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Streszczenie

Terapia genowa, mimo ze budzi wiele watpliwosci, szczegélnie natury moralnej, jest szansa w leczeniu
pacjentow, ktérym do tej pory nie mozna byfo pomac. Préby kliniczne genetycznego leczenia nowotwo-
réw i choréb naczyniowych sa coraz bardziej zaawansowane.

Stowa kluczowe: angiogeneza, terapia genowa, niedokrwienie koficzyn dolnych

Abstract

Gene therapy is overshadowed with doubt, especially due to the ethical nature of such experiments. On
the other hand it gives a chance to patients what we could not help until now. Clinical trials of treating
neoplasms and vascular diseases using gene therapy are most advanced at this moment.
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Terapia genowa — wprowadzenie

Terapia genowa obejmuje szereg zabiegow zwigza-
nych z wprowadzaniem materiatu genetycznego do or-
ganizmu w celu leczenia rozlicznych choréb. Wiekszos$é
eksperymentéw terapii genowej dotyczy transferu genu
do komérek somatycznych. Badania z wykorzystaniem
zarodkéw — choé o potencjalnie olbrzymich aplikacjach
terapeutycznych — budzg jednak wiele watpliwosci,
przede wszystkim natury etycznej [1]. Terapia genowa
ukierunkowana na komorki linii ptciowej powoduje trwatg
zmiane materiafu genetycznego, ktéra bedzie przekazy-
wana nowym pokoleniom. Stwarza to mozliwo$¢ wyeli-
minowania wady genetycznej na zawsze w dane;j linii [1].
Transfer gendéw do komérki modyfikuje jej funkcje lub
nierzadko, gtéwnie w przypadku komérek nowotworo-
wych, moze prowadzi¢ do ich $mierci. Geny wprowa-
dzane sg do komérek w systemie in vitro, in vivo i ex
vivo za pomocg no$nikdéw wirusowych i niewirusowych.
Obecnie wykorzystuje sie gtéwnie wektory wirusowe

Gene therapy — introduction

Gene therapy encompasses a series of treatments
dealing with introduction of genetic material into an or-
ganism as a method of treating various diseases. Most
experiments using gene therapy deal with gene transfer
into somatic cells. Research conducted with the use of
embryonic stem cells for this purpose, though with po-
tentially great therapeutic applications, is overshadowed
with doubt especially due to the ethical nature of these
experiments [1]. Gene therapy aimed at germ line cells,
causes permanent change of the genetic material, which
will be transferred into all new generations. This creates
the possibility of forever removing a genetic defect in
a given line [1]. The transfer of genes into a cell modifies
its function and often, mainly in the case of a tumor cell,
may cause its death. Genes can be introduced into cells
using the /n vitro, in vivo, and ex vivo systems with the
aid of viral and non-viral vectors. Today, generally viral
vectors, both retroviral or adenoviral, are most often used
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— retrowirusowe i adenowirusowe, choé¢ nagi lub kap-
sutkowany w lipidach plazmidowy DNA réwniez znajdu-
je zastosowanie. Najczesciej terapeutyczne geny wpro-
wadza sie do watroby, miesni szkieletowych, serca, cen-
tralnego uktadu nerwowego, ptuc, skéry, trzustki i ko-
morek krwi, na przyktad limfocytéw. Transfer gendow
obejmuje bezposrednie iniekcje do badanej tkanki lub
podania dozylne, dotetnicze, domie$niowe, donosowe,
dojamowe czy doskdrne. Wiekszo$¢ proéb klinicznych
terapii genowej dotyczy choréb nowotworowych (ryc. 1).
Stanowig one ponad 65% wszystkich protokotéw klinicz-
nych. W dalszej kolejnosci préby kliniczne obejmuja cho-
roby monogenowe, choroby naczyniowe i infekcyjne.

Wiekszos$¢ préb klinicznych terapii genowej (z ponad
1000 zatwierdzonych na catym $wiecie) — okoto 65%
— przeprowadzana jest na kontynencie amerykanskim
(ryc. 2). W Europie terapia genowa to okoto 30% wszyst-
kich préb, w Azji okoto 21%, w Australii okoto 2%, nato-
miast na kontynencie afrykanskim wykonano jak dotych-
czas (dane z 01.2005 r.) jedng probe kliniczna terapii ge-
nowej, co stanowi 0,1% wszystkich prob na swiecie [2].

