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Sposoby usprawniania angiogenezy
terapeutycznej w chorobach serca

Rationalization of therapeutic angiogenesis in heart diseases
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Abstract

Modern experimental strategy of treatment of miocardial ischaemia is based on the induction
of neovascularisation using mediators inducing angiogenesis. Most frequently used angiogenic
cytokines are VEGF, FGF, IGF, PDGF and HGF. These are administered either intrave-
nously or locally to the heart muscle, pericardium, coronary vessels, intraadventitially and
perivascularly. Angiogenic cytokines are also applied as genes transfer by adenoviruses and
administration of naked DNA or mioblasts producing growth factors. Much attention has been
paid lately to the issue of cardioprotection and therapeutic angiogenesis without the use of
cytokines but grafting of endothelial progenitor cells as well as hypoxic and ischaemic precon-

ditioning. (Folia Cardiol. 2005; 12: 713-725)

angiogenesis, cardioprotection, preconditioning, gene therapy, VEGF, FGF, IGF,

PDGF, HGF, endothelial progenitor cells

Terapeutyczna angiogeneza

Nowoczesna eksperymentalna strategia lecze-
nia niedokrwienia mie$nia sercowego polega na wy-
wolaniu neowaskularyzacji przy uzyciu mediatorow
indukujacych angiogeneze.

Taka strategia leczenia to terapeutyczna angio-
geneza, ktéra pojawila sie jako uzupeiniajaca me-
toda terapii niewydolno$ci naczyn. Jej skuteczno$é
poczatkowo wykazano u pacjentow z ciezkimi obja-
wami krytycznego niedokrwienia konczyn [1].
Wkrotce prace kliniczne poszerzono o informacje do-
tyczace 0sob z ciezkimi objawami choroby wieficowe],
ktorzy nie kwalifikowali sie do rewaskularyzacji.
Oszacowano, ze stanowia oni do 12% pacjentow kie-
rowanych do o$rodkow referencyjnych [2].
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Obecnie sprawdza sie skuteczno$¢ terapeu-
tycznej angiogenezy w schorzeniach, takich jak
zawal serca, choroba niedokrwienna serca, niewy-
dolnoé¢ serca, kardiomiopatie. Metody przyjmowa-
ne w celu osiagniecia kardioprotekcji poprzez tera-
peutyczna angiogeneze w tych i innych schorze-
niach przedstawiono na rycinie 1, a metody
usprawniania angiogenezy na rycinie 2.

Kardioprotekcja poprzez
podawanie cytokin

Sposob i miejsce podania czynnikow
angiogennych. Czynniki wzrostu podaje sie w po-
staci iniekcji dozylnych, do mie$nia sercowego, wle-
wow do tetnicy wienicowej; selektywnej, regulowa-
nej ciSnieniem infuzji wstecznej zyt wiencowych;
iniekcji okotoprzydankowych (w poblizu naczyn
wiencowych), Srédprzydankowych; iniekcji do
osierdzia [3-14] (ryc. 3).

W przypadku podawania cytokin dozylnie obser-
wuje sie ich niepozadane dzialanie ogdlnoustrojowe
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Terapeutyczna angiogeneza w kardioprotekcji

Podanie cytokin Przeszczepianie  Prekondycjonowanie
proangiogennych komdrek
bioracych udziat

W angiogenezie
Podanie innych
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Rycina 1. Strategie przyjmowane w celu osiaggniecia kar-
dioprotekcji poprzez terapeutyczng angiogeneze

Figure 1. Strategies adopted in order to achieve cardio-
protective effect through the therapeutic angiogenesis
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wprowadzajgc do organizmu
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Rycina 2. Metody usprawniania angiogenezy

Figure 2. Angiogenesis improving methods

oraz zmniejszone oddzialywanie na serce w wyniku
rozcienczenia podanej dawki w fozysku naczyniowym
1zatrzymania duzej czeSci dawki w tozysku plucnym
(sekwestracja ptucna). Dlatego tez lokalne dostarcza-
nie rekombinowanych biatek lub genéw uwaza sie za
optymalne. W badaniach klinicznych preferuje sie
droge podania do naczyn wieficowych (biatek lub
adenowirusow) lub do mie$nia sercowego (nagiego
DNA lub adenowirusow) [3, 15, 16].

Bezposrednie iniekcje angiogennych czynnikow
wzrostu do mie$nia sercowego (w postaci genow lub
bialek) maja, przynajmnie]j teoretycznie, przewage
nad podawaniem ich do naczyn wiehcowych.

Podanie do mie$nia sercowego moze odbywaé
sie przez nasierdzie i wiaze sie wtedy z ryzykiem
zabiegu operacyjnego (cho¢ ryzyko to nie jest istot-
ne w przypadku konieczno§ci implantacji bypassow).
Metoda ta moze wiec zosta¢ wyparta przez iniekcje
do mieénia sercowego poprzez wsierdzie, dzieki za-
stosowaniu cewnika. Skuteczno$¢ tej mniej inwazyj-
nej metody potwierdzono juz w badaniach na mode-
lu zwierzecym i przeprowadzonych u ludzi [17-19].

Na modelu zwierzecym (§winie z przewlekiym
niedokrwieniem mie$nia sercowego) wykazano, ze
dzieki selektywnej regulowanej ciSnieniem infuzji
wstecznej zyl wiencowych zwieksza sie (W porow-
naniu z infuzja do tetnicy wiehcowej) wiazanie tkan-
kowe fibroblastycznego czynnika wzrostu (FGF-2,
inaczej bFGF, fibroblast growth factor). Potwierdze-
niem skuteczno$ci tej metody bylo wykazanie lep-
szej perfuzji 1 kurczliwo$ci oraz wiekszej liczby
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Rycina 3. Sposoby podawania cytokin w celu pobudzenia angiogenezy

Figure 3. Cytokines administering methods aiming angiogenesis stymulation
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kolaterali w poSmiertnej angiografii 1 wiekszej ge-
sto$ci kapilar w niedokrwionej cze$ci miesnia ser-
cowego W grupie z infuzjg wsteczng FGF-2 w po-
rownaniu z grupg z infuzja dotetnicza [10].

