Review * Prehladovy ¢lanok

Cardiology Lett. 2017;26(1):5-13

Cell therapy of limb ischemia
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Abstract. Cell therapy has been proposed as an alternative strategy in patients with critical limb ischemia
not eligible for endovascular or surgical revascularization. Several pre-clinical and clinical studies suggest
that delivery of stem cells with regenerative potential and paracrine ability can improve tissue perfusion and
thus prevent amputation via the induction of capillary or collateral growth in a process called “therapeutic
angiogenesis”. Many cell types have been tested, but results of most clinical trials to date rely on the use of
adult autologous bone marrow-derived mononuclear cells or cultured peripheral blood-derived proangiogenic
mononuclear cells, all typically delivered unaltered in their native state. Of increasing interest are mesenchymal
stem cells with the capability for multipotent differentiation, cytoprotection, and damaged tissue restoration.
Although the meta-analyses of randomized clinical trials demonstrate a positive benefit-to-risk ratio of cell-
based therapy, its promising potential needs to be confirmed by larger randomized, placebo-controlled trials.
This paper provides current evidence about cell therapy of limb ischemia and appraises some of the future
perspectives of regenerative therapy. Fig. 3, Tab. 4, Ref. 39, Online full text (Free, PDF) www.cardiology.sk
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Abstrakt. Bunkova lie¢ba sa zvazuje ako alternativny lieCebny postup u pacientov s kritickou konc¢atinovou
ischémiou nevhodnych na endovaskularnu alebo chirurgicku revaskularizaciu. Viacero predklinickych a kli-
nickych $tudii naznacuje, ze podanie kmenovych buniek s regeneraénym potencidlom a parakrinnou schop-
nostou moze zlepsit tkanivovu perfuziu a predist koncatinovej amputacii indukciou rastu kapilar a kolateral
v procese nazyvanom ,terapeuticka angiogenéza“. Testovanych bolo viacero bunkovych typov, aviak vysledky
vacsiny studii su zalozené na pouziti dospelych autolégnych mononuklerdrnych buniek kostnej drene, alebo
kultivovanych proangiogénnych mononukledrnych buniek z periférnej krvi podavanych v ich nativnom stave.
Zvyseny zaujem sa venuje mezenchymovym kmenovym bunkdm so schopnostou multipotentnej diferencia-
cie, cytoprotekcie a regeneracie poskodeného tkaniva. Hoci metaanalyzy randomizovanych klinickych studii
preukazali pozitivny pomer benefitu a rizika bunkovej liecby, tento sfubny potencidl je potrebné potvrdit
vac¢simi randomizovanymi, placebom kontrolovanymi studiami. Predkladand praca podéva vyber sicasnych
poznatkov o bunkovej terapii koncatinovej ischémie a niektoré perspektivy budiceho vyvoja regeneracnej
liecby. Obr. 3, Tab. 4, Lit. 39, Online full text (Free, PDF) www.cardiology.sk
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Cielom regeneracnej mediciny je obnova $truktury a funkcie
zlyhavajucich organov a tkaniv podporou a intenzifikiciou
prirodzenych repara¢nych procesov. Je jednou z najslubnej-
$ich a klucovych oblasti modernej mediciny v 21. storodi.
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V ostatnych dvoch desatrociach nastal progres vo vyskume,
¢i uz bunkovej alebo génovej terapie Sirokej oblasti ochoreni,
kde sti¢asné sposoby liecby neposkytuji pozadované vysledky.
Intenzivne sa skimaju moznosti uplatnenia regenera¢nych
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postupov u pacientov s infarktom myokardu, srdcovym
zlyhavanim, koncatinovou ischémiou, cievnou mozgovou
prihodou, diabetes mellitus, alebo s neuro-degenerativnymi
ochoreniami.

