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Streszczenie

W artykule przedstawiono skuteczne leczenie pacjenta z krytycznym niedokrwieniem kofczyny dolnej droga
stymulacji angiogenezy. Pacjentowi podano plazmid kodujacy naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu
(VEGF). Przed zabiegiem wystepowat bél w nocy, bél spoczynkowy i martwica palucha. W wyniku zastosowa-
nego leczenia obserwowano stopniowg poprawe stanu pacjenta. Kilka miesiecy po wszczepieniu plazmidu
rana po amputacji palucha zagoita sig, a dystans chromania zwigkszyt sie do okofo 1000 m. Jedynymi dziatania-
mi niepozadanymi byly wystapienie pajaczkéw naczyniowych i obrzeku konczyny, ktéry ustapit samoistnie.

Stowa kluczowe: terapia genowa, niedokrwienie obwodowe, naczyniowo-$rodbtonkowy czynnik wzrostu

Abstract

This study describes a really successful trial of angiogenic gene therapy in human beings. We treated
a patient with critical limb ischemia using plasmid encoding vascular-endothelial growth factor. The pa-
tient before the procedure had rest-pain, nocturnal-pain and necrosis of the left toe. After our therapy the
state of the patient systematically got better. A few months post gene transfer, the wound after amputa-
tion was healthy, the distance of claudication intermittent elongated and after treatment is about one
thousand meters. The only adverse events were spider angiomas and mild edema.

Key words: gene therapy, ischemic diseases, VEGF

Wstep Introduction

Angiogeneza jest wielostopniowym procesem odgry- Angiogenesis is a multistep process that plays a cru-
wajacym podstawowaq role w rozwoju naczyn zaréwno cial role in the development of vascular supply in normal
w zdrowych tkankach, jak i w przypadku niedokrwienia tissue and is also involved in many ischemic diseases
mies$nia sercowego, niedokrwienia obwodowego, wzro- such as heart disease, peripheral vascular disease, and

stu nowotworéw i przerzutéow nowotworowych [1-8]. tumor growth and metastasis [1-8]. So far, manipulation
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W ostatnich latach obiecujgca metoda leczenia niedokrwie-
nia stata sie stymulacja angiogenezy drogg terapii gene-
tycznej [3, 7, 9-13]. Obok wielu poznanych czynnikéw wzro-
stowych, naczyniowo-$rodbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF,
vascular-endothelial growth factor) prawdopodobnie jest
najsilniejszg cytoking proangiogenng [14, 15]. W licznych
doniesieniach i publikacjach potwierdzono jego gtéwna role
w procesach tworzenia naczyn [6]. Znana jest rola VEGF
jako silnego stymulatora proliferacji i migracji komaérek $rod-
btonka naczyniowego i tworzenia nowych naczyn [1, 2,
5-7]. Silna ekspresja genu dla VEGF w niedokrwionych tkan-
kach jest odpowiedzig majaca na celu poprawe perfuzji tkan-
kowej [10]. Pierwsze proby leczenia droga stymulacji an-
giogenezy doktadnie opisano w czasopismach medycz-
nych [11]. Leczenie drogg stymulacji angiogenezy jest obec-
nie metoda dajaca szanse pacjentom z zaawansowanym
niedokrwieniem [9-13]. Zgodnie z doniesieniami Isnera —
prekursora terapii genowej w niedokrwieniu — wszczepie-
nie plazmidu kodujacego VEGF bezposrednio w niedokrwio-
ne tkanki stymuluje tworzenie nowych naczyn, poprawia
ukrwienie tkankowe i stan kliniczny pacjenta.

W badaniu autoréw niniejszej pracy wykorzystano
ekspresje wektora kodujacego izoforme 165 VEGF. Skon-
struowany wektor sprawdzono in vitro na modelu zwie-
rzecym zgodnie z wcze$niejszymi opisami [16, 17]. Wczes-
niejsze badania dowiodty zaréwno bezpieczenstwa uzy-
cia plazmidu, jak réwniez wysokiej potencjalnej skutecz-
nosci w procesie tworzenia naczyn [16, 17]. Parametry
biochemiczne, takie jak stabilnos$¢ przygotowania plazmi-
du, czysto$é mikrobiologiczna, zanieczyszczenie endo-
toksynami, skrupulatnie kontrolowane [16].