Randomizowane i kontrolowane chirurgicznie
do$wiadczenia z okolonaczyniowym podaniem
bFGF (10 lub 100 ug) przy uzyciu mikrokapsutek
implantowanych w podnasierdziowa tkanke ttusz-
czowa udowodnily bezpieczenstwo i uzytecznosc tej
metody u pacjentow poddawanych zabiegowi pomo-
stowania aortalno-wieficowego [11].

Udowodniono rowniez skuteczno$¢ srodprzydan-
kowych infuzji za pomoca minipompy u zwierzat [20, 21].

Probowano takze dostarczaé adenowirusy ko-
dujace cytokiny proangiogenne (naczyniowy czyn-
nik wzrostu Srodblonka — VEGF165) do osierdzia
u psa, jednak nie uzyskano spodziewanego efektu [14].

Ciagle jeszcze nie ma pewnoSci dotyczacej nie
tylko optymalnego sposobu, ale i miejsca podania leku
W terapeutycznej angiogenezie. Nie wiadomo, czy
nalezy go dostarczy¢ w samo centrum obszaru niedo-
krwionego, na jego obrzeza, czy w rejon niedotkniety
niedokrwieniem, aby tam rozpoczely wzrost nowe
naczynia. A moze w jedno i w drugie miejsce? W ta-
kim przypadku nie trzeba byltoby juz martwic sie o to,
w jaki sposob dostarczy¢ lek precyzyjnie w okreslo-
ne miejsce. Jesli jednak istnieje potrzeba precyzyjne-
go deponowania leku, to wydaje sie, ze optymalnym
sposobem na to bedzie dotarcie do mie$nia sercowe-
go przez wsierdzie (za pomoca cewnika).

Istnieja doniesienia sugerujace, ze potencjalnie
uzytecznym trybem leczenia moze by¢ zastosowa-
nie pojedynczej dawki, prowadzace do 2-3-tygo-
dniowego wzrostu stezenia angiogennych bialek
w ognisku niedokrwienia mie$nia sercowego, bez
zwiekszenia ich poziomu w krazeniu systemowym
w celu redukcji ewentualnych odleglych skutkéw
ubocznych [15]. Dzieki terapii genowej mozna 0sia-
gnac taki wlasnie tryb leczenia, poniewaz nagie pla-
zmidy DNA i1 wektory wirusowe zapewniaja jedy-
nie przemijajaca transfekcje w czasie odpowiednim
do osiagniecia angiogenezy. Wiadomo jednak, ze
podanie do naczyn wieficowych moze by¢ wystar-
czajace dla transferu genu adenowirusowego [14],
a nagi plazmid DNA wymaga bezpoSredniej iniek-
¢ji domie$niowej z powodu degradacji przez kraza-
ce nukleazy [22, 23].

Rodzaje cytokin angiogennych stosowa-
nych w kardioprotekcji. Wiele dowodow wska-
zuje, ze podanie angiogennych czynnikéw wzrostu
jako rekombinowanych biatek badz poprzez trans-
fer genow skutkuje polepszeniem perfuzji poprzez
neowaskularyzacje. Najlepiej poznane i1 najbardziej
obiecujace cytokiny proangiogenne to: naczyniowy

J. Josko 1 wsp., Usprawnianie angiogenezy w sercu

czynnik wzrostu Srodblonka (VEGF, vascular endo-
thelial growth factor), fibroblastyczny czynnik wzro-
stu (FGF, fibroblast growth factor), insulinopodob-
ne czynniki wzrostu (IGF-1 i IGF-II, insulin-like
growth factor), plytkowopochodny czynnik wzrostu
(PDF, platelet-derived growth factor) oraz hepatocytar-
ny czynnik wzrostu (HGF, hepatocyte growth factor).

Do najlepiej zbadanych zwiazkow posiadaja-
cych aktywno$¢ angiogenng naleza: naczyniowy
czynnik wzrostu §rodblonka (VEGF) i fibroblastycz-
ny czynnik wzrostu (FGF).

Badania na zwierzecych modelach
niedokrwienia serca

Naczyniowy czynnik wzrostu $rodblonka.
Efekt wywolywany przez biatko VEGF165 zostat
zbadany u psow i $win. Pojedyncze dawki podawa-
ne do naczyn wiencowych okazaly sie efektywne
u $win, podobnie jak serie dwoch lokalnych iniekcji
za pomoca cewnika, 3- lub 4-tygodniowe $rodprzy-
dankowe infuzje za pomocg minipompy, iniekcje do
mie$nia sercowego 1 28-dniowe iniekcje do naczyn
wienicowych u psa. Podanie dozylne byto nieefek-
tywne [6, 20, 21, 24, 25].

Iniekcje plazmidu DNA kodujacego VEGF165
do mie$nia sercowego, VEGF-2 badz adenowirusa
kodujacego VEGF121 droga torakotomii u $win
(model ,,ameroid”) poprawiaja funkcje i perfuzje
kolaterali [17, 26-29].

Dostarczanie adenowirusa kodujacego VEGF165
do osierdzia psa nie zwiekszylo przeplywu przez
kolaterale [14].

