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Therapeutische Angiogenese bei PAVK - quo vadis?

Kurzfassung: Patienten mit peripherer arteriel-
ler Verschlusskrankheit sind oft asymptoma-
tisch, jedoch weist eine, wenn auch prozentuell
geringe, so doch signifikante Anzahl von Patien-
ten eine schwere Minderdurchblutung mit Ruhe-
schmerzen und/oder Gewebsdefekten auf. Die
therapeutischen Mdglichkeiten sind bei dieser
kritischen Extremitdtenischamie oft limitiert und
daher ist die Prognose fiir das betroffene Bein
meist schlecht und die Mortalitét der Patienten
hoch. In der vergangenen Dekade wurden meh-
rere Faktoren, die die Neubildung von Blutgefa-
Ben induzieren, sogenannte angiogenetische
Zytokine, in Tiermodellen und in klinischen Stu-
dien am Menschen getestet. Obwohl die Ergeb-
nisse initial sehr erfolgversprechend waren,
zeigte eine kirzlich durchgefiihrte Phase-Ill-
Gentherapiestudie mit Fibroblast-Growth-Fak-
tor-1 keinen Unterschied zwischen Placebo und
Verum. Neben angiogenetischen Faktoren wur-

R. Kirchmair

den auch Studien mit Zellen durchgefihrt, um
die Durchblutung bei diesen Patienten zu ver-
bessern. Wenn auch die Ergebnisse erfolgver-
sprechend sind, ist das Design dieser Studien
doch sehr heterogen, sodass auch in diesem Be-
reich groRe, randomisierte Studien zu fordern
sind, um die Wirksamkeit dieser Therapie zwei-
felsfrei nachzuweisen.

Schliisselwaorter: Therapeutische Angiogene-
se, periphere arterielle Verschlusskrankheit, kri-
tische Extremitétenischamie, Gentherapie

Abstract: The Future of Therapeutic Angio-
genesis in the Treatment of Peripheral Ar-
terial Disease. Peripheral arterial disease of-
ten is asymptomatic however a small but signifi-
cant portion of patients suffers from severe
blood perfusion defects resulting in rest pain
and/or skin defects. In these patients with criti-

cal limb ischemia therapeutic measures are lim-
ited and therefore prognosis of the limb is bad
and mortality is high. The last decade several
factors which induce the growth of new blood
vessels (so-called angiogenic cytokines) were
tested in pre-clinical models and in human trials.
While first results were very promising, a recently
performed phase-Ill study using gene therapy
encoding for fibroblast growth factor-1 was nega-
tive. Beside angiogenic molecules also cell-
therapy was tested to improve blood perfusion
in these patients. Although the data of these
studies are promising, design of studies is very
heterogenous and large randomized trials are
necessary to unequivocally show the benefit of
this therapy. Z GefaBmed 2011; 8 (2): 9-13.

Key words: therapeutic angiogenesis, peri-
pheral arterial disease, critical limb ischemia,
gene therapy

Einleitung

Die periphere arterielle Verschlusskrankheit (PAVK) ist eine
sehr hidufige Krankheit, man schitzt die Privalenz je nach
Untersuchung auf 3-30 % [1]. Die Einteilung der PAVK er-
folgt nach dem klinischen Schweregrad in Fontaine-Stadien
I-IV. Die klinisch asymptomatische PAVK (Fontaine Sta-
dium I) ist mit 70-80 % am hidufigsten, wihrend sich das Sta-
dium Fontaine II (10-20 % der Patienten mit PAVK) durch
Claudicatio intermittens auszeichnet — das sind belastungs-
abhédngige Schmerzen der unteren Extremitit, die in Ruhe
nach kurzer Zeit sistieren. Falls es durch diese Beschwerden
zu einer spiirbaren Einschrinkung der Lebensqualitit des Pa-
tienten kommt (,,Life-style-Limitierung®), ist eine Therapie,
iiblicherweise mittels perkutaner transluminaler Angioplastie
(PTA), anzustreben.