Plazmid podano pacjentom z krytycznym niedokrwie-
niem konczyn dolnych. Spektakularne wyniki zastosowa-
nej terapii zachecity autoréw do przedstawienia metody
jako obiecujacej w leczeniu pacjentéw, ktérym obecnie
proponuje sie amputacje chorej konczyny.

Material i metody

Leczeniu droga stymulacji angiogenezy poddano 48-
-letniego pacjenta, palagcego papierosy przez kilkadziesigt
lat, bez cukrzycy. Powodem przyjecia do kliniki byto wy-
stepowanie silnego bélu spoczynkowego tydki oraz mar-
twica palucha. Pierwszym objawem byt bol wysitkowy
tydki, ktory pojawit sie w 1991 roku. Poczatkowo pacjen-
ta leczono pentoksyfiling (2 x 600 mg). W tym czasie
wypalat on okoto 30 papieroséw dziennie. Po 2 latach
pacjent dostrzegt skracajacy sie dystans chromania prze-
stankowego. Poczatkowo wynosit on okoto 1000 m, ale
szybko si¢ zmniejszat. W wykonanej 2-krotnie arteriografii
ukazano brak mozliwosci wykonania zabiegu rekonstruk-
cyjnego. W 1998 roku u pacjenta po raz pierwszy pojawit
sie bdl w nocy; poczatkowo okresowy, a pdzniej staty.
Na poczatku 1999 roku wykonano sympatektomie le-
dzwiowa. Trzy miesigce pdzniej pacjenta poddano tera-
pii prostaglandynami (prostawazyna) w postaci dozyl-
nych wlewdéw (60 mg/d.). Niestety, zastosowane lecze-
nie nie poprawito stanu klinicznego. W pazdzierniku 1999
roku pojawit sie bol spoczynkowy. W tym czasie pacjen-

of angiogenesis in vivo by gene therapy methods is an
example of successful treatment in the clinic [3, 7, 9-13].
Out of many angiogenic factors, vascular endothelial
growth factor (VEGF) seems to be the most powerful
proangiogenic cytokine [14, 15]. Its central role in angio-
genesis has been proven in numerous studies. It is well
documented that VEGF strongly stimulates proliferation
and migration of endothelial cells and induces new ves-
sels formation [1, 2, 5-7]. VEGF is regarded as the main
angiogenic gene useful in gene therapy applications [6].
The over-expression of VEGF in ischemic tissues is
caused by the improvement of blood supply and the clini-
cal state of patients [10]. The first angiogenic gene therapy
clinical trials with VEGF have been well documented [11].
It was reported in these studies that stimulation of an-
giogenesis by a gene preparation encoding VEGF is
a very efficient method of treating a vascular patient [9-
-13]. As revealed in Isner’s studies the injection of naked
DNA plasmid encoding VEGF directly into ischemic legs
stimulates new vessel formation, improves blood sup-
ply, as well as the clinical state of patients. In this study
we have constructed an expression vector encoding
vascular endothelial growth factor, isoform VEGF165
(VEGF165). The VEGF is driven by a cmv promoter and
the vector additionally has a strong murine Igk signal
sequence which permits efficient secretion of the pro-
tein of interest. The constructed pVEGF vector was suc-
cessfully tested in vitro and on animals, as reported pre-
viously [16, 17]. Previous studies have demonstrated its
safety and the unique ability to induce new vessel for-
mation [16, 17]. The biochemical parameters such as
chemical stability of the plasmid preparation, its micro-
biological purity and contamination with endotoxins were
also tested [16]. Finally the pharmaceutical preparation
of the pVEGF plasmid was used in the clinic. The plas-
mid was injected into a patient suffering from critical
lower limb ischemic disease. The promising clinical out-
comes allowed us to report the treated patient as an ex-
cellent example of effective angiogenic gene therapy
applications.