Fibroblastyczny czynnik wzrostu. Badania
przeprowadzone na psach i1 §winiach wykazaly
skuteczno$§¢ dziatania biatka FGF-2 w przypadku
podawania go do naczyn wiencowych, do nasier-
dzia w poblizu naczyn wiehcowych badZz do mie-
$nia sercowego. W tych przypadkach wykazano
wieksza gesto$¢ tetniczek i wio$niczek, zwiek-
szony przeplyw przez kolaterale 1 polepszenie
czynno$ci komor serca (wzrost frakcji wyrzuto-
wej) [3, 5, 12, 30, 31].

Rownoczesénie stwierdzono brak skutecznosci
iniekcji do zyl centralnych, spowodowane wiaza-
niem FGF-2 przez receptory plucne (sekwestracja
plucna) [3, 16].

Przeprowadzono mniej do§wiadczen z uzyciem
transferu genu FGF. Wykazano, ze pojedyncza domie-
$niowa iniekcja nagiego DNA kodujacego FGF-1
oraz adenowirusowy transfer genu FGF-5 do naczyn
wiencowych poprawiaja przeplyw odpowiednio
w kofczynie tylnej krélika oraz mie$niu sercowym
Swini [22, 32].
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Badania kliniczne

Badania kliniczne z uzyciem
rekombinowanych biatek VEGF i FGF

Poczatkowe badania kliniczne, w ktorych podawa-
no rekombinowane biatko FGF-1 (aFGF) lub FGF-2
(bFGF) do mieénia sercowego badZ okoloprzydan-
kowo w czasie zabiegu pomostowania, przyniosty
pewne dowody na poprawe w porownaniu ze stanem
wyjSciowym badz po zastosowaniu placebo [33-37].

W dalszych badaniach fazy pierwszej zastoso-
wano podanie do naczyn wieficowych lub dozylne
VEGF165 lub FGF-2. W wiekszoS§ci przypadkow
obserwowano znamienna poprawe w zakresie cza-
su ¢wiczen fizycznych oraz perfuzji, a takze mniej-
sze bole wiencowe w porownaniu ze stanem przed
interwencja. Stalo sie to podstawa do przeprowa-
dzenia dwoch wiekszych badan fazy II — VIVA
1 FIRST [15, 38-43].

W badaniu VIVA (The Vascular Endothelial
Growth Factor in Ischemia for Vascular Angioge-
nesis) porownano dwie dawki biatka FGF-1 z pla-
cebo u 178 pacjentow, ktorym podano pojedyncza
infuzje do naczyn wiencowych, a nastepnie trzy
infuzje dozylne. Zasadnicze kryterium oceny, tj.
czas trwania ¢wiczenia w ciagu 60 dni, byt podob-
ny we wszystkich trzech grupach. Stopien dusz-
nosci, jako§¢ zycia i perfuzja w ciagu 60 dni nie
roznily sie znamiennie miedzy grupami [39, 44, 47].

W badaniu FIRST (FGF-2 Initiating Revascu-
larization Support Trial) porownano pojedyncza
dawke FGF-2 podang do naczyn wiehcowych z pla-
cebo u 337 pacjentow. W ciagu 90 dni grupa otrzy-
mujaca FGF nie roznila sie znamiennie od grupy
otrzymujacej placebo pod wzgledem zasadniczego
kryterium oceny — czasu ¢wiczenia badZz w wyni-
kach spoczynkowej 1 wysitkowej perfuzji. Bole
wieficowe pojawialy sie nieznamiennie rzadziej
w grupie przyjmujacej FGF. Znamienna poprawe
w czasie ¢wiczenia po leczeniu FGF wykazano u pa-
cjentow po 65 roku zycia [46].

Niepomy$§lne wyniki badan VIVA i FIRST
w zakresie czasu ¢wiczenia podkre§laja problem far-
makokinetyki rekombinowanych biatek podawa-
nych do przestrzeni naczyniowej, ktora moze pro-
wadzi¢ do nieadekwatnego lokalnego dostarczania
angiogennych czynnikéw wzrostu do niedokrwione-
go mie$nia sercowego, co sugerowaly badania
z uzyciem znakowanych ligandow [16, 47]. Dlatego
tez rozpoczeto badania nad transferem genoéw cy-
tokin angiogennych.

Badania kliniczne z uzyciem
transferu gené6w VEGF i FGF

Transfekcja za poSrednictwem adenowirusow.
W badaniu transferu genu VEGF121 do mie$nia
sercowego wektor adenowirusowy pierwszej gene-
racji zostal podany pacjentom poddawanym zabie-
gowi wszczepiania bypassow lub jako jedyny ele-
ment terapii droga minitorakotomii. W obu grupach
pacjentow stwierdzono poprawe w zakresie objawow,
chociaz perfuzja wywolana stresem nie zmienila sie.
W badaniu AGENT (Angiogenic GENe Therapy) pod-
kresSlono jedynie bezpieczenstwo podawania do na-
czyn wiencowych wektorow adenowirusowych
z genem FGF-4 u chorych z dtawica piersiowa. Nie
obserwowano jednak znamiennej poprawy [48, 49].

Transfekcja nagim DNA. W najwiekszym
badaniu o najdiuzszym okresie obserwacji ocenia-
no 30 pacjentow z oporng diawica piersiowa niekwa-
lifikujacych sie do konwencjonalnej rewaskularyza-
cji, ktorym podawano do mie$nia sercowego (na
drodze minitorakotomii) nagie DNA kodujace gen
VEGF165. W ciagu 90 dni tygodniowa podaz nitro-
gliceryny zredukowano z 60 do 3,5 tabletki, a czas
¢wiczenia znamiennie sie zwiekszyl. Poprawa do-
tyczaca objawow utrzymala sie przez 1 rok. Zaob-
serwowano rowniez polepszenie czynnosci elektro-
mechanicznej lewej komory (left ventricular electro-
mechanical mapping) oraz lepsza spoczynkowa
1stresowa perfuzje w tomografii emisyjnej pojedyn-
czego fotonu (SPECT, single-photon emission com-
puted tomography) [15, 50, 51].

