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Uvod. Kriticka kon¢atinova ischémia (CLI) je definovana ako chronicka ischemicka bolest konéatin vyzadujica pravidelnu analgetickd
lie¢bu v trvani minimalne 2 tyZdne, a/alebo s pritomnymi koznymi defektami. U pacientov s CLI je velka pravdepodobnost potreby vysokej
amputdcie koncatiny do 6 — 12 mesiacov, ak nedéjde k zlepseniu perfuzie. Ciel: Zachrana koncatiny u pacientov s CLI autotransplantaciou
endotelovych progenitorovych buniek (EPC) z kostnej drene pacienta a zhodnotenie G¢innosti a bezpecnosti terapeutickej angiogenézy
u tejto skupiny pacientov. Materidl a metodika. Do $tudie su priebezne zaradovani pacienti s CLI bez moznosti revaskularizacie. EPC su
izolované z autol6gnej kostnej drene odobratej z lopaty bedrovej kosti a po separacii aplikované intramuskulérne do svalov predkolenia
a nohy postihnutej koncatiny. Pacienti si exaktne klinicky sledovani. Hodnotili sme lokalny nalez, index bolesti, index kvality Zivota,
potrebu a davku analgetik, ¢clenkovo-ramenny index (ABI), fotopletyzmografiu, markery aktivacie endotelu a trombocytov, digitalnu
subtraként angiografiu (DSA). Vysledky. Autori prezentuju predbezné ciastkové vysledky doteraz 20 liecenych pacientov. V praci su
vyhodnotené parametre: pocet zachranenych koncatin, klinicky nalez, ABI, fotopletyzmografia, intenzita bolesti, klaudika¢ny interval.
Z 20 pacientov 3 podstupili vysoku amputaciu. Uspe$nost lie¢by v nasom stibore (zachrana konéatiny pred vysokou amputaciou) je teda
85 %. Zdver. Autologna transplantacia kmenovych buniek v lie¢be CLI sa javi ako potencidlne Uspesna a bezpe¢na metéda na zlepsenie
prekrvenia a zachrany koncatiny u pacientov so zlyhanymi moznostami chirurgickej, endovaskularnej a konzervativnej terapie.
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Autologous stem cells in the salvage of ischaemic limb - preliminary reuslts

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. 20 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, photopletysmography, markers of endothelium and
trombocytes” activation and digital subtractive angiography. Results. The authors present the partial results of 20 patients concerning the
number of saved limbs, the clinical picture, ABI, photopletysmography, pain severity, claudication interval. We have treated 20 patients,
3 of them had to undergo the limb amputation. So the therapy was successful in 85%. Conclusion. Marrow stem cell autotransplantation
into the ischaemic lower limb seems to be a potentially effective method of peripheral perfusion enhancement and the limb salvage.

Key words: critical limb ischemia, bone marrow stem cells, therapeutical angiogenesis.

Vask. med., 2010, 2 (2): 89-92

Uvod

Ochorenia periférnych tepien (PAQO), posti-
hujlce prevazne dolné koncatiny, st zavaznym
celosvetovym problémom. Vo svojom termi-
nalnom $tadiu, ktorému je vyhradeny pojem
kriticka koncatinova ischémia (CLI), ohrozuju
pacienta amputaciou. Transatlanticky konsenzus
liecby PAO (TASC I1), definuje CLI ako stadium
PAO, ktoré je charakterizované chronickou is-
chemickou pokojovou bolestou a/alebo ische-
mickou koZnou léziou vo forme ulkusu alebo
gangrény trvajucimi viac ako 2 tyzdne. Pre is-

chemickd pokojovu bolest svedcia ¢lenkové
tlaky pod 50 mmHg alebo prstové tlaky nizsie
ako 30 mmHg alebo transkutanny kyslik nizsf
ako 30 mmHg.

Incidencia CLI sa v Eurdpe a v severnej
Amerike odhaduje asi na 500 az 1000 novych
pripadov na 1 milién obyvatelov. Po stano-
veni diagndzy sa asi polovica pacientov s CLI
podrobi ur¢itému typu revaskularizacie. Priblizne
25 % pripadov vyzaduje primdrnu amputaciu
a zvysok pacientov s nerekonstruovatelnymi
pomermi zostava na medikamentéznej liecbe.

V podskupine pacientov s nerekonstruovatelny-
mi pomermi alebo so zlyhanim revaskularizacie
do 6 mesiacov priblizne 40 % strati koncatinu
a asi 20 % zomrie. Prognéza pacientov s CLI je
velmi nepriaznivd. Incidencia velkych amputé-
cif sa pohybuje od 120 do 500/milién obyvatelov
arok, ¢o su vysoké pocty.

