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Summary
Gene therapy of heart diseases

Gene therapy offers large possibilities in heart diseases treatment: coronarian disease,
congestive heart insufficiency, cardiomiopathy, and airtimes. Expression of therapeutic genes in
target tissues assures angiogenesis, calcium intracellular homeostasis, apoptosis preventing and
heart contractility genes modulation. Implementation of the gene therapy needs to resolve the
following problems: selection of therapeutical genes, vectors and methods of their delivery.

Rezumat
coronariand, insuficientd cardiacd congestiva, cardiomiopatii, disritmii etc. Expresia genelor
terapeutice 1n regiunile tisulare tintd asigurd angiogeneza terapeuticd, homeostazia intracelulara a
ionilor de calciu, preintdmpinarea apoptozei si modularea genelor ce controleaza ritmul celular.
Implementarea terapiei genice necesitd solutionarea problemelor legate de alegerea genelor
terapeutice, vectorului, modului de introducere a vectorului in tesutul tinta etc.

Actualitatea temei

Patologiile cardiovasculare detin locul intdi in randul bolilor cu cea mai mare ratd de
morbiditate si mortalitate mondiald. Progresul tehnico-stiintific in domeniul terapiei genice oferd
perspective largi in tratamentul, iar in unele cazuri si profilaxia multor patologii cardiace
precum: boala coronariana, insuficientd cardiacad congestiva, cardiomiopatii, distritmii etc.

Implementarea terapiei genice in tratamentul pacientilor cardiaci minimalizeaza interventiile
traumatice la nivelul cordului reducand complicatiile postoperatorii si tratand pacientii la nivel
molecular prin intermediul produsilor elaborati de propriile celule, activate prin modularea
genica.

Obiectivele lucrarii

Scopul actualului studiu este analiza datelor bibliografice recente privind succesele in
domeniul tratamentului genic al afectiunilor cordului de diversd geneza.

Rezultate si discutii

Dupa o perioadad lungd de studii experimentale preclinice, terapia genicd permite modularea
genicd la pacientii cu diverse patologii ischemice, nereceptive la metodele terapeutice
medicamentoase [6] si a celor la care angiogeneza fiziologica este compromisa (varsta inaintata,
hipercolesterolemia, diabetul zaharat, disfunctii endoteliale) [3]. Terapia genica a miocardului
poate veni in ajutorul ameliordrii stdrii pacientilor cu boald coronariana, insuficienta cardiaca
congestivd sau disritmii greu tratabile. Un interes deosebit prezintd profilaxia genica a
complicatiilor stentingului coronarian [7, 8].

Terapia genica presupune transferul genelor de interes prin intermediul unor vectori specifici
in regiunile tisulare cu expresie genica anormald. Odata patruns in celula tinta, vectorul trece in
nucleu, asigurand integrarea ,,genelor terapeutice” in genomul gazdei urmatd de expresia
acestora.
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Obiectivele terapiei genice sunt: substituirea unei gene defecte, introducerea in genom a unei
secvente nucleotidice absente, intensificarea producerii unei anumite proteine care ar avea efect
terapeutic etc. [1].

Terapia genicd necesitd solutionarea urmatoarelor probleme: alegerea genelor terapeutice,
alegerea vectorului potrivit, modul optim de introducere a vectorului in tesutul tinta, cantitatea
necesara de vectori §i gene, determinarea posibililor reactii adverse etc. [1].

Mecanismele tratamentului genic al afectiunilor miocardului

Alegerea tacticii terapiei genice 1n tratarea afectiunilor cordului depinde de etiologia acestora.
In cazul patologiilor ischemice a miocardului, sarcina de bazi a tratamentului genic este
revascularizarea regiunilor ischemiate prin accelerarea neoformarii vaselor colaterale
(angiogeneza terapeuticd).

Tratamentul genic al insuficientei cardiace congestive se axeaza pe trei directii: modularea
homeostaziei intracelulare a calciului; modularea activitatii receptorilor 3-adrenergici si sporirea
rezistentei cardiomiocitelor la apoptoza [1].

Disritmiile cardiace pot fi controlate transducand genele care controleaza ritmul cordului in
regiunile afectate [8].

Patologiile ischemice ale cordului. Desi hipoxia cronicd a miocardului, deschide vasele
colaterale nefunctionante anterior, acestea nu pot compensa in masurd deplind segmentul
subepicardial stenozat de vas [2].