Dos$wiadczenia zwiazane z transferem genu do
mie$nia sercowego przez nasierdzie w postaci nagie-
go DNA wykorzystano takze w innych wieloo$rod-
kowych badaniach z uzyciem genu VEGF-2 [15].
Czesto$§¢ diawicy 1 podaz nitrogliceryny zmniejszy-
ly sie, a czas ¢wiczen wzrost o ponad 2 min [15]. Udo-
kumentowano takze poprawe perfuzji, podobnie jak
w badaniach z transferem genu VEGF165 [52, 53].

Pozytywne wyniki pierwszego badania klinicz-
nego z przezskornym transferem genu do miesnia
sercowego za pomoca cewnika naczyniowego staly
sie podstawg do przeprowadzenia wieloo§rodkowe-
go, randomizowanego przeprowadzonego metoda
podwojnie Slepej proby i1 kontrolowanego placebo
badania transferu genu VEGF-2 z wykorzystaniem
cewnika. Analiza dotyczaca 19 pacjentéw ujawnita
znamienng poprawe w zakresie klasy diawicy
w poréwnaniu z placebo. W ponad rocznej obserwa-
¢ji u 25 0s6b nie stwierdzono powiklan ani zgonow
po 150 iniekcjach VEGF [18, 54, 55].
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Rowniez w badaniu Euroinject wykazano bezpie-
czenstwo stosowania plazmidu genu phVEGF-A(165)
1 wykazano w grupie 40 oséb badanych pozytywne
efekty tej terapii pod postacig polepszenia mecha-
niki $cian serca w zakresie obserwowanych seg-
mentéw (mimo ze nie uzyskano poprawy dotycza-
cej wysitkowej perfuzji miokardium).

Skuteczno$¢ terapeutycznej angiogenezy moz-
na zwiekszy¢ poprzez podniesienie efektywnosci
transfekcji nagim plazmidem DNA. W badaniach
przeprowadzonych na zwierzetach wykazano, ze
mozna to osiagnac, zwiekszajac objeto$¢ badz cis-
nienie osmotyczne substancji podawanych podczas
iniekcji domie$niowej lub prowadzac kotransfekcje
genem syntazy prostacykliny. Badania te prowadzo-
no na modelu niedokrwionej konczyny leczonej
transferem genu VEGF lub HGF [56].

Wykazano rowniez, ze fale ultradzwiekowe
zastosowane bezposrednio po iniekcji domie$niowe;]
wplywaja na poprawe wychwytu plazmidu DNA
1moga zwiekszy¢ ekspresje genu ponad 20 razy [57].

Podanie mioblastow produkujacych VEGF

Przydatno$¢ szkieletowych mioblastow wytwa-
rzajacych VEGF w leczeniu ostrego zawatu u szczu-
roéw badali Suzuki 1 wsp. [58]. Szkieletowe miobla-
sty szczurow zostaly transfekowane ludzkim genem
VEGF165. Badanej grupie szczuréw wstrzyknieto
4 miliony takich mioblastow do serca 1 godzine po
okluzji lewej tetnicy wiencowej. Ekspresja VEGF
w miesniu sercowym wzrosla, co skutkowalo zwiek-
szong angiogeneza bez tworzenia guzow nowotwo-
rowych. Przeszczepione mioblasty zr6znicowaty sie
w sercu gospodarza w wielojadrowe miotuby, roz-
miar zawalu znamiennie zmalal, a czynno$¢ serca
w badanej grupie poprawita sie. W analizie western-
blott wykazano, ze stezenie VEGF w mieéniu ser-
cowym w badanej grupie wzrosto znamiennie po-
miedzy 2 a 14 dniem po transplantacji mioblastow,
z pikiem w dniu 4. Suzuki 1 wsp. [68] wnioskuja, ze
we wczesne]j fazie zawalu efekt kardioprotekcyjny
wywolata wazodylatacja odbywajaca sie dzieki indu-
kowanej przez VEGF zwiekszonej produkcji tlen-
ku azotu, niezaleznie od angiogenezy. Angiogene-
za za$ odegrala role w p6zniejszym okresie [59].

Istnieja rowniez doniesienia wskazujace, ze
transfer genow za posSrednictwem szkieletowych
mioblastow stale wytwarzajacych VEGF dzieki
transfekcji retrowirusowej skutkuje powstawaniem
naczyniowych guzéw u myszy z defektem immuno-
logicznym. Prawdopodobnie dzieje sie tak za sprawg
statego wytwarzania VEGF 1 utrzymywania sie jego
wysokich stezen [60].

J. Josko 1 wsp., Usprawnianie angiogenezy w sercu

Inni autorzy sugeruja natomiast, ze okres
1-2 tygodni wzmozonej ekspresji VEGF (uzyska-
nej za po$rednictwem bezposSredniego transferu
gendéw do miesnia sercowego) jest zbyt krotki, aby
powstaly guzy nowotworowe, ale wystarczajacy do
utworzenia naczyn obocznych w niedokrwionym
mies$niu sercowym [50, 61].

Strategia zaprezentowana przez Suzukiiwsp. [58]
moze zapewnié odpowiednia wielkoSc¢ i czas trwa-
nia ekspresji VEGF (ok. 2 tygodnie), potrzebne do
rozwoju funkcjonalnych kolaterali, bez tworzenia
naczyniakéw. Odpowiedni poziom ekspresji VEGF
uzyskuje sie dzieki przemijajacej transfekcji geno-
wej mioblastow, przy uzyciu HVJ-liposomow (he-
magglutinating vivus of Japan-liposome).

