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1. Uvod

Pacienti s ischemickou chorobou dolnich koncetin (ICHDK) v klaudikacnim
stadiu maji zhorSenou kvalitu Zivota a jsou ohrozeni hlavné nasledky
koronarni nemoci a postizenim karotickych tepen. Chronicka Kkriticka
ischémie je nejhorsi manifestaci ICHDK. Je definovana jako klidova bolest
v trvani minimalné 2 tydnQ, vyZadujici analgetika a/nebo pfitomnost
defektu Ci gangrény. Za objektivni kritéria se povazuji kotnikové tlaky pod
50mmHg nebo prstové tlaky pod 30mmHg a/nebo hodnoty transkutanniho
tlaku kysliku pod 30mmHg. Incidence chronické kritické ischémie se
odhaduje v Evropé a Severni Americe na 500-1000 novych ptipadld na 1
milién obyvatel. Progrese ICHDK do tohoto stddia predstavuje nejen
ohroZeni konletiny, ale i samotného Zivota. Prognéza pacientd
s chronickou kritickou ischémii dolnich koncetin je zatizena vysokou
mortalitou a je srovnatelnd s progndézou pacientd s pokroc¢ilym malignim
onemocnénim (1). Priblizné 60% nemocnych s kritickou ischémii je IéCeno
chirurgicky nebo intervenc¢né, 20% prodéla primarni amputaci a 20%
pacient( je 1é¢eno konzervativné. Za rok od stanoveni diagndzy chronické
kritické ischémie dolnich koncetin prodéld 25% nemocnych amputaci nad
kolenem, 20% zemre a 55% zije s obéma koncetinami. 50% nemocnych
s klidovymi bolestmi zemre do péti let. S amputaci se prognéza téchto
pacientl dale zhor3uje. Perioperaéni mortalita amputaci pod kolenem je
udavana v rozmezi 5-10%, pro amputace nad kolenem 15-20%. Do dvou
let po amputaci zemre 25-30% nemocnych a do péti letech nezije 50-75%
pacientd.

Strategie |éCby spociva predevsim ve zlepSeni perfuze ischemické oblasti
chirurgickou Ci perkutanni revaskularizaci. Pro pacienty
s nerekonstruovatelnym nalezem na tepnach dolnich koncetin je urcena
konzervativni |é¢ba k zastaveni nebo zpomaleni progrese onemocnéni, ke
zlepdeni lokalnich i celkovych cirkulaénich pomé&rd, odstranéni klidovych
bolesti a lokalni péce o bolestivé defekty, které jsou vyraznym stresujicim
faktorem zhor3dujici kvalitu Zivota. PFiblizn& 20% pacientd neni vhodnych

k zadné 1écbé a je u nich provedena amputace koncetiny (2).



Tento nepfriznivy osud nemocnych s chronickou kritickou ischémii dolnich
koncetin vede ke snaze nalézt nové terapeutické postupy, které by vedly
k zachrané koncetin, resp. ke zlepSeni kvality jejich zivota, snizeni
morbidity a mortality. Terapeutickd angiogeneze vede v experimentu
ke zlepsSeni perfuze v ischemické oblasti koncetiny. Tato metoda by se tak
mohla stat alternativni metodou konzervativni |éCby nemocnych

s diagndzou chronické kritické ischémie dolnich koncetin (3).



2. Patogeneze

2.1 Neovaskularizace

Proces rUstu novych krevnich cév je vysledkem nékolika procest, kde
zasadni roli hraje angiogeneze, arteriogeneze a vaskulogeneze. Terminem
,angiogeneze" je oznacovana tvorba cév (vétsSinou kapilar) vétvenim jiz
existujiciho recisté, vétSinou z postkapilarnich venul. Tento proces je
stimulovan predevsSim tkanovou hypoxii, ktera vede k aktivaci rady
rUstovych faktorl a jejich receptor(. Predev&im ze skupiny vaskuldrnich
endotelovych rlstovych faktorlG (VEGF A-D), placentového rlstového
faktoru (PIGF), angiopoetind a inducibilni formy syntazy oxidu dusnatého
(iNOS); a je regulovana lokalni expresi faktoru indukovaného hypoxii
(HIF-1alfa). Uc&inkem rdstovych faktori se zvySuje permeabilita stény
cévy, dochazi k priniku plazminogenu a fibrinogenu a k jejich nasledné
preméné v plazmin a fibrin. Sit fibrinovych vidken je pak podkladem pro
vytvafeni nové cévy. Angiopoetiny zifejmé& plsobi proti zvy$eni
propustnosti cévni stény. Efekt PIGF je spiSe arteriogenni a tento cytokin
je schopny uvolfovat cirkulujici endotelidlni progenitorové buriky (EPC)
z kostni drené. Zda se, Zze se na angiogenezi vyznamné uplatiuji i
zanétlivé mediatory (MCP-1, monocyte chemotactic protein-1) (4).
Angiogeneze byla az donedavna pokladana ze jediny mechanismus
novotvorby a obnovovani cév v dospélém organismu. Snizeni uUclinnosti
angiogenni aktivity ma za nasledek poruchu hojeni ran nebo pomalé
hojeni zlomenin, naopak zvy$end podpora novotvorby cév se mize podilet
na patogenezi revmatoidni artritidy, diabetické retinopatie nebo
chronického zanétu. Angiogeneze hraje také vyznamnou ulohu v rlstu
nadorového loziska a v metastazovani (5).

Terminem ,arteriogeneze" oznacujeme proces tvoreni kolaterdlnich spojek
de novo ze stavajiciho tepenného recisté, kde doslo k uzavéru ¢i stendze,
které mUzeme zobrazit angiograficky. Regulace arteriogeneze neni zavisla
na hypoxii tkdn&. Vznik kolaterdl je dle experimentu zplsoben zvy$enim
smykovych rychlosti pfi nahromadé&ni mononukleart, coZ vede ke zvy$eni

aktivity uvolnénych rlstovych faktord jako je fibroblastovy rlstovy faktor



(FGF), VEGF, rlstovy faktor odvozeny od desti¢ek (PDGF) a dal$i. Rastové
faktory FGF a PDGF, na rozdil od VEGF, maji minimalni vliv na
permeabilitu cév a vyrazné potencuji aktivaci pericytd, proliferaci
fibroblastd s podporou syntézy kolagenu, coZ vede ke vzniku nové stény
cévni a jejiho lumen. PDGF se spolu s hepatocytdrnim rlstovym faktorem
(HGF) vyznamné podili na morfogenezi cévy, ale presna role a vzajemna
interakce zatim nejsou zcela objasnény (6).

Terminem ,vaskulogeneze" je oznacovana diferenciace mezodermalnich
prekurzorl smérem k angioblastim a ndsledné k zralym endotelovym
burikdam, které vytvareji primitivni kapilarni sit v ¢asné embryogeneze. Je
to tedy proces tvorby krevnich cév in situ z cirkulujicich endotelidlnich
progenitorovych bunék (EPC) a cévnich progenitorovych bunék

Tyto tfi popsané procesy neovaskularizace se mohou navzajem doplfiovat,
ale i dynamicky ménit dle charakteru poskozeni tepenného recisté. Pokud
dojde k poskozeni tkané, uplatrfiuje se pri hojeni nejspiSe angiogeneze. Pri
organickych zménach tepenného recisté se zachovanim perifernich tepen
hraje zasadni roli arteriogeneze tvorbou kolateralniho recisté.
Vaskulogeneze se zrejmé uplatiuje predevSim v novotvorbé cévniho

recisté distalné od uzaveéru tepenného recisté (7).

2.2 Kmenové bunky

Kmenové bunky jsou esencialni stavebni kameny vicebunécnych
organismu a vyskytuji se ve vétdiné organu. Jejich zadsadnimi vlastnostmi
je schopnost dal$iho rlstu s moznosti tvorby dalSich kmenovych bunék a
moznost diferenciace ve specializované bunky. Tato tzv."“plasticita®
(multipotence v diferenciaci a mnozeni) znamena, ze tyto kmenové bunky
mohou byt zdrojem vdech typd buné&k a mohou se uplatfovat napF.
v regeneraci myokardu, jater, nervové tkané a daldich orgdnd a naopak,
kmenové buriky z jednotlivych orgdnt mohou vytvaret buriky kostni dfené
s expresi jejich povrchovych znakl. Tento fakt byl potvrzen pfi
transplantaci kostni drfené nebo obohacenych hematopoetickych
kmenovych bunék, kdy bylo mozno prokazat myoblasty kosterniho

svalstva nebo myokardu, endotelu, epitelie plic, stfeva, zlu¢ovych cest a



jater, klZe nebo neuroektodermu. Zasadni vyznam v regeneraci tkani se
v soucCasnosti priklada pravé témto tzv. multipotentnim bunkam, které se
vyskytuji v jednotlivych  organech  (8). Cirkulujici  endotelidlni
progenitorové bunky (EPC) jsou v nizkych poctech pritomny v periferni
krvi podobné jako prekurzory hematopoetické. Podobné jako ony jsou
mobilizovatelné rlstovymi faktory (G-CSF- granulocyte-colony stimulating
factor, SCF- stem cell factor, erytropoetin) a také inhibitory HMG-CoA
reduktazy (statiny). Kromé& nich byly u nékterych chorobnych stavd,
predevsim vaskulitid, ale i u akutnich forem tepennych onemocnéni,
popsany zralé, cirkulujici endotelové bunky, vétSinou apoptotické Ci
nekrotické. U ANCA-asociovanych vaskulitid bylo ve vice pracich popsano
zmnozeni zralych endotelovych bunék v periferii (9, 10), existuje vSak jen
jedind prace zkoumajici mnozstvi cirkulujicich EPC (11). EPC mohou
vznikat nejen z primitivnich prekurzorovych bunék, ale téz ze zralych
bunék kostni drené ¢i periferni krve a usidlovat se v jiz existujicich cévach.
Na svém povrchu nesou tyto EPC charakteristické znaky, jako jsou CD
133, CD 34 a receptor-2 pro VEGF. Tyto bunky lze ziskat kultivaci
hematopoetickych progenitorovych bunék CD 34+, CD 133+ a dale
z bunék mononuklearnich. Podobné jako u kmenovych bunék, byla u nich
prokazana schopnost navodit vaskulogenezu. Bunky hladké svaloviny

v tepenné st&né mohou také vznikat z prekurzort kostni difené (4).

