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AMUOTROOFSE LATERAALSKLEROOSI RAVI

TEHNIKAVALDKOND

Leiutis kasitleb VEGF¢s kasutamist motoneuronite haiguste raviks, mille korral
manustatakse VEGF ¢s pidevalt kuni 4 néddala jooksul haiguse avaldumiskohas annuste
vahemikus 0,01 pug/kg/pdev kuni 0,6 pg/kg/pdev. Tapsemalt Geldes késitleb leiutis
amiotroofse lateraalskleroosi (ALS) ravi. Leiti, et viikeste koguste vaskulaarse
endoteliaalse kasvufaktori intratserebroventrikulaarne manustamine prekliinilise ALS
loommudeli korral indutseerib loomal mérkimisvédrse lokomotoorse aktiivsuse ja

pikendab eluiga.

TEHNIKA TASE

Amiitroofne lateraalskleroos (ALS) on laastava toimega paraliiiisiv haigus, mille korral
patsiendid surevad 3 kuni 5 aasta jooksul pirast haigestumist ', Kliinilised siimptomid
on esmajoones pdhjustatud seljaaju ja ajutiive motoneuronite progresseeruvast
degeneratsioonist, mis kahjustab olulisel miiral kognitiivsust. Haigestuvad peamiselt
terved keskealised juhuslikud isikud, > 90% juhtudest ei ole seda haigust perekonnas
varem esinenud. Kuigi alla 60-aastaste haigestunute hulgas on mehi rohkem kui naisi,
on haigestumise sagedus vanemas eas mdlema soo korral ldhedane °. Elanikkonna
vananedes kannatab jérjest suurem hulk isikuid ALS-i all, mis on sageduselt kolmandal
kohal kéige levinumate neurodegeneratiivsete haiguste hulgas °. Paljud ALS-i
haigestunud patsiendid tiheldavad alul jédsemelihaste ndrkust (,,ALS-i jdsemeline
algus™). Ligikaudu 25% ALS-i haigestunud patsientidel degenereeruvad esmalt ajutiive
moloorses keskuses olevad motoorsete nirvirakkude kogumikud (,,ALS-i bulbaarne
algus®), mis pdhjustab diisartriat, diisfaagiat ja hingamisega seonduvaid probleeme.
ALS-1 bulbaarse algusega patsientide korral on iseloomulik haiguse kiirem ja dgedam
algus vorreldes jasemelise algusega, kuid ka viimasel juhul kujunevad 18puks vilja
bulbaarsele kulule omased siimptomid. Motoneuronite degenereerumise tdpne pdhjus

247 SODI mutatsioonid

jaab valdavatel juhtudel suures osas mdistatuslikuks
pohjustavad motoneuronite degeneratsiooni inimestel ja iileekspresseerimise korral ka
transgeensetel  hiirtel.  SOD1%®**  hiired on  muutunud  loommudelites
~kullastandardiks* uudsete kandidaatravimite terapeutilise potentsiaali hindamisel *.

SOD19%* rottidel kujuneb vilja ALS-i agressiivne vorm, kuid neid ci ole siiani
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kasutatud uudsete ravimeetodite hindamisel > '°. Siiani ei ole olemas LAS-i raviks
tunnustatud ja efektiivset ravi. Monedes, kuid mitte koikides riikides on ainsaks
tunnustatud ravimiks rilusool, kuid sellel on tithine mdju elueale, see on kallis, ei ole
vaba kdrvaltoimetest ja mis kdige olulisem, see ei avalda toimet bulbaarsete siimptomite
korral '®. Kuna ALS on motoneuronite degenereerumise tagajirg, siis on juba kaua aega
vaadeldud ALS-i korral terapeutiliste kandidaatidena neurotroofseid kasvufaktoreid
nagu tserebraalne neurotroofne faktor (BDNF), tsiliaarne neurotroofne faktor (CNTF),
insuliinisarnane kasufaktor (IGF)-1, leukotsiiiite inhibeeriv faktor (LIF), kardiotrofiin
(CT)-1 ja hepatotsiiiitide kasvufaktor (HGF). On ndidatud, et GDNF-i, kuid eelkdige
IGF-1 geeni iilekanne retrograadselt aksoni kaudu edasiantava viirusvektori abil
pikendab SOD1%* hiirte eluiga '" '®. Kuigi kliinilised katsetused juba kiivad, tuleb
geeniteraapia kliiniline kasutamine ALS-i ravis veel vilja todtada ja lahendamist
ootavad ikka veel poordumatu loomuse, kahjulike kromosomaalsete toimete,
transgeense ekspressiooni halva kontrollitavuse ja suure tootmismahuga seonduvad
probleemid. Seevastu on selle asemel rekombinantsete neurotroofsete kasvufaktorite
manustamine ahvatlev terapeutiline strateegia, sest see vdimaldab manustatava valgu
annuse ja kestuse paindlikku kontrolli. Siiski ei ole BDNF-i intratekaalne infusioon,
GDNF-i intratserebroventrikulaarne manustamine v8i BDNF-j vdi CNTF-i % siisteemne
manustamine siiani kaasa toonud ALS-patsientide korral olulist kliinilist paranemist,
erandiks on haiguse viljakujunemise 26% aeglustumine pérast IGF-1 manustamist, mis
leidis aset iihes uuringus, kuid mitte teises *" 22, Ebadnnestumisest vdib vahemalt osa
olla pohjustatud nende valkude lithikesest poolvdirtusajast, immunogeensusest,
annusest soltuvast kaksipidisest toimest ncuronite elulemusele ja apoptoosile,
soovimatusest miirgisusest ja piiratud voimest libida hematoentsefaalset barjiéiri pirast
siisteemset manustamist 2*72°. Teiseks véimalikuks pShjuseks voib olla asjaolu, et kuigi
mitmed nendest faktoritest vdivad soodustada cksogeense manustamise korral akuutselt
kahjustatud motoneuronite elulemust, ei pruugi need olla kriitilise tdhtsusega
tdiskasvanute motoneuronite elulemuse endogeenses kontrollis sellise kroonilise
haiguse nagu ALS korral. Hiljuti avastasime, et VEGF viikesed sisaldused ei ole
motoneuronite  arengu  seisukohalt olulised, kuid pdhjustavad ALS-taolise
motoneuronite  degenereerumise  véljakujunemist  tidiskasvanud  geneetiliselt
modifitseeriud hiirtel (WO 0176620) ja sporaadilise ja perekondliku ALS-i suuremat

riski ka inimestel '**'*, VEGF on angiogeense faktori prototiilip, mis osaleb veresoonte
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arengus nii tervete kui ka haigete isikute korral 12 Immuunsuse ja siisteemsete
korvaltoimetega seotud probleemide viltimiseks, jagu saamiseks VEGF-i piiratud
vbimest ldbida hematoentsefaalset barjddri ja seljaaju parenhiitimis VEGF valgu
maksimaalsc sisalduse saamiseks tootasime viilja strateegia, mida ei ole varem
kasutatud rekombinantse valgu terapeutilise potentsiaali uurimiseks prekliinilistes
ALS-i uuringutes, see tdhendab, kuidas kohale toimetada pikema aja jooksul
intratserebroventrikulaarselt rekombinantset VEGF-i, selleks kasutasime ALS-i

19%34 roti mudelit. Ullataval kombel leidsime, et VEGF¢s erakordselt

transgeense SOD
viikesed kontsentratsioonid mitte iiksnes ei suurcnda lokomotoorset aktiivsust, vaid
pikendavad ka roti prekliinilise ALS mudeli korral eluiga ootamatult suures ulatuses.
Tulemused niitavad, et VEGF,¢s viikesed kontsentratsioonid véivad pérssida haiguse
progresseerumist ALS-i alla kannatavatel patsientidel intratserebroventrikulaarse

manustamise korral.

