza to obserwacja braku wptywu MG-132 na efektywnos$¢ transferu genu repor-
terowego do komérek VSMC warstwy srodkowej tetnicy, zaréwno w przypadku
stosunkowo wydajnej transdukcji przy pomocy AAV z promotorem CMV jak
i znacznie mniej efektywnej przy zastosowaniu promotora Tie-1. Biorac pod
uwage doniesienia braku znaczenia hamowania ukfadu proteosomalnego dla
efektywnosci transferu AAV do komoérek migsni szkieletowych oraz migsnia
sercowego [47], mozna wysuna¢ hipoteze, iz prawdopodobnie mechanizm
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efektywnej transdukcji naczyniowych komérek migsni gtadkich przez wektory
AAV jest réwniez niezalezny od wewnatrzkomérkowego ukiadu ubikwityna-
proteosom. Hipoteza ta wymaga potwierdzenia w dalszych badaniach ekspery-
mentalnych in vitro i in vivo.

Nalezy zaznaczy¢, iz mimo duzego postepu jaki si¢ dokonal w ostatnich la-
tach, w zwiazku z narastajacym zainteresowaniem AAV jako wektorem dla
transtferu genéw, nadal istnigje wiele kontrowersji na temat wewnatrzkomoérko-
wych loséw AAV oraz mechanizmu udziatu wewnatrzkomérkowego uktadu
ubikwityna-proteosom w procesie transdukcji. Nie wiadomo, dlaczego inhibitory
uktadu proteaz proteosomalnych sa efektywne tylko w pewnych typach komérek
Iub jak w przypadku komérek nablonka oddechowego tylko w przypadku trans-
feru AAV od szczytowego bieguna komdrki. Wysunigto dwie hipotezy. Wedtug
pierwszej z nich, w komérkach podatnych na dziatanie inhibitor6w uktadu prote-
az proteosomalnych, wektor ulega degradacji w mechanizmie aktywacji enzy-
méw proteosomalnych. Wedlug drugiej koncepcji wewnatrzkomérkowa droga
AAYV na skutek ubikwitynacji ulega zaburzeniu i wirus zostaje przekierowany do
kompartmentu komérkowego, gdzie nie moze ulegac ekspresji [46,47,270]. Wy-
daje si¢, iz uktad ubikwityna-proteosom moze odgrywac rolg pierwotnego sys-
temu obrony komérek przed infekcja wirusowa.

Do waznych wynikéw tego badania nalezy stwierdzenie braku istotnych lo-
kalnych zmian toksycznych oraz zapalnych w S$cianie t¢tnic poddanych
transdukcji AAV w obecnosci MG-132. Obserwowano tylko nieznacznie wyzsza
liczbg leukocytow w warstwie wewnetrznej oraz makrofagéw w przydance tgtnic
poddanych transferowi AAV z uzyciem MG-132 w poréwnaniu z t¢tnicami pod-
danymi dzialaniu placebo. Wartosci te nie roznity si¢ jednak istotnie od obser-
wowanych w naczyniach poddanych transterowi AAV bez uzycia MG-132.

Whioski:

6. Nie wykazano skutecznosci inhibitora aktywnosci proteosomalnej MG-
132 dla zwickszenia efektywnosci transtferu gendéw do $ciany prawidto-
wej tetnicy szyjnej krélika przy pomocy wektora AAV z promotorem
CMYV lub Tie-1 in vivo.

7. Zastosowanie MG-132 w czasie transferu gendéw z uzyciem AAV nie
powoduje istotnych lokalnych zmian toksycznych lub zapalnych w $cia-
nie tetnicy.

8. Mozna oczekiwaé, ze zastosowanie inhibicji uktadu proteosomalnego
ma szans¢ na dodatkowe zwickszenie efektywnosci ekspresji w ko-
moérkach srédbtonka dopiero po przetamaniu bariery zwigzanej
z utrudnionym wiazaniem si¢ AAV z receptorem HSPG w btonie tych
komérek in vivo.
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9. Najprawdopodobniej efektywnos¢ transdukcji komérek migsniowki
gtadkiej warstwy srodkowej tgtnicy szyjnej krélika przez AAV, podob-
nie jak innych komoérek migsniowych, nie jest zalezna od aktywnosci
mechanizméw proteosomalnych.