2.3 Vaskulogeneze

V roce 1994 skupina biologl ze Seattlu zjistila, e dakronové cévni
ndhrady u pokusnych psi nejsou endotelizovany transmuralni
angiogenezou z okrajli cévni nahrady, ale endotelovymi ostrivky, které
postupné vznikaji na rGznych mistech dakronového graftu bez kontaktu
s existujicim cévnim Fecistém (12). Daldimi sériemi pokusu bylo zjisténo,
7e tyto endotelové ostrivky nepochazeji z endotelovych bunék, ndhodné
odlouéenych ze zralych cév, ale maji pdvod v prekurzorovych bufikach
z kostni drené (13). V soucasné dobé se predpoklada, Zze cévni i
krvetvorné buniky pochdzeji ze spole¢ného prekurzoru, takzvaného

hemangioblastu (4,13). Je prokdzano, ze nezralé angioblastové prekurzory



cirkuluji v detekovatelnych mnozstvich i v krevnim obéhu dospélych
jedincl, kde tvofi zhruba 0,002% mononukledrnich bunék (14).

Jak uZ bylo uvedeno, mnozstvi angioblastickych prekurzori je mozno
zvySit mobilizaci pomoci VEGF, G-CSF ¢i SCF (4). Cévni ischémie rovnéz
zvy$uje mnozstvi angiogennich prekurzorl u pokusnych zvifat & u
pacientl se srpkovitou anémii, coZ vede k zavérlm, Ze vaskulogeneze se
vyznamnou mérou podili na cévni obnové i u dospélych jedincd (15).
Kromé& dfefiovych prekurzor( vaskuldrnich bunék se ovéem mohou na
procesu vaskulogeneze podilet i relativné zralé endotelové bunky,
odlouCené z cévni stény. Vzhledem k jejich omezené schopnosti
proliferace (14) je vSak jejich podil na celkovém vysledku nejasny.

Z vyse uvedeného pohledu je logické, Ze u chorobnych stavd, vedoucich
k aterosklerdze, jako je napriklad diabetes mellitus, hypercholesterolémie
nebo ve vyssi v&k, naopak cirkulujicich endotelovych prekurzord ubyva.
Hill a spol. (16) v praci z roku 2003 nasli primou korelaci mezi poctem
cirkulujicich endotelidlnich prekurzord a Framinghamskym rizikovym
indexem pro aterosklerézu. Z toho ovSem vyplyva, ze pravé ti jedinci,
ktefi jsou nejvice ohrozeni cévnim onemocnénim, maji nejmensi reparacni
kapacitu cévniho recisté.

Existuji dva teoretické zplsoby vyuziti vaskulogeneze, které jsou dobfe
prozkoumany predevsim u ischemické choroby srdec¢ni. Prvni spociva
v mobilizaci endotelovych prekurzort z kostni difen& do krevniho obé&hu
pomoci cytokind. Orlic (17) mobilizoval dfeflové bufky u mysi
s experimentalné vyvolanym infarktem myokardu pomoci G-CSF a SCF.
Mobilizace endotelovych prekurzord t&mito dvéma cytokiny snizila velikost
infarktu o 40%, dilataci komory o 26% a mortalitu o 68%. Na primatech
se vSak tyto vysledky nepodarfilo zopakovat vzhledem k excesivni
mortalité pokusné skupiny. Rovnéz u clovéka bylo prokazano, Ze aplikace
cytokind pred planovanym sbé&rem krvetvornych bunék muZe vyvolat
anginu pectoris ¢i akutni arteridlni uzavér (18). Dale bylo zjiSténo, ze
drenové prekurzorové bunky se mohou diferencovat i do bunék hladké
svaloviny a podilet se na vzniku aterosklerotickych platd. Inhibitory HMG-

CoA reduktazy rovnéz zvysuji polet cirkulujicich progenitort, a to az na
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¢tyfnasobek v pribé&hu &ty tydnl po zadatku podavani, coZ je srovnatelné
s pouzitim VEGF (19). Mechanismus mobilizace neni zcela jasny, patrné
vdak souvisi se zvySenym vyzravdnim endotelovych prekurzord. Je
pravdépodobné, Ze mobilizace endotelovych prekurzord je jednim
z mechanisml ptiznivého G&inku statinG u pacientd s normalnim
cholesterolem a ischemickou chorobou srdecni (20). Druhou moznosti je
sbé&r vaskuldrnich prekurzorl a jejich aplikace pfimo do mista kritické
ischémie. Timto zplsobem bylo dosaZeno snizeni frekvence amputaci
v experimentalnim modelu cévni ischémie koncetiny u nahych mysi (21).
Prvni klinické studie prob&hly i u pacientt s ischemickou chorobou dolnich
kon&etin. Tateishi-Yuyama (22) 1é&l 47 pacientl s chronickou kritickou
ischémii injekcemi drefiovych bunék do musculus gastrocnemius.
U lé¢enych pacientl bylo pozorovédno hojeni ischemickych defektd,
zlepSeni indexu kotnik-paze (ABI) a prodlouzeni klaudikacniho intervalu.
Angiograficky bylo zjisténo vyrazné zmnozeni kolateral na I|écené
koncetiné oproti koncetiné nelécené. Tato studie, spolu s vySe citovanymi
studiemi kardiologickymi, uk&zala schddnost a mozny klinicky ptinos
bunééné terapie u pacientl s akutnim ¢& chronickym cévnim uzavérem.
V experimentu se da efekt |éCby kontrolovat pomoci termografie (i
pozitronové emisni tomografie.

VySe nastinéné uUvahy mohou vést k velmi logické otazce: jestlize je
v ischemické oblasti zachovan alespoft minimalni krevni pratok, pro¢
nestaci k regeneraci vaskulogenezy fyziologicky cirkulujici endotelové
prekurzory? Jedna z moznych odpovédi je, ze pfi mobilizaci endotelovych
prekurzorl, at jiz vznikem akutni ischémie, podavanim statind ¢&i
podavanim rdstovych faktort, nedojde k dostate¢né koncentraci té&chto
prekurzorl v postizenych oblastech, eventudlné jejich vzdjemny pomér
s jinymi drenovymi prekurzory neni optimalni. Je totiz prokazano, ze
krvetvorné bunky ve strednim stadiu vyvoje (napr. erytroblasty) produkuji
rUstové faktory (napf. angiopoetiny, VEGF ) podporujici vaskulogenezu a
endotelové buriky naopak na svém povrchu selektivné zachycuji CD34

pozitivni primitivni dfenové prekurzory.
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Pres radu nejasnosti v celé této slozité problematice, je ale mozno dnes
jednoznacné rici, ze organy dospélého Clovéka (vCetné snadno pristupné
kostni drené) obsahuji nezralé bunky, které jsou schopny v pripadé
potfeby napomaéhat regeneraci poskozenych orgdnd. V pfipadé nahlého,
rozsahlého ¢& chronického poskozeni a u stardich jedincd véak neni na
poskozeném misté dostatecny pocet progenitorovych bunék k dispozici a
jejich mobilizace ze vzdalenéjSich mist a doprava na misto poskozeni
rovnéz neni dostacujici. V takovém pripadé by mohlo byt prospésné
péstovani uvedenych bunék in vivo a jejich naslednd doprava na misto
poskozeni. V souCasné dobé se predpoklada, Ze diferenciace
progenitorovych bunék ve funkéni bunky poskozeného organu je piné
fizena vnitfnim mikroprostredim. V takovém pripadé by nebylo treba
progenitorové buriky nijak zvlast upravovat. Vétsi problém by mohl byt
s dopravou dostatecného mnozstvi bunék na misto urceni. V Uvahu pripada
bud’ intravendzni podani (kdy ovSsem znacna Cast bunék nemusi dorazit na
misto urceni) nebo podani pfimo do poskozeného mista. DalSim problémem
je, ze v pripadé akutniho poskozeni nebudou autologni bunky pacienta
k dispozici. Zda se vsak, ze nékteré (napr. mezenchymové) kmenové
buniky nevyvolavaji pfi alogennim podani imunitni odpovéd, dokonce podle
nékterych pokust mohou rovné&Z navozovat imunitni toleranci. Teoreticky
je tedy mozné si predstavit vyuziti jak autolognich progenitorovych bunék,

tak i predem pripravenych alogennich progenitorovych bunék.
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3. Literarni dikazy

Pilotni klinickd prace s kmenovymi bufikami u pacientd s ischemickou
chorobou dolnich koncetin byla publikovana r. 2002 japonskym autorem
E. Tateishi-Yuyamou (TACT study) (19). Tehdy bylo zafazeno 25 pacientl
s unilateralni kritickou koncetinovou ischémii, kterym byly aplikovany
kmenové bunky do musculus gastrocnemius postizené koncetiny. Druha
skupina 22 pacientd méla bilateralni postizeni kon&etin, u této populace
byly aplikovany kmenové bunky do jedné koncetiny (opét do musculus
gastrocnemius) a periferni mononukleary do druhé koncetiny. Primarnim
cilem byla bezpecnost a ucinnost lécby zalozena na hodnoceni indexu
kotnik/paze (ABI), klidovych bolesti. Prace prokazala ucinnost implantace
kmenovych bunék u té&chto pacientl se zlepSenim prokrveni konéetiny,
Ustupu klidovych bolesti a hojeni defektd. Metoda byla hodnocena jako
bezpecna.