LEIUTISE UKSIKASJALIK KIRJELDUS

Leiutises ndidatakse, et VEGF-i viikeste koguste intratserebroventrikulaarme (ICV)
manustamine ALS-i agressiivse vormi all kannatavate rottide liinile liikkab edasi
haiguse ilmnemist, suurendab lokomotoorset aktiivsust ja pikendab eluiga. See on
esimene uuring, milles nididatakse rekombinantse kasvufaktori olulist terapeutilist
toimet haigusnidhtudele prekliinilise ALS-i mudeli korral. LAS-patsientide véi
SOD1%®* hiirte korral on hinnatud tuntud neurotroofse aktiivsusega mitme
rekombinantse kasvufaktori mgju, sealhulgas BDNF, IGF-1, CNTF, LIF ja GDNF, kuid

19-22, 35

iikski kasvufaktor eraldi ei taganud jérjekindlalt olulist kasu , seetdttu on

rekombinantsete kasvufaktoritc manustamine eelnevate kliiniliste katsetuste '-%
ebadnnestumise valguses kaotanud palju oma atraktiivsusest. Me niitame siin, et
VEGF¢s avaldab in vivo otsest mdju motoneuronitele. Kuigi VEGF korral on teada
mdju mitmetele neuronaalsetele protsessidele in vivo °, ei ole kunagi kindlaks tehtud ,
kas VEGF-i toime avaldub neuronitele vahetult v6i kaudselt muud tiitipi rakkude véi
muude molekulaarsete vaheilthendite kaudu. Seega on VEGF;¢-1 pleiotroopne
toimespekter, mis v3ib osaleda leiutisckohases mirkimisviiirses terapeutilises
kasulikkuscs.

Leiutises pakutakse vélja VEGF 45 isovorm kasutamiseks motoneuronite haiguste korra,

tdpsemalt Geldes amiiotroofse lateraalskleroosi amiiotroofse lateraalskleroosi taoliste
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haiguste ravis, kusjuures VEGF-i manustataksc pidevalt haiguse avaldumiskoha
ldheduses kuni vdhemalt 4 niidala jooksul annuste vahemikus 0,01 pg/kg/pdev kuni
0,6 ug/kg/paev. VEGF;¢s on 165 aminohappest koosnev valk, mis on erialases
kirjanduses tuntud kui humaanne VEGF (hVEGF). VEGF ckspresseeritakse paljudes
kudedes mitmete homodimeersete vormidena (121, 145, 165, 189 ja 206 aminohapet
monomeecrii kohta), mis saadakse RNA alternatiivse splaissimisel. VEGF;3; on lahustuv
mitogeen, mis ei seondu hepariiniga; VEGF-i pikemad vormid seonduvad hepariiniga
jérjest suureneva afiinsusega. Hepariiniga seonduvaid VEGF-i vorme saab
karboksiililotsas 16hustada plasmiiniga, seejuures vabaneb/vabanevad VEGF-i
difundeeruv(ad) vorm(id). Lisaks on hiljuti kindlaks tehtud mitmed VEGF-ile
struktuuriliselt ldhedased molekulid, sealhulgas platsenta kasvufaktor (PIGF), VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D ja VEGF-E. Ferrara and Davis-Smyth (1997) Endocr. Rev., Ogawa
et al. (1998) 1. Biological Chem. 273: 31273-31281; Meyer ef al. (1999) EMBO J., 18:
363-374. Uhel juhul on avalikustamine suunatud terminitele . farmatseutiline
kompositsioon* voi ,ravim* vdi ,kasutamine ravimi valmistamiseks, mis on mdeldud
aviks" ja puudutavad iilaltoodud kirjeldusele vastavat VEGg s holmavat koostist ja
farmatseutiliselt vastuvdetavat kandeainet vai abiainet (mdlemaid termineid kasutatakse
vordviirses tdhenduses), mis on mdeldud motoneuronite iilaltoodud haiguste raviks.
Spetsialistile tuntud sobivad kandeained vdi abiained on soolalahus, Ringeri soolalahus,
dekstroosilahus, Hanki lahus, mittelenduvad 6lid, etiiiloleaat, dekstroosi 5% lahus
soolalahuses, isotoonilisust ja keemilist piisivust parandavad ained, puhvrid ja
sdilitusained. Muud sobivad kandeained hdlmavad iikskdik millist kandeainet, mis ise ei
indutseeri koostist saavale indiviidile kahjulike antikehade tootmist, ndideteks on valgud,
poliisahhariidid, poliipiimhapped, poliigliikoolhapped, poliimeersed aminohapped ja
aminohapete kopoliimeerid. Konkreetse teostuse korral véib ,ravimit manustada
haiguse  avaldumiskoha lihedal sobival meetodil. Té&epoolest, VEGF s
kontsentratsiooni ruumiline gradient ja terapeutiline kasulikkus niitavad, et vaatamata
mirgatavale muundumisele CSF-is, ladestub VEGF,¢5 annus siistimiskoha vahetus
ldheduses. See vdib avada uudsed voimalused VEGF-ravi kohandamiseks seda
vajavatele patsientidele. Toepoolest vdivad ALS-i bulbaarse alguse all kannatavad
patsiendid saada suuremat kasu VEGF-i manustamisest ICV véi intratekaalselt
tservikaalpiirkonnas, samal ajal on ALS-i lumbaalse algusega patsientidele kasulikum

VEGF-i intratekaalne infusioon lumbaalpiirkonnas. Konkreetsel juhul manustatakse
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VEGF ¢s. annuses, mis vahemikus 0,01 pg/kg/piev kuni 1,5 pg/kg/péev, eelistatavamalt
vahemikus 0.05 pg/kg/pdev kuni 1 pg/kg/piev, koige eelistatavamalt vahemikus 0.2
ng/kg/piev kuni 0,8 pg/kg/piev. Eelistatavalt kasutatakse pidevinfusiooni ja see holmab
pidevat subkutaanset manustamist osmootse minipumba kaudu. Jargmisel juhul
manustakse VEGF 65 pidevalt haiguse avaldumiskohas annuses, mis on vahemikus 0,05
pg/kg/piev kuni 1 pg/kg/péev.

