Nowe metody w diagnostyce i terapii/ Novel methods in diagnostics and therapy
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Wstep

Terapia genowa jako metoda leczenia réznych cho-
rob budzi od wielu juz lat duze emocie i ciggle wigze sie
z nig duze nadzieje. Jak dotgd nadzieje te pozostajg w
duzej mierze niespetnione. Gtéwny nurt badan nad tera-
pig genowq w kardiologii dotyczy leczenia zaawansowa-
nej choroby niedokrwiennej serca z zastosowaniem ge-
néw dla czynnikéw wzrostu naczyh. Wynika to z faktu, ze
pomimo rozwoju technik rewaskularyzacji i postepu
w zakresie leczenia farmakologicznego, ok. 5-12% pa-
cjentéw z chorobg wiencowq nie mozna skutecznie le-
czy¢ zadng ze standardowych metod z powodu zbyt du-
zego zaawansowania procesu chorobowego. Terapeu-
tyczne wzmocnienie procesu angiogenezy w obrebie
mieénia sercowego mogtoby polepszy¢ krgzenie obocz-
ne, prowadzqc do ustgpienia objawdw dfawicowych [1].
We wczesniejszych probach doswiadczalnych wykazano,
ze stymulacja tkanek czynnikami wzrostu naczyn, takimi
jak VEGF (naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu),

FGF (czynnik wzrostu fibroblastéw), HGF (czynnik wzro-
stu hepatocytéw) stymuluje proces angiogenezy [2-4].
Aktywne formy czynnikéw wzrostu naczyn maijq krotki
okres pottrwania we krwi, charakteryzujq sie tez dziata-
niami niepozqgdanymi przy zastosowaniu ogélnoustrojo-
wym. Dlatego obecne badania koncentrujq sie na pré-
bach wywotania angiogenezy w wyniku transfekcji ko-
morek miednia sercowego réznymi rodzajami gendw dla
czynnikéw wzrostu naczyn.

Ze wzgledu na spodziewang skuteczno$é, w bada-
niach najczesciej wykorzystuje sie VEGF, a zwlaszcza je-
go najaktywniejszg forme, zawierajgcqg 165 aminokwa-
sow (VEGF-A165) oraz FGF, a gtéwnie zasadowq forme
FGF (bFGF, czyli FGF-2). Aby doszto do transfekcji, ge-
ny podaije sie albo w postaci plazmidu (najmniejsza sku-
teczno$¢ transfekcji, ale prawdopodobnie najwieksze
bezpieczenstwo), w sprzezeniu z wektorem wirusowym
lub w postaci liposomalnej. Prowadzone sq réwniez pra-
ce nad innymi, nowymi metodami transfekgii.

Adres do korespondencii/ Corresponding author: dr n. med. Krzysztof Kukuta; | Klinika Choroby Wiedcowej; Instytut Kardiologii, ul. Alpejska 42; 04-628 Warszawa,

tel. +48 22 343 42 67, faks +48 22 613 38 19;  e-mail: kiis@mp.pl

116

Postgpy w Kardiologii Interwencyjnej 2006; 2, 1 (3)



Kukuta K. i wsp. Angiogeneza transendomiokardialng

Generalnie mozna tez wyrézni¢ 5 réznych metod
podania genéw do mieénia sercowego. Pierwsza
z nich, najprostsza, to podanie dowieAcowe. Druga to
podanie poprzez uktad zylny serca za pomocg odwré-
conej perfuzji. Trzecia polega na bezposrednim poda-
niu do mieénia sercowego od strony epikardium (naj-
czeécie| operacyjnie, ale réwniez np. przez cewnik
z igtq wprowadzony do uktadu zylnego, z wykorzysta-
niem naktucia mieénia od strony zewnetrznej poprzez
zyte). Czwarta to podanie bezposrednie do mieénia od
strony endokardium za pomocq specjalistycznego
cewnika. Wreszcie pigta to podanie roztworu zawiera-
igcego geny do $wiatta lewej komory podczas opera-
cji kardiochirurgicznej przy zamknietym odptywie krwi
z lewej komory [5].

