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Sthrn: Uvod: Kriticka koncatinova ischémia (CLI) je definovand ako chronické ischemicka bolest konéatin vyzadujtica pravidelnt analge-
tickd lie¢bu v trvani minimadlne 2 tyzdne, a/alebo s pritomnymi koznymi defektmi. U pacientov s CLI je velkd pravdepodobnost potreby
vysokej amputdcie koncatiny do 6-12 mesiacov, ak neddjde k zlep3eniu perfuizie. V pocetnych pracach bol zdokumentovany priaznivy efekt
autoldgnej transplantacie kmeriovych buniek z kostnej drene u pacientov s vycerpanymi moznostami chirurgickej, resp. endovaskuldrne;j
rekonstrukcie. Ciel> Zachrana koncatiny u pacientov s CLI s vyuzitim endotelovych progenitorovych buniek (EPC) z kostnej drene pacienta
a zhodnotenie tc¢innosti a bezpecnosti terapeutickej angiogenézy u pacientov s CLI. Materidl a metodika: Do $tudie st priebezne zaradovanf
pacienti s CLI bez moZnosti chirurgickej, resp. endovaskuldrnej rekonstrukcie. Autori prezentuju vysledky 9 odliecenych pacientov. EPC
boli izolované z autoldgnej kostnej drene odobratej z lopaty bedrovej kosti a po separacii aplikované intramuskularne do svalov predko-
lenia a nohy postihnutej koncatiny. Pacienti mali vySetrené: lokdlny nalez, index bolesti, index kvality Zivota, potrebu a dévku analgetik,
¢lenkovo-ramenny index (ABI), fotopletyzmografiu, markery aktivacie endotelu a trombocytov, digitalnu subtrakénd angiografiu (DSA).
Vysledky: Intenzita bolesti sa zniZila u v3etkych pacientov, 3 pacienti maju trvaly analgeticky efekt bez klaudikdcif, 2 pacienti tplne zhojeny
defekt, 3 pacienti parcidlne zhojeny defekt, 2 pacienti podsttipili amputéciu na predkolent, 1 pacient na trovni nohy, 1 pacient exitoval
bez stivisu s vykonom. Nezaznamenali sme Ziadne neZiaduce Gcinky, resp. komplikacie. Zdver: Autolégna transplantdcia kmeriovych buniek
v lie¢be CLlI sa javi ako potencidlne tspesna a bezpe¢na metdda na zlepSenie prekrvenia u pacientov so zlyhanymi moznostami chirurgickej
a konzervativnej terapie.
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The Salvage of Ischaemic Limb by Therapeutical Angiogenesis

Summary: Background: Critical limb ischaemia (CLI) is defined as a chronic rest pain, lasting more than 2 weeks, requiring analgesics
and/or with present skin defects. Autologous transplantation of bone marrow mononuclear cells has been used successfully in CLI.
Aim: The salvage of critically ischaemic limb by endotel progenitory cells (EPCs) from patient’s bone marrow. To assess efficacy and
safety of critical lower limb ischaemia treatment with marrow stem cell autotransplantation. Methods: 9 patients suffering from CLI have
been enrolled. They did not require emergency amputation and had previously been unsuccessfully treated with conventional therapy.
Mononuclear cells were isolated from the bone marrow taken from illiac crest and injected in the gastrocnemius muscle and pedal region
of the affected limb. Patients have had evaluated: local finding, pain index, quality of life index, ABI, fotopletysmography, markers of
endothelium and trombocytes’ activation and digital subtractive angiography. Results: Pain severity decreased in all of patients. Three of
them are with no pain and no claudication. Lesions resolved in two patients, partially in three patients. Crural amputation was required
in two patients, amputation of leg in 1 patient. No side effects of the therapy were observed. One patient died without connection with
procedure. Conclusions: Marrow stem cell autotransplantation into the ischaemic lower limb seems to be a potentially effective method of
peripheral perfusion enhancement. Further studies are needed to clarify the underlying mechanisms of such improvement.
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Uvod