W Europie najwigcej prob przeprowadzono w Wielkiej
Brytanii, Niemczech i Szwajcarii. Lgcznie w tych panstwach
wykonano ponad 200 badan, co stanowi okoto 20%
wszystkich préb klinicznych przeprowadzonych na $wie-
cie. W Polsce préby kliniczne terapii genowej obejmuja
gtéwnie nowotwory i choroby sercowo-naczyniowe.
W $wiatowych bazach danych, jak dotychczas, figurujg trzy
polskie préby kliniczne. Dotycza one prob terapii genowe;j
nowotwordw skéry, centralnego uktadu nerwowego oraz
terapii genowej nowotworéw [2]. Oprécz tego prowadzo-
ne sg rowniez proby kliniczne angiogennej terapii geno-
wej choréb sercowo-naczyniowych i terapii antyangiogen-
nej nowotworow kobiecych narzadéw pfciowych [3].

Angiogenna terapia genowa niedokrwienia
obwodowego — doswiadczenia kliniczne

Interesujgca strategig terapii genowej jest angiogen-
na terapia genowa, czyli badania indukcji powstawania
naczyn krwionosnych przez wektory ekspresyjne kodu-
jace czynniki proangiogenne. Mechanizm powstawania
nowych naczyn jest zagadnieniem ztozonym, w ktérym
jedna z kluczowych rél petni naczyniowo-$rédbtonkowy
czynnik wzrostu — VEGF (vascular endothelial growth
factor) [4]. Wigkszo$¢ prob klinicznych terapii angiogen-
nej w Stanach Zjednoczonych opiera sie na wykorzysta-
niu VEGF, choé¢ réwniez dos¢ liczne badania prowadzo-
ne sg z wykorzystaniem indukowanego hipoksjg czynni-
ka 1a (HIF 1a, hypoxia-inducible factor-1 alpha-subunit),
czynnika wzrostu fibroblastow (FGF, fibroblast growth
factor) oraz ptytkowopochodnego czynnika wzrostu
(PDGF, platelet-derived growth factor) (ryc. 3) [5]. W Pol-
sce angiogenna terapia genowa to, jak dotychczas, ba-
dania oparte na VEGF i VEGF/FGF [3, 6].

Wydaije sig, ze angiogenna terapia genowa moze by¢
rozpatrywana jako alternatywna metoda leczenia stanow
niedokrwienia obwodowego. W praktyce klinicznej wy-
korzystywane sg konstrukty genowe kodujace czynniki
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Rycina 1. Terapia genowa na swiecie — badania kliniczne,
geny, choroby [2]
Figure 1. Gene therapy — clinical trials in the world
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Rycina 2. Terapia genowa na $swiecie — dystrybucja na konty-
nentach [2]
Figure 2. Gene therapy — continental distribution

for this purpose, although naked or lipid encapsulated
plasmid DNA has also been utilized. Most commonly,
genes are introduced into the liver, skeletal or cardiac
muscles, central nervous system, lung, skin, pancreas,
and blood cells; for example, lymphocytes. Gene trans-
fer includes direct injections into the tissue or intrave-
nous, intraarterial, intramuscular, intranasal, intracavital,
or intracutanous application. As shown in Figure 1, gene
therapy is used in the clinic mostly to treat neoplastic
disease. These make up over 65% of the clinical proto-
cols. The remaining clinical trials are made up of attempts
to treat monogenic, vascular, or infectious diseases.

Most of the clinical trials employing gene therapy
(about 65% of over 1000 approved around the world),
have been done in the United States (Fig. 2). About 30%
of the trials have been done in Europe, and 2.1% and 2%
have been done respectively in Asia and Australia. So
far only one clinical trial using gene therapy has been
attempted in Africa which makes up 0.1% of all the trials
(data from 1/2005) [2].

Most clinical trials in Europe have been done in Great
Britain, Germany, and Switzerland with a total of over
200 trials, which makes up about 20%. In Poland, most
trials with gene therapy have been used in the treatment
of tumors or cardio-vascular disease. In world-wide data
base three trials in Poland have been mentioned which
deal with gene therapy of tumors [2]. In addition, gene
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Rycina 3. Proby kliniczne angiogennej terapii genowej (Stany
Zjednoczone). Najwiecej prob — ponad 60% — prze-
prowadza sie z wykorzystaniem genu VEGF [5]

Figure 3. Clinical trials concerning angiogenic gene therapy
(USA). In most of trials VEGF is used (over 60%)

proangiogenne. Wyniki badan klinicznych z wykorzysta-
niem pVEGF dowodzg, ze jest to metoda dajaca szanse
pacjentom, u ktoérych obecnie jedyng alternatywa jest
amputacja konczyny.

