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Souhrn: Cil: Cilem nasi prace bylo ovéfeni bezpecnosti a tcinnosti terapie kritické koncetinové ischemie autolognimi kmenovymi buni-
kami a posouzeni pfipadnych nezddoucich Gcinkd. Metody: Do studie bylo zafazeno 14 pacientt (11 muzd, 3 Zeny, pramérny vék 61,9 +
9,6 roku, pramérné trvani diabetu 23,5 + 11,1 roku, priimérny glykovany hemoglobin 6 + 1%). Osm pacientl bylo lé¢eno burikami
z kostni dfené, 6 pacient( burikami z periferni krve po stimulaci filgrastimem. Ziskana suspenze kmenovych bunék byla pak aplikovana do
svalli postizené dolni koncetiny. Byl hodnocen vzestup hodnot transkutdnni tenze kysliku (TcPO,), subjektivni vnimdni bolesti podle Visual
Analog Scale (VAS) a hojeni defekthi. Vyisledky: U viech pacientl doslo k signifikantnimu vzestupu TcPO, z 10 + 8,7 mm Hg pted lécbou na
39,4 £ 9,5mm Hg po 6 mésicich (p = 0,0005) od aplikace. Déle byla pozorovana signifikantni redukce plochy defektl a snizeni bolesti,
hodnocené VAS béhem sledovaného obdobi: median plochy defektu se snizil ze 4,3 (0,7-31,7) cm? pfed lé¢bou na 0,06 (0-0,5) cm? po
6 mésicich od lécby (p = 0,0078). SniZeni klidovych bolesti bylo pozorovano u viech pacientd, priimérna hodnota VAS se snizilaz 5,3
1,8 pred lé¢bou na 1,1 + 1,3 po 6 mésicich po aplikaci (p = 0,002). Zdvér: Lé¢ba syndromu diabetické nohy pomoci kmenovych bunék je
dle nasich pilotnich zkuSenosti u pacientl s tézkou ischemii dolnich koncetin G¢innou metodou bez zdvaznych nezddoucich Gcinkd, kterd
zvy8uje transkutdnni tenzi kysliku, zlepSuje hojeni defekt(i a vede ke zmirnéni klidovych bolesti.
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Treatment of critical limb ischemia and diabetic foot disease by the use of autologous stem cells

Summary: Aim: The aim of our study was to assess safety and efectiveness of therapy of critical limb ischaemia by autologous stem cells
and evaluation of potential adverse events. Methods: Fourteen patients were included into the study (11 men, 3 women, mean age 61.9
+ 9.6 years, mean diabetes duration 23.5 £ 11.1 years, mean glycated hemoglobin 6 + 1%). Eight patients were treated by bone marrow
stromal cells, 6 patients by peripheral blood progenitor cells after stimulation by filgrastim. The suspension of stem cells was then applied
into the muscles of ischemic limbs. We evaluated transcutaneous oxygen tension (TcPO,), subjective pain sensation assessed by Visual
Analog Scale (VAS) and wound healing. Results: TcPO, significantly increased in all patients from 10 + 8.7 mm Hg before the treatment
to 39.4 + 9.5mm Hg after 6 months (p = 0.0005) after stem cell therapy. We also observed significant area defect reduction and pain
decrease during the follow-up period. Median of area defect was reduced from 4.3 (0.7 - 31.7) before the treatment to 0.06 (0 - 0.5) cm?
after 6 months from the treatment (p = 0.0078). Decrease in rest pain was observed in all patients, mean VAS decreased from 5.3 + 1.8
to 1.1 + 1.3 after 6 months (p = 0.002). Conclusion: Our study suggests that stem cell therapy of diabetic foot disease is an effective thera-
peutic option with no adverse events for patients with severe peripehral arterial disease. This treatment leads to increase of transcutanous
oxygen tension, improves wound healing and decreases the rest pain.

Key words: stem cells - diabetic foot - peripheral arterial disease - revascularization

Uvod

Ischemickd choroba dolnich konce-
tin (ICHDK) je jednim z nejvyznamnéj-
Sich prognostickych faktort ovliviiuji-
cich hojeni syndromu diabetické nohy
a vede ¢asto k amputacim [1]. Diabe-
tickd makroangiopatie postihuje tepny
dolnich koncetin multietdZzové, ty-
picky vynechava proximalni ileofemo-
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rélni oblast a koncentruje se do oblasti
tepen podkolennich. Diagnostika i te-
rapie ICHDK u diabetu je velmi obtizna
vzhledem k ¢asté periferni polyneuro-
patii zmirfiujici nebo i eliminujici ty-
pickou symptomatologii ICHDK. Mezi
standardni lé¢ebné metody ICHDK
patii perkutanni translumindlni angio-
plastika (PTA) a cévni bypassy, jejichz

efekt je v nékterych p¥ipadech pouze
docasny a dochdzi k recidivdm klinic-
kych p¥iznakd. Az 1/3 pacientl s is-
chemii dolnich koncetin neni vhodna
ke standardni revaskularizaci a muze
profitovat napt. z terapie autolognimi
kmenovymi burikami [2].