Ochorenia periférnych tepien (PAO),
postihujtce prevazne dolné konca-
tiny, s zdvaznym celosvetovym problé-
mom. Vo svojom termindlnom 3tadiu,
ktorému je vyhradeny pojem kriticka
konc¢atinovd ischémia (CLI), ohro-
zujd pacienta amputéciou. Transatlan-

ticky konsenzus lie¢cby PAO (TASC I1.),
prijaty v roku 2006, definuje CLI ako
stadium PAO, ktoré je charakterizo-
vané chronickou ischemickou kfudo-
vou bolestou a/alebo ischemickou
koZnou léziou vo forme ulkusu alebo
gangrény. Termin je vyhradeny len pre
pripady chronickej ischemickej cho-

roby s pritomnostou uvedenych sym-
ptémov, trvajucich viac ako 2 tyzdne.
Diagnézu CLI verifikuji hodnoty ¢len-
kového systolického tlaku, prstového
systolického tlaku alebo transkutédn-
neho tlaku kyslika. Pre ischemicku kfu-
dovti bolest svedcia ¢lenkové tlaky pod
50mmHg alebo prstové tlaky nizsie
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ako 30 mm Hg alebo transkutanny kys-
Itk niz8f ako 30 mm Hg.

Incidencia CLI sa v Eurdpe a se-
vernej Amerike odhaduje asi na
500-1 000 novych pripadov na 1 mi-
lién obyvatefov. Po stanoven{ diagnézy
sa asi polovica pacientov s CLI pod-
robi ur¢itému typu revaskularizicie.
Priblizne 25% pripadov vyzaduje pri-
marnu amputdciu a zvySok pacien-
tov s nerekonstruovatelnymi pomermi
zostdva na medikamentdznej liecbe.
V podskupine pacientov s nerekon-
Struovatelnymi pomermi alebo so zly-
hanim revaskularizicie do 6 mesiacov
priblizne 40% strati koncatinu a asi
20% zomrie.

Z uvedeného vyplyva, Ze progndza
pacientov s CLI je velmi nepriazniva,
pricom pocty amputovanych pacien-
tov st vysoké. Incidencia velkych am-
putdcif sa pohybuje od 120 do 500/mi-
lién obyvatefov a rok.

Uspesna chirurgicka alebo endovas-
kuldrna revaskularizacia zachraruje
koncatinu, zmierfiuje bolesti a zlep3uje
kvalitu Zivota, ale ¢asto nie je moznd
pre nerekon3truovatefné arteridlne
pomery.

V pripade nedostupnosti revaskulari-
zécie alebo v pripade zlyhania chirurgic-
kej a endovaskuldrnej liecby je potrebné
hfadat nové alternativy a postupy. Te-
rapeutickd angiogenéza, realizovana
transplantdciou autolégnych kmerio-
vych buniek kostnej drene (KD), je né-
dejnou alternativnou moznostou [1].

Angiogenéza je fyziologicky proces
nevyhnutny na hojenie ran. Nastupuje
prakticky ihned po vzniku poranenia.
Je iniciovany mnohymi molekuldrnymi
signalmi, ako su faktory hemostdzy, za-
palu, cytokiny, rastové faktory a inter-
akcie medzi bunkovymi matrix. Nové
kapilary proliferuji kaskddou biolo-
gickych procesov za Gcelom vytvorenia
granulaéného tkaniva. Tento proces
trvd az do zhojenia rany, kedy je an-
giogenéza zastavena znizenou hladinou
rastovych faktorov, dstupom zépalu,
stabilizaciou bunkovej matrix a endo-
génnymi inhibitormi angiogenézy [2].
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Kmeriové bunky ziskané z dospelej
kostnej drene vyznamnou mierou pri-
spievaju k angiogenéze. Tieto bunky,
zndme ako endotelové progenitorové
bunky (EPC), mézu byt izolované aj
z periférnej krvi zdravych jedincov,
aviak tu je ich zachyt extrémne nizky.
Po vzniku poranenia st EPC mobilizo-
vané do cirkuldcie, usadia sa v mieste
potrebnej neovaskularizacie a tu sa di-
ferencujd na zrelé endotelové bunky.