Transfer genu srodbtonkowego czynnika wzrostowego naczyh typu D przy
pomocy wektora adenowirusowego do sciany prawidtowej i poddanej urazowi
tetnicy szyjnej krolika

Wykorzystanie stentéw uwalniajacych lokalnie w miejscu urazu tgtnicy
srodki silnie hamujace proliferacj¢ komoérek naczyniowych migsni gtadkich
istotnie zredukowato ryzyko nawrotu zwegzenia po zabiegach angioplastyki tgtnic
wiencowych w ostatnim czasie [161,203,227]. Jednak zastosowane substancje
o dziataniu silnie cytostatycznym hamuja réwniez proliferacie komoérek EC,
op6zniajac proces gojenia tetnicy po implantacji stentu, co moze sprzyjac zwigk-
szeniu ryzyka miejscowych powiklan zakrzepowych [99,120,153]. Dlatego nadal
korzystna opcja moze by¢ terapia, ktérej celem jest szybkie odtworzenie inte-
gralnosci komoérek warstwy srédblonka po urazie tetnicy, co jak wykazano
w badaniach eksperymentalnych, istotnie redukuje ryzyko nawrotu zwgzenia,
zwiazane z proliferacja VSMC i zawatu serca wynikajacego z lokalnej zakrzepi-
¢y [51,119]. Gtéwnym obiektem zainteresowania staly si¢ srédblonkowe czyn-
niki wzrostowe naczyn o silnym mitogennym dziataniu na EC. Rekombinowany
VEGF-A, jak i transfer genu VEGF-A metoda $rédnaczyniowa i do przydanki
tgtnic, hamowaly rozrost warstwy wewngtrznej w tetnicach poddanych urazowi
w badaniach na modelach zwierzgcych [8,9,29,133]. Wykazano, iz efekt protek-
cyjny VEGF-A wynika przede wszystkim z aktywacji receptora VEGFR-2
i indukcji ekspresji NO oraz prostacykliny [133]. W modelu eksperymentalng;j
restenozy u krélika po zastosowaniu transferu genu VEGF-C, agonisty receptora
VEGFR-2 i VEGFR-3, zaobserwowano istotng redukcje przyrostu grubosci war-
Stwy wewnetrznej tgtnicy po urazie mechanicznym [90,137].

Konstytutywna ekspresje odkrytego w ostatnich latach VEGE-D opisano
w komdrkach migsni gtadkich prawidtowych tgtnic czlowieka, a jej zmniejszenie
obserwowano w zaawansowanych zmianach miazdzycowych z obecnoscia
widknienia [212]. Wiedza na temat znaczenia VEGF-D w biologii naczyn jest
jednak jeszcze bardzo ograniczona. Hipotez¢ naczynioprotekcyjnego dziatania
VEGF-D wysunigto na podstawie silnego dziatania mitogennego na komoérki EC
obserwowanego mig¢dzy innymi w badaniach wlasnych dotyczacych indukcji
angiogenezy w migéniu szkieletowym krélika i migsniu sercowym $wini
[22,206,214]. W badaniach tych potwierdzono aktywnos¢ uzytego w niniejszym
eksperymencie wektora i transgenu w tkankach krélika oraz wykazano szczegdl-
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nie silng aktywnos¢ angiogenng formy ANAC VEGF-D. Forma ta charakteryzuje
si¢ 290 krotnie wigkszym powinowactwem do receptora VEGEFR-2 w poréwna-
niu do swojego prekursora z zachowanym koncem N i C peptydu [229]. Wiado-
mo, iz wilasnie aktywacja receptora VEGFR-2 odpowiada za wigkszos¢ poten-
cjalnie korzystnych dzialan naczyniowych, takich jak: indukcja proliferacji EC,
stymulowanie angiogenezy, ograniczanie patologicznego rozrostu warstwy we-
wnetrznej tetnic, zwigkszenie przepuszczalnosci sciany naczyn oraz dziatanie na
endotelialne komdrki prekursorowe szpiku [54,133]. Dlatego potencjalne naczy-
nioprotekcyjne dziatanie VEGF-D aac, planowano zbada¢ w modelu restenozy
indukowanej uszkodzeniem t¢tnicy szyjnej krélika. Jednak w 7 dni po transterze
genu VEGF-Dy,c przy pomocy wektora adenowirusowego do Sciany tetnicy
poddanej wczesniej urazowi przy pomocy balonu do angioplastyki wiencowej
nie wykazano przyspieszenia procesu odtworzenia integralnosci warstwy sréd-
btonka oraz redukcji przyrostu grubosci warstwy wewngtrznej (neointimy)
w poréwnaniu do tetnic poddanych transferowi genu LacZ. Obserwowano réw-
niez nieco wigksza liczbg komoérek w fazie podziatu zwlaszcza w warstwie we-
wnetrznej i srodkowej w uszkodzonych tgtnicach poddanych transferowi VEGF-
D e, co moze ttumaczy¢ nieistotng statystycznie tendencje do wigkszego przy-
rostu warstwy wewngtrznej i do wyzszego wskaznika intima/media w tych na-
czyniach.,