Jakkolwiek pierwsze préby tego typu leczenia byty
zachecajgce, dotychczas opublikowane badania kon-
trolowane nie wykazaly jednoznacznie skutecznosci
terapii genowej. Ponize| przedstawiamy krétki przeglqgd

danych bedqcych podstawq i inspiracjq prowadzonego
przez nas obecnie programu badawczego.

Badania eksperymentalne

Badania kliniczne poprzedzito wiele préb ekspery-
mentalnych w hodowlach tkankowych i na zwierzetach.
Pierwsze badania dotyczyty hodowli komérkowych bgdz
tkankowych, preparatéw koriczyn lub serc [6-9]. Wyka-
zano, ze stymulacja za pomocg czynnikdw wzrostu pro-
wadzi do rozwoju drobnych naczyn krgzenia obocznego
lub przypominajqgcych je struktur.

Badania kliniczne

Kolejnym krokiem w badaniach nad terapeutyczng
angiogenezq w sercu byly pilotazowe préby kliniczne.
Wiekszo$¢ badan klinicznych dotyczqcych terapii geno-
wej i wywotania angiogenezy w chorobie niedokrwien-
nej serca to badania bez grupy kontrolnej, bez rando-
mizacji. Niektére z nich scharakteryzowano w tab. 1.

Tabela 1. Wybrane badania kliniczne bez randomizacji, w ktdrych wykazywano potencjalng skutecznosé terapeutycznej angiogenezy w chorobie niedokrwiennej serca

Table 1. Selected non-randomized studies showing potential therapeutic effect of angiogenesis in coronary artery disease

Badanie Czynnik Sposéb Gléwne Czas Efekty

wzrostu i wektor podania kryterium wiqczenia obserwadii
Losordo i wsp., VEGF-A165, od zewngtrz choroba wieticowa 10 tygodni poprawa w SPECT, spadek
Circulation plazmid do miokardium bez mozliwosci zapotrzebowania na nitraty
1998; 98 rewaskularyzaciji
Rosengart i wsp., VEGF 121, od zewngtrz choroba wiencowa miesigc poprawa w SPECT,
Circulation; wekfor do miokardium bez mozliwosci klasy CCS i tolerancji wysitku
1999; 100 adenowirusowy rewaskularyzacii
Laham i wsp., FGF-2 podanie choroba wieAcowa 1-6 mies. poprawa tolerancii wysitku,
J Am Coll dowiefcowe bez mozliwosci wzrost grubosci i lokalnej
Cardiol. rewaskularyzacji kurczliwosci miesnia sercowego
2000; 36 w NMR, poprawa jakosci zycia
Symes i wsp., VEGF-A 165, od zewngtrz do choroba wiencowa 3 mies. poprawa w SPECT, spadek
Ann Thorac plazmid miokardium bez mozliwosci zapotrzebowania na nitraty
Surg. 1999; rewaskularyzacji,
68 klasa CCS lII'i IV
Hedman i wsp., VEGF 121, dowiencowo choroba wieAcowa, 6 mies. zmniejszenie odsetka
Circulation 2003;  wekfor podanie w czasie restenozy
107 adenowirusowy angioplastyki
Unger i wsp., FGF-2 bolus dowiericowy  stabilna choroba miesigc wzrost $rednicy fetnic
Am J Cardiol. wiencowa nasierdziowych
2000; 85
Schumacher FGF-1 od zewngtrz tréjnaczyniowa choroba od 12 tyg. nasilenie angiogenezy w okolicy
i wsp., do miokardium wiencowa z isfotnymi do 3 lat dystalnej GPZ, poprawa
Circulation 1998; zmianami w obwodowym w SPECT, zmniejszenie
97 odcinku GPZ zapotrzebowania na nitraty
Seiler i wsp., GM-CSF podskérnie choroba wiericowa bez 2 tyg. wzrost wskaznika przeptywu
Circulation i dowiericowo motzliwosci wiencowego; zmniejszenie zmian
2001;104 rewaskularyzacii w EKG po inflacji balonu