Bei einem geringen Prozentsatz (3—5 %) der PAVK-Patienten
kann es auch zur kritischen Extremititenischdmie (,,critical
limb ischemia®, CLI) mit Ruheschmerzen (Stadium Fontaine
III) oder Gewebsdefekte wie Ulzera und Nekrosen (Stadium
Fontaine IV) kommen. Man schitzt die Inzidenz dieser Er-
krankung auf etwa 500-1000 pro 1 Million. Die Prognose der
CLI ist trotz verbesserter chirurgischer und interventioneller
Techniken, wie krurale Bypisse oder PTA auch im Bereich
der Unterschenkelarterien, nach wie vor nicht zufrieden-
stellend. Ein Jahr nach Diagnosestellung leben nur mehr 45 %
der Patienten ohne Amputation, eine effektive Revaskularisa-
tion mit weitgehendem Abklingen der Symptome gelingt nur
bei 25 % der Patienten. Auch in neueren Studien erreichen
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noch immer zwischen 35 % und 50 % der Patienten den End-
punkt Major-Amputation oder Tod nach 1 Jahr. Zusitzliche
Therapieoptionen sind bei dieser Erkrankung deshalb drin-
gend notwendig.

Neben den Fontaine-Stadien kann eine andere Einteilung der
PAVK nach den Rutherford-Stadien erfolgen. Der Unterschied
zu den Fontaine-Stadien ist die weitere Unterteilung der
Claudicatio intermittens (Fontaine II) in 3 Stadien (leichte,
mittelschwere und schwere Claudicatio) und des Stadiums IV
nach Fontaine in 2 Schweregrade. Stadium Rutherford 5
bezeichnet geringe ischdmische Gewebsdefekte, wihrend
Rutherford 6 durch schwere Defekte iiber den Vorfuf3 hinaus
charakterisiert ist. Diese Einteilung erscheint klinisch sehr
sinnvoll, da besonders Patienten mit Rutherford-Stadium-6
kurzfristig von Major-Amputationen bedroht sind.

Grundlagenforschung

Die Neubildung von Blutgefidlen kann durch Aussprossung
von Kapillaren aus dem bereits bestehenden Kapillarbeet
(Angiogenese), durch Neubildung von Arteriolen und Arte-
rien (Arteriogenese) oder durch im Blut zirkulierende endo-
theliale Vorlduferzellen (Vaskulogenese) erfolgen [2]. Es gibt
eine Reihe von Faktoren, die diese Prozesse induzieren, am
besten charakterisiert sind der ,,Vascular Endothelial Growth
Factor” (VEGF) und Vertreter der Familie der ,,Fibroblast
Growth Factors® (FGF). In Tiermodellen der Extremititen-
ischdmie konnte durch Behandlung mit diesen Faktoren eine
Besserung der Durchblutung und eine Zunahme der Blut-
gefilldichte gezeigt werden (therapeutische Angiogenese).
Dabei zeigte sich, dass die Applikation dieser Faktoren mit-
tels gentherapeutischer Vektoren wie Plasmide oder Adeno-
viren der Gabe des entsprechenden Proteins iiberlegen war.
Diese Beobachtung ist wohl dadurch zu erklédren, dass gen-
therapeutische Vektoren eine linger dauernde Expression des
jeweiligen Wachstumsfaktors ermdoglichen. Neben angio-
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Tabelle 1: Therapeutische Angiogenese- Studien bei PAVK.

Studie Faktor Patienten (n) Effekt Referenz

Phase-1 VEGF165 Protein i. m. 6; CLI (Buerger's) Zunahme ABI, Kollateralbildung, Isner et al. 1998 [5]
Besserung Ulzera, Schmerzen

Phase-1 VEGF165 Plasmid i. m. 9; CLI Zunahme ABI, Kollateralbildung, Baumgartner et al.

Besserung Ulzera, Schmerzen,
Gehstrecke

1998 [6]

PREVENT | Phase-1

E2F decoy, Bypass Graft
ex Vvivo

41; Bypass OP

Reduktion Bypass-Stenose,
-Verschluss und -Revision

Mann et al. 1999 [7]

Phase-1 FGF2-Protein i. a. 13; Claudicatio Zunahme des Unterschenkel- Lazarous et al. 2000
Blutflusses [8]

Phase-1 FGF2-Protein i. v. 24: Claudicatio Keine Besserung der Gehstrecke; Cooper et al. 2001 [9]
Auftreten Proteinurie

Phase-1 FGF-1-Plasmid i. m. 66; CLI Besserung TcPO2, ABI, Schmerzen, Comerota et al. 2002

UlkusgroRe

[10]

TRAFFIC Phase-2

FGF-2-Proteini.a.

