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Abstrakt 

Syndrom diabetické nohy (SDN) je závažnou komplikací diabetu a spolu s kritickou 

končetinovou ischemií podstatně zhoršuje prognózu pacientů. Ischemická choroba dolních 

končetin u diabetiků má atypický klinický průběh, její diagnostika je obtížná a je jedním 

z hlavních faktorů zvyšujících morbiditu a mortalitu pacientů se SDN.  

Cílem dizertační práce zaměřené na diagnostiku a terapii SDN bylo nalézt vhodnou 

metodu k posouzení terapeutické vaskulogeneze při hodnocení efektu autologní buněčné 

terapie (ACT), posoudit možnosti časné diagnostiky Charcotovy osteoartropatie (CHOAP) a 

najít spojitosti mezi výskytem kardiovaskulárních onemocnění a SDN. 

Ve studiích zabývajících se terapeutickou vaskulogenezí patřil k nejzajímavějším 

výsledkům signifikantní vzestup antiangiogenního faktoru endostatinu po ACT na rozdíl 

od nezměněných hladin endostatinu po standardní perkutánní transluminální angioplastice; 

přechodný vzestup endostatinu se zdá být markerem terapeutické vaskulogeneze po ACT. 

Přínos perfuzní scintigrafie lýtkových svalů v hodnocení mikrocirkulace a efektu ACT nebyl 

jednoznačně prokázán. Naopak perspektivní metodou k posouzení mikrocirkulace a efektu 

revaskularizace po ACT byla MR spektroskopie lýtkových svalů. 

V další studii zabývající se CHOAP jsme prokázali přínos kvantitativní 

ultrasonometrie patní kosti v časné diagnostice tohoto onemocnění v porovnání se standardní 

denzitometrií páteře a kyčle. 

Ve studii zkoumající vztah kardiovaskulárních onemocnění k riziku vysokých 

amputací u pacientů se SDN jsme prokázali mnohonásobně vyšší riziko amputací u pacientů 

s anamnézou infarktu myokardu a cévní mozkové příhody. 

 

Klíčová slova: syndrom diabetické nohy, kritická končetinová ischemie, revaskularizace, 

autologní buněčná terapie, vaskulogeneze, angiogenní faktory, endostatin, Charcotova 

osteoartropatie, kardiovaskulární onemocnění, amputace, mortalita  
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Abstract 

Diabetic foot disease (DFD) is a serious complication of diabetes and, along with 

critical limb ischemia, significantly exacerbates the prognosis of patients. Peripheral arterial 

disease in patients with diabetes has an atypical clinical course, its diagnosis is challenging 

and is one of the most common causes of morbidity and mortality of patients with DFD.  

The aim of this dissertation focused on the diagnosis and treatment of DFD was to 

identify a suitable method for evaluating the effect of autologous cell therapy (ACT), to assess 

options for early diagnosis of Charcot osteoarthropathy (COA) and, possibly, to establish the 

association between the incidence of cardiovascular disease and amputation and mortality in 

patients with DFD. 

In our studies concerning therapeutic vasculogenesis, we observed a significant 

increase in the antiangiogenic factor endostatin after ACT in contrast to its unchanged levels 

after standard percutaneous transluminal angioplasty; the transient increase in endostatin 

seems to be a marker of therapeutic vasculogenesis after ACT. A benefit of using calf muscle 

perfusion scintigraphy in the assessment of microcirculation and ACT effect was not clearly 

demonstrated. By contrast, a promising method for the evaluation of microcirculation and the 

effect of revascularization after ACT was MR spectroscopy of calf muscles. 

In another study focused on COA we proved the benefit of calcaneal quantitative 

ultrasound in the early diagnosis of this complication compared to standard densitometry of 

the spine and femur. 

In yet another study investigating the relationship between cardiovascular disease and 

the risk of major amputation in patients with DFD, we observed a significantly higher risk of 

amputation in patients with a history of myocardial infarction and stroke. 

 

Key words: diabetic foot disease, critical limb ischemia, revascularization, autologous cell 

therapy, vasculogenesis, angiogenic factors, endostatin, Charcot osteoarthropathy, 

cardiovascular disease, amputation, mortality 
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1 Úvod dizertační práce a literární přehled k její problematice 

1.1 Syndrom diabetické nohy 

Syndrom diabetické nohy (SDN) je jedna z nejzávažnějších komplikací diabetu, která 

zahrnuje ulceraci nebo destrukci tkání nohy na podkladě neuropatie a/nebo různého stupně 

ischemické choroby dolních končetin, často bývá přítomna infekce (The International 

Consensus and Practical Guidelines on the Management and Prevention of the Diabetic Foot 

2015) a postihuje téměř 6 % diabetiků (Zhang P. et al., 2017). Předchozí studie ukázaly, že 

pouze 2/3 diabetických ulcerací se nakonec zhojí (Jeffcoate W.J. et al., 2006, Prompers L. et 

al., 2008) a téměř 28 % defektů může skončit určitou formou amputace (Armstrong D.G. et 

al., 1998); každých 30 vteřin je ve světě v důsledku diabetu provedena amputace dolní 

končetiny (Boulton A.J. et al., 2005). Diabetické ulcerace vyžadují dlouhou a intenzivní 

léčbu, mají významný dopad na kvalitu života pacienta a v neposlední řadě představují i 

značnou zdravotně-ekonomickou zátěž (Ragnarson Tennvall G. et al., 2004). Včasnou a 

účinnou léčbou SDN je možné zabránit vysokým amputacím až v 80 % případů, z čehož jasně 

vyplývá nutnost zahájit okamžitou intenzivní léčbu již v akutním stadiu s cílem zhojení a 

zachování funkční končetiny a s cílem předejít chronicitě a recidivám tohoto onemocnění. 

