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Souhrn

Ischemie dolnich koncetin u diabetikii pfedstavuje zdvazné postizeni mikrocirkulace,
které je spojeno se vznikem defektl az gangrény tkani nohy. Tézké cévni postizeni komplikuje
proces hojeni a vede Casto k vysoké amputaci dolni koncetiny. U vysoce rizikovych pacientt s
nefesitelnym nalezem pomoci standardnich postupti je moznosti 1é¢by autologni bunééna tera-
pie (ACT).

Cilem disertacni prace bylo zhodnotit faktory ovliviiyjici efekt bunécné terapie, ktera je
pouzita u diabetikl s nefesitelnou ischémii dolnich koncetin. Studie byly zaméteny na posou-
zeni bunééné suspenze pouzité pro ACT, na negativni vlivy na 1écbu, ale také na zhodnoceni
samotné ucinnosti této terapeutické metody.

V studii zabyvajici se riznymi druhy izola¢nich metod ACT u diabetikli s chronickou
koncetinovou ischémii jsme prokézali zlepSeni prokrveni dolni koncetiny na podkladé zvyseni
transkutanni tenze kysliku (klinicky efekt na ischémii) u vSech pouzitych metod izolace kme-
novych bunék. Také jsme pozorovali rozdil v mnoZzstvi bilych krvinek, lymfocytl a monocyt
ve findlnim produktu ziskaném jednotlivymi metodami.

Ve studii zamétené na faktory ovliviiujici klinicky efekt u pacienti s diabetem po ACT
jsme nalezli n¢kolik vyznamnych korelaci mezi hladinami C-reaktivniho proteinu, mutaci me-
tycilintetrahydrofolat reduktazou, koufenim a vzestupem transkutanni tenze kysliku a rizikem
vysoké amputace. Tyto poznatky vedly k avahadm o dal$im postupu u rizikovych pacientd zva-
zovanym k terapii ACT, predikci vysledkt 1é¢by a piipadné upravé 1écby pied a po aplikaci
bunécné suspenze.

V dalsi vyzkumné praci jsme se zabyvali vlivem imunosupresni terapie na kmenové
burnky vyuzivané k ACT. Z vysledkt vyplyva negativni efekt imunosupresiv na bunééné vlast-
nosti kmenovych bunék, konkrétné na metabolickou aktivitu, nekrézu a apoptéozu. Tyto vy-
sledky jsou vyznamné pro hodnoceni koncentraci 1€¢iv sirolimu, tacrolimu a mykofenolat mo-
fetilu pouzivanych v terapii pacientl zazovanych k ACT , ktefi podstoupili napiiklad transplan-
taci.

V posledni studii jsme porovnavali vysledky 1é¢by ACT oproti standardni konzerva-
tivni terapii. Zaméfili jsem se na posouzeni efektu 1é€by na zmény hodnot transkutanni tenze
kysliku, vnimani bolesti a hojeni defektu. Tato prace popisuje vyznamny efekt ACT jiz v prv-
nich 12 tydnech po aplikaci kmenovych bun¢k na hojeni, bolest i vzestup transkutanni tenze
kysliku oproti standardni terapii.
moznosti standardni revaskularizace, ktera vede ke zlepSeni parametri ischemie a jako soucast
komplexni terapie pfispiva ke snizeni vyskytu vysokych amputaci.

Klicova slova: syndrom diabetické nohy, chronicka koncetinova ischemie, revaskulari-
zace, bunécna terapie, kmenové buiiky, mikrocirkulace.



Summary

Lower Limb Ischemia in diabetic patients represents a severe impairment of microcir-
culation, which is associated with the formation of ulcers and even gangrene of the foot tissue.
Severe vascular involvement complicates the healing process and often leads to major amputa-
tion of the lower limb. In high-risk patients who are not eligible for standard procedures, the
treatment option is autologous cell therapy (ACT).

The aim of the dissertation was to evaluate the factors influencing the effect of cell the-
rapy used in diabetic patients with irreversible lower limb ischemia. The studies focused on
assessing the cell suspension used for ACT, the negative influences on treatment, and the eva-
luation of the efficacy of this therapeutic method.

In a study addressing various isolation methods of ACT in diabetic patients with chronic
limb ischemia, we demonstrated an improvement in the blood supply to the lower limb based
on an increase in transcutaneous oxygen pressure (clinical effect on ischemia) in all isolation
methods used for stem cells. We also observed differences in the quantity of white blood cells,
lymphocytes, and monocytes in the final product obtained by different methods.

In a study focusing on factors influencing clinical outcomes in diabetic patients after
ACT, we found several significant correlations between levels of C-reactive protein, mutations
in methicillin-tetrahydrofolate reductase, smoking, the increase in transcutaneous oxygen pres-
sure, and the risk of major amputation. These findings led to considerations about further steps
in the treatment of high-risk patients considered for ACT therapy, predicting treatment out-
comes, and potential adjustments to treatment before and after the application of the cell su-
spension.

In another research project, we investigated the impact of immunosuppressive therapy
on the stem cells used for ACT. The results indicate a negative effect of immunosuppressants
on the cell properties of stem cells, specifically on metabolic activity, necrosis, and apoptosis.
These results are significant for evaluating the concentrations of drugs like sirolimus, tacroli-
mus, and mycophenolate mofetil used in the treatment of patients undergoing ACT, such as
those who have had transplants.

In the final study, we compared the outcomes of ACT treatment with standard conser-
vative therapy. We focused on assessing the treatment's effect on changes in transcutaneous
oxygen pressure, pain perception, and wound healing. This work describes the significant effect
of ACT in the first 12 weeks after stem cell application on healing, pain, and the increase in
transcutaneous oxygen tension compared to standard therapy.

ACT is an effective treatment method for patients with the most severe form of limb
ischemia who have no possibility of standard revascularization. It leads to improvements in
ischemia parameters and, as part of comprehensive therapy, contributes to a reduction in the
incidence of major amputations.

Keywords: diabetic foot syndrome, chronic limb ischemia, revascularization, cell the-
rapy, stem cells, microcirculation.
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1 Uvod

Diabetes mellitus (DM) predstavuje metabolické onemocnéni charakterizované hy-
perglykémii vzniklou na podkladé sniZzené sekrece inzulinu, jeho u¢inku nebo obou téchto po-
ruch. Na podklad¢ dlouhodobé trvajici hyperglykémie dochdzi k poskozeni, dysfunkci a selhani
raznych organti. Velké mnozstvi komplikaci diabetu je spojeno s endotelialni dysfunkci a ak-
celerovanou ateroskler6zou malych a velkych tepen [1].

Pacienti s DM jsou ohroZeni dvojndsobné ischémii dolnich koncetin (ICHDK) ve srov-
nani se zdravou populaci. ICHDK piedstavuje zavaznou komplikaci zvySujici riziko vzniku
defektu dolni koncetiny a vysoké amputace [2].

1.1 Typy diabetu

V soucasné dob¢ rozlisujeme nékolik typli DM, pficemz nejcastéji vyskytujicim se je
DM 2. typu (T2DM), a to u vice nez 90 % pacientll. Genetickou variantou je pak monogenni
forma kterd ma v soucasné dobé¢ jiz 14 riznych mutaci. DalSim vyznamnym typem je DM 1.
typu (T1DM), ktery je spojen a autoimunitnim procesem se specifickymi autoprotilatkami de-
karboxylazy kyseliny glutamové poSkozujicim beta-butiky pankreatu. Jako jeho varianta je po-
pisovan latentni autoimunitni diabetes u dospélych (LADA), pomalu progredujici diabetes za-
visly na inzulinu, pomaly autoimunitni diabetes a také Flatbushiv diabetes, ktery je bez pozi-
tivnich protilatek [3]. TIDM je obvykle diagnostikovan do 7 let véku, T2DM je zjistovan u
osob mezi 30-70. rokem zivota, ostatni inzulin-dependentni typy diabetu jsou potvrzeny u osob
starSich 13 let a pro typ LADA je typicky v€k nad 30 [4] [5].

1.2 Komplikace diabetu

Chronické diabetické komplikace vznikaji na podkladé dlouhodobé neuspokojivé kon-
troly hladin glukézy. Obtize jsou déleny na mikrovaskularni, mezi které¢ fadime diabetickou
retinopatii, neuropatii, encefalopatii, nefropatii, a na makrovaskularni komplikace, mezi néz
spadaji kardiovaskuldrni postizeni, infarkt myokardu a iktus [6]. Kombinaci mikro- a makro-
vaskularnich postizeni dochéazi k rozvoji komplexniho postiZeni - syndromu diabetické nohy
(SDN) [7-12].

1.2.1 Syndrom diabetické nohy

SDN predstavuje soubor postizeni dolni koncetiny distalné od kotniku véetné kotniku
vznikajici u pacienti s DM s dlouhodobé neuspokojivou kontrolou glykémie, neuropatie,
vaskulopatie, nedostate¢nou péci o dolni koncetiny a s deformitami dolni koncetiny a infekci.
Jedna se o chronické postizeni, které ohrozuje 5-25% lidi s DM a u 1% z nich vede k amputaci
[13].

Infekce dolni koncetiny miize mit podobu povrchové celulitidy, chronické osteomyeli-
tidy ¢i gangrény a vyZzaduje intenzivni terapeutické postupy. Lécba je aplikovana dle specifické
mikrobidlni fléry od empiricky podavané antibiotické terapie pii pfitomnosti gram-pozitivnich
kokd, ptes agresivni antimikrobialni terapii u rezistentnich kment az po nutnost vyuziti chirur-
gickych, radiologickych a revaskulariza¢nich vykontli. Volba terapie zavisi na tizi postiZeni a



nasledné je nutné vyuzit dalSich moznosti odleh¢eni a oSetteni, jako prevence dalSiho poskozeni
s nutnosti vysoké amputace. Pfitomnost infekce u SDN je pfic¢inou az 60 % amputaci u diabe-
tika [13, 14].

1.2.2 Diabeticka neuropatie

Vyznamnym rizikovy faktorem pro vznik SDN ptedstavuje diabeticka polyneuropatie
(DPN). Distalni symetricka polyneuropatie postihuje az 50 % lidi s T2DM po 10 letech a 20%
T1DM po 20 letech diagndzy. Je znamo, ze 6-34% diabetiki trpi bolestivou formou periferni
DPN, ktera jim vyznamné snizuje kvalitu Zivota [15]. Naopak velmi vyznamny faktor pro vznik
SDN predstavuje neuropatii vznikla ztrata citlivosti na bolest a ztrata ochranné bolesti [16-18].
Ztrata citlivosti dolni koncetiny je spojena s abnormalitami ve vnimani teploty, vibraci, citli-
vosti na dotyk a tlak. Z tohoto diivodu mtze byt DPN zjisténa az pfi objeveni SDN. V kombi-
naci s dalSimi rizikovymi faktory spojenymi s diabetem vede DPN ke vzniku SDN a amputacim
[19, 20]. U diabetik se nejcasteji setkavame se symetrickou polyneuropatii, méné ¢asto je po-
pisovana mononeuropatie, neuropatie indukovanad 1é€bou a polyradikuloneuropatie. Diabeticka
neuropatie vznik4 na podkladé metabolické dysregulace, plisobenim oxidativniho stresu a za-
nétlivého procesu, které vedou k dysfunkei nervli a bunééné smrti [20].

1.2.3 Patofyziologie vaskularniho postiZeni

Velmi vyznamnou komplikaci diabetu, a obzvlast¢ SDN, piedstavuje mikro- a makro-
vaskularni postizeni. Endotelidlni dysfunkce vznika na podkladé nékolika faktord, mezi které
patii hypertenze, pfi niz dochéazi k poSkozeni zvySenym smykovym tfenim pfi vzestupu pritoku
krve. V ptipadé DM je déle endotel poskozovan hyperglykémii, vysokou glykemickou variabi-
litou a sniZenou koncentraci endogenniho inzulinu, oxidativnim stresem, chronickym zanétli-
vym procesem, nedostatkem oxidu dusnatého, zvySenim vazomotorické dysfunkce. Patofyzi-
ologie postizeni endotelu je zalozena na nadprodukci superoxidu mitochondridlnim elektrono-
vym transportnim fetézcem a nasledné dochazi k inhibici glykolytického enzymu glyceralde-
hyd-3-fosfatdehydrogenazy zvySenou aktivitou jaderné poly(ADP-ribéza)polymerazy [21].
Dale je vaskularni postizeni zptisobeno také upregulaci proaterogennich genti [22]. Napiiklad
ve studii Okeke a spol. popisuji u mysiho modelu kvantitativni zmény lokusu 1, znaku souvi-
sejiciho se zachranou koncetiny na chromozomu 7 jako prvni geneticky modifikator fenotypt
obnovy perfuze a nekrozy tkan€. Kromé toho byla identifikovana fada genti v Limb Salvage-
associated Quantitative trait locusu 1 (LSq-1) jako genetické modifikatory zavaznosti onemoc-
néni perifernich tepen. Déle byly popsany geny ADAMI12, IL-21Ra a BAG3, které ptlisobi pro-
stfednictvim zachovani endotelialnich bun¢k a bunék kosterniho svalstva béhem ischemie [23].

Jako negativni faktor vzniku vaskulopatie nesmi byt opomenuta ani dyslipidémie, ab-
normalni hladiny cirkulujicich adipokint a volnych mastnych kyselin [21].



Mikrocirkulace

Malé cévy o priméru mensim nez 20 um tvoii termindlni systémové cévni zasobeni
kardiovaskularniho systému. Mezi tyto cévy patii arterioly, postkapilarni venuly, kapilary a
niho systému, kdy tyto malé cévy svym kontaktem s parenchymovymi butikami zajist'uji sprav-
nou funkci organii [24]. Nejmensi cévy jsou odpovédné za transport kysliku k pokryti energe-
tické potieby tkani, reguluji vyménu rozpusSténych latek mezi intravaskuldrnim a tkanovym
prostorem a také transportuji hormony a Ziviny k zajisténi funkéni aktivity tkani, imunitniho
systému a homeostazy. Dle soucasnych zjisténi dochazi ke ztraté¢ hemodynamické koherence,
kterd souvisi se 4 hlavnimi typy mikrocirkulacnich zmén (heterogenita, hemodiluce, kon-
strikce/tamponada a edém), které jsou pak spojeny se ztratou kapacity pro extrakci kysliku ve
tkanich. Heterogenita se projevuje zménou hustoty kapilar a pritoku krve a také zkraty v mi-
krovaskuldrnim pritoku. K témto zméndm dochézi naptiklad pti sepsi. Hemodiluce je spojena
s nedostatecnym transportem kysliku v disledku anémie. Tietim typem zmény je stagnace pri-
toku krve v mikrocirkulaci pii plisobeni vazopresorti ¢i tamponady pii zvySeném vendznim
tlaku. Jako posledni typ zmény pritoku je popisovan edém. Pozitivni efekt na krevni pritok
maji vazoaktivni latky jako dobutamin, nitroglycerin ¢i enoximon, které maji na mikrocirkulaci
dilata¢ni a posilujici u€inek. Posledni zména je typicky pozorovéna ve stavech edému, kdy je
funk¢ni denzita kolateral nizka [25].

Lumen mikrokapilar je kryto endotelialnimi buiikami a glykokalyxem. K naruseni struk-
tury stény mikrokapilar dochazi naptiklad pfi ischémii, reperfuzi, zanétu a hypoxii. Béhem po-
Skozeni stény dochdzi k aktivaci leukocytl, jejich rolovani, adhezi, extravasaci do tkéani, coz
akceleruje zanétlivy proces. Béhem poskozeni glykokalyxu dochazi k vzestupu permeability
stény, uvolnéni prozanétlivych cytokinti, prosakovani, poskozeni ¢ervenych krvinek, piestupu
tekutiny, bunék, fibrinu do tkéni a tvorbé edému [26].

VySetreni kolateralniho recisté

Bézné vyuzivanou metodou ke screeningu ICHDK je dopplerovské vysetieni, které je
ale nedostacujici ke skutenému posouzeni stavu prokrveni tkdni. Zamétuje se totiZ pouze na
hodnoceni toku a nehodnoti moznosti difuze kysliku z erytrocytl. Infracervena spektroskopie
méfi pribliznou saturaci hemoglobinu kyslikem namisto skute¢né dostupnosti kysliku. Vhodna
jsou méteni hodnotici kombinaci schopnosti pfenosu erytrocyty, jejich dostupnost, diftizni ka-
pacitu, hustotu kapilar a mnozstvi hematokritu [27, 28].

V soucasné dob¢ je mozné vyuzit software pro automatickou analyzu MicroTools, ktery
umoziuje okamzitou kalkulaci v§ech pozadovanych parametri [29].

Na mikrovaskularni urovni je vhodné neinvazivni méfeni transkutanni tenze kysliku
(TcPO») ¢i dopfednd infracervena termografie. Metoda TcPO: je pouzita k predikci potencialu
hojeni ran a identifikaci Zivotaschopné tkan€ u pacientli s chronickou ischemii koncetin a pii-
padné stanoveni trovné chirurgické amputace. Pro chronickou koncetinu ohrozujici ischémii
(Chronic Limb-Threatening Ischemia - CLTI) svéd¢i pokles hodnoty pod 30 mm Hg [9]. Ter-
mografie ziskala oblibu pro schopnost odhalit ¢asn¢ riizna infekéni onemocnéni [30].



1.2.3.1 Ateroskleroza

Aterosklerotické postizeni tepen dolnich koncetin se podili na vzniku obstrukce arteri-
alniho lumen. Ruptura aterosklerotického platu nachézejiciho se ve sténé tepen vede k castec-
nému ¢&i uplnému uzavéru tepen a tim lokalni trombéze. Casnymi symptomy aterosklerotického
postiZzeni jsou klaudikace, bolest, nehojici se SDN, gangréna a ztrata tkani. AvSak projevy klau-
dikaci jsou u diabetikil vyjadieny méné nez u zdravé populace vlivem soucasné ptitomné DPN,
coz v dasledku vede k tomu, Ze pacienti s DM pfichazeji k 1ékati pozdéji a s pokrocilej§imi
trofickymi zménami [23, 31].

K rozvoji ateroskler6zy mohou pfiispivat také genetické polymorfismy, jako je tomu u
Apo-lipoprotein E, interleukinu-6 a trombinu. Stejné€ tak mohou genetické polymorfismy ovliv-
nit zavaznost postizeni po aterosklerotické okluzi cévy, jako je rozsah obnoveni priitoku krve,
nekrdza nebo ztrata tkané. Dalsi vyvoj také negativné ovliviiuje pfitomnost infekce.

Prozatim neni zcela zji$téna genetickd podstata aterosklerotického postiZeni, avSak ze
studii vyplyva, Ze slibnymi jsou polymorfismy v enzymu regulujicim homocysteinovou drahu
MTHFR26-29, zanétlivy cytokin IL-6 a molekula vaskuldrni adheze ICAM30 [32].

1.2.3.2 Ischemicka choroba dolnich koncetin

N4

wev

které vedou k vyznamnému snizeni kvality Zivota a finan¢ni nakladnosti 1é€by. ICHDK je cha-
rakteristickd uzaveérem arterii vzniklym na podklad¢ ateroskler6zy. Je spojena s chronickou kli-
dovou bolesti, SDN a gangrénou [36, 37].

Mezi vyznamné faktory rozvoje ICHDK piedstavuji DM a koufeni cigaret, které zvySuje
riziko 2-4nasobné. Koufeni, diabetes a dyslipidémie jsou dale spojovany s progresi ICHDK a
zhorsujici se arteridlni perfuzi dolnich koncetin. Prevalenci rozvoje ICHDK déle ovliviiuje vek,
pohlavi, rasa a socioekonomické faktory [38].

K bliz§imu pochopeni zmén v ischemické tkdni poméhaji ve studiich ischemické zvifeci
modely. Systematické review Lovasova a spol. popisuje nejcastéji vyuzivané modely a vy-
sledky jinych studii. Nejcastéji pouzivanymi pokusnymi zvifaty byly mysi, krélici, krysy, pra-
sata a ovce. Castou pouZitou metodou vzniku ischemické kondetiny byla jednoducha nebo dvo-
Jitd arterialni ligace a excize celé stehenni tepny. Dal$imi moznymi metodami jsou jednoducha
¢i dvojita arterialni elektrokoagulace, pouziti ameroidnich konstriktori, fotochemicky induko-
vanou tromboza a rizné typy endovaskularnich metod. Jednoducha ligace a excize arteria fe-
moralis je nejbéznéjsi metodou vytvoreni ischemické koncetiny. Tento vykon v§ak mize vyts-
tit v akutni nez chronickou ischemii. Dvoustupiiovy sekvencni pfistup a metody vyuzivajici
ameroidni konstriktory nebo endovaskularné zaslepené stentgrafty jsou vhodnéjsi pro vytvoreni
postupné arterialni okluze typicky pozorované u lidi [16].

Pro pacienty s DM je typické ischemické postizeni v oblasti pod kolenem a na noze [38].
CLTI je u kurak a lidi s hypercholesterolémii specificky lokalizovana vice v oblasti nad kole-
nem a v tiisle, kdezto u hypertenze je ohroZena celd dolni koncetina. Vyssi riziko ischemie pak
pozorujeme u muzl [39].



1.2.3.3 Chronicka koncetinu ohorZzujici ischemie

CLTI je nové pouzivany termin pro kone¢né stadium periferniho postizeni tepen, diive
oznacovana jako kritickd koncetinova ischemie [40]. CLTI je definovana ptitomnosti onemoc-
néni perifernich tepen, klidovou bolesti, gangrénou ¢i ulceraci dolnich koncetin trvajici déle
néz dva tydny. Z této klinické jednotky jsou vylouceny ischemie vendzni, traumatické, embo-
lické a neaterosklerotické [9, 39]. Jako dopliové terapie CLTI je uzivanana protidestickova
1écba, statiny a to predevSim po revaskularizacnim zasahu. Mezi doporuovana l1é€iva se fadi
clopidogrel, rivaroxaban ¢i antagonisté vitaminu K [41]. Pfesto je jedinym feSenim tohoto one-
mocnéni provedeni revaskularizace, tedy znovuzprichodnéni uzavienych tepen. Na zaklad¢
nejnovéjsich doporuceni je vhodné volit revaskulariza¢ni postupy na zékladé konceptu PLAN
(Patient risk estimation, Limb staging, ANatomic pattern of the disease). V ptipadé, ze u CLTI
nedojde k ¢asné revaskularizaci, je az 20 % nemocnych ohrozeno vysokou amputaci koncetiny
do 1 roku a jednoletd mortalita je az 22% [42]. U mnohych pacientt je vSak nalez CLTI natolik
zavazny, ze neni jiz mozné provést standardni revaskularizacni vykony, coz zvySuje riziko
vysoké amputace a mortality. Tyto nemocné oznacujeme no-option-CLTI (NO-CLTTI) [40].

Hodnoceni ischemie dolnich koncetin

K hodnoceni ptfitomnosti CLTI dolnich koncetin u pacientli napomaha fada vySetteni od
méteni indexu kotnikovych - ankle-brachial index (ABI) a prstovych tlaki - toe-brachial index
(TBI), ultrasonografické vysetfeni a vySetfeni magnetickou rezonanci (MRI) ¢i pocitacovou
tomografii (CT). Dale je bézn¢ vyuzivanou metodou duplexni ultrasonografie. Ve specializo-
vanych centrech je pouzivana jiz zminénd metoda méfeni TcPO; [30]. K celkovému vyhodno-
ceni nalezu na dolnich koncetinach v souc¢asné dobé napomahaji klasifikacni systémy.

Klasifika¢ni systémy

Vyuzivané klinické klasifikacni systémy pro diabetickou nohu jsou Wagnerova klasifi-
kace (The Wagner—Meggitt classification), klasifikace TEXAS, SINBAD a WI{I.

Dnes je jiz méné vyuzivany klasifikacni systém PEDIS pro posouzeni perfuze, rozsah
a hloubku defektu pti SDN, pifitomnost infekce a pfitomnost DPN. Nyni je nahrazovan klasifi-
kaci vytvotenou Americkou spolecnosti pro infekéni choroby a Mezinarodni skupinou pro di-
abetickou nohu - IDSA/IWGDF a to pfedevsim ke zhodnoceni lokélni infekce i celkovych zna-
mek zanétu [43].

Klasifikac¢ni systém SINBAD se zam¢tuje na hodnoceni lokalizace defektu na noze, pii-
tomnost ischemie, bakterialni infekce, velikost a hloubka defektu.

Wagnerova klasifikace hodnoti hloubku defektu a pfitomnost gangrény. WIAI klasifi-
kacni systém ve 3 Cislech zvlast hodnoti hloubku rany, ptitomnost ischemie a infekce [44, 45].

Global Anatomic Staging System (GLASS) je klasifikacni systém slouzici k odhadu
Sance na uspéch a moznosti provedeni revaskularizace arterii na zdkladé rozsahu a rozlozeni
aterosklerotickych 1¢ézi [39, 45].
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DalSi vySetreni

K hodnoceni ptfitomnosti ischemie dolni koncetiny je vyuzivana fada metod a vySetfeni.
U pacientt popisujicich klidové bolesti nohou, které zlepSuje jejich svéseni trvajici déle nez 2
tydny by méla byt vySetfena ptitomnost pulzaci hlavnich tepen nohy, ABI a TBI. Hodnoty
téchto vySetfeni mohou byt ovlivnény fadou faktort, jako je naptiklad pfitomnost mediokal-
cindzy, renalni insuficience, vykyvy krevniho tlaku ¢i kardialni nedostate¢nosti. Dale je vhodné

nalezy korelovat se sonografickym vySetfenim a nalezem dopplerovskych arterialnich kiivek
[39].