w tetnicy wiericowej

VEGF — naczyniowo-siédblonkowy czynnik wzrosty; FGF — czynnik wzrostu fibroblastw; (CS — klasa czynnosciowa wg Kanadyjskiego Towarzystwa Kardiologicznego; NMR — magnefyczny rezonans jqdrowy;:
GM-CSF — czynnik wzrosty inii granulocytamej | mieloidalne: SPECT — badanie izotopowe metody fomagrafii emisyjnej (single proton emission tomography)
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Dotychczas przeprowadzono niewiele klinicznych ba-
dan kontrolowanych, dotyczqcych terapii genowej i lecze-
nia choroby wierncowej czynnikami wzrostu naczyn. Ponizej
wymieniono wiekszo$¢ z nich:

— FIRST [10] = w tym badaniu z randomizacjq, przeprowa-
dzonym metodq podwdinie $lepej préby podawano do-
wiericowo rekombinowany FGF-2. Nie wykazano istot-
nych réznic pomiedzy grupami. Pacjenci leczeni FGF-2
wykazywali tendencje do hipotensi;

— AGENT [11] — badanie z randomizacjq przeprowadzone
metodg podwéijnie $lepej préby, do kitérego wigczo-
no 79 pacjentéw. Stosowano gen dla FGF-4 potqgczony
z wektorem adenowirusowym (Ad5-FGF4) podawany
dowiericowo. W grupie badanej zaobserwowano polep-
szenie folerancji wysitku;

— AGENT-2 [12] to badanie podobne do poprzedniego,
do ktérego wigczono 52 pacjentéw. Poprawe ukrwienia
oceniano w badaniu SPECT. Nie uzyskano istotnej staty-
stycznie poprawy w zakresie globalnej perfuzji;

— AGENT-3 i AGENT-4 [13] to kolejne badania z wektorem
adenowirusowym, dofgczonym do FGF-4, podawanym
dowiericowo, do ktérych planowano wigczy¢ po kilkuset
pacjentéw. Rekrutacje przerwano, gdy okazato sig, ze nie
ma szans na osiggniecie istotnych statystycznie réznic w za-
kresie gtéwnych punktéw koncowych;

— badanie Vale i wsp. [14], w ktérym wzieto udziat jedynie 6
pacjentéw, ale byto to pierwsze badanie z zastosowaniem
transendokardialnego podania plazmidu u ludzi;

— badanie Losordo i wsp. [15], w kiérym stosowano plazmid
VEGF-2 transendokardialnie (NOGA). Wzieto w nim
udziat 19 pacjentéw. Zaobserwowano tendencje do po-
prawy w zakresie klasy CCS, wydtuzenia czasu wysitku oraz
poprawe wyniku Seattle Angina Questionnaire;

— Euroinject One [16] to jedyne jak dotqd badanie
z randomizacjq, przeprowadzone metodg podwojnie $le-
pej proby, w ktérym zastosowano transendokardialne
podanie plazmidu kodujgcego VEGF-A165 przy uzyciu
systemu NOGA. Do badania wigczono 80 pacjentéw.
Nie wykazano istotnych statystycznie réznic w zakresie
gtéwnych punktéow koncowych, ale wykazano regionalng
poprawe kurczliwoéci w obszarze podania plazmidu. Za-
réwno w ocenie badaniem SPECT, jak i systemem NO-
GA zaobserwowano tez regionalng poprawe perfuzji
mie$nia w tym obszarze [17];

— VIVA [18] to badanie z randomizacjq przeprowadzone
metodq podwdijnie $lepej proby, w ktérym zastosowano
aktywny rekombinowany VEGF (rhVEGF - biatko,
a nie gen) u 178 pacjentéw. Zastosowano podanie do-
wiencowe, a nastepnie dozylne. Do 60. dnia nie zaob-
serwowano réznic miedzy grupg badang a grupg place-
bo. Po 120 dniach obserwacji wystgpita tendencja
do poprawy tolerancji wysitku w grupie badanej
w stosunku do grupy kontrolne;.