K terapeutické revaskularizaci

ICHDK pomoci autolognich kmeno-
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vych bunék |ze vyuzit 2 zakladni zdroje,
které obsahuji subpopulaci cévnich
progenitorovych bunék - mononukle-
arni frakci stromalnich bunék kostni
dfené ziskanou trepanobiopsii - bone
marrow stromal cells (BMSC) a frakci
jadernych bunék ziskanou separaci
z periferni krve po pfedchozi aplikaci
faktoru stimulujiciho kolonie granulo-
cytti (G-CSF, filgrastim, Neupogen™) -
peripheral blood progenitor cells -
PBPC. Dal$im potencidlnim zdrojem
jsou mezenchymalni buriky z tukové
tkané - mesenchymal adipose derived
cells (MADC), s nimiz jsou zatim v kli-
nické praxi |é¢by ICHDK velmi malé
zkuSenosti.

Mezi povrchové znaky bunék, které
se podileji na novotvorbé cév, se radi
povrchovy glykoprotein CD34 [3], re-
ceptor pro endotelidlni rastovy faktor
VEGFR2 [4] a povrchovy znak CD133.
Dal3i povrchové znaky jsou stéle predmé-
tem vyzkumu [5]. Cirkulujici angiogennf
prekurzory monocytarni fady (CD14")
hraji dileZitou roli v angiogenezi u pa-
cientd s diabetem, u kterych ¢asto do-
chézi k supresi CD34" bunék [3].

Jak BMSC, tak PBPC byly opakované
vyuzity k revaskularizaci ischemickych
konéetin v klinickych studiich. Dosavadnfi
zkusenosti s terapif [CHDK pomoci kme-
novych bunék jsou pozitivni [6-9].

PFi novotvorbé cév se uplatiujf
3 hlavni mechanizmy [10]. Prvnim je
angiogeneze, fyziologicky déj, ktery je
indukovan hypoxii a vede k tvorbé no-
vych kapildr z preexistujicich cév. Pod-
statou tohoto procesu je proliferace
a migrace endotelovych bunék spo-
jend s inhibici apoptézy. Druhym me-
chanismem je arteriogeneze - proces
remodelace preexistujicich arterioar-
teridlnich anastoméz v maturované
arterii stimulovany hydrostatickym
tlakem pt¥i cévni obliteraci a zvysenf
pratoku kolaterdlami. Tretim proce-
sem je de-novo formace cév, kterd je
zatim nejméné prozkoumanym déjem;
jednd se o tvorbu vnitfnich endote-
lidlnich vrstev s naslednym zranim ar-
teriol vrstvou svalovych bunék. Nenf
zatim jasné, jakou roli hraje diferen-
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ciace a exprese jednotlivych ristovych
faktort produkovanych autolognimi
kmenovymi burikami p¥i jejich intra-
muskularni aplikaci ani které typy dre-
riovych nebo perifernich kmenovych
bunék jsou v procesu revaskularizace
nejefektivnéjsi.

Cilem nasi prace bylo ovéreni bez-
pe¢nosti a Ucinnosti terapie kritické
koncetinové ischemie autolognimi
kmenovymi burikami 2 rdznymi meto-
dami jejich izolace a posouzenf p¥ipad-
nych nezadoucich ucinkd v pfipadech
individudlné indikované [écby pacientl
se syndromem diabetické nohy a z&-
vaznou ICHDK, neFeSitelnou stan-
dardnf revaskularizaci.

Metodika

Do hodnocenf byli zafazeni pacienti
s klinickymi projevy ICHDK u syn-
dromu diabetické nohy (bolesti konce-
tin a/nebo defekty nebo stav po nizké
amputaci) a s nedostate¢nym efek-
tem nebo nemozZnosti provést stan-
dardni revaskularizaci. Nedostateény
efekt byl definovdn jako pretrvdvajici
ischemie stanovend transkutanni tenzf
kysliku pod 30 mm Hg nebo hodno-
tou indext kotnikového tlaku pod
0,6 - tj. stupen ischemie PEDIS 3 dle
mezinarodni klasifikace [11]. Pacienti
s recentni hlubokou Zilni trombdzou,
tézkym otokem koncetiny, zdvaznou
nelécenou retinopatii nebo s diagnos-
tikovanym neoplastickym postizenim
jakéhokoli organu nebyli k této 1é¢by
indikovani.