V roce 2006 byly publikovany prace, které se zabyvaly bezpecnosti a
Uéinnosti implantace kmenovych buné&k u pacientl s trombangiitis
obliterans (Buergerova choroba), které rovnéz prokazaly zlepSeni
klidovych bolesti u pacientd s timto postizenim (23,24).

AZ doposud bylo publikovano 25 praci zabyvajicich se uzitim kmenovych
bunék u pacientl s ischemickou chorobou dolnich konéetin a chronickou
kritickou ischémii. Pouze 2 studie byly randomizované, ostatni jsou prace
jednotlivych ptipad( a soubor( pacientl bez kontrolnich skupin. Pro 1é¢bu
kritické ischémie byly pouzivany 3 mozné cesty aplikace kmenovych
bunék - intramuskularni, intraarteridlni a kombinovana (intramuskularni a
intrarteridini). Z&dna studie nesrovnavala tyto cesty aplikace, avsak
v modelu na mysich zpUsob aplikace nehral ve vysledcich roli. (25)

V lednu 2011 byla publikovana studie PROVASA - randomizovana, dvojité
slepa, placebem kontrolovand studie. Bylo zafazeno 40 pacientd
s kritickou konéetinovou ischémii. Prvni 3 mésice byly poloviné pacientdim
aplikovany intraarterialné kmenové bunky do tepen dolnich koncetin,
polovina dostavala placebo. Za 6 mésicl od zagatku studie byly kmenové
buriky aplikovany véem pacientdm. Primarnim cilovy ukazatelem byla

zména ABI, sekundarnim cilovym ukazatelem bylo hojeni defektl, snizeni
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bolesti, pocet amputaci. ABI se ukazal jako nevhodny primarni cil, nebot
jeho zmény nekorelovaly s hojenim ran a zachranou koncetiny. Dale bylo
prokazano, Ze intraarteridalni aplikace kmenovych bunék signifikantné
podporuje hojeni ran a snizuje bolest po 3 meésicich oproti aplikaci
placeba. Kompletni zhojeni defektl bylo ve vét&iné pripadl spojeno
s opakovanou aplikaci kmenovych bunék. Dobra odpovéd na aplikaci
kmenovych bunék byla zjist&na u pacientd s trombangiitis obliterans, u
celkové kriticky nemocnych s rozsahlymi gangrénami a u pacientd
s hrozici amputaci nebyl predpokladany benefit aplikace kmenovych bunék
prokazan.

Data ze studii také ukazuji, ze implantace kmenovych bunék indukuje
signifikantni histologické zmeény, které nejsou pritomny u kontrolnich
pacientl s kritickou ischémii bez implantace kmenovych buné&k. ZUlstava
zatim nezodpovézena cela rada otazek souvisejicich s témito zménami,
které vedou ke klinickému zlepseni.

Zkoumani a objevovani novych lé¢ebnych strategii u pacientd s kritickou
kon&etinovou ischémii ma velky vyznam =z dlvodu zdvaZnosti této
diagndzy, stavajici Spatné progndézy a velmi snizené kvality téchto
pacientl. Kmenové buriky jsou moznym novym lé¢ebnym prostiedkem,

coz naznacuji vySe zminéné studie.
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4. Vychodiska a metodika vlastni védecké prace

4.1. Cile

Chronicka kriticka ischémie dolnich koncetin je zdvazna diagndza s velmi
nepfiznivym osudem pro jejich nositele. Velkd ¢ast pacientd ma
nerekonstruovatelny nalez na tepnach dolnich koncetin. Snahou je
predevsim zlepsSeni velmi Spatné kvality zivota téchto nemocnych, snizeni
morbidity a mortality. Hledaji se nové terapeutické postupy, které by
vedly k zachrané koncetiny.

Jako cile nasSi prace jsme si stanovili zjistit bezpecnost a ucinnost
autologni transplantace dfefiovych bunék intraarterialni cestou u pacientdt
s kritickou ischémii dolnich koncetin. Dale bylo uUkolem srovnat Ucinnost
invazivni transplantace kmenovych bunék s neinvazivnim podavanim
intravendzniho alprostadilu  (Prostavasin®) - stabilniho komplexu
obsahujici prostaglandin E1 (PGE1), které plsobi jako G&inné vazodilatans.
DalSim cilem bylo zjistit optimalni poméry bunécnych populaci podilejicich
se na terapeutickém efektu autologni transplantace a zjistit rozdily
v mobilizaci angiogennich prekurzord u diabetik( a pacientl bez diabetu.

Hypotézy projektu vyplyvaji z patogeneze - viz. Vyse.

4.2. Metodika, material, soubor

Od 1.9. 2004 do 31.12. 2006 jsme provedli 28 autolognich
intravaskularnich transplantaci dfefiovych bunék u 24 pacientd (13 muzQ
a 11 zen) s chronickou kritickou koncetinovou ischémii (CHKKI) dolnich
koncetin. Stupen ICHDK jsme hodnotili dle Fontainovy klasifikace. Stupen
IIT (klidové bolesti DK) splfiovalo 14 (50%) osSetifenych koncetin, stejny
pocet i stupen IV (defekt Ci ztrata tkané). Vékovy median souboru byl 68
let (26-85). 15 (62,5 %) pacientl se lé¢ilo pro diabetes mellitus, 11
(46%) pacientt pro ICHS, 18 (75%) pacientd pro hypertenzi, u 13 (54 %)
pacientl byla zjit&na porucha metabolismu lipidG, u 5 (21%) pacientl
byla zjisténa anamnéza embolizace do tepen dolnich koncetin pfi
chronické fibrilaci sini, 5 (21%) nemocnych mélo v anamnéze cévni

mozkovou ptihodu, 8 (33%) pacientl bylo kuFaky.
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VSichni pacienti byli hospitalizovani na jednotce intenzivni angiologické
péce II. interni kliniky 1.LF UK. U vSech bylo provedeno pfi prijeti zakladni
interni a angiologické vysSetreni (biochemické, hematologické vysSetreni,
zméreni indexu kotnik - paze (ABI), zméreni transkutanni tenze kysliku
(Tcp02) a angiografické vysSetreni). Pacienti podepsali informovany
souhlas s lécbou a byl jim rozdadn k vyplnéni dotaznik kvality zivota
(SF-36). Test klaudikacni vzdalenosti na béhatku jsme zpocatku provadeéli,
ale jelikoz vétsina nemocnych nebyla schopna chlize pro defekt na noze
nebo klidové bolesti, od dalSiho provadéni jsme ustoupili. Po transplantaci
kmenovych bunék byli pacienti propusténi druhy den do domaciho IéCeni,
uzivali svoji chronickou medikaci a byli pravidelné sledovani v Sesti
mésicnich intervalech v nasi angiologické ambulanci II. interni kliniky VFN
a 1. LF UK, kde jsme kontrolovali vedle celkového stavu i lokalni ndlez na
|é¢ené koncetiné (véetnd ABI). Lokalni 1é¢ba defektl DK byla provadéna
specializovanou angiologickou sestrou, monitorovana standardnim
zplUsobem a byla provadéna jejich pravidelnd fotodokumentace. Po roce
bylo provedeno kontrolni angiografické vysSetreni |é¢ené koncetiny se

zmérenim ABI, TcpO; a vyplnén dotaznik kvality Zivota.

4.3. Podminky vstupu pacientil do projektu:

Kritéria zarazeni: vék do 85 let, souhlas s provedenim studie, kriticka
ischémie DK bez dalsi moznosti endovaskularni ¢&i chirurgické
revaskularizace, pacient neuziva inhibitor HMG-CoA reduktazy alespon po
dobu 1 mésice, je schopen podstoupit vykon v celkové anestesii, a
podepsal informovany souhlas.

