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Therapeutic angiogenesis for critical limb ischemia
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Abstract

The use of angiogenic factors to effect therapeutic angiogenesis may be an attractive treatment modality for
a substantial number of patients who have diffuse peripheral artery disease and who are not candidates for
traditional revascularization procedures. Delivery of angiogenic factors as a protein or gene encoding for the
respective protein product has been shown to induce angiogenesis in numerous animal models, and the
expression of a functioning product has been demonstrated. Various early clinical trials of therapeutic angio-
genesis have shown reduction in critical limb ischaemia (CLI) symptoms and increases in exercise time,
as well as objective evidence of improved perfusion, and angiographic appearance following such angiogenic
treatments. Initial phase | and Il clinical trial results are encouraging and reflect the potential success of
therapeutic angiogenesis as a clinical modality for the treatment of CLI. This review discusses the role of the
most well-known growth factors under examination in therapeutic angiogenesis, along with the problems and
considerations of this approach as a treatment strategy.
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Streszczenie

Zastosowanie czynnikéw proangiogennych w celu wywotania efektu leczniczego u chorych z krytycznym
niedokrwieniem koriczyn dolnych (CLI) moze stac sie obiecujgcym sposobem leczenia, zwiaszcza oséb nie-
kwalifikujgcych sie do leczenia chirurgicznego czy wewngtrznaczyniowego. W bezposrednim zastosowaniu
substangji stymulujgcych angiogeneze lub gendw kodujgcych te substancje na modelach zwierzecych wyka-
zano skutecznos¢ takiego postepowania. W licznych doniesieniach z pierwszych préb klinicznego zastosowa-
nia substancji stymulujgcych angiogeneze wskazuje sie na zmniejszenie dolegliwosci wigzqcych sie z CLI,
w tym wydiuzenie dystansu chromania. Wyniki te zobiektywizowano poprzez badania przepfywowe i obrazo-
we. Wstepna ocena wynikéw badan klinicznych | i Il fazy daje podstawy do pozytywnej oceny proponowanego
leczenia u osob wylgczonych z innych sposobdw terpaii CLI. W niniejszej pracy przedstawiono najczesciej
stosowane w badaniach doswiadczalnych i klinicznych czynniki wzrostu stymulujgce angiogeneze pod kgtem
ich praktycznego wykorzystania Klinicznego.
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Introduction

Atherosclerosis is a systemic or focal, chronic inflam-
matory, fibroproliferative, angiogenic, prothrombotic
multifactorial disease of the arterial intima caused by the
retention of modified low-density lipoproteins and ha-
emodynamic stress. There is no question that athero-
sclerosis is a systemic dysfunctional endothelial disease.
This process takes decades to develop and is sympto-
matically silent for much of this time [1]. As the intima
thicken, there is a relative ischaemia of the vessel wall.
This ischaemia of the vessel wall is a potent inducer of
angiogenesis. The chronic inflammation that runs con-
currently only serves to magnify this angiogenesis to the
point that it appears to be uncontrolled as if it were
a malignancy. The retention of modified low-density li-
poproteins in collagen-rich extracellular matrix (ECM)
milieu is felt to be a key pathogenic event, and possibly
an absolute requirement for lesion development and
progression. As the endothelial cells migrate to the site
of injury they face a gradient of ECM degradation pro-
ducts due to metalloproteinase (MMP) activity-these
products are angiogenic [2]. The migratory cells produ-
ce active MMPs [2] that promotes endothelial cell spro-
uting. The balance between MMP and tissue inhibitor of
metalloproteinases (TIMP) is critical in vessel growth or
its inhibition (apoptosis). For example, the role of diffe-
rent TIMPs e.g. TIMP-3 in vascular cell apoptosis has
been demonstrated [3]. Studies of ischaemia have shown
that endothelial cell proliferative activity is virtually ab-
sent in normal arteries; even a relatively low level of
proliferation in response to arterial occlusion or admi-
nistration of growth factors may therefore represent
a considerable enhancement of such activity [4]. In ad-
dition, studies have shown that smooth muscle cells are
needed to form a media of developing blood vessels,
and that proliferative activity for endothelial as well as
smooth muscle cells is highest in the smallest collateral
vessels, the so-called midzone collateral segments. After
extensive investigation in preclinical studies and recent
clinical trials, gene therapy has been established as a po-
tential method to induce therapeutic angiogenesis in
ischaemic limb disease. Advancements in viral and non-
viral vector technology including cell-based gene trans-
fer will continue to improve transgene transmission and
expression efficiency. Gene therapy to stimulate the
growth of new blood vessels is proving to be an effecti-
ve way of bypassing occluded arteries and re-establi-
shing blood flow to ischaemic tissues. It could eventual-
ly replace surgical revascularization and angioplasty,
which are not only more invasive but also plagued with
restenosis - problems limiting long-term management
of peripheral vascular disease [5]. In either case, re-esta-

