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1. Abstrakt

Cil. Zjisténi ucinnosti a bezpecCnosti intraarterialni implantace
kmenovych bun&k u pacientt s kritickou ischémii dolnich koné&etin (DK)
Metody. Bylo Ié¢eno 28 dolnich konletin u 24 pacientl s diagnézou
chronicka kriticka ischémie DK. Bylo odebrano v prdméru 400ml roztoku
kostni krve s heparinem ze zadni horni hrany lopaty kycelni kosti a dale
zpracovano standardnim zplsobem. Poté byla kostni krev aplikovana do
tepen DK pod angiografickou kontrolou. Primarnim cilem byla Gcéinnost
metody méfend hojenim defektu, zménou ischemického stupné,
frekvenci vysoké amputace. Sekundarnimi cily byly bezpec¢nost metody,
angiografické zmény a zmény kvality Zivota.

Vysledky. 1 rok po 1éCbé byli vSichni pacienti zZivi, 2 pacienti podstoupili
vysokou amputaci. Bylo zhojeno 11 ze 14 defektd (78%) a zmény
ischemického stupné hodnocené dle Fontaina byly z priiméru 3,5 na 2,0
(P<0,0001). Doslo ke zlepeni angiografickych nalezli ve vsech
sledovanych Usecich, nejvice v distélnich ¢astech nohy. 1 rok po
implantaci pacienti méli signifikantné lepsi kvalitu Zzivota ve vSech
modalitach.

Zavér. Intraarteridini implantace kmenovych bunék mize vést
k signifikantnimu subjektivnimu i objektivnimu zlepseni stavu u pacientd
s kritickou koncetinovou ischémii. V dobé vydani nasi prace nebyla
publikovana zadna studie, ktera by testovala Cisté intraarterialni podani
kmenovych bunék. Také nebyla publikovany data o kvalité Zivota
pacientd s chronickou kritickou kon&etinovou ischémii pted a po aplikaci
kmenovych bunék. Tyto vysledky potiebuji ovéreni randomizovanych
placebem kontrolovanych studii na vétsich poétech pacientd.

Klicova slova.

chronicka kritickd ischémie dolnich koncetin, intraarterialni implantace

kmenovych bunék, kvalita Zivota



2. Abstract

Aims: The aim of our study was to evaluate an efficacy and safety of
intra-arterial injection of bone marrow mononuclear cells (BMMCs) in
patients with chronic critical limb ischemia (CLI)

Methods. In average 400ml| bone marrow blood was harvested from
posterior iliac crests in 24 CLI patients. BMMCs were obtained from the
blood by standard procedure used for bone marrow transplantation.
After digital subtraction angiography was performed in each patient,
BMMCs were injected into arteries of 28 limbs. Primary outcome was the
efficacy of BMMCs injection measured as a successfull healing of limb
defects, a change of Fontain ischemia grade and a rate of high limb
amputations. Secondary outcomes were a safety of the BMMCs
injections, changes in angiographic findings after BMMCs injections and
changes in quality of life (questionnaire SF-36).

Results: After one year follow-up all patients were alive and 2 patients
have undergone high limb amputation. Out of 14 limb defects, eleven
have been healed completely and the average Fontain ischemia grade
has changed from baseline value of 3.5 to 2.0 after one vyear
(P<0.0001). Angiographic findings have improved in all examined
segments of limb vessels. One year after the procedure patients have
reported significant improvement.

Conclusion: The intra-arterial limb BMMCs injection decreased the
expected rate of high limb amputations, improved the limb defect
healing as well as the Fontain grade of limb ischemia. First we used only
intra-arterial implantation oj BMMCs in human model. Moreover, BMMCs
injection improved the quality of life - no study before tested it. Our
results should be validated in larger randomized placebo-controlled
studies.

Key words.

