Terapia genowa w chorobie wiencowej. Badanie VIF-CAD
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Naukowa Fundacja Polpharmy w 2003 roku przyznata zespotowi pracujacemu
pod kierunkiem prof. Witolda RuzyHo grant na realizacj¢ projektu badawczego pt.
Terapeutyczna angiogeneza w zaawansowanej chorobie wiericowej (,no-option
patients”) z zastosowaniem phVEGF-A165/FGF (pVIF) podawanego metods
przezskorng. Badanie z podwdjnie slepg proba.

Streszczenie

Pomimo rozwoju technik rewaskularyzacji i postepu w zakresie leczenia far-
makologicznego, niektérych pacjentéow z chorobg wieficowa, ze wzgledu na
zaawansowanie zmian miazdzycowych, nie mozna skutecznie leczy¢ zadng ze
standardowych metod. W takich przypadkach nadziej¢ na poprawe ukrwienia
migsnia sercowego i ustgpienie dolegliwosci dlawicowych wiaze si¢ z terapia
genowa. W ponizszej pracy oméwiono metody terapeutycznej angiogenezy
oraz jej dotychczasowe wykorzystanie w chorobie wieficowej ze szczegolnym
uwzglednieniem badania VIF-CAD.

Stowa kluczowe: terapia genowa ¢ angiogeneza ¢ choroba wieficowa ¢ VEGF

* bFGF * VIF-CAD
Summary

Despite constant progress in revascularization methods and pharmacotherapy,
some patients with disseminated coronary artery disease cannot be effectively
treated using standard modalities. Other, novel therapies are being investigated.
Of these, gene therapy holds great promise. It may enhance collateral circula-
tion, leading to ischemic symptom resolution. This paper describes briefly cur-
rent experience with gene therapy in refractory coronary disease, concentrating
on the design of the VIF-CAD clinical trial.

Key words: gene therapy ¢ angiogenesis ® coronary artery disease * VEGF ¢
bFGF « VIF-CAD

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2011 | 1(1) | 59-65 59



Kukuta K. i wsp. — Terapia genowa w chorobie wieficowej. Badanie VIF-CAD

WsTEP

Terapia genowa w chorobach, dla ktérych brak obec-
nie leczenia przyczynowego, budzi od szeregu lat
duze zainteresowanie badaczy [1-3]. Niestety, po-
ktadane w niej nadzieje pozostaja w duzej mierze
niespeinione. W kardiologii gtéwny nurt badan nad
terapia genowa dotyczy leczenia zaawansowanej cho-
roby niedokrwiennej serca z zastosowaniem genéw
dla czynnikéw wzrostu naczyn [4-9]. Pomimo roz-
woju technik rewaskularyzacji i postepu w zakresie
leczenia farmakologicznego, ze wzgledu na zaawanso-
wanie zmian miazdzycowych od 5 do 12% pacjentow
z chorobg wieficows, nie mozna skutecznie leczy¢ zad-
na ze standardowych metod [10,11]. Terapeutyczne
wzmocnienie procesu angiogenezy w obrebie migsnia
sercowego mogloby polepszy¢ krazenie oboczne, pro-
wadzac do ustgpienia objawow dtawicowych [1]. We
wezesniejszych probach doswiadczalnych wykazano,
ze stymulacja tkanek czynnikami wzrostu naczyn, ta-
kimi jak VEGF (ang. vaslular endothelial growth fac-
tor, naczyniowo-§rodblonkowy czynnik wzrostu), FGF
(ang. fibroblast growth factor, czynnik wzrostu fibro-
blastéw), HGF (ang. hepatocyte growth factor, czyn-
nik wzrostu hepatocytéw) indukuje proces angiogene-
zy [2,8,9]. Aktywne formy czynnikéw wzrostu naczyn
maja krétki okres pottrwania we krwi, charakteryzuja
sie tez nasilonymi dzialaniami niepozadanymi przy
zastosowaniu ogolnoustrojowym. Dlatego obecne ba-
dania koncentruja si¢ na prébach wywolania angioge-
nezy w wyniku transfekcji komérek migsnia sercowego
genami dla czynnikéw wzrostu naczyn.