Jargmisel juhul manustakse VEGF 65 pidevalt haiguse avaldumiskohas annuses, mis on
vahemikus 0,2 pg/kg/piev kuni 0,8 pg/kg/piev. Uhe teostuse korral manustatakse annus
avaldumiskohta intratekaalselt. Jirgmise teostuse korral manustatakse annus
avaldumiskohta intratserebroventrikolaarselt. Samuti on mdistetav, et iihel juhul
manustatakse VEGF s pidevalt avaldumiskohas annuses, mis on vahemikus 0,01
ug/kg/piev — 1.4 ugkg/péev voi 0,01 pg/kg/pdev — 1,3 pg/kg/piev voi 0,01 pg/kg/piev
- 1,2 pg/kg/piaev vo1 0,01 pg/kg/pdev — 1,1 pg/kg/pdev véi 0,01 pg/kg/pdev -1
ug/kg/pdev voi 0,01 pg/kg/pdev— 0,9 pg/kg/péev voi 0,01 pg/kg/pdev— 0,8 pg/kg/piev
voi 0,01 pg/kg/pdev — 0,7 pg/kg/pdev voi 0,01 pg/kg/pdev — 0,6 ug/kg/piev vai 0,01
pug/kg/piev — 0,5 ug/kg/piev voi 0,01 — 0,4 pg/kg/pidev voi 0,01 pg/kg/pdev — 0,3
pg/kg/piev véi 0,01 pg/kg/piev — 0,2 pg/kg/picv voi 0,01 pg/kg/piev — 0,1 pg/kg/péaev
véi 0,01 pp/kg/péev — 0,09 pg/kg/pdev voi 0,01 pg/kg/pdev — 0,08 ng/kg/péev vi 0,01
ug/kg/paev — 0,07 ug/kg/pdev voi 0,01 pg/kg/pdev — 0,06 pg/kg/pdev véi 0,01
ug/kg/piev— 0,05 pg/kg/piev voi 0,01 pg/kg/pdev— 0,04 pg/kg/pdev voi 0,01
ng/kg/piev — 0,03 pg/kg/pdev. Teisel juhul manustatakse VEGF 45 pidevalt
avaldumiskohas annuses, mis on vahemikus 0,02 pg/kg/péev — 1,5 pg/kg/péev vai 0,03
ug/kg/paev - pg/kg/piev voi 0,04 ug/kg/piev — 1,5 pg/kg/pdev voi 0,05 pg/kg/péev —
1.5 pg/kg/pdev voi 0,06 pg/kg/pdev — 1,5 ug/kg/paev voi 0,07 ug/kg/paev — 1.5
pg/kg/piev voi 0,08 pg/kg/piev — 1,5ug/kg/piev voi 0,09 pg/kg/piev — 1,5 pg/kg/péev
voi 0,1 pg/kg/pdev — 1,5 pg/kg/pdev voi 0,2 pg/kg/pdev — 1,5 pg/kg/pdev voi 0,3
pg/kg/piev — 1,5 pg/kg/péev voi 0,4 ug/kg/piev — 1,5 ug/kg/péev véi 0,5 pg/kg/piev —
1,5 pg/kg/péev voi 0,6 pg/kg/piev — 1,5pg/kg/piev voi 0,7 pg/kg/piev — pg/kg/piev voi
0.8 pg/kg/piev — 1,5 pg/kg/piev voi 0,9 pg/kg/piev —1,5 ng/kg/piev voi 1 pg/kg/piev
1,5 pg/kg/piaev voi 1,1 pg/kg/pdev — 1,5 pg/kg/pdev voi 1,2 pg/kg/pev — 1,5
ug/kg/piev voi 1,3 pg/kg/piev — —1.5 pg/kg/phev.

Seega on VEGF,6s hdlmava koostise infusiooni konkreetseks teostuseks intratekaalne

manustamine. Intratekaalset manustamist voib teha niditeks nii, et kirurgiliselt
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implanteeritakse pump ja sellest juhitakse kateeter selja piirkonda.

Leiutise paremaks mdistmiseks selgitatakse alljargnevalt terminit ,,motoneuroni haigus®.
Motoneuronite haigus kuulub haiguste rilhma, mis hdlmab eesmise sarve rakkude
degenereerumist, lihaste aktiivsust kontrollivates kesknérvisiisteemi nérvides. Selle
tagajirjeks on lihaskonna jirk-jdrguline ndrgenemine ja kd&hetumine (atroofia).
Motoneuronite haigusi klassifitseeritakse vastavalt sellele, kes need hdlmavad iilemisi
motoneuroneid (UMN) ja/véi alumisi motoneuroneid (LMN). Ulemised motoneuronid
paiknevad ajus, eelkdige motoorses ajukoores ja nende siinapsid on suunatud kas
otseselt v3i kaudselt alumistesse motoneuronitesse. Ulemisi motoneuroneid nimetatakse
tipsemalt premotoneuroniteks ja need vastutavad liikumisega seotud kiskluste
edastamise eest. Alumised motoneuronid kuuluvad kahte kategooriasse: vistseraalsed ja
somaatilised = motoneuronid.  Vistseraalsed = motoneuronid on  iseseisvad
preganglionaalsed neuronid, mis reguleerivad ganglionaarsete neuronite aktiivsust, mis
innerveeruvad n#ddrmetes, veresoontes ja silelihastes. Somaatilised motoneuronid
innerveeruvad skeletilihastes ja hdlmavad esiteks eesmise sarve rakke, mis vastavalt
oma nimetusele paiknevad seljaaju eesmises sarves, ning teiseks, alumisi
motoneuroneid, mis paiknevad kraniaalndrvi rakkude kogumikes. Amiitroofne
lateraalskleroos vai ALS on motoneuroni haiguste kdige sagedamini esinevaks vormiks
(siia kuulub iimmarguselt 80% kdikidest juhtudest). ALS on tuntud ka kui Lou Gehringi
tobi, mis on nime saanud kuulsa PShja-Ameerika pesapallimingija jirgi. ALS-i
esimesteks siimptomiteks on kite ja jalgade ndrkus ning sageli ka kahjustatud lihaste
tdmblused. Olenemata sellest, milline jise kahjustub esimesena, tabab haigus kindlasti
koiki nelja jiset. Ulemiste motoneuronite kahjustuse tagajirjeks on lihaste ndrkus,
spastilisus ja hiiperaktiivsed siivakddlusrefleksid. Alumiste motoneuronite kahjustuste
tagajérjeks on lihaste ndrkus, millega kaasneb atroofia, tdmblused, 16tvus ja vihenenud
siivakdolusrefleksid. ALS ilmneb kraniaalnirvide iillemiste ja alumiste motoneuronite
korral, seetdttu on eristatakse pea- ja kaelapiirkonna siimptomeid. Mdnede patsientide
korral esineb ka kraniaalnérvide UMN hdlmatus ja kui see on ainsaks ilminguks, siis
nimetatakse seda pseudobulbaarseks impulsiks. Seljalihaste atroofia v8i progresseeruv
lihasatroofia on motoneuronite haigus, mis ei hélma kraniaalnirve ja on pdhjustatud
alumiste motoneuronite degenereerumisest. Shy-Drageri siindroomile on iseloomulik
posturaalne hiipertensioon, kusepidamatus, higistamine, lihaste jdikus ja treemor ning

neuronite hivimine seljaaju rindkered6nepoolsetes nirvirakkude kogumikes, millest
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lahtuvad stimpaatilised nérvikiud. Seljaaju destruktiivsete kahjustuste tulemuseks on
eesmise sarve rakkude hiavimine. See avaldub miielomeningotseele ja siiringomiieeliana,
mille korral moodustuvad seljaaju tservikaalosas keskel suured vedelikuga tdidetud
tsiistid.

VEGF,¢s kasulik toime on seotud asjaoluga, et leiutisekohaselt toimetatakse see
rekombinantne kasvufaktor kohale pidevalt ja vahetult peaaju-seljaajuvedelikku (CSF) -
ALS-i korral oli suurema SOD1%%* rotimudelite korral saadavus instrumentaalne.
Biojaotumise andmed niitavad, et VEGF¢s difundeerub pérast ICV manustamist
kiiresti CSF-ist seljaaju parenhiilimi ja on seetSttu vdimeline joudma seljaaju
alumistesse motoneuronitesse, kuigi ei saa vilistada, et mdningane kasu tuleneb ka
toimest iilemistesse motoneuronitesse. Tugev korrelatsioon VEGF¢s biojaotumise
(ajutiives suurem kogus kui seljaaju lumbaalpiirkonnas) ja selle terapeutiline toime
nditavad, et VEGF indutseerib suurima toime nendes suurima kontsentratsiooniga
kohtades. Kuna VEGF 45 puhastub kesknirvisiisteemist ligikaudu 3 tunni jooksul
(analoogiliselt muude neurotrofiinidega 38, siis on kasulikus toimes t3ensoliselt oma
osa ka VEGF,¢;s pidevas kohaletoimetamises. Muud pdhjused vdivad olla seotud
VEGF¢s ICV manustamise iildise ohutusprofiili (me ei tdheldanud mingeid
silmatorkavaid korvaltoimeid sellise terapeutilise annuse kasutamisel, mis oli 10 korda
madalam toksilisuse ldvest) ja immuunreaktsiooni puudumisega (mis vGiks vastasel
juhul indutseerida neutraliseerivaid antikehi). Immuunreaktsioon esines VEGF¢s
siisteemse kohaletoimetamise korral ja téenioliselt on VEGF tiihise sissetungimisega
ldibi hematoentsefaalse barjidri seonduv probleem iletatav iiksnes siisteemselt
massiivsete — tdenéoliselt toksiliste - VEGF 45 koguste korral.