Lécéba ischemie dolnich koncetin

K 1écbé ischemie dolni koncetiny jsou vyuzivany standardni revaskulariza¢ni metody
jako je bypass ¢i perkutanni angioplastika. Pfesto méné nez 45 % nalezi s ICHDK je zpiisobi-
lych k chirurgickému zékroku. Pro pacienty bez moznosti revaskularizace, se nabizi nové moz-
nosti 1écby, jako je genova a autologni bunécna terapie (Autologous Cell Therapy - ACT) [34,
46].

Revaskulariza¢ni metody

Perkutanni transluminélni angioplastika (PTA) pfedstavuje nejcastéjsi standardni re-
vaskulariza¢ni metodu vyuZzivanou v terapii ICHDK. Efekt PTA je ovlivnén mnozstvim patent-
nich arterii béhem revaskularizace, ale také pozdé¢jsi restendzou tepen, trombozou ¢i proliferaci
intimy. Tyto zmény jsou pfedevsim rizikové u pacientli s diabetem, u nichZ se ¢astéji setkavame
s abnormalitami v koagulacni kaskad¢ [42, 47, 48]. Na zaklad¢ studie BASIL-2 je doporuco-
vano provedeni PTA u osob, které jsou indikovany k provedeni infrapoplitedlni revaskulari-
zace. Tento 1écebny postup mél delsi dobu pieziti bez amputace ve srovnéni s zilnim bypassem
[49].

Ve srovnani studii BASIL-2 popsali ve studiit BEST-CLI tymu Farber a spol. nizsi vy-
skyt zavaznych nezadoucich ptihod a imrti ve skupiné s provedenym bypassem oproti endo-
vaskuldrnimu vykonu. Nutno ovSem zdUraznit, Ze se jednalo o kohortu pacientli s dobrou
vlastni autologni zilou [49-51].

Je tedy nutné k jednotlivym naleziim pfistupovat individualné a volit terapii s ohledem
na celkovy stav pacienta, nalez na dolni koncetiné a stav cévniho a kolateralniho fecisté [52].
Lécba CLTI je také spojena sdlouhodobym podavanim antitrombotickych, hypolipidemickych,
antihypertenznich a antidiabetickych 1é¢iv. Déle by méla byt 1é¢ba doplnéna o doporuceni od-
vykani koufeni, upravu zivotniho stylu, dietu, cvi¢eni a preventivni péci o nohy [39].

Angiosomem rizené endovaskularni arterialni rekonstrukce

Cévni zésobeni dolni koncetiny je zajisténo bércovymi tepnami, které prokrvuji tfi kom-
partmenty (angiosomy). Revaskularizaci je mozné provadét nepiimo a to cestou, kdy je zpri-
chodnéna nejlépe piistupna tepna mimo dany angiosom a ten je nasledné zadsoben kolateralnim
recistém. Nebo je vyuzita metoda piimé revaskularizace, kdy je do postizeného angiosomu ob-
noven piimy pritok ¢i kolateralizace cestou pedalniho oblouku [53, 54].
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Genova terapie v 16¢bé oschemické choroby dolnich koncetin

Novou slibnou moznosti 1é€by ischemie dolnich koncetin, a to pfedev§im pro pacienty
NO-CLTI, reprezentuje genova terapie. Pfi této metod¢ je do postizenych nohou aplikovan ge-
neticky material kodujici proteiny, napomahajici zlepSeni pritoku krve obnovenim krevnich
cév cestou angiogeneze.

Studie vyuzivaji rizné metody genové Gpravy, kdy je nejcastéji do bunék vpraven DNA
¢i RNA material. Nésledné dochazi ke zméné genové exprese bunék. Uginkem terapie mohou
byt do ischemické tkané také nasledné mobilizovany regenerativni kmenové bunky. Studie vy-
uzivaji naptiklad nevirovy fibroblastovy ristovy faktor, plazmidovou DNA koédujici vaskularni
endotelialni rastovy faktor (VEGF) s cytomegalovirovym promotorem, angiomatrix proteinem
vyvojové regulovany endotelidlni lokus 1 (Del-1), plazmidovou DNA exprimujici izoformy
hepatocytarniho rastového faktoru (HGF), nevirovy DNA plazmid kodujici lidsky faktor 1 od-
vozeny ze stromalnich bun¢k (SDF-1) a dalsi. Pokusy ukazaly, ze tato 1écba je bezpecna, avSak
doposud neni jasnd jeji i€innost ke snizeni rizika amputace nebo zlepseni kvality zivota [46].

Autologni bunécna terapie

Pro pacienty bez jiné moznosti revaskularizace predstavuje v souc¢asné dobé posledni
moznost 1écby aterosklerotického postizeni ACT. Cilem této metody je docilit neovaskularice
a revaskularizace tepenného fecisté dolnich koncetin [47].

Angiogeneze

Tento komplexni proces vedouci k nartstu novych cév je indukovéan ischémii tkani. Is-
chémii indukovand angiogeneze napomahé obnovit piisun kysliku a nutrientii do tkéni a navra-
tit jim jejich funkci. Proces novotvorby vaskuldrniho fecisté probihajici z preexistujicich cév je
fizen souhrou proangiogennich faktord, kterymi jsou VEGF, bazalni fibroblastovy rtistovy fak-
tor (bFGF), transformujici ristovy faktor beta (TGF-P) a rastovy faktor endotelidlnich bun¢k
derivovany z krevnich desti¢ek (PDGF) a anti-angiogenni faktory, jako je endostatin, angiosta-
tin, tkaflové inhibitory metalloproteinaz a interferon-a [55].

Proces je zprosttedkovan jiz zminénymi faktory VEGF, bFGF, ale také hepatocytovym
rastovym faktorem (HGF), hypoxii indukovanym faktorem-1a (HIF-1 a), vyvojovym endoteli-
alnim lokusem-1 (Del-1) a SDF-1 [56, 57].

Pro tvorbu kolateralniho fecisté je vyznamnym faktorem endotelidlni syntdza oxidu dus-
naté¢ho (eNOS). Jeji exprese je vyznamné zvySena beéhem arteriogeneze. Tento proces neni
pravdépodobné schopen ptirozené¢ kompenzovat tkanovou ischemii u CLTI. Studie poukazuji
na snizené uvoliiovani NO zprostiedkované eNOS u mysSiho modelu s TIDM a T2DM [56].

Z preklinickych a klinickych studii vyplyva, Ze v ptipadé DM dochéazi ke zménadm na
urovni hladin HIF-1 a VEGF, phosphoinositide 3’ kinase/AKT/endothelidlni syntazy oxidu dus-
natého a k anti-angiogennimu vlivu akumulaci kone¢nych produkt glykace, nadprodukei re-
aktivnich forem kysliku a stresem endoplasmaticého retikula [58].

Proces angiogeze probiha v nékolika krocich, od puceni, proliferace a migrace endote-
lidlnich bun¢k k dotvotfeni funk¢nich cév. K procesu rustu endotelidlnich bunék je nezbytné
dostatecné mnozstvi VEGF, kdy jeho mnozstvi dodavaného buiikdm je zprostiedkovéano roz-
spustnym VEGF receptorem (sFitl). Proces probihd v sekvenci puceni kapilar, jejich prodlu-
zovani a intususcepci (Obrazek 1) [59, 60].
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Arteriogeneze

Arteriogeneze je proces kompletné odlisny od angiogeneze a zahrnuje tvorbu novych
kolateral z jiz ptitomnych kapilar v reakci na faktory souvisejici s hypoxii a dale maturaci jiz
ptitomnych kolateral. Na této cévni remodelaci se podili NO, aktivace monocytli, zmeény v ex-
tracelularni matrix, ristové faktory a chemokiny spolecné s alteraci jiz existujicich cév. Na pro-
cesu se také ucastni progenitorové bunky kostni diené v ischemické tkani.

Tvorba novych tepen probiha na podkladé ptisobeni VEGF, ktery podporuje jejich rust,
moduluje expanzi lumen a indukuje tvorbu kolateral [59]. Po sekvenci puceni kapilar, jejich
prodluzovani a intususcepci podpotené destrukci okolni extracelularni matrix pfi ucasti angio-
poetinu 2 dochézi k mobilizaci pericyti a bun¢k hladké svaloviny [59, 60].

Prozatim neni zcela objasnén cely prib¢h arteriogeneze, proto je predmétem mnoha stu-
dii. Je diskutovéna role zanétlivych procesu a ucasti bunék imunitniho systému (zejména mo-
nocyti-makrofagi), ristovych faktorii, microRNA a hypoxie [61]. Ateriogeneze je pravdépo-
dobné procesem, ktery je navozen pii ACT vlivem nové aplikovanych prekurzoorvych bunck
(Obrazek 1) [47].
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Obrazek 1: Schéma pritbéhu arteriogeneze a angiogeneze pri ischemickem
postizeni a zapojeni ristovych faktoru. EC — endotelove bunky, VEGF —
vaskularni endotelialni faktor, sFitl — rozpustny VEGF receptor, bFGF - ba-
zalni fibroblastovy riistovy faktor, TGF- [ - transformujici ristovy faktor
beta, HGF - hepatocytovy riistovy faktor, PDGF — rustovy faktor endotelial-
nich bunéek derivovany z krevnich desticek, MSC — mesenchymalni kmenové
bunky, SMC — bunky hladke svaloviny, eNOS — endoteliani syntaza oxidu dus-
natého, HIF-1« - hypoxii indukovany faktor.
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Zdroje kmenovych bunék pro terapii ischemie dolnich koncetin

Aplikované buitky mohou byt xenogenniho, alogenniho ¢i autologniho ptivodu. Xeno-
genni podani neni doposud schvéleno k aplikaci lidem z diivodu velmi vysokého rizika odmit-
nuti, pfenosu infekce a toxicity xenogenni tkan¢ v lidském téle. Alogenni prekurzorové bunky
ziskané z kostni dfen¢ zdravych darct byly jiz v n€kolika studiich pouzity s pozitivnimi vy-
sledky. Presto stale nejcastéji jsou pro ucely 1écby CLTI pouzivany autologni zdroje kmeno-
vych bunék [62].

V soucasné dobé¢ jsou nejéastéjsim vyuzivanym zdrojem pro terapii NO-CLTI kmenové
buiiky ziskavané z kostni dfen¢ (KD). Mohou byt pouzity jako suspenze obsahujici vSechny
slozky KD nebo separovany pouze jednotlivé subpopulace vybranych bunék.

Efektivni se v 1é€bé NO-CLTI jevi mononuklearni bunky kostni dfené¢ (BMMNC — bone
marrow-derived mononuclear cells), periferidlni mononuklearni bunky (PMBNC ¢i PBPC - pe-
ripheral blood progenitors) a také mesenchymalni stromalni buiiky (MSC — mesenchymal stem
cells), které mohou byt izolovany bud’ z KD nebo z tukové tkan€. Déle jsou slibné subpopulace
myeloidnich angiogennich bunék (MAC — myeloid angiogenic cells) a endotelialni kolonie-for-
mujici buiiky (ECFC — endothelial colony forming cells) [9, 10, 62, 63].

Jednotlivé typy progenitorovych buné¢k jsou specifické svymi povrchovymi znaky a od
nich odvijejicimi se vlastnostmi. Buiiky BMMNC jsou charakteristické znaky CD34+, CD133+,
CD14- a CD45+, dalsi zastupci hojné aplikovanych bunék PBPC nesou znaky CD34+, CD14-a
CD45-. Buitky MAC jsou nositely CD45+, CD14+ a CD31+ a ECFC jsou pozitivni na CD34+,
CD31+, CD146+ a CD105+ [9, 10, 62].
vané trepanobiopsii lopaty kycelni kosti. Frakce mononuklearnich bun¢k PBPC je pro terapeu-
tické ucely separovana z periferni krve po ptfedchozi stimulaci granulocyty kolonie-stimuluji-
cim faktorem (G-CSF) [46].

Dal$im moZznym zdrojem kmenovych bunék je tukova tkan, pupecnikova krev, Wharto-
nav rosol, retindlni tekutina, menstruacni krev a dalsi experimentélni zdroje [55, 62, 64].

U¢inky a limitace terapie kmenovymi buiikami ve studiich

Bunécéna terapie vyuzivajici MSC je jednou z regeneracnich strategii pro stimulaci tera-
peutické angiogeneze. MSC ptedstavuji zasadni roli pfi hojeni ran a stimulaci angiogeneze diky
jejich ptirozenému potencidlu pro diferenciaci vicefadych bunék, schopnosti vylucovat roz-
pustné faktory a exozomy cestou parakrinni funkce a imunomodula¢ni a antibakterialni aktivité.
Tyto buiiky jsou schopné iniciovat hojeni endogenni tkdné€ tim, Ze mobilizuji buniky zapojené
do opravy tkan¢ a imunomodulace. Jejich nizkd imunogenicita a také imunosupresivni schop-
nosti pomahaji tlumit imunitni odpovéd’ hostitele po transplantaci, coz také déla z MSC atrak-
tivni terapeutickou alternativu ve srovnani s jinymi typy bunék. MSC lze dale ziskavat z riiz-
nych typt tkani, véetné tukové tkang, KD, placenty a pupecnikové krve, coz mize také ovlivnit
jejich vlastnosti. Terapie MSC je vSak vyznamné omezena bunécnou zivotaschopnosti, retenci
a snizenou nebo nespecifickou bunécnou migraéni kapacitou. Omezené funkce MSC jsou po-
pisovany u chronickych stavl spojenych s tkdnovou hypoxii, hyperglykémii, snizenym pruto-
kem krve a vyznamnym lokalnim zanétem [65, 66].

Scatena a spol. popisuji vyznam PBMNC, monocytl, makrofagl a populace lymfocyti
pfi regeneraci tkani trofickych 1ézi prostfednictvim polarizace zanétlivych makrofagl [67].
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PBPC piedstavuji primitivni progenitory endotelidlnich bunék. V krevni ob¢hu jsou obsazeny
pouze v malém mnozstvi a to <0,1 % cirkulujicich bunék. Proto jsou béhem ACT izolovany
z periferni krve (Casto po predchozi stimulaci G-CSF) a aplikovany lokalné, ¢imz se docili
silnych stimula¢nich G¢inkl na rlstu cév v ischemické tkani.

Diabetes zpusobuje dysfunkci progenitorovych endotelidlnich bunék, véetné bunék
CD34+. Proto se vyzkumné prace zabyvaji monocytarnimi progenitory, které se zdaji byt méné
negativné ovlivnény timto onemocnénim nez jejich primitivni progenitory. Ve studii Awarda a
spol. popisuji snizenou schopnost produkce endotelidlnich bun¢k pii oxida¢nimu stresu nebo
hypoxii, oproti monocytarnim buitkdm. Tato studie podava lepsi vysledky u CD14+ bunék
oproti CD34+ PBPC, ale také informuje o0 mozném pozitivnim efektu kombinace obou typt
bunék pfi terapii diabetické tkdné. Konkrétné zjistila u aplikovanych CD14+ a CD34+ bunéc-
nych progenitorii zvySenou agregovanou arteriolarni hustotu a zachovani svalové tkdné u mysi
s ischemii a diabetem [68].

Na podkladé jiz vyse uvedenych zmén a dalSich praci je nutné uvazovat o omezené an-
giogenni kapacité nékterych bunécnych populaci u diabetikii. Zmény mohou byt zplsobeny
narusenou architektonikou KD, pozménénou mobilizaci nezralych bun¢k do krevniho feciste,
a tim snizenou zasobou cirkulujicich bun€k s regeneracnim potencidlem. U KD lidi s diabetem
a ICHDK byly také zjistény patologie ve smyslu vaskulopatie, neuropatie a adipdéznich zmén,
naruSenim repara¢nich mechanismu, které nasledné negativné ovliviiuji i vzdalené organy a
ischemické koncetiny a tedy i vysledky terapie ACT.

Studiemi bylo také prokazano, Ze DM omezuje terapeuticky u¢inek MSC ziskanych z tu-
kové tkan¢ a zhorsSuje jejich angiogenni kapacitu [9].

Na podkladé vysledkt n€kolika studii je také potvrzen negativni vliv medikace pacientil
na efekt pouzitych kmenovych bunék, coz je nutno zohlednit pti dalSim postupu u 1écby paci-
entll s diabetem a ptidruzenymi komorbiditami [10, 69, 70].

Pozitivni vysledky studii vyuzivajicich MSC vedly k jejich pouziti u Siroké Skély one-
mocnéni, jako je leukémie, anémie, autoimunitnich, degenerativni a kardiovaskuldrni onemoc-
néni a malignich nadord nebo také k 1é€bé koronavirového onemocnéni (COVID-19). Nové
klinické studie vSak uvadéji velké mnozstvi nezddoucich a vedlejsich ti¢inkt 1écby zalozené na
MSC. V nékterych pfipadech se zda, ze uc¢innost bunééné terapie je pfecenovana, coz muze
potencialné vést k tragickym ztratdm ve vysledcich pacientii [71]. Je tedy velmi dilezité peclive
zvazovat indikaci 1é¢by ve vztahu ke zdravotnimu stavu pacienta a jeho diagndze pro co nejlepsi
vysledek 1éCby.
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Vysledky randomizovanych studii

Multicentrickd randomizovana kontrolovana studie PROVASA, kter4 porovnavala vy-
sledky u pacient s CLTI, kterym byly intraarteridln¢ podavané BMMNC, nebo placebo nepo-
zorovali rozdil mezi ABI mezi skupinami. U pacientll 1é€enych BMMNC sledovali zvySeni
TcPO2, hojeni defektii a snizeni klidovych bolesti. Dalsi randomizovana, dvojité zaslepena,
placebem kontrolovana multicentricka studie RESTORE-CLI aplikovala progenitorové buiilky
a bunky vychazejici z MSC, které regeneruji tkan. Tato studie ukazala delsi dobu do selhdni
1écby (definovano jako velkd amputace, imrti, zdvojndsobeni velikosti rany a nové vznikla
gangréna) ve skupiné ACT ve srovnani s placebem. Do studie byli zafazen pacienti s TBI < 50
mm Hg a ABI <70 mm Hg [72]. studie, kterd byla randomizovana, dvojité zaslepend, place-
bem kontrolovana, hodnotila a¢innost BMMNC vici placebu. Vysledky byly nejspisSe ovliv-
nény kvalitou bunééného produktu a vybérem probandll u nichz byl nélez ischemie hodnocen
pomoci TcPO: s vysokou variabilitou (35 £ 22 mm Hg). Proto byl potencial ACT ke zlepseni
CLTI omezeny. Studie neprokazala vyznamny rozdil v pteziti nebo vyskytu vysokych amputaci
ani v ischemickych parametrech (ABI a TcPO;) mezi skupinami ACT a placeba [73]. Studie
Sharma a spol. byla randomizovand, dvojité zaslepena, placebem kontrolovana, kterd posuzo-
vala bezpecnost a i€innost intraarterialni Ié€by BMMNC. Vysledky popisuji vyznamné zvySeni
ABI a TcPO; a vyrazné mensi pocet amputovanych pacientll ve srovnani s placebem [35]. Re-
centni randomizovand, kontrolovana, multicentricka studie PACE nenasla vyznamny rozdil v
mife amputaci, pfeziti bez amputace nebo rychlosti hojeni mezi skupinou s MSC a placebem
[74].

U vSech kli¢ovych studii byla ACT shleddna jako bezpecna s vyznamnym potencidlem
pro 1écbu CLTI, ptesto vysledky ucinnosti terapie zavisi na designu studie, kritériich pro zara-
zeni ¢i vyfazeni a na vybéeru hlavnich cili (Tabulka 1) [9, 63].

Z vysledki metaanalyzy 14 studii s 643 pacienty tymu Sun a spol. vyplyva, Zze ACT byla
ucinnéjsi nez konvecni terapeutické metody, a to na rychlost hojeni defektti, zlepSeni ischemie,
ABI, TcPOg, klidovych bolesti a klaudika¢niho intervalu. ACT dale vedla ke snizeni vyskytu
vysokych amputaci [75].
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Pocet
Studie, autor, ent Pouzity bunécény Lécena Kontrolni | Hodnoceni | Vysledky IéCené sku-
acientd
rok provedeni P . typ skupina skupina ischemie piny
ve studii
Bez rozdilu ABI
PROVASA,
BMMNC McPO,
Walter a spol. 40 . . BMMNC placebo | ABI o .
intraarterialné Thojeni defektt
2011[76] S )
Jklidovych bolesti
RESTORE-CLI, Tkan regenerujici Tdoby do amputace,
Powel a spol. 46 burky intra- MsC placebo | ABI, TBI smrti, nové gangrény
2011[72] muskuldrné Ci defektu
JUVENTAS, ) ]
BMMNC Bez rozdilu amputaci,
Teraa a spol. 160 . . BMMNC placebo | ABI, TcPO;
intraarterialné ABI, TcPO,
2015[73]
Sharma TABI
BMMNC
a spol. 81 . . BMMNC placebo | ABI 1 TcPO,
intraarterialné ,
2021([35] Jamputaci
PACE.
Norgren MSC } B
213 . . MSC placebo | ABI, TBI Bez rozdilu amputaci
a spol. intramuskularné
2024[74]

vevr

terapii, BMMNC - mononukledrni buniky kostni diené, MSC - mesenchymalni
stromalni bunky, ABI - méreni indexu kotnikovych - ankle-brachial index,
TBI — méreni indexu prstovych tlakii - toe-brachial index, TcPO: — transku-
tanni tenze kysliku

1.2.3.4 Hojeni a infekce defektii dolnich konéetin diabetikii s ischémii

Spatné hojeni ran u SDN je ovlivnéno hyperglykémii, chronickym zén&tem, mikro- a
makrovaskularni dysfunkci a neuropatii. DalSimi faktory zhor§eného hojeni a infekénich kom-
plikaci jsou imunologické abnormality, jako je naruseni funkce makrofagi, snizena baktericidni
kapacita a fagocytdza, zménéna funkce keratinocytl a fibroblasti a snizené nasmérovani kme-
defektd pii SDN, je perfuze tkani, ICHDK, DPN, infekce nohy, chronické renélni selhdni, vyssi
vék a muzské pohlavi, koufeni, deformita nohy, $patna glykemicka kontrola, velikost defektu,
hypertenze, hyperlipidémie a abnormality v bilé¢ krevni fadé¢ (WBC), albuminu (ALB), sedi-
mentaci erytrocytli a C-reaktivniho proteinu (CRP) [66, 77].

Infekce u SDN jsou hlavni pfi¢inou morbidity jedinct s diabetem, sniZzenim kvality je-
jich zivota. Vyzaduji nutnou zdravotnickou péci, antimikrobialni terapii a chirurgické zakroky.
Infikované defekty jsou pfi¢inou az 60% amputaci dolni koncetiny a je tedy spojend i s vysokou
ekonomickou zatézi [78].

Pro zvladnuti zadnétlivého procesu je vyzadovéana spravna diagnoza, piesna klasifikace
1ézi, ziskavani vhodnych vzorki pro kultivaci, volba empirické a poté definitivni antimikrobi-
alni terapie a rozhodnuti o chirurgickém zakroku [78].

Metaanalyza Yanga a spol. hodnotila vyskyt multirezistentnich kmenii u infikovanych
diabetickych ulceraci. Ze studie vyplyva, Ze u SDN je sledovan vyssi pocet gram-negativnich
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bakteridlnich infekci. Nejcasteji multirezistentni Staphylococcus aureus a Enterococcus spp.,
dale Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae a
Proteus mirabilis Studie také ukazala, Ze onemocnéni perifernich cév, periferni DPN, nefro-
patie, osteomyelitida, stupeit Wagnerovy klasifikace, ptedchozi hospitalizace a piedchozi uzi-
vani antibiotik byly spojeny s multirezistentnimi bakteridlnimi infekcemi u pacientii se SDN
[79].

1.2.3.5 Amputace

Celosvétove je popisovan vice nez jeden milion lidi s DM po amputaci dolni koncetiny
v souvislosti se SDN a jde o nejcastéjsi pti¢inu netraumatické amputace. Defekt dolni konce-
tiny vede az u 84% diabetiki k amputaci v riznych Grovnich. Vysoka amputace dolni koncetiny
je spojena az s 50% mortalitou béhem 3 let a az 62,2% 5 let po vykonu u pacienti s ICHDK a
diabetem [9].

Amputacni vykony vyznamné snizuji kvalitu zivota a zvySuji riziko deprese pacienttl.

Podiatrické chrirugické vykony provadéné na dolni koncetiné délime na vysoké a nizké
amputace. V soucasné dob¢ jsou stale nejvice provadény vysoké amputace pod kolenem, poté
nad kolenem — ve stehn€ a nyni také ziskava na oblibé amputace v kolennim kloubu s disartri-
kulaci. Mezi nizké amputace fadime amputace prstil, transmetatarsadlni amputace a amputace
v Lisfrankové skloubeni [77].