Vyrazujici kritéria : kriticka stendza koronarni tepny nebo nestabilni AP,
maligni onemocnéni v anamnéze |écené chemoterapii nebo radioterapii,

jind zavazna interni ¢i hematologicka onemocnéni.
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4.4. Méreni indexu kotnik-paze (ABI, AAI)

K méreni jsme pouzivali standardni prenosny dopplerovsky pristroj Multi
Doplex II s 8 Mhz sondou, kterou jsme vyhledali pulzovy signal na tepné
(a.dorsalis pedis, resp. a.tibialis posterior), manzetu tonometru jsme
priklddali na distalni ¢ast lytka. Vzhledem k tomu, Ze Slo o pacienty
s kritickou koncetinovou ischémii, neprovadéli jsme méreni po zatézi, ale
jen v klidu. Méreny tlak na dolni koncetiné jsme srovnavali s tlakem na a.
brachialis. Méreni ABI jsme provadéli pred implantaci kmenovych bunék,
v 6. a 12. mésici. Jako kotnikovy tlak jsme ke statistickému zpracovani
pouzili vzdy tlak s vyssi hodnotou. U 4 nemocnych jsme nemohli zmérit
hodnoty tlaku pro diabetickou mediokalcinézu (hodnoty byly > 1) v obou

meérenich.

4.5. Méreni transkutanni tenze kysliku (TcpO,, tp0>)

Dopplerovské méreni kotnikového tlaku selhava v pritomnosti
mediokalcindzy, hodnota indexu kotnik/paze > 1,15 je nespolehliva.
Kromé& méfeni palcovych tlakl Ize pouZit i méFeni transkutdnniho
parcidlniho tlaku kysliku (TcpO,). Méreni TcpO, je neinvazivni metoda,
kterd nepfimo odrazi kozni perfuzi. Méreni bylo provedeno v horizontalni
poloze nemocného na postizené koncetiné. Pacient byl 30 minut
v klidovém rezimu, v mistnosti s teplotou kolem 22 °C s adjustaci na
aktualni atmosféricky tlak. Méreni bylo provedeno pomoci tzv. Clarkovy
sondy, ktera pracuje na polarografickém principu a méri parcialni tlak
kysliku difundujici pres pokozku pristrojem TCM400 Mk2 (Radiometer
Copenhagen). Hodnoty TcpO, byly mérené na dorsu nohy postizené

koncetiny (obr 1. a 2).
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Obrazek 1 - Pristroj k méreni transkutanni tenze kysliku

Obrazek 2 - technika méreni transkutanni tenze kysliku (sonda

k méreni uloZzena na nartu pacienta)

4.6. Hodnoceni kvality Zivota

Pfi hodnoceni G&innosti lé¢by na kvalitu Zivota pacientd s chronickou
kritickou koncetinovou ischémii je nutné si uvédomit, ze vyznamnou roli
pri hodnoceni hraje predevsim vék nemocného, kdy zcela odliSné naroky
na kvalitu zivota ma pacient ve ¢tvrtém deceniu ve srovnani s pacientem
na konci sedmého decenia, ddle je to lokalizace a rozsah tepenného
postizeni a pohyb omezujici defekt. K prospektivnimu hodnoceni kvality
Zivota jsme pouzili genericky dotaznik SF-36, jehoz vypovédni hodnota
byla prokazana u nékolika desitek onemocnéni vcetné ischemické choroby

dolnich koncetin (obr. pfiloha dotazniku). Pacienti vyplfiovali dotaznik
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kvality Zivota pred implantaci kmenovych bunék a v odstupu 12ti mésicl
po implantaci. Generické dotazniky vsSeobecné hodnoti celkovy stav
nemocného bez ohledu na dané onemocnéni, vSimaji si kvality zivota v co
vzorkl nebo ke srovnani velikosti ovlivnéni kvality Zivota rdznymi
nemocemi. Jsou ale méné citlivé k jemnéjSim zménam zdravotniho stavu
dosaZzeného napt. |é¢bou. V dotazniku je 36 dotazi sdruZenych do 8
domén (1. fyzické funkce, 2. omezeni roli pro fyzické problémy, 3.
omezeni roli pro emocni problémy, 4. omezeni socialnich funkci pro
fyzické nebo emocni problémy, 5. fyzicka bolest, 6. vSeobecné vnimani
dusevniho zdravi, 7. vitalita, 8. vSeobecné vnimani vlastniho zdravi).
Dotaznik je hodnocen nékolika kroky. Nejprve se hodnoti kazdy dotaz
Skalou bodl, poté dochazi ke sdruZeni skére jednotlivych dotazd do
soubornych domén. Dale se transformuje skore do Skaly 0-100% a
nakonec se skoére jednotlivych domén vyjadri Ciselnou nebo grafickou
formou. Z osmi vypoctenych hodnot je dale mozno stanovit kompozitni
skoére fyzické kvality zivota (PCS, physical composite score) a mentalni

kvality zivota (MCS, mental composite score).

4.7. Digitalni subtrakcéni angiografie

VysSetreni jsme provadéli na pristroji Axiom Multistar (Siemens, SRN)
retrogradni punkci femoralni tepny postizené koncetiny po infiltraci mista
vpichu anestetikem (10ml 1-2% Mesocain). Vlastni DSA jsme provadéli
pres 4F pouzdro kontrastni latkou Iomeron (Bracco,Némecko), kterd byla
injikovana tlakovou stfikackou rychlosti 10ml/minutu. VySetfeni bylo
provedeno minimalné v 6ti segmentech koncetiny, rychlosti 1-3
snimky/sek, aby byla zachycena tepenna i zilni faze, DSA vysetreni jsme
provadéli pred a po implantaci kmenovych bunék a dale po 1 roce.
Kvalitativni hodnoceni poctu kolateral v jednotlivych segmentech
vySetfované koncetiny provedli 2 nezdavisli radiologové pomoci
semikvantitativni skaly ( -1= zhorsSeni, 0= beze zmén, 1= mirné zlepseni,

2 = vyrazné zlepseni). Hodnoceni bylo provadéné jak v pozitivu tak
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negativu a bylo zaslepeno, takze hodnotitel nevédél, ktery AG snimek byl

pred implantaci a ktery je kontrolni.

4.8. Odbér drenové krve

Po dikladném internim, kardiologickém a anesteziologickém vysetieni byl
v analgosedaci na chirurgickém opera¢nim sale proveden odbér kostni
krve ze zadni horni hrany lopaty kycelni kosti v epiduradlni anestézii (obr.
3a, 3b, 3c). Odbér byl provadén kvalifikovanym hematologem. Porce
odebirané kostni krve z jednotlivych punkcnich mist/etazi nepresahovala 4
ml kostni krve. Nabér se provadél vzdy do injekcni strikacky predplnéné 1
ml isotonického roztoku NaCl s 20 IU heparinu na 1ml. Odebrané porce se
shromazdovaly v odbérovém setu Bone Marrow Collection Kit with Pre-
Filter and Inline Filters (Baxter R4R2107). Pfi zachovani odbérovych
objem( jednotlivych porci ( 1ml roztoku + 4 ml kostni krve) bylo
odebrdno v priméru 400 ml roztoku kostni krve s heparinem. Jde o
mnozstvi, které se b&Zné& odebird darcdm krve na transfusnich stanicich,
odebrany volum byl hrazen krystaloidy, u zadného pacienta nedoslo po
odbéru k projevim ischémie jakéhokoli orgdnu a u zadného z nich nebylo
nutno podat transfusi. Sbérny vak na konci setu R4R2107 se po skonceni
odbéru uzavrel a celd soustava se pri pokojové teploté v transportnim

kontejneru byla dopravena k dalsSimu zpracovani (obr. 4).

Obrazek 3a- technika odbéru kostni drené
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Obrazek 3b

Obrazek 3b

Obrazek 4
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4.9. Zpracovani kostni krve a priprava suspenze jadernych bunék

K celkovému objemu nesrazlivé kostni krve ve vaku se prislusSnym portem
pridal Gelofusin ( B. Braun, Melsungen AG) v objemu 25% celkového
objemu kostni krve. Manipulace i ndslednd sedimentace erytrocytd
probihala v laminarnim boxu Biohazard. Po sedimentaci erytromasy
v prib&hu nékolika desitek minut se supernatant bohaty na jaderné buriky
prevedl pomoci plasmaextraktoru do transferového vaku. Pres Sampling
site coupler EMC1401 (Barter) se sterilné odebral vzorek ke zjisténi poctu
jadernych bunék a centrifugaci s naslednou Upravou objemu pomoci
plasmaextraktoru se adjustovala koncentrace jadernych bunék na cilovy
objem. Po odstran&ni kontaminujicich erytrocytl se pouZila standardni
gradientova centrifugace na HISTOPAQUE- 1077 (Sigma) s naslednym
trojim promytim v PBS a 5% LSA a zavérec¢nym prevedenim do autologni
plazmy za soucasné adjustace na cilovou koncentraci jadernych bunék.
Proved| se také odbér vzorku na kontrolu sterility, fenotypizaci jadernych
bunék pritokovou cytometrii a kultivaéni hodnoceni. Cilovd koncentrace
jadernych bunék v roztoku byla cca 108/ml. Po zpracovani byl vzorek
rozdélen na dvé stejné casti. Jedna byla zamrazena standardnim
zplsobem programovaného mrazeni pomoci pFistroje IceCube 1810,
Sylab-Austria, druha byla ponechana v uzavieném systému transportniho

vaku az do vlastni aplikace na katetrizac¢ni jednotce.