195; Claudicatio

Besserung Gehstrecke, ABI Tag 90,
nicht Tag180

Lederman et al. 2002
[11]

VEGF PAVK Phase-2

VEGF-165 Adenovirus od.
Plasmid/Liposomi. a. bei
PTA

54; Claudicatio

Zunahme der GefaRdichte

Makinen et al. 2002
[12]

RAVE Phase-2

VEGF121Adenovirus i. m.

105; Claudicatio

Keine Besserung der Gehstrecke

Rajagopalan et al.

2003 [13]
Phase-1 VEGF165 Plasmid i. m. 21; CLI Besserung ABI, Kollateralbildung, Shyu et al. 2003 [14]
Ulzera, Schmerzen
Phase-1/2 FGF-4-Adenovirus i. m. 13; CLI Besserung Ruheschmerz Matyas et al. 2005
[15]
PREVENT Il Phase-3  E2F decoy, Bypass Graft 1138 Zunahme der sekundéaren Bypass-  Conte et al. 2006 [16]
ex Vvivo Bypass OP Offenheitsrate; primarer Endpunkt
(Zeitpunkt bis Bypass-Verschluss)
negativ
Phase-1/2 HGF Plasmid i. m. 6; CLI Besserung Schmerzen, ABI, TcPO2, Morishita et al. 2006
Ulzera [17]
Phase-1/2 FGF-2-Gelatine-Hydrogel 7: CLI Besserung Gehstrecke, TcPO2, Marui et al. 2007 [18]

ABI, Ruheschmerz

DELTA-1Phase-2

Del-1-Plasmid i. m.

105; Claudicatio

Keine Besserung (Gehstrecke, ABI)

Grossman et al. 2007
[19]

Phase-1

HIF-10/VP16 Adenovirus
i. m.

41: CLI

Besserung Schmerzen, Ulzera

Rajagopalan et al.
2007 [20]

WALK Phase-2

HIF-10/VP16 Adenovirus
i m.

289; Claudicatio

Kein Unterschied in Gehstrecke

ACC 2009

CLI: critical limb ischemia; E2F: Transkriptionsfaktor E2F; HGF: hepatocyte growth factor; Del-1: developmentally regulated endothelial locus 1;
HIF-1a: hypoxia inducible factor-1a; Buerger's: Thrombangitis obliterans WiniwarterBuerger; i. m.: intramuskular; i. v.: intravends; i. a.: intra-

arteriell; TcPO2: transkutaner Sauerstoffpartialdruck

genetischen Zytokinen konnten auch mithilfe von Zellen,
insbesondere mit endothelialen Vorlduferzellen, positive Er-
gebnisse in [schimiemodellen im Tierversuch erzielt werden
(als exzellente Reviews iiber priklinische Angiogenese und
Vaskulogenese konnen die Arbeiten von Losordo und
Dimmeler empfohlen werden) [3, 4].

Therapeutische Angiogenese: Klinische
Studien bei PAVK

Aufgrund der positiven Daten in den tierexperimentiellen
Untersuchungen wurde das Therapiekonzept der therapeuti-
schen Angiogenese auch bei Patienten mit schwerer PAVK

10 7 GEFASSMED 2011; 8(2)

und koronarer Herzkrankheit angewandt. Wihrend die ersten
Phase-1-Studien mit angiogenetischen Faktoren zur Behand-
lung der PAVK sehr Erfolg versprechend waren, zeigten Pha-
se-1I-Studien bei Patienten mit Claudicatio intermittens nicht
die erhoffte Wirkung (siehe Zusammenfassung der Studien
mit angiogenetischen Faktoren bei Patienten mit PAVK in
Tabelle 1). Offensichtlich sprechen vor allem Patienten mit
kritischer Extremitétenischdmie auf die Behandlung an, wo-
bei gentherapeutische Vektoren einen Vorteil zu haben schei-
nen.

Es liegen nun mehrere placebokontrollierte Studien vor, bei
denen angiogenetische Faktoren als Gentherapie bei Patienten



Tabelle 2: Therapeutische Angiogenese — groRere placebokontrollierte, doppelblinde Studien bei kritischer Extremitatenischamie.