Pluripotentné kmerové bunky (KB)
maju schopnost sebaobnovy vlastnej
bunkovej populécie, klonalnej multili-
nedrnej diferencidcie a obnovy rézno-
rodych tkaniv. Produkuji mnoZzstvo
cytokinov (IL-6, GM-CSF, G-CSF a dal-
Sie), timia imunitnd reakciu (T-bunky).

Na novotvorbe ciev sa podielaju

3 procesy:

1. Angiogenéza hra dlohu v postnatal-
nej neovaskularizacii, vznika aktiva-
ciou preexistujtcich endotelovych
buniek in situ (proliferdcia endome-
tria, postischemické zotavenie tka-
niva, hojenie ran, rast karcinému).

2. Vaskulogenéza je tvorba ciev de
novo v postnatalnom obdobi, ide
o neovaskularizaciu spustanu isché-
miou, poranenim, rakovinou. Ulohu
v nej hrajui EPC z kostnej drene.

3. Arteriogenéza zaistuje zvacsenie ko-
lateral, je podnietend ,shear stre-
som, nie hypoxiou.

Vaskuldrna regresia dava pokyn na
zastavenie novotvorby ciev, ked je uz
dosiahnutd dostato¢nd perfuzia [3,4].
Predklinické a pocetné klinické studie
ukazuju, Ze implantacia EPC buniek do
ischemickej koncatiny zlepsuje tvorbu
kolaterdlnych ciev [5-11].

Ciel

Hlavnym ciefom nasej prace je za-
chrana ischemickej koncatiny pred
vysokou amputaciou s vyuZzitim EPC
z autolégnej kostnej drene a zhodno-
tenie Gc¢innosti terapeutickej angioge-
nézy u pacientov s kritickou konéatino-
vou ischémiou. Okrem toho sledujeme
bezpe¢nost danej liecebnej modality

(vyskyt angina pectoris, cievnej mozgo-
vej prihody, akdtnej arteridlnej, resp.
vendéznej trombdzy DK, infekénych
komplikécii na postihnutej dolnej kon-
catine apod.).

Material a metodika

Do klinického experimentusti priebezne
zaradovani pacienti s PAO dolnych
koncatin v Ill. a IV. $tadiu podfa Fon-
taina, t. j. pacienti s kfludovymi boles-
tami a/alebo defektom na dolnej kon-
¢atine. Su to kandidati na amputéciu
dolnej koncatiny z dévodu nemoznosti
chirurgickej, resp. endovaskularnej re-
vaskularizacie alebo uzdveru pred-
chéddzajucej revaskularizacie.

Exkltizne kritérid pre zaradenie do
stadie su: tazky mozgovy deficit, imo-
bilita, demencia, zdvazna komorbidita,
predpokladana limitovana df?ka Zivota
(< 6 mesiacov), stav vyZzadujlci ampu-
téciu pre zachranu Zivota pacienta, na-
dorové ochorenia krvotvorby, trofické
lézie s panikulitidou, perifokdlnou
lymfangoitidou, diabetickd noha bez
znamok ischémie, chronickd rendlna
insuficiencia v hemodialyza¢nom pro-
grame, neoplasticky proces v posled-
nych 5 rokoch.

Pacient je vy3etreny pred vykonom,
pred prepustenim z nemocnice a na-
sledne o 1, 3, 6 a 12 mesiacov po
vykone.