W ostatnim czasie zaczgto poddawaé w watpliwo$¢ naczynioprotekcyjne
dziatanie najlepiej poznanego srédblonkowego czynnika wzrostu naczyn,
VEGF-A. W opublikowanych badaniach klinicznych nie potwierdzono obser-
wowanego we wczesniejszych pracach eksperymentalnych ograniczenia czgsto-
$ci i stopnia nawrotu zwezZenia po zabiegach na naczyniach wiencowych i obwo-
dowych po lokalnym transterze genu VEGF-A [88,131,146]. Wykazano nato-
miast wzrost ekspresji VEGF-A oraz jego dwdéch podstawowych receptoréw
VEGFR-1/Flt-1 i VEGFR-2/KDR w zmianach miazdzycowych i w migjscu re-
stenozy po zabiegu angioplastyki balonowej [34,83,100,280]. Kolejne badania
na modelach zwierzgcych wskazaly na potencjalne wtasciwosci stymulacji roz-
rostu warstwy wewngtrznej naczynia po lokalnym urazie balonowym oraz pro-
miazdzycowe dzialanie VEGF-A [33,83,139,280]. Te niekorzystne dziatania
tlumaczy si¢ nastgpujacymi ujawnionymi ostatnio wilasciwosciami VEGE-A:
1) indukcja migracji VSMC [188,258], 2) zwigkszeniem ekspresji czasteczek
adhezyjnych ICAM-1 i VCAM-1 w $cianie naczynia [118], 3) indukcja migracji
i aktywacja monocytéw [151], 4) zwigkszeniem ekspresji metaloproteinaz ma-
cierzy migdzykomdérkowej MMP-1 i MMP-9 [256], 5) indukcja lokalnej angio-
genezy w blaszkach miazdzycowych powodujaca ich progresje [130, 187],
6) stymulacja rekrutacji komérek progenitorowych szpiku bioracych udziat
W rozroscie neointimy po urazie naczynia [139,216]. Warto podkresli¢, ze naj-
prawdopodobniej wszystkie te niekorzystne dzialania VEGF-A sa zalezne od
receptora VEGEFR-1. Wykazano mianowicie, iz blokada dziatania tego receptora
poprzez transfer genu kodujacego rozpuszczalny VEGEFR-1 (sVEGFR-1 - soluble
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VEGFR-1) istotnie redukuje eksperymentalna restenoz¢ po wewnatrznaczynio-
wym urazie tgtnic [281]. Zaobserwowano lokalne zmniejszenie ekspresji VEGE-
A, prozapalnych cytokin; MCP-1, IL-1B, IL-6, czynnika martwicy guzéw-o
(TNF- a, tumor necrosis factor) i MMP-9 oraz istotnie mniejsza liczbg monocy-
tow naciekajacych $cian¢ naczynia w miejscu urazu. Jednoczesnie transter
sVEGFR-1 nie uposledzat procesu pourazowej reendotelializacji, w zwiazku
z mitogennym dziataniem VEGF-A na EC poprzez receptor VEGFR-2. Wiado-
mo, iz wlasnie receptor VEGEFR-2 mediuje wigkszos¢ pozytywnych dziatan na-
czyniowych, takich jak indukcja proliferacji EC, zwigkszenie produkcji NO
i prostacykliny, stymulowanie angiogenezy oraz dzialanie na endotelialne ko-
mérki prekursorowi szpiku [54,133]. Dlatego VEGF-Dyanac, dziatajacy na VEG-
FR-2 i VEGFR-3, a nieposiadajacy powinowactwa do receptora VEGFR-1 po-
winien by¢ pozbawiony negatywnych cech VEGF-A. Ponadto, transfer genu
VEGF-C, ktéry jest najbardziej zblizonym budowa oraz wlasciwosciami biolo-
gicznymi do VEGF-D czionkiem grupy srédbtonkowych czynnikéw wzrosto-
wych naczyn, aktywujacym wylacznie receptory VEGEFR-2 i VEGFR-3, wykazat
dziatanie naczynioprotekcyjne w dwdéch badaniach przeprowadzonych w modelu
restenozy aorty krélika [90,137]. Poniewaz obecnos¢ receptora VEGER-3
w zyciu pozaplodowym stwierdza si¢ wytacznie w komoérkach srédbtonka na-
czyn limfatycznych oraz miegjscach aktywnej angiogenezy zwiazanej przede
wszystkim z nowotworami, potencjalne dzialanie VEGF-C lub D w $cianie du-
zych tgtnic mediowanie przez ten receptor mozna praktycznie wykluczyc
[2,54,111]. Stad efekty naczyniowe dziatania VEGF-Dnsc W niniejszym bada-
niu, podobnie jak w przypadku VEGEF-C, nalezy przypisywa¢ aktywacji VEG-
FR-2, a nie VEGFR-1 i VEGFR-3.