Studie Faktor

Patienten (n)

Effekt

Groningen; Kusumanto et al. [21]  VEGF165 Plasmid i. m.

54 Besserung Ulzera und Kndchel-/Arm-Index

TALISMAN; Nikol et al. [22] FGF-1 Plasmid i. m.

112 Reduktion der Amputationshéufigkeit

HGF-STAT: Powell et al. [23] HGF Plasmid i. m.

106 Besserung des transkutanen Sauerstoffpartialdrucks

TAMARIS-Phase-3; AHA 2010 FGF1 Plasmid i. m.

525

Kein Unterschied im priméaren Endpunkt (Major-Ampu-
tation oder Tod)

HGF: hepatocyte growth factor; i. m. intramuskular

mit kritischer Extremititenischimie einen Benefit zeigten
(Tab. 2). So konnte insbesondere in der TALISMAN-Studie
eine Reduktion der Amputationshiufigkeit nachgewiesen
werden. Beziiglich potenzieller Nebenwirkungen ergaben die
durchgefiihrten Studien bisher keinen Hinweis auf verstérkte
Inzidenz an Tumorerkrankungen oder an proliferativer
Retinopathie [24].

Als Folgestudie der TALISMAN-Studie wurden am Meeting
der American Heart Association 2010 die Ergebnisse der
Phase-III-Studie TAMARIS prisentiert. Das Studienproto-
koll war wie bei der TALISMAN-Studie konzipiert (FGF-1-
Plasmid-Gentherapie bei Patienten mit kritischer Extremita-
tenischiamie), nur wurde bei der TAMARIS-Studie an iiber
500 Patienten der kombinierte primédre Endpunkt Major-
Amputation tiber dem Knochel oder Tod untersucht. Leider
brachte diese Studie kein positives Ergebnis, der primire End-
punkt war in beiden Gruppen nicht signifikant unterschied-
lich. In der Zusammenfassung wurde als Interpretation des
Unterschieds zwischen Phase-II- und Phase-III-Studie ein
Typ-I-Fehler in der TALISMAN-Studie angenommen (Un-
terschiede in der Amputationshdufigkeit beruhten auf Zufall).
Die Gentherapie mit FGF-1-Plasmid scheint also in der Be-
handlung der kritischen Extremitétenischdmie nicht wirksam
zu sein. In der abschliefenden Analyse muss man jedoch
sicherlich noch die Publikation der Daten der TAMARIS-Stu-
die abwarten.

Stammzelltherapie bei PAVK

Es gibt auch bereits Untersuchungen beziiglich Stammzell-
therapie bei Patienten mit PAVK. Dabei wurden mono-
nukledre Zellen aus dem Knochenmark (BM-MNC), durch
,Granulozyten-colony stimulating factor (G-CSF) mobili-
sierte periphere Stammzellen (PBSC), mononukleidre Zellen
aus dem peripheren Blut (PB-MNC) oder nur G-CSF bzw.
GM-CSF (,,Granulozyten/Makrophage-colony stimulating
factor*) zur Stammzellmobilisierung verabreicht. Diese Stu-
dien sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Beziiglich Sicherheit
scheint auch diese Therapie eine giinstige Risiko-/Nutzen-
abwigung zu haben [43]. Insgesamt ist zu sagen, dass die
meisten dieser Studien Erfolg versprechend waren, dass je-
doch auch in diesem Bereich randomisierte, kontrollierte Stu-
dien notwendig sind, um zu zeigen, ob auch die ,,therapeuti-
sche Vaskulogenese‘ einen Stellenwert in der Behandlung der
PAVK hat. Eine erste solche Studie wurde mit der PROVASA-
Studie vor Kurzem publiziert [42]. Patienten mit kritischer

Extremititenischdmie wurden in 2 Gruppen randomisiert:
Eine Gruppe erhielt intraarteriell mononukleédre Zellen aus
dem Knochenmark, die andere Gruppe Placebo. Nach 3 Mo-
naten erhielten in einer Open-label-Phase aus ethischen Griin-
den beide Gruppen Knochenmarkszellen. Obwohl der pri-
mire Endpunkt (Verbesserung des Knochel-/Arm-Index)
zwischen den Gruppen nicht unterschiedlich war, zeigte sich
doch in den sekundiren Endpunkten Wundheilung und
Schmerzempfinden in dieser doppelblinden Studie eine signi-
fikante Besserung durch die Knochenmarks-Stammzellen.