Sledované kritéria: subjektivne -
klaudika¢ny interval, intenzita bolesti
(index bolesti 0-10), druh a davka
analgetik, zmena kvality Zivota vo
vztahu k terapii, objektivne - hojenie
lézii, zdchrana koncatiny pred ampu-
taciou, ¢lenkovo-ramenny index (ABI),
fotopletyzmografia a markery aktiva-
cie endotelu (TM, t-PA, PAI-1,vWF)
a trombocytov (CD 52) [12], stupen
neoformacie kolateral digitdlnou sub-
trakénou angiografiou (DSA).

Studia je realizovana na zéklade
grantu Ministerstva zdravotnictva Slo-
venskej republiky (MZSR) a jej proto-
kol bol odsuhlaseny etickou komisiou
MZSR. Kazdy pacient ma podpisany
informovany pisomny suhlas so zara-
denim do 3tudie.
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Vysledky

Charakteristika pacientov

Do 3studie bolo doteraz zaradenych
9 pacientov (7 muzov, 2 Zeny) vo veku
od 44 do 83 rokov (tab. 1). V3etci pa-
cienti mali nerekon3truovatefné ar-
teridlne pomery a zlyhanie komplex-
nej konzervativnej lie¢by, pricom vsetci
boli bezprostredne ohrozeni vysokou
amputdciou. Vetci mali kfudové bo-
lesti DK, 6 z nich mali trofické zmeny
v zmysle defektu, resp. gangrény nohy.
Jeden pacient ma Burgerovu chorobu.
Traja pacienti maju diabetes mellitus.
Vsetci pacienti mali antitrombotickd
a vazodilataénu liecbu. Vsetci boli nu-
tenf uzivat analgetikd z dévodu ische-
mickej bolesti (obr. 1-4).

U vsetkych pacientov bola zazna-
menana dobrd tolerancia procedury.
Bezprostredny analgeticky udcinok,
v niektorych pripadoch nevysvetlitelne
vyrazny, udalo 7 pacientov. Zlepsena
trofika koncatiny sa prejavila u 5 pa-
cientov. Zlepsenie pohybovej aktivity
nastalo u 4 pacientov.

U ani jedného pacienta sme ne-
zaznamenali velké kardiovaskuldrne
komplikacie ani iné periproceduralne
komplikdcie (infekcia, rendlne zlyha-
nie, vyskyt angina pectoris, cievnej
mozgovej prihody, akltnej arterialnej,
resp. vendznej trombdzy DK apod.)

(tab. 2).

Diskusia

Dobrd tolerancia procedury zo strany
pacienta, absencia neziaddcich Gcin-
kov, dostupnost autolégnej kostne;
drene su faktory, vdaka ktorym sa apli-
kacia kmeriovych buniek v lie¢be kri-
tickej koncatinovej ischémie javi ako
perspektivna metdda, rozsirujlca pa-
letu vykonov v pripadoch, kedy st moz-
nosti cievnej rekonstrukénej chirurgie,
resp. endovaskuldrne vykony vycer-
pané. V blizkej buddicnosti je potrebné
realizovat randomizované, dvojito za-
slepené studie. KedZe $tidia nemé kon-
trolnd skupinu, nemozno klinicky efekt
pripisat jednoznacne a jedine na vrub
podania autolégnych kmerovych bu-
niek. Dal§imi potencidlnymi faktormi
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Tab. 1. Stubor a charakteristika pacientov.
Pacient Diagnéza ABI  Priebeh
1. & 44 M.Burgerl.sin. Stav po lumbalnejsym- 0,6  bez amputécie
patektémii, femorotibialnom prednom zmiernenie kfudo-
bypase, opakovanych kidrach prostava- vych bolesti
zinom, t’rgljlsmetatarzélnej a,mputécii Zlepgenie trofiky
a amputdcii v Chopartovom klbel. sin. koZe
2. 8 75 PAOIV.&tl dx. Inveterovand trombdéza 0,4  bezamputécie
nepoznanej aneuryzmy API. dx. zhojeny bez
klaudikacii
3. & 69 PAO Il &t.l. dx. Stav po aortobifemo- 0,3 bez amputacie
rdlnom bypase - funkény, uzdver pod exitus
nfm. (bez zjavného
vztahu k vykonu)
4. & 67 PAOIV. st l. dx. Stav po 4 rekonstruk- 0,0 amputdcia
ciach, inveterovany uzaver bypasu. v predkolenti
5. & 70 PAO IV. it.l. dx. Uzaver popliteopedal- > 1,3 bez amputacie
neho bypasu, netispesna PTA bypasu. zhojeny
bez klaudikacif
6. @ 70 PAO IV. 5tl. sin. Nerekonstruovatelné > 1,3 bez amputdcie
pomery. progredujtce
hojenie
zmiernenie kfudo-
vych bolesti
7. 8 55 PAO IV. §t.l. dx. Nerekonstruovatefné 0,0  amputacia
pomery. v predkoleni
8. @ 83 PAO Il st.l. dx. Stav po uzdvere femo- 0,0  transmetatrzalna
ropoplitedlneho bypasu dx. amputacia
9. & 68 PAO Il 3t.l. sin. Opakovany uzdver fe- 0,3  bezprostredny
moropoplitedlneho bypasu. uplny analgeticky
efekt
Tab. 2. Vysledky.
pocet
dobra tolerancia procedury zo strany pacienta 9
analgeticky ucinok (z toho tplny) 7(2)
zlep3end trofika koncatiny (z toho tplne zhojeny defekt) 5(2)
zlepSenie pohybovej aktivity (z toho bez klaudikacif) 4(2)
komplikacia 0
amputdcia (predkolenie/noha) 3(2/1)