Wstep

Miazdzyce, ktéra jest miejscowa lub uogélniong cho-
robg btony wewnetrznej naczyn, postrzega sie jako prze-
wilekta chorobe zapalna, wytwoércza, naczyniopochodna,
predysponujaca do powstania zakrzepdw, o ztozonym
podiozu, prowadzaca do zwiekszonego odktadania sie
lipoprotein (frakcji LDL) w $cianie naczynia, a w rezul-
tacie do zaburzen hemodynamicznych. Obecnie wiado-
mo, Ze miazdzyca jest swoistg ogdlnoustrojowa niewy-
dolnoscia endotelium. Powstawanie zmian miazdzyco-
wych jest procesem przewlekltym i przez wigkszos¢
choroby niemym klinicznie [1]. Nastepstwem pogrubie-
nia wewnetrznej btony naczynia jest niedokrwienie $cia-
ny tetnicy rozumiane jako czynnik stymulujacy angioge-
neze. Przewlekly stan zapalny towarzyszacy CLI pote-
guje nasilanie zmian angiogennych w $cianie naczynia.
W pewnym momencie proces ten jest juz niekontrolo-
wany, analogicznie do nowotworzenia. Odktadanie sie
zmodyfikowanych LDL w bogatej w kolagen macierzy
pozakomoérkowej (ECM) uznaje sie za kluczowy mo-
ment i warunek konieczny zapoczatkowujacy powsta-
wanie i nasilanie si¢ zmian o charakterze miazdzyco-
wym. Komoérki endotelium przemieszczajace sie
ze $wiatfa naczynia do ECM natrafiaja na gradient sub-
stancji modyfikujacych architektonike srodowiska ze-
whnatrzkomorkowego [2], tzn. metaloproteinaz (MMP).
Komérki migrujace wytwarzaja czynne MMP [2], ktére
umozliwiajg paczkowanie naczyn. Réwnowaga miedzy
aktywnoscia metaloproteinaz i ich antagonistami (TIMP)
jest najistotniejsza w procesie powstawania nowych
naczyn lub apoptozy (programowana $mier¢ komaorki)
komérek endotelium. Dziatanie réznych typéw TIMP,
np. TIMP-3 w apoptozie wedrujacych komoérek endo-
telium, wykazali Baker i wsp. [3]. W badaniach nad
miazdzycowym niedokrwieniem koriczyn dowiedziono,
ze aktywnos¢ proliferacyjna komoérek naczyn jest prak-
tycznie zerowa. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze ten po-
ziom aktywnosci komérek wystarczy, aby doprowadzic¢
do zamkniecia $wiatfa naczynia lub wytworzenia nowej
sieci naczyniowej [4]. Do powstania prawidtowych na-
czyn konieczny jest takze rozplem komoérek miesni gtad-
kich naczyn i oba te procesy muszg przebiega¢ réwno-
legle. Zaobserwowano, ze taka aktywnos¢ najlepiej uzy-
ska¢ w kolateralach najmniejszych naczyn nazywanych
segmentem posrednim. W licznych badaniach do$wiad-
czalnych na zwierzetach oraz w ostatnio przeprowa-
dzanych prébach klinicznych dowiedziono skuteczno-
$ci terapii genowej w leczeniu chorych z krytycznym
niedokrwieniem koriczyn dolnych. Postepy w techno-
logii wytwarzania wirusowych i niewirusowych wekto-
réw umozliwiajacych transmisje genéw skutkuja obec-
nie wystarczajaca wydajnoscia terapii genowej, rowniez
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blishing blood flow to ischaemic tissues is intended to
provide a biologic bypass around occluded arteries. This
strategy, known as therapeutic angiogenesis, promises
new options for patients who may not be optimal candi-
dates for surgical revascularization or angioplasty [6-8].