V oblasti vaskularnej mediciny sa po neuspokojivych
vysledkoch §tadii zameranych na génovu terapiu orientuje
vyskum predovsetkym na testovanie ucinnosti roznych ras-
tovych faktorov a bunkovych lie¢ebnych stratégii s cielom
indukcie postnatalnej neovaskularizacie a zlepsenia konca-
tinovej perfizie. V roku 1997 Asahara a Isner identifikovali
$pecificku triedu buniek kostnej drene - endotelové progeni-
torové kmenové bunky (EPC - endothelial progenitor cells),
ktoré prispievaju k angiogenéze v ischemickom tkanive (1).
Prva klinickd $tadia s pouZitim autolégnych kmenovych
buniek kostnej drene u pacientov s kritickou koncatinovou
ischémiou (KKI) bola publikovand v roku 2002 (2). Nasledne
rychlo rastuaci pocet $tudii, od retrospektivnych sledovani po
prospektivne randomizované studie, demonstroval povzbudivé
vysledky dokladajuce efekt kmenovych buniek na obnovenie
krvného prietoku a hojenie defektov kriticky ischemickej
koncatiny (3, 4). Napriek velkému progresu v zakladnom, ako
aj klinickom vyskume a rozvoju novych technolégii, ostava
otazka uc¢innosti bunkovej alebo inej regeneracnej liecby
u pacientov s koncatinovou ischémiou otvorenou.

Kriticka koncatinova ischémia

Kriticka koncatinova ischémia je koncové stadium peri-
férneho artériového ochorenia dolnych koncatin (PAO DK)
charakterizované ischemickou pokojovou bolestou, ulceracia-
mi alebo gangrénou a vyraznym rizikom straty postihnutej
koncatiny. Ro¢na incidencia ochorenia je priblizne 50 - 1 000
novych pripadov na milién obyvatelov a prevalencia bude
narastat s narastom vyskytu diabetes mellitus, so starnutim
populicie a pokracujicim vysokym vyskytom fajcenia (5).
Priblizne 20 - 30 % z tychto pacientov je vzhladom na po-
krocilost oblitera¢ného procesu na magistralnych artériach
nevhodnych na $tandardnd revaskulariza¢nu liecbu, ktord
tu ma byt liecebnou metédou prvej volby, alebo zrealizovana
revaskularizacia u nich zlyhdva. Zaroven je faktom, ze nemame
k dispozicii farmakoterapiu schopnt u¢innej prevencie prog-
resie koncatinovej ischémie. Priblizne 30 — 40 % z pacientov

Tabulka 1 Embryonalne a dospelé kmenové bunky
Table 1 Embryonic and adult stem cells

s KKI nevhodnych na revaskulariziciu (“no-option critical
limb ischemia”) musi do $iestich mesiacov od stanovenia diag-
nozy podstupit vysoka koncatinovii amputaciu (nad uroviiou
denkového kibu) a 20 % v tomto ¢asovom obdobi zomiera
(5). Predstavuje to asi 100 000 pripadov vysokej koncatinovej
amputacie v Eurdpskej unii ro¢ne, pricom pétrocné preziva-
nie pacientov po vysokej koncatinovej amputacii pre KKI je
len 30 % (6). Mozno preto hovorit o KKI ako o malignom
ochoreni, ktoré predstavuje vyznamnu zataz pre zdravotny
systém. Potreba vyvoja novych lie¢ebnych postupov v tejto
oblasti je urgentna.

Koncept bunkovej regeneracnej liecby

Multifunkéné kmenové bunky st nediferencované tkani-
vové prekurzory, ktorych hlavnou charakteristikou je vysoky
potencial sebaobnovy a schopnost diferencidcie smerom
k r6znym bunkovym linidm v zavislosti od stimulov z oko-
litého prostredia. St pritomné takmer vo vsetkych tkanivach
a st hlavnou sucastou endogénnych reparacnych procesov.
Kmenové bunky mozno rozdelit na embryondlne a dospelé.
Embryondlne kmenové bunky su totipotentné prekurzory,
schopné diferenciacie na akykolvek bunkovy typ ludského
tela. Preto ich potencidlne pouzitie v klinickej medicine je
spojené so zasadnymi etickymi vyhradami. Dospelé kmenové
bunky st multipotentné, schopné diferencidcie na niektoré
linie $pecializovanych buniek a predovsetkym o tieto bunky
sa opiera dnes$na regeneracna medicina (tabulka 1).

Dospelé kmenové bunky mozno rozdelit na kmenové
bunky kostnej drene, cirkulujice kmenové bunky a tkanivo-
vé (rezidentné) kmenové bunky. Kmenové bunky z kostnej
drene obsahuju: 1. heterogénnu skupinu hematopoetickych
buniek, ktord je zakladom pre vSetky hematopoetické bun-
kové linie; 2. multipotentné dospelé progenitorové bunky;
3. mezenchymové (MSC - mesenchymal stem cells) alebo
stromalne bunky s vysokou parakrinnou aktivitou a schop-
nostou diferencidcie na rézne somatické bunkové linie (7).