In conditiile hipoxiei acute angiogeneza da nastere celulelor vasculare noi doar peste 24 de
ore, timp 1n care cardiomiocitele se necrotizeaza. Sarcina majora a angiogenezei terapeutice este
accelerarea procesului de neoformare a vaselor colaterale. Aceasta ar restabili fluxul sangvin
coronarian spre regiunile ischemiate de miocard §i ar permite patrunderea prin intermediul
circulatiei sangvine restabilite a remediilor medicamentoase utilizate in tratamentul patologiilor
in cauza [4].

Angiogeneza terapeuticd a miocardului presupune inserarea genelor ce codificd factorii de
crestere a retelei vasculare (FGF, VEGF) in celulele regiunilor ischemiate [2]. Patrunderea
genelor respective 1n celulele tintd permite expresia lor, care la randul sau se manifestd prin
sinteza factorilor de crestere ceea ce stimuleazd neoformarea vaselor sangvine. Utilizarea
factorilor de crestere in calitate de remedii terapeutice necesita verificarea toxicitdtii acestora,
gradului de actiune sistemica, efectului tumorogen [2].

Ideea precum cd factorii angiogenici de crestere pot stimula revascularizarea tesutului
ischemiat, a fost pentru prima datd verificatd la pacientii cu ischemia periferica. Transferul
genelor factorului endotelial de crestere (VEGF) a imbunatatit starea pacientilor inlaturand
durerile de repaus si a vindecat ulcerele trofice. Pe angiografia realizatd dupd tratament s-a
depistat o retea de vase colaterale noi, ceea ce dovedeste eficienta angiogenezei terapeutice.
Luand in consideratie rezultatele obtinute s-a trecut la a doua etapd de implementare a terapiei
genice 1n tratarea pacientilor cu patologii ischemice ale cordului [1].

Cresterea colateralelor este o combinatie a schimbarilor endoteliale, proliferarii celulelor
musculare netede si remodelarea tesutului conjunctiv, deci factorii de crestere trebuie sa posede
capacitatea sa influenteze direct sau indirect o varietate larga de celule tintd: endoteliale,
fibroblasti si celule musculare netede etc. [4].

Angiogeneza incepe cu desprinderea de la capilarele preexistente, proliferarea i migrarea
celulelor endoteliale, care are ca rezultat formarea unei retele vasculare noi. Vasele neoformate
se pot dezorganiza atdt timp cat nu sunt completate cu pericite. Procesul este reglat de
stimulatorii si inhibitorii angiogenezei [4].

Insuficienta cardiacd congestiva. Mentinerea homeostaziei intracelulare a ionilor de calciu.
Reducerea expresiei Ca’’-ATP-zei reticulului sarcoplasmatic (SERCa’") perturbeaza
contractilitatea miocardului. Terapia genicd a IC congestive presupune supraexpresia SERCa”",
care conform experientelor realizate pe animalele de laborator restabileste functia sistolica si cea
diastolica a cordului, si diminueazi concentratia citosolicd a ionilor de calciu. In rezultat se evita
activarea cascadei de reactii ce ar induce hipertrofia miocardului si/sau moartea celulara.
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Homeostazia calciului se poate mentine si prin inhibarea expresiei fosfolambanului — inhibitorul
pompei de calciu din reticulul sarcoplasmatic, in rezultat creste activitatea SERCa*" [1].

Sporirea rezistentei cardiomiocitelor la apoptoza. Studiile efectuate au aratat efectul
terapeutic benefic al transducerii genelor Bcl-2 si Akt in prolongarea rezistentei cardiomiocitelor
la hipoxie. Expresia acestora blocheaza apoptoza indusa de p53 si hipoxie [1].

Modularea activitatii receptorilor B-adrenergici. Adenilatciclaza este una dintre enzimele
cheie in semnalizarea transmembranara. Studiile au aratat ca adenilatciclaza joacd un rol
important in activitatea receptorilor B-adrenergici. Ultimele date demonstreazd ca in cazul
cardiomiopatiilor supraexpresia izoformei VI ai adenilatciclazei creste raspunsul miocardului la
stimularea B-adrenoreceptorilor. Efectul respectiv se bazeaza pe cresterea concentratiei
intracelulare a AMPc ceea ce s-a dovedit a fi suficient pentru a ameliora functia cardiaca si a
micsora dimensiunile cordului. Avantajul cresteriit AMPc pe seama expresiei genelor transduse
este lipsa activarii proteinei G si lipsa influentei asupra numarului 3-adrenoreceptorilor [5].

