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Autologni bunécna terapie je uz fadu let vyuzivana u pacientl s chronickou koncetinu ohrozujici ischemii. Byly publiko-
vany Cetné studie a metaanalyzy, které posuzovaly benefity terapie a predstavily i jeji nové moznosti. Kromé standardné
vyuzivanych zdroja kmenovych bunék (kostni dfené a periferni krve) se oteviraji nové moznosti vyuziti jinych alternativ —
riznych typu tkani. Stale viak pretrvava otdzka porovnani tcinkd jednotlivych typl bunék a jejich aplikace. Velmi zajimavé
jsou i moznosti kombinované terapie hyperbarickou oxygenoterapii spole¢né s bunécnou terapii. Dle zkusenosti naseho
pracovisté je autologni bunécna terapie efektivni metoda s nizkym poctem nezadoucich udalosti.
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Stem cells therapy in patients with chronic limb-threating ischemia

Autologous cell therapy has been used in patients with chronic limb-threatening ischemia for many years. Numerous studies
and meta-analyses assessed benefits of cell therapy and also presented its new possibilities. In addition to the standard sources
of stem cells, like bone marrow and peripheral blood, new possibilities of using various types of tissues were considered. There
is still question about a comparison of the effect among different types of cells and their administration. The possibility of
combined therapy consisting of hyperbaric oxygen therapy and stem cell therapy is also an interesting approach. According

to the experience from our centre, autologous cell therapy is an effective method with low rate of adverse events.

Key words: stem cells, limb ischemia, diabetic foot disease, revascularisation.

Uvod
Incidence diabetes mellitus 2. typu i ischemické choroby dolnich
koncetin (ICHDK) celosvétové stoupa. Pravée ischemie spolu s neuropatif

Infekce se u pacientl s ulceracemi vyviji v 50-60 % pfipadd a v prdméru
20 % pripadl infekce progreduje do stadia, kdy je vysokd amputace
nevyhnutelna (2).

Chronicka koncetinu ohrozujici ischemie (Chronic Limb-Threatening
nezavislym rizikovym faktorem pro vysoké amputace u diabetickych
pacientl (3). 1 vzhledem k typickému postizeni zejména podkolennich

tepen u pacientd s diabetem je prvni volbou lé¢by endovaskuldrnf
feseni — perkutdnni translumindini angioplastika (PTA) se zavedenim
samo-expandibilniho nebo balon-expandibilniho stentu. Je moznost
pouzitf i lékovych balonl nebo lékovych stentl (drug-eluting balloons
or drug-eluting stents), se kterymi je prokdzana del3i prdchodnost
a nizsi pocet opakovanych revaskularizaci (4). V posledni dobé je velka
pozornost vénovana revaskularizaci dle angiosomd (tzv. pfimad revasku-
larizace). Angiosom predstavuje oblast tkané, kterd je zdsobovana stej-
nou tepnou. Na rozdil od nepfimé revaskularizace mdzeme dosahnout
zprdchodnéni postizené cévy pfimo podle postizeného okrsku tkané.
Jongsma et al. publikoval studii, ve které provedeni pfimé revaskulari-
zace zlepsilo hojeni defektd a zredukovalo pocet vysokych amputaci.
V pfipadé nepostizenych kolaterdl mezi angiosomy byly vysledky

MUDr. Dominika Sojékova
Centrum diabetologie IKEM
sojd@ikem.cz

Cit. zkr: Vnit Lék. 2023;69(6):E12-E18
Clanek piijat redakcf: 12. 4. 2023
Clanek piijat po recenzich: 29. 8. 2023

VNITRNI LEKARSTVI / Vnitf Lék. 2023;69(6):E12-E18 /

www.casopisvnitrnilekarstvi.cz


https://doi.org/10.36290/vnl.2023.080

PREHLEDOVE CLANKY | ET3

Terapie kmenovymi burikami pfi Iécbé chronické koncetinu ohroZujici ischemie u diabetik(i

pro pifmou i nepfimou revaskularizaci bez signifikantniho rozdilu (5).
Nadéjnou metodou revaskularizace je lé¢ba mimotélovymi razovymi
vlnami (extracorporeal shockwave — ECSW). Jejich Ucinek je potvrzen
v [é¢bé muskuloskeletdlnich nemoci a jinych onemocnéni pfes potlaceni
zanétlivé reakce, redukci pocitu bolesti a podporu regenerace tkané.
ECSW je provadéna za pomodi litotriptoru, ktery generuje razoveé viny
do postizené oblasti. Klinicka studie potvrdila signifikantni rozdil stupné
stendz hodnocenych Dopplerovskym vysetfenim u pacientl lé¢enych
ECSW a kontrolni skupinou. Navic byla u pacientl pozorovana redukce
klidovych bolesti a prodlouzeny klaudika¢nf interval (6).