RODZAJE STOSOWANYCH SUBSTANCJI
ANGIOGENNYCH

Ze wzgledu na spodziewang skuteczno$¢, w bada-
niach najczesciej wykorzystuje sie VEGE a zwtasz-
cza jego najaktywniejsza forme zawierajaca 165
aminokwasow (VEGF-A165) oraz FGE a glownie
zasadowg forme FGF (bFGE czyli FGF-2). Aby do-
szlo do transfekcji, geny podaje si¢ albo w posta-
ci plazmidu (najmniejsza skuteczno$¢ transfekeji,
ale prawdopodobnie najwigksze bezpieczenstwo),
w sprzezeniu z wektorem wirusowym lub w postaci
liposomalnej. Prowadzone sa réwniez prace nad in-
nymi, nowymi metodami transfekeji [3].

Generalnie mozna wyrézni¢ pie¢ réznych metod
podania genéw do mig$nia sercowego. Pierwsza
z nich, najprostsza, to podanie dowieficowe. Druga
— poprzez uklad zylny serca, za pomoca odwroco-
nej perfuzji. Trzecia forma polega na bezposrednim
podaniu do mig¢$nia sercowego od strony nasierdzia
(najczesciej operacyjnie, ale réwniez poprzez cew-
nik z iglta wprowadzony do uktadu zylnego, z wyko-
rzystaniem naklucia mig$nia od strony zewnetrznej

poprzez zyle). Czwarta, to podanie bezposrednie do
mig¢snia od strony wsierdzia za pomocg specjalnego
cewnika. Wreszcie piata, to podanie roztworu za-
wierajacego geny do Swiatla lewej komory podczas
operacji kardiochirurgicznej, przy zamknietym od-
plywie krwi z lewej komory [12]. Jakkolwiek pierw-
sze proby tego typu leczenia byly zachecajace, bada-
nia kontrolowane nie wykazaly jednoznacznie jego
skutecznosci [4-9]. Ponizej przedstawiamy krotki
przeglad dotychczasowym prac.

BADANIA EKSPERYMENTALNE

Badania kliniczne poprzedzone byly licznymi eks-
perymentami na zwierzetach lub preparatach tkan-
kowych [13-16]. Wykazano w nich, ze stymulacja
za pomocag czynnikéw wzrostu prowadzi do rozwo-
ju drobnych naczyn krazenia obocznego lub przy-
pominajacych je struktur.

BADANIA KLINICZNE

Kolejnym krokiem w badaniach nad terapeutyczna
angiogeneza w sercu byty pierwsze préby kliniczne.
Wiekszos¢ z nich przeprowadzono bez grupy kon-
trolnej i bez randomizacji. Najwazniejsze scharakte-
ryzowano w Tabeli 1.

Kliniczne badania kontrolowane dotyczace terapii
genowej i leczenia choroby wieficowej czynnikami
wzrostu naczyn stanowia jak dotad nieliczng gru-
pe. Przedstawione ponizej podsumowanie obejmuje
wiekszo$¢ z nich.

W 2001 roku Vale i wsp. opublikowali rezultaty ba-
dania, w ktérym wzigto udziat jedynie 6 pacjentow,
ale bylo to pierwsze badanie z zastosowaniem tran-
sendokardialnego podania plazmidu u ludzi [4].

W tym samym roku Kleiman i wsp. przedstawili wyni-
ki pracy, w ktorej stosowali FGF-2 podawany dowien-
cowo u pacjentéw z chorobg wiencowg bez mozliwo-
Sci rewaskularyzacji. W ciagu 6 miesiecy obserwacji
nie wykazano r6znicy w poréwnaniu do placebo [25].

W randomizowanym badaniu o akronimie FIRST,
z podwdjnie Slepa proba, réwniez podawano do-
wieficowo rekombinowany FGF-2. Nie wykazano
istotnych r6znic pomigdzy grupami. Pacjenci lecze-
ni FGF-2 wykazywali tendencje do hipotensji [5].