Mimo, ze w niniejszym badaniu nie wykazano oczekiwanego przyspieszenia
procesu odtworzenia po urazie integralnosci warstwy komoérek EC i hamowania
rozwoju neointimy, niektére uzyskane wyniki moga jednak wskazywaé na po-
tencjalne dziatanie naczynioprotekcyjne transteru VEGF-D y,c. O dziataniu na-
czynioprotekcyjnym swiadczy¢ moga: zmniejszenie liczby komoérek zapalnych,
leukocytéw i makrofagéw, naciekajacych warstwg wewngtrzng i srodkowa nie-
uszkodzonych t¢tnic poddanych transferowi VEGF-D y4c; zmnigjszenie liczby
komoérek proliferujacych w warstwie wewnetrznej oraz nizsza aktywnoscia
MMP-2, MMP-9 i VEGFR-2 w warstwie srodkowej i wewngtrznej. Na podsta-
wie wynikéw wlasnych prezentowanych we wczesniejszych rozdziatach niniej-
szej pracy wiadomo, iz sam transfer genéw do prawidlowej t¢tnicy szyjnej kroli-
ka przy uzyciu wektora adenowirusowego jest swoistym urazem wynikajacym
gtéwnie z intensywnej, lokalnej reakcji zapalnej prowadzacej do zmian morfolo-
gicznych typu uszkodzenia integralnosci warstwy s$rédblonka oraz rozwoju
neointimy w obserwacji odlegtej. Dlatego zaobserwowane przeciwzapalne dzia-
fanie VEGE-Danac nalezy traktowac jako potencjalnie bardzo korzystne z punktu
widzenia protekcji §ciany naczyniowej. Réwniez we wczesniejszych badaniach
wlasnych dotyczacych transferu gendéw do przydanki t¢tnic szyjnych krélika
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przy pomocy wektoréw adenowirusowych wykazano istotnie mniejszy naciek
zapalny po transterze VEGF-D y4c, VEGF-D, VEGF-C ¢ 1 VEGF-C w poréw-
naniu do VEGF-A i VEGF-B [22]. Przeciwzapalne dziatanie VEGF-D i VEGF-C
wykazano ostatnio takze w raku piersi, gdzie guzy nowotworowe wykazujace
przewage ekspresji VEGEF-D i VEGF-C nad VEGF-A charakteryzowaly si¢ niz-
sza liczba naciekajacych leukocytéw i zmniejszong ekspresja VCAM-1 [25].

W tetnicach poddanych urazowi, a nastgpnie transterowi genu VEGF-D jy,c,
nie wykazano zmniejszenia liczby komérek nacieku zapalnego oraz komdérek
w fazie podzialu w poréwnaniu z tetnicami transdukowanymi genem kontrolnym
LacZ. Natomiast podobnie jak w tetnicach prawidtowych, w tgtnicach uszkodzo-
nych poddanych transferowi genu VEGF-D sy W warstwie wewnetrznej i srod-
kowej wykazano tendencj¢ do nizszej ekspresji metaloproteinaz MMP-2, MMP-
9 i receptora VEGFR-2 w poréwnaniu do t¢tnic kontrolnych. Lokalny odczyn
zapalny w modelu restenozy uszkodzonej t¢tnicy szyjnej wynika nie tylko
z transferu gendéw przy pomocy wektora adenowirusowego, jak w przypadku
tgtnic prawidtowych, ale w znacznym stopniu z urazu mechanicznego uszkadza-
jacego warstwe komorek EC i wewngtrzng btong elastyczna, co moze maskowac
potencjalne przeciwzapalne dziatanie VEGEF-Dyac. Nastgpstwem urazu jest
réwniez najprawdopodobniej tendencja do wyzszej aktywnosci MMP-2, MMP-9
i VEGFR-2 w warstwie wewngtrznej i srodkowej tgtnic uszkodzonych podda-
nych transferowi genu VEGF-Dy,c 1 LacZ w poréwnaniu do tgtnic prawidto-
wych [18]. Jednak i w tym przypadku w grupie naczyn transdukowanych VEGF-
D e stwierdzono tendencje do nizszej ekspresji metaloproteinaz i VEGEFR-2
w poréwnaniu do tgtnic transdukowanych LacZ. MMP-2 i MMP-9 sa jednymi
z gtéwnych metaloproteinaz, ktére ulegaja wzmozonej ekspresji w zmianach
miazdzycowych oraz w miejscu nawrotu zwezenia tetnicy po zabiegu angiopla-
styki [59,255]. Wykazano ich szczegdlnie wazna role w procesie migracji
VSMC z warstwy srodkowej do wewngtrznej. Dlatego hamowanie ich ekspresji
w $cianie naczynia, jak zostalo to udokumentowane w doswiadczeniach ekspe-
rymentalnych, prowadzi do ograniczenia rozwoju neointimy [248,277].