Navzdory vysokému vyuziti endovaskuldrnich metod jsou stéle
ptipady, u kterych je preferované provedeni cévniho bypassu pred
PTA. Jedna se o pacienty s postizenim cév na vicero Urovnich nebo
s dlouhym uzavérem cév. Mezi dalsi indikace patfi neuspésny predchozi
endovaskularnf vykon nebo opakované uzavéry cév po endoskopické
revaskularizaci. Provedeni bypassu mdze byt déle preferovano u paci-
entd s rozsdhlymi nehojicimi se defekty. Studie publikovana Saarinen
et al. prokdzala, Ze po jednom roce od provedeni bypassu bylo 71,2 %
a po pétiletech 76,5 % bypasst klinicky primarné patentnich, tj. bez po-
tfebné dalsi revaskularizace. Kromé toho byla sledovana delsi funkénost
by-passu, kdyz byla preferovéva poplitedIni tepna jako pfivodni céva
pred femoralni. Prozivani pacientl bez potieby amputace (@amputation-
free survival) bylo do jednoho roku 58,4 % (7).

Dle studie Basil, kterd srovnavala oba pfistupy, ma chirurgicka
revaskularizace ve srovnani s endovaskularnim fesenim vétsi riziko
perioperacniho infarktu myokardu, ndhlého Umrti a mrtvice. Na druhé
strané u endovaskularniho pfistupu byly pozorované ¢astéjsi revasku-
larizace (8).

»,No-option CLTI"

V priméru u 40 % pacientl s CLTI viak neni mozné provést PTA
ani jiny zplsob revaskularizace (9). Tyto pfipady jsou oznacované jako
,no-option CLTI" a jsou prediktorem nehojicich se defektd a netspéchu
chirurgickych zakrokl (3). Pacienti s nemoznosti revaskularizace majf
velmi malou $anci se amputaci vyhnout. Dle studie Verwer et al. jenom
43 % no-option pacientd s CLTI nepodstoupilo amputaci béhem péti
let od zafazeni do studie (10). Pfedstavuji skupinu pacientd s vysokou
mortalitou (10-54 %) a nejhorsi prognézou (11).

V pfipadech nemoznosti revaskularizace se nabizi nékolik alter-
nativnich terapeutickych postupt. Benefit vazoaktivnich 1ékd jako
natridrofuryl, cilostazol nebo pentoxyfylin pro hojeni defekt( a prevenci
amputaci nebyl potvrzen. Pozitivni efekt na hojeni ran a prevenci am-
putaci nebyl prokdzan ani u prostainoidd (1).

Hyperbarickd kyslikovéa terapie (HBOT) je zaloZena na mechanismu
urychleni procesu hojeni defektd skrze stimulaci proliferace fibroblas-
td, produkci kolagenu, neovaskularizaci a epitelizaci. Kromé toho ma
i antiedematodzni a imunomodulacni vliv (12). Podle 10. konsenzualni
evropské konference o vhodnych a nevhodnych klinickych indikacich
HBOT je doporucené aplikovat HBOT u obtiZzné se hojicich diabetickych
ischemickych ulceraci bez moznosti provedeni revaskulariza¢niho
vykonu nebo po provedeni cévné-chirurgického vykonu, pokud se
rana dale nehoji i pfi komplexnf 1é¢bé po dobu nejméné 4 tydn( (13).
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Nedavno publikovanad multicentrickd randomizovana studie
Santema et al. neprokézala benefit ve vyuziti HBOT v souvislosti se zho-
jenim defektl a zachranou postizené koncetiny (14). Na druhou stranu
dle nasf umbrella analyzy 8 studif ma& HBOT statisticky vyznamny pfinos
jak v hojenfran, taki v redukci vysokych amputaci (15). Realizaci vétsich
randomizovanych zaslepenych studif ohledné vyuzitf a UspéSnosti HBOT
u no-option pacientl s CLTI omezuje nedostate¢ny pfistup pacientd
k HBOT, at uz z dvodd nedostatku pfislusnych lé¢ebnych zafizeni, nebo
v disledku finan¢nich nékladd. Posouzeni indikace HBOT u nehojicich se
diabetickych ulceraci na nohou je i podle nasich zkusenostf individuaini
a je dano zkusenostmi indikujicich Iékard.