Celkem bylo zhodnoceno 14 pa-
cientd lé¢enych v podiatrické ambu-
lanci IKEM od ledna roku 2008 do
brezna roku 2010 (11 muzd, 3 Zeny,
pramérny vék 61,9 £ 9,6 roku, prd-
mérné trvani diabetu 23,5 + 11,1 roku,
primérny glykovany hemoglobin
6 + 1%) (tab. 1). VSichni pacienti byli
podrobné vysetteni z hlediska virolo-
gie a genetickych poruch srazlivosti.
Byl proveden onkologicky screening,
véetné mammografického a gynekolo-
gického vysetieni u Zen.

Osm pacientl bylo l1é¢eno pomoci
BMSC; odbér kostni d¥ené byl prove-

den na operaénim sdle ve svodné nebo
celkové anestezii. Technika odbéru
byla provedena standardni metodou
dle Jamshidiho - odbér se provadél
z obou lopat kosti kycelnich néko-
lika vpichy na kazdé strané. Odebrana
kostnf dfen byla transportovana do la-
minarniho boxu, kde byla provedena
urychlend sedimentace pomoci gelofu-
sinu a centrifugace.

Sest pacientt bylo lé¢eno PBPC - pa-
cienttim byl po dobu 3-6 dnt podavan
G-CSF (filgrastim, Neupogen™) pro
vyplaveni bunék kostni dfené do pe-
riferni krve. Po dosazeni dostate¢né
koncentrace CD34 pozitivnich bunék
v periferni krvi byla provedena leukafe-
réza na autotransfuzni jednotce s po-
uzitim pristroje Haemonetics MCS+
v intermitentnim reZzimu s opakova-
nymi recirkulacemi a s konéenym obje-
mem bunécné suspenze 40-90 ml.

Ziskana suspenze kmenovych bunék
byla pak v epiduralni nebo celkové an-
estezii aplikovdna do svali postizené
dolni koncetiny, nej¢astéji dom. gast-
rocnemius v celém rozsahu, dale do
svalt na dorzu a planté postizené dolni
koncetiny. Po aplikaci byla provedena
Setrnd banddz koncetiny a zajisténa
prevence flebotrombdzy.

Ndsledné sledovani pacientl probi-
halo v podiatrické ambulanci IKEM.
V intervalech po 1 mésici, 3 mésicich
a 6 mésicich po aplikaci byla hod-
nocena transkutdnni tenze kysliku
(TcPO,) a subjektivni vnimanf bolesti
s vyuzitim Visual Analog Scale (VAS,
stupnice bolesti 0-10). Hojeni defektd

Tab. 1. Charakteristika pacientd.
pocet pacientd 14
vék (roky) 61,9+9,6
pomér muzi/zeny 11 M/3Z
trvani diabetu (roky) 23,5+ 11,1
chronickd renalni
insuficience 3
hemodialyza 2
st. p. transplantaci 1
ICHS 9
pacienti s defektem 1
pacienti s bolestmi 1
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Graf 1. Vyvoj hodnot TcPO, po aplikaci kmenovych bunék.

bylo hodnoceno zkusenou podiatric-
kou sestrou. U prvnich 6 pacientd byla
provedena digitdlni subtrakéni angio-
grafie (DSA) s odstupem 2 mésicti od
aplikace.

Vysledky

Béhem sledovaného obdobi po 6 mési-
cich od aplikace kmenovych bunék doslo
k signifikantnimu zlepSeni ischemie dol-
nich koncetin hodnocené mérenim

6_
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Graf 2. Redukce plochy defektu po aplikaci kmenovych bunék.
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TcPO, na dorzu postizené dolni kon-
cetiny (graf 1). U vSech pacientd doslo
k vzestupu hodnot TcPO, z 10 £ 8,7 mm
Hg na 30,2 + 16,5mm Hg po 1 mésici
(p = 0,0004); 34,3 £ 9,1mm Hg po
3 mésicich (p =0,0002) 239,4 + 9,5mm
Hg po 6 mésicich (p = 0,0005) od
aplikace.