Nalezy pamietaé, ze terapia angiogenna przeznaczo-
na jest dla pacjentéw z krytycznym niedokrwieniem ob-
wodowym. Wedtug konsensusu Dormandy’ego z 1992 ro-
ku krytyczne niedokrwienie kohczyny, zaréwno u pacjen-
tow z cukrzyca, jak i bez wspofistniejgcej cukrzycy musi
spetnia¢ dwa kryteria [7]:

— uporczywie nawracajacy niedokrwienny bol spo-
czynkowy, wymagajacy analgezji przez okres dfuzszy niz
dwa tygodnie, z ci$nieniem skurczowym w kostce mniej-
szym niz 50 mm Hg i/albo ci$nieniem skurczowym na
paluchu mniejszym od 30 mm Hg;

— owrzodzenie albo martwica palcow i stopy, ze skur-
czowym cisnieniem w kostce mniejszym od 50 mm Hg
albo cisnieniem skurczowym mierzonym na paluchu
mniejszym od 30 mm Hg.

Terapia angiogenna nie moze byé uwazana obecnie
za terapie alternatywng albo konkurencyjng w stosunku
do przyjetych metod leczenia zachowawczego, endowa-
skularnego lub chirurgicznego. W przypadku zmian
miazdzycowych sposob postepowania systematyzuje
przyjety w 2000 roku konsensus transatlantycki (TASC,
TransAtlantic Inter-Society Consensus) [8]. Terapie angio-
genng wykorzystuje sie w leczeniu pacjentéw, ktérzy w cia-
gu ostatnich kilkudziesigciu lat nie mogli liczy¢ na skuteczna
pomoc, a po amputac;ji stajg sie obcigzeniem zaréwno dla
swoich rodzin, jak i dla systemu zdrowotnego.

Teoretycznie zamyst leczenia angiogennego jest pro-
sty. Wszczepiajac gen kodujacy, jeden z wezesniej wymie-
nionych proangiogennych czynnikéw wzrostowych dazy
sie do wytworzenia naczyn krazenia obocznego w krytycz-
nie niedokrwionych tkankach. Wiadomo przy tym, ze na-
rastanie nowych naczyn dotyczy jedynie niedokrwionych
tkanek, hipoksja bowiem jest niezbednym kofaktorem tego
procesu. Wytworzone krgzenie oboczne to gesta sieé na-
czyn o stosunkowo niewielkich $rednicach. Z jednej stro-
ny naczynia te niewatpliwie narazone sg na tatwe zamknie-
cie w przypadku wystepowania czynnikdw ryzyka miazdzy-
cy, z drugiej zas moga one zapewnic¢ krazenie wystarcza-
jace dla potrzeb metabolicznych.

therapy has been used in attempts to treat cardio-vascu-
lar diseases and female reproductive tract cancer [3].

Angiogenic gene therapy of peripheral ischemic
disease — clinical experiments

Angiogenic gene therapy, in other words, the induc-
tion of vessel formation through the use of vectors en-
coding proangiogenic factors, is an interesting treatment
strategy. The formation of new vessels is a very com-
plex process, where one of the key roles is played by
vascular endothelial growth factor, VEGF [4]. Most trials
of angiogenic therapy in the US have been done with the
use of VEGF. In other attempted therapy trials HIF 1a,
FGF, and PDGF (Fig. 3) have been used [5]. In all of an-
giogenic therapy experiments done in Poland up to this
time, VEGF and VEGF/FGF have been utilized [3, 6].

It seems that angiogenic gene therapy can be used
as an alternative method of treatment of peripheral is-
chemia. Gene constructs, encoding proangiogenic fac-
tors, have already been utilized in the clinic. Experiments
with the use of pVEGF show that this method may offer
a possibility for improvement in those patients, in whom
amputation is the only feasible option for treatment.

We must remember that gene therapy is reserved only
for patients with critical peripheral ischemia. According
to a consensus made by Dormandy in 1992, critical pe-
ripheral ischemia of the lower limb, in both diabetic and
non-diabetic patients, must fulfill two criteria [7]:

— persistent ischemic rest pain requiring analgesia for
two weeks or longer with systolic blood pressure in the
limb lower then 50 mm Hg and/or systolic blood pressure
lower than 30 mm Hg measured on the large toe;

— ulceration or necrosis of the toes and the foot with
a systolic blood pressure measurement on the ankle
lower than 50 mm Hg or lower then 30 mm Hg on the
large toe.