W badaniu AGENT obejmujacym 79 pacjentéw
(takze randomizowanym, z podwdjnie Slepa proba)
stosowano gen dla FGF-4 potaczony z wektorem
adenowirusowym (Ad5-FGF4), podawanym do-
wienicowo [6]. W grupie badanej zaobserwowano
polepszenie tolerancji wysilku.
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Tabela 1. Wybrane badania kliniczne bez randomizacji, w ktérych wykazywano potencjalng skuteczno$¢ terapeutycznej angiogenezy
w chorobie niedokrwiennej serca.

Badanie Czy1.1n1k Sposo!) Gléwne l(rytf:rlum Czas - Wyniki
wzrostu i wektor podania wlaczenia obserwacji
Losordo VEGF-A165, Od zewnatrz Choroba wienicowa 10 ty- Poprawa w SPECT,
[17] plazmid do miokar- bez mozliwoéci re- godni spadek zapotrzebowania na
dium waskularyzacji nitraty
Rosengart VEGF 121, Od zewnatrz Choroba wienicowa 1 miesiac Poprawa w SPECT,
[18] wektor ad- do miokar- bez mozliwoéci re- klasy CCS i tolerancji wysitku
enowirusowy dium waskularyzacji
Laham FGF-2 Podanie Choroba wiencowa 1-6 Poprawa tolerancji wysilku,
[19] dowienicowo bez mozliwoéci re- miesigcy wzrost gruboéci i lokalnej
waskularyzacji kurczliwo$ci mig$nia sercowego
w MR, poprawa jakoéci zycia
Symes VEGE-A 165, Od zewnatrz Choroba wiecowa 3 Poprawa w SPECT,
[20] plazmid do miokar- bez mozliwosci miesigce spadek zapotrzebowania na
dium rewaskularyzacji, klasa nitraty
CCSIIiIV
Hedman VEGF 121, Dowiencowo Choroba wienicowa, 6 Zmniejszenie odsetka
[21] wektor ad- podanie w czasie miesiecy restenozy w stencie
enowirusowy angioplastyki
Unger FGEF-2 Dowiencowo Stabilna choroba 1 miesiac Wzrost $rednicy tetnic
[22] wiencowa nasierdziowych
Schum- FGF-1 Od zewnatrz Tréjnaczyniowa Od 12 Nasilenie angiogenezy w okol-
acher [23] do miokar- choroba wienicowa tygodni icy dystalnej GPZ, poprawa
dium z istotnymi zmi- do 3 lat w SPECT, zmniejszenie zapotr-
anami w obwodowym zebowania na nitraty
odcinku GPZ
Seiler [24] GM-CSF Podskérnie Choroba wienicowa 2 tygod- Wzrost wskaznika przeptywu
i dowiericowo bez mozliwoéci re- nie wiencowego; zmniejszenie
waskularyzacji zmian w EKG po inflacji balonu

w tetnicy wiencowej

VEGF - naczyniowo-$§rédbtonkowy czynnik wzrostu; FGF - czynnik wzrostu fibroblastow; CCS - klasa czynnosciowa wg
Kanadyjskiego Towarzystwa Kardiologicznego; MR - rezonans magnetyczny; GM-CSF - czynnik wzrostu linii granulocytarnej
i mieloidalnej; GPZ - galaZ przednia zstepujaca, SPECT - badanie izotopowe metodg tomografii emisyjnej, EKG - elektrokardiogram.

Do podobnego badania — AGENT-2 — wlaczono 52
pacjentéw. Poprawe ularwienia oceniano w badaniu
SPECT. W zakresie globalnej perfuzji nie uzyskano
istotnej statystycznie poprawy [7].

AGENT-3 i AGENT-4 to kolejne badania z wek-
torem adenowirusowym dolgczonym do FGF-4,
podawanym dowienicowo, do ktérych planowano
wlaczy¢ po kilkuset pacjentéw. Rekrutacje przerwa-
no, gdy okazatlo sie, ze nie ma szans na osiggniecie
istotnych statystycznie réznic w zakresie glownych
punktéw koncowych [26].

Losordo i wsp. opublikowali badanie, w ktérym sto-
sowano plazmid VEGF-2 podawany transendokar-
dialnie [27]. Wzi¢lo w nim udzial 19 pacjent6éw.
Zaobserwowano tendencje do zmniejszenia dolegli-
wosci dtawicowych oraz wydtuzenia czasu wysitku.