The 10-point process of angiogenesis is distinguished

by: | — endothelial cell activation and proliferation;
2 — local vasodilation; 3 — increased vascular perme-
ability; 4 — accumulation of extravascular fibrin;

5 — proteolytic degradation of the basement membra-
ne; 6 — thin cytoplasmatic processes are extended from
the endothelial cells; 7 — endothelial cells elongate and
align with one another to form a capillary sprout;
8 — Interaction with the extracellular matrix (ECM);
9 — endothelial cell division proximal to the migrating
tip; 10 — reconstruction of the basement membrane.
Each of these steps can be a potential target for proan-
giogenic treatment [5].

A series of investigations established the feasibility
of using recombinant growth factors to induce neova-
scularization in animal models of peripheral ischaemia
[9, 10]. The growth factors first used for this purpose
were members of the FGF and VEGF family. Others
factors under examination have been HGF and quite
new PR-39 or HIF la. From the other hand the ability
of bone marrow cells has been tested too.

The role of cytokines

At least three mechanisms could explain the endo-
thelium-dependent responses-a VEGF-induced increase
in perfusion pressure helped to repair dysfunctional en-
dothelium, VEGF directly repaired damaged endothe-
lial cells, or newly formed blood vessels induced by VEGF
accounted for some of the improved endothelial func-
tion [11]. Since VEGF increases vascular permeability,
for example, extravasation of other angiogenic growth
factors from circulating blood might have activated smo-
oth muscle cell proliferation. Alternatively, endothelial
cells stimulated by VEGF might have secreted factors
that promote smooth muscle cell proliferation, such as
tissue-type plasminogen activators. Experiments in Isner
group’s laboratory have shown that VEGF induces up-
regulation of platelet-derived growth factor (PDGF),
which is also a mitogen for vascular smooth muscle cells
[1, 5, I'1]. Furthermore, a high-affinity VEGF receptor
on endothelial cells is expressed by smooth muscle cells,
which could be a mechanism by which VEGF recruits
smooth muscle cells to form media in developing blood
vessels. Although single-bolus administration of VEGF
stimulates formation of new collateral vessels in several
days, the circulating half-life of VEGF is less than three
minutes [12]. One possible explanation for the appa-

w odniesieniu do wspomnianego schorzenia. W ten spo-
séb udowodniono skutecznos¢ terapii genowej w przy-
wracaniu krazenia w uprzednio niedokrwionych tkan-
kach, stwarzajac mozliwos¢ rozwoju sieci naczyniowe;.
By¢ moze w przysztosci taki sposéb leczenia zastapi cat-
kowicie metody leczenia chirurgicznego lub wewnatrz-
naczyniowego, ktérych wady, takie jak np. restenozy,
sa powszechnie znane [5]. Wykorzystanie transferu ge-
néw dla czynnikéw wzrostu pozwoli na wytworzenie
biologicznych pomostéw naczyniowych (bioby-pass)
omijajacych niedrozne odcinki naczyn. Taki sposéb po-
stepowania obecnie zaleca si¢ w ograniczonej grupie pa-
cjentéw, u ktérych ryzyko postepowania klasycznego
jest zbyt duze lub spodziewany efekt leczenia chirur-
gicznego badz wewnatrznaczyniowego jest bardzo nie-
pewny [6-8].

Wyrézniono |0 etapéw angiogenezy: | — pobudze-
nie komorek endotelium i proliferacja; 2 — miejscowe
poszerzenie $wiatfa naczynia; 3 — zwigkszona przepusz-
czalno$¢ naczynia; 4 — zgromadzenie zewnatrznaczy-
niowe fibryny; 5 — proteolityczny rozktad btony pod-
stawnej; 6 — zapoczatkowanie proceséw wewnatrz-
plazmatycznych komérek endotelium; 7 — rozciaganie
i uktadanie sie komorek w formie ,,paczkéw” naczynio-
wych; 8 — oddziatywanie z macierza pozakomoérkowsa;
9 — dzielenie sie komérek endotelialnych w odcinku
odnaczyniowym; 10 — odtworzenie btony podstawne;j
[5]. Kazdy z wymienionych wymienionych etapéw an-
giogenezy moze by¢ punktem uchwytu dla terapii pro-
angiogenne;j.