Mezenchymové kmenové bunky (MSC). Predovset-
kym MSC sa dnes povazuju za klucové terapeutické bunky
v regeneracnych procesoch. Ide o nehematopoetické bunky
pritomné v kostnej dreni, tukovom tkanive a inych tkanivach,
charakterizované expresiou povrchovych markerov CD44,

Embryonalne kmenové bunky

Dospelé kmenové bunky

Zdroj Blastocysta, embryo

Fyziologicka funkcia Prekurzor vsetkych buniek organizmu
Diferencia¢ny potencial Siroky (totipotentné bunky)

Etické hladisko Vyznamné etické namietky

Kostna dren, periférna krv po mobilizacii buniek z drene, tukové tkanivo, pupo¢-
nikova krv, placenta atd.

Zodpovedné za regeneraciu a opravu tkaniv (proces starnutia)

Nizsi (multipotentné bunky)

Etické namietky nie st opodstatnené




Madari¢ J. Bunkova lie¢ba koncatinovej ischémie

Mechanizmy posobenia MSC

" Transfer molekdl ‘

‘ Parakrinna aktivita ‘

" Trans-diferenciacia/
I (homing?)

a organel
e @
L ]

° -
~ -
[ ]

. @

exozémy (40—100 nm)
mikrovesikuly (100—1000 nm)

TGF-beta,
IL-4, IL-6,
MIP-1b

§oIB

rastové faktory, cytokiny

Inhibicia R
apopt()zy EloE!

Obrazok 1 Mechanizmy uc¢inku mezenchymovych buniek
Figure 1 Mechanisms of action of mesenchymal stem cells
MSC - mezenchymové bunky

CD105, CD90, CD166 a negativitou pre hematopoetické
markery CD34, CD45 a HLA-DR. Povazovali sa najmi za
bunky podporujice hematopoézu v kostnej dreni (stromal-
ne bunky), ale postupne boli identifikované aj ich vyrazné
proliferacné vlastnosti a schopnost diferenciacie na rozne
typy bunkovych linii (adiopgénne, osteogénne, chondrogénne
bunky, bunky kostrovych svalov, vaskularne hladké svalové
bunky, neurdlne prekurzory, kardiomyocyty, perivaskularne
bunky), a to v zavislosti od stimulov z okolitého prostredia
a potrieb organizmu. Za hlavny mechanizmus, ktorym MSC
uplatfiuju svoju regenera¢nu funkciu, sa povazuje parakrinny
efekt — sekrécia solubilnych faktorov s réznymi funkciami,
¢i uz podpora angiogenézy, modulacia zapalu, imunitnej
reakcie, protekcia proti bukovej apoptdze, alebo stimulacia
endogénnych progenitorovych buniek (obrazok 1). MSC su
schopné expresie a sekrécie cytokinov a rastovych faktorov
aj v hypoxickych podmienkach a ich pdsobenim stimuluju
migraciu endotelidlnych buniek, formaciu vaskuldrnych
tubuldrnych Struktir a vo forme pericytov stabilizuji novo
vytvorené cievne $truktury (8 - 10).

Endotelové progenitorové bunky (EPC). Endotelové
progenitorové bunky st v kostnej dreni pritomné ako cast
mononuklearnej hematopoetickej bunkovej frakcie, cirkuluju
v periférnej krvi a nachddzaju sa aj vo forme rezidentnych
kmenovych buniek v takmer vsetkych tkanivach s kapaci-
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|

