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Stammzelltherapie bei PAVK

Ch. W. Kopp, S. Steiner-Boker, M. Gschwandtner, E. Minar

Kurzfassung: Die autologe Stammzelltransplantation
zur Induktion therapeutischer Angiogenese stellt eine
potentiell beinerhaltende Therapieoption bei chronisch
kritischer Extremitatenischamie bei Patienten ohne chir-
urgische oder interventionelle Revaskularisationsmdg-
lichkeit dar.

Die folgende Ubersicht soll das zugrundeliegende
Konzept dieses Therapieansatzes und klinische Richtli-
nien fur die Ausschopfung des angiogenetischen Po-

tentials von Knochenmarksstammzellen vorstellen. Im
Ausblick werden die ,Stammzell-Mobilisation” und
das gezielte ,Homing" als Alternative zur Stammzell-
transplantation umrissen.

Abstract: Stem Cell Therapy in Patients with Pe-
ripheral Arterial Occlusive Disease. Autologous
bone marrow (BM)-derived stem cell therapy for the
induction of therapeutic angiogenesis is a potentially

limbsaving strategy in patients with chronic limb
ischemia and no surgical or interventional option for
revascularisation. This review shall present the under-
lying therapeutic concept and clinical guidelines how
to gain profit of the angiogenic potential of BM-de-
rived stem cells. Finally, stem cell mobilization and tar-
geted homing will be discussed as a potential alterna-
tive to BM-derived stem cell transplantation. Z GefaR-

med 2005; 2 (3): 12-5.

B Einleitung

Der akute oder chronische Arterienverschluf} stellt das natiirli-
che Endstadium im Prozef der Arteriosklerose dar. Wihrend
in den Koronararterien die arterielle Okklusion mit refrakta-
ren Angina-pectoris-Beschwerden, Symptomen des akuten
Myokardinfarkts oder Tod durch Pumpversagen einhergeht,
klagt der Patient mit peripher-arterieller VerschluBkrankheit
(PAVK) iiber Claudicatiobeschwerden mit Verkiirzung der
Gehstrecke bis hin zum Ruheschmerz. Zusitzlich konnen tro-
phische Storungen wie Ulzera und Gangrin die gesamte Ex-
tremitidt und damit den Patienten vital gefihrden.

Eine Vermehrung des Blutflusses in kleinen Kollateralge-
faBen — der typische Kompensationsmechanismus bei Gefif3-
verschlufl — und das Reifen solcher Kollateralen zu gréeren
KapazititsgefidBen (Arteriogenese) ist in der Peripherie deut-
lich effizienter als im koronaren Stromgebiet und kann mit der
Zeit den FluB} in den obstruierten nativen Kapazititsgefiien
vollkommen ersetzen. Dennoch schreiten in einem kleinen Pro-
zentsatz der Patienten die Symptome der PAVK trotz Kolla-
teralentwicklung durch Gehtraining fort. In diesen Fillen ist die
chirurgische oder interventionelle Revaskularisation indiziert.
Da beide Verfahren mit relativ hohen Reokklusionsraten ver-
bunden sind, besteht fiir einen kleinen Prozentsatz der Patienten
der Bedarf an alternativen Therapieoptionen zur symptomati-
schen und funktionellen Verbesserung der chronisch-kritischen
Beinischdmie. Pharmakologische Therapieansitze wie jene mit
Cilostazol oder Prostaglandin El zeigten eine Zunahme der
schmerzfreien Gehstrecke, wenngleich der genaue Wirkmecha-
nismus nicht bekannt ist [1]. Eine andere Therapiestrategie
stellt die Induktion der GefdBneubildung (Neoangiogenese)
durch Stammzellen dar.