Zaréwno uraz tgtnicy, jak i niektére prozapalne cytokiny, prowadza do natu-
ralnego wzrostu ekspresji VEGE-A oraz jego receptoréw, VEGFR-1 i VEGEFR-2
w Scianie tetnicy [34,83,100,222,280]. W prezentowanym do$wiadczeniu, zgod-
nie z oczekiwaniami wykazano wzrost ekspresji VEGFR-2 w tetnicach podda-
nych urazowi mechanicznemu. Transfer genu VEGF-D ¢ do tgtnic prawidto-
wych byt zwiazany z istotnie nizsza ekspresja VEGFR-2 w poréwnaniu do eks-
presji wykazanej w naczyniach transdukowanych LacZ. Roéwniez w tgtnicach
poddanych urazowi mechanicznemu transfer genu VEGF-D y,c byl zwigzany
7 tendencja do nizszej ekspresji VEGER-2. Ekspresja VEGFR-2 korelowala
7 ekspresja MMP-2 i MMP-9, zwlaszcza w przypadku tetnic prawidtowych.
Mozna przypuszczaé, ze wykazane przeciwzapalne dziatanie VEGEF-Danac
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prowadzi do obnizenia zaktywowanej urazem ekspresji VEGFR-2 i metaloprote-
inaz tkankowych w $cianie t¢tnicy.

Wedtug wiedzy autora jest to pierwsze badanie oceniajace wplyw we-
wnalrznaczyniowego transferu genu VEGF-D,y4c na $ciang t¢tnicy. We wceze-
snigjszych badaniach wewnatrznaczyniowego transferu genu VEGF-C, najbar-
dziej zblizonego budowa oraz wlasciwosciami biologicznymi do VEGE-D
cztonka rodziny VEGE, stopien regeneracji warstwy s$rédblonka oraz przyrost
warstwy wewnetrznej (neointimy) oceniano znacznie pozniej niz w niniejszym
badaniu, bo w 14, 21 i 28 dniu po transferze [90,137]. Nie mozna wykluczy¢, iz
ocena tych parametréw w siédmym dniu po transterze w niniejszym badaniu
byta zbyt wczesna i dlatego niewykazano istotnych réznic miedzy poréwnywa-
nymi grupami. Ponadto, badania z VEGEF-C zostaly przeprowadzone w modelu
restenozy aorty, a nie tetnicy szyjnej, a do transferu wykorzystano cewnik infu-
zyjno-perfuzyjny bez przerywania przeptywu krwi przez naczynie, co moze thu-
maczy¢ rozbieznos¢ wynikéw.

Uzyskane wyniki, mimo braku oczekiwanego wptywu transferu VEGF-
D nsc na odbudoweg integralnosci warstwy srédbtonka oraz rozwdj neointimy,
wskazuja na istotne dziatanie przeciwzapalne transteru VEGF-D 4y, oraz jego
zdolnos$¢ do redukcji ekspresji metaloproteinaz tkankowych w $cianie tetnicy
szyjnej krélika. Pozwala to na ostrozny optymizm co do potencjalnego naczy-
nioprotekcyjnego dziatania VEGF-Danac. Niewatpliwie konieczne jest kontynu-
owanie badan w celu petnego wyjasnienia mechanizméw obserwowanych zja-
wisk oraz dalsze badania w modelach zwierzgcych w celu wykazania ewentual-
nej przydatnosci klinicznej VEGF-Danac W leczeniu choréb sercowo-naczy-
niowych.

Whnioski:

10. Wewnatrznaczyniowy transfer genu VEGF-D 4y,4c do $ciany tetnicy szyj-
nej krdlika po urazie mechanicznym nie przyspiesza odtworzenia inte-
gralnosci warstwy srédbtonka oraz nie prowadzi do redukcji przyrostu
warstwy wewnetrznge;j.

11. Transfer genu VEGF-D 4n4c do $ciany nieuszkodzonej tgtnicy prowadzi
do redukcji komérkowego odczynu zapalnego i liczby komdrek prolife-
rujacych w warstwie wewnetrznej tgtnicy, zwiazanych z zastosowaniem
wektora adenowirusowego.