Taka kombinowana strategia przeszczepiania
komorek i terapii genowej moze by¢ istotna w le-
czeniu ostrego zawatu serca.

Kardioprotekcja niezalezna od angiogenezy
z podaniem czynnikow proangiogennych (FGF-1)

W dos$wiadczeniu z uzyciem transgenicznych
myszy, u ktorych obserwowano wzrost ekspresji
FGF-1 w mie$niu sercowym, wykazano dzialanie
kardioprotekcyjnie [62]. Po okluzji naczynia wien-
cowego zawal serca rozwijal sie znacznie wolniej
u myszy transgenicznych niz w grupie kontrolnej.
Autorzy badan wykazali, ze bylo to niezalezne od
angiogenezy, a co najmniej cze$ciowo wywolane na
drodze aktywacji konstytutywnej kinazy proteino-
wej (MAP, mitogen activated protein kinase) — do-
ktadnie gatezi ERK-1 1 ERK-2. Wzrost ekspresji
FGF-1 w mie$niu sercowym moze znamiennie
op6znié rozwoj zawalu. Odkrycie za$, ze maksy-
malny rozmiar zawatu nie byt zmniejszony u my-
szy transgenicznych w poro6wnaniu z grupa kon-
trolng oraz ze zywotnoS¢ komorek jest zwiekszo-
na takze w izolowanych kardiomiocytach myszy
transgenicznych poddanych niedokrwieniu,
wskazuje, ze antyniedokrwienny efekt FGF-1
najprawdopodobniej nie wynika z utrzymanej
perfuzji gestszej sieci tetniczek u myszy trans-
genicznych [62].

Insulinopodobne czynniki wzrostu (IGF-I
i IGF-II). Wykazano, ze IGF-I 1 IGF-II s3 silnymi
1 bezposrednimi czynnikami chemotaktycznymi dla
ludzkich komorek §rodbtonka. Udowodniono row-
niez, ze laminina, bedaca biatkiem macierzy zewna-
trzkomoérkowej, peini funkcje permisywna wobec
aktywnosSci chemotaktycznej IGF. Sugeruje sie, ze
laminina, badz jej fragmenty, jest obecna w niedo-
krwionym sercu i moze wspoéldzialaé z egzogennym
IGF w stymulacji angiogenezy [63].
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W doswiadczeniach przeprowadzonych na Swi-
niach po zawale wykazano, ze IGF-I jest najefek-
tywniejszq molekulg poprawiajaca czynno$¢ mie$nia
sercowego, a takze zwiekszajaca neowaskularyza-
cje w niedokrwionym sercu [64].

Stwierdzono takze, ze IGF poprawia czynno$c
mie$nia sercowego zar6wno u ludzi zdrowych, jak
1u pacjentow z przewlekla niewydolnoScia serca [65, 66].
Osoby z wyzszym stezeniem IGF w surowicy bezpo-
Srednio po ostrym zawale serca charakteryzuja sie
lepsza czynnoScig komér 1 przebudowa mie$nia ser-
cowego od pacjentéw z nizszym stezeniem IGF-I.

Suiwsp. [63] scharakteryzowali wplyw oddziaty-
wania rekombinowanych bialek IGF oraz trzeciej ge-
neracji wektorow adenowirusowych kodujacych geny
IGF-I lub IGF-II na apoptoze kardiomiocytéw i angio-
geneze. Wykazano, ze komorki srodbtonka hodowane
w obecnoSci zewnatrzkomorkowego biatka lamininy
zareagowaly na biatko IGF-I i IGF-II zwiekszong mi-
gracja komorek i paczkowaniem komorek Srodblonka.

Wydaje sie, ze transfer genu IGF-11 IGF-II to
dobry sposob lokalnego dostarczania IGF w celu
leczenia choroby niedokrwiennej serca 1 niewydol-
no$ci serca poprzez stymulacje angiogenezy i ochro-
ne kardiomiocytow przed apoptoza.

Plytkowopochodny czynnik wzrostu (PDGF).
Wykazano, ze istnieje komunikacja za poSrednic-
twem PDGF-AB miedzy komoérkami §rédbionka
drobnych naczyn serca (CMECs, cardiac microvascu-
lar endothelial cells) a sasiadujacymi kardiomiocyta-
mi. Kardiomiocyty pobudzaja CMECs do produkcji
izoformy PDGF-B, ktora taczy sie z produkowang
konstytutywnie izoforma PDGF-A w heterodimer
PDGF-AB. Skutkuje to kaskada molekularnych
przemian, ktére utrzymuja integralno$¢ naczyn,
m.in. Srédblonkowa ekspresje VEGF ireceptora dla
VEGF (VEGFR-2, Flk-1) [67].

W doswiadczeniach przeprowadzonych in vivo
dowiedziono, ze podanie do mie$nia sercowego
PDGF-AB minimalizuje rozmiar p6Zniejszego zawa-
lu i promuje angiogeneze w starszych sercach
szczurzych (starsze serca maja bowiem oslabiong
mozliwoS$¢ angiogenezy, m.in. jako skutek zmniej-
szonej produkcji PDGF-B). Przywrocenie rozregu-
lowanego $§rodblonkowego szlaku angiogenezy
z PDGF jako mediatorem przywraca w starszych
sercach ostabiong kardioprotekcyjng funkcje angio-
genezy 1 staje sie podstawg rozwoju nowatorskich
metod terapii w schorzeniach sercowo-naczynio-
wych u starszych osobnikow [68].