B Hintergrund
Angiogenese - Vaskulogenese — Arteriogenese

In den letzten Jahren hat sich unser Wissensstand iiber die
Prozesse der Gefid3neubildung beim Erwachsenen dramatisch
verdndert. Bis vor kurzem glaubte man, daf} die postnatale

Aus der Abteilung fiir Angiologie, Universitatsklinik fur Innere Medizin Il, Wien
Korrespondenzadresse: Univ.-Prof. Dr. med. Christoph W. Kopp, Universitéts-
klinik fiir Innere Medizin 11, Abteilung fiir Angiologie, Wahringer Giirtel 18-20,
A-1090 Wien; E-Mail: christoph.kopp@meduniwien.ac.at
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Vaskularisation lediglich durch das Aussprossen neuer Kapil-
laren aus dem bestehenden Kapillarbett, bedingt durch die Sti-
mulation der Proliferation und Migration reifer Endothel-
zellen (Angiogenese), moglich ist. Inzwischen gibt es jedoch
zahlreiche Berichte die zeigen, dafl im peripheren Blut zirku-
lierende endotheliale Vorlduferzellen (EPCs) [2], die ur-
spriinglich aus dem Knochenmark stammen [3], im Rahmen
der Angiogenese in ischdmisch geschidigtes Kapillarbett in-
korporieren und durch Proliferation, Migration und Matura-
tion sowie durch die parakrine Abgabe angiogenetischer
Wachstumsfaktoren zur Neubildung von Gefdllen beitragen
[4]. Beide — reife Endothelzellen und EPCs — tragen somit zur
Revaskularisation bei kritischer Ischimie wesentlich bei.

Ein weiterer Prozefl wird in Analogie zur embryonalen Ent-
wicklung von Blutgefiflen aus primitiven Hdmangioblasten
als postnatale Vaskulogenese bezeichnet, wobei Kapillarple-
xus de novo entstehen [5].

Die Entwicklung groflerer Kapazititsgefifle aus Kapillaren
wird als Arteriogenese bezeichnet [6].

Angiogenetisches Potential von Knochenmarks-
stammzellen

Eine fiir die Angiogenese wesentliche, mononukleédre Popula-
tion des Knochenmarks stellen also endotheliale Vorldufer-
zellen (EPCs) dar. Das sind Stammzellen mit endothelialer
Programmierung, die hdmatopoetische Oberflichenmarker
wie CD34, AC133 und VEGF-R2 (aber auch Tie-2, c-Kit und
Sca-1) tragen [7]. Aufgrund dieser gemeinsamen Merkmale
nimmt man an, dal EPCs und hiamatopoetische Stammzellen
einen gemeinsamen Vorldufer, den ,,Hdmangioblasten®, haben,
aus welchem Gefif3e de novo (postnatale Vaskulogenese) ent-
stehen konnen.

In vitro, in Kultur auf Fibronektin, proliferieren EPCs als endo-
theliale Cluster, die sich positiv mit Ulex-Lektin und azety-
liertem LDL anfirben, schlieBlich zu reifen Endothelzellen
(ELAM-1+, vWF+ und NO Synthetase+) auswachsen und reti-
kuldre Strukturen dhnlich kapillaren Netzwerken bilden [8].

In vivo inkorporieren EPCs in ischdmisch geschédigtes
Kapillarbett und tragen zur Formation neuer Blutgefif3e durch
Kapillaraussprossung (Angiogenese) bei.

For personal use only. Not to be reproduced without permission of Krause & Pachernegg GmbH.



Stammzelltherapie bei PAVK

B EinfluB kardiovaskularer Risikofaktoren
auf den peripher-zirkulierenden angio-
genetischen Stammazellpool

Die Zahl der peripher zirkulierenden EPCs verhilt sich rezi-
prok zur Anzahl kardiovaskuldrer Risikofaktoren eines Pati-
enten [9], eine erniedrigte Anzahl von EPCs im Blut stellt ei-
nen Prédiktor fiir das Wiederauftreten kardiovaskulérer Ereig-
nisse dar [10]. Andererseits korreliert die Verbesserung der
Linksventrikelfunktion nach Myokardinfarkt direkt mit der
Zahl von peripher-zirkulierenden CD34*-EPCs [11].