ICV kohaletoimetamine vdib esmapilgul tunduda kummaline, kuid see on tehniliselt
voimalik ja seda on juba tehtud muude krooniliste neuroloogiliste nédidustuste korral 3,
Pumba kohalepanekuga seotud iihekordse kirurgilise sekkumisega seonduvad
ebamugavused vdivad tdepoolest oma tihtsuselt iiletada selle manustuse eeliseid
(stisteemsete  korvaltoimete ja  immuunreaktsiooni puudumine; kontrollitav
manustamine). Meie eelmised geneetilised andmed niitavad, et VEGF mgjutab nii
sporaadilist kui ka perekondlikku ALS-i '’. Kuigi me vaisime leiutises kasutada iiksnes
perckondliku ALS-i loommudelit, on olemas head vdimalused selleks, et VEGF on
efektiivne ka ALS-i sporaadilise ALS-i juhtudel. Ldppude 18puks avaldab VEGF mdgju

erinevat tiliipi neuronite elulemusele stressi tiliibist (hiipoksia, dkotoksilisus, seerumi
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kaotus, mutantse SOD1 seonduv toksilisus jms) ja on seega ahvatlevaks kandidaadiks B,
Ravi VEGF-iga tundub olevat ohutu ja hésti talutav pikemat aega, seejuures ei pShjusta
see veresoontes kdrvaltoimeid. Meie leiud tdiendavad eelmisi tidhelepanekuid, et
VEGF-ile on iseloomulik kvalitatiivselt erinev bioloogiline toime (veresoonte
labilaskvus, angiogenees) erinevate kontsentratsioonide korral 57 Lisaks avaldavad
VEGF viikesed kogused angiogeneesile isheemilise/kahjustatud aju korral iiksnes

stimuleerivat toimet siis, kui see toimetatakse vahetult aju parenhiitimi, mitte aga CSF-i
48,58

KAESOLEVA LEIUTISEGA SEOTUD NAITED

1. Rekombinantse VEGF-i siisteemse ja intratserebroventrikulaarse kohaletoimetamise
vordlus

Esmalt hindasime seda, milline manustamistee, see tihendab siisteemne vdi
intratserebroventrikulaarne, on VEGF-i korral parim. LAS-i ohutu ja efektiivse ravimise
korral kasvufaktoriga on ndutav, et valk ei tohi tekitada immuunreaktsiooni ega
indutseerida siisteemseid kérvaltoimeid, kuid seejuures on vajalik tagada seljaaju
parenhiliimis piisavalt kdrge, see tihendab terapeutiliselt toimiv sisaldus. Esialgsed
uuringud niitavad, et kdik miiiigilolevad inimese, roti voi hiire rekombinantse VEGF
preparaadid pohjustavad 2 niidala jooksul tugeva immuunreaktsiooni siis, kui neid
manustada intraperitoneaalselt hiirele iile pideva koguses 1pg (angiogeneesi
stimuleerimiseks vajalik terapeutiliselt toimiv annus 37). Parimad tulemused saadi siis,
kui kasutati E. coli abil toodetud hiire VEGF-i, kuid isegi see preparaat pShjustas 4
niddala pédrast immuunreaktsiooni, mistéttu on vdimatu kasutada VEGF-i pidevat
siisteemset kohaletoimetamist. Lisaks on VEGF hiidrofiilne ja selle molekulmass on 44
kDa ja seetdttu ei ole tdenioline, et see ldbib hematoentsefaalset vdi hematolikvoriaalset
barjédri kogustes, mis iiletavad 1% siistitud annusest **. Seljaaju parenhiiiimis VEGF-i
piisava sisalduse saamiseks on seetdttu vajalik VEGF-i iilemidraste koguste
manustamine, mis téendoliselt pdhjustab toksilisi siisteemseid kdrvaltoimeid. Lisaks
jaagb VEGF piisima mitte ainult kudede heparaansulfaadi poolest rikkas
ekstratsellulaarses maatriksis, vaid ka plasmas lahustuva Flt1 (sFltl) t&ttu, see tihendab

VEGF retseptori 1 (mida nimetatakse ka Flt1) %%

ekstratsellulaarse ligandi seondava
domeeni téttu. Siiski me tegime kindlaks, et lahustuva Flt1 sisaldus on hiire seerumis 5

korda suurem kui peaaju-seljaajuvedelikus (vastavalt 3,800 £ 594 pg/ml ja 810 + 66
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pg/ml; M=3; p<0.05). Seega ji#b silisteemse manustamise korral suurem osa
VEGF-ist seotuks sFLtl ja heparaansulfaadirikka maatriksiga kui see on
intratserebroventrikulaarse manustamise korral. Lopuks, kuigi VEGF-i sisaldust ei

1 on ajuvatsakese soonpdimik organismis iiks nendest

Onnestu madrata CSF-is
vihestest kohtadest, kus VEGF jaiib olemuslikult ekspresseerituks ka tdiskasvanutel 2
Kd&igi nende pdhjuste tdéttu me hindasime, kas VEGF-i intratserebroventrikulaarne
(ICV) kohaletoimetamine pakub alternatiivset vdimalust ja optimeerisime vajalikke
meetodeid kasvfaktorite pikaajaliseks ICV kohaletoimetamiseks. Nagu me juba varem
mérkisime, omab VEGF ¢4 isovorm (mille ekvivalendiks inimese korral on VEGF¢s)
optimaalseid bioloogilisi omadusi motoneuronite elulemuse stimuleerimiseks '*
(WO 01/76620) ja seetdttu kasutasime iilejaiinud uuringutes seda isovormi. Kuna
kdikides kohaletoimetamise seotud eksperimentides (vaadake allpool) kasutati rotte, siis
kloonisime ja ekspresseerisime roti VEGF 44 valgu preparaati, mille puhtusaste oli >

99% ja mis ei sisaldanud endotoksiine.

2. VEGF-i biojaotumine pérast intratserebroventrikulaarset kohaletoimetamist
Midagi ei ole teada VEGF-i farmakokineetika kohta kesknérvisiisteemis pirast selle

ICV kohaletoimetamist %, Ei ole teada isegi seda, kas CSF-i manustatud VEGF on
v@imeline difundeeruma seljaaju parenhiiiimi l4bi ependiimaalse barjdiri. Seepdrast me
mégrasime esmalt kindlaks '*’I-VEGF-i jaotumise tervetel rottidel parast selle ICV
kohaletoimetamist. Uks tund pérast ICV boolussiisti oli CSF-is veel iiksnes 12%
siistitud '**I-VEGF-i kogusest, samal ajal oli peaaju ja seljaaju parenhiiiimis vastavalt
70% ja 12%, mis niitab, et '>’I-VEGF difundeerub kergesti CSF-ist parenhiiiimi. Seega
nagu NGF-i korral, kuid erinevalt BDNF-ist, ei kujuta ependiimaalkiht barjairi VEGF-i
difusioonil parenhiitimi *®. Kui avaldada '®I-VEGF-i sisaldus ithe grammi koe kohta,
siis on 'I-VEGF-i sisaldus suurim silstimiskoha vahetus liheduses ja see viheneb
pidevalt rostrokaudaalse gradiendina piki seljaaju. '*’I-VEGF-i sisaldused seljaaju
bulbaar-/tservikaal-, torakaal- ja lumbaalpiirkonnas moodustasid sisaldusest ajus
vastavalt 80%, 50% jal6%. 3 tundi pérast siistimist oli siistitud '*’I-VEGF-i kogusest
pea- ja seljaajus iiksnes 30%, samal ajal leiti 24 tunni pérast tithiseid koguseid ja
'I.VEGF leidus eritistes, mis viitab sellele, et VEGF puhastus venoossetesse ja
limfaatilistesse siisteemides nagu see on kindlaks tehtud ka teiste kasvufaktorite korral