Material and methods

A 48-year old male, who was a heavy smoker and
non-diabetic, was referred to the hospital for cramping
of the left foot, pain, and gangrene of the left great toe.
The first symptom, pain after effort in the calf, appeared
in 1991. At the beginning, the patient was treated with
Pentoxiphilin (2 x 600 mg). At that time, he smoked about
30 cigarettes per day. After two years the patient noticed
symptoms of intermittent claudication. Initially, the dis-
tance was about 1000 m, but it decreased quickly. The
patient had an arteriography performed twice. This exa-
mination showed that surgical intervention was not pos-
sible at that time, and the patient was disqualified from a
surgical procedure. In 1998 the patient noticed nocturnal
pain for the first time which initially was periodical, but
than fixed. In the beginning of 1999 a chemical sympath-
ectomy was performed. After three months our patient
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Rycina 1. Arteriografia pokazujaca stabo rozwinieta siatke na-
czyniowa na udzie. Tetnica podkolanowa wypetnia
sie z krazenia obocznego

Figure 1. Arteriography showing poor vascularization of the
thigh. We can notice the trunk of the popliteal artery
which is being filled from collateral vessels

ta ponownie przyjeto do szpitala; wykonano arterioto-
mie i arteriografie (ryc. 1, 2). Niestety, w badaniu angio-
graficznym ponownie wykazano brak mozliwosci wyko-
nania rekonstrukcji naczyniowej. W tym czasie pacjent
przyjmowat juz morfing i miat zatozony cewnik zewna-
trzoponowy. Nie wyczuwato sie tetna w lewej konczy-
nie. Wskaznik kostka-ramie wynosit 0,3. Jedyng alterna-
tywa byta amputacja kohczyny. Postanowiono wszcze-
pi¢ plazmid kodujacy VEGF. Pacjent spetniat wymogi pro-
tokotu zatwierdzonego przez Komisje Bioetyczna.
W przeddzien planowanego zabiegu u pacjenta wykona-
no badanie doplerowskie znakowane kolorem z poda-
niem $rodka kontrastowego (Levovist Schering, Berlin,
Niemcy). W badaniu tym w wybranych obszarach stwier-
dzono pojedyncze (1-2), trudne do uwidocznienia, okoto
jednomilimetrowe naczynia (ryc. 3). Po podaniu $rodka
kontrastowego dostrzezono dodatkowe 2-3 mate naczy-
nia. Pobrano réwniez krew z kofczyny gérnej do oznacze-
nia stezenia VEGF w surowicy. Po zatozeniu cewnika do
tetnicy udowej wykonano kolejng arteriografie. Poprzez
cewnik podano 1 ml plazmidu kodujgcego VEGF 165 i prze-
ptukano sola fizjologiczna. Dodatkowo w 2 domiesniowych
iniekcjach podano plazmid 10 cm ponizej szpary kolana.
Jednoczes$nie wykonano amputacje martwego palucha;
W ranie po amputacji nie stwierdzono krwawienia.

Przygotowanie plazmidu
Szczegotowy opis przygotowania plazmidu przedsta-
wiono wczesniej [17]; w skrécie: fragment kodujacy VEGF

CBIGNIEW
]

ARTER I CAZSHIE

Rycina 2. Arteriografia okolicy podkolanowej. Niewidoczne
gtéwne pnie naczyniowe. Stabo rozwiniete krazenie
oboczne

Figure 2. Arteriography of the region below the knee. We can-
not see the main trunks of the arteries of the calf.
Collateral circulation is poorly developed

Rycina 3. Rana 5 miesiecy po amputacji palucha. Rana wygo-
ita sie catkowicie 9 miesiecy po amputacji