Da die Zahl dieser peripher-zirkulierenden EPCs relativ nied-
rig ist (z. B. CD34*/VEGF-R2*- oder AC133*/VEGF-R2*-po-
sitive Zellen machen weniger als 0,1 % der mononukleédren
Blutzellen aus) und eine altersabhingige Verminderung dieser
Population mit einer Progression der Arteriosklerose assozi-
iert ist [12], werden verschiedene Strategien zur Mobilisie-
rung dieser angiogenetischen Vorlduferzellen aus dem Kno-
chenmark verfolgt. Auf pharmakologischer Ebene kann ein
EPC-mobilisierender Effekt mit Statinen [13], Angiotensin-
Rezeptor-Blockern [14] und hdmatopoetischen Wachstums-
faktoren (Erythropoietin; EPO) [15] erzielt werden. Auf der
Seite der lebensstilmodifizierenden Mallnahmen zeigt insbe-
sondere korperliches Ausdauertraining einen augmentativen
Effekt auf die Anzahl peripher-zirkulierender EPCs [16, 17].
Die Zahl und Funktion (Adhésionsfidhigkeit, proliferative Ka-
pazitit etc.) von endothelialen Vorlduferzellen trigt wesent-
lich zur kontinuierlichen Rejuvenation des Gefdllsytems bei
[12], indem sie an Stellen von Endotheldefekten adhérieren
und diese mit neuem, funktionell-kompetentem Endothel auf-
fiillen.

Therapeutische Angiogenese durch Stamm-
zellen: Mobilisation oder Transplantation?

Die chemotaktische Mobilisation von Stammzellen entspricht
den friithen gentherapeutischen Versuchen, mittels lokaler
Uberexpression angiopoetischer Wachstumsfaktoren wie
,,Vascular Endothelial Growth Faktor* (VEGF) [18] eine the-
rapeutische Angiogenese zu induzieren. Uber die ur-
spriingliche Hypothese hinaus, durch diese Mafinahme aus-
schlieBlich ortsstindige adulte Endothelzellen zur Proliferati-
on und somit zum Aussprossen neuer Kapillaren anzuregen,
konnte gezeigt werden, dal} bei systemisch relevantem Spie-
gel von VEGF vermehrt endotheliale Progenitorzellen (EPCs)
aus dem Knochenmark in das periphere Blut mobilisiert wer-
den [3]. Durch den Aufbau eines chemotaktischen Gradienten
von VEGF zum Ort seiner Expression gelang es gleichzeitig,
EPCs gezielt in das ischdmisch geschéddigte Gebiet zu locken
(Chemotaxis und Homing). Voraussetzung hierfiir ist die Fi-
higkeit von EPCs, den Blutkreislauf durch transendotheliale
Migration zu verlassen und in hypoperfundiertem Gewebe zu
iiberleben (Engraftment). Die transiente Expression von
Selektinen (ELAM-1) und Integrinen (ICAM, CD44) sowie
die parakrine Produktion angiopoetischer Wachstumsfaktoren
sind hierfiir notwendig.

Die erste placebokontrollierte Studie mit adenoviraler Uber-
expression von VEGF121 bei 105 Patienten mit unilateraler
PAVK (RAVE-Studie) [19] konnte jedoch den therapeuti-

schen Erfolg der Pilotstudie mit VEGF165 [20] an 9 Patienten
nicht bestidtigen. Weder die Zunahme der maximalen schmerz-
freien Gehstrecke noch die Zeit bis zum Einsetzen von
Claudicatio-Beschwerden war mittels muskuldarer VEGF121-
Uberexpression gegeniiber Placeboinjektion nach 12 und 26
Wochen verbessert.