Chronic critical limb ischemia, intra-arterial injection of bone marrow

mononuclear cells, quality of life



3. Uvod

Pacienti s ischemickou chorobou dolnich  koncetin  (ICHDK)
v klaudika¢nim stadiu maji zhorSenou kvalitu Zivota a jsou ohrozeni
hlavné nasledky koronarni nemoci a postizenim karotickych tepen.
Chronicka kritickd ischémie je nejhorsi manifestaci ICHDK. Je definovana
jako klidovd bolest v trvani minimalné 2 tydnd, vyZadujici analgetika
a/nebo piitomnost defektu ¢ gangrény. Progndza pacientl s chronickou
kritickou ischémii dolnich koncetin je zatizena vysokou mortalitou a je
srovnatelnd s prognézou pacientll s pokrogilym malignim onemocn&nim
(1). Za rok od stanoveni diagnézy chronické kritické ischémie dolnich
koncetin prodéla 25% nemocnych amputaci nad kolenem, 20% zemfe a
pouze 55% Zije s obéma koncetinami. Polovina nemocnych s klidovymi
bolestmi zemfe do péti let.

Strategie |éCby spociva predevsim ve zlepseni perflze 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 zlepseni lokalnich i celkovych cirkulaénich pomé&rl, odstranéni
klidovych bolesti a lokalni pé¢e o bolestivé defekty. Asi 20% pacientl
neni vhodnych k Zadné 1é¢bé a je u nich provedena amputace koncetiny
(2).

Tento nepfiznivy 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 Zzivota, sniZeni
morbidity a mortality. Terapeuticka angiogeneze vede v experimentu ke
zlepSeni perfuze v ischemické oblasti koncetiny. Tato metoda by se tak
mohla stat alternativni metodou konzervativni 1éCby nemocnych

s diagnoézou chronické kritické ischémie dolnich kondcetin (3).



4. Patogeneze

4.1. Neovaskularizace

Proces rlstu novych krevnich cév je vysledkem nékolika procesl, kde
zasadni roli hraje angiogeneze, arteriogeneze a vaskulogeneze.
Terminem ,angiogeneze" je oznacovana tvorba cév (vétSinou kapilar)
vétvenim jiz existujiciho reciste, vétsinou
z postkapildrnich venul. Tento proces je stimulovan predevsim tkanovou
hypoxii, kterd vede k aktivaci Fady ristovych faktorl a jejich receptord.
Uc¢inkem rlstovych faktorl se zvySuje permeabilita stény cévy, dochazi
k priiniku plazminogenu a fibrinogenu a k jejich nasledné preméné
v plazmin a fibrin. Sit fibrinovych vlaken je pak podkladem pro vytvéareni
nové cévy.

Terminem  ,arteriogeneze® oznacujeme proces tvoreni
kolateralnich spojek de novo ze stavajiciho tepenného recisté, kde doslo
k uzadvéru & stendze, které mizeme zobrazit angiograficky. Regulace
arteriogeneze neni zavisld na hypoxii tkané. Vznik kolaterdl je
dle experimentu  zplisoben zvy$enim smykovych rychlosti pFi
nahromadé&ni mononuklérd, co? vede ke zvydeni aktivity uvoln&nych
rlstovych faktord.

Terminem ,vaskulogeneze" je oznaCovana diferenciace
mezodermaélnich prekurzorll smérem k angioblastim a nasledné ke
zralym endotelovym burikdm, které vytvafeji primitivni kapildrni sit
v Casné 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 fecisté. Pokud dojde k poskozeni tkané, uplatfiuje se pfi
hojeni nejspiSe angiogeneze. PFi organickych zménach tepenného recisté

se zachovanim perifernich tepen hraje zadsadni roli arteriogeneze tvorbou



kolaterdlniho recisté. Vaskulogeneze se zfejmé uplatfiuje predevsim

v novotvorbé cévniho fecisté distalné od uzavéru tepenného recisté (4).