Déle byla pozorovana signifikantni
redukce plochy defektli a snizeni bo-
lesti hodnocené VAS béhem sledo-
vaného obdobi. Medidn plochy de-
fektu byl 4,3 (0,7-31,7) cm? pted
lé¢bou; 2,4 (0,2-23,4) cm? po 1 mésici
(p = 0,002); 0,27 (0-13,2) cm? po
3 meésicich od lé¢by (p = 0,0039)
a 0,06 (0-0,5) cm? po 6 mésicich
od lé¢by (p = 0,0078) (graf 2). Sni-
Zeni klidovych bolesti bylo pozoro-
vano u vdech pacientd, primérna
hodnota VAS pted lé¢bou, 5,3 £ 1,8,
byla snizena na 3,9 + 1,7 po 1 mésici
(p = 0,02); 1,9 + 1,8 po 3 mésicich
(p = 0,002) a 1,1 £ 1,3 po 6 mésicich
(p =0,002) (graf 3).

U 13 ze 14 pacientd doslo ke zlep-
Seni lokalnitho nalezu na dolni kondce-
tiné, u 1 pacienta bylo nutné 2 mésice
po aplikaci vzhledem k progresi infekce
provést amputaci v bérci. Jeden pa-
cient zemtel 3 mésice po aplikaci na sr-
de¢ni selhdni bez souvislosti s 1é¢bou
kmenovymi burikami. AZ na pfechodny
edém koncetiny v 1. tydnu po aplikaci
jsme dosud nezaznamenali zavaznéjsi
vedlejsi ucinky.

Nalez na DSA, hodnoceny po apli-
kaci stejného mnozstvi kontrastnf latky
stejnou rychlosti zkusenym intervenc-
nim radiologem, byl zlepSen u 1 pa-
cienta, u ostatnich 5 pacient( byl beze
zmény nebo nehodnotitelny, ddle jsme
v provadéni kontrolnich DSA nepokra-
¢ovali z dlivod rizika, které bylo vy3si
nez potencialni pf¥inos tohoto vysetten(
z hlediska hodnocenf kolaterdl.

Diskuze

Vysledky naseho hodnoceni indivi-
dudlni |é¢by zavazné ischemie ukazuji,
Ze autologni kmenové buriky z kostn{
drené ziskané trepanobiopsii nebo se-
parované z periferni krve po stimulaci
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Graf 3. Vyvoj bolesti méreny VAS po aplikaci kmenovych bunék.

mohou zlepsit ischemii koncetin i ho-
jeni ulceraci a sniZit bolest u pacientd
se syndromem diabetické nohy.

V poslednich letech bylo publiko-
vano nékolik metaanalyz shrnujicich
vysledky klinickych studif zabyvajicich
se bunéénou terapii koncetinové is-
chemie [9,10], z nichz vyplynulo, Ze
[é¢ba ischemie koncetin kmenovymi
burikami je Gc¢innéjsi nez lé¢ba samot-
nym G-CSF, ktery ale miZze napomahat
[é¢bé infekce u pacientl se syndromem
diabetické nohy [12].

Jedna z prvnich randomizovanych
studii publikovana v Lancetu [6] hod-
notila efekt terapie BMSC na ICHDK.
49 pacientt s ICHDK, definovanou
jako index paze/kotnik (ABI) < 0,6,
s klidovymi bolestmi nebo ulceracemi,
bez mozZnosti dalsi revaskularizace,
bylo randomizovédno do 2 skupin. Ve
skupiné A bylo 25 pacient(i s prevazu-
jici unilateralnf ischemif; do ischemické
konéetiny byly aplikovdany BMSC, do
druhé (kontrolni) koncetiny fyziolo-
gicky roztok. Ve skupiné B s bilateralnf
ischemii byly nohy pacientd rando-
mizovany, do jedné nohy byly apliko-
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vany BMSC, do druhé mononuklearni
frakce periferni krve. Ndsledné bylo sle-
dovéno zlepseni klinického stavu, ABI,
transkutdnni tenze kysliku (TcPO,)
a nélezu na angiografii. Byla prova-
déna digitdIni subtrakéni angiografie
(DSA) se striktné fixovanou pozici ka-
tetru a stejnym mnoZzstvim kontrastn{
ldtky. Po 24 tydnech doslo k signifi-
kantné vyssimu vzestupu ABI a TcPO,
u konéetin lé¢enych BSMC v porov-
nani s koncetinami lécenymi peri-
fernimi mononukledrnimi burfkami
(p < 0,0001). Angiografie byla zasle-
pené hodnocena 2 radiology a jed-
nim cévnim chirurgem. Ke zlepseni an-
giografického nélezu doslo u 60% ze
45 pacientt. Ke zmirnéni klidové bo-
lesti doslo u 80% z 20 pacientd.