Ausblick

In Zukunft wird mit zunehmender Lebenserwartung und
Zunahme von Erkrankungen wie Diabetes mellitus auch die
Hiufigkeit von kardiovaskulidren Erkrankungen wie der PAVK
ansteigen. Insbesondere fiir Patienten mit chronisch kritischer
Extremititenischidmie, die keine Moglichkeit fiir eine Revas-
kularisation mehr haben, sind neue Therapien dringend not-
wendig. Therapeutische Angiogenese durch Plasmid-Gen-
therapie mit GefdBwachstumsfaktoren wie FGF-1 scheint nun
jedoch nach den negativen Ergebnissen der TAMARIS-Stu-
die keine Option zur Behandlung dieser Patienten zu sein.
Diese negative Studie (wobei sicherlich zur weiteren Diskus-
sion noch die Publikation abgewartet werden muss) wie auch
die negativen Phase-III-Studien AGENT-3 und AGENT-4 bei
Patienten mit koronarer Herzkrankheit [44] werfen sicherlich
wichtige Fragen iiber therapeutische Angiogenese und Gen-
therapie auf. Warum ist es zu einer Besserung von ischidmi-
schen Erkrankungen im Tiermodell gekommen, wéhrend die-
selben Erkrankungen beim Menschen nicht angesprochen
haben? Eine mogliche Erkldarung konnte sein, dass oft pri-
klinische Untersuchungen an jungen, ansonsten gesunden
Tieren durchgefiihrt wurden, wihrend die typischen Patienten
mit Gefidlerkrankungen oft &lter sind und eine Reihe von
Komorbidititen aufweisen. Zusitzlich ist die Transfektions-
effizienz von Gentherapievektoren, auch von Adenoviren,
beim Menschen niedriger als im Tiermodell. Ein weiteres
Problem ist, dass die Expression des applizierten Gens oft
nicht exakt quantifiziert werden kann und dadurch eine ge-
naue Dosierung nicht moglich ist. Auch die Selektion des
Gentherapie-Vektors ist ein Diskussionspunkt. Adenoviren
rufen iiblicherweise als Nebenwirkung einen Immunresponse
hervor (so dass Adenoviren nicht mehrfach appliziert werden
konnen), wihrend Plasmidvektoren eine geringe Nebenwir-
kungsrate haben, aber auch eine sehr geringe Transfektions-
effizienz aufweisen.
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Tabelle 3: Stammzelltherapie bei PAVK.

Zellen/Faktor Patienten (n) Effekt

Referenz

BM-MNC i. m. 69; CLI; Besserung ABI, TcPO2, Gehstrecke; Tateishi-Yuyama et al. 2002 [25]
inkl Kontrollgruppe vermehrte Kollateralenbildung

BM-MNC i. m. 7; CLI Besserung Vasodilatation, TcPO2, Gehstrecke, ABI Higashi et al. 2004 [26]

BM-MNC i. m. 8; CLI Besserung ABI, TcPO2; vermehrte Kollateralen- Saigawa et al. 2004 [27]

bildung

Ex-vivo cultured progenitor  7; CLI Bessserung ABI, TcPO2, Gehstrecke, Vasodilatation Lenk et al. 2005 [28]

cells, i. a.

BM-MNC i. m. 10; CLI Besserung Blutfluss, TcPO2, Schmerzen Nizankowski et al. 2005 [29]

PBSCi. m. 28; CLI, DM Besserung ABI, Ulzera, vermehrte Kollateralen- Huang et al. 2005 [30]

inkl. Kontrollgruppe

bildung; verminderte Amputationen

PB-MNC i. m. (nach G-CSF) 6; CLI

Besserung Gehstrecke, Ulzera, teilweise ABI

Ishida et al. 2005 [31]

GM-CSF s. c. 36; Claudicatio Keine Besserung ABI, Gehstrecke Van Royen et al. 2005 [32]
inkl. Kontrollgruppe
PBSCi. m. 92; CLI Amputationshaufigkeit reduziert (bes. Pat. ohne  Kawamura et al. 2006 [33]
DM oder Hamodialyse)
PB-MNC i. m. 29; CLI Besserung Gehstrecke, Schmerzen, Ulzera Tateno et al. 2006 [34]
G-CSF s. c. 39; CLI; Besserung ABI, TcPO2, Symptome Arai et al. 2006 [35]

inkl Kontrollgruppe

Tibiafensterung
nach G-CSF s. c.