Jednim z nadéjnych postupl je také arterializace hlubokych zil
dolnikoncetiny (deep venous arterialization — DVA), pfi které se vytvof
anastomadza mezi proximalnim arteridlnim pfitokem a zilou a zéroven
se odstranf Zilnf chlopné. Arterializace DVA tedy umozni pfitok krve do
distéInich ¢asti dolni koncetiny, ¢im se dosahne redukci bolesti a zlep-
seni hojeni defektl. Dnes jiz je mozné provést DVA nejen chirurgickym
pfistupem, ale i perkutanné a kombinované (provedeni anastémozy
s endokospickou valvulotomi). Je uvedeno, ze 60-70 % pacientd, kteff
podstoupili perkutdnni DVA, nemuselo ndsledné podstoupit vysokou
amputaci, u kombinovaného pfistupu je to 46-69 % pacientd (16).

Terapie kmenovymi buiikami

V posledni dobé je velka pozornost vénovana terapii CLTI pomocf
autolognibunécné terapie (Autologous Cell Therapy — ACT). Kmenové
burnky (KB) jsou buriky, které se maji schopnost délit a diferencovat na
jiné bunky. Za nejcastéji pouzivany zdroj KB se povazuje kostni dfen,
ze které je mozné izolovat mononuklearni frakci bunék kosti diené
(bone marrow-derived mononuclear cells - BMMNC). Pojem BMMNC
popisuje buriky s jednolalo¢nym nebo okrouhlym jadrem a malym
mnozstvim granulf v cytoplazmé, které se nachazeji v kostni dreni
a je pro né typické exprese povrchovych markerd CD34, CD45, CD133
a stromalniho prekurzorového antigenu-1 (STROT) (9) (17).

Mononuklearni frakci bunék je mozné vyuzit i z periferni krve
(human Peripheral Blood Mononuclear Cells - PBMMNC), avsak je
nutné zvysit jejich pocet pres systémové podani kolonie stimulujiciho
faktoru granulocytl (G-CSF) nebo kolonie stimulujictho faktoru mak-
rofdgl a granulocytd (GM-CSF). Bylo uvedeno, ze stimulace G-CSF je
vic preferovana kvali vyssi efektivité, ale jednotlivé studie jsou zatizeny
rozdilem v etnicité a pfitomnosti pfidruzenych nemoci. Po stimulaci se
nasledné buriky odseparuji od ostatnich bunék aferézou (9).

Jizbylo publikovano nékolik studif a metaanalyz, které porovnavaly
ucinek BMMNC a PBMNC. Metaanalyza publikovana Liew et al. pouka-
zala na snizeni vyskytu vysokych amputaci, lepsi hojeni defektd a vy-
raznéjsi zvyseni vysledkd kotnik-paze indexu (ankle-brachial index — ABI
index) u pacientd, ktefi byli 1é¢eni PBMNC (18). Studie, kterd probihala
na nasem pracovisti, signifikantni rozdil mezi efektem lé¢by BMMNC
a PBMNC neprokazala (19). P¥i terapii PBMNC je vSak méné invazivni
odbér a zpracovani, a s tim spojeny mensi pocet nezadoucich ucinkd.
Nesmime ale opomenout, ze u podani G-CSF pfi vyuziti PBMNC byly
popsany také nezéddouci Ucinky jako bolesti kosti, bolest hlavy, Unava
a flu-like syndrom (20). Jen ojedinéle byly popsany zdvazné pfipady
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jako ruptura sleziny, akutnf poskozenf plic a pfechodny hyperkoagu-
la¢ni stav (9).

Mezenchymalni kmenové bunky (mesenchymal stem cell — MSC)
predstavuji heterogenni podskupinu stromalnich bunék, které se mo-
hou vyskytovat téméf ve viech tkdnich, ale ve velmi malém mnozstvi
(pfiblizné 1 ku 10 000 bunék kostnf dfené). Je véak mozné namnoZit je
in vitro (9). Pro MSC je charakteristickd pfitomnost znak CD29, CD73,
CD90, CD44. Zdrojem MSC je kostni dren, periferni krev, tukova tkén,
embryonadlini tkdné a fetdIni tkdn (krev pupecniku, Warthondv rosol,
amnion, amnionova tekutina a placenta). K dalsim alternativnim zdrojiim
patii zubni dfer, periodontdlni ligamenta, nervova tkén a endometrium
(17, 21). Zvazovala se i moznost pouziti menstruacni krve, &imz by se
zjednodusil odbér i pro samotnou pacientku (22).