Hepatocytarny czynnik wzrostu (HGF).
Wykazano, ze HGF jest unikalnym czynnikiem
wzrostowym: daje efekt antyzwloknieniowy 1 angio-
genny, dlatego potencjalnie moze by¢ wykorzysta-

ny w leczeniu kardiomiopatii. Hepatocytarny czyn-
nik wzrostu stymuluje degradacje kolagenu przez
jedna z metaloproteinaz (MMP-1, matrix metallopro-
teinase 1), urokinazowy aktywator plazminogenu
(uPA, urokinase plasminogen activator) i1 kolagena-
ze, a takze hamuje ekspresje transformujacego czyn-
nika wzrostu (TGF, transforming growth factor), co
skutkuje zahamowaniem syntezy kolagenu i procesu
wloknienia. Hepatocytarny czynnik wzrostu stymu-
luje ponadto ekspresje mRNA ets-1 w fibroblastach.
Ets to rodzina istotnych czynnikéw transkrypcyjnych
dla angiogenezy 1 waskulogenezy. Przedstawiciele
rodziny ets odgrywaja istotng role w regulacji eks-
presji gendéw w odpowiedzi na rozne sygnaly rozwo-
jowe 1 mitogenne [69, 70].

Wydaje sie, ze angiogenna aktywno$¢é HGF
w duzej mierze zalezy od szlaku ets, poniewaz ro-
dzina ets aktywuje transkrypcje genow dla proteaz
degradujacych macierz zewnatrzkomoérkowa (kola-
genaza 1, stromelizyna, uPA), a sam HGF pobudza
aktywnoSc¢ ets 1 biatka ets-1 w zawale serca. Praw-
dopodobnie aktywacja ets moze regulowaé zarow-
no angiogenna, jak i antyzwi6knieniowa aktywno§¢é
HGF [69, 71].

Eksperymenty iz vivo dowodza, ze transfekcja
genu HGF do mie$nia sercowego chomikow z wro-
dzona kardiomiopatia stymuluje przeplyw krwi po-
przez wywolywanie angiogenezy 1 redukcje zwlok-
nienia. Wykazano, ze lokalne stezenie endogenne-
go HGF w mie$niu sercowym u chorych chomikow
jest zmniejszone w porOwnaniu ze stezeniem
u osobnikow zdrowych. Moze to by¢ spowodowane
dzialaniem supresyjnym na produkcje HGF, ktore
wykazuje angiotensyna Il 1 TGFb [69, 72].

W opisywanym do$wiadczeniu nie udalo sie
dowie$¢ wptywu transferu genu HGF na dysfunk-
cje serca, poniewaz w tym stadium choroby
(20-miesieczne chomiki z kardiomiopatia) nie mozna
jej jeszcze obserwowacé, by¢ moze uda sie to w przy-
szto$ci w badaniach przeprowadzonych wérod star-
szych zwierzat [69].

Kardioprotekcja i angiogeneza
terapeutyczna bez uzycia cytokin

Przeszczepianie §rodblonkowych
komoérek progenitorowych (EPCs)

Ilo§¢ komorek $rodbtonka zdolnych do odpo-
wiedzi na podane cytokiny angiogenne moze ogra-
niczaé efektywno$§¢ terapeutycznej angiogenezy.
Dlatego tez zwiekszanie reaktywnos$ci komorek
Srodbionka i zwiekszanie produkcji badz dostepno-
§ci §rodbionkowych komorek progenitorowych
(EPCs, endothelial progenitor cells) stanowia racjo-
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nalne sposoby terapeutycznej angiogenezy [73-76].
Strategia podawania powiekszonych populacji ko-
morek progenitorowych §rodbionka wyizolowanych
z krwi pacjenta wydaje sie obiecujaca. Srodblonkowe
komorki progenitorowe w niedokrwionym mie$niu
sercowym roznicuja sie w dojrzate komorki Srodbton-
ka. Po uzyciu tej metody w niedokrwionym mie$niu
sercowym szczura nastepuje poprawa neowaskulary-
zacji, zachowanie czynno$ci lewej komory oraz zaha-
mowanie widknienia mie$nia sercowego [77-79].

Opracowano metode, dzieki ktorej zostaty po-
konane podstawowe przeszkody w przeszczepianiu
EPCs pacjentom. Zredukowano liczbe EPCs dzieki
dostarczaniu ich bezpoS$rednio do niedokrwionego
mieénia sercowego, jednoczes$nie po raz pierwszy
udowodniono skuteczno$é autologicznego prze-
szczepu EPCs [79]. Wczesniej podawano ludzkie
EPCs zwierzetom z deficytem immunologicznym,
aby zapobiec odrzucaniu przeszczepu [78, 80].
U $win, u ktorych wykonano przezskorna transplan-
tacje EPCs do mie$nia sercowego za pomoca cew-
nika, uzyskano histopatologiczne, angiograficzne
1 funkcjonalne dowody zwiekszonej angiogenezy
w niedokrwionym mie$niu sercowym [79].

Istnieja takze sposoby zwiekszenia efektywno-
Sci dziatania EPCs. Wykazano, ze transfer ex vivo
mysiego VEGF164 zwieksza aktywno$¢ prolifera-
cyjna Epos, a takze adhezje 1 whudowywanie sie
tych komorek w spoczynkowa badz aktywowana
pojedyncza warstwe komorek Srodblonkowych
[81, 82]. Stwierdzono ponadto, ze VEGF zwieksza
liczbe krazacych EPCs. Efekt ten udokumentowa-
no u myszy i ludzi [83-85].