38 Nendest eksperimentidest saab teha kaks jédreldust. Esiteks, ICV kohaletoimetatud
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VEGF difundeerub kiiresti CSF-ist parenhiiiimi neuronite juurde, kuid puhastub CSF-ist
24 tunni jooksul. Kuna motoneuronid nduavad ALS-i korral pidevalt elulemussignaale,
siis  on vajalik VEGF-i pidev kohaletoimetamine. Teiseks, pidrast ICV
kohaletoimetamist  jaotub VEGF rostrokaudaalse gradiendi tekkega — see voib

avaldada motoneuronite elulemusele samasuguse ruumilise toimega mdju.

3. Rekombinantse VEGF-i pikaajaline intratserebroventrikulaarne kohaletoimetamine
1 43

Kuigi inimeste korral on saavutatud muude neurodegeneratiivsete haiguste korra
GDNF-i prolongeeritud ICV kohaletoimetamine kuni 8 kuu jooksul, ei ole seda teed
kasutatud ALS-i prekliinilises mudelis rekombinantsete kasvufaktorite terapeutilise
potentsiaali hindamiseks. Rekombinantse VEGF-i pikaajalise pideva ja konstantse
kohaletoimetamise saavutamiseks implanteerisime loomade seljapiirkonda osmootsed
minipumbad ja lihendasime need kateetriga, mille paigaldasime stereotaktiliselt aju
lateraalventriikulisse. Kuigi hiirte korral oli lateraalventriikuli Kkateteriseerimine
tehniliselt véimalik, ei Gnnestunud kateetreid ajus fikseerida ja need irdusid paari niidala
pérast, sest hiired piitidsid neid eemaldada oma pea kratsimisega. Lisaks vilistasid
pumba suured modtmed kehaga vorreldes (peaaegu 30% keha mddtmetest)
lokomotoorse aktiivsuse usaldusviiirse médramise. Seetdttu valisime rekombinantse
VEGF valgu ICV kohaletoimetamise terapeutilise potentsiaali hindamiseks SOD1%%4
roti ALS mudeli korral implanteerimiseks pumbad, mis toimetasid {ihendeid kohale
kuni 4 nédala jooksul. Pumpade asendamisega iga 4 nidala tagant dnnestus meil VEGF
valku kohale toimetada reprodutseeritavalt enam kui 100 pieva jooksul ilma igasuguste
kérvaltoimeteta (vt allpool). Kateetrite korrektset asukohta ja avatust kontrolliti iga roti
korral lahkamise ajal. Oluline oli see, et VEGF omas pérast loomadesse paigaldatud
osmootsetesse minipumpadesse viimist ikka veel mitme niidala jooksul bioloogilist
aktiivsust seondumisel oma retseptoritega VEGF retseptoriga 1 (nimetatakse ka Flt1)
VEGF retseptoriga 2 (Flk1). Téepoolest, kui me eemaldasime selle pumpadest kolme
nidala pérast, siis seondus pumpa jéinud VEGF-i jaidkkogusest veel 89% ja 68%
vastavalt Fltl ja Flkl-ga, mis nditas seda, et suurem osa pumbas olevast rVEGFg4-st
omas veel aktiivsust. Kuna VEGF-i ei manustatud kunagi kesknirvisiisteemi pidevalt
(pikim kestus oli iiks nddal) ning VEGF-i liihiajalise ja pideva manustamise mdju vdib
olla erinev, siis olime ettevaatlikud hinnangu andmisel selle kohta, kas VEGF-i

konkreetne annus stimuleerib motoneuroni elulemust ilma veresoonte iileméirast kasvu
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vdi leket pohjustamata isegi pérast pikemat, mitme kuu pikkust kohaletoimetamist.
Esialgsetest eksperimentidest selgus, et rotid, kes said intratserebroventrikulaarselt
VEGF-i suure annuse (nditeks 20 pg/kg/péev), surid mdne pdeva jooksul. Annuse
2 pg/kg/pdev korral haigestus 66% rottidest 3 kuni 4 niidala pérast. Kuigi nad ei olnud
halvatud (loomad hakkasid tdukamisel normaalselt liilkuma), olid nad tildjuhul apaatsed.
Pea- ja seljaaju makroskoopilise vaatluse ja histoloogilise analiiiisi tulemusena selgus, et
pea- ja seljaajus esines veresoonte tdiendav kasv, vatsakeste laienemine punetus ning
turse. Rotid talusid hasti annuseid vahemikus 0,2 pg/kg/péev kuni 0,6 pg/kg/péev, need
ei indutseerinud turset, leket v3i veresoonte kasvu isegi siis, kui manustamine toimus
pidevalt enam kui 100 pdeva jooksul. Sellise annuse korral ei dnnestunud CSF-is
kindlaks teha VEGF-i sisaldust. SOD19%M5¢ rottidele (Sprague-Dawley piritoluga
SOD1%** rotid, kellel on SOD1°%** madal ekspressioon; vt naide 4) anti 0,6 pg
VEGF/kg/pdev. Selle annuse korral ei dnnestunud CSF-is kindlaks teha VEGF-i
sisaldust, eeldatavalt seetottu, et VEGF difundeerus kiiresti seljaaju parenhiiiimi. See on
oluline, sest patoloogiaga seostati iiksnes VEGF-i tuvastavat sisaldust *'. Seetdttu
kasutasime SOD19%” rottide ravimisel annust 0,6 pg VEGF/kg/pédev. See annus oli
isegi pérast korrigeerimist kogu organismi ja peaaju/seljaaju vahelise suhtelise
jaotusruumala alusel veel 5 korda viiksem terapeutilise angiogeneesi korral kasutatavast
annusest >’. Kontrollkatses infundeeritud tehislikku peaaju-seljaajuvedelikku (aCSF)
taluti samuti pikema ajavahemiku jooksul histi, mis niitas kirurgilise protseduuri
ohutust. VEGF-i sellise viikese annuse jirgmiseks eeliseks oli see, et see ei
indutseerinud immuunreaktsiooni. Tdepoolest, rottide perifeerses veres vdi CSF-is ei
onnestunud leida antikehi isegi pidrast VEGF-i annuste 0,2 pg/kg/pdev kuni
0,6 pg/kg/péev kohaletoimetamist 100 péeva jooksul.