Figure 3. This photo shows the wound after toe amputation
five months after the procedure. The wound healed
completely nine months after gene transfer and am-
putation

was treated with Prostavasin (PGE1). He received
Prostavasin as intravenous drip infusion 60 mg in 0.9%
NaCl per day. Unfortunately this treatment did not result
in any improvement. In October 1999 the pain appeared
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165 przygotowano na bazie cDNA z ludzkich komérek uro-
telialnych (HCV-29/RAF) metoda polimerazy fancucho-
wej (PCR, polymerase chain reaction). Przygotowany
fragment wklejono do wektora ekspresyjnego pSEC (In-
vitrogen, Holandia) w miejsca Bam HI i EcoRI. Nastep-
nie uzyskany konstrukt genowy przeniesiono na Esche-
richia coli DH5«. Plazmid izolowano z EndoFree Plsa-
smid Giga Kit (QIAGEN, Niemcy). Obecnos¢ genu VEGF
w pSEC, jak réwniez jego czysto$¢ potwierdzono w spo-
séb tradycyjny.

Badanie VEGF w surowicy

Oznaczenie stezenia VEGF w surowicy pacjenta przed
wszczepieniem plazmidu i po nim wykonano metoda
ELISA (Amersham) zgodnie z zaleceniami producenta.

Wyniki

W ciggu pierwszych 3 dni obserwowano wzrost tem-
peratury ciafa do 39,2°C, tachykardie do 110 uderzen/min
oraz biegunke. Tachykardie leczono poprzez podanie di-
goksyny, werapamilu, a biegunke — nifuroksazydu. Po
5 dniach wykonano reamputacje palucha u jego podsta-
wy. Po 2 tygodniach zaobserwowano zmniejszenie nate-
zenia bolu. Stopniowo zmniejszano dawki lekéw prze-
ciwbolowych. Spostrzezono powstawanie pajgczkéw na-
czyniowych w obwodowej czesci konczyny (ryc. 4). Przez
okoto tydzien obserwowano niewielki obrzek kohczyny,
obwod w okolicy kostki wzrést z 23 do 24 cm — obrzek
nie wymagat leczenia. W dalszej kolejnosci obserwowa-
no gojenie rany. Dystans chromania wzrést do 400 m,
za$ 3 miesigce od rozpoczecia terapii nadal sie wydtuzat.
Cztery miesigce po amputacji palucha rana miata $redni-
ce 3 mm, a catkowicie sie wygoita po okoto 7 miesig-
cach (ryc. 5). Pacjent nie otrzymywat lekow przeciwbo-
lowych. Kontrole stezenia VEGF w surowicy wykonano

Rycina 4. Pajaczki naczyniowe 5 miesiecy od rozpoczecia terapii
Figure 4. The picture shows spider angiomas that were seen
five months after gene transfer

at rest. At that time the patient was referred to the hospi-
tal, and subjected to an operation: an arteriotomy with
arteriography, which showed a total occlusion of the cru-
ral arteries (Fig. 1, 2). At this time he was treated with
Morphine and he had extradural catheter placed. He had
no palpable pulses in the left limb. An ankle brachial in-
dex of the ischaemic limb was 0.3. The only procedure
that could be carried at this time was leg amputation at
the level of the thigh. At this time we decided to perform
an experimental procedure — gene therapy. The patient
was deemed suitable for arterial gene therapy according
to a protocol approved by the Ethical Committee. One
day before the plasmid injection, we performed a Dop-
pler ultrasonography. The value of this non-invasive tech-
nigue increased due to contrast agents used (in our case,
Levovist Schering, Berlin, Germany). Before therapy, an
examination without contrast of the chosen area of the
calf showed single (1-2), difficult to visualize and small
(1 mm) vessels (Fig. 3). After the infusion of Levouvist,
two to three additional smaller vessels and a larger ves-
sel of about 2 mm within the intramuscular septum were
visualized. We also took a blood sample to examine the
level of vascular endothelial growth factor. After cath-
eterization of the femoral artery, we repeated the arteri-
ography in the operating room and we confirmed the
lack of arteries. We gave 1 ml of the plasmid encoding
VEGF165 through the catheter and we flushed the cath-
eter with 0.9% NaCl. Afterwards we gave intramuscular
injections of plasmid doses in the left calf 10 cm below
knee. Simultaneously we performed distal phalangec-
tomy of left great toe. After the amputation there was no
wound bleeding.