Antioxidaény
uéinok

Antifibroticky
uéinok

tou diferencidcie smerom k endotelovej bunkovej linii. Za
fyziologickych podmienok je pocet cirkulujucich EPC maly
a zvysuje sa ako reakcia na ischémiu mobilizaciou z kostnej
drene po sekrécii proangiogénnych cytokinov ako vaskuldr-
ny endotelovy rastovy faktor (VEGF), stromdlny bunkami
derivovany faktor 1(SDF-1), alebo hypoxiou indukovany
faktor 1 (HIF-1). EPC st pritahované do miesta ischémie
a zucastnuju sa na angiogenéze sekréciou interleukinov,
rastovych faktorov a dalsich cytokinov. Aktivuju rezidentné
kmenové bunky, pritahuju cirkulujice progenitorové bunky
a inhibuju bunkova apoptézu. Tymito nepriamymi mecha-
nizmami akceleruju formaciu cievnej siete a potenciuju hojaci
proces (11). Vieobecne su EPC charakterizované expresiou
markerov tak hematopetickej, ako aj endotelovej bunkovej
linie (CD34, CD133, VEGEF-receptor-2, von Willebrandov
faktor a endotelova NO syntaza /eNOS/), no ich presna de-
finicia nie je jednoznacnd. Viaceri autori preukazali priamy
vztah medzi poctom podanych CD34+ buniek a klinickym
benefitom bunkovej liecby (12, 13). Ini autori demonstrovali
pozitivny funkény efekt CD133+ buniek u pacientov po in-
farkte myokardu (14).

Stcasny najviac akceptovany koncept angiogenézy a re-
generdcie predpokladd vzdjomnu kooperaciu réznych bunko-
vych typov s monocytovym fenotypom, predovsetkym MSC
a EPC, posobiacich synergicky a predovsetkym produkciou
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a sekréciou angiogénnych rastovych faktorov (15). Vo vza-
jomnej koordindcii vedu k regeneracii poskodenych tkaniv
a podpore procesu hojenia ako odpoved na ischémiu a zapal.
Mozné mechanizmy bunkovej lie¢cby koncatinovej ischémie
uvadza tabulka 2.

Vysledky klinickych $tudii bunkovej liecby u pacien-
tov s koncatinovou ischémiou

Po slubnych vysledkoch predklinickych prac zacal narastat
pocet klinickych $tudii analyzujicich bezpecnost a efektivitu
bunkovej lie¢by u pacientov s KKI. Testované boli predovset-
kym mononukledrne bunky kostnej drene (BM-MNC - bone
marrow mononuclear cells) (16, 17), mononuklearne bunky
periférnej krvi (PB-MNC - peripheral blood mononuclear
cells) po stimuldcii rastovymi faktormi (18), alebo autolégne
MSC (19, 20). Hlavnymi sledovanymi parametrami boli reduk-
cia vysokej koncatinovej amputacie (nad Groviou ¢lenkového
kibu), hojenie defektu, vzostup ¢lenkovo-ramenného indexu
(ABI), vzostup transkutdnneho tlaku kyslika (tcPO,), redukcia
bolesti koncatiny a prezivanie bez vysokej amputacie (AFS -
amputation free survival). Hlavnou limitaciou tychto $tudii
véak je ich heterogénnost. Rozdiely v skumanej populdcii
(ateroskleroticka etioldgia obliteracného procesu, respektive
Morbus Buerger, ale aj rozdielna pokrocilost konéatinovej
ischémie), v typoch pouzitych buniek, v zdroji buniek (kost-
nd dren, periférna krv, tukové tkanivo), v sposobe aplikdcie
buniek (intramuskuldrna alebo intraarteridlna aplikacia),
v sledovanych cielovych parametroch. Vyznamnou limitédciou
je aj nizky pocet zaradenych pacientov v jednotlivych studiach.
Vzhladom na samotnt uc¢innost bunkovej liecby prinasaju
najhodnotnejsie informacie randomizované kontrolované
stadie (RCT) a predovsetkym placebom kontrolované studie.

V metaanalyze, v ktorej bolo spracovanych 45 §tudii
vratane siedmich randomizovanych kontrolovanych stadii
(RCT), bolo hodnotenych 1 272 pacientov, ktori absolvovali
bunkovu lie¢bu. Tito pacienti mali vyznamne niz$i vyskyt
vysokej koncatinovej amputdcie v porovnani s kontrolnymi
stibormi (14 % vs 28 %, p = 0,002) pri vyznamnej redukcii

Tabulka 2 Mechanizmy bunkovej liecby kon¢atinovej ischémie
Table 2 Mechanisms of cell therapy of limb ischemia

koncatinovej bolesti a zlepSeni hojenia ischemickych de-
fektov. Sucasne doslo k vyznamnému zlep$eniu funkénych
parametrov, ako ABI, tcpO,, alebo klaudikacnd vzdialenost.
Celkovy vyskyt komplikacii bol nizky (4,2 %) bez zvysenia
mortality a bez zvysenia vyskytu malignit v porovnani s bez-
nou populaciou (3).