Uspesna chirurgickd alebo endovaskuldrna
revaskularizacia zachranuje koncatinu, zmierriuje
bolesti a zlep3uje kvalitu Zivota, ale ¢asto nie
je mozna pre nerekonstruovatelné arterialne
pomery. V pripade nedostupnosti revaskula-
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Tabulka 1. Sibor pacientov.

Tabulka 2. Charakteristika suspenzie

kmenovych buniek.

Pocet pacientov 20 Mnozstvo (10%/liter) Koncentrécia
muzi 15 CD34+ bunky v kostnej dreni 753
Zeny 5 CD34+ bunky v suspenzii 3904 5,2
Vek 38 - 83 rokov CD133+/CD34- bunky v kostnej dreni 15
Dlzka sledovania 0,5 - 24 mesiacov CD133+/CD34- bunky v suspenzii 89,8 6X
Pocet diabetikov 6
Tabulka 3. \Vysledky.
rizdcie alebo v pripade zlyhania chirurgickej Potet pacientov o
a endovaskuldrnej liecby je potrebné hladat
nové alternativy a postupy. Terapeutick Dobré tolerancia procedury zo strany pacienta 20 100
angiogenéza, realizovana transplantaciou au- Analgeticky dcinok 12 60
toldgnych kmenovych buniek kostnej drene _Zlepsend trofika koncatiny 12 60
(KD), je néddejnou alternativou (1). Zlepsenie pohybovej aktivity 38 40
Angiogenéza je fyziologicky proces nevy-  Velkd amputécia 3 15
hnutny na hojenie rdn.Nastupuje prakticky ihned'  Komplikacia 0 0
po vzniku poranenia. Je iniciovand mnohymimo- Uspegnost 17 85

lekuldrnymi signalmi, ako su faktory hemostézy,
zépalu, cytokiny, rastové faktory a interakcie medzi
bunkovymi matrix. Nové kapilary proliferujd kas-
kddou biologickych procesov s cielom vytvorenia
granula¢ného tkaniva. Proces trva az do zhojenia
rany, ked'je angiogenéza zastavené znizenou hladi-
nou rastovych faktorov, Ustupom zapalu, stabiliza-
ciou bunkovej matrix a endogénnymi inhibftormi
angiogenézy (2). Kmeriové bunky z dospelej kost-
nej drene vyznamnou mierou prispievaju k an-
giogenéze. Tieto bunky, zndme ako endotelové
progenitorové bunky (EPC), mézu byt izolované
aj z periférnej krvi zdravych jedincov, aviak tu je
ich Z&chyt extrémne nizky. Po vzniku poranenia su

EPC mobilizované do cirkuldcie, usadia sa v mieste

potrebnej neovaskularizacie a diferencuju sa tam

nazrelé endotelové bunky. Pluripotentné kmerové
bunky (KB) maju schopnost sebacbnovy viastnej
bunkovej populécie, klondlnej multilinedrnej dife-
rencidcie a obnovy réznorodych tkaniv. Produkuju
celt radu cytokinov (IL-6, GM-CSF, G-CSF..), timia
imunitnu reakciu (T-bunky).

Na novotvorbe ciev sa podielaju tri pro-
cesy:

- angiogenéza hra Ulohu v postnatalnej neo-
vaskularizacii, vznikd aktivaciou preexistuju-
cich endotelovych buniek in situ (proliferacia
endometria, postischemické zotavenie tka-
niva, hojenie réan, rast karcinomuy;

- vaskulogenéza je tvorba ciev de novo
v postnatalnom obdobi, ide o neovasku-
larizaciu spustanu ischémiou, poranenim,
rakovinou. Ulohu v nej hraju endotelidine
EPC z kostnej drene;

- arteriogenéza zaistuje zvacsenie kolateral,
je podnietend ,shear" stresom, nie hypoxiou.
Vaskuldrna regresia — ddva pokyn na zasta-
venie novotvorby ciev, ked je uz dosiahnuta
dostatoc¢na perfizia (3, 4).