Amputa¢nim vykonem jsou ohrozeni vice pacienti s vy$§imi hladinami CRP, s poru-
chami perfuze na podkladé koagulopatii, trombofilnich stavii nebo mutace genu pro methylen-
tetrahydrofolat reduktazu (MTHFR) s heterozygotnim a homozygotnim polymorfismem 1298
a historii koufeni [66].

Dale studie popisuji, ze negativni faktory vysoké amputace jsou zvysené hodnoty WBC
a nizké hladiny ALB, kultivace s pozitivnim nalezem gramnegativnich bakterii a to predev§im
infekce Staphylococcus aureus, v€k nad 65 let a vysoké Wagnerovo skore, dlouhé trvani SDN
[77].
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2 Hypotézy disertacni prace

Hypotéza studie 1: Neni rozdil v riznych izola¢nich metoddch ACT z pohledu klinického
efektu na ischemii u pacientii se SDN.

Hypotéza studie 2: Hlavnim faktorem ovliviiujicim amputace po ACT bude tiZe vstupni ische-
mie a piitomnost infekce

Hypotéza studie 3: Sirolimus bude mit nejvétsi negativni dopad na rist a proliferaci kmenovych
bunek, vyssi koncentrace imunosupresiv budou vyraznégji toxictéjsi.

Hypotéza studie 4: ACT bude vyznamn¢ G¢innéjs$i na parametry ischemie v porovnéni se stan-
dardni konzervativni 1é€bou u NO-CLTIL.

3 Cile disertacni prace

V prvni studii jsme se zabyvali porovndnim riznych izola¢nich metod ACT u diabetikti
s CLTI.
Cilem prvni studie bylo:
1) posoudit celkem tii metody odbéru a aplikace suspenze autolognich kmenovych bun¢k
z kostni dfené a periferni krve.
2) vyhodnotit mnozstvi buné¢né populace v aplikovaném produktu
3) posoudit efekt jednotlivych metod na zmény hodnot TcPO>

Ve druhé studii jsme se zaméfili na faktory ovlivityjici klinicky efekt ACT u pacienti s
diabetem a to konkrétné na riziko vysoké amputace po aplikaci.
Cile druhé¢ studie:
1) Prvnim cilem této studie bylo zhodnotit rizikové faktory vysoké amputace po ACT
2) Studie déle diskutuje vyuziti poznatkl pro predikci vysledku ACT, Gpravu medikace a
postupu 1écby pted a po aplikaci ACT a prevenci u doposud zdravych jedinci s DM

Ve tieti studii jsme zkoumali vliv imunosupresnich latek na funkéni vlastnosti kmeno-
vych buné¢k.
Cile tfeti studie:
1) Cilem bylo posoudit vliv imunosupresiv na jednotlivé subpopulace kmenovych bun¢k
pouzivanych pii ACT
2) DalSim cilem bylo posoudit vliv riznych koncentraci imunosupresivnich 1é¢iv na kme-
nové bunky a aplikace vysledki do klinické praxe

Ctvrta studie porovnavala vysledky 16&by ACT oproti standardni revaskularizaéni tera-
pii.
Cile ctvrté studie:
1) Ve studii byl posuzovan efekt ACT oproti konzervativni terapii pomoci zmén TcPOx,
zmén vnimani bolesti a hojeni defektu
2) Cilem bylo také zhodnotit vliv terapeutickych metod na vyskyt vysokych amputaci
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4 Seznam pouzitych zkratek

ABI - méfeni indexu kotnikovych tlakli - ankle-brachial index

ACT — autologni bunécna terapie

ALB - albumin

BMMNC - mononuklearni buriky kostni diené

CLTI - chronicka koncetinu ohrozujici ischemie

CRP - C-reaktivni protein

CT - pocitacova tomografie

DM - diabetes mellitus

ECFC - endotelidlni kolonie-formujici buiky

FGF - fibroblastovy rastovy faktor

G-CSF - granulocyty kolonie-stimulujicim faktor

HGF - hepatocytarni rastovy faktor

ICHDK - ischemicka choroba dolnich koncetiny

IDSA/IWGDF - klasifika¢ni systém Americké spolecnosti pro infekéni choroby a Mezinarodni
skupiny pro diabetickou nohu

KD — kostni dfen

MAC - ubpopulace myeloidnich angiogennich bun¢k

MRI - magnetickd rezonance

MSC - mesenchymalni stromalni bunky

MTHEFR - genu pro methylentetrahydrofolat reduktazu

NO - oxid dusny

NO-CLTI - skupina pacientt s neteSitelnou chronickou koncetinu ohrozujici ischémii standart-
nimi revaskulariza¢nimi metodami - ,,no option pacienti”

PBMNC - periferidlni mononuklearni buiiky

PEDIS - klasifika¢ni systém pro posouzeni perfuze, rozsah a hloubku defektu

SDF-1 - faktor 1 odvozeny ze stromdlnich bunck

SINBAD - klasifikacni systém

TBI - méfeni indexu palcovych tlakli - toe-brachial index

TcPO; — transkutanni tenze kysliku

TEXAS —klasifika¢ni systém The University of Texas Staging System for Diabetic Foot Ulcers
VEGEF - vaskularni endotelidlni ristovy faktor

WBC - bil¢ krvinky

WIAT - klasifikacni systém The Society for Vascular Surgery Lower Extremity Threatened

Limb Classification systém
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S Vybrané metody jednotlivych studii

5.1 Izolace kmenovych bunék

Pro ucely studie byly vyuzivany mononukledrni kmenové bunky ziskané s kostni diené
a periferni krve pomoci tfech izola¢nich metod.

5.1.1 Izolace kmenovych bunék z periferni krve (studie 1)

Kmenové buiiky z periferni krve (PBPC) byly ziskény po piedeslé stimulaci subkutanné
podavaného granulocyty kolonie formujiciho faktoru (G-CSF, filgrastim). Stimulace byla pro-
vadéna 3-6 dni subkutdnnim podanim 5-8 pg/kg/den G-CSF. Celkovy pocet cykla byl volen
dle vahy pacienta, hematokritu a mnozstvi prvniho bunééného vytézku. Buiky byly oddéleny
pfimo z pacientovy cirkulace. Suspenze PBPC byla nésledné extrahovana pomoci leukaferézy
na piistroji Haemonectics MSC+ (Multikomponentensystem MSC+, Boston, MA,USA) v 16-

20 cyklech do zisku minimalni hladiny 2x10"/ml CD34+ bunék.

5.1.2 Izolace kmenovych bunék z kostni dfené pomoci gelofusinu (studie 1)
Tato invazivni metoda je zaloZena na zisku mononukledrnich kmenovych bunék
(BMMNC) z kostni diené punkci lopaty kosti kycelni. Béhem procedury provadéné v celkové
¢i lokélni anestezii bylo odebrano 350-400 ml kostni dfené z niz bylo extrahovano 40 ml final-
niho produktu. Aspirat byl jiz béhem odbéru smichan s nizkomolekularnim heparinem a filtro-
van v laminarnim boxu. Nésledné jsme do supernatantu pfidali succinyl Zelatinu (Gelofusine;
B. Braun, Melsungen, Némecko), ktera urychlila sedimentaci erytrocytl a nuklearnich bunék.
Proces trval 40-60 minut do oddé€leni erytrocytli od plazmy. Poté byla plazma obsahujici leu-
kocyty odebrana do centrifugacni nddoby a centrifugovéana rychlosti 1600 otacek po dobu 15
minut pii 4°C. Nasledné byla extrahovana plazma a pfiddna do zbytku erytrocyt. Rezidualni
sediment o objemu 40-60 ml byl injek¢éné aplikovan do ischemickych svali dolni koncetiny.

5.1.3 Izolace kmenovych bunék z kostni difené metodou Harvest (studie 1-4)

Kmenové buiiky byly odebrany obdobné jako v pifedchozi metodé z lopaty kosti kycelni
za prisnych aseptickych podminek pomoci Jamshidiho jehly. Bylo odebrano ptesné 250 ml
kostni dfené, ktera byla smichana ve sbérném vaku s heparinem a 16 ml kyselého citratu a
dextrozy (ACD-A, Zimmer Biomet, Velk4 Britanie), ktera byla centrifugovana pii 4000 otac-
kach po dobu 15 minut pomoci pfistroje Harvest Smart PReP2 (Harvest Technologies Corpo-
ration, Plymouth, MA, USA). Finalni produkt byl separovan od plazmy a rozdélen do ¢tyi 10ml
injek¢nich stiikacek a poté intramuskuldrné aplikovan.

5.2 Aplikace bunécné suspenze (studie 1-4)

Finalni produkt o objemu 40-70 ml separovany pomoci vyse popsanych metod (PBPC
¢i BMMNC s Gelofusinem nebo Harvestem) byl aplikovan do postizené dolni koncetiny hlu-
boce nitrosvalove v sérii 40-50 vpichli po obou strandch musculus gastrocnemius, musculus
soleus a také do svalll dorza a plosky nohy v rozestupu 1-2 cm. Suspenze byla také injikovana
do okraji defektu.
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Obrazek 2: Odber kostni drené z lopaty kycelni Obrazek 3: Sberny vak s kostni
dreni

5.3 Hodnoceni mikrocirkulace pomoci zmén transkutinni tenze kysliku
(studie 1,2,4)

Neinvazivni méteni mikrocirkulacnich zmén v podobé TcPO, bylo provadéno pied apli-
kaci kmenovych bun¢k a nésledné v predem stanovenych intervalech po aplikaci bunééné su-
spenze. Vysetieni bylo provadéno pomoci piistroje Radiometer TCM400 (Radiometer Medical
ApS, Bronshgj, Dansko) na dorzu nohy mezi 1. a 2. metatarzalnimi hlavicemi. se standardizo-
vanou pokojovou teplotou (22°C) a pacient lezel na zaddech po dobu 40 minut. Pacienti byli do
studii indikovani pfi hodnotach nizsich nez 30 mm Hg, coz je hranice CLTI v mezinarodnich
doporucenych postupech. Po aplikaci kmenovych bunék byl efekt terapie hodnocen zménami
hodnot oproti vstupnim vysledkiim meteni TcPO,. Ve studii 1 byly také vysledky korelovany
s mnozstvim bunécnych subpopulaci v aplikovaném finalnim produktu.
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5.4 Kultivace kmenovych bunék (studie 3)

Buné¢naé suspenze odebrana Metodou Harvest byla déle zpracovana ve studii 3. Zbyly
objem n¢kolika mililitri z findlniho produktu uréenému k aplikaci byl poskytnut k laborator-
nimu zpracovani a hodnoceni. Z kostni dien¢ byla odebrana frakce bez erytrocyti, které byly
oddéleny pomoci gelofusinu (B Braun Melsungen AG, Melsungen, Némecko). Tyto buiky
byly déale naockovany do 15 ml Dulbeccova modifikovaného Eagle Media (DMEM, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MI, USA) obsahujiciho 10 % fetalniho teleciho séra, antibiotika (100pg/ml
streptomycinu, 100 U/ml penicilinu) a 10 mM HEPES pufru (kompletni DMEM). Pro potieby
studie byly pouzity pouze pravé odebrané bunky, zddné bunécné populace nebyly mrazeny ani
uchovavany pro budouci experimenty. Buiiky byly kultivovany v kone¢né koncentraci 5 x 10°
/ml v lahvich 75 ¢cm? pro tkafiové kultury (Techno Plastic Products (TPP), Trasadingen, Svy-
carsko). Adherentni a neadherentni bunky byly kultivovany po dobu 14—18 dnii pfi teploté 37
°C s pravidelnou vyménou média a pasaZzovanim, aby byl zachovan optimalni pocet bunék.
Bunky byly sklizeny ve 3. az 4. pasazi inkubaci s 1 ml 0,5% roztoku trypsinu (Sigma-Aldrich)
po dobu 5 minut, po které ndsledovalo jemné seskrabavani. Po 14—-18 dnech kultivace byla
suspenze adherentnich a neadherentnich bunék pouzita pro dal$i experimenty.

5.4.1 Fenotypova charakterizace kmenovych bunék priitokovou cytometrii

Kmenové buiiky byly promyty ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem a inku-
bovany po dobu 30 minut pfi 4 °C s monoklonalnimi protildtkami (alofykocyanin APC-znace-
nym anti-CD146, klon P1H12, BioLegend, San Diego, CA, USA), fykoerythrinem (PE-znace-
nym anti-CD105, klon SN6, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), CA0S5 Carlbad Life, anti-
CDI Technologie, CAOS5 Carlbad Life, anti-CD1 Technologie USA), fluorescein isothiokyana-
tem FITC-znaceny anti-CD45 (klon HI30, BioLegend), FITC-znaceny anti-CD90 (klon SE10,
BioLegend), PE-znaceny anti-CD73 (klon AD2, eBioscience, San Diego, CA, USA) a Anti-
Leclone HIBIO-znaceny 305). Mrtvé buiiky byly obarveny fluorescenénim barvivem Hoechst
33,258 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a pfidany ke vzorkiim 10 minut pied pritokovou cy-
tometrii. Data (100 000 udalosti na vzorek) byla ziskdna pomoci pritokového cytometru LSRII
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) a analyzovdna pomoci softwaru FlowJo 10 (Tree
Star, Ashland, OR, USA).
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Obrazek 4: Charakterizace populaci BMMNC. (A) Reprezentativni bodové
grafy ukazuji vtokovou strategii znaceni Zivé jednobunécné suspenze analy-
zované priitokovou cytometrii. (B) Reprezentativni histogramy znacenych Zi-
vych jednobunécnych suspenzi analyzované priitokovou cytometrii. (B) Re-
prezentativni histogramy ukazuji, ze jednobunécna suspenze kultivovana po
dobu 14-18 dnii obsahovala CD45 CD90*CD73"CD105 * bunky (MSC) a
bodovy graf ukazuje CD45*CD146~ bunky (MAC a lymfocytarni populace).

5.4.2 Méfeni metabolické aktivity kmenovych bunék vystavenych imuno-

supresivum

Déle byly kmenové butiky v koneéné koncentraci 25 x 10° /ml kultivovany v objemu
200 pl kompletniho DMEM v 96-jamkovych tkdnovych kultivaénich destickach (Nunc, Roski-
lde, Dénsko) po dobu 48 hodin bez oSetieni nebo v pritomnosti tacrolimu, sirolimu a mykofe-
nolat- mofetilu v koncentraci 0,005-500 pg/ml. Metabolické aktivita bun€k byla stanovena po-
moci testu WST-1 (Roche, Mannheim, Némecko) a spektrofotometru Tecan Sunrise (Life
Science, Mannedorf, Svycarsko) a analyzovana softwarem Kim 32 (Schoeller Instruments,
Praha, Ceska republika). Roztok WST-1 (10 pl/100 pl vzorku) byl piidan ke vzorkéim na po-
sledni 3 h z 48 h inkubacni doby. WST-1 je tetrazoliova stil, ktera je Stépena na formazan bu-
néénym mechanismem, lokalizovanym na buné¢ném povrchu zavislém na produkci NAD(P)H.
Tvorba formazanu tedy koreluje s po¢tem metabolicky aktivnich bunék.
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5.4.3 Stanoveni vlivu imunosupresiv na genovou expresi

Butiky byly kultivovany v kone¢né koncentraci 8 x 10* /ml ve 24-jamkovych tkafiovych
kultiva¢nich destickach (TPP) v objemu 1 ml kompletniho DMEM, bud’ nestimulovaného nebo
stimulovaného prozanétlivymi cytokiny lidskym rekombinantnim IFN-y, kone¢na koncentrace
10 ng/ml (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA) a lidskym rekombinantnim TNF-a (10 ng/mL)
(PeproTech), nebo stimulované cytokiny za pfitomnosti imunosuresiv (tacrolimus, sirolimus,
mykofenolat-mofetil) v koncentraci v rozmezi 0,005-500 pg/ml po dobu 48 hodin. Exprese
gend pro indoleamin 2,3-dioxygenédzu (IDO), cyklooxygendzu-2 (COX2), programovany de-
ath-ligand 1 (PD-L1), indukovatelnou izoformu syntazy oxidu dusnatého (iNOS) a transformu-
jici ristovy faktor-p (TGF-B) (viechny primery z Generi Biotech, Hradec Kralové, Ceska re-
publika) byly stanoveny pomoci PCR v realném ¢ase (RT-PCR). Stru¢né feceno, celkova RNA
byla izolovéna ze vzorki odebranych v TRI Reagent (Sigma-Aldrich). Jeden pg celkové RNA
byl smichan s deoxyribonukleazou I (Promega, Madison, WI, USA) a pouzit pro reverzni tran-
skripci. RT-PCR byla zpracovana pomoci Power SYBR Green PCR master MIX (Applied Bi-
osystems, Carlsbad, CA, USA) na cykléru StepOne Plus RT-PCR System (Applied Biosys-
tems). Parametry RT-PCR zahrnovaly denaturaci pii 95 °C po dobu 3 min, 40 cykli pti 95 °C
po dobu 20 s, zihani pti 60 “C po dobu 30 s a prodlouzeni pii 72 °C po dobu 30 s. Data byla
sbirdna v kazdém cyklu po elongaci pii 80 °C po dobu 5 s a byla analyzovana pomoci StepOne
Software 2.2.2 (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA).

5.4.4 le?dnoceni vlivu imunosupresiv na produkci cytokinii a ristovych
aktoru

Kultivace bun¢k probéhla pomoci stejné metody, jez byla pouzita u hodnoceni exprese
gend. Supernatanty byly shroméazdény po 48 hodinach kultivace neoSetfenych kmenovych bu-
nék, stejné jako téch, které byly vystaveny imunosupresiviim. Produkce hepatocytarniho risto-
vého faktoru (HGF), vaskuldrniho endotelidlniho riistového faktoru (VEGF), interleukinu 8
(IL-8), IL-6 a chemokinového C-C motivového ligandu 2 (CCL2) byla stanovena pomoci sou-
prav ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

5.4.5 Hodnoceni vlivu imunosupresiv na bunécnou smrt

Kmenové buiiky byly kultivovany v kone&né koncentraci 8 x 10* /ml v 1 ml kompletniho
DMEM na 24-jamkovych destickach pro tkanové kultury (TPP). Buniky byly kultivovany bud’
samostatné bez piitomnosti 1é€iv, nebo byli vystaveny sirolimu, tacrolimu nebo mykofenolat
mofetilu v koncentracich v rozmezi 0,005-500 pg/ml po dobu 48 hodin. Procento apoptotic-
kych bun¢k bylo stanoveno pritokovou cytometrii s pouzitim soupravy pro detekci apoptozy
Annexin V (Exbio, Praha, Ceska republika) v souladu s protokolem vyrobce. Annexin V se
vaze na fosfatidylserin (marker apoptotickych bunék), kdyz se objevi ve vné&jsi vrstvé plazma-
tické membrany. Mrtvé bunky byly obarveny fluorescencnim barvivem Hoechst 33,258
(Sigma-Aldrich) a pfidany ke vzorkiim 10 minut pfed pritokovou cytometrii. Data byla shro-
mazdéna pomoci cytometru LSRII (BD Biosciences) a analyzovana softwarem FlowJo 10 (Tree
Star).
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6 Prehled studii

W

6.1 Studie 1: Posouzeni tFi metod vyuzivajicich bunécnou terapii k 1écbé
chronické koncetinu ohroZujici ischemie u diabetiku

ACT je vyuzivanou terapeutickou metodou u pacientt s té¢zkou ischémii dolnich konce-
tin. K terapii jsou vyuzivany rtizné zdroje kmenovych bunék a metody jejich zpracovani pred
aplikaci do postizené tkané.

Cilem prace bylo porovnani riznych izola¢nich metod ACT u diabetikti s CLTI. V této
studii jsme hodnotili celkem tii metody odbéru a aplikace suspenze autolognich kmenovych
bune¢k z kostni dfen¢ (BMMNC - metoda Harvest a metoda Gelofusin) a stimulované periferni
krve (PBPC). Dale jsme posuzovali mnoZzstvi bunécné populace v aplikovaném produktu a
v neposledni fadé také efekt jednotlivych metod na zmény hodnot TcPOs.

Hypotéza: Neni rozdil v riznych izola¢nich metodach ACT z pohledu klinického efektu
na ischemii u pacientii se SDN.

Charakteristika souboru

Do studie bylo zafazeno celkem 90 pacientl s diabetem mellitem a NO-CLTI lécenych
v obdobi 12 let v podiatrické ambulanci Centra diabetologie IKEM. Vstupnimi kritérii byl chro-
nicky, nehojici se defekt dolni koncetiny a tézka ischemie s poruchou mikrocirkulace defino-
vanou TcPO; pod 30 mm Hg. Charakteristika souboru je uvedena v Tabulce 1. Kritéria vylu-
Cujici zafazeni byla tézké infekce defektu, hlubokd zilni trombdza v poslednich 6 mésicich,
rozsahly otok dolni koncetiny, tézka neléena diabeticka retinopatie vyzadujici laserové oSet-
feni Ci retinopatie s vysokym rizikem krvéaceni sitnice, t€Zké hematologické onemocnéni, in-
farkt myokardu, cévni mozkova piihoda v poslednich 6 mésicich, diagnostikovany neoplas-
ticky proces kteréhokoli organu v poslednich 5 letech a ptfedpokladana délka Zivota kratsi nez
6 mésict. VSichni pacienti podepsali informovany souhlas se studii schvalenou lokalni etickou
komisi.
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PBPC Gelofusin Harvest

Poéet pacient( 11 29 50
Pohlavl

* muii g 27 44

* Jeny 2 2 6

Vik 63 (+10) 64 (+10) 66 (+12)
Typ diabetu

*T1D 2 6 9
*T2D S 23 41

* HbAlc [mmol/mol] 62,2+12,5 57,5+11,4 60,1+ 14,7
* Trvani diabetu [roky] 20,7+ 10,1 22+13,5 26,6 +13,7
Koufen(

* nekufdk 3 11 23

* ex-kufdk 7 13 19

* kufdk 1 5 8
Dyslipidémie

* cholesterol [mmol/1] 4,54+0,67(n=11) 457+1,17(n=24) 440,96 (n=46)
* LDL [mmol/1] 2,6406(n=11) 2,83+1,03(n=24) 2,25+0,81 (n=46)
Chronické rendlnl insuficience (CKD)

CKD1 n=38 n=17 n=18
CKD 2 n=0 n=7 n=10
CKD 3 n=1 n=1 n=6
CKD 4 n=1 n=0 n=2
CKD 5 n=1 n=4 n=14

Tabulka 2: Vstupni charakteristiky pacientii lécenych jednotlivymi terapeu-
tickymi metodami

Schéma studie a metody

Pacienti byli léeni kmenovymi buitkami ziskanymi z kostni dfené¢ (BMMNC) metodou
metodou Smart PReP2 (Harvest) nebo s pouzitim sukcinyl Zelatiny (Gelofusin). Tteti pouzitou
metodou byly ziskany buiiky z periferni krve (PBPC) po predchozi stimulaci G-CSF (Obrazek
1). Kritéria pro pouziti metody PBPC byla: schopnost pfijimat G-CSF a pacient bez rizika za-
vedeni centrdlniho zilniho katetru. Transplantovani pacienti byli povaZovani za skupinu s
vy$$im rizikem pro stimulaci G-CSF (kvili vy$Simu riziku odmitnuti §tépu), a proto byli 1é€eni
BMMNC. Vzhledem k tomu, Ze metoda Harvest je rychlejsi proces ve srovnani s metodou
Gelofusine, byl tento aspekt dllezity pro pouziti této 1é€by u pacientl s vy$$im rizikem aneste-
zie.
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Obrazek 5: Schéma postupu zpracovni kostni diené (KD) a periferni krve

Vysledky studie

Z celkového poctu 90 pacientii s diabetem a NO-CLTI bylo metodou PBPC 1é¢eno 11
pacientil, Gelofusin metodou 29 a metodou Harvest Smart PReP2 celkem 50. Vzestup hodnoty
TcPO: byl signifikantni ve vSech tfech skupinédch po aplikaci v obdobi kontrol po 1, 3 a 6 mé-
sicich ve srovnani se vstupni kontrolou (p < 0,01) a to bez vyznamného rozdilu mezi jednotli-
vymi metodami (Obrazek 6). Nebyla pozorovana korelace mezi TcPO, a mnoZstvim podanych
CD34+ buné¢k. Také nebyla sledovana ptima korelace mezi hodnotou TcPO, a mnozstvim lym-
focytt (r = 0,29, p = 0,0034), bilych krvinek (WBC, r = 0,32, p = 0,073) a monocytt (r = 0,27,
p < 0,001) obsazenych ve findlnim produktu. Nejvyssi mnozstvi WBC jsme pozorovali ve fi-
nalnim produktu metody PBPC (125,6 + 70,5 x 10%/1 vs 50,6 + 40,7 x 10%/1 vs 54,5 + 23,9 x

10° /1) ve srovnani s metodou Gelofusin a Harvest Smart PReP2 (p = 0,016). Nepozo-
rovali jsme rozdil mezi TcPO, u pacientii s chronickou rendlni insuficienci ve srovnani se sku-
pinou bez onemocnéni ledvin.