Metaanalyza dvanastich RCT hodnotila 510 pacientov
s KKI liecenych bunkovou terapiou. V Siestich $tudiach
boli pouzité BM-MNC, v dvoch MSC z kostnej drene, dve
studie PB-MNC po mobilizacii stimulaciou faktorom G-CSF
(granulocyte colony stimulating factor), jedna $tudia pouzila
Ixmyelocel-T bunky (koncentrat autolognych bunkiek kostnej
drene po ich expanzii, predovietkym CD90+ MSC bunky
a CD14+ monocyty a aktivované makrofagy). Vysledky uka-
zali priaznivy efekt bunkovej liecby na redukciu konéatinovej
bolesti, na klaudika¢ny interval, ABIL, tcpO, (p < 0,0001). Po
podani bunkovych koncentratov doslo k redukcii vysokej
koncatinovej amputdcie s relativnym rizikom amputacie RR
0,58 (95 % CI, 0,40 — 0,84; p = 0,004). Ak vsak boli analy-
zované len placebom kontrolované studie, nebol pritomny
vyznamny efekt na najdolezitejsie klinické parametre - na
redukciu koncatinovej amputacie (RR = 0,78; 95 % CI, 0,40
- 1,51; p = 0,46), ani na AFS (RR = 1,16; 95 % CI, 0,92 -
1,48; p= 0,22) (4).

Jednou z poslednych publikovanych randomizovanych
placebom kontrolovanych $tadii bola $tudia JUVENTAS,
ktora testovala efekt opakovanej intraarterialnej aplikdcie (tri
aplikdcie v trojtyzdnovych intervalov) autolognych BM-MNC
u pacientov s KKI bez moznosti revaskularizacie (21). Stadia
nepreukazala benefit bunkovej lie¢by v porovnani s placebom,
avsak celkovy pocet podanych buniek bol niekolkondsobne
niz$i ako v pracach s ac¢innou bunkovou liecbou (13, 22).
Poukazuje to na uz uvedenu vyraznu heterogénnost medzi
jednotlivymi $tudiami a testovanymi postupmi a ich prob-
lematické vzajomné porovnavanie. Takze vysledky vacsiny
realizovanych $tudii demonstruju pozitiviny pomer benefitu
a rizika bunkovej lie¢by u vysokorizikovej populacie pacientov
s KKI. Zdoraznuju jej slubny potencidl, ktory vSak treba po-
tvrdit va¢$imi randomizovanymi a placebom kontrolovanymi
$tudiami s dlh$im sledovanim na zhodnotenie kratkodobej

Mechanizmus Proces

Angiogenéza/vaskulogenéza
Arteriogenéza (?)
napétim (shear stress)
Anti-apoptoza
Imunomodulacia
Remodelacia fibrotického tkaniva
Zlepsenie ischemickej periférnej neuropatie
ra¢nej schopnosti MSC

Novotvorba kapilar sprostredkovana podanymi/ cirkulujicimi/rezidentnymi kmenovymi bunkami (EPC, MSC)

Tvorba kolateral z prexistujucich arteriol indukovand parakrinnym t¢inkom stromélnych buniek a strihovym

Prevencia alebo inhibicia bunkovej smrti pomocou anti-apoptotickych rastovych faktorov
Anti-inflama¢na a antibakteridlna aktivita
Degradacia fibrotického tkaniva protedzami; podpora syntézy kolagénu v procese hojenia

Neovaskularizacia, sekrécia cytokinov, mozna regeneracia poskodenych periférnych nervov pomocou regene-

EPC - endotelidlne progenitorové bunky, MSC - mezenchymové kmeriové bunky
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Obrazok 2 Pokles koncentracie leukocytov v periférnej krvi Sest mesiacov po aplikicii BM-MNC vo vztahu k potu podanych mono-
nuklearnych buniek (A) a CD34+ buniek (B) u pacientov so zachranou kriticky ischemickej koncatiny (n = 39) (33)
Figure 2 Decrease of leukocyte concentration in peripheral blood 6 months after BM-MNC application in relation to number of delivered mononuclear cells (A) and CD34+

cells (B) in patients with saved critically ischemic limb (n=39); (33)

BM-MNC - mononuklearne bunky z kostnej drene; D Leu — zmena poctu leukocytov

a dlhodobej ucinnosti a so snahou o zjednotenie vybranych
najicinnejsich lie¢ebnych postupov.