Currently, gene therapy cannot be an alternative
or competitive treatment to presently accepted non-
-invasive, endovascular, or surgical methods. In cases
of atherosclerotic disease, treatment options are di-
rected by the transatlantic consensus TASC [8]. An-
giogenic therapy should be implemented only in pa-
tients who, for the past several decades, could not be
successfully treated with traditional methods, and the
only available option, amputation of the limb, causes
them to become a burden to their families, as well as
the entire healthcare system.

Theoretically, the ideas behind angiogenic therapy
seem fairly simple. By implantation of a gene encoding
one of the previously mentioned proangiogenic growth
factors, we are causing the development of collateral cir-
culation in the ischemic tissues. It is well know, though,
that new vessel formation occurs only in ischemic tis-
sues, since hypoxia is a necessary cofactor for this pro-
cess. A newly formed vascular network consists of a net
of relatively narrow vessels, which are likely to be in dan-
ger of being blocked in patients with a high risk of
atherosclerotis. On the other hand, these vessels may
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Czynnik wzrostu kodowany przez podany gen moze
mie¢ dziatanie ogdlnoustrojowe. Jest to przyczyng obaw
o wystapienie dziatan niepozadanych. Nalezy tu wymie-
ni¢ rozwaéj nowotworu niewykrytego przed rozpoczeciem
terapii oraz nieprawidtowy rozwoj naczynh na dnie oka —
jest to powodem, dla ktérego pacjenci z cukrzyca sg wyta-
czani z postepowania terapeutycznego. Zaréwno w pi-
$miennictwie, jak i w obserwacjach wtasnych autoréw ni-
niejszej pracy obawy te nie znajdujg potwierdzenia. Pa-
cjent, ktéremu przeszto 5 lat temu wszczepiono plazmid
kodujgcy naczyniowo-srédbtonkowy czynnik wzrostu
VEGF pozostaje do tej pory pod kontrolg autoréw. Jak
dotad nie obserwowano naczyniowych zmian na dnie oka
ani zadnych innych p6znych powiktan po wszczepieniu
plazmidu. O'Reilly i wsp. przeprowadzili serie podan VEGF
(biatka) myszom z licznymi, niewielkimi ogniskami prze-
rzutowymi nowotworu do ptuc [9]. W wyniku tych podan
nie obserwowano jednak rozwoju sieci naczyn w guzkach
nowotworowych ani wzmozonej szybkosci rozwoju sa-
mych zmian nowotworowych. Wydaje sig, ze niezbednym
sygnatem do uruchomienia proceséw angiogenezy jest,
nawet w przypadku tkanki nowotworowej, niedotlenienie.

Obecnie trudno jest podaé ostateczne wnioski doty-
czace terapii angiogennej. Niewatpliwie publikowane
wyniki leczenia sg obiecujgce. Nadal jednak nie poznano
do konca czynnikéw, ktédre moga spowalniaé lub unie-
mozliwia¢ te terapie.

Wsrod pacjentow z krytycznym niedokrwieniem kon-
czyn dolnych, ktérych poddawano amputacji, stezenie
VEGF byto bardzo wysokie. Zaktadajac, ze VEGF jest klu-
czowaq cytoking proangiogenng, a jej stymulacja tera-
peutyczna ma doprowadzi¢ do powstania krazenia,
mozna sie dopatrywaé¢ pewnej niescistosci. Organizm
w naturalnych procesach fizjologicznych produkuje
czynniki wzrostowe chociazby w procesach gojenia ran.
W momencie pojawienia sie niedokrwienia fizjologicz-
na reakcja powinna doprowadzi¢ do natychmiastowe;j
~naprawy” polegajacej na wytworzeniu dodatkowego
naczynia lub sieci naczyn. By¢ moze brak odpowiedzi
podyktowany jest zaburzeniem funkcjonowania recep-
torow, na przyktad dla VEGF. By¢ moze produkowane
biatko ma zmieniona, nieprawidtowa budowe (polimor-
fizm) i dlatego nie jest w stanie uruchomic¢ proceséw
angiogennych.

Jest tez mozliwe, ze zaburzenia metaboliczne hamuja
procesy endogennego powstawania naczyn. Opisana
terapia za pomoca plazmidu kodujagcego naczyniowy
czynnik wzrostu moze by¢ utrudniona u pacjentéw z hi-
percholesterolemia ze wzgledu na podwyzszone steze-
nie cholesterolu frakcji LDL. Chavakis i wsp. przypusz-
czajg, ze podwyzszona koncentracja VEGF w surowicy,
ktéra przy prawidtowym stezeniu lipidéw doprowadza do
szybkiej migracji i proliferacji komorek srodbtonka, w wa-
runkach hipercholesterolemii moze nie objawia¢ sie
wzmozong angiogeneza [10]. Wydaje sie, ze nawet bar-
dzo wysokie stezenie VEGF nie jest w stanie skompen-
sowac¢ hamujgcego dziatania lipidow [13-16].