MSC v porovnani s BMMNC a PBMNC maji nékolik vyhod. Jsou
lehko dostupné na odbér a majf Sirokou schopnost diferenciace na
jiny typ tkdné. Jejich imunosupresivni a protizanétlivé vlastnostijsou
porad predmétem diskuze (23). Vyhodou je také jejich nizkd imuno-
genicita, tim padem je mozné zvazit i alogenni ACT od zdravého
darce (21). Nevyhodou je potieba kultivace, coz zvysuje ¢asovou
narocnost jejich vyuziti. Odebrana tkan je promyvéna a nafezédna
na nékolikamilimetrové ¢asti, které jsou nasledné vlozeny do nadob
s kultivacnim médiem, kde nékolik dnl rostou. Je moznost tkan
nejprve kultivovat s enzymatickym roztokem (napf. Hank@v roztok),
které z tkané odstrani zbyvajici extracelularni matrix. Tim padem se
izolované bunky nebo jejich shluky uvolni od ostatnich slozek tkdné
a mazou byt dale kultivovény (24).

Dle metaanalyzy Sun et al. 2022 nenf zatim jasné, jestli maji vetsi
terapeuticky efekt MSC pochdzejici z kostni dfené, nebo PBMNC (25).
Jina studie publikovana Lu et al. z roku 2011 prokdzala vice zhojenych
defektl za kratsi ¢as (pfesnéji o 4 tydny) po aplikaci MSC z kostni dre-
né oproti aplikaci BMMNC. Doslo i ke zlepseni perfuze podle méfeni
transkutdnni tenze kysliku (TcPO2), ABI, hodnoceni délky chlize bez
klaudikaci, ABI a magnetické rezonan¢ni angiografie. Na druhé strané
nebyl pozorovan rozdil mezi poctem amputaci a redukci bolesti (26).

Byly také identifikovany endotelidIni prekurzorové buriky (endothe-
lial progenitor cell — EPC), které predstavuji skupinu bunék sklddajici se
z 2 hlavnich linif, a to z hematopoetické a endotelidIni. Hlavni zastupci
hematopoetické linie jsou myeoloidni angiogenni buriky (myeloid an-
giogenic cells - MAC) pochézejici zmononukledrni frakce periferni krve.
Nejsou schopné diferenciace na endotelové buriky, avsak podporujf
angiogenezi pres jejich parakrinnf aktivitu. Endotelidlni linii predstavujf
endotelidIni kolonie formujici buriky (endothelial colony forming cells —
ECFC), které pochdazeji z pupecnikové krve nebo mononukledrni frakce
periferni krve. Majf prolifera¢ni potencial a schopnost formace cév de
novo i reparace poskozenych cév (27).

Za pomoci neurdlnich kmenovych bunék (neural stem cell = NSC)
je potencidlné mozné docilit regenerace postizenych perifernich nervd
(28). NSC se nachazi ve ventrikularni, subventrikularni (v-SVZ) a sub-
granularni zoné (SGZ) mozku (29). Pouziti téchto bunék ma ale nékolik
limitaci. Prvni z nf je vysoké riziko pfi jejich odbéru, dale malé mnozstvi
odebranych bunék, a nakonec i jejich nizky proliferacni potencidl (30).
Studie ohledné pouziti NSC pfi lé¢bé pacientl s CLTI zatim zadné
nejsou. Dosud byla publikovana pouze studie ohledné pouziti NSC
u pacientl po cévni mozkové prihodé, kterd popsala urcité zlepseni
motorické hybnosti u pacientl po ACT, ale je potfeba jesté mnoha
dalsich studif (31).

Endometridini kmenové buriky (endometrial-derived stem cells— EnSC)
majf vysokou schopnost proliferace a diferenciace, proto predstavuiji poten-
cial pro regeneraci tkané. RovnéZ jako MSC vykazuji nizkou imunogenicitu
a schopnost parakrinni aktivity, coz ma klicovou roli v procesu angioge-
neze (17). Navic endometridIni progenitorové bunky a mezenchymalni
bunky pochazejici z menstruacni krve jsou schopné se vin vitro i v in vivo
podminkdch transdiferencovat na myoblasty/ myocyty (32). Nakonec
v in vitro podminkéch byla potvrzena i schopnost diferenciace EnSC na
neurdlni burky. Pomocf EnSC by bylo proto potencidlné mozné nejenom
stimulovat angiogenezu v postizené konceting, ale i zlepsit stav svalové
tkdné a perifernich nerv( (17). Jednotlivé typy kmenovych buriek a jejich
znakd jsou uvedeny v tabulce 1.