4.2. Kmenové bunky

Kmenové buriky jsou esencidlni stavebni kameny vicebunécénych
organismi a vyskytuji se ve vétiiné organl. Jejich zasadnimi
vlastnostmi je schopnost daldiho rlstu s moZnosti tvorby dalsich
kmenovych bunék a moznost diferenciace ve specializované bunky. Tato
tzv."plasticita® (multipotence v diferenciaci a mnozeni) znamen4, Ze tyto
kmenové buriky mohou byt zdrojem vdech typl buné&k a mohou se
uplatfiovat napf. v regeneraci myokardu, jater, nervové tkané a dalsich
organll a naopak, kmenové buriky z jednotlivych orgédnti mohou vytvaret
buriky kostni diené s expresi jejich povrchovych znak@. Hlavni vyznam
v regeneraci tkani se v soucasnosti prikldada pravé témto tzv.
multipotentnim bunkam, které se vyskytuji v jednotlivych organech (5).
Cirkulujici endoteliadlni 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) (6, 7).

4.3. Vaskulogeneze

Bylo zjisténo, Ye dakronové cévni nahrady u pokusnych ps nejsou
endotelizovany transmurélni angiogenezou z okrajl cévni ndhrady, ale
endotelovymi ostrlvky, které postupné vznikaly na rliznych mistech
dakronového graftu bez kontaktu s existujicim cévnim recistém (9). Dale
se ukazalo, Ze tyto endotelové ostrivky nepochazeji
z endotelovych bunék nahodné odloucenych ze zralych cév, ale maji
plvod v prekurzorovych burikdch z kostni difen& (10). V soucasné dobé
se predpokladd, ze cévni i krvetvorné bunky pochazeji ze spolecného

prekurzoru, takzvaného hemangioblastu (10).



MnoZstvi angioblastickych prekurzorl je moZno zvysit mobilizaci pomoci
VEGF, G-CSF (i SCF (4). Cévni ischémie rovnéz zvysSuje mnozstvi
angiogennich prekurzord u pokusnych zvifat & u pacientd se srpkovitou
anémii, coz vede k zavérlim, Ze vaskulogeneze se vyznamnou mérou
podili na cévni obnové i u dospélych jedincl (11). Kromé& dFefiovych
prekurzorl vaskuldrnich bunék se ovdem mohou na procesu
vaskulogeneze podilet i relativné zralé endotelové buriky, odloucené
z cévni stény.

Z vy$e uvedeného pohledu je logické, Ze u chorobnych stavli, vedoucich
k aterosklerdze, jako je naptiklad diabetes mellitus,
hypercholesterolémie nebo ve vyssi veék, naopak cirkulujicich
endotelovych prekurzorl ubyva. Z toho ovéem 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 dobie
prozkoumany predevsim u ischemické choroby srdecni. Prvni spociva v
mobilizaci endotelovych prekurzord z kostni dfen& do krevniho obé&hu
pomoci cytokind (13). Pravd&podobné mobilizace endotelovych
prekurzor{ je jednim z mechanisml ptiznivého G¢&inku statin( u pacientl
s normalnim cholesterolem a ischemickou chorobou srdec¢ni (14).
Druhou moznosti je sbér vaskularnich prekurzort a jejich aplikace piimo
do mista kritické ischémie. Timto zplsobem bylo dosaZeno snizeni
frekvence amputaci v experimentalnim modelu cévni ischémie koncetiny
u mysi (15). Prvni klinické studie probé&hly i u pacientd s ischemickou
chorobou dolnich konéetin. Tateishi-Yuyama (16) Ié¢&l 47 pacientd
s chronickou kritickou ischémii injekcemi dfefiovych bunék do musculus
gastrocnemius. U lé¢enych  pacientl bylo pozorovdno  hojeni
ischemickych defektl, zlepseni indexu kotnik-paZe (AAI) a prodlouzeni
klaudikacniho intervalu. Angiograficky bylo zjisténo vyrazné zmnoZeni
kolateral na IéCené koncetiné oproti koncetiné nelécené.