Skiisenosti s bunkovou lie¢bou NUSCH

Nase pracovisko sa zaobera klinickym vyskumom v oblasti
bunkovej liecby KKI od roku 2009 so zameranim na auto-
logne aplikacie BM-MNC s pouzitim systému SmartPrep2,
Harvest Technologies. Centrifugaciou 240 ml aspiratu kostnej
drene ziskavame 40 ml bunkového koncentratu bohatého na
neselektované mononuklearne bunky, v mensej miere trom-
bocyty. V prvej faze nasho vyskumu sa porovnavala uc¢innost

Tabulka 3 Mozné prediktory klinickej odpovede na aplikaciu
autolégnych BM-MNC u pacientov s kritickou koncatinovou
ischémiou (13, 22)

Table 3 Possible predictors of clinical response on autologous BM-MNC application
in patients with critical limb ischemia (13, 22)

Parameter Dobra klinicka Nedostatocna
odpoved odpoved

Vek (roky) nizéi vek (< 60) vyssi vek (> 70)
CRP (mg/l) <10 > 30
Rutherford kategéria KKI 5 6

tcpO, (mmHg) >15 <10
Pocet CD34+ buniek (10°) >30 <20
Pocet BM-MNC (10°) > 4,5 <4
Atorvastatin (mg) >20 <20

BM-MNC - mononuklearne bunky kostnej drene; CRP - C-reaktivny protein;
KKI - kriticka koncatinové ischémia; tcpO, - tkanivovy tlak kyslika

a bezpec¢nost intramuskularnej a intraarterialnej aplikacie, kde
sme nezistili vyznamny rozdiel medzi jednotlivymi postupmi
a teda mozZnost pouzitia oboch spdsobov aplikdcie u pacientov
s KKI v zavislosti od individudlnej situdcie (13). Sti¢asne sme
sa v spolupraci s dal$imi pracoviskami zamerali na charak-
teristiku responderov na bunkov liecbu a zadefinovali sme
parametre, ktorymi sme schopni vys$pecifikovat pacientov
s predpokladanou dobrou klinickou odpovedou na podany
bunkovy materidl. Poukdzali sme na zavislost klinického
efektu od poctu podanych mononukleiarnych kmenovych
buniek, ako aj $pecificky CD34+ buniek (obrazok 2) (22).
Specidlne sa skimali mezenchymové bunky v aplikovanom
bunkovom koncentrate s bliz§ou charakteristikou tejto re-
generacnej zlozky (19). Popri lie¢be pacientov s ischémiou
dolnych koncatin sme popisali aj uspesné pripady aplikacie
u pacientov s kritickou ischémiou hornej koncatiny (23).
Napokon sme blizsie opisali zmeny oxida¢ného stresu a an-
tioxidacnej kapacity u pacientov s KKI pred a po aplikacii
kmenovych buniek (24).

Kritéria pre bunkovu liecbu koncatinovej ischémie

Vzhladom na vysledky publikovanych $tudii a vlastné
skusenosti moézeme v sucasnosti definovat nasledovné para-
metre charakterizujtce pacientov s predpokladanou dobrou
klinickou odpovedou na podanie autolégneho bunkového
koncentratu kostnej drene (tabulka 3). Zjednodu$ene
mozno povedat, ze pacienti s najpokrocilejsou formou KKI
v $tadiu Rutherford 6 (rozsiahly tkanivovy defekt s velkou
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A

tcp0,=8 mmHg

tcpO,=30mmHg

Obrazok 3 Kriticky ischemicka koncatina pred aplikaciou BM-MNC
a 12 mesiacov po BM-MNC

Figure 3  Critical limb ischemia before application of BM-MNC and 12 months
after MN-MNC

A - intraarteridlna aplikécia (intraarterial application), B — intramuskularna
aplikdcia (intramuscular application)

Tabulka4 Indikacné kritéria a kontraindikacie na bunkovi liecbu
kritickej koncatinovej ischémie (klinické studie)

Table 4 Indication criteria and contraindications to cell therapy of critical limb
ischemia (clinical studies)

Indika¢né kritéria

KKI definovand ako ABI < 0,4, ¢lenkovy tlak < 50 mmHg a/alebo prstovy tlak
<30 mmHg, tcpO, < 30 mmHg