Jind studie publikovana v Diabetes
Care [7] hodnotila dcinek intramus-
kularni aplikace PBPC separovanych
z periferni krve po stimulaci G-CSF.
28 pacientt s diabetem a kritickou kon-
¢etinovou ischemif, definovanou jako
klidové bolestivyzadujicianalgetika, kot-
nikovym systolickym tlakem 50 mm Hg
nebo palcovym tlakem 30 mm Hg s ul-

ceraci nebo gangrénou, klasifikace dle
Fontaina Il nebo IV, bylo randomizo-
vano na pacienty |é¢ené PBPC a kont-
rolni skupinu (Iécend Prostagalandinem
E1 i.v.). Po 3 mésicich doslo k signifi-
kantnimu zvy3eni priitoku méfenému
laser dopplerem a k signifikantnimu
zvySeni ABI u pacient(l lé¢enych PBPC.
78% pacientl s ulceraci bylo zhojeno
(vs 39% u kontrolni skupiny). U pa-
cientdl [é¢enych PBPC nedoslo po dobu
3mési¢niho sledovéani k zddné ampu-
taci, zatimco u kontroln{ skupiny doslo
k amputaci u 5 pacientl. Angiograficky
nélez byl v porovnani s kontrolni skupi-
nou signifikantné zlepsen.

Recentni metaanalyza z bfezna roku
2010 [2] shrnula klinické studie za-
byvajici se 1é¢bou ICHDK kmenovymi
burtkami do ledna roku 2009 - bylo
pozorovano zlep$eni parametrd ische-
mie po 6 mésicich od terapie kmeno-
vymi burikami, a to jak transkutdnn{
tenze kysliku, tak dopplerovskych in-
dext, snizeni bolesti i zlepseni hojen(
ulceraci a snizeni po¢tu amputaci. Au-
toti dosud publikovanych praci se ale
shoduji v tom, Ze je nutné provadét
dalsi studie a pacienty sledovat dlou-
hodobéji [9]. Hypotetické nezadoucf
tcinky jako zhor3eni diabetické reti-
nopatie nebo akcelerace riistu tumord
nebyly pozorovany v zddné z dosud
publikovanych klinickych studii [10].
V Ceské republice je v soucasné dobé
[é¢ba ICHDK pomoci autolognich
kmenovych bunék v pocatcich, byla
aplikovana pouze na nékolika praco-
vistich a zkugenosti s ni jsou na drovni
pilotnich studii [13,14].

Nejnovéj$i metaanalyza [15] shr-
nuje véechny preklinické a klinické zku-
Senosti s [é¢bou ICHDK pomoci kme-
novych bunék. Ve viech publikovanych
randomizovanych a kontrolovanych
studiich doslo ke zlepseni jak para-
metr(l ischemie (ABI, TcPO,), tak ke
zmirnéni klidovych bolesti, prodlou-
zeni klaudikaéniho intervalu a snizeni
incidence amputaci dolnich konce-
tin. Nékolik multicentrickych randomi-
zovanych studif zabyvajicich se touto
problematikou nyni probih4.
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Hlavni limitaci nasi studie je nizky
pocet pacient(l v souboru, shrnujeme
tedy pouze pilotni zkuSenosti s touto
ICHDK.
Studie nebyla randomizovéna, jednalo

novou lé¢ebnou metodou
se o individudlni terapii pacientdl bez
moznosti standardni revaskulariza¢ni
[é¢by. Mezi daldf limitace studii zabyva-
jicich se problematikou terapie ICHDK
kmenovymi burikami pat# obtizna ob-
jektivizace Gcinku pomoci zobrazova-
cich metod a dosud nejasny mechaniz-
mus ucinku autolognich kmenovych
bunék.

Zavér

Léc¢ba syndromu diabetické nohy po-
moci kmenovych bunék je dle nasich
zkuSenosti u pacient( s tézkou ischemif
G¢innou metodou bez zdvaznych ne-
Zadoucich dcinkd, kterd zvyuje tran-
skutdnni tenzi kysliku, zlepSuje hojenf
defektll a vede ke zmirnéni klidovych
bolesti. Nebyl zjistén vyznamny rozdil
mezi burikami z kostni d¥ené a peri-
ferni krve po stimulaci Optimalni zpa-
sob klinické aplikace této metody i ob-
jektivni hodnoceni Gcinku vyzaduje
dal$i studie.

Price byla podpofena grantem MZO
00023001.
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