Tab. 1. Prehled kmenovych bunék, jejich zdroje a typické povrchové znaky (17)

Typ kmenovych bunék Zdroj Povrchové znaky (phenotype)
Mononuklearni frakce bunék kostni drené Kostni dfen CD34+, PROM1 (CD133)+, KIT (CGKit)+ CD14-, CD45-
(BMMNCQ)
Frakce jadernych bunék z periferni krve Periferni krev, krev z pupecniku, vyplavené z kostni | CD34+, CD14-, CD45-
(PBMNC) drené
Mezenchymalni kmenové buriky Kostni dfen, periferni krev, pupecnik, tukova tkan, | CD73+, CD90+, 105+, CD34-, CD45-, D11b-, CD14-,
(MSC) svalova tkan, klze, tkan srdce CD19-, CD79a-, HLA-DR-
Myeoloidni angiogenni bunky Mononukleédrni frakce periferni krve CD45+, CD14+, CD31+
(MAQ)
Endotelidlni bunky formuijici kolonie Pupecnikova krev, mononukledrni frakce periférni | CD31+, CD105+, CD146+, CD 34+ (exprimace mUze
(ECFC) krve v prlibéhu expanze in vitro klesat)
NeurdIni kmenové buriky Ventrikuldrni, subventrikuldrni a subgranularni CD184+, CD24+, nestin+, FGF-R+, GFAP+, SOX1/2+,
(NSQ) zéna mozku, neurosféry, prekurzorové neuralni FOXO-3+, TLX+, CD271+, CD44+

embryondlni kmenové bunky
EndometridIni kmenové burnky Endometrium CD146+, PDGF-, R+ CD29+, CD44+, CD73+,
(EnSQ) CD90+, CD105+, SSEA-1, CD34-, CD31-, CD45-

CD - the cluster of differentiation, PROMT — prominin-1, c-Kit — stem cell factor receptor, HLA — hlavni histokompatibilni komplex, FGF-R — receptor pro fibroblasto-
vy rastovy faktor, GFAP — glidini fibrildrni protein, SOX1/2 — SOX transkripcni faktor, FOXO-3 — Forkhead box O3, TLX — TLX transkripcni faktor, PDGF — destickovy rdstovy
faktor, SSEA-1 — stage-specific mouse embryonic antigen
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Mechanismus lécby kmenovymi buiikami

Bylo popsano nékolik teorii ohledné mechanismu kmenovych bu-
nék pfi lécbé CLTI. Ashara et al. poukazoval na to, ze pfi ACT s vyuzitim
BMMNC a PBMNC maji CD34+ buriky v periferni krvi schopnost dife-
renciace na endotelidIni buriky (33). Jiné studie tuto teorii nepotvrdily,
proto z{stava stale kontroverzni (34, 35). Dale bylo publikovano, ze ne-
ovaskularizace muze byt dosazend diky diferenciaci pericyt(, které majf
nezastupitelnou roli ve stabilizaci cévni stény a taky reguluji proliferaci
endotelovych bunék kapildr (36). Tento mechanismus Ucinku se zatim
jevi jako pravdépodobny. Z toho vyplyva, ze BMMNC nebo PBMNC
nestimulujf vaskularni rist skrze jejich inkorporaci do cévni stény, ale
funguijf spise jako podptrné bunky. Kromé toho BMMNC i PBMMNC
maji schopnost sekrece pro-angiogennich faktord, jako vaskularni
endotelidIni rGstovy faktor (VEGF), fibroblastovy rdstovy faktor (bFGF),
ristovy faktor hepatocytl (HGF) a angiopoein-1. Timto parakrinnim
ucinkem dale pfispivaji k podpofe neovaskularizace (9).

UMSC byly popséany tfi mechanismy neovaskularizace, a to parakrin-
ni aktivita, ke které se radf i jejich imunomodulacni Ucinek, déle pfima
diferenciace a mitochondrialnf transfer. Detailnéji jsou mechanismy
popsany na obrazku 1 (21).

Realizace ACT a moznosti jejich podani

Na nasem pracovisti Centra diabetologie IKEM pro ACT vyuzivdme
BMMNC, které ziskdvdme od pacienta punkci kostni dené z kosti kycelni
ve sterilnim prostiedi opera¢niho salu. Vykon se provéadi preferencné
v epidurdlni nebo spindlni anestezii, ale je mozny i v celkové anestezii.
Kostni den se nabira do stiikacek, ve kterych je pfitomen antikoagulans.
V odbérovém vaku je ndsledné pfenesena do laboratofe, kde se odehra-
va izolace kmenovych bunék. Zpracovanou kostni dfert s kmenovymi
bunkami pak chirurg na operacnim séle aplikuje stfikackou pacientovi
hluboce intramuskuldrné do blizkosti obturovanych cévnich kmend.