Nabizi se otazka, proC k regeneraci vaskulogenezy nestacdi fyziologicky

cirkulujici endotelové prekurzory? Jedna z moznych odpovédi je, ze pfi
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mobilizaci endotelovych prekurzorl, at jiz vznikem akutni ischémie,
podavanim statinll & podavanim rlstovych faktorti nedojde k dostate¢né
koncentraci t&chto prekurzorl v postizenych oblastech, eventuainé jejich
vzajemny pomér s jinymi diefiovymi prekurzory neni optimalni. Je totiz
prokdzano, ze krvetvorné buriky ve stfednim stadiu vyvoje (napf.
erytroblasty) produkuji rlstové faktory (napf. angiopoetiny, VEGF )
podporujici vaskulogenezu a endotelové burnky naopak na svém povrchu
selektivné zachycuji CD34 pozitivni primitivni diefiové prekurzory. Pres
fadu nejasnosti v celé této slozité problematice, je ale mozno dnes
jednoznacné Fici, ze organy dospélého Clovéka (vCetné snadno pristupné
kostni dfené) obsahuji nezralé buriky, které jsou schopny v pripadé
potifeby napoméahat regeneraci poskozenych organl. V piipadé nahlého,
rozséhlého ¢&i chronického poskozeni a u starsich jedincl v3ak 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 nasledna doprava na misto
poskozeni. V souCasné dobé se predpokladd, ze diferenciace
progenitorovych bunék ve funkcni buriky poskozeného organu je plné
fizena vnitfnim mikroprostfedim. V takovém pripadé by nebylo tfeba
progenitorové buriky nijak zvlast upravovat. Vétsi problém by mohl byt
s dopravou dostate¢ného mnozstvi bunék na misto urceni. V Gvahu
pfipada bud’ intravenoézni podani (kdy ovsem znacna ¢ast bunék nemusi

dorazit na misto uréeni) nebo podani pfimo do poskozeného mista.

5. Vychodiska a metodika vlastni védecké prace

5.1. Cile

Chronicka kriticka ischémie dolnich koncetin je zavazna diagndza s velmi
nepfiznivym osudem pro jejich nositele. Velkd ¢&ast pacientd ma
nerekonstruovatelny nalez na tepnach dolnich koncetin. Snahou je

predevsim zlepseni velmi Spatné kvality Zzivota téchto nemocnych,
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snizeni morbidity a mortality. Hledaji se nové terapeutické postupy,
které by vedly k zachrané koncetiny.

Jako cile nasi prace jsme si stanovili zjistit bezpecnost a ucinnost
autologni transplantace drefiovych bunék intraarteridlni cestou
u pacientll s kritickou ischémii dolnich koné&etin. Déle bylo U(kolem
srovnat  ucéinnost  invazivni  transplantace  kmenovych  bunék
s neinvazivnim podavanim intravendzniho alprostadilu (Prostavasin®) -
stabilniho komplexu obsahujici prostaglandin E1 (PGE1), které plsobi
jako Gc¢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 diabetikl a pacientll bez
diabetu.

Hypotézy projektu vyplyvaji z patogeneze - viz. vyse

5.2. Metodika, material, soubor

Od 1.9. 2004 do 31.12. 2006 jsme provedli 28 autolognich
intravaskuldrnich transplantaci drefiovych bunék u 24 pacientd (13
muzd a 11 Zen) s chronickou kritickou kon&etinovou ischémii (CHKKI)
dolnich  koncetin. Stupefi ICHDK jsme hodnotili dle Fontainovy
klasifikace. Stupen III (klidové bolesti DK) splfiovalo 14 (50%)
oSetfenych koncetin, stejny pocet i stupen IV (defekt Ci ztrata tkané).
Vé&kovy medidn souboru byl 68 let (26-85). 15 (62,5 %) pacientd se
I&¢ilo pro diabetes mellitus, 11 (46%) pacientd pro ICHS, 18 (75%)
pacientd pro hypertenzi, u 13 (54 %) pacientl byla zjisténa porucha
metabolismu lipidd, u 5 (21%) pacientd byla zjisténa anamnéza
embolizace do tepen dolnich koncetin pfi chronické fibrilaci sini, 4
nemocni méli diagnostikovanou trombangiitis obliterans, 5 (21%)
nemocnych mélo v anamnéze cévni mozkovou prihodu, 8 (33%)
pacientd méli v anamnéze koureni.