Der placebokontrollierte Versuch mit rekombinantem Fibro-
blasten-Wachstumsfaktor-2 (FGF-2) — ein endothelzellensti-
mulierender Wachstumsfaktor, der Angiogenese induziert —,
eine funktionelle Verbesserung bei infrainguinaler PAVK zu
erzielen, mufite ebenfalls negativ beurteilt werden (TRAFFIC-
Studie) [21]. Auch der jiingst durchgefiihrte, placebokon-
trollierte START-Trial, der Versuch, durch subkutan verab-
reichten hdmatopoetischen ,,granulozyten-/makrophagensti-
mulierenden Wachstumsfaktor* (GM-CSF) eine Verbesse-
rung der maximalen Gehstrecke bei Patienten mit moderater
bis schwerer Claudicatio durch Stimulation der Arteriogenese
zu induzieren, ist gescheitert [22].

Transplantation von EPCs

Die erste erfolgreiche ,,placebokontrollierte” Studie zur In-
duktion therapeutischer Angiogenese wurde mit Knochen-
marksstammzellen durchgefiihrt (TACT-Studie: Therapeutic
Angiogenesis using Cell Transplantation) [23]. Bei 22 Patien-
ten mit bilateraler PAVK III/IV wurde eine Extremitit mit pe-
ripheren mononukledren Zellen, die andere mit mono-
nukledren Zellen aus dem Knochenmark behandelt, wobei in
der zweiten Gruppe nach nur 4 Wochen signifikant geringere
Ruheschmerzen beobachtet wurden und eine Verbesserung
der transkutanen Sauerstoffspannung gemessen werden konn-
te. Dieser therapeutische Erfolg der mononukledren Knochen-
markszellen gegeniiber der peripheren mononukledren Zell-
population in der Behandlung der chronisch kritischen Bein-
ischdmie wurde auf die hohere Anzahl angiopoetisch wirksa-
mer CD34*-Zellen im KM zuriickgefiihrt. Andererseits sind
CD34*-KM-Zellen offenbar eine Quelle angiogenetischer
Wachstumsfaktoren (wie VEGF, bFGF und Angiopoetin), die
sowohl adulte Endothelzellen als auch EPCs zur Proliferation
und Kapillaraussprossung anregen konnen. Im Gegensatz
zum intramuskuldren Applikationsregime bei der TACT-Stu-
die hat eine rezente, nichtrandomisierte Pilotstudie auch einen
guten Therapieerfolg bei PAVK-III/IV-Patienten mit einem
intraarteriellen Applikationsprotokoll vorgestellt [24].

B Eigene Erfahrungen

Unsere eigene Studie am AKH Wien, mit den in Tabelle 1 an-
gegebenen Ein- und AusschluBkriterien, verfolgt zwei Frage-
stellungen: 1. Spielt die Zahl transplantierter CD34*-Zellen
eine Rolle fiir den Therapieerfolg bei chronisch kritischer
Beinischidmie? 2. Profitieren Patienten von der intraarteriellen
Applikation CD34*-aufgereinigter KM-Zellen gleichermallen
wie von der Transplantation unselektionierter mononukleérer
KM-Zellen? Bis dato wurden 17 Patienten randomisiert, wo-
bei ein vergleichbarer Anstieg des Doppler-Index und eine
Reduktion des Ruheschmerzes zwischen CD34*-selektioniert
und nichtselektioniert behandelten Patienten beobachtet wur-
de. Auch hinsichtlich der Zahl transplantierter CD34*-KM-
Zellen zeichnet sich kein signifikanter Unterschied im Be-
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Tabelle 1

EinschluBkriterien:

e PAVK-Stadium Il und IV nach Fontaine mit zumindest 4 Wochen
bestehender Symptomatik ohne Besserung durch konservative
Therapie

Angiographisch und farbduplexsonographisch dokumentierte,
ausgepragte (multisegmentale) arterielle VerschluRkrankheit der
betroffenen Extremitat

Patienten, die nach allgemein anerkannten Kriterien wenig geeig-
nete Kandidaten flr eine endovaskulare bzw. gefdRchirurgische
Revaskularisation sind

e Frauen und Ménner > 20 bis < 80 Jahre

e Schriftliche Einverstandniserklarung

AusschluRkriterien:

e Erkrankungen des Blutes oder blutbildenden Systems (z. B. hypo-
regeneratorische Andmie, myeloproliferative Erkrankungen, Hamo-
globinopathien etc.)