4. VEGF toime ALS-i rotimudeli korral

Eelnevalt ei ole SOD1%** rotte kasutatud ALS-i uudse ravi paradigma hindamisel. Me
kasutasime Nagai et al. poolt aretatud Sprague-Dawley piritoluga (Sd) SOD]9%3A/5d
rotte 1% (,,L* vastab véikesele, niiteks SOD19%*# 2 korda suurenenud sisaldusele selle
mudeli korral). Selle mudeli korral progresseerub haigus viga agressiivselt, loomad

10 SOD19%3MS4 ottidel ilmnes suur

hukkuvad 10 pdeva jooksul pirast haigestumist
pesakondadevaheline varieeruvus haiguse alguse suhtes, mis oli vahemikus 95 kuni 145

pieva. Selle variceruvuse vihendamiseks kasutasime SOD1%%A'S jihe pesakonna
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liilkmeid ja analiiiisisime tulemusi paarikaupa (N =17 rotti, analiilisiti 6 pesakonn
paarina; (ksikasju vt meetoditest). Vordlemisel tehislikku CSF-i (aCSF) saanud

19BN pottidel

kontrollriihmaga oli 0,6 ug EGF/kg/pdev 60 pdeva vanustel SOD
haiguse algus mérgatavalt hilisem ning suurem lokomotoorne aktiivsus ja paremad
iildised kliinilised tulemused hindamismeetodist olenemata. Naiteks jdid VEGF-iga
ravitud SOD1%PM54 o1id iildiselt aktiivsemateks, liikuvamateks, tihelepanelikumateks
ja nad hoolitsesid oma karvastiku eest, samal ajal ilmnes CSF-loomadel juba halvatuse
tunnuseid ja nad muutusid iiha enam liikumatuteks ja kahhektilisteks.
Kontroll-loomadel oli tugevam lihasatroofia kui VEGF-iga ravitud rottidel. VEGF-i
kohaletoimetamisel ICV teel hilistus jdsemete halvatuse algus 10 pédeva, seda hinnati
tagakipa lohistamise voi litkumisel voi suuna muutmisel esikdpa kasutamiseta jatmise

kaudu. Laserikiirtel pdhineva detekteerimissiisteemi 10

abil tegime kindlaks vanuse,
mille korral ei olnud rotid enam vdimelised libima "aktiivsuspuuris" vordse vahemaa
taga olevaid laserikiiri vidhemalt 1000 korda tunnis — see oli spontaanse
liikumiskditumise modduks. Pidras VEGF-i kohaletoimetamist jdid rotid spontaanseit
aktiivseks vanemas eas (135 £ 5 pdeva, aCSF-i korral 146 + 8 pdeva, VEGF; p <0,05).
Samuti votsime rottide liikkumise videolindile ja maéirasime aja, mille viltel rotid uurisid
oma puuri ja midrasime tdiendava spontaanse aktiivsuse méérana rottide tagaképpadele
tdusmise sageduse. Enne haiguse algust, see tdhendab 110. pdeval, uurisid mdlemad
rithmad oma puuri aktiivselt ja tousid tagakidppadele sama sagedusega (p = NS). Viie
pdeva pérast ilmnesid aCSF-rottidel esimesed jdsemete halvatuse tunnused, VEGF ravi
saanud rotid uurisid oma puuri pikema aja jooksul ja tdusid tagakippadele sagedamini
kui aCSF-i saanud rotid (p <0,05). Lopuks pikendas VEGF selliste ALS rottide
elulemust 10 pdeva vorra (p<0,01). Seega vaatamata haiguse viga kiirele
progresseerumisele ja pesakondadevahelisele suurele varieeruvusele haiguse alguse

suhtes algas SOD193M3¢ rottide ravimisel VEGF-iga haigus hiljem, lokomotoorne

aktiivsus parem ja elulemus suurem, seejuures ei ilmnenud kdrvaltoimeid.

5. VEGF-i neuroprotektiivse toime molekulaarne mehhanism

Seejirel uurisime mehhanisme, mille kaudu pikendas VEGF motoneuronite elulemust in
vivo. In vitro uuringud niitasid, et VEGF kaitseb motoneuroneid stressi poolt
indutseeritud rakusurma eest seondumisel VEGF retseptoriga 2 (mida nimetatakse ka

FIk1) 13, kuid VEGF-i otsest neurotroofset aktiivsust in vivo ei olnud kunagi nsidatud.
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Selleks saadi transgeensed hiired, milleks kasutati Thyll.2 ekspressioonikassetti, et
saada hiire FIkl ekspressioon postnataalsetes neuronites. Vorreldes mittetransgeensete
pesakondade liikmetega ekspresseerisid Thy-Flk1 hiired suuremal arvul Flkl mRNA
transkripte (FIk1 koopiad / 10° HPRT koopiat: 470 45 versus 50 £ 5; N = 3; p < 0,05)
ja valku. Flkl ekspressioon mittetransgeensete pesakondade liikmetes oli tuvastatav
veresoontes ja viiksemates kogustes suurtes motoneuronites. Seevastu Thy-Flk1 hiirtes
oli FIkl suurem sisaldus ventraalsarve suurtes motoneuronites lisaks foonile vastavas
ekspressioonis endoteelirakkudes. Thy-Flk1 hiired olid terved ja fertiilsed ning neid
ristati SOD19#  hiirtega. On tihelepanuvidsrne, et FIkl neuronaalne
lileekspresseerimine SOD19%* hiirtes liikkas lokomotoorse aktiivsuse halvenemist
edasi 23 pieva (N = 8; p < 0,001) ja Thyl-Flkl : SOD1%?* hiirte aktiivsus oli
SOD1%®A hiirte omast parem 26 pieva (N = 8; p < 0,01). Lisaks elasid
Thyl-Flk1 : SOD1% hiired 10 pdeva kauem kui nende SOD19%34 pesakonnaliikmed
(N = 8, p < 0,05). Seega niitavad need geneetilised leiud, et Flkl edastab
motoneuronites endogeense VEGF-i olulisi elulemussignaale ja lilkkkab seetSttu edasi
motoneuronite enneaegset degenereerumist ALS-i korral. FIk1 neuroprotektiivse toime
jargmine tdestus saadi transgeensete hiirte saamisega, milleks kasutati VEGF signaali
halvendava dominant-negatiivse FIk1 (Flk1™™) neuronaalse ekspressiooni saamiseks
sama Thyl.2 ekspressioonikassetti. Ka Thy-FIk1®N hiired ekspresseerisid
motoneuronites suuremas koguses Flk1" transgeene. 3 kuu vanused Thy-Flk1PN hiired
olid terved ja fertiilsed ning tavalise lihastoonuse, lokomotoorse aktiivsuse ja
motoneuronite arvuga (SMI32" motoneuronid/ventraalsarv: 31 + 4.4, metsik-tiiiipi
hiired versus 29 + 1.2, Thy-FlleN hiired; N = 4; p = NS). Motoneuronite viimiseks
stressiseisundisesse pandi hiired 30 pdeva jooksul iile pdeva kambrisse, mis sisaldas
10% O,. Krooniline vahelduv hiipoksia reguleeris VEGF-i sisalduse seljaajus iiles
(pg VEGF / pg valk: 12 + 0,5, normoksia versus 22 + 1,4, hiipoksia; N = 5; p < 0,05).
Metsik-tiitipi hiired talusid hiipoksiat probleemideta ning nende haarde tugevus isegi
suurenes monevdrra. Vastupidiselt sellele kaotasid Thy-Flk1°Y hiired ithe nadala
jooksul pérast hiipoksia tingimustes olemist oma haarde tugevusest 25% ja see jii
ndrgemaks kogu iilejddnud eksperimendiaja viltel. Histoloogilisel analiiiisil ilmnes
Thy-FIkI®" hiirtel hallaine mérgatav glioos, kuid see puudus metsik-tiliipi hiirtel
(GFAP® pindala/ hallaine pindala ventraalsarves: 0,13 + 0,45%, metsik-tiilip versus
2,7 + 0,45%, Thy-FIk1®N; N = 3-5; p <0,05). Lisaks akumuleerisid Thy-F1k1°™ hiirte
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motoneuronid erinevalt metsik-tiiipi hiirtest fosforiiiilitud neurofilamente (SMI31*
neuronid / 10 ventraalsarve sektsiooni: metsik-tiilipi hiirtel mitte tihtki versus 15,3 £ 7,2
Thy-Fik1®N korral; N = 3-5; p < 0,05). Need leiud niitavad, et FIk] méngib mézravat

kaitsvat osa tdiskasvanute motoneuronite sdilimisel hiipoksilise stressi tingimustes.