Mnozstvi lymfocyth ziskanych z periferni krve bylo vyznamné niz$i nezZ mnozstvi zis-
kané metodou Gelofusin a Harvest (1,61 1,39 x 10%/1vs. 10,26 £, 6,84; 1,61 + 1,39 vs. 13,38,
+ 6,41 (p =0,0002). Mezi skupinami nebyl pozorovan vyznamny rozdil mezi mnozstvim vyso-
kych amputaci PBPC 2/11 (18,2 %), Gelofusin 10/29 (34,5 %) a Harvest Smart PReP 11/50 (22
%); (p=NYS), piesto u metody Gelofusin byl pozorovan trend k vys$imu poctu amputacnich vy-
kond.
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Obrazek 6: Vyvoj TcPO: po aplikaci ACT v prubéhu kontrol 1, 3 a 6 mésicii
ve srovnani se vstupni hodnotou

Diskuse ke studii

V nasi studii jsme pozorovali signifikantni vzestup TcPO», tedy ¢asto vyuzivaného uka-
zatele poruchy mikrocirkulace dolnich koncetin. Nase studie neprokdzala vyssi vyskyt vyso-
kych amputaci mezi skupinami, av§ak nebyla navrZena na srovnéni s placebo kontrolni skupi-
nou, jako tomu bylo u studie RESTORE-CLI, v niz byla BMMNC suspenze aplikovéana intra-
muskuldrné s vysledkem snizené¢ho poctu amputaci ve srovnani s kontrolni skupinou.

Ve studiich PROVASA a Sharma a spol. byla pouZita suspenze ziskana z kostni diené
BMMNC, ktera byla aplikovana intaarterialné [35, 76] popsali vzestup TcPO; stejn€ jako naSe
studie aplikujici suspenzi findlniho produktu intramuskularné. Avsak ve studii JUVENTAS ne-
byl pozorovan vyznamny vzestup TcPO> po ACT, tento ndlez mohl byt ovlivnén jak vyssi
vstupni hodnotou TcPO; (35+£22 mm Hg), tak i malym nozstvim aplikovanych bun¢k [73].

Studie zaméfené na mnozstvi bunécnych populaci se zabyvaly Sirokym spektrem bunck
s riznymi povrchovymi znaky. Studie JUVENTAS také hodnotila rozdil mnozstvi bilych krvi-
nek, hematopoetickych progenitorit CD34+ a monocytti. Nepopsali signifikantni rozdil mezi
hodocenymi skupinami, obdobné jako tomu bylo v nasi studii [73].

V praci Losordo a spol. prokdzali sniZeni vysokych amputaci po intramuskulérni apli-
kaci CD34+ bun¢k v porovnani s kontrolni skupinou [83]. Nase studie vyuzivala také mimo
jiné buiikky CD34+ obsaZené v aplikované suspenzi, pfesto nebyla prokézana piima signifi-
kantni korelace.

Studie zabyvajici se 1éEbou pomoci kmenovych bunék se lisi v aplikaci suspenze, obsa-
hem bun¢k a jejich zdrojem a také vstupnimi charakteristikami probandt. To vede k velmi ob-
tizn€ uchopitelnym vysledkiim a jejich hodnoceni pro dalsi vyuZiti pro praxi. Napiiklad studie
Aboulhoda a spol. se zabyvala studiem rozdilu efektu terapie kmenovymi bunikami ziskanymi
z kostni dfené oproti buitkdm z tukové tkan¢ a také rozdilnosti efektu podanim intradermalné a
intravendzné. Vysledky této prace popisuji vyznamné lepsi efekt intradermalné podavanych
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bunék a také vyssi terapeutickou ucinnost na hojeni ran u bunék z tukové tkdné. Tym zkoumal
také expresi povrchovych znakt, ktera byla vyznamnéjsi u bun¢k podavanych intradermalné
[80]. Lu a spol. posuzovali ve své studii efekt mesenchymalnich a mononuklearnich bunék
kostni dfen¢ aplikovanych intramuskularné u pacientti s CLTI. Po 24 tydnech pozorovali sig-
nifikantni zlepSeni perfuze v 1é¢ené koncetiné u skupiny 1é€ené mesenchymalnimi kmenovymi
buiikami, také popsali vyznamné zlepseni ABI (p =0,017) a TcO2 (p =0,001) [81]. Lepsi efekt
mesenchymalnich kmenovych bunék byl popsan také ve studii Iwase a spol., ktefi porovnavali
jejich efekt u ischemického modelu potkanii ve srovnani s mononuklearnimi buiikami kostni
dfen¢ a to na urovni zlepSeni kapilarizace a rtstu endotelidlnich bun¢k. Z vysledkl tedy vy-
plyva, Zze metody terapie kmenovymi buiikami jsou velice slibné v terapii ischemie, angioge-
neze a revakularizace, avSak stale nejsou vysledky jasné stran nejvhodnéjSich bunéénych linii
pro tuto 1écbu.

6.2 Studie 2: Faktory ovliviiujici vyskyt vysokych amputaci u pacienti s
s diabetickymi chronickymi defekty po autologni buné¢né terapii

U pacientti s ischémii dolnich koncetin u nichz bylo nutné provést vysokou amputaci je
popisovano zvysSené riziko mortality az u 62% postizenych. I ptes veskerou snahu o zlepSeni
perfuze tkani dolnich koncetin metodou ACT je u nékterych pacientli nutné tento vykon pro-
vést. Je tedy nezbytné patrat po rizikovych faktorech, které mohou negativné ovlivnit vysledek
ACT a povedou k provedeni amputacniho vykonu a tim ohrozuji probandy dal§imi komorbidi-
tami.

Ve druhé studii jsme se zaméfili na faktory ovlivitujici klinicky efekt ACT u pacientl
s diabetem a to konkrétné na riziko vysoké amputace po aplikaci.

Cile druhé studie:

Prvnim cilem této studie bylo zhodnotit rizikové faktory vysoké amputace po ACT

Studie dale diskutuje vyuziti poznatkl pro predikci vysledku ACT, upravu medikace a
postupu 1écby pted a po aplikaci ACT a prevenci u doposud zdravych jedincti s DM.

Hypotéza studie 2: Hlavnim faktorem ovliviiujicim amputace po ACT bude tize vstupni
ischemie a pfitomnost infekce.

Charakteristika souboru

Do této studie bylo zatfazeno celkem 113 pacient po ACT, ktefi byli rozdéleni do dvou
skupin. V prvni skupiné byli zastoupeni pacienti, kteti prodélali vysokou amputaci (AMP; n =
37) a ve druhé skupin€ pacienti bez amputace (nAMP; n = 76). Pacienti byli sledovani v inter-
valech 1, 3 a 6 mésicii a po 1 a 2 letech po terapii. Rizikové faktory pro velkou amputaci byly
hodnoceny pied ACT a zahrnovaly faktory souvisejici s pacientem, SDN a bunéénym produk-
tem. (Tabulka 3).
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Amputace (AMP)

Bez amputace

Chronické onemocnéni ledvin (CKD) 2,43 2,63
Studi I é diety pfi -

vu 'le o ljlprave iety pfi onemoc 0.74 0,95
néni ledvin (MDRD)
Chronické srdecni selhani 26 (70%) 41 (54%)

Kurak 5(13%) 9 (12%)
Byvaly kurak 21 (57%) 22 (29%)
Pocet let koureni 23+ 20 18+18
Nekurak 11 (30%) 45 (59%)

Perkutanni transluminaini angioplas-
tika (PTA)

35(95%)/1,62

Acetylsalicylova kyselina 22 (59%) 34 (45%)
Clexane 2 (5%) 6 (8%)
Clopidogrel 5 (14%) 12 (16%)
Rivaroxaban 0 (0%) 5 (7%)
Dabigatran 2 (5%) 12 (16%)
Warfarin 6 (16%) 7 (9%)
Statiny 25 (68%) 37 (49%)

29 (38%)/1,74

Bypass

Infekce MRSA nebo ESBL

3 (35%)/0,59

5 (14%)

25(33%)/0,36

7 (9%)

Jind infekce rezistentni na ATB

6 (16%)

23 (30%)

(n=37) (nAMP) (n =76)
pobli ]
Muz 30 (81%) 64 (84%)
Zena 7 (19%) 12 (16%)
Vék (roky) 66 13,7 67 £10,5
Cholesterol (mmol/I) 4,0+0,9 42+1,1 NS
LDL cholesterol (mmol/I) 2,3+0,74 2,4 +0,98
Télesnd hmotnost (kg/m?) 27,8 26,7
PodvyZiva 8 (22%) 15 (20%)
|Disbetesmeflitus
Diabetes typu 1 5 (14%) 19 (25%)
Diabetes typu 2 32 (86%) 57 (75%) NS
HbAlc (mmol/mol) 57 +16,7 58,7 +13,5
Délka trvani diabetu (roky) 25,6 £ 13,2 249+12,1
CRP (mg/l) 22,7+28 10,7 + 12 p =0,024

NS

NS

NS

NS

NS
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Osteomyelitida 6 (16%) 23 (30%)
Osteomyelitida na RTG 11 (29%) 33 (43,4%)
Pozitivni test na kost (PTB) 6 (16%) 17 (22%)

Tabulka 3: Zakladni charakteristiky pacientu.

Schéma studie a metody

Ve studii byli hodnoceni pacienti 1é¢eni ACT v naSem podiatrickém centru v prubéhu
13 let. ACT byla provadéna metodami jiz zminénymi v pfedchozi studii, bunééna suspenze byla
ziskana z kostni dfené¢ z ilického hiebene pomoci Jamshidi jehly pod lokalni nebo celkovou
anestezii. Oddé¢leni mononukleédrni frakce bylo provedeno bud’ pomoci Harvest Smart PReP2
(Harvest Technologies Corporation, Plymouth, MA, USA), nebo pomoci sukcinyl Zeltiny (Ge-
lofusine; B. Braun, Melsungen, Némecko). Finalni suspenze o objemu 40-60 ml byla injikovana
intramuskularné do ischemické dolni koncetiny.

Vsichni pacienti byli pravidelné sledovani nejprve po 2 tydnech a nasledné kazdy mésic,
kdy v pribéhu kontrol byl hodnocen stav rany a ischemie pomoci méteni TcPO», defekty byly
odborné oSetfeny (roztoky na bazi jodu pro gangrénu nebo obvazy pro chronické nehojici se
viedy); v n¢kterych ptipadech byla pouzita k 1é€bé hlubokych ran i podtlakova terapie.

Pied zahajenim terapie byla hodnocena vstupni data. Mezi faktory souvisejici s pacien-
tem jsme hodnotili vék pacienta, index télesné hmotnosti, anamnézu kouteni, délku trvani dia-
betu, kontrolu diabetu, laboratorni vysledky (CRP, pocet leukocyti, rendlni funkce, sérové li-
pidy, koagula¢ni parametry — hladiny proteini S, C, fibrinogenu a homocysteinu), a trombofilni
mutace (mutace faktoru V Leiden, mutace prothrombinu, MTHFR C677T a A1298C). U fak-
torti souvisejicich s defektem dolni koncetiny jsme se zam¢fili na velikost a hloubka viedu,
pfitomnost infekce, edém, perfiizi koncetiny, pfitomnost ischemie a gangrény, a hodnotu. Nalez
CLTI byl hodnocen pomoci angiografie, ultrazvuku, vypocetni tomografii nebo magnetickou
rezonanci dolni koncetiny a také pomoci TcPO; niz§iho nez 30 mm Hg (méfeno piistrojem
Radiometer TCM400, Radiometer Medical ApS, Brenshgj, Dansko). Pacienti s CLTI a DFU
byli zatazeni k terapii ACT po konzultaci s intervenénimi radiology, cévnimi chirurgy a podi-
atry po podepsani informovaného souhlasu. VSechny faktory, které by mohly potencialné zvysit
riziko amputace, byly hodnoceny na zacatku studie a pfed ACT. Viedy na nohou byly klasifi-
kovany podle WIAI skore, které hodnoti velikost rany, pfitomnost infekce a/nebo ischemie, a
podle dalsich klasifikacnich systémil zaméfenych na viedy, ischemii a infekce (PEDIS, TEXAS
a Wagner; Tabulka 5). Pfitomnost lokalniho zdnétu byla potvrzena, pokud byla pfitomna jaka-
koliv z nasledujicich problematik: hnisavy vytok, erytém, bolestivost, protepleni nebo ztvrdnuti
na kizi a tkanich nohy.
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Amputace (AMP) Bez amputace
(n=37) (nAMP) p
(n=76)

Prothrombofiinifaktoy |

MTHFR A1298C 22 (61%) 29 (38%)

Homocystein (umol/1) 12,07 16,51

MTHFR C677T 13 (35%) 31 (41%) NS

Homocystein (umol/1) 12,8 15,4

Protein C (%) 105,9 + 29,1 104 + 29,6

Protein S (%) 90,7+31,8 98,8 +34,3
unenyproduke

Viabilita (%) 96,2 93,9

Celkovy pocet CD34+ v produktu (*10°) 12,6 13,9 NS

Celkové leukocyty v produktu (*x10°) 2,6 2,2

Tabulka 4: Protrombofilni mutace u pacientit a hodnoceni bunécného pro-
duktu



AMP nAMP

Vstup 1M 3M 6M Vstup 1M 3M 6M

(n=37) (n=35) (n=29) (n=14) (n=76) (n=76) (n=72) (n=71)
Wagner (prtimér) 3,43 3,40 3,14 2,93 2,87 2,79 1,78 1,06
Wagner 3 (%) 6(16%) | 8(23%) | 8(28%) | 3(21%) | 7(9%) | 9(38%) | 5(7%) 4 (6%)
Wagner 4 (%) 24 (65%) | 21 (60%) | 11 (38%) | 4 (29%) | 33 (43%) | 30 (12%) | 12 (17%) | 4 (6%)
Infekce PEDIS 1,54 1,91 2,07 2,00 0,68 0,58 0,22 0,08
WIfl (prameér)
Defekt 1,81 1,91 2,00 1,93 1,93 1,84 1,74 0,86
Ischemie rany 2,95 2,49 2,31 1,93 2,97 2,20 1,74 1,48
Infekce nohy 0,57 0,91 1,07 1,00 0,64 0,47 0,19 0,07
TEXAS (%)
TEXAS B pouze
infekce 0 (0%) 1(3%) | 5(17%) 1(7%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (3%) 2 (3%)
TEXAS C pouze
ischemie 28 (76%) | 14 (40%) | 3 (10%) | 4 (29%) | 49 (64%) | 33 (43%) | 26 (35%) | 20 (28%)
TEXAS D infekce a
ischemie 9(24%) | 17 (49%) | 16 (55%) | 5(36%) | 27 (36%) | 27 (36%) | 4 (6%) 1(1%)

Tabulka 5: Hodnoceni nalezu na dolnich koncetinach klasifikacnimi systémy

Vysledky studie

Z vysledki studie vyplyva, Ze u skupiny AMP byla pozorovéana vyrazné vyssi hladina
CRP ve srovnani se skupinou nAMP (22,7 vs. 10,7 mg/L, p = 0,024). V postupné logistické
regresi byly nezavislymi prediktory pro velkou amputaci mutace genu pro MTHFR s hetero-
zygotnimi a homozygotnimi polymorfismy 1298 (OR 4,33 [95% CI 1,05-17,6]), koutfeni (OR
3,83 [95% CI 1,18-12,5]) a CRP > 10 mg/L (OR 2,76 [95% CI 0,93-8,21]). U pacientii ve
skupin¢ AMP byly pozorovany nizsi hodnoty TcPO: ve srovnani se skupinou nAMP za 1 mésic
(24,5 vs. 33,2, p=0,012) a za 3 mé&sice (31,1 vs. 40,9, p =0,009) po ACT.
Diskuze ke studii

Nase studie ukazala, Ze riziko vysoké amputace po ACT u pacienti s CLTI a DFU je
zvySeno piitomnosti mutaci genu MTHFR A1928C v heterozygotni a homozygotni formé, kou-
fenim a vysSimi hladinami CRP pted zah4jenim terapie. Vysledky potvrzuje také nalez studie
Arruda a spol., ktefi ve své praci porovnavali rizika arterialni postiZzeni a vendzni trombdzou,
kdy nosi¢i homozygotni formy mutace MTHFR vykazovali hyperhomocysteinémii, arterial-
niho a venozniho postizeni (19%). Sledovani probandi vSak byli bez ndlezu hyperlipoproteiné-
mie, hypertenze, diabetu mellitu ¢i jinych protrombofilnich mutaci [84]. Dalsi studie tymu
Ames a spol. zkoumala rizika u jednotlivych mutaci genu pro MTHFR. V této studii vysledky
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poukdazaly na spojitost konkrétné¢ mutace genu MTHFR T677T oproti MTHFT TC a CC a zvy-
Seni rizika periferni arteridlni trombozy s dalsimu faktory, jako je hyperhomocysteinémie, kou-
feni, vek, dysperlipidémie a dalsi. U MTHFR TT sledovali vyssi hladiny homocysteinu v po-
rovnani s ostatnimi skupinami (25419 vs 12,7+ 6,7 vs 11,3 £ 3,3 umol/l, p <0,001), Z katego-
rialnich proménnych MTHFR TT a dyslipidémie nezéavisle predikovaly vek pfi arteridlni trom-
boze (p=0,01, resp. p=0,03), také popsali, Ze dyslipidémie a homocysteinémie (HC) v plazmé
pfispivaji k casnéjsi arteridlni tromboze, zatimco souhra mezi zvySenou HC a koufenim muze
ovlivnit typ okluze arteridlni oblasti [85].

Metaanalyza skupiny Liu a spol se také zabyvala rizikovymi faktory amputaci dolni
koncetiny pacientt s defektem koncetiny. Vysledky ukazaly jako vyznamné negativni faktory
muzské pohlavi (RR =1.09; 95% CI, 1.04, 1.14), koufeni v anamnéze (RR=1.17; 95% CI,
1.08, 1.26), vysoké BMI (RR =-0.27; 95% CI, —0.37, —0.17), hypertenzi (RR = 1.09; 95% CI,
1.04, 1.14), kardiovaskularni onemocnéni (RR =1.30; 95% CI, 1.18, 1.43), onemocnéni ledvin
(RR=1.29; 95% (I, 1.03, 1.60), pocet bilych krvinek (mean differences (MD) = 0.49; 95% ClI,
0.14, 0.85), hladinu hemoglobinu (MD =—-0.54; 95% CI, —0.9, —0.09) a albuminu (MD =—0.54;
95% CI, —0.72, —0.18) [86]. Tyto vysledky se shoduji s na§im nalezem u skupiny kutékd, paci-
entl s infektem v podob¢ vysSich hodnot CRP, coz koreluje také s vyssi hladinou bilych krvi-
nek. Ve studii Kurniawati a spol. vyhodnotili jako signifikantni risk-faktor CRP hladinu vyssi
nez 5 mg/l. V této studii porovnavali jako ukazatel ischemie ABI, kdy hodnoty nizsi nez 0,8
vykazovaly vyznamné riziko amputace dolni koncetiny [87]. Nase studie hodnoti ischemii po-
moci TcPO> (kterd méti na rozdil od ABI mikrocirkulaci), kdy jsme se zaméfili na sledovani
rizika vysoké amputace v porovnéani s vyvojem hodnoty po aplikaci ACT. Ze studii, jako je
prace Salaun a spol. z COPART registru, ve které popisuji vyznamné riziko vysoké amputace
u lidi 1écenych chirurgicky i medikament6zné s TcPO> pod 30 mm Hg (OR = 3.5 [1.7-7.1]) a
(OR 5 [2-12.4]) [88]. Také metaanalyza Sun a spol. posuzovala vzestup TcPO> po ACT oproti
kontrolni skupiné (MD =4.23 (1.82, 6.65) [75]. Tyto poznatky potvrzuji nalez nasi studie s
vyS$$im poctem amputaci ve skupiné AMP oproti nAMP, u které doslo k vyrazné&j$imu vzestupu
TcOz za 1. mésic po ACT (24,5 vs. 33,2, p=0,012) a za 3 mésice (31,1 vs. 40,9, p = 0,009) po
terapii (Obrazek 8).
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Obrazek 8: TcPO: do 6 mésicii po ACT.
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6.3 Studie 3: Vlivimunosupresnich latek na funk¢ni vlastnosti kmenovych
bunék

Pacienti s diabetem a rozvinutymi komplikacemi Casto vyzaduji transplantacni 1écbu a
to pfedevsim transplantaci ledvin, pankreatu a Langerhansonovych ostravkt.. Imunosupresivni
terapie je pii této 1é¢beé nezbytnou soucésti. Avsak i u téchto pacientli pozorujeme vyskyt de-
fekt dolnich koncetin a nalez CLTI, kdy nélez vyzaduje také ACT. Z pomérné malého poctu
praci vSak vime, Ze imunosuprese ma negativni vliv na bunééné vlastnosti kmenovych bunék.
Z toho diivodu jsme se v této praci zaméfili na zkouméni vlivu na BMMNC, rtstovych faktort
a cytokint, které¢ jsou nezbytné k terapeutické revaskularizaci tkani.

Cile treti studie:

Cilem bylo posoudit vliv imunosupresiv (IS) na jednotlivé subpopulace kmenovych bu-
nék pouzivanych pii ACT.

DalSim cilem bylo posoudit vliv riznych koncentraci imunosupresivnich 1é¢iv na kme-
nové bunky a aplikace vysledka do klinické praxe.

Hypotéza studie 3: Sirolimus bude mit nejvétsi negativni dopad na riist a proliferaci

vvvvvv

Charakteristika souboru

Pro ucely této studie bylo vyuzito vzorkl kostni dfen¢ od Sesti pacientli s diabetem ve
véku 50-84 let. Tito pacienti byli lé€eni pomoci ACT pro nalez CLTI a TcPO2 pod 30 mm Hg.
Vzorky diéné poskytli podepsanim informovaného souhlasu. Déle byly jiz laboratorné testo-
vany jednotlivé subpopulace kmenovych bun¢k ze vzorku. Cilem studie bylo posoudit nega-
tivni vliv imunosupresivni terapie na zivotaschopnost a bunééné vlastnosti kmenovych bunék.
Mezi IS zkoumana v této praci jsme zatadili nejcastéji vyuzivana lé¢iva tacrolimus, sirolimu a
mykofenolat mofetil.

Schéma studie a metody

U suspenze byly nejprve kultivovany kmenové buiiky a nasledné byla provadéna série
laboratornich testu, které jsou jiz popsany v kapitole 4.4.1. Kmenové bunky byly po pasdzovani
charakterizovany pomoci pritokové cytometrie. Analyza exprese markerti bunééného povrchu
byla provedena na populaci jednotlivych Zivych bunék.

Buiiky charakterizované jako CD45—CD90+CD73+ a CD105+ byly povazovéany za
MSC; CD45+ CD146- jsme stanovili jako MAC; a CD45— a—CD146+ byly definovany jako
ECFC. Obrazek 4 - 1A znazoriuje strategii gatovani adherentnich a neadherentnich BMMNC.

Pro stanoveni ucinkt IS na metabolickou aktivitu byly kmenové buiiky kultivovany v
ptitomnost jednotlivych IS v riznych koncentracich po dobu 48 hodin a metabolicka aktivita
bun¢k byla stanovena pomoci testu WST-1.
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Vysledky studie

Z charakterizace kmenovych bunck jsme odliSili MAC bunky, které tvofily pfiblizné 23
% bunck CD45+, ECFC+ ptedstavovaly 1,3 % bun¢k z CD45— a MSC piedstavovaly piiblizné
vice nez 90 % CD45— (Obrazek 4 -1B).

Utinky IS na metabolickou aktivitu znazoriiuje Obrazek 9 pomoci testu WST-1. V-
sledky prokazaly negativni efekt vSech pouzitych IS, které vyznamné snizily metabolickou ak-
tivitu bun¢ék v koncentracich 50 pg/ml a vyssich (Obrazek 9).

Dale byl sledovan vliv IS na expresi genii imunoregula¢nich molekul. Buiiky byly kul-
tivovany nestimulované, stimulované IFN-y a TNF-a nebo stimulované cytokiny v pfitomnosti
sirolimu, tacrolimu nebo mykofenolat mofetilu v koncentracich 0,005-500 pg/ml. Po 48 hodi-
nach kultivace byly kmenové buiiky sklizeny a poté umistény do TRI ¢inidla a exprese gent
pro COX2, IDO, PD-L1, TGF-B a iNOS byla stanovena pomoci RT-PCR. Léky IS pozménily
expresi genti imunoregulacnich molekul. Tacrolimus inhiboval expresi gent pro COX2, IDO,
PD-L1, TGF-B a iNOS zplisobem zavislym na davce. Sirolimus mél nejvyznamnéjsi inhibi¢ni
ucinek na expresi genti pro iNOS. Naopak metabolicka aktivita iNOS vzrostla u mykofenolat
mofetilu (Obrazek 10).