— badanie Kleimana i Califfa [19] — stosowano FGF-2 po-
dawany dowiencowo u pacjentéw z chorobg wiencowg
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bez  mozliwoéci  rewaskularyzacji. W ciggu
6 mies. obserwacji nie zaobserwowano réznicy w poréw-
naniu z grupq placebo;

— GENESIS to nie zakonczone jeszcze badanie, w ktérym
stosuje sie VEGF podawany za pomocq nowego rodza-
ju cewnika.

Jak wida¢ z powyzszych danych, nie ma jok dotqd ja-
snej odpowiedzi na pytanie, czy terapia genowa choroby
wiericowe] moze by¢ skuteczna przy uzyciu obecnie stoso-
wanych metod, stqd idea przeprowadzenia badania przed-
stawionego wstepnie w niniejszej pracy. Nie jest to nasze
pierwsze do$wiadczenie tego typu. W Instytucie Kardiologii
w Warszawie, jako jednym z o$rodkéw, prowadzone byto
zakonczone kilka lat temu wieloosrodkowe badanie z ran-
domizacjq Euroinject One oraz badanie Agent-4. Obecne,
polskie badanie VIFCAD finansowane jest przez Minister-
stwo Nauki i Informatyzaciji oraz Fundacije na rzecz Wspie-
rania Rozwoju Polskiej Farmaciji i Medycyny.

W naszym badaniu zaproponowalismy zastosowanie
plazmidu dwucistronowego [20] kodujgcego naczyniowo-
-$rodbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF) oraz czynnik wzro-
stu fibroblastéw (bFGF), poniewaz we wczeéniejszych pra-
cach stwierdzono, ze najsilniejsze dziatanie angiogenne
wywiera wiasnie zasadowy FGF (bFGF) oraz VEGF

zwlaszcza jego postad zawierajgca 165 aminokwaséw.

W badaniach nad chorobg niedokrwienng serca wy-
kazano, ze wielko$¢ ubytku perfuzji mieénia sercowego
oceniana w scyntygrafii izotopowej jest waznym czynni-
kiem predykcyjnym niekorzystnego przebiegu choroby
wiencowej. Poza tym metoda ta pozwala na doktadng
i powtarzalng ocene perfuzji mieénia sercowego. Dlate-
go, podobnie do innych autoréw, réwniez w naszym ba-
daniu ocena SPECT jest gtéwnym sposobem, umozliwia-
jacym zlokalizowanie docelowego obszaru miesnia ser-
cowego dla podania genu oraz monitorowanie zmian
perfuzji mieénia sercowego po leczeniu dla oceny wyni-
ku terapii. Dla weryfikacji wynikéw SPECT oraz dla po-
szerzenia diagnostyki o ocene segmentalnej kurczliwosci
lewej komory, ktéra powinna ulec zwiekszeniu w nastep-
stwie poprawy ukrwienia, zaproponowali$my réwnolegtq
ocene wymienionych parametrow metodg rezonansu
magnetycznego.

Dotqd nierozstrzygniety pozostaje tez problem, ktéra
droga podania gendw jest najlepsza, a takze jaki wektor
jest najskuteczniejszy przy zachowaniu bezpieczenstwa
dla pacjenta.

Bezposrednie podanie do miesnidwki serca wydaje
sie najskuteczniejszym dla czynnikéw wzrostu sposobem
podania gendw, gdyz straty sq wtedy najmniejsze. Meto-
da transfekcji komorek miokardium genami kodujgcymi
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czynniki wzrostu wywotujgce angiogeneze wydaje sie
by¢ tq najbardziej obiecujgcq. Za pomocq tej strategii
usituje sie wywota¢ ekspresje genu dla danego czynnika
wzrostu w kardiomiocytach, a co za tym idzie angioge-
neze i powstawanie nowych kolaterali w obszarze niedo-
krwionego migénia sercowego. Strategia ta wydaje sie
szczegolnie atrakeyina w przypadku VEGF, poniewaz
pierwszy ekson genu dla VEGF zawiera réwniez sekwen-
cje sygnatowg umozliwiajgcg wydzielanie czynnika
wzrostu na zewngtrz komorki.