Vsichni pacienti byli hospitalizovani na jednotce intenzivni angiologické

péle II. interni kliniky 1.LF UK. U vSech bylo provedeno pfi pfijeti
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zakladni interni a angiologické vysetfeni (biochemické, hematologické
vysetieni, zméreni indexu kotnik-paze (AAI), zméreni transkutanni tenze
kysliku (tcp02) a angiografické vysSetieni). Pacienti podepsali
informovany souhlas s |é¢bou a byl jim rozddn k vyplnéni dotaznik
kvality zivota (SF-36). Po transplantaci kmenovych bunék byli pacienti
propusténi druhy den do domaciho IéCeni a byli pravidelné sledovani
v Sesti mésicnich intervalech v nasi angiologické ambulanci. Po roce bylo
provedeno kontrolni angiografické vySetfeni |éCené koncetiny se

zmérenim AAI, tcp02 a vyplnén dotaznik kvality zivota.

5.3. Méfeni indexu kotnik-paze (ankle-brachial index - ABI)

K méreni jsme pouzivali standardni pfenosny dopplerovsky pristroj Multi
Doplex II s 8Mhz sondou, kterou jsme vyhledali pulzovy signal na tepné
(a.dorsalis pedis, resp. a.tibialis posterior), manzetu tonometru jsme
prikladali na distalni ¢ast lytka. Méreny tlak na dolni koncetiné jsme
srovnavali s tlakem na a. brachialis. MéfFeni 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 zméfit hodnoty tlaku pro diabetickou

mediokalcin6zu (hodnoty byly > 1) v obou méfenich.

5.4. MéFeni transkutanni tenze kysliku (TcpO,)

Méreni TcpO2 je neinvazivni metoda, ktera nepfimo odrazi kozni perfuzi.
Méreni bylo provedeno v horizontélni poloze nemocného na postizené
koncetiné. Méfeni bylo provedeno pomoci tzv. Clarkovy sondy, ktera
pracuje na polarografickém principu a méFi parcidlni tlak kysliku
difundujici pres pokozku pfistrojem TCM400 Mk2 (Radiometer

Copenhagen). Hodnoty TcpO, byly mérené na dorsu nohy postizené

koncetiny mezi 1.-2. metatarzem. (obr 1 a, b).




5.5. Hodnoceni kvality zivota

Pfi hodnoceni Ucinnosti 1é¢by na kvalitu Zivota pacientd s chronickou
kon&etinovou ischémii hraje dlleZitou roli vék nemocného, kdy zcela
odlisSné naroky na kvalitu zivota ma pacient ve ctvrtém decéniu
ve srovnani s pacientem na konci sedmého decénia, dale je to lokalizace
a rozsah tepenného postizeni a pohyb omezujici defekt.
K prospektivnimu hodnoceni kvality zivota jsme pouzili genericky
dotaznik SF-36. Pacienti vyplfiovali dotaznik kvality Zzivota pred
implantaci kmenovych bun&k a v odstupu 12ti mésicl po implantaci.
V dotazniku je 36 dotazl 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. fyzickd bolest, 6. vSeobecné vnimani dusevniho zdravi, 7.
vitalita, 8. vSeobecné vnimani vlastniho zdravi). Z osmi vypoctenych
hodnot je dale moZno stanovit kompozitni skore fyzické kvality Zivota
(PCS, physical composite score) a mentalni kvality zivota (MCS, mental

composite score).

5.6. Digitalni subtrakcni angiografie

VysSetfeni jsme provadéli na pfistroji Axiom Multistar pred a po
implantaci kmenovych bunék a dale po 1 roce. Kvalitativni hodnoceni
poctu kolateral v jednotlivych segmentech vySetfované koncetiny
provedli 2 nezavisli radiologové pomoci semikvantitativni skaly ( -1=

zhorseni, 0= beze zmén, 1= mirné zlepseni, 2 = vyrazné zlepseni).