Ischemicka nehojaca sa kozna lézia - KKI Rutherford $tidium 5

Bez moznosti endovaskuldrnej alebo chirurgickej revaskularizacie

Kontraindikacie

Pritomnost malignity v anamnéze

Kriticky korondrny nalez, nestabilnd angina pektoris, EF < 30 %

Koncové stadium chronického ochorenia obliciek

Zavaznda anémia, leukopénia, trombocytopénia, ochorenia kostnej drene
Najpokrocilejsia forma KKI - Rutherford 6 $tadium (rozsiahla tkanivova strata)
Dlhodobé uzivanie kortikoidov, imunosupresivnej liecby

EF - ejek¢na frakcia; KKI - kritickd koncatinova ischémia
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stratou tkaniva), so silnou zdpalovou reakciou s vysokym
CRP a s nizkym tcpO, v mieste ischémie, nie st vhodni
kandidati na bunkovu lie¢bu. Zaroven sa zda, Ze mladsi
pacienti s vy$$ou koncentraciu mononuklearnych buniek
v podanom koncentrate, predovéetkym EPC a MSC, su
lepsimi respondermi a vhodnymi kandidatmi na bunkova
lie¢bu. Pacienti s arteridlnou obliteraciou na podklade Mor-
bus Buerger odpovedaju na bunkovd aplikiciu lepsie ako
pacienti s aterosklerotickym oblitera¢nym postihnutim.
Pri postupe pouzivanom na naSom pracovisku dochadza
k nastupu uc¢innosti bunkovej lie¢by v zmysle predovsetkym
redukcie bolesti, ale aj k indukcii procesu hojenia pocas
prvého mesiaca od aplikdcie s postupnym zvyraziiovanim
efektu vicsinou po asi Siesty mesiac od aplikdcie. Otazka
pripadného opakovaného bunkového podania je vSeobecne
diskutovanou témou. Najéastejsie definované indika¢né kri-
téria a kontraindikacie na bunkovu liecbu KKI vo vicsine
klinickych $tudii uvadza tabulka 4. Obrazok 3 predstavuje
pacientov pred a 12 mesiacov po intramuskuldrnej, respek-
tive intraarteridlnej aplikacii BM-MNC.

Perspektivy regeneracnej liecby koncatinovej ischémie

Pre pacientov s rizikovymi faktormi aterosklerdzy je
charakteristicky redukovany pocet a naru$end funkcia BM-
-MNC (25). Zaroven sa predpoklada, ze funk¢énost kmenovych
buniek klesa s vekom, ¢o moéze imitovat ich terapeuticky
potencial a regenera¢nu kapacitu (19). Pokles poctu EPC je
umerny zavaznosti koncatinovej ischémie a dysfunkcia EPC
je zvyraznena najmi u pacientov s diabetes mellitus. U pa-
cientov s KKI je redukovany pocet CD34+ progenitorovych
buniek kostnej drene a ich parakrinna funkcia je znizend (26).
Porucha funkcie progenitorovych buniek sa moze prejavit
ich redukovanou mobilizaciou z kostnej drene, znizenou
prolifera¢nou kapacitou, ako aj skratenym prezivanim v pe-
riférnej krvi. Z toho vyplyvaji inovativne postupy zamerané
na zlep$enie u¢innosti regeneracnej terapie.

Stimulacia/modifikacia kmenovych buniek. Dysfunkcia
kmenovych buniek moze byt ¢iasto¢ne reverzibilna ich stimu-
laciou in vitro pred bunkovou aplikaciou. Ide o prechod od
bunkovych produktov ,prvej generacie, pouzivanych v ich
prirodzenom stave, k bunkovym produktom ,druhej gene-
racie® ich stimuldciou rastovymi faktormi, farmakologicky,
fyzikalne alebo genetickou modifikiciou smerom k urcitej
bunkovej linii a tkanivovej alebo organovej Specifickosti.
V predklinickom vyskume boli uspe$ne testované viaceré
modifika¢né postupy podporujtce angiogenézu. Napriklad
predliecenie progenitorovych buniek v BM-MSC médiu
(27), stimulacia MSC pred aplikdciou pomocou VEGF (28),
genetickd modifikdcia MSC pomocou virusového vektora
podporujiceho expresiu rastovych faktorov (29), kultivacia
MSC v hypoxickych podmienkach (30), alebo mechanicka



modifikdcia BM-MSC ich enkapsuldciou do alginatovych
mikrokapsul s cielom dlhodobej$ieho parakrinného pdsobenia
(31). Bartunek et al. modifikovali autoléogne BM-MSC po-
mocou kardiogénneho ,,koktailu® roznych rastovych faktorov
a cytokinov s cielom ich transformdcie na bunky kardialneho
progenitorového fenotypu, ktoré nasledne testovali u pacien-
tov so srdcovym zlyhavanim ischemickej etiologie (32, 33).