Jak wczesniej wspomniano, stosowane sq 3 metody
transfekcji komérek: podawanie nagiego plazmidu za-
wierajgcego odpowiedni fragment DNA, kompleksu li-
posomalnego zawierajgcego plazmid lub uzycie wektora
wirusowego. Pierwsze dwie metody sq stosunkowo proste
technicznie, ale mato skuteczne — przy ich uzyciu do ko-
mérek dociera ponizej 1% podanego DNA. Jednak DNA
wprowadzone w ten sposéb do komérek nie integruje sie
z genomem, co podnosi bezpieczenstwo transfekcii
i sprawia, ze wprowadzony gen dla czynnika wzrostu
podlega ekspresji jedynie przez pewien ograniczony
czas, z reguty 4-6 tyg. Bardziej efektywne jest uzycie wek-
tora wirusowego. W przypadku komérek nie proliferujg-
cych, takich jak kardiomiocyty, w gre wchodzi gtéwnie
uzycie wektora adenowirusowego lub AAV (adeno-asso-
ciated virus). Wektor adenowirusowy moze jednak powo-
dowa¢ efekt cytopatyczny, reakcje zapalng i wywotywaé
odpowied? immunologiczng. Z tego wzgledu w naszym
badaniu zdecydowalismy o zastosowaniu plazmidu.

Materiat i metodyka
Pacjenci

W badaniu prowadzonym obecnie w Instytucie Kar-
diologii docelowo wezmie udziat 52 pacjentéw, z ktd-
rych 35 zrandomizowanych zostanie do grupy leczone;,
a 17 otrzyma plazmid-placebo (grupa kontrolna).

Gtowne kryteria wigczenia

Do badania wigczani sq pacjenci z nasilong choro-
bg wiencowg (>CCS lll) pomimo optymalnego leczenia
farmakologicznego, niekwalifikujgey sie do rewaskulary-
zacji metodami standardowymi. Frakcja wyrzucania le-
wej komory u chorych wigczanych do badania musi wy-
nosi¢ powyzej 35%. W badaniu SPECT z dipirydamolem
muszq zosta¢ wykazane istotne odwracalne zaburzenia
perfuzji. Pacjenci muszq zrozumie¢ i podpisaé zgode na
uczestnictwo w badaniu. Pacjenci muszq by¢ petnolemni.

Gtowne kryteria wytgczenia

Charakter zmian w naczyniach musi wyklucza¢ mozli-
wo$¢ dalsze] rewaskularyzacji za pomocq angioplastyki
lub pomostowania naczyn wiencowych. Z badania wyklu-
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czeni bedq chorzy ze ztq funkcjg skurczowq lewej komory
(EF <35% stwierdzong w echokardiografii lub wentryku-
lografii), po $wiezo przebytym zawale migénia sercowego
(<3 tyg.), niepetnoletni, z chorobg nowotworowg, ciezkg
towarzyszgcq chorobg ogélng (w tym przede wszystkim
z cukrzycq i jednoczednie retinopatiq, nieswoistq chorobg
zapalng jelit) oraz chorobami autoimmunologicznymi,
pacjentki w wieku rozrodczym, jak réwniez chorzy niewy-
razajgcy zgody na udziat w badaniu. Pacjenci otrzymuig
mozliwie state, optymalne leczenie farmakologiczne.

Metodyka

Pacientéw spetniajgcych gtéwne kryteria wigczenia
i wyrazajqcych zgode na udziat w badaniu hospitalizuje-
my i wykonujemy badania, potwierdzajqce kryteria wtg-
czenia oraz wykluczajgce kryteria wytqczenia. Nastepnie
wykonywane jest badanie izotopowe serca metodg
SPECT z dipirydamolem oraz obcigzeniowy rezonans
magnetyczny serca z zastosowaniem adenozyny.