5.7. Odbér dienové krve

Po internim a anesteziologickém vySetfeni byl v analgosedaci na
chirurgickém operacnim sale proveden odbér kostni krve ze zadni horni
hrany lopaty kycelni kosti v epiduralni anestézii (obr 2 a, b, c ). Porce
odebirané kostni krve z jednotlivych punkcnich mist/etazi nepfesahovala
4 ml kostni krve. Nabér se provadél vzdy do injekéni stiikacky

predplnéné 1 ml isotonického roztoku NaCl s 20 IU heparinu na 1ml.
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5.8. Zpracovani kostni krve a priprava suspenze jadernych bunék
K celkovému objemu nesrazlivé kostni krve ve vaku se pfisluSnym
portem pfidal Gelofusin ( B. Braun, Melsungen AG) v objemu 25%
celkového objemu kostni krve. PO sedimentaci erytromasy v pribé&hu
nékolika desitek minut se supernatant bohaty na jaderné buriky preved|
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 odstranéni kontaminujicich erytrocytl se pouzila standardni
gradientova centrifugace na HISTOPAQUE- 1077 (Sigma) s naslednym
trojim promytim vPBS a 5% LSA a zavérecnym prevedenim do
autologni plazmy za soucCasné adjustace na cilovou koncentraci
jadernych bunék. Po zpracovani byl vzorek rozdélen na dvé stejné Casti.
Jedna byla zamrazena standardnim zplisobem programovaného mrazeni
pomoci pristroje IceCube 1810, Sylab-Austria, druhd byla ponechana v
uzavieném systému transportniho vaku az do vlastni aplikace na

katetrizacni jednotce.

5.9. Provedeni implantace bunék

Po provedené DSA do bocniho vstupu 4Fpouzdra zavedeného do tepny
byly aplikovany autologni kmenové bunky v autologni plazmé pomoci
perfuzoru ASCUS 200 rychlosti 900 ml/hod. Po aplikaci kmenovych

bunék byla provedena kontrolni angiografie.

6. Sledovani angiogennich prekurzori v krvi a kostni dfeni

6.1. Stanoveni endotelovych kolonii pomoci CFU-Hill eseje

20 ml periferni ¢i 10 ml dreriové krve bylo centrifugovano na rozhrani
Ficoll-Histopaque za uUcelem ziskani mononuklearni frakce. Tato frakce
pak byla studovana pomoci kultivace angiogennich prekurzorl metodou

vyvinutou Hillem (16). Jako endotelové kolonie byly hodnoceny pouze
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shluky minimalné 20 bunék s kulatymi burfikami uprostifed a
elongovanymi bunkami na okrajich. Validita testu byla ovéfovana

soubéznym vysetfovanim zdravych dobrovolnikd.

6.2. Priitokova cytometrie

Byl pouzivan nasledujici panel protilatek: PE-CD34 (BD), biotinylovany
antiKDR+FITC-znaceny streptavidin (Sigma), CD133 (Milténiy), CD62E
(E-selectin, BD), CD144 (VE-cadherin, BD), CD31 (PECAM, BD), CD117
(c-kit, BD), vWF (BD). Mnozstvi bunék pozitivnich na endotelové
markery bylo vyjadfovano v procentech bunék soubézné pozitivnich na
CD34.

6.3. Kultivace
Byly pouzity dvé metody kultivace CFU-GM a BFU-E. Daéle byla

provedena kultivace mezenchymovych progenitorovych bunék.

7. Statistické hodnoceni

Ke srovnani kontinudlnich proménnych bude pouzit parametricky
Pearsondv a neparametricky Spearmanlv korelaéni koeficient. Ovéfeni
statistické vyznamnosti rozdild mezi dvéma skupinami bylo provedeno
neparametrickym Wilcoxonovym testem a ovéfeni vyznamnosti rozdil(
mezi vice skupinami pak neparametrickou verzi testu ANOVA s post-hoc

Dunnovym srovnavacim testem nebo testem pro trend.