12. Transfer genu VEGF-D 4n,c do $ciany tgtnicy prawidlowej oraz poddane;j
wczesniejszemu urazowi mechanicznemu prowadzi do obnizenia pozio-
mu ekspresji receptora VEGEFR-2 oraz metaloproteinaz macierzy mig-
dzykomérkowej (MMP-2 i MMP-9) w poréwnaniu do t¢tnic poddanych
transferowi LacZ.
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13. Uzyskane wyniki nie wykluczaja potencjalnego wykorzystania naczy-
nioprotekcyjnego dziatania VEGF-Dyac. Konieczne jest jednak konty-
nuowanie badan w celu petnego wyjasnienia mechanizméw obserwowa-
nych zjawisk oraz dalsze badania w modelach zwierzecych w celu wy-
kazania ewentualnej przydatnosci klinicznej VEGEF-Dyyac W leczeniu
choréb sercowo-naczyniowych.
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6. PODSUMOWANIE

Badania eksperymentalne i kliniczne dobrze udokumentowaly mozliwosci
i bezpieczenstwo transteru genéw do uktadu sercowo-naczyniowego. Pierwsze
istotne efekty lecznicze w postaci ograniczenia degeneracji przeset zylnych
i terapeutycznej angiogenezy udokumentowano w badaniach klinicznych. Jednak
terapia genowa choréb uktadu sercowo-naczyniowego pozostaje nadal ekspery-
mentalng metoda leczenia, stosowana tylko w ramach badan klinicznych. Zanim
zostana osiagnigte lepsze efekty terapeutyczne, trzeba rozwiaza¢ wiele proble-
moéw, takich jak: niska efektywnos$¢ transteru gendéw zwilaszcza do naczyn
krwiono$nych, krétkotrwata ekspresja przy zastosowaniu wektoréw nieintegru-
jacych, brak kontroli poziomu i czasu trwania ekspresji, czy ucieczka wektora
poza obszary docelowe transferu. Dlatego tak wazny jest rozwdj nowych wekto-
row, metod transferu oraz specyficznych i regulowanych ukladéw ekspresyj-
nych. Rozwéj wiedzy na temat molekularnego podioza choréb uktadu krazenia
oraz poznanie struktury i funkcji naszego genomu pozwala na identyfikacj¢ no-
wych genéw o potencjale terapeutycznym i wprowadzenie nowych protokotéw
terapii genowej, takich jak: terapia skojarzona, czy sekwencyjna. Przedmiotem
prezentowanej rozprawy sa badania dotyczace wzbudzajacych wiele nadziei
i zainteresowania wektorow AAV. Po raz pierwszy pordwnano w tym samym
modelu eksperymentalnym wewnatrznaczyniowy transfer gendéw przy pomocy
wektoréw AAV i wektoréw adenowirusowych do s$ciany t¢tnicy in vivo. Ponad-
to, po raz pierwszy zbadano mozliwos¢ komérkowo-swoistego transferu genéw
do komérek srédbtonka przy pomocy wektora AAV z promotorem Tie-1 oraz
mozliwos¢ zastosowania inhibitora enzyméw proteosomalnych MG-132 dla
zwigkszenia efektywnosci transferu genéw do $ciany tgtnic przy pomocy wekto-
ra AAV. Dotychczas niepodejmowanym zagadnieniem byly réwniez potencjalne
wlasciwosci naczynioprotekcyjne mato poznanego VEGF-Dynac. Eksperymenty
wewnatrznaczyniowego transferu genéw do $ciany prawidtowej i poddanej ura-
7owi gtnicy przeprowadzono w modelu tgtnicy szyjnej krélika in vivo.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz wektory AAV, podobnie jak Adv, sa skutecz-
nymi i efektywnymi narz¢gdziami transferu genéw do $ciany t¢tnic przy czym
istniejq istotne réznice w typie transdukowanych komoérek oraz w czasie trwania
ekspresji transgenu migdzy pordwnywanymi systemami wektoréw. Wektory
AAV efektywnie transdukuja komérki VSMC warstwy srodkowej tetnicy, mimo
zachowania integralnosci warstwy komdrek EC i elastycznej blony wewngtrznej.
Natomiast wektory te sa mato skuteczne w transferze genéw do EC. Wektory
Adv wysoce efektywnie transdukujg komérki EC warstwy wewnetrznej tetnicy
prawidtowej. Dla efektywnego transferu genéw do VSMC warstwy srodkowe;j
wektory Adv wymagaja uszkodzenia warstwy EC i elastycznej blony wewngtrz-
nej. Do szczeg6lnie korzystnych cech wektorow AAV, wykazanych w niniejszej
pracy, nalezy dtugotrwata ekspresja transgenu bez indukcji istotnej odpowiedzi
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zapalnej. Wedlug wiedzy autora czas trwania ekspresji transgenu w $cianie tetni-
cy po transferze przy pomocy wektora AAV wykazany w niniejszej pracy jest
najdiuzszym opisanym do tej pory. Natomiast wektory Adv charakteryzuja si¢
krétkotrwala ekspresja transgenu (ponizej 14 dni) oraz indukcja istotnego odczy-
nu zapalnego i zmian patologicznych naczynia.