4.10. Provedeni implantace kmenovych bunék

Po provedené DSA do bocniho vstupu 4F pouzdra zavedeného do tepny
byly aplikovany pomoci perfuzoru ASCUS 200 rychlosti 900 ml/hod
autologni kmenové bunky v autologni plazmé (obr. 5a, 5b, 5c¢). Po aplikaci
kmenovych bunék byla provedena kontrolni angiografie. Nemocny byl pak
prevezen na angiologickou jednotku intenzivni péce, kde bylo odstranéno
pouzdro z punktované tepny, nalozena komprese na punktované trislo,
kontrolovan TK. Po 8 hodinach nemocny jiz mohl vstat a chodit.
Nasledujici den byly provedeny kontrolni hematologické a biochemické

odbéry a nemocny byl propustén do domaciho Iéceni.
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Obrazek 5a - punkce arteria femoralis k zavedeni pouzdra

Obrazek 5b - intraarteridlni implantace kmenovych bunék
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Obrazek 5c - pouzity perfuzor k implantaci kmenovych bunék
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5. Sledovani angiogennich prekurzort v krvi a kostni dfeni

5.1. Stanoveni endotelovych kolonii pomoci CFU-Hill eseje

20 ml periferni ¢i 10 ml drfenfové krve bylo centrifugovano na rozhrani
Ficoll-Histopaque za ucelem ziskani mononuklearni frakce. Tato frakce pak
byla studovdna pomoci kultivace angiogennich prekurzorl metodou
vyvinutou Hillem (16) a standardizovanou firmou StemCell Technologies
(Vancouver, Kanada) jako test Endocult™. VZzdy 10x10° mononuklearnich
bunék ziskanych separaci na Ficoll-Histopaque bylo resuspendovano ve 4
ml kompletniho média Endocult™ a nasazeno do dvou jamek 6-jamkovych
kultivacnich desticek pokrytych zelatinou. Po 48 hodinach byla
neadherentni frakce z kazdé jamky stazena a bez vymény média
rozesazena po 10° mononuklearnich bunék do dvou jamek 24-jamkovych
desti¢ek potazenych fibronektinem. Celkem tedy byly z plvodniho
mnozstvi 10x10° mononukledrnich bunék nasazeny &tyfi jamky, z nichz
kazda obsahovala 10° bunék v pfislusném mnoZstvi kultivaéniho média.
Za dalSich 72 hodin probéhl odecet kolonii, oznacovanych jako CFU-Hill.
Jako endotelové kolonie byly hodnoceny pouze shluky minimalné 20
bunék s kulatymi burikami uprostred a elongovanymi bufikami na okrajich
(viz. obr 6). Endotelovy fenotyp kolonii byl v nékterych pripadech
sledovan imunofluorescenéni detekci antigend CD31, VEGFR-1 a VEGFR-2,
von Wildebrandtova faktoru a vazby lektinu Ulex Europaenus (viz obr 7).
Validita testu byla ovérovana soubéZznym vysSetfovanim zdravych

dobrovolnika.
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Obrazek 6 - typicka endotelova kolonie CFU-Hill
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Obrazek 7 - pozitivita na endotelovy antigen CD31 (zelena

fluoresecence, jadra dobarvena, DAPI - modra fluorescence)
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5.2. Pratokova cytometrie

Byl pouzivan nasledujici panel protilatek: PE-CD34 (BD), biotinylovany
antiKkDR+FITC-znacleny streptavidin (Sigma), CD133 (Milténiy), CD62E (E-
selectin, BD), CD144 (VE-cadherin, BD), CD31 (PECAM, BD), CD117 (c-
kit, BD), VWF (BD). Mnozstvi bunék pozitivhich na endotelové markery

bylo vyjadrovano v procentech bunék soubézné pozitivnich na CD34.

5.3. Kultivace CFU-GM a BFU-E
Byly pouzity dvé metody kultivace CFU-GM a BFU-E.

A) Agarové kultury. CFU-GM byly kultivovany v kompletnim médiu
kondiciovaném bunécnou linii karcinomu mocového méchyre 5637. Vzdy
1x106 jadernych bunék bylo roziedéno v kompletnim médiu pro rist CFU-
GM na celkovy objem 4,5 ml. K tomuto roztoku bylo pfidano 0,5 ml 0.33%
roztoku agaru ve vodé a vzdy 1 ml tohoto roztoku byl pipetovan do tfi
jamek v 6-jamkovych miskach (TTP). Po tydnu kultivace byly pocitany
kolonie (vice nez 20 bunék) a shluky (4-20 bunék). Vysledny pocet CFU-
GM na 10° jadernych bunék byl vypocten z primérného poctu kolonii a
shlukd na tfech miskach.

B) Metylcelul6zové kultury. 1x10° jadernych buné&k bylo rozted&no v 5 ml
kompletniho média (IMDM + 30% fetalni teleci sérum + 1.3%
metylcelulézy + SCF 50 ng/ml + erytropoetin 4 U/ml) a pipetovano po 1
ml do 3 jamek 6-jamkovych misek (TPP). CFU-GM a BFU-E byly

rozliSovany morfologicky a spocteny po dvou tydnech kultivace.

5.4. Kultivace mezenchymovych progenitorovych bunék

Vzdy 7.5x10° jadernych bunék v IMDM bylo nasazeno do jedné 75 cm?2
kultivaéni ldhve s prody3nym filtrovanym uzavérem a 10° do jedné Petriho
misky o priméru 100 mm. Obé& nadoby byly doplnény 10 ml kompletniho
kultivaéniho média (0-MEM s 20% fetdlniho teleciho séra, 100 u/ml
penicilinu, 1000 ug/ml streptomycinu a 2 mM L-glutaminu), po 24
hodinach byly odstranény neadherujici buniky. Vétsi Petriho miska byla

obarvena po 2 tydnech 0.5% roztokem krystalové violeti v metanolu.
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Pocet mezenchymovych kolonii z 1. pasaze (CFU-F1) byl pocitan
manualné, za kolonii byl poklddan shluk bunék o priiméru alespofi 2 mm.

V kultivacni Iahvi byly po 2 tydnech adherujici bunky sklizeny inkubaci s
roztokem trypsin-EDTA. Tyto bunky pak byly rozesazeny v koncentracich
1,5 bb/cm?, 3 bb/cm? 5 bb/cm® a 10 bb/cm® ke zjisténi tvorby
sekundarnich kolonii (CFU-F2_1,5, CFU-F2_3, CFU_F2_5, CFU-F2_10). Po
dvou tydnech byly tyto misky po oplachnuti PBS obarveny a zhodnoceny

vyge popsanym zpUsobem.
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6. Statistické hodnoceni

Ke srovnani kontinualnich proménnych bude pouzit parametricky
Pearsonlv a neparametricky Spearmanlv korelaéni koeficient. Ovéfeni
statistické vyznamnosti rozdild mezi dvéma skupinami bylo provedeno
neparametrickym Wilcoxonovym testem a ovéFeni vyznamnosti rozdill
mezi vice skupinami pak neparametrickou verzi testu ANOVA s post-hoc

Dunnovym srovnavacim testem nebo testem pro trend.

7. Cilové ukazatele

Primarnim cilovym ukazatelem je zjistit UCinnost |éCby kmenovymi
bufikami u pacientl s chronickou kritickou ischémii, G¢innost [é&by je
mérena zménami ischemického stupné dle Fontainovy klasifikace, hojeni
trofickych defektl, frekvence selhdni 1é¢by definované jako vysoka
amputace, kardiovaskularni prihoda (mozkova prihoda, infarkt myokardu)
a umrti z jakychkoli pricin

Sekundarnim cilovym ukazatelem je bezpelnost procedury, zlepseni
kolateralniho recisté mérené angiograficky, zlepSeni prokrveni koncetiny

meérené ABI a TcpO,, zlepseni kvality Zivota
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8. Vysledky

Primarni cilové ukazatelé.

Po roce sledovani byli vSichni pacienti zivi. Dle hodnoceni stupné ICHDK se
podarilo prevést do stadia klaudikaci (IIb dle Fontaina) 22 (84,6%)
nemocnych. U 2 (7,6%) pacientd i kdyZz do$lo ke zhojeni defektu,
pretrvavaly klidové bolesti, které ale |épe reagovaly na analgetickou |écbu
nez pred implantaci kmenovych bunék. Ke zhojeni defektu dosSlo v 11 ze
14 ptipadQ (78,9%) b&hem prvniho roku. Velkou amputaci konéetiny (ve
stehn&) podstoupili do 3 mésicd po implantaci 2 pacienti (pacienti
s klidovou bolesti nereagujici na analgetika). 3 pacienti prodélali amputaci
(gangréna). Béhem lécby a nasledujici rok zadny pacient neprodélal
infarkt myokardu nebo cévni mozkovou prihodu. Po 2 letech zemrela
jedna pacientka =z dlvodu nesouvisejicich s aterosklerézou. U 2

nemocnych pretrvaval defekt (i kdyz zmensen) i po roce IéCby.

Sekundarni cilové ukazatelé.

Bezpecnost IéCby.