8. Cilové ukazatele

Primarnim cilovym ukazatelem je zjistit ucinnost lécby kmenovymi
burikami u pacientl s chronickou kritickou ischémii, G¢innost 1écby je
mérena zménami ischemického stupné dle Fontainovy klasifikace, hojeni
trofickych defektd, frekvence selhdni 1é¢by definované jako vysokd
amputace, kardiovaskularni pfihoda (mozkova prihoda, infarkt

myokardu) a amrti z jakychkoli pFicin
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Sekundarnim cilovym ukazatelem je bezpecnost procedury, zlepseni
kolateralniho fecisté mérené angiograficky, zlepseni prokrveni koncetiny

mérené AAI a tcp02, zlepseni kvality Zivota

9. Vysledky

Primarni cilové ukazatelé.

Po roce sledovani byli vSichni pacienti zZivi. Dle hodnoceni stupné ICHDK
se podafrilo prevést do stadia klaudikaci (IIb dle Fontaina) 22 (84,6%)
nemocnych. U 2 (7,6%) pacientd i kdy? dodlo ke zhojeni defektu,
pretrvavaly klidové bolesti, které ale lépe reagovaly na analgetickou
IéCbu nez pred implantaci kmenovych bunék. Ke zhojeni defektu doslo v
11 ze 14 ptipadd (78,9%) b&hem prvniho roku. Velkou amputaci
konéetiny (ve stehné&) podstoupili do 3 mésicl po implantaci 2 pacienti
(pacienti s klidovou bolesti nereagujici na analgetika). 3 pacienti
prodélali amputaci prstll, resp nartu pro jiz ireversibilni zmény pred
vstupem do studie (gangréna). Béhem I|écby a nasledujici rok zadny
pacient neprodélal infarkt myokardu nebo cévni mozkovou pfihodu. Po 2
letech zemfrela jedna pacientka z dvodu nesouvisejicich
s aterosklerézou. U 2 nemocnych pretrvaval defekt (i kdyz zmensen) i

po roce |éCby.

Sekundarni cilové ukazatelé.

Bezpeclnost IéCby.

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

nedoslo k vyznamnému poklesu hemoglobinu.

Zmeény v prokrveni koncetiny mérené AAI (ankle - arm index) TcPO2.
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V souboru doslo k vzestupu primérnych hodnot AAI z 0,54 na 0,67 ,
stejné tak do$lo k vzestupu primérnych hodnot TcpO2 z 14,9 na 37,2
mmHg. Oba vzestupy jsou statisticky vyznamné (p<0,0001) (graf 1 a
2).
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Angiografické nalezy.

Slepé hodnoceni angiografickych néalezl ukdazalo, e rok po implantaci
drfenovych bunék doslo ke zlepseni angiografického nalezu ve vsech
sledovanych Usecich, pficemz dle predpokladu nejvétsi zlepSeni bylo
pozorovano v distalnich c¢astech koncetiny (lytka a nohy). Zatimco

v misté punkce doslo ke zlepseni v priméru o 0,732 bodu kvantitativni
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Skaly, prislusné hodnoty ve stehné, 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 3). Nebyla zjisténa zadna korelace mezi
zlep&enim angiografického nalezu a poétem implantovanych progenitord.

graf ¢. 3
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Hodnoceni kvality Zivota

Zhodnotili jsme dotazniky kvality Zivota (SF-36) u pacientd pred
implantaci kmenovych bun&k a po Ié¢bé podle skérovacich vzorcl
danych pro tento dotaznik. Vysledky pak byly statisticky zpracovany
pomoci signed rank testu. Bylo zjisténo signifikantni zlepseni kvality
Yivota u vech pacientd po 1é¢b& kmenovymi bufikami, a to ve véech
osmi modalitdch hodnocenych v dotazniku SF-36 (p<0,0001) (graf ¢. 4).
Kompozitni skére fyzické kvality Zivota korelovalo se zménami stupné
ICHDK dle Fontainovy klasifikace, zatimco korelace s kompozitnim skére

mentalni kvality Zivota nebyla zjisténa.

graf €. 4
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10. Dalsi cile:

10.1. zjistit optimalni poméry bunécnych populaci podilejicich se
na terapeutickém efektu autologni transplantace

V ramci projektu jsme zkoumali korelace kultivaci endotelovych kolonii
z periferie a ze drené s poctem mezenchymovych (fibroblastovych)
kolonii z periferie a ze dfené&, s potem implantovanych CFU-GM a BFU-
E, s poCtem implantovanych CD34+ bunék a s poctem cirkulujicich
endotelovych bunék.