Absorbance

VO H H ©H D O H H H 9 H O
Q-QQ Q.Q - N Q-QQ Q_Q QF 97
Tacrolimus (pg/mL) Sirolimus (ug/mL) Mycophenolate mofetil (ug/mL)

Obrazek 9: Efekt IS na metabolickou aktivitu kmenovych bunék testem WST-
1. ¥ p <0,01; ***p < 0,001.
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Obrdzek 10: Ucinek IS 1ékii na exprese genii imunoregulacnich molekul v
BMMNC. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

39



Vliv IS na produkei cytokintl a riistovych faktorti byl sledovan u BMMNC, které byly
kultivovany nestimulované, stimulované pomoci IFN-y a TNF-a a stimulované cytokiny v pfi-
tomnosti raznych koncentraci 1é¢iv IS. Produkce cytokint HGF, VEGF, CCL2, IL-8 a IL-6
byla stanovena pomoci ELISA po 48 hodinéch kultivace. IS vyznamné sniZily produkci vSech
téchto cytokini a rstovych faktorii. Produkce HGF byla vyznamné inhibovédna v pfitomnosti
sirolimu, mykofenolat mofetilu a tacrolimu v koncentracich 5 pg/ml a vyssich. Ukézalo se, ze
tacrolimus je nejucinnéj$im inhibitorem produkce CCL2, IL-8 a IL-6. Sirolimus zpusobil nej-
vyrazngj$i pokles produkce VEGF (Obrazek 11).

IS snizovaly metabolickou aktivitu a dalsi funkéni vlastnosti a na bunéénou smrt kme-
novych bunék. Stanovili jsme procento apoptotickych a mrtvych bunék v pfitomnosti tacrolimu,
sirolimu a mykofenoldt mofetilu. Strategie gatovani bunék je znadzornéna na Obrazku 11.
Apoptdza a pocet mrtvych kmenovych bun€k vzrostly po expozici IS (obrazek 12B a C). Siro-
limus mél nejvyssi negativni efekt na apoptéozu bunek (obrazek 12B), zatimco tacrolimus nej-
vice ptsobil na buné¢nou smrt (obrazek 12C).
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Obrazek 11: Vv IS tacrolimu, sirolimu a mykofenolat mofetilu na produkci
cytokinii a ristovych faktorii kmenovych bunék pomoci ELISA. * p < 0,05; **
p <0,01; ¥*p <0,001.
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Obrazek 12: Vliv IS na apoptozu (B) a bunécnou smrt (C) kmenovych bunék.
¥ p <0,01; ¥**p < 0,00.

Diskuze ke studii

V klinické praxi je vyuzivano IS tackrolimu po transplantaci ledviny, srdce a jater v dav-
kach 0,15-0,3, 0,05-0,075 a 0,10-0,2 mg/kg/den, kdy v krvi byly pozorovany koncentrace
tacrolimu 10—15 ng/ml pfi davkovani 0,15-0,2 mg/kg/den. Ve studii Ha a spol. sledovali efekt
tacrolimu na MSC gingivy. V této praci nevedl tacrolimus v testovanych koncentracich v roz-
mezi 0,001 - 10 pg/ml k rozdilim ve Zivotaschopnosti MSC. Pozorovali rozdilnou morfologii
bunék pii koncentraci 100 pg/ml. Vysledky také ukazaly snizenou proliferaci bun€k v koncen-
tracich 10 a 100 pg/ml a bunéény rast byl snizen v pfitomnosti tacrolimu v koncentraci 100
pg/ml (p<0,05) [89]. Z nasSich vysledkd vyplyva, ze jiz koncentrace 0,5 pg/ml zvySovala
apoptotické ucinky a k apoptoze doslo signifikantni u koncentrace 50 pg/ml a vyssi (tacrolimus
p=0,003, sirolimus p=0,027 a mykofenolat mofetil p=0,006).
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V praci tymu DeTemple a spol. hodnotili t€inky mTOR inhibitorti sirolimu a everolimu
na proliferaci, sekreci cytokinti a diferenciaci keratinocytti. Ukazuji, Ze inhibitory mTOR blo-
kuji proliferaci keratinocytll a méni produkei cytokini a cytokeratinu, zejména inhibice mTOR
vede k upregulaci IL-6 a downregulaci CK10 [90]. Nase vysledky poukazovaly vyraznéji na
ucinek tacrolimu na IL-6, vyznamné Uc¢inky sirolimu jsme pozorovali pouze od koncentraci
vyssich nez 500 pg/ml. V praci Greenberger a spol. sledovali zmény vaskulogenniho potencialu
kmenovych bun¢k odvozenych od hemangiomu vlivem mTOR rapamycinu, everolimu a tem-
sirolimu. Z vysledki popisuji vyznamny efekt na ECFC a CD31+ bunky a snizenou vaskulo-
genezi buné¢k pii davce 0,5 mg/kg. Rapamycin (sirolimus) vykazoval vyznamné sniZeni proli-
ferace az u 55% hemangiomovych kmenovych buné¢k a to jiz pfi koncentraci 20 ng/ml. Také
popisuji negativni u¢inek rapamycinu na rast endotelovych prekurzorovych bunék blokovanim
ucinku VEGF a PDGF-1 [91]. Tento nélez koreluje s nasimi vysledky tykajici se VEGF nejen
u sirolimu, ostatni IS méla tento efekt az pti vysokych koncentracich.

Skupina Ren a spol. se zaméfila na vliv tacrolimu na TGF-f u alveoldrnich epitelidlnich
bunkach, kdy popsali inhibici bunék pii 5 pmol/I tacrolimu (26,56 + 4,49 %). Hladiny exprese
TGF-B1, Human Mothers Against Decapentaplegic Homolog 3 (SMAD?3) a tkanovy rlstovy
faktor (CTGF), stejné jako jejich koncentrace v kultivaénim supernatantu, byly vyznamné
downregulovany ve skupiné s tacrolimem ve srovnani se skupinou s paraquatem. Celkové
tacrolimus ovliviloval negativné signalni drahu TGF-B1 a tim bréanil rozvoji plicni fibrozy v
alveolarnich epitelidlnich bunkach [92]. Z nasi prace vyplyva, ze regulace bunéného ristu,
diferenciace, produkce extracelularni matrix a migrace bunék byly ovlivnény prostfednictvim
TGF-p vlivem vSech tii IS a to od koncentraci vyssich 50 ug/ml a v ptipadé¢ mykofenolat mo-
fetilu jiz u koncentraci 0,5 pg/ml.

6.4 Studie 4: Posouzeni vlivu autologni bunécné terapie a standardni lécby
na oxygenaci tkani a syndrom diabetické nohy

V ramci podiatrické problematiky je u pacientli s CLTI zavedena standardni péce o dolni
koncetinu, kterd vSak v mnohych piipadéch neni dostacujici pfi nalezu tézké ischemie. Volba
bunécné terapie pii tomto nalezu je vSak stale velmi diskutovand a komplikované zvazovana.
Je tedy nezbytné jasné potvrdit pozitivni efekt ACT a jeji pfinos pro tuto skupinu pacientti.
Hlavnim cilem této prace tedy bylo nalezeni rozdilu mezi ACT a standardni 1é¢bou (tedy v pii-
padé NO-CLTI konzervativni 1é¢bou) a potvrzeni piinosu buné¢éné terapie na zlepSeni oxy-
genace tkané, jeji hojeni a vnimdani bolesti pacientem.

Ve &étvrté studie jsme se zaméfili na posouzeni efektu ACT oproti standardni revasku-
larizaéni terapii.

Cile ctvrté studie:

Ve studii byl posuzovan efekt ACT oproti konzervativni terapii pomoci zmén TcPO.,
zmén vnimani bolesti a hojeni defektu.

Cilem bylo také zhodnotit vliv terapeutickych metod na vyskyt vysokych amputaci.

Hypotéza studie 4: ACT bude vyznamné u¢innéjsi na parametry ischemie v porovnani
se standardni konzervativni 1é¢bou u NO-CLTI.
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Charakteristika souboru

V této praci jsme se zabyvali posouzenim vysledki mezi t¢innosti standardni 1é€bé (ST)
a autologni bunécné terapie (ACT). Do randomizované studie bylo zatfazeno celkem 40 paci-
entll s diabetem mellitem a NO-CLTTI a rozdéleni do skupiny ACT (n=21) nebo ST (n=19).
Pacienti ve skupiné ST byli déle po 12 tydnech v ptipadé nezlepSeni nalezu 1é¢eni pomoci ACT.
Vstupné byly u probandli hodnoceny zékladni charakteristiky a také posouzen nalez na lécené
dolni koncetiné pomoci klasifikacnich systémi a z podiatrického hlediska (Tabulka 6). Dale
byly hodnoceny vstupni a kontrolni hodnoty TcPO: a poctu vylécenych pacientt po 12 tydnech.
Bolest byla hodnocena pomoci Visual Analogue Scale (VAS). V obou skupinach byly hodno-
ceny Cetnosti amputaci a pteziti bez amputace (AFS).
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Parameter ACT (n=21) ST (n=19) p value
Vék (roky) 69,9+9,7 | 66,2+10,1 0,25
Zenské pohlavi 2(9,5) 2 (10,5) 1,00
Trvani diabetu [roky] 22,0+7,8 22,6 9,2 0,71
HbA1c [mmol/mol] 59,9+13,3 | 58,4+16,7 0,68
Koronarni srde¢ni onemocnéni 15 (71,4) 14 (73,7) 1,00
Hemodialyza 3(14,3) 5(26,3) 0,44
Imunosupresivni terapie 4 (19,0) 4(21,1) 1,00
Diabeticka neuropatie 20 (95,2) 18 (94,7) 1,00
Hypertenze 20 (95,2) 18 (94,7) 1,00
Faktory souvisejici s koncetinami

TcPO, [mmHg] 18,7+9,9 | 21,1+11,4 0,42
Doba trvani viedu/gangrény [mésice] 8,0+4,2 9,4+4,7 0,32
Rezistentni mikrobi 4 (19,0) 4(21,1) 1,00
Osteomyelitida 6 (28,6) 6 (31,6) 1,00
CRP [mg/I] 8,9 (10,1) 20,4+21,1 0,058
Klasifikace dle Rutherforda

4 2(9,5) 1(5,3) 1,00
5 19 (91,5) 17 (89,4) 1,00
6 0(0) 1(5,3) 0,48
Klasifikace Graziani

4 4 (19) 1(5,3) 0,35
5 10 (47,6) 12 (63,2) 0,36
6 6 (28,6) 6(31,6) 1,00
7 1(4,8) 0(0,0) 1,00
WIfl — Klinicky nalez 0,35
3 6 (28,6) 3 (15,8)

4 15 (71,4) 16 (84,2)

WIfl — Defekt 0,81
1 4(19,0) 3(15,8)

2 15 (71,4) 14 (73,7)

3 2(9,5) 2 (10,5)

WIfl — Ischemie 1,00
3 21 (100,0) 19 (100,0)

WIfl — Infekce 0,24
0 11 (52,4) 7 (36,8)

1 9 (42,9) 9 (47,4)

2 1(4,8) 3(15,8)

Tabulka 6: Charakteristika pacientiia ndalezu na dolnich koncetindch.

45




Schéma studie a metody

Prace byla zamétena na skupinu NO-CLTI s nehojicimi se defekty nebo gangrénou s
objektivné prokézanou arterialni okluzi a TcPO2< 35 mm Hg léceni v naSem podiatrickém cen-
tru v letech 2016 az 2019. VSichni pacienti splitujici kritéria pro zafazeni byli diskutovani na
setkani multidisciplinarniho tymu, kde specialisté na péci o nohy (diabetolog, interven¢ni radi-
olog, cévni chirurg a vSeobecny chirurg) rozhodli, zda pacient s CTLI neni kandiddtem na re-
vaskularizaci (CLTI ,,no-option*) a mtize byt zafazen do studie. Po informovaném souhlasu byl
pacient vysetien a podstoupil vySetteni: TcPO,, periferni angiogram, krevni testy (krevni obraz,
CRP, kreatinin), standardni onkologicky screening (nadorové markery, krev ve stolici a gyne-
kologické vysetieni a mamograf u zen), zhodnoceni stavu nohy a vysetfeni o¢niho fundu. Kdyz
pfedscreeningova vySetfeni neodhalila Zadnou kontraindikaci, byla provedena vSechna dalsi
planovand vySetfeni pfed zafazenim do studie: elektrokardiogram, RTG hrudniku a nohy, ul-
trazvuk bficha, testy na poruchy koagulace, rendlni a jaterni testy, volitelny duplexni ultrazvuk
dolni koncetiny (se zaméfenim na infrapoplitedlni tepny) a hematologické vySetreni.

Po vySetfeni nasledovala dvoutydenni doba sledovani a pti nalezu TcPO; na konci to-
hoto obdobi pod 35 mm Hg, byl pacient randomizovan k 1é¢bé ACT v kombinaci se standardni
péci, nebo pouze ke standardni péci. Standardni terapie pacientii s CLTI bez moznosti volby
sestavala z medikace (obvykle antiagregani nebo antikoagulacni 1écba, analgeticka 1écba),
zvladani infekce, odlehéeni a lokalni 1écby diabetické nohy.

Ctyficet pacientil bylo nidhodn& rozdéleno pomoci poéitaové blokové randomizace s
proménlivou velikosti blok do dvou Ié¢ebnych skupin; 21 pacientt bylo ptifazeno k ACT a 19
k ST.

Utinek ACT byl srovnavan s ST po 12 tydnech a pacienti piivodné dostavajici stan-
dardni 1écbu byli nasledné 1é¢eni ACT.

Buné¢né suspenze byla pfipravena standardni procedurou vyroby Advanced Therapy
Medicinal Product v souladu s pokyny Evropské 1ékové agentury a Statniho ustavu pro kontrolu
1é¢iv. Odbér a aplikace ACT byl proveden metodou Harvest, jak je popsano v kapitole 4.1.3.

Ugastnici byli sledovéani v podiatrické ambulanci ve 2., 4. a 12. tydnu s hodnocenim
TcPOz, vyplnénim dotazniku na subjektivnim vnimanim pocitu bolesti a kvalitu Zivota. U dolni
koncetiny bylo posuzovéano hojeni ran, ¢etnost amputaci a nezadouci ptihody.

Hojeni rany (definované jako kompletni reepitelizace rany po dobu minimalné 4 tydnti)
a zména celkové velikosti rany.

Kvalita zivota byla hodnocena dvéma standardizovanymi dotazniky, dimenze EuroQoL-
5 (EQ-5D) a Short-form (36) Health Survey (SF-36), a specidlnim dotaznikem zaméfenym na
bolest pomoci Visual Analogue Scale (VAS, skala 1-10).

Vysledky studie

Mezi studijnimi skupinami nebyl zadny rozdil ve vychozich charakteristikach zahrnuji-
cich vek, pohlavi, kontrolu a trvani diabetu, 1é¢bu a pfitomnost komorbidit, stejné jako parame-
try nohy a ischemie (Tabulka 6). BEéhem prvnich 12 tydnti se TcPO; zvysilo ve skupiné¢ ACT z
20,8 + 9,6 na 41,9 + 18,3 mm Hg (p=0,005), zatimco ve skupin€ ST nedoslo k zadné¢ zméné (z
21,2 £ 11,4 na 23,9 + 13,5 mm Hg). Rozdil v TcPO, ve skupiné¢ ACT oproti skupiné ST byl
21,1 mm Hg (p=0,034) po 12 tydnech. V obdobi od 12. do 24. tydne, kdy ST skupina dostavala
ACT, se TcPO; v této skupiné zvysilo z 20,1 &+ 13,9 na 41,9 £+ 14,8 (p=0,005), pticemz v ACT
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se v tomto obdobi vyznamné neménilo. Ve 24. tydnu nebyl mezi témito dvéma skupinami zadny
vyznamny rozdil v primérném TcPO; (Tabulka 7).

Pozorovali jsme vyznamny rozdil v po¢tu zhojenych defekti mezi skupinami ACT a ST
u pacientt, kteti nepodstoupili amputaci ve 12. tydnu (5/16 [31,3 %] vs. 0/13 [0 %], p= 0,048,
Fishertiv exaktni test). Plocha rany se vyznamné zmensila ve skupiné¢ ACT (z 36,3 + 14,4 na
24,2 + 8,3 mm?2) ve srovnani se skupinou ST (31,9 £ 15,6 az 31,1 + 12,7 mm2) po 12 tydnech
(mira zmensSeni plochy byla 12,1 mm £+ 2 £ 0,2 vs. 0,001). Mezi témito dvéma skupinami nebyl
ve 12. tydnu zadny rozdil v malych a velkych amputacich nebo ¢asu bez amputace.

Frekvence vysokych amputaci (4/20 vs. 4/17) a AFS (16/20 vs. 13/17) se po 12 tydnech
mezi skupinami ACT a ST vyznamné neliSila. AFS byla pocitana pomoci Kaplan-Meierovy
metody bez signifikantniho rozdilu (p = 0,74). Hlavni indikaci pro vysokou amputaci ve sku-
pin¢ ACT byla progrese infekce (3/4 [75 %]); a ve skupiné ST to byla progrese ischemie (3/4
[75 %]) (Obréazek 12).

U pacientd pivodné 1é¢enych ACT doslo béhem prvnich 12 tydnd k vyznamnému sni-
zeni bolesti métené pomoci VAS (z 5,5+£2,5 na 2,3+£2,1, p = 0,002). U pacientl ve skupiné ST
vsak doslo k vyznamnému zvySeni bolesti (z 5,0+2,2 na 5,9+1,7, p = 0,003).

Doslo k vyznamnému zvySeni kvality Zivota 12 tydnli po ACT na EQ-5D ve srovnani s
vychozi hodnotou EQ-5D (z 48,0 + 12,0 na 69,6 + 13,2 %, p < 0,001). Zména kvality Zivota ve
skupiné¢ ST nebyla vyznamna (z 47,1 + 10,2 na 41,8 £ 9,6 %). Pomoci SF-36 skupina ACT
popsala svlij zdravotni stav jako ,,velmi Spatny*“ u 90,5 % na zacatku a pouze u 15 % po 12
tydnech (p< 0,001). Ve skupiné ST se 100 % pacientt citilo jako na zacatku studie, tak po 12
tydnech.

Nezadouci ucinky po ACT byly zaznamenany u malého poctu tcastnikli: krvaceni po
trepanaci kostni dfen¢ u 1 pacienta (5 %) a docasné zhorSeni otoku koncetiny po injekci bu-
nécné suspenze u 1 ucastnika (5 %).

Nejprve standardni terapie (ST) Nejprve autologni bunééna terapie (ACT)
Tyden n pramér + sd n primér + sd
0 19 21,1£11,4 21,00 18,7+9,9
4 17 22,7+17,2 20,00 35,5+17,5
12* 13 20,1 £ 13,9 16,00 419+ 183
24 13 41,9+ 14,8 15,00 44,7 £ 14,2

Tabulka 7: Priibeh hodnot TcPO:. *Pacienti ve skupiné ST dostavali ACT ve

12. tydnu.
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Obrazek 12: Srovnani preziti bez amputace s 95% intervaly spolehlivosti.
Modra barva predstavuje skupinu piivodne léecenou ACT, oranzova predsta-
vuje skupinu piivodné na standardni terapii.
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Diskuze ke studii

Nase studie prokéazala po 3 mésicich vyznamny vzestup TcPO2, sniZeni bolesti a zlepSeni
hojeni ran u pacientil 1écenych ACT oproti konzervativni 1é¢be, vyznamny rozdil v AFS jsme
vSak nepozorvali. V praci Rodriguez a spol. sledovali pozitivni efekt bunécné terapie na TcPO.,
kdy pouzili BMMNC (30.43 mm Hg=+25.65 p < 0,05) a Whartonova rosolu
(59.67 mmHg + 16.05, p< 0,05) [95]. Nase vysledky popisuji obdobnou elevaci TcPO, béhem
prvnich 12 tydnd ve skupiné¢ ACT z 20,8 £ 9,6 na 41,9 = 18,3 mm Hg (p=0,005). Hodnoty
TcPO; stouply také v metaanalyze Sun a spol. (MD 4.23, 95% CI 1.82 to 6.65, coz potvrzuje i
nalez nasi prace [75]. Rozsahla prace Lawall a spol. hodnotici vysledky studii vyuzivajici PBPC
1 BMMNC popisuje také vzestup TcPO: oproti kontrolnim skupinam [93].

Metatanalyza Dong a spol. zhodnotila 10 studii zaméfenych na buné¢nou terapii s pozi-
tivnimi vysledky v rychlosti hojeni defektli a také zmensSeni plochy defektii ve prospéch sku-
piny bunécné 1é€by [94]. I nase vysledky ukazaly signifikantni rozdil v po¢tu zhojenych defektt
ve skupiné ACT oproti kontrolni skupiné (31,3 % vs. 0 %, p= 0,048).Studie Sun a spol. ve své
metaanalyze popsala také pozitivni efekt ACT na hojeni defektli oproti kontrolnim skupindm
(76 vs. 34%, p< 0,001) [75]. Prace tymu Rodriguez a spol., ve které podavali Whartontv rosol
a kostni dfent do periadventicialni oblasti arterii u CLTI skupin, popsali zlepSeni ndlezu defektt
hodnocené Rutherford klasifikaci jiz prvni mésic po 1é€b¢ s efektem az do 12 mésict po apli-
kaci oproti placebo skupiné (p< 0,05). Déle bylo v této praci popsano rychlejsi hojeni defekta
(53.02+£40.85% a 68.86+43.23%) oproti placebu. Také hodnotili vnimani bolesti pomoci
VAS skorovaciho systému a popsali vyznamné snizeni vnimané bolesti jiz 1 mésic po aplikaci,
ale 1 v pribéhu kontrol 3.,6. a 12. mésic oproti placebu (p< 0,05) [95].

Také metaanalyza Sun a spol. se zabyvala vnimanim bolesti. Vysledky ukazaly delsi
interval bezbolestné chiize (MD 220.79, 95% CI 82.10 to 359.48) a také snizeni klidové bolesti
(MD — 1.94, 95% CI — 2.50 to — 1.39). Pozitivni efekt bunécné terapie na vnimani bolesti
hodnotili také v jiz zminéné praci Lawall a spol. [93]. Vnimani bolesti bylo u nasich vysledka
také zlepSeno po ACT za 12 tydni (p = 0,002). Naopak ve skupiné ST popsali pacienti vy-
znamné zhorSeni bolesti (p = 0,003).

Dale doslo k vyznamnému zvyseni kvality zivota 12 tydnt po ACT na EQ-5D ve srov-
nani s vychozi hodnotou EQ-5D (z 48,0 £ 12,0 na 69,6 + 13,2 %, p <0,001) oproti ST skuping.
Prace Rodriguez a spol. se zam¢fila také na hodnoceni pomoci EQ-5D a zhodnotili zlepSeni
kvality zivota po aplikaci BMMNC i MSC z Whartonova rosolu (p< 0,05) [95]. V ndmi prova-
déné studii jsme také pozorovali zlepSeni zdravotniho stavu hodnoceného SF-36 jiz po 12 tyd-
néch po ACT (p< 0,001). Prace Zhu a spol. hodnotila ti¢inek MSC ziskanych z pupecnikové
krve a aplikovanych intraven6zné u kiehkych geriatrickych pacientt (p< 0,042) jiz tyden po
aplikaci a 1 v dal$ich kontrolach [96].
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7 Zavér a shrnuti diserta¢ni prace

V této kapitole budou shrnuty vysledky jednotlivych hodnocenych studii.

Posouzeni tfi metod vyuZivajicich bunécnou terapii k 1é¢bé chronické koncetinu
ohroZujici ischemie u diabetikii

Tato prace ukézala, Ze je v souc¢asné dobé mozné pro bunécnou terapii v klinické praxi
pouzit rizné zdroje kmenovych bunék, jejich zpracovani a pfipadné moznosti podani. V nasi
studii jsme se zamé&fili na intramuskularni podani autolognich bunék, které byly zpracovany
odliSnymi metodami. Z naSich vysledkl vyplyva, Ze vSechny tfi izolaéni metody mély stejné
vyznamny vliv na vzestup TcPO». Nebyl v§ak pozorovan rozdil mezi slozenim bunééného pro-
duktu ani ve spojitosti s efektem jednotlivych metod zpracovani.

Nase vstupni hypotéza tedy byla potvrzena jelikoZ jsme nepozorovali vyznamny rozdil
u riznych medod zpracovani kmenovych bun¢k aplikovanych do ischemického svalu diabetik.

Faktory ovliviiujici vyskyt vysokych amputaci u pacientii s s diabetickymi chronic-
kymi defekty po autologni bunééné terapii

Z vysledki této studie vyplyva, Ze mezi vyznamné rizikové faktory vysoké amputace u
pacientli s CLTI po ACT patii vyssi hladina CRP, mutace genu pro MTHFR s heterozygotnimi
a homozygotnimi polymorfismy 1298 a koufeni. Dale byl u amputovanych pacientt sledovan
nizsi vzestup TcPO; oproti neamputovanym probandiim. Diky témto vysledkiim je vhodné
v klinické praxi vySetfovat pacienty s CLTI na protrombofilni mutace a zavést v€asné spravnou
anitrombotickou terapii, adekvatné 1é€it infekci a tim snizit riziko infekénich komplikaci u de-
fekt dolni koncetiny. Déle je klicové edukovat pacienta o nutnosti ukon¢it rizikové chovani
uzivanim tabaku a ptipadné doporucit postupy odvykani. Stran hypotézy druhé studie bylo po-
tvrzeno, Ze tize vstupni infekce méla vyznamny negativni vliv na vyvoj vysledku terapie, ale
ptekvapive jsme nepozorovali negativni vliv tize vstupni ischemie na uc¢inek ACT.