Préba uzyskania komérkowo swoistego transteru genéw do EC przy pomocy
wektora AAV nie powiodia si¢. Transfer genu reporterowego przy pomocy wek-
tora AAV z promotorem Tie-1 nie prowadzi do komérkowo swoistej ekspresji
w komoérkach srédbtonka tetnicy szyjnej krélika, natomiast promotor Tie-1 wy-
kazuje aktywnos¢ transkrypcyjna w komérkach VSMC warstwy srodkowej tet-
nicy. Réwniez préba zwigkszenia efektywnosci wektoréw AAV w transferze
gendw do sciany tetnicy przy pomocy hamowania aktywnosci enzyméw prote-
osomalnych zakonczyla si¢ niepowodzeniem. Zastosowanie inhibitora aktywno-
sci proteosomalnej M(G-132 nie prowadzi do zwigkszenia efektywnosci transteru
gendw do sciany prawidlowej tgtnicy przy pomocy wektora AAV z promotorem
CMYV i Tie-1. Najprawdopodobniej efektywnos¢ transdukcji komérek VSMC
warstwy srodkowej tgtnicy szyjnej krélika przez AAV, podobnie jak innych
komoérek migsniowych, nie jest zalezna od aktywnosci mechanizméw proteoso-
malnych. Po zastosowaniu MG-132 w czasie transferu gendéw z uzyciem AAV
nie obserwowano istotnych lokalnych zmian toksycznych oraz zapalnych
w §cianie t¢tnicy.

Wyniki badan dotyczacych naczynioprotekcyjnego dziatania VEGF-Danac
wykazaty, ze wewnatrznaczyniowy transfer genu VEGF-D ¢ do $ciany t¢tnicy
po urazie balonowym nie przyspiesza odtworzenia integralnosci warstwy sréd-
btonka oraz nie prowadzi do redukcji przyrostu warstwy wewngtrznej ocenia-
nych siedem dni po transferze. Jednak zaobserwowano, iz transfer genu VEGF-
D nic do $ciany nieuszkodzonej tetnicy prowadzi do redukcji komérkowego
odczynu zapalnego i liczby komérek proliferujacych w warstwie wewngtrznej
tgtnicy. Ponadto transfer genu VEGF-D e tak do $ciany prawidlowej, jak
i poddanej wczesniejszemu urazowi mechanicznemu t¢tnicy prowadzi do nizszej
ekspresji receptora VEGEFR-2 oraz metaloproteinaz macierzy migdzykomoérko-
wej (MMP-2 i MMP-9) w poréwnaniu do tetnic poddanych transferowi genu
LacZ.

Uzyskane wyniki wskazujace na istotne réznice migdzy wektorami AAV
i Adv z pewnoscia maja duze znaczenie zaréwno dla przyszitych badan ekspery-
mentalnych transferu genéw do $ciany t¢tnic, jak i dla potencjalnych zastosowan
tych wektoréw w terapii genowej choréb uktadu sercowo-naczyniowego. Wyniki
badan dotyczacych transferu genu VEGF-Dysc do $ciany tgtnicy czgsciowo
potwierdzaja naczynioprotekcyjne dziatanie tego czynnika. Konieczne jest jed-
nak kontynuowanie badan w celu petnego wyjasnienia mechanizméw obserwo-
wanych zjawisk oraz dalsze badania w modelach eksperymentalnych w celu
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wykazania ewentualnej przydatnosci klinicznej VEGF-Dnac w leczeniu choréb
sercowo-naczyniowych.
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7. SUMMARY

Gene therapy is a novel rapidly evolving field of medicine, which potentially
offers new treatments for cardiovascular diseases. With the use of gene transfer
methods it is possible to modity somatic cells in vascular wall or myocardium to
overexpress or inhibit pathologically important proteins and achieve therapeutic
effects. Prevention and treatment of atherosclerosis, prevention of restenosis
after vascular interventions such as percutanous coronary angioplasty (PTCA),
percutanous peripheral angioplasty (PTA) or stent implantation, prevention of
venous grafts failure and therapeutic angiogenesis are the major aims of experi-
mental studies and clinical gene therapy. The promise of gene therapy in the
treatment of cardiovascular diseases remains high. Experimental studies have
well established the proof of principle that gene transfer to cardiovascular system
can achieve therapeutic effects. First human clinical trials provided the initial
evidence of feasibility and safety of the novel therapy. There are also first suc-
cessful reports on the prevention of neointimal hyperplasia and promotion of
therapeutic angiogenesis in clinical trials. However, there are still important
questions regarding efficiency, utility, and safety of gene transfer in the treat-
ment of diverse cardiovascular diseases. Therefore, there is great interest in de-
veloping optimal strategies and vectors for efficient, targeted gene delivery into
a vessel wall.

The major aims of the present study were:

1. Investigation of the novel adeno-associated viruses (AAV) for their useful-
ness to transduce rabbit arteries in vivo in comparison to adenoviral vectors
(Adv).

2. Evaluation of the utility of Tie-1 promoter for the AAV-mediated cell type-
specific gene transfer to endothelial cells (EC) of rabbit carotid artery in
Vivo.