27; Buerger's

Klinische Besserung (Grof3teil 2 Fontaine-Stadien); Kim et al. 2006 [36]
Besserung Ulzera; Kollateralenbildung

BM-MNC i. m. 7; Buerger's Besserung Ulzera, Schmerzen, Durchblutung Koshikawa et al. 2006 [37]
(obere Extremitat)
BM-MNC i. m. 8; Buerger's Besserung Ulzera, Schmerzen; 1 Todesfall, Miyamoto et al. 2006 [38]
1 AV-Shunt, 2 klinische Verschlechterungen
BM-MNC i. m. 28; Buerger's Besserung ABI, Gehstrecke, Ulkusheilung, Durdu et al. 2006 [39]
Schmerzen; vermehrte Kollateralbildung
BM-MNC i. m. 7, CLI, Besserung TcPO2 und Beschwerden bei Kajiguchi et al. 2007 [40]
3 Buerger'’s Buerger's-Patienten
BM-MNC i. m. vs. 150; CLI PBSC bei ABI, Ruheschmerz besser als BM-MNC Huang et al. 2007 [41]
PBSC i. m.
BM-MNC i. a. vs. Placebo 40; CLI; ABI nicht besser; Besserung Schmerzen, Walter et al. 2011 [42]
Mon. 3; Monat 6 open label Buerger’s Ulkusheilung

BM-MNC

Buerger's: Thrombangitis obliterans WiniwarterBuerger; DM: Diabetes mellitus; TcPO2: transkutaner Sauerstoffpartialdruck; BM-MNC (bone
marrow mononuclear cells): mononukleare Zellen aus dem Knochenmark; PBSC (peripheral blood stem cells): Stammzellen aus peripherem
Blut; G-CSF: Granulozyten-colony stimulating factor; GM-CSF: Granulozyten/Makrophage-colony stimulating factor; PB-MNC (peripheral

blood mononuclear cells): mononukleare Zellen aus peripherem Blut

In préklinischen und frithen klinischen Studien sollten wohl
beziiglich der Transgen-Expression in Zukunft ausfiihrlichere
Untersuchungen durchgefiihrt werden. Es stellt sich auch die
Frage nach Dosis und Dauer der Therapie — moglicherweise
ist die Expression eines angiogentischen Faktors fiir Tage
oder auch Wochen zu wenig fiir die Behandlung einer Erkran-
kung, die sich iiber viele Jahre oder gar Jahrzehnte entwickel-
te. Einen weiteren Punkt stellt die Patientenselektion dar:
Ublicherweise wurden immer Patienten ohne weitere Be-
handlungsoption in diese Studien eingeschlossen, im Fall der
PAVK also Patienten mit ausgeprégten ischimischen Ulzera
(Rutherford-Stadium-6). Vielleicht wiirden eher Patienten
mit Rutherford-Stadium-5 oder Patienten mit zusitzlicher
Revaskularisation profitieren. Jedenfalls sollte das Rutherford-
Stadium in die Charakterisierung der Patienten vor der Ran-
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domisierung einflieBen, sodass zwischen den Behandlungs-
gruppen diesbeziiglich kein Unterschied besteht.

Schlussendlich konnten auch andere therapeutische Optionen,
wie Zelltherapie oder kombinierte Therapieverfahren (Genthe-
rapie mit angiogenetischen Zytokinen verbunden mit Zellthera-
pie), bei dieser Erkrankung eine Verbesserung erreichen. Die
TAMARIS- und die AGENT-3/4-Studien haben jedenfalls ge-
zeigt, dass groBe randomisierte, placebokontrollierte Studien
notig sind, um definitiv eine klinische Wirksamkeit zu beweisen.

Interessenkonflikt

Vortragshonorare (Merck, Sanofi-Aventis), Beratungshono-
rare (Bayer)
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