Materjalid ja meetodid

1. Rekombinantse VEGF ¢4 (VEGF 64) _roti saamine

Roti cDNA teegist amplifitseeritud VEGF,s c¢DNA klooniti pZICZocA
sekretsioonivektorisse ja ekspresseeriti pidrmiseene Pichia  pastoris
ekspressioonisiisteemis vastavalt tootjapoolsetele (Invitrogen, Carlsbad, CA) juhistele.
Péarast parmiseentega konditsioneeritud s66tme 66 ldbi kestnud dialiitisi 10 mM
dddikhappe suhtes (pH 5,5) puhastati VEGF jérjestikulise kromatografeerimisega
feniiiilsefaroosi 6 Phastflow ja hepariin-agaroos kolonnides (mélemad saadi firmast
Amersham Pharmacia Biotech). VEGF-i kontsentratsioon méirati roti Duoset ELISA
(R&D Systems, Abingdon, Uhendkuningriik) abil. Seejirel elektroforeesiti puhastatud
VEGF¢s ja Uksikud 45 kDa ja 22kDa ribad, mis olid virvitud vastavalt
mitteredutseerivates ja redutseerivates tingimustes, visualiseeriti geelide virvimisel
coomassie blue ja hobedaga. Riba vastavus roti rekombinantsele VEGF,¢4-le leidis
kinnitust immunoblottimisel rVEGF ¢4 suhtes spetsiifilise monoklonaalse antikehaga
(R&D Systems) ja N-otsa jérjestamisel pirast 16hustamist Edmani degradatsiooni
protokolli jérgi. Pérast silmapaistva 45 kDa riba 15hustamist triipsiiniga, millele jirgnes
I16hustatud peptiidide eraldamine denatureeriva HPLC (dHPLC) meetodil, valiti 3
sisemist peptiidi ja nende N-otsad jérjestati Edmani degradatsiooni protokolli jirgi.
Kaigi kolme peptiidi korral saadi tipne vastavus VEGF|s publitseeritud

aminohappelisele jirjestusega.

2. VRGF 44 funktsionaalne iseloomustus

Meie VEGFs4s preparaadi seondumist immobiliseeritud rhFc-FLT1 ja rhFe-FLKI
(R&D Systems) retseptoritega vorreldi miliigiloleva roti VEGF6; seondumisega.
Seondunud VEGF tuvastati biotiniiiilitud anti-roti VEGF antikehade (R&D Systems,

200 ng/ml), ABC vektori vdrvimiskomplekti ja fotospektromeetriliste md&tmistega.
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Omavalmistatud VEGF g4 oli suurema afiinsusega rhFc-FLK1 suhtes ja samasuguse
seondumisafiinsusega rhFc-FLT1 suhtes. Endotoksiinide sisaldus méérati limuluse
amobotsiitidi liisaadi (LAL) komplekti abil (Bio-Whittaker, Walkersville, USA) ja
selleks saadi 1 endotoksiini ithik 350 ug VEGF ¢ kohta (v6i 3 E10-3 endotoksiini
iihikut 1 ug VEGF 44 kohta).

3. Eksperimendid radiomaérgise kasutamisega
Radiomirgistatud inimese 'BLVEGF osteti firmast Amersham Pharmacia, selle

eriaktiivsus oli 25 pCi/ ug VEGF¢s. 100 ng seda preparaati lahustati 10 pl ja siistiti
stereotaktiliselt terve emase Wistar-liini roti vasakpoolsesse lateraalventriikulisse
suurusega 33 Hamiltoni ndela abil — stereotaktilised koordinaadid olid samad osmootse
pumba implanteerimisel kasutatutega (vt allpool). Pérast ICV siistimist lahati rotid 1, 3
ja 24 tunni méddumisel ja peaaju, seljaaju (jagatud seljaaju tservikaal-, torakaal- ja
lumbaalpiirkonnaks), veri ja iilejdéinud organid (maks, sooled, siida jne) kaaluti ja
gammakiirguse loenduri abil méérati lugemite arv minutis (cpm). '*I-hVEGF 45 jaotust
peaaju parenhiiiimis hinnati mikroautoradiograafiliselt. Esmalt kasteti pea- ja seljaaju
kiilmutatud 16igud, mis sisaldasid ml-miirgisega VEGF g5, fotoemulsiooni (Kodak,
Cedex, Prantsusmaa). Pérast kahepdevast kiirguse toimet ilmutati emulsiooniga kaetud
16igud ja hdbedaterade valgusmikroskoopiliselt médratud asukohti

kasutati'>I-mérgisega VEGF ¢s jaotuse masramiseks kudedes.

4. Transgeensete hiirte saamine ja iseloomustus

Transgeensed hiired, kes eckspresseerisid Flk1 spetsiifiliselt tdiskasvanud loomade
neuronites, saadi hiire Thyl.2 ekspressioonikasseti abil vastavalt eelnevalt toodud
kirjeldusele *. Hiire FIk1 cDNA klooniti Thy1.2 ekspressioonikassetti ja lineariseeritud
konstrukt mikrostistiti FvB hiire embriiosse mikrosiistimise standardse meetodi abil.
Seda kandvad loomad identifitseeriti PCR abil ja transgeeni ekspressioon méérati

RT-PCR, western bloti ja immunovidrvimise meetoditega vastavalt eelnevalt kirjeldatule
13,37

5. Loomad

Inimese SOD1%®* transgeeni (SOD1°*A-L) ekspresseerivad Sprague-Dawley rotid

1 G93A

saadi vastutuleku korras dr Itoyamalt '°, seejuures ristati inimese SAD transgeeni



10

15

20

25

30

16
EE-EP 1 755 647 Bl
ekspresseerivad hiired enam kui 10 pdlvkonna jooksul FvB alusel ja need saadi

vastutuleku korras dr C. Kunstilt . K&ik loomkatsed olid heaks kiidetud kohaliku

loomade heaolu ja eetikakomitee poolt.

6. Kirurgilised protseduurid
Roti rekombinantse VEGF ;¢4 infundeerimiseks rottide peaaju ventriikulitesse kasutati

osmootseid pumpi Alzet (mudel 2004), mis olid kateetri abil i{ihendatud peaajju
infundeerimiseks kasutatava kaniililiga. Peaajju infundeerimiseks kasutatav siisteem
tdideti 200 pl roti rekombinantset VEGF¢s S pg/ml sisaldava lahuse v6i tehisliku
CSF-iga ja konditsioneeriti 48 tundi soolalahuses. Tehisliku CSF-i koostis oli 150 mM
Na‘, 3mM K, 1,4mM Ca®, 08 mM Mg, 1 mM PO,*, 155mM CI'. Pumpade
implanteerimiseks anesteseeriti rotid halotaaniga, tehti veidi silmade tagant algav
keskne sagitaalne sisseldige ja paljastati kolju. Roti seljale tehti skapulaarpiirkonnas
subkutaanne tasku ja taskusse paigaldati osmootne pump. Koljusse puuriti auk ja kaniiiil
paigaldati kohta, mille stereotaktilised koordinaadid olid: 0,8 mm tagapool piirg- ja
noolombluse iihinemiskohast, kolju pinna suhtes 1,6 mm lateraalselt ja 4,5 mm
ventraalselt. Kui implanteerimisprotseduur oli 16ppenud, dmmeldi nahasse tehtud
sisseldige kinni ja rotil lasti taastuda. 28 pdeva pérast asendati tithjenenud osmootne
pump uue, &sja tdidetud ja konditsioneeritud osmootse pumbaga. Selleks anesteseeriti
rott uuesti ja selja skapulaarpiirkonna keskosas tehti nahasse viike sisseldige. Kateeter
I6igati 5 mm kaugusel toitepumbast 14bi ja uus pump iihendati kateetri toruga. Selle
protseduuri tulemuseks oli VEGF ¢4 pidev infusioon CSF-i kiirusega 0,25 pl/h (vastab
1,25 ng VEGF-ile tunnis). Ennetamise uuringus implanteeriti pump 60 pieva vanuselt
ning regressiooni uuringus implanteeriti pump 80 pdeva vanuselt (haiguse alguse ajal).
Hiired allutati vahelduvale kroonilisele hiipoksiale, viies neid 30 pieva jooksul iile

pdeva hapnikukambrisse, mis sisaldas 12% hapnikku.