Zwigzkiem posredniczacym w odpowiedzi komérko-
wej na aktywacje receptorow dla VEGF jest tlenek azotu

be sufficient to allow appropriate circulation to maintain
all metabolic processes.

There is also some concern that growth factors en-
coded by the injected gene may have general effects in
some of the patients. The main worries are the possibility
of the development of a malignant tumor, which has not
been detected prior to gene therapy, or the formation of
pathologic vessels in the retina (this is the reason why
diabetic patients are currently excluded from these trials).
However, current medical literature as well as our own
experience contradict these claims. A patient who received
an injection of the VEGF encoding plasmid over five years
ago is still in our care and we have not observed any pa-
thology in the retina or other side effects of the treatment.
O'Reilly et al. [9] have administered a series of injections
of VEGF (protein) into mice with multiple small metastatic
tumors in the lungs. They did not observe any new vessel
formation in the tumors nor an acceleration in the deve-
lopment of the actual cancerous process. It seems, that
even in cases of neoplastic tissue, hypoxia is a necessary
factor for induction of angiogenesis. At the present time,
it is still difficult to summarize angiogenic therapy. Un-
questionably, published therapy results are promising.
Still, factors which may decelerate or fully inhibit this
therapy have not been fully understood.

Serum levels of vascular endothelial growth factors
were very high among patients with critical lower limb
ischemia who required amputation. There are certain in-
consistencies considering the fact that VEGF is the key
proangiogenic cytokine and that it plays a role in the de-
velopment of circulation. The human body physiologi-
cally produces growth facors as in during the wound
healing process. Therefore, there should be animmediate
reaction to ischemia where the problem would be easily
“fixed” by the development of a single vessle or a net of
vessels. Perhaps the lack of response is caused by the
pathologic functioning of receptors, for example for
VEGF. Another theory states that the produced protein
has a changed pathologic structure (polymorphism) and
thus is unable to initiate the angiogenic processes.

It is possible that metabolic imbalance inhibits endo-
genous production of vessels. Therapy with the vascu-
lar endothelial growth factor described in this study may
actually be more difficult in patients with hypercholes-
terolemia because of their increased LDL levels. Chevakis
et al. [10] speculate that increased concentration of VEGF
in the serum, which at physiological serum lipid levels
leads to quick migration and proliferation of endothelial
cells, may actually not cause increased angiogenesis in
patients with hypercholesterolemia. It seems that even
very high levels of VEGF are not able to compensate for
the inhibiting effects of lipids [13-16].

Nitric oxide is a compound which mediates the cellular
response to activation of the VEGF receptors. It must be
mentioned that that L-arginin is the substrate necessary for
the production of NO. L-arginin is changed into cytrulin then
to NO through the activity of NO, synthase. Schwarzacher
et al. [11] supplemented L-arginin after iliac artery angio-
plasty in rabbits. They noticed a positive effect in the hea-
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(NO, nitric oxide). Trzeba wspomnie¢, ze substratem dla
produkcji NO jest L-arginina. To z niej pod wptywem syn-
tazy NO, powstaje cytrulina, a nastepnie tlenek azotu.
Schwarzacher i wsp. suplementowali L-argining po angio-
plastyce tetnicy biodrowe;j u krolikéw [11]. Zaobserwowali
korzystny wptyw na gojenie sie uszkodzonego podczas za-
biegu $rédbtonka, co mozna wyttumaczy¢ zwiekszong pro-
dukcja VEGF spowodowang zwigkszong synteza NO. Po-
wyzszy wynik moze mie¢ istotne znaczenie kliniczne. Nie-
odpowiednie stezenie L-argininy w organizmie cztowieka
moze zaburzaé¢ prawidtowa odpowiedz komorek srédbtonka
na VEGF. Prébowano dos$wiadczalnie suplementowaé
L-arginine do diety krélikéw w celu osiggniecia efektu an-
giogennego, ale wyniki tych prac nie sg jednoznaczne [12].

Mimo ztozonos$ci problemu, wydaje sie, ze terapia
angiogenna jest bardzo obiecujacg metoda dajaca szan-
se w leczeniu choroby niedokrwiennej serca, a takze
naczyn obwodowych.
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