W licznych badaniach na zwierzecym modelu nie-
dokrwienia obwodowego potwierdzono mozliwosci za-
stosowania rekombinowanych czynnikéw wzrostu do
wywotania neowaskularyzacji [9, 10]. Pierwszymi zasto-
sowanymi substancjami byty nalezace do rodziny FGF
i VEGF, a pozostatymi, ktérych zastosowanie w takim
uktadzie doswiadczenia spowodowato zamierzone efek-
ty — HGF i niedawno odkryte PR-39 (biatko-39) czy
czynniki wywotane niedotlenieniem (HIF). Na oddzielna
uwage zastuguja badania nad proangiogennymi mozli-
wosciami komorek szpiku.

Rola cytokin w angiogenezie

W naczyniowym czynniku wzrostu (VEGF) stwier-
dzono przynajmniej 3 mechanizmy dziafania; podnosi on
ci$nienie perfuzji tkanek niedokrwionych, korzystnie
wplywajac na naprawe uszkodzonego endotelium, bez-
posrednio dziata na komérki endotelialne, stymulujac je
do szybszej naprawy lub bezposrednio stymulacje ko-
mérki endotelium do proliferacji, a tym samym — do
rozwoju sieci nowych naczyn [ |]. Ponadto nalezy za-
znaczy¢ stymulujacy wptyw VEGF na proliferacje ko-
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rent disparity is that, as a heparin-binding protein, VEGF
is rapidly cleared from the circulation, binding avidly
to endothelial heparin sulphate proteoglycans. An au-
tocrine loop activated by hypoxia might also serve to
amplify and thereby protract the response of endo-
thelial cells stimulated by administration of VEGF [13].
Moreover, VEGF also inhibits endothelial cell apopto-
sis (programmed cell death). This effect of VEGF, in
conjunction with its mitogenic effect, might be expec-
ted to increase the total number of endothelial cells
that survive. Therapeutic angiogenesis appears to pro-
mote recovery of endothelium-dependent flow. In
a rabbit model of limb ischaemia, endothelium-depen-
dent and -independent flows were essentially resto-
red 30 days after administration of VEGF. The group
of Isner showed that doses of 500 to 1000 pg of VEGF
produced a statistically significant augmentation of an-
giographically visible collateral vessels and histological-
ly identifiable capillaries, and that the haemodynamics
of the ischaemic limb improved (measured as calf blo-
od-pressure ratio) in VEGF-treated as compared with
control animals [1, 5, I'l].

Comparable results were obtained in another se-
ries of experiments in the same model. Recombinant
VEGF was administered by intramuscular injection
once daily for 10 days. Thereafter, blood flow at rest,
as well as maximum flow velocity and maximum flow
provoked by papaverine, were all significantly eleva-
ted [13-15].

Studies in animal models using fibroblast growth fac-
tor (FGF) have shown that administration of angiogenic
cytokines produces neovascularisation in the region of
ischaemia [5-8]. This cytokine belongs to a family of
nine factors. The most important one in ischaemic tis-
sues is basic fibroblast growth factor (bFGF). It has mi-
togenic (increase mitosis) and angiogenic properties [9].
Research in animals has shown that FGF increases myo-
cardial perfusion and function in acute and chronic ischa-
emia. This was demonstrated by an increase in capillary
networks [18]. Several studies have been done with
bFGF. When patients with peripheral vascular disease
were treated with recombinant FGF, circulating FGF
levels were evident, yet angiogenesis was limited to the
ischaemic extremities [5, 18]. It has been suggested that
increased vascular permeability is a prerequisite for an-
giogenesis, yet other angiogenic growth factors such as
FGF are not associated with such permeability. This stu-
dy demonstrates for the first time that FGF-4 induces
vascular permeability, therapeutic angiogenesis, and ar-
teriogenesis comparable to that of VEGF and could be
useful for the treatment of peripheral vascular disease.
Fibroblast growth factors (FGFs) are now being tested