e Neoplasien

e Proliferative Retinopathie

e Hepatopathie (Virushepatitis, Leberzirrhose; GOT, GPT 2x ULN,
PTZ< 40 %)

e Chronische Niereninsuffizienz (GFR < 30ml/min, Kreatinin
> 2,5 mg/dl), Erythropoetin-Substitution

e Schwangerschaft

e Unvermogen des Patienten, das Protokoll einzuhalten

handlungserfolg ab. Eine ausgeprigte diabetische Stoffwech-
sellage mit schlecht eingestellten Hb,, -Werten, ein fortge-
setzter Nikotinabusus und ein lokaler Wundinfekt mit
Knochenmarksbeteiligung im Sinne einer chronischen Osteo-
myelitis bei trophischen Storungen stellen prognostisch
schlechte Parameter fiir den Erfolg der therapeutischen
Angiogenese mit KM-Stammzellen dar. Bei gutem Anspre-
chen hingegen zeichnet sich ein Therapieerfolg — gemessen an
der Zunahme der Perfusion im Laser-Doppler (Abb. 1) und

einer Erhohung der Hautoberflichentemperatur in der
Thermographie (Abb. 1) — meist schon 4 Wochen postinter-
ventionell ab.

B Mobilisation und Homing

Dennoch ist die Transplantation von KM-Zellen zur Induktion
der therapeutischen Angiogenese, wie sie derzeit in den mei-
sten Zentren praktiziert wird, mit einem operativen Eingriff
zur Zellgewinnung und dem entsprechenden operativen Risi-
ko verbunden, und sollte nur bei Patienten ohne chirurgische
bzw. interventionelle Revaskularisationsoption empfohlen
werden. Um das operative Risiko zu umgehen, wird experi-
mentell und vereinzelt auch in klinischen Ansitzen versucht,
KM-Stammzellen in ausreichender Zahl mittels hamatopoeti-
schen Wachstumsfaktoren, wie granulozytenstimulierenden
Wachstumsfaktor (G-CSF), zu mobilisieren [24]. Dafiir be-
steht hinreichend Erfahrung aus der Onkologie [25].

Um eine hohe Zahl endothelialer Vorlduferzellen an den Ort
der Ischdmie zu bringen, ist es jedoch immer noch notwendig,
diese aus dem peripheren Blut zu gewinnen und anschlieSend
intraarteriell oder intramuskulédr konzentriert zu applizieren.
Hinsichtlich eines effektiven ,,Homings* und ,,Engraftments*
der transplantierten Stammzellen verldt man sich jedoch
immer noch auf Faktoren, die im Rahmen der Gewebshypoxie
lokal exprimiert werden (z. B. VEGF), und fiir welche intakte
Rezeptoren an der Oberfliche von EPCs vorhanden sind
(VEGF-R2). Die lokale Uberexpression des Homing-Faktors
,.Stromal Cell Derived Factor-1“ (SDF-1), der auch das natiir-
liche Homing von Stammzellen in das Knochenmark reguliert
[26], stellt fiir diesen Schritt eine zukiinftige Alternative fiir

Thermographie

I
Sereey e Anrege Teom v Gpen

Laser-Doppler

Polaroid

Iimage 1

Abbildung 1: Deutliche Zunahme der Hautoberflachentemperatur (Thermographie) und der digitalen Perfusion (Laser-Doppler) bei gleichzeitiger Wundheilung (Polaroid)
innerhalb von 8 Wochen nach autologer intraarterieller Knochenmarks-Stammzelltransplantation (SCTX) bei chronisch kritischer Beinischamie.
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ein ,,gesteuertes Homing* dar. Die kiinstlich erhohte SDF-1-Konzentration
am Ort der Ischiimie soll mobilisierte EPCs, die den SDF-1-Rezeptor CXCR4
tragen, in hoher Zahl entlang seinem Gradienten in das ischimische Areal
locken und eine gezielte therapeutische Angiogenese ermoglichen [27].
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