Alegerea vectorului

Alegerea vectorului in terapia genicd a miocardului este o problema de solutionarea careia
depinde eficienta tratamentului, modul si calea de administrare a genelor de interes, actiunea
sistemica sau locald a produsului de expresie genica precum si posibilele reactii adverse [1].

Alegerea vectorului depinde si de nivelul de actiune a proteinelor codificate de genele
terapeutice. Astfel genele care codificad proteinele a caror activitate se realizeaza exclusiv
intracelular trebuie transduse unui numar mare de celule tintd pentru a obtine efectul dorit, iar
genele care codifica proteinele cu actiune extracelulara, pot fi transduse intr-un numar redus de
celule, la nivel tisular produsul expresiei acestora va stimula in masa populatia celulard ce
poseda receptori specifici [1].

Tratamentul genic al miocardului este favorizat de particularitatile histologice a tesutului
muscular striat. S-a demonstrat ca tesutul muscular 1n special cel ischemiat este foarte receptiv la
ADN-ul plasmidic. Celula musculara striata este plurinucleatd, deci vectorii au mai multe tinte la
nivelul unei singure celule, transformarea geneticd doar a unui nucleu va avea actiune
terapeutica.

In terapia genica a afectiunilor cardiace se folosesc vectori virali (adenovirusi, retrovirusi,
virusi adenoasociati, lentivirusi) si nonvirali (plasmide, liposomi, celule izolate transfectate) [1].

Vectorii virali. Adenovirusii posedd un potential pronuntat de transductie pentru majoritatea
celulelor [5]. Obtinerea adenovirusilor este relativ simpla, insa utilizarea lor in calitate de vectori
ar putea avea unele efecte secundare [1,5]. Printre particularititile care defavorizeaza
adenovirusii este efectul scurt al expresiei genice datoritd distrugerii rapide a vectorilor de fortele
imune ale organismului, este posibila aparitia miocarditei [5].

O alternativa ar fi folosirea vectorilor non-adenovirali. Rezultate pozitive au fost obtinute pe
animalele de laborator cu utilizarea in calitate de vectori a virusilor adenoasociati si a
lentivirusilor (derivati ai virusului HIV) [5]. Transferul genelor utilizdnd acesti vectori a
accelerat revascularizarea miocardului compromis fara a provoca miocardita. Virusii
adenoasociati si lentivirusii, pot infecta atat celulele proliferante cat si cele cu un potential
proliferativ diminuat [5], se caracterizeaza printr-o imunogenitate scazutd si posibilitate minima
de mutageneza la integrarea in genomul uman.

Dezavantajele virusilor adenoasociati si a lentivirusilor este lungimea limitata (pana la 4,7 kb)
a fragmentului nucleotidic pe care acestia il pot transporta; prezenta genelor reziduale ai
virusului HIV in genomul vectorului [5].

Utilizarea vectorilor nonvirali. Datele recente arata ca supraexpresia genica de scurtd durata
este optimd pentru terapia genica a miocardului, aceasta se obtine prin folosirea in calitate de
vectori ai terapiei genice a plasmidelor si liposomilor [5]. Principalul avantaj in utilizarea
plasmidelor este costul mic de producere al acestora. Printre dezavantaje mentionam gradul inalt
de imunogenitate precum si distrugerea rapida a plasmidelor In organism, ceea ce sporeste doza
vectorilor utilizati in terapia genica.
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O alta forma de vectori folositi in terapia genicd sunt liposomii. Liposomii reprezinta sfere
lipidice cu continut hidrofil In componenta caruia se afla fragmentul polinucleotidic de interes.
Fuziondnd cu membrana citoplasmaticd a celulei tintd, liposomii ,revarsd” continutul in
citoplasma celulara cu integrarea ulterioara a acestuia in genomul celulei gazda [5].

Ultimele studii au aratat posibilitatea transferului genic prin metoda indirecta. Experientele pe
animale de laborator au permis transferul genic, in regiunile ischemiate ale miocardului, indirect,
prin intermediul celulelor transfectate ,,ex vivo™ [1].