Lécba byla pacienty velmi dobfe tolerovana. V nasem souboru jsme
zaznamenali u jednoho pacienta vétSi hematom v misté punkce po odbéru
drené, ale bez potfeby krevniho prevodu. Ani u jednoho pacienta nedoslo

k vyznamnému poklesu hemoglobinu

Zmény v prokrveni koncetiny mérené ABI (AAI) a TcpO;

V souboru do$lo k vzestupu primérnych hodnot ABI z 0,54 na 0,67 ,
stejné tak dodlo k vzestupu primérnych hodnot TcpO, z 14,9 na 37,2
mmHg. Oba vzestupy jsou statisticky vyznamné (p<0,0001) (graf 1 a 2).
Vzhledem k tomu, Ze oba tyto testy odrazeji prokrveni dolnich koncetin,
byla mezi nimi zjiSténa predpokladana signifikantni korelace
(Spearmannlv test, r = 0,31, p = 0,038), kterd vdak (vzhledem
k mediokalcin6ze tepen u diabetikl, kterd znehodnocuje ABI test) byla
signifikantni pouze u pacientl bez diabetu mellitu (Spearmanndyv test, r =
0,53, p = 0,009 u nediabetik{, r = 0,11, p = 0,58 u diabetikl - graf 3-5).
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Graf 3 - korelace AAI a tp0; u vSech pacientl
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Graf 5 — korelace AAI a tp0; u diabetik( 2. typu
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Angiografické nalezy.

slepé hodnoceni angiografickych nalez ukazalo, Ze rok po implantaci
drenovych bunék doslo ke zlepsSeni angiografického nalezu ve vsech
sledovanych Usecich, pricemz dle predpokladu nejvétsi zlepSeni bylo
pozorovano v distalnich ¢astech koncetiny (lytka a nohy). Zatimco v misté
punkce dodlo ke zlepeni v priméru o 0,732 bodu kvantitativni $kaly,
prislusné hodnoty ve stehnég, v koleni, v lytku a v noze byly 0,652, 0,692,
1,13 a 1,3 (p <0,0001, opakovany test ANOVA s post-hoc testem pro
trend - graf 6). Nebyla zjiSténa zadna korelace mezi zlepsenim
angiografického ndlezu a poétem implantovanych progenitord. Zlepseni
primé&rného angiografického nalezu korelovalo jak s Fontainovym
hodnocenim ICHDK pred lécbou, tak i s hodnocenim ICHDK po |éCbé,
avsak nikoli s primé&rnou zmé&nou Fontainova hodnoceni. Toto znamen3,
ze implantace progenitorovych bunék  zpusobovala zlepseni
angiografického nalezu a Fontainova hodnoceni jak u pacientt se stupném
IV, tak u pacientd se stupném III a Ze vysledny benefit byl pro obé tyto

skupiny pacient( stejné& dobry.
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Graf 6 — angiografické zmény po implantaci kmenovych bb
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Hodnoceni kvality Zivota

Zhodnotili jsme dotazniky kvality Zivota (SF-36) u pacientl pted
implantaci kmenovych bunék a po 1é¢bé& podle skdrovacich vzorct danych
pro tento dotaznik. Vysledky pak byly statisticky zpracovany pomoci
signed rank testu. Bylo zjisténo signifikantni zlepSeni kvality Zzivota u
véech pacientd po 1é¢b& kmenovymi bufikami, a to ve v8ech osmi
modalitach hodnocenych v dotazniku SF-36 (p<0,0001) - graf 7. Dale
jsme z osmi vypoctenych hodnot stanovili kompozitni skére fyzické kvality
Zivota (PCS, physical composite score) a mentalni kvality zivota (MCS,
mental composite score). Obé hodnoty (PCS i MCS) byly signifikantné
zlepdeny u pacientl po 1é¢b& kmenovymi bufikami. Kompozitni skdre
fyzické kvality zivota korelovalo se zménami stupné ICHDK dle Fontainovy
klasifikace, zatimco korelace s kompozitnim skére mentalni kvality zZivota

nebyla zjisténa.
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Graf 7 - zmény kvality Zivota pred a po implantaci kmenovych
bunék
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Popis grafu Kvalita Zivota:

Z kazdé dvojice: levy sloupec — pred 1écbou, pravy sloupec — rok po 1€¢bé
1 = fyzicka funkce

2 = omezeni roli pro fyzické problémy

3 = omezeni roli pro emoc¢ni problémy

4 = omezeni socialnich funkci pro fyzické nebo emocni problémy
5 = fyzicka bolest

6 = vSeobecné vnimani dusevniho zdravi

7 = vitalita

8 = v§eobecné vnimani vlastniho zdravi

Minimum = 0, maximum = 100

PCS = physical composite score
MCS = mental composite score

vztazeno ke zdravé populaci USA (pruzkum z r. 1998),
primér zdravé populace = 50
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9. Rozbor pacientl

A) Z hlediska klinického nejlépe na |é¢bu reagovali nemocni
s trombangiitis obliterans (TAO). Slo 0 4 nemocné ve véku 26, 40, 47 a 49
let. U nich jsme zaznamenali rychlé zhojeni defektu resp. Ustup klidovych
bolesti, vynechani analgetické |écby a prechodu do stadia klaudikaci. Tato
pomérné rychld zména byla pacienty vnimdna zpocatku pozitivng,
nicméné omezujici klaudikacni obtize byly nasledné vnimany negativné i
presto, Zze doslo u nemocného k zachrané koncetiny. Tento fakt ovliviioval
u nemocnych subjektivni hodnoceni ro¢niho efektu IéCby pfFi vyplhovani
dotazniku kvality Zivota. Data se shoduji i s recentné publikovanou studii
PROVASA, kde pacienti stimto typem postizeni reagovali na Iécbu
kmenovymi bunkami nejlépe. Také angiografické hodnoceni bylou téchto
pacient( ptiznivé, zlepseni nadprimérné.

B) Pacientka 8 AH méla pri vstupu do studie vihkou gangrénu distalni
poloviny nartu, byla ji navrzena vysoka amputace ve stehné, kterou
odmitla a souhlasila s implantaci kmenovych bunék jako pokus o zachranu
koncetiny. Po aplikaci kmenovych bunék doslo postupné k demarkaci
a mumifikaci gangrény, ktera byla chirurgicky snesena. Po celou dobu
naseho sledovani byla nemocna imobilni, vétéinu dne pobyvala na 18zku,
takze rozvoj kolateral pohybovym rezimem byl zcela vylouden. Analgetika
uzivala jen sporadicky. Defekt byl lécen lokalné pravidelnymi prevazy
a predevsSim se snahou eradikovat event. infekci. Pri kontrolni angiografii
byl patrny rozvoj kolateralniho recisté a také byla zfejma i mohutna
granulace defektu s okrajovou epitelizaci a postupnym zmensovanim
defektu. Nicméné k definitivnimu zhojeni nedoSlo. Nemocna se zacala
pohybovat v choditku. Stav pahylu koncetiny se dale zlepsoval. Po dvou
letech od lécby doSlo u nemocné k frakture krcku femuru a nemocna
zemrela na ddvody, které nemély souvislost s kardiovaskuldrnim
onemocnénim.

C) Pacient 15 JL byl nemocny suzovany recidivujicimi erysipely a
nehojicimi se defekty po amputaci prstu. Po implantaci bunék doslo nejen

ke zhojeni defektl po amputaci, ale i k remisi recidiv erysipelu.
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D) Nemocni s velkou amputaci koncetin. U prvni nemocné Slo o rozsahlou
gangrénu nohy s reaktivnim zanétem zachovalych tkani. I pres |écbu
antibiotiky doslo k rozvoji infekce, lymfangoiitidy a nasledné sepse
s algickym syndromem, bylo nutné u nemocné pristoupit z vitalni indikace
k provedeni amputace. Druhy nemocny si pro pretrvavajici fantomové
bolesti v defektu na noze po sneseni gangrény sam vyzadal provedeni

vysoké amputace.
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10. Eskalacni studie bezpecnosti a acinnosti podavani
erytropoetinu u pacientli s ICHDK

V ramci studie jsme predpokladali provedeni eskalacni studie bezpecnosti
a U¢innosti podavani erytropoetinu u pacientd s ICHDK tfem skupindm po
4 pacientech v eskalovanych davkach. Plvodné planovany G-CSF nebyl
v dobé konani studie pro uvedené ucely dostupny predevsim z logistickych
dlvodl, kterym bylo predavani distribuce preparatu mezi dvéma firmami
a nemoznost ziskani klinickych vzorkd. V roce 2005 byl oti$t&na v N Engl J
Med studie, ktera prokazala, Ze dlouhodobé podavany erytropoetin se
chovd jako angiogenni faktor, ktery muZe indukovat vznik diabetické
retinopatie, resp. ji mize zhorsit. (28, 29) Jeliko? v naSem souboru je
>50% nemocnych s diabetem, nechtéli jsme tyto nemocné vystavit
tomuto riziku onemocnéni, resp. jeho zhorseni, které by mohlo vést az ke

ztraté visu.
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11. Intravenodzni lécba alprostadilem (Prostavasin®, Schwarz
Pharma A.G., Mannheim, Némecko)

Dle soucasnych znalosti je mozné provadét intravendzni |écbu
alprostadilem ndsledujicim zplsobem: obsah 2 ampule (odpovida 40 mg
alprostadilu) se rozpusti v 50-250 ml fyziologického roztoku a infunduje se
intravendézné po dobu 2 hodin. Tato davka se aplikuje 2 krat denné.
Alternativné je mozné i.v. podavat také 1 krat 3 ampulky alprostadilu
(odpovida 60 mg alprostadilu) v 50-250 ml fyziologického roztoku po dobu
3 hodin. Po tritydenni 1écbé alprostadilem je nutné rozhodnout, zda jsou
dalsi infuze klinicky indikovany. Pokud nebylo dosazeno terapeutického
uspéchu, ma byt l|éCba ukoncena. Celkova doba I|écby by neméla
presahnout 4 tydny. Nadéjné se zdalo jednani s firmou Schwarz Pharma,
ktera meéla zamér provést u nas studii s 4tydennim podavanim tohoto
preparatu, ale v3e selhalo na =zajist&ni nemocni¢niho 1Gzka (jeho
proplaceni pojistovnou) na celou dobu podavani.