mérek miesni gtadkich naczyn w odpowiedzi na obec-
nos¢ tej substancji w srodowisku zewnatrznaczyniowym.
Czynnik VEGF moze sie tam znalez¢ w wyniku przeni-
kania przez $ciane kapilar lub jako substancja wydzielo-
na in situ przez paczkujace komorki endotelium. W do-
$wiadczeniach przeprowadzonych w laboratorium
kierowanym przez Isnera wykazano dodatnio stymulu-
jacy wptyw VEGF na ptytkopochodny czynnik wzrostu
(PDGF), ktoéry jest uznanym mitogenem dla komoérek
miesni gtadkich naczyn [1, 5, | I]. Ponadto obecnos¢ licz-
nych receptoréw dla VEGF na komdrkach migsni gtad-
kich moze ttumaczy¢ sposéb ich komunikowania sie
z komérkami endotelium i ich rekrutacji do budowania
pefnowartosciowej $ciany nowego naczynia. Interesu-
jacy jest fakt, ze nawet jednorazowe podanie VEGF
w bolusie stymuluje tworzenie nowych naczyn, nawet
przez wiele dni. Tym bardziej, Zze potowiczy czas ak-
tywnosci biologicznej VEGF wynosi mniej niz 3 min [12].
Jedynym nasuwajacym sie wyttumaczeniem takiego sta-
nu rzeczy jest szybkie wychwytywanie VEGF z krazenia
przez komérki endotelium i wigzania go przez siarczan
heparanu [13]. Aktywowana w warunkach niedotlenie-
nia endokrynna petla stuzy jako wzmocnienie sygnatu
otrzymywanego ze strony VEGF. Poza tym VEGF ha-
muije proces apoptozy komérek endotelialnych [13]. Ten
mechanizm dziatania w potaczeniu z mitogennym wpty-
wem na komorki srodbtonka naczyn skutkuje zwiek-
szeniem ogdlnej liczby komoérek endotelium. W do-
$wiadczeniu na modelu niedokrwienia konczyny
u krolika bezposredni i wtérny efekt dziatania VEGF po
30 dniach od podania spowodowat istotna poprawe
w ukrwieniu niedokrwionej konczyny. W badaniach
przeprowadzonych przez Isnera i wsp. wykazano, ze
dawki VEGF 500-1000 pg powodowaly wzrost prze-
plywu istotnie statystyczny w poréwnaniu z grupa kon-
trolna, ktéry potwierdzono w badaniach przeptywo-
wych, obrazowych i histologicznych [, 5, | 1]. Poréw-
nywalne wyniki otrzymano w innych obserwacjach, kté-
rych podstawa byt ten sam model zwierzecy. Rekombi-
nowany VEGF podawano w iniekcji domiesniowej raz
dziennie przez 10 dni. Nastepnie mierzono przeptyw
krwi w spoczynku oraz po stymulacji papaweryna.
W obu przypadkach zaobserwowano istotny statystycz-
nie wzrost przeptywu [13-15].

W doswiadczeniach przeprowadzonych na mode-
lach zwierzecych z wykorzystaniem czynnika wzrostu
fibroblastéw (FGF) dowiedziono skutecznosci tej cyto-
kiny w leczeniu proangiogennym w obszarach niedo-
krwienia [5, 16—18]. Czynnik FGF nalezy do rodziny
9 czynnikéw wzrostu, wsréd ktorych najwazniejszy jest
zasadowy FGF (bFGF). Posiada on wiasciwosci mito-
genne (tzn. zwieksza liczbe mitoz) i angiogenne. W ba-
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in patients with PAD. Because of their very short half-
-life, the use of recombinant angiogenic growth factor is
difficult. High dosage or repeated protein administra-
tion may lead to hypotension, proteinuria or even athe-
rosclerotic plaque instability. Gene transfer holds pro-
mise for the angiogenic treatment of ischaemic diseases
by providing a sustained but low synthesis of the growth
factor restricted at the site of administration [9, 18, 19].