Badanie perfuzji migsnia sercowego Te-99m-MIBI SPECT
(w spoczynku i podczas wysitku/po dipirydamolu)

Badanie technikg SPECT wykonywane jest w spo-
czynku (po nitroglicerynie) i podczas wysitku (po dipiry-
damolu), przy zastosowaniu protokotu 2-dniowego (0,3
mCi/kg w spoczynku i 0,3 mCi/kg w wysitku) lub
1-dniowego (0,11 mCi/kg w spoczynku i 0,3 mCi/kg w
wysitku). Warunki akwizycji badan SPECT: matryca 64 x
64, kgt rotacji y kamery 1807, liczba projekciji 68, koli-
mator — niskoenergetyczny wysokorozdzielczy. Czas
akwizycji jednej projekcji w protokole 2-dniowym wyno-
si 25 s, w protokole 1-dniowym 52 s w spoczynku
i 13 s w wysitku. Warunki rekonstrukeji badan SPECT:
filir przed-rekonstrukcyjny Butterwortha o czestotliwosci
odciecia réwnej 0,4 czestotliwosci Nyquista i o rzedzie
rownym 7. Stosowane jest MIBI produkcji OBRI-POLA-
TOM (Swierk, Polska).

Kryterium kwalifikujgcym do zastosowania terapii
genowej jest stwierdzenie w SPECT odwracalnych zabu-
rzen perfuzji w co najmniej 2 segmentach danego regio-
nu (np. region dorzecza gatezi przedniej zstepujqcej le-
wej tetnicy wiencowej sktada sie z 4 segmentéw $ciany
przedniej, 2 przednio-przegrodowej i 1 z koniuszka), co
przy podziale migénia lewej komory na 17 segmentéw
daje wymog wystepowania odwracalnych zaburzen per-
fuzjii w min. 12% mies$nia sercowego.

Obcigzeniowy rezonans magnetyczny serca

Wszystkie badania wykonywane sq w obecnosci le-
karza, przy petnym monitorowaniu. Obrazowanie wyko-
nywane jest za pomocg tomografu MR Philips Gyroscan
ACS 1,5T. Oceniane sq: funkcja skurczowa i rozkurczo-
wa lewej komory przy uzyciu tréjwymiarowej analizy ilo-
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Ryc. 1. Obraz angiograficzny tetnic wiedcowych u jednego z chorych wigczonych do badania

Fig. 1. Coronary angiography of one of the patients included in the study

Ryc. 2. Obraz rentgenowski cewnika iniekcyjnego (MyoSTAR) w lewej komorze
z wysunigtq do migsnia ighq

Fig. 2. An X-ray photograph of the MyoSTAR injection cathefer inside the left
ventricle with the needle protruding from the tip into the muscle

$ciowej (oprogramowanie MASS, MEDIS), perfuzja tkan-
kowa z wykorzystaniem efektu pierwszego przejscia pa-
ramagnetycznego $rodka kontrastowego oraz efekt péz-
nego kontrastowania. Badania perfuzyjne wykonywane
sq w spoczynku i po obcigzeniu farmakologicznym ade-
nozynq (Adenocor, Sanofi Winthrop, wlew dozylny 140
ug/kg/min. przez 4,5 min); $rodek kontrastowy (Magne-

120

vist, Schering, 0,1 mmol/kg masy ciata, 4 ml/s) poda-
wany jest 2-krotnie — po 4 min wlewu adenozyny oraz w
spoczynku. Akwizycje bramkowane sq sygnatem EKG.
Wyniki badah opracowywane sq niezaleznie przez
dwaéch opisujgeych lekarzy.

Plazmid pVIF

W badaniu stosowany jest plazmid kodujgcy ludzki
VEGF-A i bFGF (pVIF) oraz plazmid placebo (nieulega-
igcy ekspresji). Plazmidy dostarczone sq przez Zaktad
Biologii Komaérki Instytutu Onkologii w Warszawie. Kon-
strukt pVIF jest plazmidowym wektorem ekspresyjnym
kodujgcym 2 czynniki o charakterze angiogennym.
Wklonowana kaseta jest dwucistronowa. Zawiera ona:
gen kodujgcy VEGF165 (Pubmed X62568), sekwencije
IRES (na podstawie matrycy wklonowanej do wektora pl-
RES-EGFP clontech, cat. #6064-1) oraz sekwencje ko-
dujgcg bFGF (Pubmed E02544). Sekwencja IRES po-
chodzi z wirusa encephalomyocarditis (ECMV) i zapew-
nia translacie dwéch wklonowanych genéw na bazie
jednej bicistronowej sekwencji mRNA. W kasecie se-
kwencje VEGF i FGF poprzedzane sq przez sekwencje
sygnatowe umozliwiajgce sekrecje powstatych biatek
VEGF i FGF. Plazmid bicistronowy pVIF obijety jest pro-
cedurq patentowq (nr zgtoszenia P355354).