Po zafazeni 10 pacientd do studie bylo u 3 znich nutné pfistoupit
k amputaci a 1 nemocny zemfiel. Prib&Zné vysledky transplantovanych
pacientu byly tak vyrazné lepsi, ze jsem I|écCbu alprostadilem ukoncili.
Vysledky mohly byt zplsobeny &patnym vyb&rem nemocnych, ale i
nedostatecné dlouhou Iécbou alprostadilem. Jelikoz jsme nedokazali
zajistit pro randomizované pacienty optimalni davkovani a délku |écby
alprostadilem doporucované vyrobcem, od dalsi randomizace jsme
ustoupili, aby nedo$lo ke zkresleni vysledkl studie. Provedli jsme jen
rozbor nemocnych s CHKKI |é¢enych alprostadilem na nasi klinice od 1.1.
2004 do 31.12. 2006. Soubor tvofilo 21 pacientd (14 muzd a 7 Zen).
Stuperi ICHDK III dle Fontaina splfiovalo 9 (42,9%) pacientd, stupefi IV
12 (57,1%) pacientd. Primérny vé&k souboru byl 63,1 let (47-82). 12
(57,1%) pacientl se |é¢&ilo pro diabetes mellitus, 12 (57,1%) pacientd pro
ICHS, 16 (76,2%) pacientl pro hypertenzi, 2 (9,5%) pacienti pro TAO, u
13 (61,9%) pacientd byla zjist&na porucha metabolismu lipidd, 7 (33,3%)
pacientd mélo v anamnéze cévni mozkovou ptihodu, 12 (57,1%) pacientl
bylo stale aktivnimi kuraky. Alprostadil byl aplikovan za hospitalizace 2x

denné 2 amp v 250 ml fyziologického roztoku. Pro pretrvavajici bolesti,
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progresi gangrény byl u 8 (38,1%) pacientd proveden revaskularizaéni
vykon jako pokus o zachranu koncetiny. Do 1 roku byla provedena
amputace u 9 (42,9%) pacientl, 1 (4,7%) pacient zemiel do 1 roku,
v pribé&hu ndsledujiciho roku dal&i 2 (9,5%) pacienti. Ve sledovaném
souboru bylo v priméru bylo poddno 36 ampuli/ na pacienta (8-108).
MnoZstvi mohlo byt zkresleno prerusenim 1é¢by z dGvodu bud’ zachrany
koncetiny jesté revaskularizaci nebo nutnosti provedeni amputace, ale
predevsim limitaci reviznim lékarem.

Frekvence primarnich endpointl (velkd amputace & Umrti v disledku
aterosklerdzy) je statisticky signifikantné vyssi nez ve skupiné nemocnych
s transplantaci (p = 0,05, pravdépodobnost umrti ¢i amputace 6,5x vyssi
ve skupiné s alprostadilem (95% interval spolehlivosti, 1,00-42,5).

Dle zkuSenosti z naseho souboru je |écba alprostadilem u nemocnych
s ICHDK v CR nedostatednd, vSeobecné poddévkovéna a pres znacné
naklady casto nevede ke zlepseni stavu koncetiny.

Nade zjisténad data jen potvrdila epidemiologické Udaje pacient(
s chronickou kritickou ischémii dolnich koncetin. CHKKI vznikne priblizné u
1% muzd starSich 55 let a predstavuje nejen ohrozeni koncetiny, ale i
ohrozeni zivota nemocného. Za rok po stanoveni diagndézy chronické
kritické ischémie dolnich koncetin prodéld 25% nemocnych amputaci nad
kolenem, 20% zemre a pouze 55% bude zit s obéma koncetinami. U
diabetikl je minimalné Skrat vyssi riziko pro vznik kritické ischémie neZ u
nediabetik(. Diabetici druhého typu maji 20krat ¢&astdji postizeny
koncetinové tepny ve srovnani s odpovidajici nediabetickou populaci a
castéji maji postizeny tepny v oblasti pod kolenem. Riziko amputace
konletiny je u diabetikl 10-20krat vy3&i oproti nediabetikdm. Amputace
koncetiny vyhlidky této skupiny nemocnych dale zhorSuje. Perioperacni
mortalita amputaci pod kolenem ¢ini 5-10% a nad kolenem 15-20%. Do
dvou let po amputaci zemre 25-30% nemocnych a do péti let 50-75%. Po
dvou letech je pln& mobilnich jen 40% pacient, ktefi podstoupili amputaci
jedné koncetiny, 15% musi podstoupit amputaci i u kontralateralni

koncetiny a u dalSich je nutna vyssi amputace (1).
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12. Dalsi cile:

12.1. Zjisténi optimalnich pomérd bunécnych populaci podilejicich
se na terapeutickém efektu autologni transplantace

V ramci projektu jsme zkoumali korelace kultivaci endotelovych kolonii
z periferie a ze drené s po¢tem mezenchymovych (fibroblastovych) kolonii
z periferie a ze drené, s poctem implantovanych CFU-GM a BFU-E,
s po¢tem implantovanych CD34+ bunék a s poctem cirkulujicich
endotelovych bunék. Tyto Udaje jsme pak srovnavali se vstupnimi udaji
(vék, pridruzena onemocnéni) a s vysledky terapie (angiografické zmény,
kvalita Zivota, zména klasifikace ICHDK dle Fontaina).

Zjistili jsme signifikantni negativni korelaci po¢tu implantovanych CD34+
bunék a BFU-E s vékem pacienta (r = -0,41 a -0,44, p = 0,04 a 0,03 -
Graf 7 a 8, dale niz8i mnoZzstvi infundovanych CD34+ bunék u pacientl se
soub&Znou (median, 27x106 v. 53x106 u pacientd bez ICHS, p = 0,019) a
niz&i procento CD34+ progenitorl v produktu (avdak nikoli niz&i mnoZstvi
implantovanych CD34+ bunék) u pacientd s hyperlipidemii (medidn,
0,64% v. 0,77% u pacientl bez hyperlipidémie, p = 0,03). Tyto vysledky
svéd&i pro pokles dfefiovych progenitorG jak v dlsledku véku, tak
v dlsledku pfidruzenych onemocnéni, podobné& jako to popsal Hill pro
cirkulujici endotelové kolonie (16).

Predpokladanym zjisténim byly pozitivni korelace mezi poctem
infundovanych CD34+ bunék a pocltem CFU-GM a BFU-E, které
neuvadime, protoze jde o obecné znamy fakt mnohokrate publikovany. Na
druhé strané jsme nezjistili Zadné korelace mezi poctem CD34+ bunék di
potem CFU-GM a BFU-E s poétem mezenchymovych kolonii a
endotelovych kolonii (CFU-F, resp. CFU-Hill), at jiz ze drené, tak
z periferie. Tento jev je vysvétlitelny tim, ze ne vSechny CD34+ bunky
ddvaji vznik endotelovym prekurzordm a CFU-GM a BFU-E jiz
s mezenchymovymi, resp. endotelovymi bunkami nemaji nic spolec¢ného. I
tento fakt je tedy ve svétle stavajicich poznatkl vysvétlitelny.

Nedokdzali jsme si vysvétlit naprosty nedostatek korelace mezi

flowcytometricky zjisténym poctem cirkulujicich endotelovych bunék a
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kultivacné zjisténym poctem endotelovych kolonii. Tento vysledek vSak
ziskal na smysluplnosti diky recentni publikaci prace (26), ktera ukazuje,
Zze CFU-Hill kolonie nejsou pravé endotelové kolonie, ale spiSe kolonie
endothel-like monocytd (27), maji na rozdil od pravych endotelovych
bunék Fadu hematopoetickych znakd prevdzné nalézanych u bunék
monocytarni rady a jedna se tedy o rozdilné populace. Prakticky vyznam
tohoto zjisténi je nejasny, protoze je prokazano, ze i tzv. endothel-like
monocyty mohou hojit defekty intimy zplsobené jejim experimentalnim

poskozenim (28).

Graf 8 - korelace sebranych CD34+ bunék s vékem
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Graf 9 - korelace sebranych BFU-E s vékem
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12.2. Mobilizace angiogennich prekurzorii do obéhu u pacientt
s diabetem a bez diabetu.

Co se ty¢e poctu endotelovych kolonii v periferii a ve dfeni u pacientd
s diabetem a bez diabetu, nezjistili jsme Zzadny vyznamny rozdil
v souvislosti s timto onemocn&nim, coz mohlo byt zplsobeno
nedostatec¢nou velikosti vzorku. Rozhodli jsme se tedy rozsifit soubor o
pacienty s mikrovaskularnim  postizenim  (tj. pacienty s ANCA-
asociovanymi vaskulitidami) a o pacienty na hemodialyze. Pacienti
s mikrovaskularnim poskozenim dle citovanych praci (9-11) maji vice
cirkulujicich endotelovych bunék (patrné apoptotického ¢i nekrotického
charakteru) nez zdravi dobrovolnici. Jedna z uvedenych praci ukazala, ze
pacienti s ANCA-asociovanymi vaskulitidami maji rovnéz zvySené mnozstvi
cirkulujicich endotelovych progenitord (11). Pacienti s termindlnim
ledvinnym selhanim vyzadujicim hemodialyzu zase trpi mimoradné
zdvaznou formou aterosklerdzy, na které se miZe podilet jak nedostatek
sekrece  angiogennich  faktorl  véetné&  erytropoetinu, tak i
hyperlipoproteinémie pfi nefrotickém syndromu.