Zjistili  jsme  signifikantni  negativni  korelaci poctu
implantovanych CD34+ bunék a BFU-E s vékem pacienta (r = -0,41 a -
0,44, p = 0,04 a 0,03 ). Dale vysledky svédci pro pokles dienovych
progenitorl jak v dGsledku véku, tak v d@sledku pfidruzenych
onemocnéni, podobné jako to popsal Hill pro cirkulujici endotelové
kolonie (12).

10.2. Mobilizace angiogennich prekurzori do obéhu u pacientd
s diabetem a bez diabetu.

Co se tyce poctu endotelovych kolonii v periferii a ve dieni u pacientd
s diabetem a bez diabetu, nezjistili jsme Zadny vyznamny rozdil
v souvislosti s timto onemocn&nim, coz mohlo byt zplsobeno
nedostatecnou 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 (6-8) maji vice
cirkulujicich endotelovych bunék (patrné apoptotického ¢i nekrotického
charakteru) nez zdravi dobrovolnici.

Nase vysledky ukazuji, Zze vSechny tfi sledované skupiny
pacientd (tedy vietn& pacientl s ischemickou chorobou dolnich
konéetin) maji vyrazné snizenou mobilizaci angiogennich prekurzord do
ob&hu oproti zdravym dobrovolnikim Zjistili jsme, Ze pacienti
s mikrovaskularnim poskozenim nemaji zvySenou, ale naopak snizenou

mobilizaci t&chto prekurzorl do ob&hu. Rozdil mezi pacienty s ICHDK a
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s ANCA-asociovanou vaskulitidou nebyl statisticky vyznamny, i kdyz i
zde bylo mozno najit trend sméfujici k nizSimu poctu perifernich
endotelovych kolonii u pacientl s mikrovaskularnim poskozenim oproti

poskozeni makrovaskuldrnimu (p = 0,09).

11. Diskuse a zavérecny souhrn

Nase vysledky ukazuji, ze implantace dienovych prekurzorovych bunék
do ischemické koncetiny zlepSuje jak objektivni, tak i subjektivni
ukazatele hodnotici tizi poSkozeni koncetiny. Bylo zjiSténo signifikantni
zlepSeni tvorby kolaterdlniho 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 vétSiné lé¢enych koncetin a doSlo ke
zhojeni témér 80% defektd. Soucasné jsme zaznamenali zlepdeni kvality
Yivota pacientd jak ve vsech 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 konéetinovou ischémii sou¢asné zabyvala
i problematikou kvality Zivota.

Transplantace drerovych progenitorl intraarteridini cestou je Ié¢bou
bezpecnou a dobfe tolerovanou. S vyjimkou jednoho krvaceni grade II
po odbéru kostni krve jsme nepozorovali zadné casné ani pozdni
nezadouci G¢inky. Umrtnost pacientll a procento vysokych amputaci je
niz§i nez predpokladané. Vysledky Iécby pomoci transplantace
progenitorovych bunék jsou statisticky vyznamné lepsi nez vysledky
Ié¢by alprostadilem, alespori tak, jak je tato lé¢ba praktikovéna v Ceské
republice. Na rozdil od lécby alprostadilem nevyzaduje transplantace
drefiovych progenitord dlouhodobou hospitalizaci. V dobé& publikace nadi
prace jsme byl prvni, kdo pouzili Cisté intraarteridlni cestu aplikace
kmenovych bun&k u pacientd s chronickou kritickou koné&etinovou

ischémii. V dostupné literature byla pouzita bud intramuskularni ci
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kombinovand intramuskuldrni a intraarteridlni aplikace kmenovych
bunék.

Uvedend |écba zlepSuje objektivni parametry jako je ABI, TcpOg,
angiograficky nalez, kvalita Zivota. U polymorbidnich nemocnych je to

bezpe¢nd metoda bez zavaznych nezadoucich Géinkd.
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