Euroinject One to randomizowane badanie z po-
dwojnie slepa préba, w ktérym zastosowano tran-
sendokardialne podanie plazmidu kodujacego
VEGF-A165 przy uzyciu systemu NOGA [28]. Do

badania wtaczono 80 pacjentow. Nie wykazano
istotnych statystycznie r6znic w zakresie glownych
punktéw konicowych, ale wykazano regionalng po-
prawe kurczliwosci w obszarze podania plazmidu.
Ponadto, zarowno w ocenie badaniem SPECT, jak
i systemem NOGA zaobserwowano regionalng po-
prawe perfuzji migsnia sercowego [29].

VIVA, to randomizowane badanie z podwdjnie Slepa
proba, w ktéorym zastosowano aktywny rekombino-
wany VEGF u 178 pacjentow, poczatkowo podawa-
ny dowiencowo, a nastepnie dozylnie [11]. Do 60
dnia nie zaobserwowano réznic miedzy grupa ba-
dang a placebo. Po 120 dniach obserwacji wystapila
tendencja do poprawy w zakresie tolerancji wysilku
w grupie badanej w stosunku do grupy kontrolne;j.

W niedawno opublikowanym badaniu NORTHERN
stosowano znacznie wyzsze dawki plazmidu kodu-
jacego VEGF niz w badaniu Euroinject One [30].
Mimo to w grupie badanej w poréwnaniu z kon-
trolng nie zaobserwowano poprawy ani w zakre-
sie perfuzji ocenianej w badaniu izotopowym, ani
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w zakresie objawéw klinicznych. Badanie to poka-
zalo jednak, Ze zastosowanie wysokich dawek pla-
zmidu kodujacego VEGF jest bezpieczne. Rodzi to
nowe mozliwosci eksperymentalne, gdyz jednym
z podstawowych probleméw terapii genowej jest
skutecznos¢ transfekcji komérek ,,in vivo”.

Z powyzszych danych wynika, ze nie ma jak dotad
jasnej odpowiedzi na pytanie, czy terapia genowa
choroby wieficowej moze by¢ skuteczna przy uzy-
ciu obecnie stosowanych metod. Z tego wzgledu
w Instytucie Kardiologii w Warszawie zaplanowano
i przeprowadzono badanie VIF-CAD, ktérego pro-
tokot i zalozenia przedstawiono ponizej.

Bapanie VIF-CAD

Badanie VIF-CAD bylo wspoéifinansowane przez
Ministerstwo Nauki i Informatyzacji RP oraz Funda-
cje na Rzecz Wspierania Rozwoju Polskiej Farmacji
i Medycyny (obecnie Naukowa Fundacja Polphar-
my). Zastosowano w nim plazmid dwucistrono-
wy kodujacy naczyniowo-srodblonkowy czynnik
wzrostu (VEGF) oraz czynnik wzrostu fibroblastow
(bFGF) [31]. Gléwnym punktem koncowym byta
ocena perfuzji mie$nia sercowego w badaniu izoto-
powym metoda tomografii emisyjnej pojedynczego
fotonu (SPECT). Poza monitorowaniem leczenia,
metoda ta umozliwia réwniez zlokalizowanie do-
celowego obszaru mig¢snia sercowego dla podania
plazmidu. Dla weryfikacji wynikéw SPECT oraz
dla poszerzenia diagnostyki o ocene segmentalnej
kurczliwosci lewej komory (ktéra powinna ulec
zwiekszeniu w nastepstwie poprawy ukrwienia) za-
proponowano réwnolegla ocen¢ wymienionych pa-
rametréw metoda rezonansu magnetycznego (MR).

W badaniu zastosowano metode bezposredniego
podania plazmidu do miesnia sercowego. Wydaje
sie ona najskuteczniejszym sposobem podania ge-
néw dla czynnikéw wzrostu, gdyz straty podanego
preparatu sa wtedy najmniejsze.