Prekondycjonowanie

Hipoksyczne prekondycjonowanie. Pojawi-
ty sie doniesienia, ze hipoksyczne prekondycjono-
wanie stymuluje angiogeneze w mie$niu Sercowym
na drodze zaleznej od aktywacji czynnika transkryp-
cyjnego NF-«B [86].

W badaniach przeprowadzonych na szczurach
wykazano, ze hipoksyczne prekondycjonowanie sty-
muluje angiogeneze w mieSniu sercowym w stop-
niu wystarczajacym do zapewnienia znamiennej kar-
dioprotekcji w modelu zawatu serca przechodzacym
w niewydolno§¢ serca poprzez znamiennie wiekszg
gesto§¢ wlosniczkowa, perfuzje i rezerwe skur-
czowa miesnia sercowego [87].

Niedokrwienne prekondycjonowanie. Na
zwierzecym modelu zawatu serca wykazano, ze ki-
naza fosfokreatynowa (PKCepsilon) ulega transloka-
¢ji do jadra komoérkowego po 10 min niedokrwienia,
wzrasta ekspresja mRNA VEGF, a rozmiar zawatu
zmniejsza sie wraz ze wzrostem angiogenezy [88].

J. Josko 1 wsp., Usprawnianie angiogenezy w sercu

Udowodniono takze skuteczno$¢ niedokrwien-
nego prekondycjonowania u ludzi: Wykazano, ze
24 godziny po indukowanym ¢wiczeniami niedo-
krwieniu mie$nia sercowego wystepuje u czlowieka
zwiekszona tolerancja p6zniejszego niedokrwienia.
Czas wystapienia 1 stopien tej protekcji oraz jej nie-
zalezno$¢ od rekrutacji kolaterali odpowiada zjawi-
sku p6znego prekondycjonowania [89].

Statyny

Wykazano, ze statyny promuja aktywacje se-
rynowo/treoninowej Kinazy proteinowej (Akt)
w komorkach $rédbtonka, co prowadzi do fosfory-
lacji Srodblonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS, en-
dothelial nitric oxide synthase) 1 wzrostu produkcji
tlenku azotu. Wplyw statyn na angiogeneze jest
dwufazowy: male stezenia promuja, duze — hamujg
angiogeneze. Male stezenia statyn chroniag komor-
ki §rédbtonka przed apoptoza, promuja formowanie
wlo$niczkopodobnych struktur w zelu matrix (ma-
trigel) na drodze zaleznej od Akt. Duze dawki sta-
tyn sa toksyczne [90, 91]. Statyny zwiekszaja mo-
bilizacje §rodbionkowych komorek progenitoro-
wych (EPCs) ze szpiku do nowo wytworzonych
naczyn krwiono$nych na drodze zaleznej od kinazy
fosfatydyloinozytolowej 1 serynowo/treoninowej
(PI3K/AKkt), co sugeruje kolejny, zalezny od Akt
proangiogenny mechanizm dzialania statyn. Po-
dobna mobilizacje EPCs zaobserwowano takze
u pacjentow ze stabilng chorobg wieficowa [92-94].

Zwiekszona angiogeneze wykazano tez
u krolikow leczonych simwastatyna, rowniez tu-
taj efekt ten uzyskano poprzez aktywacje naczy-
niowej Akt [90].

Mimo dziatania proangiogennego nie ma dowo-
dow Kklinicznych, ze statyny zwiekszaja ryzyko wy-
stapienia nowotworow [95].

Potencjalne powiklania
terapeutycznej angiogenezy

Podanie cytokin proangiogennych wigze sie
z pojawieniem sie wielu dzialan niepozadanych. Me-
chanizm wystapienia i sposoby unikniecia czeSci
z nich juz poznano, ale czas obserwacji organizmow
poddawanych terapeutycznej angiogenezie jest zbyt
krotki, aby z calg pewnoScia stwierdzic, z jakimi
jeszcze objawami ubocznymi terapii mozna sie spo-
tka¢, a jakich udato sie uniknaé.

Najlepiej znane s dzialania niepozadane wywo-
tane przez biatka proangiogenne zwigzane z ich dzia-
taniem ogolnoustrojowym:

— uzycie biatka FGF moze wywolywac proteinu-

rie, anemie 1 trombocytopenie [96, 97];
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— parenteralne podanie biatka VEGF lub FGF-2
moze wywolaé spadek ci$nienia tetniczego
z powodu wzmozonej produkcji syntazy tlen-
ku azotu; powiklianie to nie zostalo opisane
w przedklinicznych ani klinicznych badaniach
nad transferem genu [15, 97, 98];

— tworzenie naczyniakow stwierdzane po poda-
wanych zbyt dilugo lub lokalnie nadmiernych
dawkach VEGF u myszy 1 szczurow; zjawiska
tego nie obserwowano u ludzi [15, 60, 99];

— istnieje tez grupa takich dzialan niepozadanych,
ktorych wystapienie jest potencjalnie mozliwe
1 dyskutowane ze wzgledu na niejednoznaczne
wyniki badan lub zbyt krotki czas obserwacji.
Przyktadem moze by¢ przyspieszenie procesu
miazdzycowego lub aktywacja procesu nowo-
tworowego.

W naczyniu z uszkodzonym funkcjonalnie
§rodblonkiem z komorek obecnych w blonie we-
wnetrznej naczynia (intimie) tworzy sie nowa blo-
na wewnetrzna (neointima). Wiekszo§¢ badaczy
uwaza, ze sa to uaktywnione komorki mie$ni gtad-
kich naczyn, migrujace z blony §rodkowe] i prolife-
rujace w blonie wewnetrznej. Uwaza sie, ze proces
ten jest aktywowany wieloma czynnikami i ze przy-
pomina w przebiegu spaczony (w wyniku upoSledze-
nia funkgji lub braku $rédbtonka) proces angioge-
nezy [100, 101].