Zabieg podania plazmidu i mapowanie serca
metodg NOGA

Przed podaniem plazmidu wykonywana jest korona-
rografia i wentrykulografia. Przyktadowe obrazy angio-
graficzne pacjenta wigczonego do badania przedsta-
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wiono na ryc. 1. Nastepnie, przy uzyciu systemu NOGA
(Biosense) [21, 22] cewnikiem NOGA-STAR wykonuje
sie mape lewej komory w celu okreslenia jej geometrii
oraz potwierdzenia okre$lonego poprzednio w badaniu
SPECT obszaru, do ktérego powinien by¢ wstrzykniety
plazmid. Mapa powinna zawiera¢ co najmniej 60 punk-
tow. Nastepnie cewnik mapujgcy wymieniany jest na

cewnik infuzyiny MYO-STAR ($rednica 8F) z dodatko-

#aximum Voltage Map (Uniposar,mV)

wym kanatem, zakonczonym cienkg wysuwang igtg
(27G). Pozycja igly w miokardium monitorowana jest
fluoroskopowo oraz na podstawie rejestracji dodatko-
wych pobudzen komorowych. Obraz rentgenowski cew-
nika z wysunietq igtq znajdujgcego sie w lewej komorze
przedstawia ryc. 2. Plazmid podawany jest do wyznaczo-
nego wczesniej obszaru w catkowitej dawce 0,5 mg
w 2 ml, w 10 porcjach o objetosci 0,2 ml kazda. Jed-

Linear L ocal Shoriening ap(%)
+

Ryc. 3. Mapa lewej komory wykonana systemem NOGA. Obrazy tréjwymiarowe (géra) i typu Bull's-eye (dot). Po stronie lewej mapy woltazu, po prawej — miejsco-
wego skracania. Szare markery ograniczajq docelowe pole wstrzyknigé plazmidu do fragmentu $ciany przednio-bocznej. Wigksze biate markery oznaczajg punkty

wstrzyknigc

Fig. 3. An electromechanical NOGA map of the left ventricle. Three-dimensional (above) and bull’s eye (below) presentations. Left- unipolar volfage maps; right-
linear local shortening maps. Grey markers delineate the area of inferest info which injections (white markers) were made
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norazowo przez cewnik infuzyjny podawane jest wiec do
pojedynczego miejsca naktucia 0,2 ml roztworu plazmi-
du. Proces pojedynczego wstrzykniecia plazmidu do nie-
dokrwionego migénia sercowego trwa ok. 20-40 s. Po-
dobna technika i dawki podawanego plazmidu stoso-
wane byty w badaniu Euroinject One. Przyktadowg ma-
pe lewej komory wykonang systemem NOGA z zazna-
czonym obszarem docelowym podania plazmidu oraz
punktami wykonanych iniekcji przedstawia ryc. 3.

Czas obserwacji w badaniu wynosi rok. Skutecznosé¢
terapii oceniana bedzie wg przedstawionego ponizej
schematu:

-wl.,2.,4.i8.tyg. po podaniu plazmidu pobrane zo-
stang probki krwi, w ktérych oznaczone bedzie steze-
nie cytokin angiogennych VEGF i FGF;

— gtéwna wizyta kontrolna odbywa sie 5 mies. od zabie-
gu;

—po 5 i 12 mies. od zabiegu zostang powtérzone ba-
dania markeréw nowotworowych, test na krew utajo-
ng w stolcu oraz u kobiet po 12 mies. mammografia;

— przed terapiq genowq, po zabiegu oraz podczas wizyt
kontrolnych po 51 12 mies. oceniane sq parametry la-
boratoryjne, wykonywane jest EKG, badanie echokar-
diograficzne i proba wysitkowa;

— po 5 mies. dodatkowo wykonywane jest badanie scyn-
tygraficzne (SPECT) z dipirydamolem i obcigzeniowy
rezonans magnetyczny (MR) z adenozyng, jak réwniez
kontrolna koronarografia z wentrykulografig.