Jak wcze$niej wspomniano, stosowane sg trzy me-
tody transfekcji komorek: podawanie ,nagiego”
plazmidu zawierajacego odpowiedni fragment kwa-
su dezoksyrybonukleinowego (DNA), kompleksu
liposomalnego zawierajacego plazmid lub uzycie
wektora wirusowego. Pierwsze dwie metody sa sto-
sunkowo proste technicznie, ale malo skuteczne
— przy ich uzyciu do komorek dociera ponizej 1%
podanego DNA. Jednak DNA wprowadzone w ten
sposob do komérek nie integruje si¢ z genomem,
co podnosi bezpieczenstwo transfekcji i sprawia,
ze wprowadzony gen dla czynnika wzrostu pod-
lega ekspresji jedynie przez pewien ograniczony
czas, z reguly 4-6 tygodni. Bardziej efektywne jest

uzycie wektora wirusowego. W przypadku komérek
nie proliferujacych, takich jak kardiomiocyty, w gre
wchodzi gtéwnie uzycie wektora adenowirusowego
lub AAV (ang. adeno-associated virus). Wektor ade-
nowirusowy moze jednak powodowac efekt cytopa-
tyczny, reakcje zapalng i wywotywaé odpowiedz im-
munologiczng. Z tego wzgledu w badaniu VIF-CAD
zdecydowano o zastosowaniu plazmidu.

Pacjenci

Do badania wtaczono 52 pacjentéw, z ktérych 33
przydzielono losowo do grupy leczonej, a 19 otrzy-
mato plazmid placebo (grupa kontrolna). W chwili
rekrutacji wszyscy chorzy pozostawali w III lub IV
klasie CCS (bdle dtawicowe przy malym wysilku lub
w spoczynku), otrzymywali optymalne leczenie far-
makologiczne zgodne z zaleceniami Europejskiego
Towarzystwa Kardiologicznego i nie kwalifikowali
sie do rewaskularyzacji metodami standardowymi.
Frakcja wyrzucania lewej komory u kazdego chorego
wynosila powyzej 35%, a w badaniu SPECT z dipi-
rydamolem wykazano istotne odwracalne zaburzenia
perfuzji. Charakter zmian w naczyniach wieficowych
chorych kwalifikowanych do badania wykluczat
mozliwos¢ dalszej rewaskularyzacji za pomocg an-
gioplastyki lub pomostowania naczyn wiencowych
(zapis badania angiograficznego chorych byt kazdo-
razowo oceniany przez kardiologa interwencyjnego
i kardiochirurga). Z badania wykluczano chorych
ze zlg funkcjg skurczowy lewej komory (EF <35%
stwierdzong w echokardiografii lub wentrykulogra-
tii), po $wiezo przebytym zawale miesnia sercowego
(<3 tygodnie), pacjentéw z choroba nowotworows,
autoimmunologiczna lub ci¢zka choroba ogélna, pa-
cjentki w wieku rozrodczym, jak réwniez chorych
nie wyrazajacych zgody na udziat w badaniu.

Metodyka

Gléwnym punktem koncowym badania byly zmiany
w ukrwieniu mig$nia sercowego, oceniane w bada-
niach SPECT i MR, wykonanych po 5 miesigcach od
zabiegu, w poréwnaniu do wynikéw badan wyjscio-
wych. Niestety, na skutek niedostatecznej ilosci i ja-
kosci danych nie mozna bylo w sposéb wiarygodny
oceni¢ punktu koncowego zwigzanego z oceng MR.
Oceniono poréwnawczo jedynie badania SPECT.

Drugorzedowymi punktami koricowymi badania
byty: a) zmiana wydolnosci wieficowej oceniana
w teScie wysitkowym EKG, b) zmiana ukrwienia
miokardium lub powstanie nowych kolaterali wi-
docznych w badaniu angiograficznym, c¢) poprawa
kliniczna w zakresie tolerancji wysilku i jakosci zy-
cia, d) wystapienie powaznych sercowych objawéw
niepozadanych (MACE), tj. zgonu, zawalu serca
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oraz hospitalizacji z powodéw kardiologicznych —
ocena wynikéw obserwacji odleglej, e) zmiana ste-
zenia FGF i VEGF w surowicy, f) monitorowanie
ewentualnych dziatan niepozadanych, zwigzanych
z podaniem plazmidu, g) monitorowanie zdarzen
mogacych mie¢ zwigzek z nadmiernym dzialaniem
VEGEF lub FGF w miejscu i poza miejscem podania.