Gene transfer of a hepatocyte growth factor (HGF)
plasmid in a rabbit model of hind limb ischaemia produ-
ced increased angiographic score and capillary density
in animals transfected using ultrasound with microbub-
ble echocontrast. HGF also has emerged as a potential
agent in therapeutic angiogenesis [7, 9, | |, 20]. Inarab-
bit ischaemic hind limb model, intramuscular injection
of human HGF plasmid resulted in enhanced collateral
development by angiography and increased blood flow
and blood pressure in the ischaemic limb [9, 21]. Intra-
muscular injection of angiogenic plasmid has been shown
to stimulate collateral formation in patients with PAD.
Morishita and colleagues used HGF in pre-clinical stu-
dies as a potent angiogenic growth factor [10]. In their
work, collateral vessel formation was stimulated by HGF
gene therapy in various animal models, including diabe-
tes, atherosclerosis, and hyperlipidaemia. All of their
preclinical studies demonstrated that HGF was a po-
tent angiogenic factor. Based on their pre-clinical fin-
dings, Morishita and colleagues conducted a TREAT-
-HGF trial to stimulate collateral formation in 22 pa-
tients [10]. The objective of the HGF-STAT clinical trial
is to determine whether perfusion can be improved by
gene transfer with a plasmid DNA containing HGF in
the affected limb of patients with unreconstructable cri-
tical limb ischaemia (CLI). HGF is a viable option in the
treatment of patients with CLI.

Another potential factor that regulates angiogenesis
is the peptide PR-39. This peptide increases the cellular
levels of hypoxia inducible factor (HIF-1a) by inhibiting
its degradation [22]. PR39 has been shown to increase
the expression of VEGF, the VEGF receptors KDR and
FLT-I, and the FGF receptor. HIF-1a is a2 major trans-
cription factor which promotes ischaemia-driven angio-
genesis. However, little is known about the endogeno-
us angiogenic response and the role of HIF-1a in human
CLI [23, 24].

Bone marrow cells therapy
The stimulation of angiogenesis by gene or cell the-
rapy is a promising approach in critical leg ischaemia [5,
I'l, 21].The phase | and Il trials published to date de-
monstrate that pro-angiogenic growth-factors or cell
therapy by bone-marrow mononuclear cells can deve-

daniach przeprowadzonych na zwierzetach wykazano,
Ze substancja ta zwieksza przeptyw oraz poprawia czyn-
nos$¢ miesnia sercowego w ostrym i przewlektym nie-
dokrwieniu. Zaobserwowano wzrost liczby kapilar, tym
samym rozrost sieci naczyniowej [18]. U pacjentéw,
u ktérych zastosowano rekombinowany bFGF, odno-
towano zdecydowany wzrost stezenia krazacego bFGF,
natomiast proangiogenny skutek dziatania tej substanciji
byt ograniczony do strefy niedokrwienia w korczynach
dolnych [5, 18]. Cho¢ uwazano, ze FGF nie zwieksza
przepuszczalnosci naczyn, a jego aktywnos¢ nie wiaze
sie ze wzrostem przepuszczalnosci $ciany naczynia, wy-
kazano, iz FGF-4 jednak powoduije jej zwiekszenie. Efekt
dziatania FGF pod katem jego zdolnosci stymulowania
angio- i arteriogenezy jest poréwnywalny do obserwo-
wanego u chorych otrzymujacych VEGF. Stad sugestia,
Ze by¢ moze nalezy go powszechniej stosowa¢ klinicz-
nie. W ostatnich badaniach obszernie analizuje sie wta-
$ciwosci proangiogenne catej rodziny FGF u pacjentow
z krytycznym niedokrwieniem koriczyn dolnych.
Ze wzgledu na krotki potowiczy czas aktywnosci tej sub-
stancji pojawit sie problem z zastosowaniem rekombi-
nowanego proangiogennego czynnika wzrostu fibroblas-
tow. Stosowanie duzych dawek lub ich powtarzanie po-
wodowato u chorych hipotensje, proteinurie oraz
w pewnych przypadkach niestabilno$¢ blaszki miazdzy-
cowej. Dlatego terapia genowa — jako kolejny najbar-
dziej zaawansowany technologicznie sposéb ingerencji
w to $rodowisko — wydaje sie spetnia¢ wymogi ciagte-
go i kontrolowanego dawkowania wspomnianej cytoki-
ny w miejscu, w ktérym efekt dziatania tej substanciji
jest najbardziej pozadany [9, 18, 19].