Aplikace se provadi v sérii 40-60 vpichl distalné od kolenniho kloubu,
tedy do obou hlav musculus gastrocnemius, musculus soleus, musculus
fibularis a tibialis anterior. Na noze pak do kratkych extenzord na dorzu
nohy a do svalll planty. Pokud je pfitomen defekt, tak také do okrajl
defektu. Proces ACT s vyuzivanymi nebo potencidlné zvazovanymi

burikami je zndzornén na obrazku 2.

Zpusoby aplikace kmenovych bunék

Jiz nékolik studii porovnévalo rlizné zplsoby podani kmenovych
bunék. Dodnes neexistuje jednotny nazor, jestli je néktery zplsob
efektivnéjsi. Vyhodou intramuskuldrniho poddni je moznost vpravit
buriky pfimo do mista defektu, pficemz se stimuluje i parakrinni akti-
vita a uvolnf se angiogennf cytokiny, jako dfive zminéné VEGF, bFGF,
placentarni rlstovy faktor (PIGF) a (MCP-1) (21). Studie publikovana
Dongem et al. dokonce prokazala signifikantné zvysené hodnoty ABI
a TcPO, po podani MSC intramuskularné. U intraarteridinfho podani
byly popséany horsi vysledky u sledovanych parametrd (37). Na druhou
stranu studie publikované Klepancem et al. neprokézala signifikantni
rozdil v zachovéni koncetiny a hojeni defekt’ mezi intramuskuldrnim
a intraarteridInim podanim kmenovych bunék (38). Celkové je nevyho-
dou lokéIniho podéni KB jejich ¢astd apoptdza. Méné Casté je systémové
podéani kmenovych bunék. U intravendzniho systémového podanf
dochdzf k signifikantnimu efektu prvniho prechodu plicemi, kde ¢ast
bunék zlstava, a proto je potfebna davka aplikovanych bunék, aby se
co nejvetsi vetsi mnozstvi dostalo k mistu ischemie. MoZnosti, jak se
tomuto efektu vyhnout, je intraarteridlni systémové podani, které je

Moznost kombinované terapie ACT a HBOT
Jak bylo vyse zminéno, HBOT je jednou z moznych postupd u no-op-
tion pacientt s CLTI. Dalsf vystavajici otazkou je vyuZitf HBOT v kombinaci

Obr. 1. Mechanismy ucinku mezenchymdlnich kmenovych bunék (MSC) v rdmci autologni terapie kmenovymi burikami (21)
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IGF-1—inzulinu podobny rdstovy faktor 1; VEGF — vaskuldrni endotelidlni ristovy faktor; bFGF — fibroblastovy rdstovy faktor; TGF3 — transformuijici rastovy faktor; vVWF —von
Willebranddv faktor; CD - the cluster of differentiation; SDF-1 — chemokinovy faktor-1 odvozeny od stromdlnich bunék; ANG-1 — angiopoetin-1; EPO — erytropoetin; PDGF —
destickovy rdstovy faktor; PIGF — placentdrni rdstovy faktor; IL — interleukin; HGF — rdstovy faktor hepatocytd; EGF — epidermdini rdstovy faktor; MCP-1 — monocytdrni che-
motakticky protein-1; M-CSF — kolonie stimulujici faktor makrofdgu; IL-1ra — antagonista receptoru pro IL-1; MIP-1a — makrofdgovy zdnétlivy protein-1 alpha; MIP-13 — mak-

rofdgovy zdnétlivy protein-1 beta
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Obr. 2. Aplikace, druhy odebrané tkdané a typy kmenovych bunék (upraveno podle Beltrdn-Camacho L, Rojas-Torres M, Durdn-Ruiz MC. Current Status
of Angiogenic Cell Therapy and Related Strategies Applied in Critical Limb Ischemia. Int J Mol Sci. 2021,26,22(5):2335.)