Vliv imunosupresivnich latek na funkéni vlastnosti kmenovych bunék

Tato prace popsala jednotlivé subpopulace kmenovych bunék, pfi¢emz nejvyznamng;jsi
zastoupeni mély MAC a MSC buiiky. Déle byl zjiStén negativni efekt IS u vSech tii pouZzitych
1é¢iv a to v konkrétnich koncentracich, coz je mozné déle aplikovat do klinické praxe u trans-
plantovanych pacientl indikovanych k ACT. Byla také pozorovana zménénd exprese genil imu-
noregulacnich molekul a to pfedevsim u COX2, IDO, PD-L1, TGF-B a iNOS tacrolimem a u
iNOS i sirolimem. Produkce cytokint HGF, VEGF, CCL2, IL-8 a IL-6 byla vyznamn¢ snizena
vSemi pouzitymi IS. Imunosupresivni terapie dale zvySovala vyskyt apoptozy bunék, pfi¢emz
nejvyznamnéjsi vliv mél sirolimus, ale i tacrolimus zptisoboval buné¢nou smrt.

Byla tedy potvrzena naSe hypotéza, Ze vyssi koncentrace IS maji vyznamné hors$i nega-
tivni efekt na funkéni vlastnosti kmenovych bunck. Obecné lze fici, Ze toxick4 koncentrace IS
na BMMNC je nad 50 pg/ml.
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Posouzeni vlivu autologni bunééné terapie a standardni 1é¢by na oxygenaci tkani a
syndrom diabetické nohy

Z vysledki této prace vyplyva, ze zavedeni ACT do terapie NO-CLTI pacienti ma vy-
znamny efekt na zlepSeni oxygenace tkdni, zvySeni poctu zhojenych defektti a zmenSeni plochy
rany oproti standardni péci. Pacienti 1éceni ACT také subjektivné popisovali snizeni vnimané
bolesti a zlepSeni kvality zivota v pribéhu celého obdobi kontrol po aplikaci bunécné terapie.

Piesto jsme nepozorovali mezi skupinami rozdil v prvnich tfech mésicich ve vyskytu
vysokych amptuaci. Pouze jsme vyhodnotili rozdil v indikaci k vysoké amputaci, kdy hlavnim
diivodem amputace byla v ACT skupin¢ infekce, kdezto s ST skupiné progrese ischemie. Po-
tvrdili jsme naSi hypotézu, ze ACT je efektivni metodou v pfipadé¢ tézké ischemie dolnich kon-
Cetin diabetikl a je vyznmang U¢inngjsi nez standardni konzervativni 1é¢ba NO-CLTI.

51



Konflikt zajmu

Prohlasuji, ze nemam zadné konkurencni finan¢ni ani jiné vztahy s Zadnou organizaci,
kterd by mohla mit zdjem na pfedlozené praci v predchozich péti letech.

8 Podékovani

V prvni fad€ musim své pod€kovani vyjadrit svému skoliteli doc. MUDr. Michalu Dub-
skému, Ph.D., FRSPH, MBA, ktery mi byl béhem mé pracovni a védecké cesty skvélym men-
torem a radcem. Pod jeho vedenim bylo mé postgradudlni studium vedeno na vysoké védecké
urovni a vysledky mych védeckych praci byly pozitivné hodnoceny mezi védeckymi pracov-
nimi na svétové urovni. Jsem vdécna za jeho podporu v realizaci mych névrhil na jiné sméfo-
vani naSich studii a ochotu se na kazdém projektu podilet.

Také bych rada pod¢kovala prof. MUDr. Martinu Haluzikovi, DrSc. a doc. MUDr. Pe-
teru Girmanovi, Ph.D, za mozZnost pracovat v klinické praxi a také védecké praci na Spickovém
pracovisti Kliniky Centra diabetologie IKEM.

M¢ dalsi podekovani bych rada sméfovala k mym kolegiim doc. MUDr. Vladimire Fej-
farové, Ph.D. MUDr. Robertu Bémovi, Ph.D., MUDr. Veronice Woskové, MUDr. Radce Jaro-
Sikové a MUDr. Karolu Sutorisovi, Ph.D. za pomoc v péci o podiatrické pacienty a dale spolu-
praci na védeckych studiich.

Toto podékovani bych také rada vénovala podiatrickym sestram Jitce Danielové, DiS.,
Hané Tibenské, Markété Kopecké a Marté Kiizové za jejich vyznamnou spolupraci v klinicé i
védecké praci.

V neposledni fad¢ bych velice rdda pod€kovala své roding, predevsim rodictim za dlou-
holetou podporu ve studiu a mému manzelovi a détem za pochopeni, neutuchajici oporu a mo-
tivaci k dalsi praci.

52



9 Prehled publikaci

Clinky publikované v impaktovanych Easopisech

1. Husakova J, Bem R, Jirkovska A, Nemcova A, Fejfarova V, Sutoris K, Kahle M, Jude
EB, Dubsky M. Comparison of Three Methods for Preparation of Autologous Cells for
Use in Cell Therapy of Chronic Limb-Threatening Ischemia in People with Diabetes.
International Journal of Lower Extremity Wounds. 2022 Apr 24:15347346221095954.
doi: 10.1177/15347346221095954. ISSN 1534-7346. eISSN 1552-6941. IF 2,057 z .
2020. Q3,

2. HusakovaJ, Bem R, Fejfarova V, Jirkovska A, Woskova V, JaroSikova R, Lovasova V,
Jude EB, Dubsky M. Factors Influencing the Risk of Major Amputation in Patients with
Diabetic Foot Ulcers Treated by Autologous Cell Therapy. Journal of diabetes re-
search. 2022 Apr 11;2022:3954740. doi: 10.1155/2022/3954740. ISSN 2314-6745. e-
ISSN 2314-6753. 1F 4,011. Q2

3. Husakova J, Echalar B, Kossl J, Palacka K, Fejfarova V, Dubsky M. The Effects of
Immunosuppressive Drugs on the Characteristics and Functional Properties of Bone
Marrow-Derived Stem Cells Isolated from Patients with Diabetes Mellitus and Periph-
eral Arterial Disease. Biomedicines. 2023 Jun 30;11(7):1872. doi: 10.3390/biomedi-
cines11071872. PMID: 37509511; PMCID: PMC10377428. IF 3,9 zr.2023

4. Dubsky M., Jirkovska, A., Bém R., Némcova, A., Fejfarova, V., Hazdrova, J., Sutoris,
K., Chlupac, J., Skibova, J., Jude, EB. Impact of severe diabetic kidney disease on the
clinical outcome of autologous cell therapy in people with diabetes and critical limb
ischaemia. Diabetic medicine. 2019, 36(9), 1133-1140. ISSN 0742-3071. e-ISSN 1464-
5491. IF 3,083. Q3

5. Dubsky, M., gedivy, P., Némcova, A., Drobny, M., Hazdrov4, J., Fejfarova, V., Bém,
R., Jirkovska, A., Dezortova, M., Hajek, M. Clinical and( 31)P magnetic resonance
spectroscopy characterization of patients with critical limb ischemia before and after
autologous cell therapy. Physiological research. 2019, 68(4), 559-566. ISSN 0862-
8408. e-ISSN 1802-9973. IF 1,655. Q4

6. Dubsky, M., Fejfarova, V., Bém, R., Jirkovska, A., Némcova, A., Sutoris, K., Husdkova,
J., Skibova, J., Jude, EB. Main Factors Predicting Nonresponders to Autologous Cell
Therapy for Critical Limb Ischemia in Patients With Diabetic Foot. Angiology [online].
2021 Mar 30:33197211005614. [cit. 2021-04-16]. doi: 10.1177/00033197211005614.
ISSN 0003-3197. eISSN 1940-1574. IF 3,619 zr. 2020. Q3

7. Dubsky M, Husékova J, Sojakova D, Fejfarova V, Jude EB. Cell Therapy of Severe
Ischemia in People with Diabetic Foot Ulcers-Do We Have Enough Evidence? Mol
Diagn Ther. 2023 Nov;27(6):673-683. doi: 10.1007/s40291-023-00667-w. Epub 2023
Sep 22. PMID: 37740111; PMCID: PMC10590286. 4,1 z r. 2023

8. Pysna, A., Bém, R., Némcova, A., Fejfarova, V., Jirkovska, A., Hazdrova, J., Jude, EB.,
Dubsky, M. Endothelial progenitor cells biology in diabetes mellitus and peripheral ar-
terial disease and their therapeutic potential. Stem cell reviews and reports. 2019, 15(2),
157-165. ISSN 1550-8943. e-ISSN 1558-6804. IF 4,697. Q1

53



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Fejfarova, V., Pavly, J., Bém, R., Woskova, V., Dubsky, M., Némcova, A., Jirkovska,
A., Sixta, B., Sutoris, K., Thieme, F., Armstrong, DG., Vratn4, E., Hazdrova, J., Lanska,
V. The superiority of removable contact splints in the healing of diabetic foot during
postoperative care. Journal of diabetes research. 2019, 2019(15 September), art. no.
5945839. ISSN 2314-6745. e-ISSN 2314-6753. IF 2,965. Q3

Fejfarova V, Jarosikova R, Poldk J, Sommerova B, Husékova J, Woskova V, Dubsky
M, Tima P. Microdialysis as a tool for antibiotic assessment in patients with diabetic
foot: a review. Front Endocrinol (Lausanne). 2023 Apr 17;14:1141086. doi:
10.3389/fend0.2023.1141086. ISSN 1664-2392. eISSN 1664-2392. IF 6,055 z . 2021.
Q1

Fejfarova V, Matuska J, Jude E, Pithova P, Fleka¢ M, Roztocil K, Woskova V, Dubsky
M, Jirkovska A, Bém R, Husékova J, Lanskd V. Stimulation TcPO2 Testing Improves
Diagnosis of Peripheral Arterial Disease in Patients With Diabetic Foot. Frontiers in
Endocrinology (Lausanne). 2021 Dec 10;12:744195. doi: 10.3389/fendo.2021.744195.
ISSN 1664-2392. eISSN 1664-2392. IF 5,555 zr. 2020. Q1

Fejfarova V, Bielikova J, Voska L, Diamantova D, Dubsky M, Woskova V, Bém R,
Husakova J, Vratna E, Jirkovska A. Verrucous Skin Lesions on the Feet in Diabetic
Neuropathy in the Context of Podiatric Practice - Our Pilot Experiences. Acta Derma-
tovenerol Croat. 2022 Jul;30(1):49-53. PMID: 36153719. IF1,054

Fejfarova V, Jarosikova R, Antalova S, Husakova J, Woskova V, Beca P, Mrazek J,
Tama P, Polak J, Dubsky M, Sojadkova D, Lanské V, Petrlik M. Does PAD and micro-
circulation status impact the tissue availability of intravenously administered antibiotics
in patients with infected diabetic foot? Results of the DFIATIM substudy. Front Endo-
crinol (Lausanne). 2024 May 7;15:1326179. doi: 10.3389/fend0.2024.1326179. PMID:
38774229; PMCID: PMC11106387. IF 3,82 z 1.2023

Vratna E, Husakova J, Kralova K, Kratochvilovéa S, Girman P, Saudek F, Dubsky M,
Bém R, Woskova V, Jirkovska A, Dad'ova K, Varekova J, Lanska V, Fejfarova V. In-
cidence and Risk Factors of Diabetic Foot Syndrome in Patients Early After Pancreas
or Kidney/Pancreas Transplantation and its Association with Preventive Measures. /n-
ternational Journal of Lower Extremity Wounds. 2021 Nov 1:15347346211052155. doi:
10.1177/15347346211052155. ISSN 1534-7346. eISSN 1552-6941. IF 2,057 z r. 2020.
Q3

Vratna E, Husdkova J, Jarosikova R, Dubsky M, Woskova V, Bém R, Jirkovska A,
Kralova K, Pyskova B, Lanska V, Fejfarova V. Effects of a 12-Week Interventional
Exercise Programme on Muscle Strength, Mobility and Fitness in Patients With Dia-
betic Foot in Remission: Results From BIONEDIAN Randomised Controlled Trial.
Front Endocrinol (Lausanne). 2022 Jul 5;13:869128. doi: 10.3389/fendo.2022.869128.
PMID: 35865313; PMCID: PM(C9294221. IF 3,519

Lovasova V, Bem R, Chlupac J, Dubsky M, Husakova J, Nemcova A, Fronek J. Animal
experimental models of ischemic wounds - A review of literature. Wound Repair and
Regeneration. 2022 Feb 9. doi: 10.1111/wrr.12996. ISSN 1067-1927. eISSN 1524-
475X.1F 3,617 z 1. 2020. Q2

Sechovcova H, Mahayri TM, Mrazek J, Jarosikova R, Husakova J, Woskova V, Fejfa-
rova V. Gut microbiota in relationship to diabetes mellitus and its late complications
with a focus on diabetic foot syndrome: A review. Folia Microbiol (Praha). 2024
Apr;69(2):259-282. doi: 10.1007/s12223-023-01119-y. Epub 2023 Dec 14. PMID:
38095802, IF 2,4 z.r. 2024

54



18.

19.

Jarosikova R, Roztocil K, Husdkova J, Dubsky M, Bém R, Woskova V, Fejfarova V.
Chronic Venous Disease and Its Intersections With Diabetes Mellitus. Physiol Res.
2023 Jul 14;72(3):280-286. doi: 10.33549/physiolres.935033. PMID: 37449742;
PMCID: PMC10668996, IF 1,94 z.r.2023

Sojakova D, Husakova J, Fejfarova V, Nemcova A, Jarosikova R, Kopp S, Lovasova
V, Jude EB, Dubsky M. The Use of Autologous Cell Therapy in Diabetic Patients with
Chronic Limb-Threatening Ischemia. Int J Mol Sci. 2024 Sep 23;25(18):10184. doi:
10.3390/ijms251810184. PMID: 39337669; PMCID: PMC11431855.1F 5,6 z r. 2022,

Ql

Clanky publikované v tuzemskych casopisech

. Husakova J, Sochorova K, Fejfarova V, Dubsky M. Zachyt, vySetfeni a terapie sexual-

nich dysfunkci u pacientd s diabetem [Detection, examination and therapy of sexual
dysfunctions in patients with diabetes]. Vnitr Lek. 2022 Fall;68(E-3):18-21. Czech.
PMID: 36208914

Bém R, Dubsky M, Fejfarova V, Husakova J, Woskova V. Technologie v terapii syn-
dromu diabetické nohy. Farmakoterapeuticka revue 2020;1(1):52-56

Bém R, Pithova P, Dubsky M, Fejfarova V, Husakova J, Koliba M. Organizace péce o
pacienty se syndromem diabetické nohy v Ceské republice. DMEV 2020; 23(1):11-17
Bém R, Dubsky M, Fejfarovd V, Husékova J, Woskova V. Diabetic foot. Vnitr Lek.
2020 Spring;66(2):92-97

Fejfarova V, Bém R, Dubsky M, Woskova V, Némcova A, Husakova J, Jirkovska A.
Novinky v angiologii. Lécba ran 2020; 7(2):4-8

Prednasky s publikovanymi abstrakty v zahranict

Hazdrova J, Bem R, Nemcova A, Fejfarova V, Jirkovska A, Woskova V, Sutoris K,
Thieme F, Dubsky M. Asessment of Systemic Vasculogenesis After Autologous Cell
Therapy of Ischemic Diabetic Foot (Abstract). ISDF Abstract Book 2019; 8(07.2):15
8th International Symposium on the Diabetic Foot, Haag, Holandsko, 22. - 25. 5. 2019
Husakova J, Bem R, Nemcova A, Fejfarova V, Jirkovska A, Dubsky M. Does Cell The-
rapy Improve the Quality of Life of Patients with Cronic Limb-Threatening Ischemia?
A Randomized Controlled Trial (Abstract). Diabetes 2020;69(Suppl1):221-OR

80th Scientific Sessions American Diabetes Association, Chicago, USA, 12. - 16. 6.
2020

Husakova J, Bém R, Fejfarova V, Jirkovskd A, Woskova V, Jarosikova R, Dubsky M.
Factors influencing the risk of major amputation of patients with diabetic foot dis-
ease treated by autologous cell therapy (Abstract). DFSG Abstract Book 2021;
17(1):0P28

17th Scientific Meeting of Diabetic Foot Study Group, virtual, 24. - 25. 9. 2021
Husakova J, Echalar B, Bem R, Jarosikova J, Fejfarova V, Jirkovska A, Kossl J, Holan
V, Dubsky M. Impact of immunosuppressive drugs on the metabolic activity and func-
tional properties of stem cells isolated from the bone marrow of diabetic patients (Abs-
tract). Diabetologia 2021;64(Suppl1):576

57th Annual Meeting of the European Association for the Study of Diabetes, Virtual
Meeting, 27. 9. - 1. 10. 2021

55



10.

11.

12.

Husakova J, Echalar B, Bem R, JaroSikova R, Fejfarova V, Jirkovska A, Kossl J, Pa-
lacka K, Dubsky M, Holai V. Does the immunosuppresive treatment reduce the healing
potential of stem cells separated from bone marrow of diabetic patients? (Abstract).
EWMA Abstract Book 2022;22(1):S169

32nd European Wound Management Association, Pafiz, Francie, 23. —25. 5. 2022
Husakova J, Bém R, Jirkovska A, Woskova V, Jarosikova R, Fejfarova V, Dubsky M.
The major amputation risk stratification using diabetic foot ulcer classificatios in pa-
tients with critical limb-threatening ischemia after autologous stem cell therapy (Abs-
tract). DFSG Abstract Book 2022; 18(1):58

18th Scientific Meeting of Diabetic Foot Study Group, Bratislava, Slovensko 16. - 18.
9.2022

Dubsky M, Bem R, Jirkovskd A, Nemcova A, Hazdrové J, Fejfarova V, Woskova V,
Sutoris K, Thieme F, Skibova J. Impact of Severe Diabetic Kidney Disease on the Effect
of Autologous Cell Therapy in Diabetic Paitents with Chronic Limb-Threatening Ische-
mia (Abstract). ISDF Abstract Book 2019; 8§(07.1):16

8th International Symposium on the Diabetic Foot, Haag, Holandsko, 22. - 25. 5. 2019
Dubsky M, Bem R, Nemcova A, Husakova J, Fejfarova V, Jirkovska A, Sutoris K.
Comparison of the Impact of Autologous Cell Therapy and Conservative Treatment on
Chronic Limb-Threatening Ischemia in Patients with Diabetic Foot: A Randomized
Controlled Trial (Abstract). Diabetes 2020;69(Suppl1):219-OR

80th Scientific Sessions American Diabetes Association, Chicago, USA, 12. - 16. 6.
2020

Dubsky M, Husékova J, Bém R, Fejfarova V, Jirkovska A, JaroSikova R, Woskova V.
Impact of Global Limb Anatomic Staging System on the indication of cell therapy in
diabetic patients with no-option chronic limb-threatening ischemia (Abstract). DFSG
Abstract Book 2021; 17(1):0P04

17th Scientific Meeting of Diabetic Foot Study Group, virtual, 24. - 25. 9. 2021
Dubsky M, Husakova J, Bem R, Fejfarova V, Jarosikova J, Jirkovskd A, Woskova V.
Long-term outcomes of autologous cell therapy, angioplasty and conservative therapy
in patients with chronic limb-threatening ischemia and diabetes (Abstract). Diabetologia
2021;64(Suppl1):197

57th Annual Meeting of the European Association for the Study of Diabetes, Virtual
Meeting, 27. 9. - 1. 10. 2021

Dubsky M, Husdkova J, Bem R, Fejfarova V, Jirkovska A, JaroSikova R, Sutoris K,
Woskova V. Impact of autologous cell therapy on wound healing in diabetic patients
with chronic limb-threatening ischemia. A randomized controlled trial (Abstract).
EWMA Abstract Book 2022;22(1):S183

32nd European Wound Management Association, Pafiz, Francie, 23. — 25. 5. 2022
Dubsky M, Husakova J, Neskudla T, Bém R, Fejfarova V, Jirkovska A, Jarosikova R,
Rezaninova L, Woskova V. One-year hospitalization data and follow-up of discharged
patients - outcomes from level 3 foot centre (Abstract). DFSG Abstract Book 2022;
18(1):38

18th Scientific Meeting of Diabetic Foot Study Group, Bratislava, Slovensko 16. - 18.
9.2022

56



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Dubsky M, Bem R, Jirkovskd A, Nemcova A, Hazdrové J, Fejfarova V, Woskova V,
Sutoris K, Thieme F, Skibova J. Impact of Severe Diabetic Kidney Disease on the Effect
of Autologous Cell Therapy in Diabetic Patients with Chronic Limb-Threatening Ische-
mia (Abstract). ISDF Abstract Book 2023; 8(07.1):16

9th International Symposium on the Diabetic Foot, Haag, Holandsko, 10. - 13. 5. 2023
Dubsky M, Sojakova D, Husakové J, Fejfarova V, Jarosikova R, Kopp S, Némcova A,
Sutoris K, Woskova V. Cell subpopulations responsible for revascularization effect dur-
ing therapeutic arteriogenesis of ischemic limbs in people with diabetes (Abstract).
RMSC Abstract Book 2024;14(1):019 BIT’s 14th World Congress of Regenerative
Medicine & Stem Cells 2024, Nagoya, Japonsko, 22. - 24. 4. 2024

Dubsky M. Husakova J, Sojakova D, Fejfarova V, JaroSikova R, Némcova A, Lovasova
V, Sutoris K, Woskova V. Efficacy of autologous cell therapy in the treatment of chro-
nic limb-threatening ischaemia in people with diabetes: a randomised controlled trial
(Abstract). Diabetologia 2023;66(S16)

59th Annual Meeting of the European Association for the Study of Diabetes, Hamburg,
Némecko, 2. - 6. 10. 2023

Bém R, Woskova V, Fejfarova V, Teyssler P, Jarosikova R, Husdkova J, Sutoris K,
Sixta B, Dubsky M. Audit of active Charcot feet: characteristics, treatment outcomes
and complications (Abstract). DFSG Abstract Book 2021; 17(1):0OP08

17th Scientific Meeting of Diabetic Foot Study Group, virtual, 24. - 25. 9. 2021
Fejfarova V, Vratna E, Husakova J, Kratochvilova S, Girman P, Saudek F, Dubsky M,
Bém R, Woskova V, , Jirkovska A, JaroSikova R, Lanska V. Incidence and risk factors
of diabetic foot disease in patients early after pancreas or simultaneous pancreas and
kidney transplantation (Abstract). DFSG Abstract Book 2021; 17(1):0P20

17th Scientific Meeting of Diabetic Foot Study Group, virtual, 24. - 25. 9. 2021
Fejfarova V, Jarosikova R, Husdkova J, Woskova V, Fialova M, Krupickova L, Mrazek
J, Novékova I, Tima P, Polak J, Jirkovska A, Dubsky M, Bém R, Lansk4 V. Tissue
availability of intravenously administered antibiotics in patients with infected diabetic
foot ulcers in the context of PAD and microcirculation status — pilot data (Abstract).
DFSG Abstract Book 2022; 18(1):57

18th Scientific Meeting of Diabetic Foot Study Group, Bratislava, Slovensko 16. - 18.
9.2022

Jarosikova R, Husékova J, Dubsky M, Bém R, Jirkovskd A, Woskova V, Lanska V,
Fejfarova V. Small artery disease and its possible impact on diabetic foot ulcers out-
comes and microcirculation - a pilot study. (Abstract). DFSG Abstract Book 2021;
17(1):TOPSORALS

17th Scientific Meeting of Diabetic Foot Study Group, virtual, 24. - 25. 9. 2021
Jarosikova R, Turza P, Adla T, Husdkova J, Dubsky M, Bem R, Jirkovska A, Woskova
V, Fejfarova V. A pilot study — healing of diabetic foot ulcers, microcirculation status
and their possible correlate with small artery disease (Abstract). EWMA Abstract Book
2022;22(1):S184

32nd European Wound Management Association, Pafiz, Francie, 23. — 25. 5. 2022

57



21. Dubsky M. Huséakova J, Sojakova D, Fejfarova V, Jarosikova R, Némcova A, Lovéasova
V, Woskovéa V. Comparison of autologous cell therapy with conservative treatment in
people with chronic limb-threatening ischemia and diabetes. A randomised controlled
trial (Abstract). D&CVD Abstract Book 2024;16(14)
16th Annual International Conference of the D&CVD Study Group, Praha, 29. —31. 5.
2024

Postery s publikovanymi abstrakty v zahranici

1. Hazdrova J, Bém R, Némcova A. Fejfarova V, Jirkovskd A, Woskova V, Dubsky M.
Does foot infection influence the effect of autologous cell therapy on ischemic diabetic
foot ulcers? (Abstract). IDF Abstract Book 2019. 25(1):0P-0117
25th International Diabetes Federation Congress, Busan, Jizni Korea, 2. — 6. 12. 2019

2. Husakova J, Bem R, Némcova A, Fejfarova V, Jirkovska A, Woskovéa V, Dubsky M.
Impact of osteomyelitis on the clinical outcome of autologous cell therapy in patients
with diabetic foot disease and severe ischemia (Abstract). DFSG Abstract Book 2020;
16(1):P37
16th Scientific Meeting of Diabetic Foot Study Group, Virtual Meeting, 18. - 20. 9.
2020