Predklinické a pocetné klinické studie ukazu-
ju, Ze implantacia EPC do ischemickej koncatiny
zlepsuje tvorbu kolaterdlnych ciev a hojenie ran
(5,6,7,8,9,10, 11,14, 15). EPC sa separuju z kost-
nej drene, odobranej z lopaty bedrovej kosti
pacienta postupom standardne vyuzivanym
v hematologickej praxi. Spracovanie kostnej dre-
ne sa robi metddou diferenciacnej centrifuga-
cie. Koncentrdt kmenovych buniek, pripraveny
na aplikaciu, méd objem 100 — 120 ml. Podanie
kmernovych buniek sa v zavislosti od skisenosti
jednotlivych pracovisk realizuje dvoma réznymi
sposobmi. Prvym je intraarteridlna aplikacia (13).
Druhym spésobom je multilokuldrna injekcia
do svalov ischemického predkolenia a nohy
(5, 11). V nasej studii realizujeme metodiku in-
tramuskularnej aplikécie, ktord je technicky
nendro¢nd, pacientmi velmi dobre tolerovand.
Zabezpecuje pritom dostatocny transport pluri-
potentnych progenitorovych buniek na miesto

Obrdzok 1. Pacient pred vykonom.
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potreby a ich primerant koncentréciu v ischemic-
kom svale, teda na mieste ich uréenia — tam, kde
ocakdvame terapeuticky efekt angiogenézy.

Ciel'

Hlavnym ciefom nasej prace je zdchrana
ischemickej koncatiny pred amputdciou s vy-
uzitim EPC z autolégnej kostnej drene a zhod-
notenie ucinnosti terapeutickej angiogenézy
u pacientov s kritickou koncatinovou isché-
miou. Okrem toho sledujeme bezpec¢nost danej
liecebnej modality (vyskyt angina pectoris, ciev-
nej mozgovej prihody, akdtnej arteridlnej, resp.
vendznej trombdzy DK, infekénych komplikacif
na postihnutej dolnej koncatine a pod.).

Material a metodika

Do klinického experimentu su od novembra
2007, kedy sme ako prvé a na dlhy cas jediné
pracovisko na Slovensku zacali nds projekt rea-
lizovat, priebeZne zaradovani pacienti s PAO
dolnych koncatin v Ill. a IV. $tadiu podla
Fontaina, t. j. pacienti s pokojovymi bolestami
a/alebo defektom na dolnej koncatine. Su kandi-
datmi na amputéciu dolnej koncatiny zdévodu
nemoznosti chirurgickej, resp. endovaskularnej
revaskularizacie alebo uzaveru predchadzajucej
revaskularizacie.

Exkluzne kritéria pre zaradenie do $tudie su:
tazky mozgovy deficit, imobilita, demencia, zévaz-
né komorbidita, predpokladan limitovana dizka
Zivota (< 6 mesiacov), stav vyZadujuci amputaciu
pre z&chranu Zivota pacienta, nddorové ochorenia
krvotvorby, trofické lézie koncatiny s panikulitidou,
perifokalnou lymfangoitidou, diabetickd noha bez
znamok ischémie, chronicka renélna insuficiencia
v hemodialyzacnom programe, neoplasticky pro-
ces v poslednych 5 rokoch.



Pacient je vysetreny pred vykonom, pred
prepustenim z nemocnice a nasledne o 1,3, 6
a 12 mesiacov po vykone. Sledované kritéria
su: subjektivne — klaudika¢ny interval, intenzita
bolesti (index bolesti 0 - 10), druh a davka anal-
getik, zmena kvality Zivota vo vztahu k terapii,
objektivne — hojenie |ézif, zachrana koncatiny
pred velkou amputéciou, ¢lenkovo-ramenny
index (ABI), fotopletyzmografia, a markery akti-
vacie endotelu (TM, t-PA, PAI-1vWF) a trombo-
cytov (CD 52) (12), stupen neoformécie kolaterdl
digitélnou subtrakénou angiografiou (DSA).

Studia sa realizuje s podporou grantu
Ministerstva zdravotnictva Slovenskej republi-
ky (MZ SR) a jej protokol bol odsuhlaseny etic-
kou komisiou MZ SR. Kazdy pacient podpisal
informovany pisomny suhlas so zaradenim
do Studie.

Vysledky

Do $tudie bolo doteraz zaradenych 20 pacien-
tov (15 muZov, 5 Zien) vo veku od 38 do 83 rokov (ta-
bulka 1). Di#ka sledovania je od 0,5 do 24 mesiacov.
Vsetci pacienti mali nerekonstruovatelné arterialne
pomery a zlyhanie komplexnej konzervativnej
liecby, pricom vietci boli bezprostredne ohrozent
vysokou amputdciou. Vsetci mali pokojové bolesti
DK,z nich 11 mali trofické zmeny v zmysle defektu,
resp.gangrény nohy. Jeden pacient ma Burgerovu
chorobu; 6 pacienti maju diabetes mellitus. Vsetci
pacienti mali antittomboticku a vazodilatacnu lie¢-
bu. Vietci boli nttenf uzivat analgetikd z dévodu
ischemickej bolesti.