Gtéwny punkt koficowy badania

Gtéwnym punktem koncowym badania sq zmiany
ukrwienia mieénia sercowego, oceniane w badaniach
SPECT i MR, wykonanych po 5 mies. od zabiegu, w po-
rownaniu do wynikéw badan wyjsciowych.

Drugorzgdne punkty koricowe badania

Drugorzednymi punktami koricowymi badania sq:

— zmiana wydolno$ci wiernicowej oceniana w tescie wy-
sitkowym EKG;

— zmiana ukrwienia miokardium lub powstanie nowych
kolaterali widocznych w badaniu angiograficznym;

— poprawa kliniczna w zakresie toleranciji wysitku i jako-
$ci zycia;

— wystgpienie powaznych sercowych objawéw niepozg-
danych (MACE), 1|. zgonu, zawatu serca oraz hospita-
lizacji z powodéw kardiologicznych — ocena wynikow
obserwacji odlegtej;

— zmiana stezenia FGF, VEGF w surowicy;

— monitorowanie ewentualnych dziataA niepozgdanych
zwigzanych z podaniem plazmiduy;

— monitorowanie zdarzen moggcych mieé¢ zwigzek
z nadmiernym dziataniem VEGF lub FGF w miejscu
i poza miejscem podania.

122

Postep badania

Odsetek pacjentéw spetniajqcych kryteria wigczenia
do badania wynosi ok. 50% oséb wstepnie zgtaszanych.
Do konica lutego 2006 r. do badania wigczono 36 cho-
rych (26 mezczyzn, $rednia wieku 62+8,8 laf). 24 wig-
czonych pacjentéw (66%) ma w wywiadzie co najmniej je-
den zabieg pomostowania tetnic wiencowych. U wszyst-
kich pacjentéw wykonano zabieg elekiromechanicznego
tréjwymiarowego mapowania lewej komory systemem
NOGA, ok opisano powyzej. Po mapowaniu metodq
NOGA wykonano zabieg iniekcji plazmidu/placebo
(10 wstrzyknie¢ po 0,2 ml do zdefiniowanego wczesniej
obszaru, czas pojedynczego wstrzykniecia 20-40 s). Sred-
ni czas mapowania i iniekcji wynidst 44+13 min. Aby
uzyska¢ miarodajng mape elektromechaniczng lewej ko-
mory, $rednio niezbedne byto naniesienie na nig 70+20
punktéw. Przy mapowaniu systemem NOGA i iniekcjach
wystepuje zwykle niewielki wzrost stezenia troponiny |.
Po 24 godz. od zabiegu stezenie froponiny | w surowicy
wyniosto 0,41+0,64 ng/ml. Nie stwierdzono réznic
w stezeniach troponiny | po zabiegu w grupie pacjentéw
po pomostowaniu tetnic wiencowych w stosunku do po-
zostatych pacjentéw wigczonych do badania.

Obecnie konczy sie obserwacja pierwszych pacjen-
tow. Jak dotqd nie stwierdzono zgonéw ani powaznych
zdarzen niepozgdanych. Za takie zdarzenia w badaniu
tym nie uwazamy zaostrzenia objawéw choroby wienco-
wej, jest to bowiem jeden z punktéw koncowych bada-
nia. Jest to badanie kontrolowane metodq podwoinie
$lepej proby, dlatego nie mozna jeszcze nawet wstepnie
ocenia¢ skutecznosci leczenia.

Whioski

Na podstawie dotychczasowych obserwacji sqdzimy,
ze przyjety protokdt jest racjonalny, wystarczajgco bez-
pieczny i technicznie mozliwy do wykonania. Pozwala tez
na wyselekcjonowanie pewnej grupy pacjentéw, ktérym
mozna zaproponowaé klasyczng rewaskularyzacje po-
mimo wczeséniejszej dyskwalifikacji.
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