Construction and preparation of pVEGF165 vector
Cloning of the pVEGF 165 expression vector has been
described previously [17]. Briefly, the fragment encod-
ing VEGF165 was amplified using a total cDNA from hu-
man urothelial cell line (HCV-29/RAF) and a standard PCR
method. The amplified fragment was inserted into a pSEC
expression vector (Invitrogen, Holland) and into BamHI
and EcoRl sites. The obtained construct was than trans-

SSN 4332

SIEMENS HASSA 10.33.58 26.01.00

LEVOVIST INF.20:32

Rycina 5. Badanie doplerowskie znakowane kolorem przed
przeniesieniem genu
Figure 5. Doppler ultrasonography before gene transfer
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Tabela l. Stezenie VEGF w surowicy chorych poddanych terapii

genowej
Table l. VEGF level in the patient’s serum during gene therapy
procedure
Dzien badania Stezenie VEGF [j./1]
Day of examination Level of VEGF [u/l]
0 112
7 769
14 118
30 97

SSN 4332
09.16.54 28.03.00
NI 0.7

SIEMENS HASSA

Y .5L480/7.2
Ext. Venous
20%

@408 RAS3
3.0cm 16fps

ZAKL.DIAGN. -OSRAZO¥ES .
08.47.52 10/09/02
. TIS 0.6

LEVOVIST .- =

SIERENS AASSA

(TI8 0.5)
7.5L40/7.2
Ext Venous
100%

18d8 RS3
5.0cm 6fps

PFS . 1MHz
PRF551Hz
F-Low

72d8 ]S4

PowPosn
5:42:51

Rycina 6. Badanie doplerowskie znakowane kolorem po prze-
niesieniu genu. A. dwa miesigce po zabiegu; B. dwa
lata po zabiegu

Figure 6. Doppler ultrasonography after gene transfer. A. two
months after procedure; B. two years after procedure

w 7., 14. i 30. dobie po wszczepieniu plazmidu. Wyniki
zawarto w tabeli I. Po 2 miesigcach powtérzono badanie
doplerowskie znakowane kolorem (ryc. 6). W badanym
obszarze przed podaniem $rodka kontrastowego stwier-
dzono 5 naczyn, ktorych obraz ulegt wzmocnieniu po
jego podaniu. Wskaznik kostka-ramie wzrést do 0,6.
Niestety, pacjent odmdwit wykonania kontrolnej arte-
riografii. Obserwacja pacjenta trwata przez 3 lata. Pa-
cjent nie zgtasza objawdéw chromania przestankowego,
arana jest catkowicie wygojona. Nie obserwowano zad-
nych istotnych powiktfan.

formed into Escherichia coli DHba strain growing on an
LB medium (Sigma, USA) containing ampicillin (100 ug/ml).
The plasmid was isolated using the EndoFree Plasmid
Giga Kit (QIAGEN, Germany). The presence of the VEGF
gene in the pSEC plasmid as well as the endotoxin pu-
rity of the preparation were confirmed by conventional
procedures like restriction digestion mapping, sequenc-
ing or an LAL test, respectively.

VEGF quantification

Measurements of the levels of the VEGF protein in
the patient’'s blood samples taken before and after the
gene therapy were performed using an ELISA kit for hu-
man patients VEGF (Amersham) according to the
manufacturer’s instructions.