7. Kiditumise analiliis

Rottide lokomotoorset aktiivsust testiti kolm korda nidalas, kasutades psorlevat silindrit,
dilnamomeetrit ja spontaanse aktiivsuse midramist. Kasutati rottidele méeldud
poorlevat silindrit (Ugo Basile, Comerio VA, Itaalia), mis poérles konstantse kiirusega
815 pooret minutis). Antud péeval tehti keskmiselt 5 katset maksimaalse kestusega 180

sekundit. Kui rott suutis pdorleval silindril piisida keskmiselt alla 120 sekundi , siis loeti
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katse ebadnnestunuks. Diinamomeetrilises testis tehti iga roti korral keskmiselt 5 katset
ja kui rott ei olnud vdimeline tdmbama keskmiselt 800 mg jouga, siis loeti katse
ebadnnestunuks. Spontaanse aktiivsuse kvantifitseerimiseks paigutati rotid 3 tunniks
aktiivsuse médramiseks kasutatavasse puuri (Ugo Basile) ja arvutati keskmine aktiivsus,
see tihendab kordade arv, mil rott katkestas puuri pdrandast 10 cm korgusel oleva
infrapunakiire. Haiguse algusele vastava hinnangulise vanuse kriteeriumina kasutati
liikumisel iihe kdpa lohistamist. Eelnevates uuringutes hinnati looma vdimetust 30
sekundi jooksul end piisti ajada pirast kiiljele poramist kui ,kliinilist surma* °. Siiski

niitasid esialgsed eksperimendid, et SOD19%%4

rotid vdisid siiski elada veel paar pideva
pdrast seda, kui nad ei olnud vdimelised end kiililiasendist piisti ajama, see oli
eelkdige nii esikéipa kahjustusega rottide korral. SeetSttu lugesime surma ajaks seda
pdeva, mil rotid olid kaotanud oma viimasele presiimptomaatilisele vanusele vastavast
keha esialgsest massist 40%, sest eksperimentide alusel hukkusid loomad siis 24-36
tunni pérast. Kirjeldatud kliinilistes testides saadud andmeid ja elulemusandmeid
analiiiisiti Kaplan-Meieri statistilise analiiiisi vdi ANOVA kordusmd&dtmistega (poorlev

silinder, diinamomeeter ja aktiivsus) analiiiisi alusel.

8. Histoloogia, immunohistokeemia ja ELISA analiiiisid

Nembutaaliga anesteseeritud loomadest voolutati transkardiaalselt libi 0,9% NaCl lahus
ja seejdrel 1% fosfaatpuhverdatud paraformaldehiiiid. Seljaaju ja peaaju 1digati vilja,
fikseeriti 66 ldbi samas fikseerivas segus, dehiidrateeriti ja sisestati parafiini. Peaajust
tehti rida 20 p m paksuseid ja seljaajust 7 p m paksuseid ldikeid.
Immunohistokeemilises analiiiisis kasutati jargmisi primaarseid antikehi: hiire
anti-SMI-32 ja hiire anti-SMI-31 (mdlemad 1 : 500, Sternberger Monoclonals); hiire
anti-GFAP (1 :400, Sigma); kitse anti-Glut-1 (1 :20, Santa Cruz Biotechnology);
kiitiliku anti-ubikvitiin (1/100, Dako) ja kiiiiliku anti-albumiin (1 : 250, ICN/Cappel).
Motoneuronite  loendamiseks seljaajus loendati bilateraalselt  ventraalsarves
SMI-32-positiivsed neuronid, mis paiknesid 5 vordse vahekauguse, 350 um, taga olevas
I6igus. Motoneuronite arvu méiiramiseks fatsiaalses nidrvirakkude kogumis virviti iga
10. peaaju I6ik ja loendati kdik fatsiaalse ndrvirakkude kogumi piirkonnas olevad

SMI-32-positiivsed  neuronid.  Fatsiaalses  nirvirakkude kogumikus olevate
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motoneuronite koguarvu hindamiseks korrutati see arv 10-ga.

9. Immuunvastus

VEGF ¢4 sisaldus seljaajus ja plasmas oli allpool ELISA avastamispiiri ((32,5 pg/ml;
R&D Systems) nii aCSF- kui ka VEGF-saanud hiirte korral (mdlema rithma korral
n = 7). Selleks, et leida, kas VEGF-saanud hiirtes tsirkuleerivad anti-VEGF antikehad,
kaeti 96siivendiga mikrotiiterplaat iiheks 66ks 100ul VEGF¢4 1pl/ml valgu lahusega.
Pérast inkubeerimist aCSF- v6i VEGF-saanud rottidest pédrineva plasma v6i CSF-iga
médérati seondunud anti-VEGF 164 antikehad HRP-mirgisega anti-roti
immunoglobuliinide (DAKO: 200ng/ml), ABC vektori virvimiskomplekti ja

fotospektromeetriliste mddtmiste abil.

10. Statistika

Kdikide statistiliste arvutuste tegemiseks kasutati SPSS versiooni 10. Kumulatiivne
elulemusstatistika arvutati Kaplan-Meieri statistika alusel. Spontaanse aktiivsuse ja
pdorleva silindri korral saadud ja kehamassi vihenemise andmeid analiisiti
kordusmodtmistega ANOVA alusel. Histoloogilistes uuringutes oluliste erinevuste

arvutamiseks kasutati Studenti ¢-testi.
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PATENDINOUDLUS

1. VEGF 45 kasutamiseks motoneuronite haiguste raviks, mille korral manustatakse
VEGF 45 pidevalt kuni 4 nidala jooksul alates haiguse ilmnemisest annuste vahemikus
0.01 pg/kg/piev kuni 0.6 pg/kg/piev.

2. VEGF 45 kasutamiseks vastavalt punktile I. miserineb selle poolest, et vahemik
on 0.01 pg/kg/piev kuni 0.2 pg/kg/péev.

3. VEGF 65 kasutamiseks vastavalt punktile 1. mis e r i n ¢ b selle poolest, et vahemik
on 0,01 pg/kg/piev kuni 0,1 pg/kg/péev.

4. VEGF )45 kasutamiseks vastavalt punktile 1. mis ¢ r i n ¢ b selle poolest, et vahemik
on 0,01 pg/kg/piev kuni 0,08 pg/kg/piev.

5. VEGF 45 kasutamiseks vastavalt punktile 1, mis e r i n e b selle poolest, et vahemik
on 0.01 pg/kg/piev kuni 0,06 pg/kg/péev.

6. VEGF 45 kasutamiseks vastavalt tikskoik millisele punktile 1 kuni 5, miserineb
selle poolest. et manustamine on intratekaalne.

7. VEGF 45 kasutamiseks vastavalt tikskoik millisele punktile 1 kuni S, miserineb
selle poolest, et manustamine on intratserebroventrikulaarne.

8. VEGF 45 kasutamiseks vastavalt tikskoik millisele punktile 1 kuni 5, miserineb
selle poolest. et VEGF-i pidev manustamine toimub implanteeritud osmootse
minipumba abil.

9. VEGF 45 kasutamiseks vastavalt tikskoik millisele punktile 1 kuni 8, miserineb

selle poolest, et motoneuroni haigus on amiiotroofne lateraalskleroos.
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