Badanie perfuzji mig¢$nia sercowego Tc-99m-MIBI
SPECT

Badanie technikag SPECT wykonywano w spo-
czynku (po podaniu nitrogliceryny) i w wysitku
(po podaniu i.v. dipirydamolu), stosujac protokoét
2-dniowy (0,3 mCi/kg w spoczynku i 0,3 mCi/kg
w wysitku) lub 1-dniowy (0,11 mCi/kg w spoczynku
i 0,3 mCi/kg w wysitku). Warunki akwizycji badan
SPECT: matryca 64X 64, kat rotacji gammakamery
— 180 stopni, liczba projekcji — 68, kolimator — ni-
skoenergetyczny wysokorozdzielczy. Czas akwizycji
jednej projekcji w protokole 2-dniowym wynosi 25
sek, w protokole 1-dniowym — 52 sek. w spoczynku
i 13 sek., w wysitku. Warunki rekonstrukcji badan
SPECT: filtr przed-rekonstrukcyjny Butterwortha
o czestotliwodci odciecia rownej 0,4 czestotliwosci
Nyquista i o rzedzie réwnym 7. Stosowano MIBI
produkcji OBRI-POLATOM (Swierk, Polska).

Klonowanie bicistronowego wektora pVIF

Konstrukt pVIF jest plazmidowym wektorem eks-
presyjnym kodujgcym czynniki o charakterze an-
giogennym. Wklonowana kaseta jest dwucistrono-
wa. Zawiera ona: gen kodujacy VEGF165 (pubmed
X62568), sekwencje IRES (na podstawie matrycy
wlklonowanej do wektora pIRES-EGFDP, clontech, cat.
#6064-1) oraz sekwencje kodujaca bFGF (pubmed
E02544). Sekwencja IRES pochodzi z wirusa en-
cephalomyocarditis (ECMV) i zapewnia translacje
dwo6ch wklonowanych genéw na bazie jednej bicistro-
nowej sekwencji mRNA. W kasecie sekwencje VEGE
jak i FGF poprzedzane sa przez sekwencje sygnato-
we umozliwiajace sekrecje powstatych bialek VEGF
i FGE Schemat kasety ekspresyjnej w wektorze pVIE:

5.3
|CMV| ATG | Igk |VEGF| TGA |IRES| ATG | Igk |bFGF| TGA |

CMV - promotor, ATG - tréjka startowa, TGA
— trojka terminalna, Igk — sekwencja sygnatowa,
VEGF - naczyniowo $rédbtonkowy czynnik wzro-
stu, bFGF - zasadowy fibroblastyczny czynnik
wzrostu, IRES - sekwencja wigzania do rybosoméw.

Klonowanie przeprowadzono na lepkie konce, zgod-
nie z ramka odczytu od tréjki ATG, wykorzystano

odczynniki firmy Amersham, wektor amplifikowano

w bakteriach E.coli szczepu DH5a, izolacje przepro-

wadzono zestawem EndoFree Plasmid Mega Kit firmy

Qiagen. Wazniejsze cele klonowania wektora pVIFE:

¢ wektor zaindukuje w warunkach in vivo powsta-
nie bardziej dojrzatych i ustabilizowanych naczyn
krwiono$nych w poréwnaniu z wektorem koduja-
cym tylko VEGE tym samym terapia genowa (pro-
by na pacjentach) przyniesie bardziej efektywna
i szybsza poprawe stanu klinicznego pacjenta,

¢ iniekcja wektora dwucistronowego wiaze si¢ bez-
posrednio z wprowadzeniem mniejszej dawki
endotoksyn niz w sytuacji podania dwéch jedno-
genowych wektorow, niweluje si¢ tym samym nie-
bezpieczenistwo powaznych powiklan (wstrzas,
stany goraczkowe),

¢ iniekcja wektora dwucistronowego to réwniez
mniejsza dawka samego DNA, cho¢ raczej nie spo-
tyka sie doniesien o toksycznosci samego DNA,

* koszt uzyskania jednego wektora dwucistrono-
wego — izolacja, oczyszczanie, badanie poziomu
ednotoksyn jest mniejszy niz dwoéch wektorow

jednogenowych.