W doswiadczeniach przeprowadzonych na krélikach
transfer genu dla hepatocytarnego czynnika wzrostu
w postaci plazmidu (HGF) spowodowat zamierzony
wzrost gestosci sieci naczyniowej w rejonach niedo-
krwienia konczyny. Wyniki te opracowano na podsta-
wie analizy badan obrazowych, pomiaru przeptywu oraz
oceny histologicznej. Tym samym kolejna substancja
moze sta¢ sie lekiem proangiogennym [7, 9, |1, 20].
Podobnie zachecajace wyniki obserwowano u pacjen-
tow z przewlektym niedokrwieniem kornczyn dolnych.
Chorzy ci otrzymywali plasmid HGF w iniekcjach do-
miesniowych [9, 21]. Analogiczne obserwacje prowa-
dzili Morishita i wsp. w badaniach przedklinicznych [10].
W swojej pracy analizowali potencjalne wiasciwosci pro-
angiogenne nie tylko u chorych z miazdzyca, ale réw-
niez obcigzonych cukrzyca i hiperlipidemia. W kazdej
z badanych grup odnotowano zadowalajace wyniki. Za-
checony wynikami swych badan Morishita wraz z ze-
spotem staneli na czele programu badawczego TREAT -
-HGF, przyjmujac za cel zbadanie w grupie 22 chorych
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lop new collateral vessels and increase blood flow [25].
Several questions are pending: can a single growth-fac-
tor allow persistent angiogenesis or are synergism of
factors required? Bone marrow contains stem cells that
have pro-angiogenic properties. Among the mononuc-
lear cells used in clinical trials it remains to be demon-
strated which type(s) of cell(s) are responsible for reva-
scularization, and which mechanisms are involved: is it
a paracrine mechanism that stimulates angiogenesis or
a vasculogenic process with incorporation of vascular
stem cells within the arterial wall [26]? Previous studies
have identified that normal adults have a smallamount
of circulating endothelial progenitor cells (EPC) in peri-
pheral blood. In response to cytokine stimulation, these
cells are mobilized from bone marrow and home to the
ischaemic tissue and contribute to new vessel forma-
tion. Accordingto these characteristics, EPC have been
investigated as an agent for therapeutic angiogenesis.
These studies have shown that administration of EPC to
animals with limb ischaemia can enhance neovasculari-
sation, salvage tissue, and improve limb function [5, 26].
Human clinical trials using autologous progenitor cells
also showed improved myocardial viability and blood
flow. However, there are several limitations in the the-
rapeutic application of EPC. First, the amount of availa-
ble EPC required for therapeutic angiogenesis is limi-
ted, so large amounts of peripheral blood are required.
Furthermore, the isolated circulating cell population that
contributes to postnatal neovascularisationis heteroge-
neous and displays variable morphological growth cha-
racteristics. Therefore, the genetic modification of EPC
might overcome some of these limitations by altering
the cell phenotype to promote the efficiency of cell-
-based therapeutic angiogenesis [5, 7, 8, 26].

Combination therapy and adverse
effects of angiogenic factors.

Vascular endothelium growth factor is specific for
the endothelial cells. Basic FGF acts on other cells inclu-
ding smooth muscle cells [12]. The association of these
effects may synergistically improve angiogenesis [6, 7,
8]. The therapeutic implications of this combination will
be determined by ongoing research. The main concern
with these factors is tumour growth. However there is
no evidence that this can happen. In the VIVA trial the
incidence of tumours was higher in the placebo arm [27].
Other side effects include interstitial oedema. This is
seen with VGEF because of the increase in permeabili-
ty. However, this is easily treated with diuretics. Hypo-
tension can be seen when high systemic doses of the
peptide are administrated [3, 15, 27]. The mechanism
is likely to cause the release of nitric oxide and vasodila-

z CLI skuteczno$¢ i specyficznosé¢ leczenia plasmidem
DNA kodujacym HGF [10]. Otrzymane wyniki zdecy-
dowanie pozwalaja wiaczy¢é HGF do substancji proan-
giogennych, postulujac wykorzystanie jej w leczeniu
chorych z krytycznym niedokrwieniem korczyn dolnych.