3. Dubsky M, Némcova A. Jirkovska A, Bém R, Fejfarova V, Hazdrova J, Sutoris K. Can
inherited thrombophilia influence the effect of autologous cell therapy in patients with
ischemic diabetic foot? (Abstract). IDF Complications Abstract Book 2018; 1(1):P-019
Ist International Diabetes Federation Complications Congress, Hyderabad, Indie, 25. —
27.10.2018

4. Dubsky M, Ogurtsova K, Jirkovskd A, Bém R, Némcova A. Hazdrova J, Fejfarova V,
Icks A, Morbach S. Comparison of diabetic foot ulcer recurrence over a 15-year follow-
up period in Czech and German diabetic foot centers (Abstract). IDF Abstract Book
2019. 25(1):0P-0115
25th International Diabetes Federation Congress, Busan, Jizni Korea, 2. — 6. 12. 2019

5. Dubsky M, Bem R, Husékova J, Némcova A, Fejfarova V, Jirkovska A, Woskova V.
Comparison of the impact of autologous cell therapy on tissue oxygen supply and course
of the diabetic foot in patients witch chronic limb-threatening ischemia. A randomized
controlled trial. (Abstract). DFSG Abstract Book 2020; 16(1):P72
16th Scientific Meeting of Diabetic Foot Study Group, Virtual Meeting, 18. - 20. 9.
2020

6. Dubsky M, Bém R, Némcova A, Fejfarova V, Husakova J, Jirkovska A, Woskova V.
Impact of immunosuppressive therapy on healing and clinical course of diabetic foot
ulcers (Abstract). Diabetologia 2020;63(Suppl1):859
56th Annual Meeting of the European Association for the Study of Diabetes, Virtual
Meeting, 21. - 25. 9. 2020

7. Dubsky M, Husakova J, Fejfarova V, Sutoris K, Sojakova D, JaroSikova R, Kahle M. Is
it reasonable to treat infected diabetic foot ulcers by autologous cell therapy in patients
with severe ischemia? (Abtract). Diabetes 2023;72(Suppl. 1):511-P.
83rd Scientific Sessions American Diabetes Association, San Diego, USA, 23. — 26. 6.
2023

58



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Bem R, Dubsky M, Fejfarova V, Husdkova J, Woskova V. Lessons from podiatric care
during the COVID-19 pandemic (Abstract). DFSG Abstract Book 2020; 16(1):P41
16th Scientific Meeting of Diabetic Foot Study Group, Virtual Meeting, 18. - 20. 9.
2020

Bem R, Husakova J, Dubsky M, Jarosikova R, Fejfarova V, Woskova V. Ambulatory
negative pressure wound therapy in patients with diabetic foot (Abstract). DFSG Abs-
tract Book 2022; 18(1):70

18th Scientific Meeting of Diabetic Foot Study Group, Bratislava, Slovensko 16. - 18.
9.2022

Fejfarova V, Matuska J, Pithova P, Fleka¢ M, Roztocil K, Woskova V, Dubsky M, Bém
R, Hazdrova J, Jirkovska A, Lanska V. Does stimulation testing performer during
TcPO2 measurement improve the diagnosis arterial disease, especially its latent form,
in patients with diabetic foot? A multicenter trial (Abstract). [UA Abstract Book
6(1):107

European Society for Vascular Medicine, International Union of Angiology Eurochap
2019, Lublan, Slovinsko, 10. —12. 10. 2019

Fejfarova V, Vratna E, Husakova J, Veleba J, Dubsky M, Woskova V, Bém R, Jirkovska
A, Lanskd V. Effect of a 12-week interventional exercise programme on the fitness,
biomechanics and safety in patients with diabetic foot in remission: the Bionedian ran-
domized controlled trial (Abstract). DFSG Abstract Book 2020; 16(1):P11

16th Scientific Meeting of Diabetic Foot Study Group, Virtual Meeting, 18. - 20. 9.
2020

Fejfarova V, Jarosikova R, Husdkova J, Woskova V, Mihalova V, Poldk J,Ttima P, Jir-
kovskéd A, Dubsky M, Bém R, Mrazek J. MICRODIALYSIS TECHNIQUES IN DIA-
BETIC FOOT SYNDROME — FIRST EXPERIENCES (DFIATIM STUDY). ATTD
2021 Virtual konference. Diabetes Technology & Terapeutics, 2021; 23(2): A205

14th Advances Technologies & Treatments for Diabetes Conference, Virtulni, 26. —
29.5.2021

Fejfarova V, Jarosikova R, Husdkova J, Woskova V, Novakova I, Polédk J, Tima P,
Jirkovska A, Dubsky M, Bem R, Mréazek J. A novel method for the assessment of
effectiveness of antibiotic therapy in diabetic foot — preliminary data (Abstract).
EWMA Abstract Book 2022;22(1):S89

32nd European Wound Management Association, Pafiz, Francie, 23. — 25. 5. 2022
Fejfarova V, JaroSikova R, Kepertova J, Husdkova J, Woskova V, Beca P, Tiima P,
Polak J, Dubsky M, Sojadkova D, Lanska V, Petrlik M. Have PAD and microcirculation
status impact on tissue availability of intravenously administered antibiotics in patients
with infected diabetic foot? (Abstract). Diabetologia 2023;66(S461)

59th Annual Meeting of the European Association for the Study of Diabetes, Hamburg,
Némecko, 2. - 6. 10. 2023

Woskova V, Jirkovska A, Bem R, Dubsky M, Fejfarova V, Navratil K, Némcova A
Sutoris K. One-Year Outcomes of External Fixation Treatment in Infected Charcot Foot
Patients (Abstract). ISDF Abstract Book 2019; 8(040.03):129

8th International Symposium on the Diabetic Foot, Haag, Holandsko, 22. - 25. 5. 2019

59



16.

17.

18.

19.

Woskova V, Jirkovska A, Bem R, Dubsky M, Fejfarova V, Husédkova J, MaluSkova J,
Mitejovsky T, Sixta B. A comparison of bone histopathology and microbiology in the
diabetic patient with suspected foot osteomyelitis (Abstract). DFSG Abstract Book
2020; 16(1):P47

16th Scientific Meeting of Diabetic Foot Study Group, Virtual Meeting, 18. - 20. 9.
2020

Woskova V, Jirkovska A, Bém R, Dubsky M, Fejfarova V, Husékova J, JaroSikova R,
Teyssler P, Sutoris K. Orthopedic Surgery in the Management of the Diabetic Foot — A
Five-year Experience (Abstract). DFSG Abstract Book 2021; 17(1):EP18

17th Scientific Meeting of Diabetic Foot Study Group, virtual, 24. - 25. 9. 2021
Jirkovska A, Dubsky M, Fejfarova V, Jarosikova R, Husdkova J, Woskova V, fezani-
nova L, Koloni¢ny P, Skioba J. Cant he duration of hospitalization be related to major
or minor amputation in patients with diabetes? (Abstract). DFSG Abstract Book 2022;
18(1):119

18th Scientific Meeting of Diabetic Foot Study Group, Bratislava, Slovensko 16. - 18.
9.2022

Sojakova D, Fejfarova V, Husdkova J, Némcova A, Jarosikova R, Woskova V, Sutoris
K, Kahle M. Main factors influencing limb salvage in patients with chronic limb-threat-
ening ischaemia after autologous cell therapy (Abstract). Diabetologia 2023;66(S461)
59th Annual Meeting of the European Association for the Study of Diabetes, Hamburg,
Némecko, 2. - 6. 10. 2023

Prednasky s publikovanymi abstrakty v tuzemsku

Hazdrové J, Bém R, Némcova A, Fejfarova V, Jirkovska A, Woskova V, Dubsky M.
Posouzeni systémové vaskulogeneze po autologni bunécné terapii diabetikd s tézkou
ischemii dolnich koncetin (Abstract) DMEV 2019; 22(Suppl. 1):23-24 LV.
Diabetologické dny v Luhacovicich, 10. — 13. 4. 2019

Hazdrové J, Bém R, Némcova A, Fejfarova V, Jirkovska A, Woskova V, Dubsky M.
Ovlivni infekce efekt autologni bunécéné terapie syndromu diabetické nohy? (Abstract).
Vnitini 1ékarstvi 2019;65(S1):9

XXXVII. Dny mladych internistt, Olomouc, 6. — 7. 6. 2019

Huséakova J, Razus M, Fejfarova V, Osadcha T, Dubsky M. Faktory ovliviiujici vznik
sexualnich dysfunkci u pacientti s diabetem (Abstract) DMEV 2024; 27(Suppl. 1):22
60. Diabetologické dny v Luhacovicich, 24. - 27. 4. 2024

Dubsky M, Hazdrova J, Némcova A, Bém R. Implementation of good manufacturing
practice for advanced therapy medicinal product — the clinical point of view (Abstract).
Sbronik prednasek Stem Cells and Cell Therapy 2018;7(1):11

7th Stem Cells and Cell Therapy: From research to Modern Applications, Cern Hora,
11.-12.10.2018

Dubsky M, Fejfarova V, Bém R, Hazdrova J, Némcova A, Jirkovska A, Woskova V.
Klasifikace syndromu diabetické nohy a jejich prediktivni hodnota v hojeni ulceraci.
(Abstract). Lécba ran 2019;4(1):26

XVII. celostatni kongres s mezinarodni uc¢asti Ceské spole&nosti pro 1é¢bu a hojeni ran,
Pardubice, 24. - 25. 1. 2019

60



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Dubsky M, Jirkovska A, Bém R, Némcova A, Hazdrova J, Fejfarova V, Icks A, Ogurt-
sova K, Morbach S. Porovnani recidiv syndromu diabetické nohy a jejich rizik béhem
patnactiletého sledovani v ceském a némeckém podiatrickém centru (Abstract) DMEV
2019; 22(Suppl. 1):23LV.

Diabetologické dny v Luhacovicich, 10. - 13. 4. 2019

Dubsky M, Fejfarova V, Bém R, Hazdrova J, Némcova A, Jirkovskda A, Woskova V,
Sixta B. Sutoris K. Vliv imunosupresni 1é€by na hojeni a klinicky pribéh syndromu
diabetické nohy (Abstract). Lécba ran 2020;5(1):2

XVIIL celostatni kongres s mezinarodni Gi¢asti Ceské spole&nosti pro 1é¢bu a hojeni ran,
Pardubice, 23. - 24. 1. 2020

Dubsky M, Husakova J, Bém R, Fejfarova V, Jirkovskd A, Woskova V, Jarosikova J.
Porovnani bunécéné 1écby kritické koncetinové ischemie u diabetikii a konzervativni
lécby v randomizované studii (Abstract). Kasuistiky v diabetologii 2021;19(Suppl
1):010

Mezioborové sympozium s mezinarodni U¢asti, Syndrom diabetické nohy, Praha, 26.
11.2021

Dubsky M, Husakova J, Echalar B, Kossl J, Palacka K, Holan M. Vliv imunosupresni
1é¢by na funkéni vlastnosti kmenovych bunék u pacientil s diabetem (Abstract). Abs-
tract Book Jizerka 15(1): 21

15.vyzkumné forum Pyramida, Jizerka, Horni Polubny, 5. — 7. 1. 2023

Dubsky M, Husékova J, Sojakova D, Fejfarova V, Sutoris K, JaroSikova J, Kahle M.
Ma smysl indikovat autologni bunécnou terapii u pacientl s infikovanym defektem a
zavaznou ischemii? (Abstract) DMEV 2023; 26(Suppl. 1):23

59. Diabetologické dny v Luhacovicich, 26. - 29. 4. 2023

Dubsky M, Husékova J, Sojakova D, Fejfarova V, Némcova A, Woskova V, Sutoris K.
ZkuSenosti s autologni bunécnou terapii t€zké ischemie a perspektivy do budoucna
(Abstract). Kasuistiky v diabetologii 2023;21(Suppl 1):13-14

Mezioborové sympozium s mezindrodni U€asti, Syndrom diabetické nohy, Praha, 2. 6.
2023

Sojakova D, Husékova J, Fejfarovad V, Woskova V, Jarosikova R, Dubsky M: Porov-
nani efektu 1écby autolognimi kmenovymi bunikami a konservativni 1é€by u diabetikli
s chronickou koncetinu ohrozujici ischémii — randomizovana kontrolovana studie (Abs-
tract). Vnitini I€katstvi  2023;69 (4, Supp B): 55 - 56.
XXXX. Dny mladych internist, Olomouc, 1. —2. 6. 2023

Sojakova D, Husakova J, Fejfarova V, Jarosikova R, Kopp S, Némcova A, Woskova V,
Sutoris K, Fialova M, Faberova E, Kahle M, Dubsky M. Ktera bunécné subpopulace je
zodpovédna za efekt autologni bunétné terapie? (Abstract) DMEV 2024; 27(Suppl.
1):30

60. Diabetologické dny v Luhacovicich, 24. - 27. 4. 2024

Bém R, Dubsky M, Fejfarova V, Hazdrova J, Woskova V. Pokroky regenerativni me-
diviny v hojeni ran (Abstract). Kazuistiky v diabetologii 2018;16(Suppl 1):S8-9
Mezioborové sympozium s mezinarodni U¢asti, Syndrom diabetické nohy, Praha, 30.
11.2018

Bém R, Buncovd M, Dubsky M, Fejfarovd V, Hazdrova J, Woskova V. Uloha kvanti-
tativnich parametra kostni scintigrafie v diagnostic Charcotovy neuropatické osteoar-
tropatie (Abstract) DMEV 2019; 22(Suppl. 1):21LV.

Diabetologické dny v Luhacovicich, 10. - 13. 4. 2019

61



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Bém R, Dubsky M, Woskova V, Fejfarova V, Husédkova J, Jarosikova J. Telemedicina
v podiatrii — fikce ¢i budoucnost? (Abstract). Kasuistiky v diabetologii 2021;19(Suppl
1):05

Mezioborové sympozium s mezinarodni U¢asti, Syndrom diabetické nohy, Praha, 26.
11.2021

Fejfarova V, Bém R, Dubsky M, Woskova V, Némcova A, Hazdrova J, Jirkovska A.
Novinky v angiologii (Abstract). Kazuistiky v diabetologii 2018;16(Suppl 1):S23-28
Mezioborové sympozium s mezinarodni Uc¢asti, Syndrom diabetické nohy, Praha, 30.
11.2018

Fejfarova V, Bém R, Dubsky M, Woskova V, Némcova A, Hazdrova J, Jirkovska A,
Bielikova J. Atypické rany u pacientll se syndromem diabetické nohy (Kazuistiky)
(Abstract). Lécba ran 2019;4(1):26

XVIL. celostatni kongres s mezinarodni téasti Ceské spole¢nosti pro 1é¢bu a hojeni ran,
Pardubice, 24. - 25. 1. 2019

Fejfarova V, Matuska J, Pithova P, Fleka¢ M, Venerova V, Roztoc¢il K, Woskova V,
Dubsky M, Bém R, Hazdrova J, Jirkovska A, Lanska V. Zlepsi stimula¢ni test prova-
dény béhem méfeni transkutanni tense kysliku diagnostiku ischemické choroby dolnich
koncetin u pacientli se syndromem diabetické nohy? Multicentrickd studie (Abstract)
DMEYV 2019; 22(Suppl. 1):22 LV.

Diabetologické dny v Luhacovicich, 10. - 13. 4. 2019

Fejfarova V, Bém R, Dubsky M, Jirkovskd A, Woskova V, Némcova A, Hazdrova J,
Vratna E, Tibenskd H, Kopecka M, Lanska V. The occlusive plethysmography and its
association with micro- and macrocirculation parameters in patients with diabetic foot
(Abstract) Kazuistiky v angiologii 2019; 6(1):17

44. Angiologické dny, Praha, 28. 2. — 2. 3. 2019

Fejfarova V, Jirkovska A, Bém R, Dubsky M, Woskova V, Husdkova J. Novinky v do-
poruceni mezinarodniho konsenzu: odlehceni (Abstract). Kazuistiky v diabetologii
2019;17(Suppl 1):S20-23

Mezioborové sympozium s mezinarodni U¢asti, Syndrom diabetické nohy, Praha, 29.
11.2019

Fejfarova V, Matuska J, Pithova P, Fleka¢ M, Rozto¢il K, Woskova V, Dubsky M, Bém
R, Husékova J, Jirkovska A, Lanska V. Zlepsi stimula¢ni test provadény béhem méteni
transkutdnni tense kysliku diagnostiku ischemické choroby dolnich koncetin u pacientl
se syndromem diabetické nohy? Multicentricka studie (Abstract) Kazuistiky v diabeto-
logii 2019;17(Suppl 1):S24

Mezioborové sympozium s mezinarodni U¢asti, Syndrom diabetické nohy, Praha, 29.
11.2019

Fejfarova V, Woskova V, Dubsky M, Bém R, Hazdrova J, Jirkovska A. MozZnosti dia-
gnostiky infekce u syndromu diabetické nohy — prvni zkuSenost s piistrojem Mo-
leculight (Abstract). Lécba ran 2020;5(1):25

XVIIL celostatni kongres s mezinarodni Giéasti Ceské spole&nosti pro 1é¢bu a hojeni ran,
Pardubice, 23. - 24. 1. 2020

Fejfarova V, Jarosikova J, Kepertova J, Husakova J, Woskova V, Tima P, Petrlik M,
Polak J, Mrazek J, Dubsky M, Lansk4 V. Tkanova dostupnost vybranych antibiotik a
jejich efektivita u pacientd s infikovanymi diabetickymi ulceracemi v kontextu stavu
makro- a mikrocirkulace — studie DFIATIM (Abstract) DMEV 2023; 26(Suppl. 1):24
59. Diabetologické dny v Luhacovicich, 26. - 29. 4. 2023

62



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Fejfarova V, Jarosikova J, Kepertova J, Husédkova J, Woskova V, Mrazek J, Tiima P,
Polak J, Dubsky M, Lanska V, Petrlik M. Tissue availability of intravenously adminis-
tered antibiotics and their efficacy in patients with infected diabetic foot ulcers in the
context of PAD and microcirculation status (DFIATIM study) (Abstract) Kazuistiky
v angiologii 2023; 10(1):13

48. Angiologické dny, Praha, 2. 3. — 4. 3. 2023

Fejfarova V, Sutoris K, Sixta B, Woskova V, Jarosikova R, Dubsky M, Sojakova D,
Némcova A, Husakova J, Kopp S, Lanska V. Surgical site infections u nemocnych se
syndromem diabetické nohy a mozné rizikové faktory jejich vzniku (Abstract) DMEV
2024; 27(Suppl. 1):20

60. Diabetologické dny v Luhacovicich, 24. - 27. 4. 2024

Woskova V, Jirkovskd A, Bém R, Dubsky M, Fejfarova V, Hazdrova J. Diagnostika
osteomyelitidy u syndromu diabetické nohy a jeji dopad do klinické praxe (Abstract).
Lécba ran 2019;4(1):27

XVIL. celostatni kongres s mezinarodni uéasti Ceské spole¢nosti pro 1é¢bu a hojeni ran,
Pardubice, 24. - 25. 1. 2019

Jarosikova R, Husakova J, Dubsky M, Woskova V, Bém R, Jirkovska A, Fejfarova V.
Mure za nedostateény efekt revaskularizace Small artery disease? (Abstract). Abstract
Book Jizerka 15(1): 23

15.vyzkumné forum Pyramida, Jizerka, Horni Polubny, 5. — 7. 1. 2023

Jarosikova J, Husdkova J, Dubsky M, Woskova V, Sojakova D, Mrazek J, Fejfarova V.
Vliv antibiotické terapie na stfevni mirkobiom u pacientl s infikovanymi ulceracemi
vramci syndormu diabetické nohy — studie DFIATIM (Abstract) DMEV 2023;
26(Suppl. 1):27

Diabetologické dny v Luhacovicich, 26. - 29. 4. 2023

Jarosikova R, Sojakova D, Husakova J, Kopp S, Némcova A, Woskovéa V, Dubsky M,
Lanska V, Mares J, Fejfarova V. Vliv parametri kompenzace diabetu na prognézu ho-
jeni syndromu diabetické nohy (Abstract) DMEV 2024; 27(Suppl. 1):22
Diabetologické dny v Luhacovicich, 24. - 27. 4. 2024

Dubsky M, Sojadkova D, Husédkova J, Némcova A, Fejfarova V, Jarosikova J, Sutoris K,
Kopp S, Woskova V. Efekt bunééné 1é¢by na t&Zkou ischemii konéetin — randomizo-
vand kontrolovana studie (Abstract) DMEV 2024; 27(Suppl. 1):20

60. Diabetologické dny v Luhacovicich, 24. - 27. 4. 2024

Némcova A, Osadcha T, Sojakova D, Fejfarova V, Woskova V, Jarosikova J, Kopp S,
Gorman P, Dubsky M. Vliv imunosuprese na hojeni syndromu diabetické nohy u trans-
plantovanych pacientli (Abstract) DMEV 2024; 27(Suppl. 1):25

60. Diabetologické dny v Luhacovicich, 24. - 27. 4. 2024

Postery s publikovanymi abstrakty v tuzemsku

. Hazdrova J, Bém R, Fejfarova V, Némcova A, Woskova V, Jirkovska A, Sutoris K,

Thieme F, Dubsky M. Zhojeni chronického defektu paty u transplantovaného pacienta
pomoci metod moderni terapie (Abstract). Kazuistiky v diabetologii 2018;16(Suppl
1):S30-31

Mezioborové sympozium s mezinarodni U¢asti, Syndrom diabetické nohy, Praha, 30.
11.2018

63



. Hazdrova, Bém R, Fejfarova V, Némcova A, Woskova V, Jirkovské A, Sutoris K, Thi-
eme F, Dubsky M. Autologni buné¢na terapie hemodialyzované pacientky se syndro-
mem diabetické nohy a kritickou koncetinovou ischemii bez moznosti revaskularizace.
(Abstract). Lécba ran 2019;4(1):38

XVIL. celostatni kongres s mezinarodni uéasti Ceské spole¢nosti pro 1é¢bu a hojeni ran,
Pardubice, 24. - 25. 1. 2019

. Husékova J, Bém R, Fejfarova V, Némcova A, Woskova V, Jirkovska A, Sutoris K,
Thieme F, Lovéasova V, Dubsky M. Vyznam komplexniho vySetfeni a peclivy odbér
anamnézy u pacienta se syndromem diabetické nohy (Abstract). Kazuistiky v diabeto-
logii 2019;17(Suppl 1):S25

Mezioborové sympozium s mezinarodni U¢asti, Syndrom diabetické nohy, Praha, 29.
11.2019

. Husékova J, Bém R, Fejfarova V, Jarosikova R, Woskova V, Jirkovska J, Sutoris K,
Borovicka V, Dubsky M. Nahodné odhaleni utmoru podiatrem (Abstract). Kasuistiky v
diabetologii 2021;19(Suppl 1):P2

Mezioborové sympozium s mezinarodni U¢asti, Syndrom diabetické nohy, Praha, 26.
11.2021

Sojakova D, Némcova A, Husakova J, Fejfarova V, Woskova V, Jarosikova J, Dubsky
M. Autologni bunécna terapie vs. konzervativni 1é¢ba u pacientd s diabetem a neftesitel-
nou ischemii — randomizovand kontrolovana studie (Abstract). Kasuistiky v diabetologii
2023;21(Suppl 1):24

Mezioborové sympozium s mezinarodni ucasti, Syndrom diabetické nohy, Praha, 2. 6.
2023

. JaroSikova R, Husdkova J, Dubsky M, Bém R, Jirkovskd A, Woskova V, Fejfarova V.
Od distorze nohy k diagndze primarni hyperparatyredzy (Abstract). Kasuistiky v diabe-
tologii 2021;19(Suppl 1):P1

Mezioborové sympozium s mezinarodni U¢asti, Syndrom diabetické nohy, Praha, 26.
11.2021

. Jaro$ikova R, Husdkova J, Dubsky M, Woskova V, Sojakova D, Mrazek J, Fejfarova
V. Stfevni mikrobiom a antibioticka terapie u pacientll se syndromem diabetické nohy
— studie DFIATIM (Abstract). Kasuistiky v diabetologii 2023;21(Suppl 1):22
Mezioborové sympozium s mezinarodni ucasti, Syndrom diabetické nohy, Praha, 2. 6.
2023

. Vratna E, Bém R, Dubsky M, Némcova A, Woskova V, Jirkovska A, Hazdrova J, Lan-
ska V, Fejfarova V. Pohybova aktivita a jeji vztah k psychosocidlnim zménam u paci-
enti se syndromem diabetické nohy (Abstract). Kazuistiky v diabetologii
2018;16(Suppl 1):S35

Mezioborové sympozium s mezinarodni U¢asti, Syndrom diabetické nohy, Praha, 30.
11.2018

64



10 Reference

1. Zhou, X., et al., Panvascular medicine: an emerging discipline focusing on atherosclerotic
diseases. Eur Heart J, 2022. 43(43): p. 4528-4531.

2. Wu, S.C., et al., Foot ulcers in the diabetic patient, prevention and treatment. Vasc Health
Risk Manag, 2007. 3(1): p. 65-76.