3. Testing the potential utility of MG-132 proteasome inhibitor (Z-LLL- car-
bobenzoxy-L-leucyl-L-leucyl-L-leucinal) for increasing the efficiency of in-
travascular AAV-mediated gene transfer to normal rabbit carotid artery in
Vivo.

4. Evaluation of the potential protective role of the local, intravascular VEGF-
Danac gene transfers to normal and balloon injured rabbit carotid arteries
mediated by adenoviral vectors in vivo.

All presented studies were performed in Department of Biotechnology and
Molecular Medicine, A.l. Virtanen Institute, University of Kuopio led by Prof.
Seppo Yld-Herttuala. All animal procedures were approved by the Animal Care
and Use Committee of the University of Kuopio. About 100 pl of viruses (AAV-
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CMV-eGFP, AAV-Tiel-eGFP, Adv-CMV-LacZ, Adv-CMV-VEGE-Dyac) or
placebo solution (0.9% NaCl) were injected intraluminally into transiently iso-
lated normal or balloon injured carotid artery segments of New Zeeland White
rabbits in vivo. At the end of the experiment rabbits were anaesthetized and
heparinized, and both left and right carotid arteries were exposed and harvested
for the analysis. Gene transfer efficacy was scored separately in endothelium,
intima, media and adventitia by counting the number of eGFP- or B-gal-positive
cells per cross-section. Morphology and presence of inflammation after the AAV
or the Adv gene transfers and the mock treatment were determined using hema-
toxylin-eosin (H&E) staining and specific immunostainings.

In normal arteries AAV transduced mainly medial smooth muscle cells
(VSMC) while Adv transduced exclusively endothelial cells (EC). Mechanical
injury to EC layer and internal elastic lamina enabled Adv to penetrate and
transduce medial VSMC. Transgene expression in EC after the AAV-mediated
gene transfer was very low. Transgene expression in VSMC persisted for at least
100 days after the AAV treatment whereas Adv-mediated effect diminished in 14
days. AAV caused only a modest increase in EC VCAM-1 expression and pro-
liferation rate of vascular cells as compared to the mock-treated arteries while
Adv caused an extensive inflammatory cell infiltration, VCAM-1 expression,
vascular cell proliferation and morphological damages.

The eGFP reporter gene expression was compared after AAV-Tiel-eGFP
and AAV-CMV-eGFP intraluminal gene transters to normal rabbit carotid arter-
ies. Low transgene expression was detected in vascular smooth muscle cells
(VSMC) in media and no expression was present in EC and in adventitia after
AAV-Tie-eGFP gene transfer. Gene expression in VSMC was significantly
lower in comparison with the expression after AAV-CMV-eGEP gene transfer.

The efficiency of AAV-CMV-eGFP and AAV-Tie-eGFP gene transfers with
or without the use of 40mM MG-132 were compared. The Mg-132 did not lead
to the increase in the numbers of efficiently transduced vascular cells 21 and 42
days after AAV gene transters with either CMV or Tie-1 promoter. However,
there were no significant toxic changes and inflammatory infiltrates present in
histologically analyzed arterial segments after AAV gene transfer with the use of
MG-132.

To test the potential protective role of VEGF-Dynac the results of local, in-
travascular VEGF-D,yac and LacZ gene transters to normal and balloon injured
rabbit carotid arteries mediated by adenoviral vectors were compared. The
VEGF-Danac gene transfer did not accelerate the reendothelisation and did not
prevent the neointima formation in injured arteries. However, the VEGF-Dnac
gene transter to normal arteries led to the significant decrease in local inflamma-
tory cell infiltrates in vascular wall and to significant decrease in the number of
proliferating cells in intima compared to LacZ treated arteries. Moreover, the
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VEGF-Dynac gene transfer to normal and injured arteries was associated with
decrease in matrix metaloproteinases (MMP-2 and MMP-9) and VEGFR-2 ex-
pression.

In conclusion, significant ditferences were observed between the AAV and
the Adv vectors in their patterns of arterial transduction and consequent inflam-
matory responses after intravascular gene transfer to rabbit carotid artery in vivo.
These distinct properties may be utilized for different experimental protocols of
gene transfer and gene therapy applications for the treatment of cardiovascular
diseases. There is some optimism in regard to the potential vasculo-protective
properties of VEGF-Dunac, however the precise mechanism of observed phe-
nomena and potential clinical utility of VEGF-Dayac in cardiovascular gene
therapy requires future research. Unfortunately, the Tie-1 promoter did not result
in specific transgene expression in endothelial cells and the use of the MG-132
proteosome inhibitor did not lead to the increase in AAV mediated gene transfer
efficiency to normal rabbit arteries with the CMV or Tiel promoter.
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