Kolejnym czynnikiem wptywajacym na proces an-
giogenezy jest peptyd PR-39. Molekuta ta dziata, pod-
noszac poziom wewnatrzkomoérkowy komoérkowego
czynnika aktywowanego niedotlenieniem (HIF-1a), spo-
walniajac jego rozkiad [22]. Wykazano réwniez, ze PR-39
odpowiada za zwiekszong ekspresje VEGF oraz recep-
toréw dla VEGF, tzn. KDRi FLT-1. Dodatkowo stwier-
dzono zwiekszong ekspresje receptordw dla FGF. Uwa-
zassig, ze czynnik transkrypcyjny HIF- | o istotnie stymu-
luje angiogeneze wywotana niedokrwieniem korczyn
dolnych. Jednak dotad niewiele wiadomo na temat jego
endogennych proangiogennych wtasciwosci i jego roli
u cztowieka [23, 24].

Leczenie komadrkami szpiku

Terapia genowa czy leczenie komérkami szpiku,
majace na celu stymulacje angiogenezy u chorych w CLI,
sa powszechnie uznawane [5, |11, 21]. Podobnie jak
w przypadku czynnikéw wzrostu w badaniach klinicz-
nych i1l fazy dowiedziono skutecznosci podawania ko-
mérek jednojadrzastych pochodzenia szpikowego. Row-
niez i w tym przypadku obserwowano rozwéj nowych
naczyn oraz wzrost przeptywu w strefie niedokrwienia
[25]. Nalezy odpowiedzie¢ na wiele pytan, ktére stale
towarzysza badaniom na tym etapie, tzn.: czy zastoso-
wanie pojedynczego czynnika wzrostu jest wystarcza-
jace, czy moze jednak lepszy efekt mozna osiagnaé, uzy-
wajac wiekszej liczby cytokin? Szpik zawiera komorki
pnia charakteryzujace sie wtasciwosciami proangiogen-
nymi. W badaniach klinicznych wykorzystywano wiele
rodzajow komoérek jednojadrzastych, starajac sie wy-
kaza¢ ich potencjalne mozliwosci stymulowania angio-
genezy. Jednak wymaga sie precyzyjniejszej oceny
w zakresie typu lub typéw komérek odpowiedzialnych
za rewaskularyzacje oraz doktadne okreslenie mecha-
nizmdw stymulacji angiogenezy. Czy mozna powiedzie¢,
ze mechanizm kierujacy angiogeneza ma charakter pa-
rakrynny, czy tez polega on na zasiedlaniu si¢ komoérek
szpikowych w $cianie tetnicy [26]? Wiadomo, ze u do-
rostych oséb wystepuje mata liczba krazacych prekur-
sorowych komérek srédbtonka (EPC). W odpowiedzi
na stymulacje cytokinami mozna zwigkszy¢ ich liczbe,
pobrac¢ ze szpiku, umiejscowi¢ w niedokrwionych tkan-
kach i zmusi¢ do tworzenia nowych naczyn. Przyjmujac
takie zatozenia, EPC uznano i badano jako oddzielne
czynniki proangiogenne. Wykazano, ze podawanie EPC
zwierzetom z CLI powodowato nasilenie neowaskula-
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tion. This is not seen with the naked DNA injection [I I].
Other side effects are less common and include ana-
emia, neointimal proliferation and renal toxicity (only
seen in monkeys treated with bFGF) [8].

Summary

The current therapeutic strategies, including bypass
surgery and percutaneous interventions, are only suc-
cessful in treating a subset of patients [8]. Therapeutic
angiogenesis is an investigational method that seeks to
favourably impact tissue perfusion in CLI [5, 7, 10]. An-
giogenesis provides a new treatment for patients with
no other revascularization options. Peripheral and my-
ocardial ischaemia have been the target of this novel
medical management. Present studies have documen-
ted an increase in collaterals with minimal side effects.
However, many issues need to be resolved including
the extent of improvement of symptoms. Future clini-
cal trials will help to answer these questions. The po-
tent physiological endogenous angiogenic response to
ischaemic stimuli is often suboptimal and therefore,
a better understanding of the basic mechanisms is es-
sential for their use in therapeutic angiogenesis.
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