Pojawito sie wiec podejrzenie, ze innym poten-
cjalnym powiklaniem jest postepujace zageszczanie
uszkodzonej blony wewnetrznej z powodu wplywu
podawanych cytokin angiogennych na naczynia na-
czyn, a mitogenne dzialanie czynnikow wzrostu
moze przyspieszyC ekspansje lub destabilizacje
blaszki miazdzycowej [102, 103]. Nie jest to jednak
jedyny poglad na ten temat. Inni badacze donosza
o skutkach wprost przeciwnych, a wiec o redukcji
zageszczenia blony wewnetrznej poprzez przyspie-
szenie nadpelzania komorek Srodbionka [104, 105].

Wobec wymienionych powyzej dziatan niepo-
zadanych pojawiajacych sie w przypadku podania
bialek proangiogennych na uwage zastuguja naj-
nowsze badania kliniczne, takie jak Euroinject czy
kolejne badania seriit AGENT (Angiogenic GENe
Therapy), wykazujace bezpieczenstwo proangio-
gennej terapii genowej w stabilnej chorobie wien-
cowej [106-108].

Streszczenie

Bezpieczenstwa tego nie nalezy jednak traktowac
jako ostatecznie udowodnionego — niezbedna jest dal-
sza obserwacja odleglych efektow terapii, zwlaszcza
w przypadku pojawienia sie ewidentnych dowodow
na usprawnienie angiogenezy w badanej grupie.

Szczegb6lng ostrozno$é nalezy zachowaé ze
wzgledu na potencjalne ryzyko aktywacji procesu
nowotworowego, w ktorym angiogeneza odgrywa
kluczowa role (nie jest bowiem mozliwy rozwoj guza
bez aktywacji angiogenezy). Co prawda, dotychczas
nie posiadamy danych z badan iz vitro badz in vivo
wskazujacych, ze metody terapeutycznej angioge-
nezy zwiekszaja ryzyko wzrostu nowotworowego
badz przerzutow, ale do wyjasSnienia tego problemu
konieczne jest przeprowadzenie badan klinicznych
o dluzszym okresie obserwacji [15].

Biorac pod uwage aktualny stan wiedzy, nie
mozna jednoznacznie powiedzieé, ze terapia angio-
gennymi czynnikami wzrostowymi nie bedzie wy-
wolywala efektow niepozadanych pod postacia przy-
spieszenia procesow miazdzycowych lub destabili-
zacji blaszki miazdzycowej, aktywacji procesow
nowotworowych badz przyspieszenia retinopatii.
Pomimo tych watpliwoS$ci wyniki takich badan, jak
Euroinject 1 AGENT stwarzaja podstawe do dalszych
badan klinicznych, a pozytywne tendencje obserwo-
wane w badanych grupach daja nadzieje na zasto-
sowanie terapii angiogennej w praktyce klinicznej,
jako uzupelniajacej metody leczenia pacjentow
z choroba niedokrwienng serca.

Wydaje sie, ze stwierdzenie jedynie tendencji
do poprawy w tych 1 innych badaniach z zastosowa-
niem tylko jednego czynnika proangiogennego po-
twierdza przypuszczenie, ze zastosowanie kliniczne
powinny znalez¢ raczej nie pojedyncze cytokiny, ale
polaczenia réznych czynnikOw proangiogennych
z dodatkowym zastosowaniem bodzcow zwieksza-
jacych ich regionalng ekspresje 1 biodostepno$¢ oraz
stymulacja angiogenezy bez uzycia cytokin.

Taki rodzaj terapii moze w przyszto$ci zapew-
ni¢ stymulacje angiogenezy i ochrone kardiomiocy-
tow przed apoptoza na poziomie pozwalajacym sku-
tecznie zwalczaé chorobe niedokrwienng serca.

Niezbedne s3 wiec dalsze badania w celu usta-
lenia optymalnych dawek, drog podania i kombinacji
czynnikow wzrostowych, stuzacych terapeutycznej
angiogenezie oraz obserwacji jej odlegtych skutkow.

Nowoczesna eksperymentalna strategia leczenia niedokrwienia miesnia sercowego polega na wy-
wolywania neowaskularyzacyi przy uzyciu mediatorow indukujgcych angiogeneze. Najczesciej
stosowanymi cytokinami angiogennymi sq: naczyniowy czynnik wzrostu srodblonka (VEGF),
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fibroblastyczny czynnik wzrostu (FGF), insulinopodobne czynniki wzrostu (IGF), plytkowopo-
chodny czynnik wzrostu (PDGF) 1 hepatocytarny czynnik wzrostu (HGF). Podaje sie je dozylnie
badz miejscowo do migsnia sercowego, do osierdzia, do naczyn wiericowych, srodprzydankowo
oraz okolonaczyniowo. Cytokiny angiogenne stosuje sie takze w postaci transferu genow za
posrednictwem adenowirusow, podawania nagiego DNA bgdz mioblastow produkujgcych czyn-
niki wzrostowe. Ostatnio duzo miejsca poswigca sie zagadnieniom kardioprotekcyi i angioge-
nezy terapeutycznej bez uzycia cytokin, za posvednictwem przeszczepiania srodblonkowych
komorek progenitorowych oraz wykorzystania hipoksycznego oraz niedokrwiennego prekondy-

cjonowania. (Folia Cardiol. 2005; 12: 713-725)

angiogeneza, kardioprotekcja, prekondycjonowanie, terapia genowa, VEGF, FGF,
IGF, PDGF, HGF, srodblonkowe komorki progenitorowe
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