Nade vysledky ukazuji, Zze vSechny tfi sledované skupiny pacientd (tedy
véetné pacientd s ischemickou chorobou dolnich koné&etin) maji vyrazné

snizenou mobilizaci angiogennich prekurzori do ob&hu oproti zdravym
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dobrovolnikim. Zjistili jsme, Ze pacienti s mikrovaskuldrnim poskozenim
nemaji zvySenou, ale naopak snizenou mobilizaci t&chto prekurzord do
obéhu. Rozdil mezi pacienty s ICHDK a s ANCA-asociovanou vaskulitidou
nebyl statisticky vyznamny, i kdyz i zde bylo mozno najit trend smérujici
k niz§imu  poétu  perifernich  endotelovych  kolonii u  pacientd
s mikrovaskularnim poskozenim oproti poskozeni makrovaskularnimu (p =
0,09).
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13. Diskuse a zavérecny souhrn

Nase vysledky ukazuji, ze implantace drenovych prekurzorovych bunék do
ischemické koncetiny zlepsSuje jak objektivni, tak i subjektivni ukazatele
hodnotici tizi poskozeni koncetiny. Bylo zjiSténo signifikantni zlepseni
tvorby kolateralniho recisté nejen v misté cévniho uzavéru, ale i distalné
od ného. Dale bylo zjisténo lepsi prokrveni postizené koncetiny pomoci
ABI a TcpO, hodnot. Doslo ke zlepseni stadia Fontainovy klasifikace
ICHDK na naprosté vétsSiné léCenych koncetin a dosSlo ke zhojeni témér
80% defektl. Sou¢asné jsme zaznamenali zlepSeni kvality Zivota pacientd
jak ve vsSech jednotlivych parametrech sledovanych dotaznikem SF-36,
tak i v kompozitnich skére PCS a MCS, udavajicich fyzickou a mentalni
kvalitu zivota. Nase prace byla prvni publikovanou praci, kterd se
v souvislosti s tématem implantace kmenovych bunék u pacientd
s chronickou kritickou koncetinovou ischémii souCasné zabyvala i
problematikou kvality Zivota.

Transplantace dfefiovych progenitord intraarteridlni cestou je lé&bou
bezpecnou a dobre tolerovanou. S vyjimkou jednoho krvaceni grade II po
odbéru kostni krve jsme nepozorovali zadné ¢asné ani pozdni nezadouci
ucinky. Umrtnost pacientd a procento vysokych amputaci je nizsi nez
predpokladané. Vysledky |é¢by pomoci transplantace progenitorovych
bunék jsou statisticky vyznamné lepsSi nez vysledky |écby alprostadilem,
alespon tak, jak je tato |é¢ba praktikovana v Ceské republice. Na rozdil od
lé¢by alprostadilem nevyZzaduje transplantace dFfefiovych progenitorQ
dlouhodobou hospitalizaci. V dobé publikace nasi prace jsme byli prvni,
kdo pouzili Ccisté intraarterialni cestu aplikace kmenovych bunék u
pacientd s chronickou kritickou konéetinovou ischémii. V dostupné
literature byla  pouzita bud intramuskularni ¢i  kombinovana
intramuskularni a intraarterialni aplikace kmenovych bunék.

Uvedena I|écba zlepSuje objektivhi parametry jako je ABI, TcpO,,
angiograficky nalez, kvalita zivota. U polymorbidnich nemocnych je to

bezpe¢na metoda bez zadvaznych nezadoucich G¢&inkd.
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14. Pouzité zkratky

ICHDK
ICHS
G-CSF

SCF
HMG-CoA
ABI, AAI
CHHI
TAO
SF-36
TcpO,
CD

DSA

HLA

EPC
VEGF

iNOS
MCP
FGF
PDGF

HGF
PIGF
PCS
MCS
CFU-GM
BFU-E
CFU-F

ischemickd choroba dolnich koncetin

ischemicka choroba srdecni

rlstovy faktor stimulujici tvorbu granulocytt

(granulocyte colony-stimulating factor)

rlstovy faktor kmenovych bunék (stem cell factor)
3hydroxy-3methyl-glutaryl-koenzym A

ankle-brachial index / ankle-arm index — index kotnik paze
chronicka kritickd koncetinova ischémie

thrombangiitis obliterans

short form quality of life questionnaire

transkutanni parcialni tlak kysliku

oznaceni povrchovych molekul leukocytd (cluster of differentiation)
digitalni subtrakéni angiografie

human leukocyte antigen

French (jednotka pro oznaceni priiméru jehly ¢i kanyly — 1 F =1/3 mm
endotelialni progenitorové bunky (endothelial progenitors cells)
vaskularni endotelialni rlstovy faktor

(vascular endothelial growth factor)

inducibilni forma syntazy oxidu dusnatého

monocyte chemotactic protein

fibroblastovy rdstovy faktor

rlstovy faktor odvozeny od desticek

(platelet—derived growth factor)

hepatocytarni rlistovy faktor

placentarni rdstovy faktor

physical composite score

mental composite score

colony forming unit —granulocyte, macrophage

burst forming units- erythrocytes

colony forming unit-fibroblast
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16. Obrazova dokumentace vybranych pacienti

Pacient 1. A.].

A.B. Pacient po amputaci 1.prstu s defektem na hrotu 2.prstu (Sipka)
s klidovymi bolestmi.

C.D. Stav po 1.roce, doslo ke zhojeni defektu, ustupu klidovych bolesti.
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Angiografické vysetreni — pacient 1 A.J.
Vlevo vzdy AG vysSetreni pred implantaci kmenovych bunék.
Vpravo po 1. roce.

Pred implantaci Po 1.roce
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Pacient. 2. E.B.
A. Pacientka s defektem na plosce pod V.prstem levé nohy.

B. Po 1.roce doslo ke zhojeni defektu (Sipka).
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Angiografie distalnich tepen nohy - pacient 2 E.B.
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Pacient 6 A.G.

A. Nehojici se defekt a gangrena V.prstu s flegmdnou nohy pravé dolni
koncetiny.

B. 6 mé&sicd po implantaci kmenovych bunék, po amputaci V.prstu.

C.D. Stav po 1. rocee Zhojeni defektu po amputaci, ustoupily klidové
bolesti.
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Angiografie tepen PDK- pacient 6 A.G.

Pred implantaci Po 1.roce
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Pacient. 8. A.H.

A. 75tiletd nemocna s vihkou gangrenou 1-3.prstu a prevazné Casti nartu
levé dolni koncetiny.

B. Mumifikace gangrény s jeji demarkaci.

C. Stav po implntaci kmenovych bunék a odstranéni gangrény
s loziskovou infekci defektu.

D. Stav po lokalni |éCbé antibiotiky. Je patrné hojeni defektu s vyraznou

granulaci spodiny defektu. V dalsi |é¢bé zvazovano prekryti defektu kozni
plastikou.
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Angiografie tepen LDK- pacient 8. A.H.

Po 1.roce

Pred implantaci
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Pacient 10. K.H.

A. Pacient s kritickou koncetinovou ischémii po nelspésné chirurgické.
revaskluarizaci s nehojicim se defektem po amputaci 1.prstu.

B. Stav po 6ti mésicich, kdy je patrné hojeni.

C. Stav po 1 roce . Jen malé reziduum, prakticky zhojeni defektu.
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Angiografie tepen LDK - pacient.10. K.H.

Pfred implantaci
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Pacient 15.].L.

A. Pred implantaci kmenovych bunék. Stav po amputaci II.prstu a pred
amputaci III, IV.V.prstu.pro gangrenu.

B.C. Po sneseni gangren6zné postizenych prstd rychlé zhojeni defektd.
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Angiografie tepen LDK - pacient 15. J.L.

- RAETD o

Pred implantaci Po 1.roce
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Pacient 19. K.O.

A. Nemocny s TAO. Nehojici se vlhky defekt 1. prstu a nehojici se
defekt na nartu po biopsii. Pacient ma klidové bolesti.

B. Stav po 6ti mésicich.

C. D. Po 1 roce doslo ke zhojeni defektu, ustupu klidovych bolesti.
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Angiografie tepen PDK - pacient 19. K.O.

Pfed implantaci
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Po 1.roce
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Pacient 23. ].U.

A.B. Nehojici se defekt na II. prstu nohy PDK.

C.D. Stav po implantaci kmenovych bunék (1.rok). Doslo ke zhojeni
defektu ad integrum.
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Angiografie tepen PDK - pacient 23. J.U.

88



89



90



91



92



Pacient 24 ].U.

A. Nemocny s kritickou ischémii LDK s defektem v oblasti nehtového I0Zka
na I. prstu nohy LDK.

B.C. Po 1 roce doslo ke zhojeni defektu a Ustupu klidovych bolesti.
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Angiografie tepen LDK - pacient 24 ].U.

Pfed implantaci
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