3. Hoogwert, B.J., Type of diabetes mellitus: Does it matter to the clinician? Cleveland Clinic
Journal of Medicine, 2020. 87(2): p. 100-108.

4. Leslie, R.D., Editorial: Latent Autoimmune Diabetes in Adults (LADA). Front Endocrinol
(Lausanne), 2022. 13: p. 1002776.

5. Al-Zubairi, T., M. Al-Habori, and R. Saif-Ali, Latent Autoimmune Diabetes in Adults
(LADA) and its Metabolic Characteristics among Yemeni Type 2 Diabetes Mellitus Patients.
Diabetes Metab Syndr Obes, 2021. 14: p. 4223-4232.

6. Dal Canto, E., et al., Diabetes as a cardiovascular risk factor: An overview of global trends
of macro and micro vascular complications. Eur J Prev Cardiol, 2019. 26(2_suppl): p. 25-32.
7. American Diabetes, A., Diagnosis and classification of diabetes mellitus. Diabetes Care,
2014. 37 Suppl 1: p. S81-90.

8. Bailes, B.K., Diabetes mellitus and its chronic complications. AORN J, 2002. 76(2): p. 266-
76, 278-82; quiz 283-6.

9. Dubsky, M., et al., Cell Therapy of Severe Ischemia in People with Diabetic Foot Ulcers-Do
We Have Enough Evidence? Mol Diagn Ther, 2023. 27(6): p. 673-683.

10. Husakova, J., et al., The Effects of Immunosuppressive Drugs on the Characteristics and
Functional Properties of Bone Marrow-Derived Stem Cells Isolated from Patients with Dia-
betes Mellitus and Peripheral Arterial Disease. Biomedicines, 2023. 11(7).

11.Li, Y., et al., Diabetic vascular diseases: molecular mechanisms and therapeutic strategies.
Signal Transduct Target Ther, 2023. 8(1): p. 152.

12. Licata, G., et al., /Diabetes mellitus and stroke]. Ital Heart J Suppl, 2002. 3(5): p. 471-7.
13. Oliver, T.I. and M. Mutluoglu, Diabetic Foot Ulcer (Archived), in StatPearls. 2024: Trea-
sure Island (FL) ineligible companies. Disclosure: Mesut Mutluoglu declares no relevant finan-
cial relationships with ineligible companies.

14. Hassanin, A., et al., Predictors of Successful Antibiotic Treatment of Osteomyelitis in Dia-
betic Forefoot Infection. Acta Diabetol, 2024.

15. Chang, M.C. and S. Yang, Diabetic peripheral neuropathy essentials: a narrative review.
Ann Palliat Med, 2023. 12(2): p. 390-398.

16. Bus, S.A., et al., Guidelines on the prevention of foot ulcers in persons with diabetes
(IWGDF 2019 update). Diabetes Metab Res Rev, 2020. 36 Suppl 1: p. €3269.

17. Bus, S.A., et al., Guidelines on the prevention of foot ulcers in persons with diabetes
(IWGDF 2023 update). Diabetes Metab Res Rev, 2024. 40(3): p. e3651.

18. Trocha, A., et al., The value of loss of protective pain sensation in predicting a first ulcera-
tion of the foot in people with diabetes. Diabet Med, 2024. 41(4): p. e15241.

19. Boulton, A.J., Diabetic neuropathy and foot complications. Handb Clin Neurol, 2014. 126:
p. 97-107.

20. Hicks, C.W. and E. Selvin, Epidemiology of Peripheral Neuropathy and Lower Extremity
Disease in Diabetes. Curr Diab Rep, 2019. 19(10): p. 86.

65



21. Hermans, M.P., Diabetes and the endothelium. Acta Clin Belg, 2007. 62(2): p. 97-101.

22. Dubsky, M., et al., Endothelial Dysfunction in Diabetes Mellitus: New Insights. Int J Mol
Sci, 2023. 24(13).

23. Okeke, E. and A.O. Dokun, Role of genetics in peripheral arterial disease outcomes, sig-
nificance of limb-salvage quantitative locus-1 genes. Exp Biol Med (Maywood), 2018. 243(2):
p. 190-197.

24. Liu, H., et al., Evaluation of wound temperature monitoring at various anatomical sites in
the management of patients with diabetic foot undergoing microcirculation reconstruction. J
Orthop Surg Res, 2024. 19(1): p. 776.

25. Guven, G., M.P. Hilty, and C. Ince, Microcirculation: Physiology, Pathophysiology, and
Clinical Application. Blood Purif, 2020. 49(1-2): p. 143-150.

26. Liao, Y., et al., [Overwork induces vascular endothelial barrier dysfunction in mice]. Nan
Fang Yi Ke Da Xue Xue Bao, 2024. 44(9): p. 1814-1820.

27. Bateman, R.M., M.D. Sharpe, and C.G. Ellis, Bench-to-bedside review: microvascular dys-
function in sepsis--hemodynamics, oxygen transport, and nitric oxide. Crit Care, 2003. 7(5): p.
359-73.

28. Ince, C., Hemodynamic coherence and the rationale for monitoring the microcirculation.
Crit Care, 2015. 19 Suppl 3(Suppl 3): p. S8.

29. Hilty, M.P., et al., MicroTools enables automated quantification of capillary density and
red blood cell velocity in handheld vital microscopy. Commun Biol, 2019. 2: p. 217.

30. Nam, H.J., et al., The correlation between transcutaneous oxygen pressure (TcPO(2) ) and
forward-looking infrared (FLIR) thermography in the evaluation of lower extremity perfusion
according to angiosome. Int Wound J, 2023. 21(2).

31. Manfredini, F., et al., Reliability of the vascular claudication reporting in diabetic patients
with peripheral arterial disease: a study with near-infrared spectroscopy. Angiology, 2015.
66(4): p. 365-74.

32. Leeper, N.J., IJ. Kullo, and J.P. Cooke, Genetics of peripheral artery disease. Circulation,
2012. 125(25): p. 3220-8.

33. Beltran-Camacho, L., M. Rojas-Torres, and M.C. Duran-Ruiz, Current Status of Angiogenic
Cell Therapy and Related Strategies Applied in Critical Limb Ischemia. Int J Mol Sci, 2021.
22(5).

34. Nordanstig, J., et al., Peripheral arterial disease (PAD) - A challenging manifestation of
atherosclerosis. Prev Med, 2023. 171: p. 107489.

35. Sharma, S., et al., Randomized, Double-Blind, Placebo-Controlled Trial to Evaluate Safety
and Therapeutic Efficacy of Angiogenesis Induced by Intraarterial Autologous Bone Marrow-
Derived Stem Cells in Patients with Severe Peripheral Arterial Disease. J Vasc Interv Radiol,
2021. 32(2): p. 157-163.

36. Dormandy, J.A. and R.B. Rutherford, Management of peripheral arterial disease (PAD).
TASC Working Group. TransAtlantic Inter-Society Consensus (TASC). J Vasc Surg, 2000. 31(1
Pt 2): p. S1-S296.

37. Patoulias, D., et al., Prognostic value of arterial stiffness measurements in cardiovascular
disease, diabetes, and its complications: The potential role of sodium-glucose co-transporter-
2 inhibitors. J Clin Hypertens (Greenwich), 2020. 22(4): p. 562-571.

66



38. Barnes, J.A., et al., Epidemiology and Risk of Amputation in Patients With Diabetes Mellitus
and Peripheral Artery Disease. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2020. 40(8): p. 1808-1817.
39. Conte, M.S., et al., Corrigendum to "Global Vascular Guidelines on the Management of
Chronic Limb-Threatening Ischaemia" [Eur J Vasc Endovasc Surg 58 (1S) (2019) 1-109>].
Eur J Vasc Endovasc Surg, 2020. 60(1): p. 158-159.

40. Dubsky, M., et al., Comparison of the impact of autologous cell therapy and conservative
standard treatment on tissue oxygen supply and course of the diabetic foot in patients with
chronic limb-threatening ischemia: A randomized controlled trial. Front Endocrinol
(Lausanne), 2022. 13: p. 888809.

41. Eikelboom, J.W., et al., Rivaroxaban with or without Aspirin in Stable Cardiovascular Di-
sease. N Engl ] Med, 2017. 377(14): p. 1319-1330.

42. Huang, Q., et al., Endovascular revascularisation versus surgical revascularisation in pa-
tients with lower limb atherosclerosis obliterans: a protocol for systematic review and meta-
analysis with trial sequential analysis and meta-regression. BMJ Open, 2022. 12(12): p.
€066903.

43. Senneville, E., et al., IWGDF/IDSA guidelines on the diagnosis and treatment of diabetes-
related foot infections (IWGDF/IDSA 2023). Diabetes Metab Res Rev, 2024. 40(3): p. e3687.
44. Nita, O., et al., Evaluating Classification Systems of Diabetic Foot Ulcer Severity: A 12-
Year Retrospective Study on Factors Impacting Survival. Healthcare (Basel), 2023. 11(14).
45. Wijnand, J.G.J., et al., The Global Limb Anatomic Staging System (GLASS) for CLTI: Im-
proving Inter-Observer Agreement. J Clin Med, 2021. 10(16).

46. Forster, R., et al., Gene therapy for peripheral arterial disease. Cochrane Database Syst
Rev, 2018. 10(10): p. CD012058.

47. Dubsky, M., et al., Cell therapy of critical limb ischemia in diabetic patients - State of art.
Diabetes Res Clin Pract, 2017. 126: p. 263-271.

48. Staffa, R., J. Leypold, and B. Vojtisek, [Pedal bypass versus PTA (percutaneous translu-
minal angioplasty) of the crural arteries]. Rozhl Chir, 2003. 82(10): p. 516-21.

49. Bradbury, A.W., et al., Bypass versus Angioplasty in Severe Ischaemia of the Leg (BASIL)-
2 Trial: Analysis of the Timing and Causes of Death in Participants Randomised to an Infra-
popliteal Vein Bypass or Best Endovascular Treatment First Revascularisation Strategy. Eur J
Vasc Endovasc Surg, 2024.

50. Farber, A., et al., Surgery or Endovascular Therapy for Chronic Limb-Threatening Ische-
mia. N Engl J Med, 2022. 387(25): p. 2305-2316.

51. Pegler, A.H., et al., Meta-Analysis of Randomised Controlled Trials Comparing Bypass and
Endovascular Revascularisation for Peripheral Artery Disease. Vasc Endovascular Surg, 2024:
p. 15385744241292123.

52. Fitridge, R., et al., The intersocietal IWGDF, ESVS, SVS guidelines on peripheral artery
disease in people with diabetes and a foot ulcer. Diabetes Metab Res Rev, 2024. 40(3): p.
€3686.

53. Chuter, V., et al., Effectiveness of revascularisation for the ulcerated foot in patients with
diabetes and peripheral artery disease: A systematic review. Diabetes Metab Res Rev, 2024.
40(3): p. €3700.

67



54. Kurianov, P., et al., Propensity-matched analysis does not support angiosome-guided re-
vascularization of multilevel peripheral artery disease (PAD). Vasc Med, 2022. 27(1): p. 47-
54.

55. Zhao, L., T. Johnson, and D. Liu, Therapeutic angiogenesis of adipose-derived stem cells
for ischemic diseases. Stem Cell Res Ther, 2017. 8(1): p. 125.

56. Singh, M.V. and A.O. Dokun, Diabetes mellitus in peripheral artery disease: Beyond a risk
factor. Front Cardiovasc Med, 2023. 10: p. 1148040.

57. Yu, Q., et al., Stem Cell-Based Therapy for Diabetic Foot Ulcers. Front Cell Dev Biol,
2022.10: p. 812262.

58. Howangyin, K.Y. and J.S. Silvestre, Diabetes mellitus and ischemic diseases: molecular
mechanisms of vascular repair dysfunction. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2014. 34(6): p.
1126-35.

59. Kofler, N.M. and M. Simons, Angiogenesis versus arteriogenesis: neuropilin I modulation
of VEGF signaling. F1000Prime Rep, 2015. 7: p. 26.

60. le Noble, F. and C. Kupatt, Interdependence of Angiogenesis and Arteriogenesis in Deve-
lopment and Disease. Int J Mol Sci, 2022. 23(7).

61. Deindl, E. and P.H.A. Quax, Arteriogenesis and Therapeutic Angiogenesis-An Update. Int
J Mol Sci, 2021. 22(24).

62. Husakova, J., et al., Comparison of Three Methods for Preparation of Autologous Cells for
Use in Cell Therapy of Chronic Limb-Threatening Ischemia in People with Diabetes. Int J Low
Extrem Wounds, 2022: p. 15347346221095954.

63. Sojakova, D., et al., The Use of Autologous Cell Therapy in Diabetic Patients with Chronic
Limb-Threatening Ischemia. Int J Mol Sci, 2024. 25(18).

64. Miyamoto, Y., et al., Bone marrow subpopulations contain distinct types of endothelial
progenitor cells and angiogenic cytokine-producing cells. ] Mol Cell Cardiol, 2007. 43(5): p.
627-35.

65. Huerta, C.T., et al., Mesenchymal stem cell-based therapy for non-healing wounds due to
chronic limb-threatening ischemia: A review of preclinical and clinical studies. Front Cardi-
ovasc Med, 2023. 10: p. 1113982.

66. Husakova, J., et al., Factors Influencing the Risk of Major Amputation in Patients with
Diabetic Foot Ulcers Treated by Autologous Cell Therapy. J Diabetes Res, 2022. 2022: p.
3954740.

67. Scatena, A., et al., Autologous Peripheral Blood Mononuclear Cells for Limb Salvage in
Diabetic Foot Patients with No-Option Critical Limb Ischemia. J Clin Med, 2021. 10(10).

68. Awad, O., et al., Differential healing activities of CD34+ and CD14+ endothelial cell pro-
genitors. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2006. 26(4): p. 758-64.

69. Javorkova, E., et al., The effect of clinically relevant doses of immunosuppressive drugs on
human mesenchymal stem cells. Biomed Pharmacother, 2018. 97: p. 402-411.

70. Qu, Y., et al., Cyclosporin A inhibits adipogenic differentiation and regulates immunomo-
dulatory functions of murine mesenchymal stem cells. Biochem Biophys Res Commun, 2018.
498(3): p. 516-522.

71. Baranovskii, D.S., et al., Adverse events, side effects and complications in mesenchymal
stromal cell-based therapies. Stem Cell Investig, 2022. 9: p. 7.

68



72. Powell, R.J., et al., Interim analysis results from the RESTORE-CLI, a randomized, double-
blind multicenter phase II trial comparing expanded autologous bone marrow-derived tissue
repair cells and placebo in patients with critical limb ischemia. J Vasc Surg, 2011. 54(4): p.
1032-41.

73. Teraa, M., et al., Effect of repetitive intra-arterial infusion of bone marrow mononuclear
cells in patients with no-option limb ischemia: the randomized, double-blind, placebo-con-
trolled Rejuvenating Endothelial Progenitor Cells via Transcutaneous Intra-arterial Supple-
mentation (JUVENTAS) trial. Circulation, 2015. 131(10): p. 851-60.

74. Norgren, L., et al., PACE: randomized, controlled, multicentre, multinational, phase III
study of PLX-PAD for critical limb ischaemia in patients unsuitable for revascularization: ran-
domized clinical trial. Br J Surg, 2024. 111(2).

75.Sun, Y., etal., Effectiveness and safety of stem cell therapy for diabetic foot: a meta-analysis
update. Stem Cell Res Ther, 2022. 13(1): p. 416.

76. Walter, D.H., et al., Intraarterial administration of bone marrow mononuclear cells in pa-
tients with critical limb ischemia: a randomized-start, placebo-controlled pilot trial (PRO-
VASA). Circ Cardiovasc Interv, 2011. 4(1): p. 26-37.

77. Okur, K.T., et al., Assessment of the risk factors determining the prognosis of major and
minor limb amputations in patients with diabetic foot ulcers. Adv Clin Exp Med, 2024. 33(1):
p. 21-30.

78. Noor, S., R.U. Khan, and J. Ahmad, Understanding Diabetic Foot Infection and its Ma-
nagement. Diabetes Metab Syndr, 2017. 11(2): p. 149-156.

79. Yang, S., et al., Prevalence of multidrug-resistant bacterial infections in diabetic foot ul-
cers: A meta-analysis. Int Wound J, 2024. 21(4): p. e14864.

80. Aboulhoda BE, Abd El Fattah S. Bone marrow-derived versus adipose-derived stem cells
in wound healing: value and route of administration. Cell Tissue Res. 2018, 374(2): p. 285-
302.

81. Lu D, Chen B, et al., Comparison of bone marrow mesenchymal stem cells with bone
marrow-derived mononuclear cells for treatment of diabetic critical limb ischemia and foot
ulcer: a double-blind, randomized, controlled trial. Diabetes Res Clin Pract. 2011, 92(1): p. 26-
36.

82. Iwase T, et al., Comparison of angiogenic potency between mesenchymal stem cells and
mononuclear cells in a rat model of hindlimb ischemia. Cardiovasc Res. 2005, 66(3): p. 543-
51.

83. Losordo DW, et al., Autologous CD34+ Cell Therapy for Critical Limb Ischemia Investi-
gators. A randomized, controlled pilot study of autologous CD34+ cell therapy for critical limb
ischemia. Circ Cardiovasc Interv. 2012, 5(6): p. 821-30.

84. Arruda VR, et al., The mutation Ala677-->Val in the methylene tetrahydrofolate reductase
gene: a risk factor for arterial disease and venous thrombosis. Thromb Haemost. 1997, 77(5):
p. 818-21.

85. Ames PRI, et al., Earlier onset of peripheral arterial thrombosis in homozygous MTHFR
C677T carriers than in other MTHFR genotypes: a cohort study. Clin Exp Med. 2023 23(2): p.
03-509.

86. Luo Y, et al., The incidence of lower extremity amputation and its associated risk factors
in patients with diabetic foot ulcers: A meta-analysis. Int Wound J. 2024, 21(7): p. e14931.

69



87. Kurniawati A, Ismiarto YD and Hsu IL. Prognostic Factors for Lower Extremity Amputa-
tion in Diabetic Foot Ulcer Patients. ] Acute Med. 2019, 9(2): p. 59-63.

88. Salaun P, et al., Comparison of Ankle Pressure, Systolic Toe Pressure, and Transcutaneous
Oxygen Pressure to Predict Major Amputation After 1 Year in the COPART Cohort. Angiology.
2019, 70(3): p. 229-236.

89. Ha DH, et al., Effects of tacrolimus on morphology, proliferation and differentiation of
mesenchymal stem cells derived from gingiva tissue. Mol Med Rep. 2016, 14(1): p. 69-76.

90. DeTemple V, et al., Effects of mammalian target of rapamycin inhibitors on cytokine pro-
duction and differentiation in keratinocytes. Exp Dermatol. 201, 25(10): p. 775-82.

91. Greenberger S, et al., Rapamycin suppresses self-renewal and vasculogenic potential of
stem cells isolated from infantile hemangioma. J Invest Dermatol. 2011, 131(12): p. 2467-76.
92. Ren Y, et al., Effects of tacrolimus on the TGF-f1/SMAD signaling pathway in para-
quat-exposed rat alveolar type 11 epithelial cells. Mol Med Rep. 2020, 22(5): p. 3687-3694.
93. Lawall H, Bramlage P and Amann B. Stem cell and progenitor cell therapy in peripheral
artery disease. A critical appraisal. Thromb Haemost. 2010, 103(4): p. 696-709.

94. Dong Y, Yang Q and Sun X. Comprehensive Analysis of Cell Therapy on Chronic Skin
Wound Healing: A Meta-Analysis. Hum Gene Ther. 2021, 32(15-16), p. 787-795.

95. Arango-Rodriguez ML, et al., 4 novel therapeutic management for diabetes patients with
chronic limb-threatening ischemia: comparison of autologous bone marrow mononuclear cells
versus allogenic Wharton jelly-derived mesenchymal stem cells. Stem Cell Res Ther. 2023,
25;14(1): p. 221.

96. Zhu Y, et al., Safety and efficacy of umbilical cord tissue-derived mesenchymal stem cells
in the treatment of patients with aging frailty: a phase /Il randomized, double-blind, placebo-
controlled study. Stem Cell Res Ther. 2024, 29;15(1): p. 122.

70



11 Prilohy

11.1

11.2

11.3

11.4

11.5

11.6

Comparison of Three Methods for Preparation of Autologous Cells for Use in Cell The-
rapy of Chronic Limb-Threatening Ischemia in People with Diabetes.

Husakova J, Bem R, Jirkovska A, Nemcova A, Fejfarova V, Sutoris K, Kahle M, Jude
EB, Dubsky M. International Journal of Lower Extremity Wounds. 2022 Apr
24:15347346221095954. doi: 10.1177/15347346221095954. ISSN 1534-7346. eISSN
1552-6941. IF 2,057 zr. 2020. Q3

Factors Influencing the Risk of Major Amputation in Patients with Diabetic Foot Ulcers
Treated by Autologous Cell Therapy.

Husakova J, Bem R, Fejfarova V, Jirkovska A, Woskova V, Jarosikova R, Lovasova V,
Jude EB, Dubsky M. Journal of diabetes research. 2022 Apr 11;2022:3954740. doi:
10.1155/2022/3954740. ISSN 2314-6745. e-ISSN 2314-6753. IF 4,011. Q2

The Effects of Immunosuppressive Drugs on the Characteristics and Functional Proper-
ties of Bone Marrow-Derived Stem Cells Isolated from Patients with Diabetes Mellitus
and Peripheral Arterial Disease.

Husakova J, Echalar B, Kossl J, Palacka K, Fejfarova V, Dubsky M. Biomedicines. 2023
Jun 30;11(7):1872. doi: 10.3390/biomedicines11071872. PMID: 37509511; PMCID:
PMC10377428. IF 3,9 zr.2023

Comparison of the Impact of Autologous Cell Therapy and Conservative Treatment on
Chronic Limb-Threatening Ischemia in Patients with Diabetic Foot: A Randomized Con-
trolled Trial

Dubsky M, Bem R, Nemcova A, Husakova J, Fejfarova V, Jirkovska A, Sutoris K. Dia-

betes 2020;69(Suppl1):219-OR
80th Scientific Sessions American Diabetes Association, Chicago, USA, 12. - 16. 6. 2020

Does foot infection influence the effect of autologous cell therapy on ischemic diabetic
foot ulcers?

Hazdrova J, Bém R, Némcova A. Fejfarova V, Jirkovskd A, Woskova V, Dubsky M. IDF
Abstract Book 2019. 25(1):0P-0117

25th International Diabetes Federation Congress, Busan, Jizni Korea, 2. — 6. 12. 2019

Asessment of Systemic Vasculogenesis After Autologous Cell Therapy of Ischemic Dia-
betic Foot

Hazdrova J, Bem R, Nemcova A, Fejfarova V, Jirkovskd A, Woskova V, Sutoris K, Thi-
eme F, Dubsky M. ISDF Abstract Book 2019; 8(07.2):15
8th International Symposium on the Diabetic Foot, Haag, Holandsko, 22. - 25. 5. 2019

71



11.7

11.8

11.9

Does Cell Therapy Improve the Quality of Life of Patients with Cronic Limb-Threatening
Ischemia? A Randomized Controlled Trial

Husakova J, Bem R, Nemcova A, Fejfarova V, Jirkovska A, Dubsky M. Diabetes
2020;69(Suppl1):221-OR
80th Scientific Sessions American Diabetes Association, Chicago, USA, 12. - 16. 6. 2020

Factors influencing the risk of major amputation of patients with diabetic foot dis-
ease treated by autologous cell therapy

Husakova J, Bém R, Fejfarova V, Jirkovskd A, Woskova V, JaroSikova R, Dubsky M.
DFSG Abstract Book 2021; 17(1):0P28
17th Scientific Meeting of Diabetic Foot Study Group, virtual, 24. - 25. 9. 2021

Impact of immunosuppressive drugs on the metabolic activity and functional properties
of stem cells isolated from the bone marrow of diabetic patients

Husakova J, Echalar B, Bem R, Jarosikova J, Fejfarova V, Jirkovskd A, Kossl J, Holan
V, Dubsky M. Diabetologia 2021;64(Suppl1):576

57th Annual Meeting of the European Association for the Study of Diabetes, Virtual Me-
eting, 27.9. - 1. 10. 2021

11.10 Does the immunosuppresive treatment reduce the healing potential of stem cells separa-

ted from bone marrow of diabetic patients?

Husakova J, Echalar B, Bem R, Jarosikova R, Fejfarova V, Jirkovska A, Kossl J, Palacka
K, Dubsky M, Holan V. EWMA Abstract Book 2022;22(1):S169
32nd European Wound Management Association, Pafiz, Francie, 23. — 25. 5. 2022

11.11 The major amputation risk stratification using diabetic foot ulcer classificatios in patients

with critical limb-threatening ischemia after autologous stem cell therapy
Husakova J, Bém R, Jirkovska A, Woskova V, JaroSikova R, Fejfarova V, Dubsky M.
DFSG Abstract Book 2022; 18(1):58

18th Scientific Meeting of Diabetic Foot Study Group, Bratislava, Slovensko 16. - 18. 9.
2022

72