Results

During the first three days we observed an increase in
the temperature of up to 39.2°C, tachycardia up to
110 per minute and diarrhoea. Tachycardia was treated with
Digoxin and Verapamile and diarrhoea with Nifuroxazide.
After five days we reamputated the great toe (a proximal
phalangectomy). After two weeks we noticed a decrease
in leg pain. Gradually, we were able to reduce the analge-
sic doses. Angiogenesis was apparent on inspection of the
distal portion of the ischaemic limb. Spider angiomas de-
veloped over the ankle and fore foot (Fig. 4). Transient pe-
ripheral edema was also observed in the ischaemic limb
about one week after the procedure. The ankle circumfer-
ence increased from 23 to 24 cm. The edema was untreated.
The wound after amputation began to heal. The distance
of intermittent claudication increased up to 400 meters af-
ter three months and was still increasing. After four months
the patient stopped taking the analgesic. Also after four
months the amputation wound was 3 mm in diameter, and
it healed entirely after about seven months (Fig. 5). To con-
trol the level of Vascular Endothelial Growth Factor we took
a blood sample seven days after the procedure, fourteen
days, and 30 days after plasmid implantation. The results
are shown in Table I. In two months we repeated the Dop-
pler ultrasonography (Fig. 6). The examined area without
the Levovist contrast showed more (ca 5) vessels, which
were enhanced well. During the infusion of several addi-
tional vessels (ca 10) were visualized. The ankle-brachial
index repeated at six months after the plasmid injection
was 0.6. Unfortunately the patient refused to consent to
check-up arteriography. We observed the patient for a to-
tal of three years. Until now we have not noticed any other
adverse events. At this time the patient has not reported
intermittent claudication and the wound after amputation
has completely healed. The patient has noticed no adverse
vision symptoms.

Discussion

After gene transfer in several animal models, in 1996
a clinical trial for therapeutic angiogenesis with peripheral
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Dyskusja

Po prébach na zwierzetach, pierwsze proby leczenia
drogg stymulacji angiogenezy oséb z krytycznym niedo-
krwieniem przeprowadzit prof. Isner w 1996 roku [12].
Opisywany przypadek dotyczyt 70-letniej kobiety bez cu-
krzycy z bolem nocnym i martwicg palucha. Wskaznik
kostka—ramie wynosit 0,26 [12]. Jako wynik leczenia auto-
rzy podali wzrost przeptywu o 82%. Nastepne badania tych
autoréw dotyczyty 9 pacjentéw. Srednia wartos¢ wskaz-
nika kostka-ramie wynosita 0,33, a po leczeniu — 0,48.
Jedynymi obserwowanymi powiktaniami byty pajaczki
naczyniowe i przejsciowy obrzek chorej kohczyny. Taka
sama sytuacja miafa miejsce u leczonego pacjenta pre-
zentowanego w niniejszej pracy. Wskaznik kostka—ramie
powiekszyt sie 2-krotnie. W badaniu doplerowskim zna-
kowanym kolorem potwierdzono powstawanie naczyn
krazenia obocznego. Obecnie pacjent porusza sie normal-
nie, bez objawéw chromania przestankowego. Poczatko-
wo wydfuzanie dystansu chromania byto szybkie — po
3 miesigcach wynosit on okoto 400 m — pdzniej ulegto
spowolnieniu. Po roku pacjent chodzit bez bdlu na dy-
stansie okoto 1 km. Obecnie prowadzi normalne zycie
rodzinne i zawodowe. Naczyniowo-$rédbtonkowy czyn-
nik wzrostu znany jest takze jako czynnik przepuszczal-
nosci naczyn [4, 6, 18, 19]. Po implantacji genu obser-
wowano obrzek niedokrwionej konczyny. Nie podawa-
no lekow odwadniajgcych, a obrzek ustgpit po okofo
2 tygodniach.

Pajaczki naczyniowe, ktére pojawity sie w okolicy
kostki i na stopie, znajdowaty sie ponizej podania plaz-
midu. Wydaje sie pewne, ze pajgczki naczyniowe byly
wynikiem terapii, gdyz wystapity bezposrednio po jej roz-
poczeciu. Powstawanie tych zmian zatrzymato sie po
pierwszym miesigcu.

