Streszczenie

Tytul

Ocena miejscowej stymulacji neoangiogenezy po domigsniowym podaniu wybranych

czynnikéw proangiogennych u szczurow.

Wstep

Rozprawa doktorska jest naturalng kontynuacja prowadzonych od 2006 roku w Katedrze
1 Klinice Chirurgii Naczyniowej, Ogolnej 1 Transplantacyjnej badah nad eksperymentalna
terapig krytycznego niedokrwienia konczyn dolnych. Najwigkszym wyzwaniem
stojacym przed angiochirurgia w XXI wieku jest opracowanie terapii dziatajacej na
poziomie mikrokrazenia, powodujaca tworzenie nowych naczyn niezaleznie od
glownych pni naczyniowych. Na calym $wiecie trwaja intensywne badania nad wyborem
czynnikow proangiogennych oraz kolejnosciag i drogami ich podania. Aby wybra¢
najbardziej optymalng i skuteczng sekwencje podawania czynnikow proangiogennych,

niezbedne sg badania do§wiadczalne na zwierzetach.

Cel pracy

Celem pracy jest ocena rekrutacji komoérek progenitorowych CD 34 (+), ktore znajduja
si¢ w $cianie nowopowstatych naczyn krwiono$nych i analiza r6znicy w rekrutacji tych
komoérek w zalezno$ci od zastosowanych czynnikéw proangiogennych oraz ocena
stopnia transfekcji czynnika wzrostu S$rodbtonka naczyh u zdrowych zwierzat
doswiadczalnych. Kolejnym celem pracy jest ocena wystgpienia ewentualnych
ogolnoustrojowych 1 miejscowych dziatan niepozadanych terapii badz jej negatywnych

skutkow, np. stymulacji wzrostu nowotwordw u szczurdéw.



Material i metody

Na podstawie dostgpnej literatury dobrano czynniki proangiogenne — angiopoetyne-1
(ANG-1) 1 czynnik wzrostu §rdédblonka naczyn (ang. VEGF). Skonstruowano plazmid
bicistronowy zawierajacy ANG-1 i1 VEGF-165 oraz plazmid zawierajagcy ANG-1.
W eksperymencie 30 szczuréw doswiadczalnych rasy Buffalo podzielono na 3 grupy po
10 zwierzat:

e kontrolng, ktoéra otrzymala plazmid nie zawierajacy czynnikoéw

proangiogennych,
e grupe zwierzat, ktore otrzymaty plazmid bicistronowy zawierajacy ANG-1
1 VEGF-165,

e grupe¢ zwierzat, ktore otrzymaly plazmid zawierajacy tylko ANG-1.

Zwierzgtom podano w/w czynniki w postaci iniekcji domigsnowych, w zakresie
tylnej prawej konczyny. Szczury obserwowano przez trzy miesigce, podczas ktérych
rozwijaly si¢ harmonijnie. Nastgpnie zwierzgta poddano eutanazji 1 sekcji. Oceniano
narzagdy wewnetrzne makroskopowo 1 mikrosokopowo, celem wychwycenia
ewentualnych patologii. Wycinki z serca, nerek, watroby, ptuc 1 §ledzion poddano
badaniom histologicznym. Wycinki z mi¢$ni zainfekowanych konczyn dolnych poddano
badaniom histologicznym 1 immunohistochemicznym. Aby oceni¢ transfekcje VEGF-
165, przygotowane skrawki inkubowano z mysim monoklonalnym przeciwciatem anty-
VEGF. W pobranych skrawkach bezposrednio zabarwiono komorki CD 34 (+), aby
oceni¢ ich 1los¢ 1 gestoS¢ rozmieszczenia, jako komorek bedacych markerami

nowopowstalych naczyn.



Wyniki

Stwierdzono statystycznie istotng rdznice w aktywacji komoérek CD 34 (+) w obu
grupach, w porownaniu do grupy kontrolne;j.

Nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy pomigdzy grupami ANG-1
1 ANG-1/VEGF-165 w kontekscie liczebnosci nowopowstatych naczyn.

Dowiedziono, ze stopien transfekcji VEGF-165 nie rdzni si¢ pomiedzy badanymi
grupami.

Stwierdzono, ze zaproponowana terapia nie powoduje skutkéw ubocznych u

zwierzat ani nie stymuluje powstawania nowotworow.

Whioski

Potwierdzono stymulacje neoangiogenezy, analizujac gesto§¢ nowopowstatych naczyn.
Wyniki pracy pokrywaja si¢ z literatura §wiatowa, ktéra uwaza eksperymentalng terapig
czynnikami proagniogennymi za rozwigzanie bezpieczne i dajace nadziej¢ na przysztos¢.
Fakt braku statystycznie istotne] réznicy pomigdzy zaggszczeniem nowych naczyn
w grupie ANG-11 ANG-1/VEGF-165 pokrywa si¢ z obserwacjami autorow sugerujacych
konieczno$¢ sekwencyjnego podawania pojedynczych czynnikéw proangiogennych,
celem wspierania procesu tworzenia nowych naczyn na kazdym etapie neoangiogenezy.
Niewatpliwie badania zaré6wno nad wektorem, jak 1 réznymi czynnikami
proangiogennymi powinny by¢ kontynuowane, aby opracowaé skuteczng i bezpieczng
terapi¢ majacg zastosowanie u chorych z krytycznym niedokrwieniem konczyn dolnych,

u ktorych wyczerpano mozliwosci leczenia angiochirurgicznego.