1.Druhy 2. Typy
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3. Izolace bunék

. kmenovych bunék (v pfipadé MSC i kultivace)

MNC = mononukledrni frakce bunék (mononuclear cells); MSC — mezenchymdini kmenové burky (mesenchymal stem cell); ECFC — endotelidini kolonie formujici buriky
(endothelial colony forming cells); MAC — myeoloidni angiogenni buriky (myeloid angiogenic cells); NSC — neurdini kmenové buriky (neural stem cell); EnSC — endometridl-

ni kmenové buriky (endometrial-derived stem cells)

s ACT. V roce 2019 byla publikovana zajimava experimentalnf studie, pfi
které byli pouziti potkani s CLTI, kterym byly aplikovany EPC, déle potkani,
na kterych byla pouzita HBOT a skupina s kombinovanou aplikaci EPC
a HBOT. Jako kontrolni skupina byli vybrani potkani bez CLTI a extra skupi-
nou byli potkani s CLTI, kterym bylo podavano kultiva¢ni médium. Tahle
studie pfisla s nékolika tvrzenimi. Za prvé zjistili, ze hladina cirkulujicich
EPC byla nizsi u potkand s CLTI oproti kontrolnf skuping, aviak hladina EPC
vzrostla nejvic u skupiny s kombinovanou aplikaci EPC i HBOT. Ze toho
se da usoudit, ze HBOT kromé jinych Ucinkd zvysuje pocet EPC jejich
mobilizaci z kostni dfené. Také biomarkery angiogeneze byly nejvyssi
u skupiny s kombinovanou aplikaci, z toho vyplyva, ze HBOT netcinkuje
jen lokdlng, ale i systémové. Déle pocet EPC v misté ischemie byl vy3si
u skupiny s HBOT a EPC, proto pfedpokladame, ze HBOT zvysuje expresi
EPC v zéné ischemie. A nakonec krevni pratok byl lepsi u kombinované
aplikace nez u ostatnich, coz potvrzuje synergicky efekt EPC a HBOT (39).

Ackoliv jsou vysledky této studie slibné, je jasné, Ze je zapotfebf
provedenf klinickych studii na dostate¢ném poctu pacientt se zhod-
nocenim vsech parametr(, jako je napt. vliv na transkutanni tenzi
kysliku (TcPO,), hojenfran a snizeni vysokych amputaci. Otézkou je, zda
je mozné téchto benefitd kombinované lé¢by dosahnout pouze s EPC,
neboi s jinymi kmenovymi burikami. Z praktického hlediska by urcité
byla nevyhnutelnd spolupréce vicero pracovist, aby nebyla porusena
¢asova ndvaznost téchto dvou typU lécby. Dilezitym by pak také
byla compliance pacientl podrobit se obéma lé¢ebnym metodam.

Parametry hodnotici ACT a jeji uspésnost
Pro posuzovani Uspésnosti ACT jsou sledovany parametry ischémie.

Nejcestnejsi se pouziva TcPO,, kterd reflektuje mnozstvi kysliku, které
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prechdzi z kapildr pres kizi k ,Clark-type” elektroddm na stranu méfenf
(40). Referen¢ni hodnoty jsou 50-70 mm Hg, hodnoty < 40 mm Hg
svédci pro komplikované hojeni defektd a hodnoty < 30 mm Hg pou-
kazuji na CLTI (41). Dalsi moznosti posouzeni efektu ACT je magneticka
rezonancni spektroskopie s izotopem 31P, kterd sleduje zmény meta-
bolismu svall nejen v klidu, ale i béhem fyzické ndmahy a po ni, co ¢ini
tuhle metodu jedine¢nou (42). Hodnoceni ABI u diabetickych pacient(
nenfi spolehlivé pro ¢asty vyskyt mediokalcindzy, kterd vede k falesné
zvysenym hodnotdm ABI (43). Kromé parametr( ischémie se déale
hodnoti parametry rychlosti hojeni defekt(, pocet vysokych amputact
provedenych po aplikaci kmenovych bunék, ¢as po ACT bez potfeby
amputace (amputation-free survival — AFS), redukce bolesti (pokojovych
i klaudikacnich) a zlepsent kvality Zivota pacientl (quality of life — QoL).

Prvi studie, kterd predstavila vysledky intramuskuldrniho podani
BMMNC nebo PBMNC, byla publikovana v Lancetu v roce 2002. Studie
prokazala lepsf hodnoty ABI, TcPO, a redukci bolesti. Zlepseni perfu-
ze bylo potvrzeno i angiogramem. U skupiny pacientl, kterym byly
aplikovany PBMNC, se pozorovalo méné vyrazné zlepseni perfuze nez
u pacientl s BMMNC (44).

Studie TACT byla prvni studii, kterd popisovala benefit aplikace
MSC do ischemické koncetiny. Prokazala, ze 60 % pacientl s kritic-
kou koncetinovou ischemii v pribéhu tfi let po ACT nepodstoupilo
amputacni zakrok. Popisovala také redukci velikosti defektd, redukci
bolesti a prodlouzeni klaudikacni vzdalenosti. Zmény v ABI a TcPO,
nebyly signifikantni (45).