Zgodnie z protokotem pacjent otrzymat plazmid ko-
dujacy VEGF 165 gtownie domigsniowo i w niewielkiej
dawce dotetniczo. Wkrétce po podaniu obserwowano
wzrost temperatury ciafa i tachykardie. Autorzy niniej-
szej pracy uwazaja, ze powyzsza reakcja byta wczesna
odpowiedzig alergiczng zwigzang ze wzrostem przepusz-
czalnosci naczyn (permeability factor).

Ogélnie zmiany w stanie pacjenta przebiegaty
stopniowo. Poczatkowo zmniejszyt sie bol spoczyn-
kowy i pacjent zaczat chodzi¢. B4l w nocy utrzymy-
wat sie dfuzej. Pacjent przestat przyjmowac leki prze-
ciwbolowe po okoto 4-5 miesigcach. Poprawe ukrwie-
nia obserwowano jeszcze 15 miesiecy po wszczepie-
niu plazmidu. Badacze spodziewajg sie, ze byto to spo-
wodowane dalszg fizjologiczng odpowiedzig angio-
genna.

Reasumujac, autorzy niniejszej pracy uwazajg, ze te-
rapia drogg stymulacji angiogenezy moze staé sie sku-
teczng metodg u pacjentow cierpigcych z powodu nie-
dokrwienia obwodowego. Wydaje sig, ze opisana tera-
pia jest dla nich skuteczna i bezpieczna.

artery disease was first performed by Prof. Isner et al. [12]
The case reported was a 70-year old woman, a non dia-
betic, with no palpable peripheral pulse, presenting rest
and nocturnal pain, and gangrene of great toe. ABIl was
0.26 [12]. As aresult of gene therapy the authors reported
an increase in rest flow of up to 82% and an increase in
maximum flow of up to 72%. Next, a clinical trial con-
sisting of nine patients was carried out. The average ABI
before treatment was 0.33 and after plasmid implanta-
tion 0.48. The only adverse events confirmed after the
therapy were moderate edema and spider angiomas [12].
In our patient the situation was analogous. After the
therapy the value of ABl increased two fold. The changes
in the Doppler USG showed the progress in the devel-
opment of collateral circulation. Unfortunately we could
not repeat the angiography. We observed the patient for
four years. Now he walks normally without any distance
of intermittent claudication. After therapy the walking
distance increased rapidly and after three months it was
about 400 m. Later the increase was slower. After one
year the patient could walk without a break for about one
kilometer. Now in normal every day life he does not feel
any pain at all. Vascular endothelial growth factor is
known also as permeability factor [4, 6, 18, 19]. After the
gene transfer we noticed a trace of edema in the treated
leg, the difference in circumference of the legs was
1 cm. We did not give to the patient any diuretic and after
two weeks the edema disappeared. The spider angiomas
that developed in ankle region and in the foot were below
the level of where the gene was administered. It is very diffi-
cult to compare objectively the level of angioma expression.
It is certain that they were the consequence of plasmid ex-
pression, because they appeared soon after plasmid implan-
tation. It seems that we could observe new angiomas only
for the first month. Since that time until now we have not
noticed any new spider angiomas. According to our proto-
col the patient received the plasmid encoding VEGF-165
mainly through intramuscular injections and a small dose
through intra-arterial injections. Soon after the gene trans-
fer, we noticed an increase in temperature and tachycardia.
We think that the intra-arterial implantation was responsible
for the quick allergic response connected to the permeabi-
lity response. Generally, the changes in patient’s condition
were gradual. At first rest pain disappeared and patient be-
gan to walk. Nocturnal pain lasted for a longer time. The
patient stopped taking analgesic medication at night about
4-5 months after the gene transfer. There was some more
improvement in the vascularization of the leg even at
15 months after the gene transfer. We realized that later
after the plasmid transfer, the normal endogenic effect could
appear which prolonged angiogenesis. In summary, we
would like to postulate that angiogenic gene therapy may
be a very efficient method for treating patients suffering from
ischemic limb disorder. The procedure of injecting the plas-
mid which encodes VEGF165 described in this study seems
to be safe and beneficial for patients.
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