In prezent se studiaza nu doar vectorii ca entititi biologice, dar si factorii fizici exogeni, care
ar facilita transportul genelor terapeutice in celuld din locul injectarii. Experientele au aratat ca
expresia genelor transduse poate creste de 20 de ori, daca imediat dupa injectarea preparatului se
va aplica in regiunea respectiva o sursa de ultrasunet (1 MHz), care permiabilizeazd membranele
celulare si imbunatateste preluarea plasmidelor cu ADN-ul recombinat [1].

Modalitatile de transfer a vectorilor recombinati

Rezultatele terapiei genice in mare masurd depind de metoda de introducere a vectorilor cu
genele de interes in regiunile tintd. Anume de concentratia locald, a vectorilor va depinde viteza
angiogenezei induse, timpul necesar restabilirii circulatiei in sectorul respectiv, cantitatea de
gene administrata pacientului, numarul de proceduri si durata tratamentului etc. [1].

Spre solutionarea problemei respective s-au propus mai multe metode sistemice si locale de
introducere a genelor de interes in organism.

Introducerea sistemica (intravenoasa) a vectorilor pune problema gradului de distributie catre
regiunile ischemiate ale cordului si retinerea lor locald [2]. Aceeasi problema a aparut la
introducerea directd a factorilor de crestere in circuitul sangvin. In ultimul caz cantitatea
factorilor de crestere care vor ajunge la miocard a fost minima, deoarece in majoritatea sa ei se
cupleaza cu globulinele sangelui (spre exemplu FGF cu a-2-macroglobulina) care se leaga de
receptorii celulelor Kupffer determinand acumularea factorilor de crestere in ficat [2].

Rezultate pozitive s-au obtinut la introducerea locala a genelor ce codifica factorii de crestere
sau a factorilor propriu-zisi. O serie de experiente au demonstrat capacitatea tesutului muscular
striat, inclusiv cardiac de a prelua si a expresa ADN-ul injectat local [4].

Metodele de injectare locala a vectorilor recombinati sunt (fig. 1) [1]:

ab

Fig. 1. Variantele de introducere intracardiaca a vectorilor cu genele terapeutice. a —
intramiocardial, prin cateter; b — intracoronarian; c¢ — intravenos; d — intrapericardial (1-
epicardul; 2 — cavitatea pericardiala; 3 — foita parietala a pericardului; 4 — foita fibroasa a
pericardului); e — intramiocardial, injectabil.
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1. subepicardial. Dupa injectia intraoperatorie a vectorilor, materialul transgenic se
distribuie in miocardului adiacent (gradientul de distributie scade direct proportional cu
distanta de la locul injectarii);

2. subendocardial. Dupad injectarea intramiocardiala prin intermediul cateterului, materialul

transgenic se distribuie similar celui descris anterior;

3. intracoronarian. Injectarea remediilor transgenice direct in lumenul arterelor coronare

permite distribuirea vectorilor catre portiunea de miocard si interstitiu vascularizate de artera

respectivd. Neajunsul acestei metode este prezenta obligatorie a arterelor permiabile sau a

bypassului functional la pacientii cu ocluzie arteriala;

4. retroperfuzia. Metoda se bazeaza pe canularizarea sinusului coronarian sau a venelor ce

se varsd in acesta cu introducerea vectorilor recombinati, ceea ce permite distribuirea

retrograda a vectorilor cu genele de interes catre cardiomiocite si interstitiu;

5. intrapericardial. Accesul transtoracic in cavitatea pericardiald permite introducerea

intrapericardiala a vectorilor respectivi. Acestia se vor distribui in regiunile miocardului

situate subepicardial.

In cazul disritmiilor cardiace tehnica de transfer a genelor ce controleaza ritmul cardiac poarti
denumirea de ,,gene painting” - ,,pictare genicd”. Denumirea procedurii in cauza provine din
modalitatea transducerii genelor in cordul afectat. Astfel, in timpul experientelor realizate asupra
animalelor de laborator suferinde de aritmii severe, pe suprafata atriului drept se aplica Intr-un
strat uniform o substantd gelatinoasa, care continea vectori cu genele HERG-G628S. Patrunderea
vectorilor in regiunea nodului sinoatrial a ameliorat starea animalelor. in rezultat, dupi 3
sdptamani ritmul cardiac a revenit la normal [8].
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