Studie PROVASA, u které byly aplikovany BMMNC intraarteridlné,
potvrdila benefit [é¢by pro redukci bolesti postizené koncetiny a urych-
leni hojeni chronickych defektd. Avsak u pacientd s gangrénou nebo
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kritickou ischemif stupné Sest dle Rutheforda se benefit dle této studie
nepotvrdil. Tato studie jesté poukdzala na fakt, Ze lepsi hojeni defektd je
pozorovano pii opakovana aplikaci kmenovych bunék (46). V roce 2015
byla publikovana studie JUVENTAS, kterd sledovala benefit ACT, pfesnéji
BMMNC vs. placebo, pficemz bunky byly aplikované opét intraarteriainé.
Podle této studie ACT nevede ke sniZeni poctu vysokych amputaci. Ve
skupiné pacientd, kterym byly podavany BMMNC, doslo ke zlepsenti kvality
Zivota, redukci klidové bolesti a zvyseni hodnot ABl i TcPO,, avsak rozdil
mezi skupinami nebyl signifikantni (47). Je vsak potfeba dodat, Ze tato
studie méla zafazeny i pacienty se stenézami proximalné od a. poplitea,
pficemz ACT je indikovana hlavné u pacientl s postizenim bérce a distal-
né. Aplikovala také mensi objem bunééné suspenze, nez je standardem
(jenom 50 ml oproti standardnim 250 ml). Na druhou stranu jedna z nej-
novéjsich metaanalyz, kterou publikoval Pu et al,, potvrdila u pacientd
lécenych ACT signifikantni pokles poctu vysokych amputaci, zlepseni
ABI, TcPO, a snizenf klidovych bolestf (48). Metaanalyza od Sun et al,, 2022
dokonce pozorovala i zlepseni hojeni defektd a redukci klaudikacnich
bolesti (25). Ve studii Panunzi et al. byla pozorovana redukce bolesti po
aplikaci PBMNG, snizené uZivani opiatl a opétovné moznosti chlize (3).

Vroce 2016 az 2019 na nasem pracovisti probéhla randomizovana
studie, ve které jsme posuzovali Uc¢inek ACT u pacientd s CLTI v po-
rovnani s pacienty lé¢enymi konzervativné. Hodnotili jsme proces
hojenf ulceraci, vyskyt amputaci a stuperi bolesti u pacienta dle Visual
Analogue Score (VAS). Do studie bylo zafazeno celkem 40 pacientd.
U téch, ktefi podstoupili ACT (n = 21), byl pozorovén vzestup hodnot
TcPO, oproti pacientlm lécenych standardné (n = 19), kde vzestup
pozorovan nebyl. Signifikantné se také zlepsilo hojeni defektd a zmirnil,
stupen bolesti. Rozdil v poctu vysokych amputacf jsme viak na tomto
poctu pacientl nepozorovali (43).
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Sledované komplikace pfri terapii

Murphy et al. se ve své studii zaméfili primdrné na bezpec¢nost
ACT s aplikaci BMMNC a po dvanacti mésicich pozorovali jen 2 pfipady
nezadoucich udalosti. U jednoho pacienta se objevily ST deprese bez
elevace kardiospecifickych markerd s poklesem hemoglobinu s na-
slednou Upravou po transfuzi. U druhého pfipadu byly angiograficky
sledované mikroembolismy, které byly Uspésné feSené chirurgicky (49).
Jako nezddouci udalosti pfi realizaci ACT na nasem pracovisti jsme
pozorovali inguinalni hematom, periferni otok v souvislosti s intramusku-
larnimi injekcemi, hypotenzi pfi mobilizaci po vykonu a jeden pfipad
docasného zhorseni kritické ischemie vlivem otoku. Obecné Ize tedy
shrnout, Ze terapie kmenovymi burikami je nejen efektivni, ale i dobfe
tolerovana a bezpecna metoda (48).

Zaveér

Bunécnd terapie ma nezastupitelné misto v terapii pacientl s no-
-option CLTI. Nejnovéjsi studie jiz potvrdily, ze ACT zlep3uje parametry
ischemie a snizuje pocet vysokych amputaci, i kdyz ve starsich studiich
existuji ohledné nékterych benefitd ACT diskrepance. U pacientd je
pozorovand redukce klidovych i klaudikac¢nich bolesti, a tim se zvy-
suje kvalita jejich Zivota. Stale je vsak jeSté mnoho vyzev a novych
moznosti v ramci vyuziti kmenovych bunék u pacientt s CLTI. Probiha
nékolik studif, které stale detailnéji popisuji benefity, dalsi moznosti

i omezenf této terapie.
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