Charakteristika suspenzie kmenovych bu-
niek v odobratej kostnej dreni a nésledne aj vich
koncentrate je uvedend v tabulke 2. Vitalita kme-
novych buniek tesne pred ich aplikéciou bola po-
tvrdend na Urovni dosahujucej takmer 100 %.

U vsetkych pacientov bola zaznamenana
dobrd tolerancia procedury. Bezprostredny
analgeticky ucinok udalo 12 pacientov (60 %)
(graf 1). Zlepsenie pohybovej aktivity nastalo
u 8 pacientov (40 %) (klaudikac¢ny interval pozri
graf 2). Klaudika¢ny interval nebol hodnoteny
na treadmille, ale pri beZznej pohybovej aktivite.
Zlepsend trofika koncatiny sa prejavila u 12 pa-
cientov (60 %). K Uplnému zhojeniu defektov do-
$lo u 9 pacientov. Co sa tyka dalsich objektivnych
parametrov, zaznamenali sme v nasom subore
vzostup ABI (graf 3), ako aj maximalnej amplitudy
prietoku na periférii koncatiny nameranej foto-
pletyzmograficky v pokojovom stadiu (graf 4).

U ani jedného pacienta sme nezazname-
nali velké kardiovaskularne komplikacie ani iné
periproceduralne komplikacie (infekcia, renalne
zlyhanie, vyskyt angina pectoris, cievnej mozgo-

Graf 1. Intenzita bolesti (0 - 10).

Pévodné prdce & kazuistiky

10

90

=@— priemer

i AN

] AN

A

—

e

pred po po 1 mesiaci

po 3 mes. po 6 mes. po 1 roku

Graf 2. Klaudikac¢ny interval (m).
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Graf 3. Clenkovo-ramenny index.
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vej prihody, akutnej arteridlnej, resp. vendznej
trombdzy dolnych koncatin a pod.). Jeden pa-
cient exitoval bez zisteného stvisu s procedurou,

pri progresii chronického nekardiovaskularneho
ochorenia. Traja pacienti museli podstupit vy-
sokU amputaciu (2-krat na predkolent, 1-krat
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Graf 4. Fotopletyzmografia (maximélna amplituda v pokoji).
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na stehne), ¢o predstavuje 15 %. Uspednost
v nasom subore (zdchrana kon¢atiny pred vy-
sokou amputéciou) je teda 85 % (tabulka 3).

Diskusia

Dobrd tolerancia procedury zo strany pacienta,
prakticky absencia neziaducich tcinkov a dostup-
nost autolégnej kostnej drene su faktory, vdaka
ktorym sa aplikacia kmenovych buniek v lie¢be kri-
tickej koncatinovej ischémie javi ako perspektivna
metdda, rozsirujlca paletu vykonov v pripadoch,
ked s moznosti cievnej rekonstrukenej chirurgie,
resp. endovaskuldrne vykony vycerpané.

Zistené vyrazné zlepsenie hodnot ABl a predi-
Zenie klaudika¢ného intervalu je tazké interpreto-
vat. Na predizenf klaudika¢ného intervalu zrejme
participuje analgeticky efekt, dany inicidlnou para-
krinnou funkciou endotelidinych progenitorovych
buniek, ktory je sprostredkovany cytokinmi.

Vyznamnejsie angiografické zmeny v zmysle
zlepsenia pozorovatelnej kolaterdlnej siete te-
pien sme nezaznamenali. Predpokladame efekt
neovaskularizacie na Urovni kapilarnej siete, ktora
nie je detekovatelna rozlisovacimi schopnostami
nam dostupného DSA zariadenia. Klinicky benefit
pacientov je viak evidentny.

V blizkej budtcnosti je potrebné realizovat
randomizované, dvojito zaslepené studie.

KedZe limitujucim faktorom nasej studie je
neexistencia kontrolnej skupiny, priaznivy kli-
nicky efekt by mohol byt ovplyvneny dalsimi
potencidlnymi faktormi: spontdnne zlepsenie,
placebo efekt, resp. medikamentdzna terapia.
V skuto¢nosti je viac nez zriedkavé, aby sa PAO DK
spontanne zmiernilo, resp. zlepsilo bez interven-
cie. Placebo efekt by mohol hrat tlohu v pripade
subjektivnych parametrov, avsak hojenie ran, ABI
a pletyzmografia su parametrami objektivnymi.
Medikamentdzna lie¢ba zékladného ako aj pri-
druZenych ochoreni sa periprocedurdlne neme-
nila, takze nou nemozZno vysvetlovat zlepsenie
u pacientov.

Zaver

Autolégna transplantécia EPC z kostnej drene
pacienta sa javi byt bezpec¢nou a efektivnou me-
tédou na zaistenie terapeutickej angiogenézy.
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