Alogénne kmenové bunky. Zasadnym rieSenim dys-
funkcie vlastnych kmenovych buniek lie¢eného pacienta je
aplikacia alogénnych kmenovych buniek od mladych zdravych
darcov. Takyto postup je perspektivou nielen pre pacientov
s KKI, ale aj pacientov po IM, ¢i s chronickym srdcovym
zlyhdvanim. Zdrojom bunkového materidlu moze byt nielen
kostnd dren, ale aj tukové tkanivo, pupocnikova krv, alebo
placentdrna krv. ,Imunitne zvyhodnené“ bunky si z tohto
hladiska MSC, ktorych bezpecné darcovské pouzitie uz bolo
overené klinickymi $tadiami (34, 35). V pripade potvrdenia
efektivity takéhoto postupu by islo o bezprostredne dostupna
lie¢bu, bez limitacie v pocte buniek, s konzistentnou a presne
definovanou kvalitou a charakteristikou rovnocennou s farma-
kologickym produktom. Na druhej strane, moznou vyhodou
podania neselektovanych autolognych mononuklearnych bu-
niek, ktorych darcovska aplikdcia nie je z imunitnych dévodov
realizovateln4, je heterogenita podaného bunkového materidlu
so vzajomnou komunikaciou medzi roznymi zlozkami pouzi-
tého koncentrdtu, ktord moze zabezpecit komplexnejsi ac¢inok
a suhru jednotlivych zloziek zodpovedajucu prirodzenym
reparanym procesom organizmu (36).

Exozomy. Exozémy su bunkami produkované sekrecné
membranové cdiastocky (40 — 100 nm), ktoré st nositelmi
proteinov, lipidov, mRNA/messenger RNA/, miRNA/mikro
RNA/ a inych bioaktivnych molekul, ktoré sa prostrednictvom
tychto exozoémov transportuji medzi jednotlivymi bunkami
a ovplyvnuju tak svoje okolie. Exozomy produkované kmero-
vymi bunkami vyluc¢uju bioaktivne proteiny, lipidy a naklad
nukleovych kyselin do svojho okolia a po adhézii na receptory
okolitych buniek sprostredkdvaju komunikaciu a funkéné
zmeny v prijimajicich bunkach, napriklad aktivaciou T-
-lymfocytov stimuluju imunitnd odpoved. MSC prispievaji
sekréciou exozémov k stimuldcii neurogenézy a angiogenézy
(37 - 39). Koncept liecby pomocou exozémov je v stlade
s tedriou parakrinného mechanizmu a¢inku bunkovej terapie.

Zaver

Bunkova liecba je nadejou na zlepSenie osudu vysoko-
rizikovej skupiny pacientov s KKI. Doposial zrealizovany
vyskum konstatuje dobry bezpe¢nostny profil bunkovej terapie
s nizkym vyskytom neziaducich reakcii, bez zvy$enia mortality
a vyskytu malignit. Vzhladom na redukovany regeneraény
potencidl autolognych kmenovych buniek u ¢asto vyrazne
polymorbidnych pacientov, st intenzivne testované moznosti
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pouzitia darcovskych alogénnych mezenchymovych buniek,
ako aj rdézne spdsoby modifikdcie a stimuldcie bunkového
materidlu. Na ceste od zatial experimentdlnych terapeutic-
kych postupov po klinicky akceptovanu liecebnu alternativu
je nevyhnutné, aby povzbudivé vysledky z mensich stadii,
vratane randomizovanych, boli potvrdené va¢simi a placebom
kontrolovanymi multicentrickymi $tadiami.

Tato praca vznikla na zaklade projektu podporovaného
z opera¢ného programu Vyskum a vyvoj financovaného
z Eurdpskeho fondu regiondlneho rozvoja. (ITMS kod:
26240220023).
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