Do klonowania wektora pVIF wykorzystano dwa
wektory positkowe: pSEC/VEGF oraz pusty wektor
pSEC. Wektor pSEC/VEGF sklonowano wczes$niej,
jest to ekspresyjny wektor plazmidowy kodujacy
izoform¢ VEGF165. Zawiera on sekwencje sygnato-
wa umozliwiajaca wyrzut bialka VEGF poza komoér-
ke. Tok postepowania byt nastepujacy:
¢ subklonowanie sekwencji IRES z wektora pMIG/
IRES do wektora pSEC/VEGE
* wklonowanie sekwencji bFGF do wektora pSEC,
* subklonowanie kasety ATG - Igk — bFGF z wekto-
ra pSEC/bFGF do wektora pSEC/VEGF/IRES.

Sekwencje IRES amplifikowano reakcja PCR na
matrycy sekwencji wklonowanej do wektora pMIG.
Startery do PCR zaprojektowano tak, aby wnosi-
ly miejsca rozpoznawalne przez restryktazy EcoRI
i Notl:

RBS-1: 5’- AAGAATTCCAATTCCGCCCCTCTCCCT -3
RBS-2: 5’- AAGCGGCCGCTTGTGGCAAGCTTATCATC -3’

Produkt PCR oczyszczano zestawem clean-up
(DNA-Gdansk), trawiono EcoRI i Notl przez 1 h
w temp. 37°C i izolowano z zelu agarozowego ze-
stawem QIAquick Gel Extraction Kit firmy Qia-
gen. Wektor pSEC/VEGF réwniez trawiono EcoRI
i Notl, rozdzielano elektroforetycznie i izolowano
z zelu. Ligowano przez 16 h w 16°C wykorzystujac
aktywnos¢ ligazy T4 (Amersham). Liganty trans-
formowano do bakterii E. coli, przeprowadzono se-
lekcje klonéw na plytkach agarowych z ampicyling.
Wyrosle klony przepasazowano do ptynnej pozyw-
ki LB z ampicyling. Hodowano przez noc w 37°C.
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Z Kklonéw izolowano plazmidy, ktére poddano na-
stepnie analizie restrykcyjnej. Otrzymano w ten

sposob wektor pSEC/VEGF/IRES.

Sekwencje kodujaca bFGF amplifikowano na bazie
cDNA z komoérek linii HUVEC (ang. human uro-
limbical vein endothelial cell). Startery zaprojekto-
wano z miejscami restrykcyjnymi dla EcoRI i Xhol:
HbF-1: 5’- ATGAATTCGCCAGCATTGCCCGAGGAT -3’
HbF-2: 5’- TTCTCGAGATTCAGCTCTTAGCAGACAT -3’

Produkt PCR oczyszczano zestawem clean-up (DNA-
Gdansk), trawiono EcoRI i Xhol przez 1 h w temp.
37°C i izolowano z zelu agarozowego zestawem
QIAquick Gel Extraction Kit firmy Qiagen. Wektor
pSEC réwniez trawiono EcoRI i Xhol, rozdziela-
no elektroforetycznie i izolowano z zelu. Ligowano
przez 16 h w 16°C wykorzystujac aktywnos¢ ligazy
T4 (Amersham). Liganty transformowano do bakte-
rii E. coli, przeprowadzono selekcje klonéw na plyt-
kach agarowych z ampicyling. Wyrosle klony prze-
pasazowano do plynnej pozywki LB z ampicyling.
Hodowano przez noc w 37°C. Z klonéw izolowano
plazmidy, ktére poddano nastepnie analizie restryk-
cyjnej. Otrzymano w ten sposéb wektor pSEC/FGE

Z wektora pSEC/FGF przeklonowano kaset¢ ATG
- Igk — FGF do wektora pSEC/VEGF/IRES. Frag-
ment ten amplifikowano reakcja PCR. Zaprojek-
towano nowy starter — wprowadzajacy miejsce dla
Notl oraz wykorzystano starter HbF-2. Sekwencja
startera sens:

Not_IgK: 5" - AAGCGGCCGCACCATGGAGACAGACACA - 3’

Dalej postepowano podobnie jak wcze$niej: pro-
dukt PCR oczyszczano zestawem clean-up (DNA-
Gdansk), trawiono Notl i Xhol przez 1 h w temp.
37°C i izolowano z zelu agarozowego zestawem
QIAquick Gel Extraction Kit firmy Qiagen. Wek-
tor pSEC/VEGF/IRES réwniez trawiono enzymami
Notl i Xhol, rozdzielano elektroforetycznie i izolo-
wano z zelu. Ligowano przez 16 h w 16°C wyko-
rzystujac aktywnos¢ ligazy T4 (Amersham). Liganty
transformowano do bakterii E. coli, przeprowadzo-
no selekcje klonéw na ptytkach agarowych z ampi-
cyling. Wyroste klony przepasazowano do plynnej
pozywki LB z ampicyling. Hodowano przez noc
w 37°C. Z Klonéw izolowano plazmidy, ktére pod-
dano nastepnie analizie restrykcyjnej. Otrzymano

w ten sposob wektor pSEC/VEGF/IRES/FGF (pVIE).

PiSmiennictwo:

Powstaty konstrukt zostal poddany szczegotowej ana-
lizie restrykcyjnej — stosowano rézne kombinacje re-
stryktaz; przeprowadzono réwniez kilka reakeji PCR
W oparciu o roézne zestawy starterow, jak rowniez se-
kwencjonowano konstrukt. Wszystkie analizy potwier-
dzity prawidlowe klonowanie — otrzymano wektor
z bicistronowa kasetg ekspresyjng VEGF/IRES/FGF:

5.3
|CMV| ATG | Igx |VEGF| TGA |IRES| ATG | Igk |bFGF| TGA |

Procedura podania plazmidu pVIF

Pacjentéw bioragcych udzial w badaniu, spelniaja-
cych kryteria wlaczenia i nie spelniajacych kryteriéw
wylaczenia standardowo przygotowywano do zabie-
gu cewnikowania serca. Przy uzyciu systemu NOGA
wykonywano mapowanie lewej komory w celu okre-
Slenia jej geometrii oraz obszaru, do ktérego powi-
nien by¢ wstrzykniety plazmid [32]. Mapa zawierala
§rednio 77+20 punktéw. Nastepnie cewnik mapu-
jacy wymieniano na cewnik infuzyjny MYO-STAR
z dodatkowym kanalem zakoniczonym cienka wy-
suwang igla. Plazmid podawano do wyznaczonego
wczesniej obszaru w catkowitej dawce 0,5 mg w 1ml,
w 5 porcjach o objetosci 0,2 ml. Jednorazowo przez
cewnik infuzyjny podawano 0,2 ml roztworu plazmi-
du. Proces pojedynczego wstrzyknigcia plazmidu do
niedokrwionego migsnia sercowego trwal od 20 do
40 sekund. Ufiksowanie igly w miokardium monito-
rowano pod kontrolg fluoroskopii oraz na podstawie
rejestracji pobudzen dodatkowych komorowych.

PODSUMOWANIE

Badanie VIF-CAD zostalo zakoniczone, a jego do-

ktadne wyniki oraz ich analiza zostang ogloszone

drukiem [32]. W ogélnym podsumowaniu wyni-
kéw badania nalezy stwierdzi¢, Ze:

* terapia genowa za pomocg plazmidu dwucistro-
nowego VEGF/FGF nie przyniosta poprawy w za-
kresie gléwnego punktu konicowego, czyli perfuzji
migsnia sercowego ocenianej metoda SPECT,

* osiggnieto istotng statystycznie poprawe w zakresie
dwoch drugorzedowych punktow koricowych: tole-
rancji wysitku ocenianej za pomocg proby wysitko-
wej EKG oraz objawéw klinicznych choroby wieni-
cowej ocenianej za pomocg skali Kanadyjskiego
Towarzystwa Kardiologicznego (CCS),

* nie stwierdzono dzialan niepozadanych zwia-
zanych z podaniem plazmidu w ciggu rocznego
okresu obserwacji.
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