ovplyviiujdcimi klinické zlepsenie by
mohli byt:

1. spontdnne zlepsenie
2. placebo efekt
3. medikamentézna terapia

Ad 1.

V skutoc¢nosti je viac nez zriedkavé, Ze
by sa PAO DK spontdnne zmiernilo,
resp. zlepSilo bez intervencie alebo

intenzivneho tréningu. Okrem toho
nebol v studii pozorovany signifikantny
narast ABl na kontralateralnej (ne-

liecenej) koncatine.

Ad 2.

Placebo efekt hra vyznamnud dlohu
v pripade subjektivnych parametrov,
na druhej strane vsak hojenie ran,
ABI a pletyzmografia si parametrami
objektivnymi.
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ket

Ad 3.

Medikamentézna lie¢ba zdkladného
ako aj pridruzenych ochoreni nebola
periprocedurdlne menend, takze ne-
mozno zlepSenie u pacientov vysvetfo-
vat medikamentdznou lie¢bou.

Vo svetovej literatire je publikova-
nych viacero $tadif o vyuZiti terapeutic-
kej angiogenézy v lie¢cbe CLI v pripad-
och nerekonstruovatefnych cievnych
pomerov na postihnutej koncatine.
Podanie kmeriovych buniek je realizo-
vané dvoma réznymi spdsobmi. Prvym
je intraarteridlna aplikacia [13]. Dru-
hym sp6sobom je multilokularna injek-
cia do svalov ischemického predkolenia
a nohy [5,11]. V nasej studii realizu-
jeme metodiku intramuskuldrnej apli-
kacie, ktord je technicky nendro¢na,
pacientmi velmi dobre tolerovana. Za-
bezpecuje pritom dostatoény transport
pluripotentnych progenitorovych bu-
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Obr. 3. Pacient €. 2 - pol roka po vykone.

niek na miesto potreby a ich primerant
koncentraciu vischemickom svale, teda
na mieste ich urcenia, kde oc¢akdvame
terapeuticky efekt angiogenézy.

Zaver

Autolégna transplantacia EPC z kost-
nej drene pacienta by mohla byt bezpec-
nou a efektivnou metéddou na zaistenie
terapeutickej angiogenézy. Autolégna
kostna dren poskytuje endotelové proge-
nitorové bunky, ktoré maji schopnost sa
diferencovat na endotelové bunky a zi-
roveri produkovat mnozstvo cytokinov.
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