Z těchto důvodů je velmi aktuální výzkum faktorů, které mohou SDN ovlivnit. 

1.2 Patogeneze syndromu diabetické nohy 

Na vzniku diabetických ulcerací se podílí řada rizikových faktorů, z nichž hlavní roli 

hraje přítomnost periferní senzoricko-motorické neuropatie, která způsobuje ztrátu 

citlivosti chodidel, svalovou atrofii a slabost. Neuropatie sama o sobě nevede k ulceraci; 

necitlivost chodidel spolu s vnějšími faktory (např. nošení nevhodné obuvi či dokonce 

chození naboso, drobné úrazy, ragády apod.) predisponují ke vzniku deformit a spolu 

s omezenou pohyblivostí kloubů vedou k abnormálnímu zatížení chodidel, ke vzniku 

mikrotraumat, hyperkeratóz a následně defektů (Schaper N.C. et al., 2016). Pacienti 

s periferní neuropatií mají až 7x vyšší riziko vzniku diabetických ulcerací v porovnání 

s diabetiky bez neuropatie (Abbott C.A. et al., 2002). Zároveň se uplatňuje i vliv autonomní 

neuropatie, jejímž důsledkem je změna struktury a napětí kůže – suchost a tendence 

k prasklinám, a dále hypercirkulace na úrovni mikrocirkulace, která způsobuje oslabení kostní 

struktury nohou a změny v mikrocirkulaci. „Autosympatektomie“ vede k hyperemii 

při poruše inervace shuntové cirkulace – noha je zdánlivě dobře prokrvená, teplá, často i 

oteklá, ale průtok nutritivními kapilárami je snížený, což má za následek tkáňovou ischemii 

(Tuttolomondo A. et al., 2015).  

Dalším rizikovým faktorem pro vznik diabetických defektů je ischemická choroba 

dolních končetin, kterou trpí až 50 % pacientů se SDN (Hinchliffe R.J. et al., 2016). 

Ischemická choroba dolních končetin, zejména ve stadiu kritické končetinové ischemie, 

významně zhoršuje perfuzi tkáně a hojení diabetických ulcerací a je rizikovým faktorem 

amputace. Pouze menšina diabetických ulcerací je čistě ischemické etiologie (tyto ulcerace 

jsou často bolestivé a způsobené malým traumatem), většinou se jedná o ulcerace neuro-

ischemického původu (Schaper N.C. et al., 2016). 
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Rizikovým faktorem pro vznik syndromu diabetické nohy je rovněž anamnéza 

diabetické ulcerace či předchozí amputace nohy nebo dolní končetiny (Bus S.A. et al., 2016). 

Významný podíl v patogenezi SDN má také infekce. Sama o sobě je málokdy přímou 

příčinou vzniku diabetické ulcerace, nicméně je-li ulcerace komplikována infekcí, riziko 

následné amputace je mnohonásobně zvýšeno, zejména v případě ischemických a neuro-

ischemických ulcerací, které jsou vstupní branou infekce (Peters E.J., 2016). Infekce u SDN 

se podílí až na 60 % amputací dolních končetin ve vyspělých zemích (Prompers L. et al., 

2008, Peters E.J., 2016). Rizikovými faktory pro vznik infekce u SDN je délka trvání 

diabetické ulcerace (více než 30 dní), recidivující defekty, defekty způsobené traumatem, 

defekty s kostí na spodině, předchozí amputace či přítomnost ischemické choroby dolních 

končetin (Lavery L.A. et al., 2006). Infekce u SDN může postupovat velmi rychle, z povrchu 

defektu do subkutánních tkání, přes fascie, šlachy a svaly až do kostí. Anatomie nohy, která je 

rozdělena do několika oddělených, ale vzájemně komunikujících kompartmentů, umožňuje 

proximální šíření infekce (Peters E.J. et al., 2013). Systémové projevy infekce u SDN jako 

jsou teploty, třesavky, zimnice nebo leukocytóza nemusí být vyjádřeny; pokud jsou přítomny, 

většinou se již jedná o těžké končetinu či život ohrožující infekce (Lavery L.A. et al., 2007). 

Schéma patogeneze diabetických ulcerací je uvedeno na Obrázku 1. 

 

Obrázek 1. Patogeneze syndromu diabetické nohy 
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1.3 Ischemická choroba dolních končetin u diabetiků 

1.3.1 Specifika ischemické choroby dolních končetin u diabetiků 

Kritická končetinová ischemie (critical limb ischemia, CLI), nejzávažnější forma 

ischemické choroby dolních končetin (ICHDK), je u diabetiků nejčastěji definována jako 

chronická ischemická klidová bolest nebo jako přítomnost vředů či gangrén způsobených 

objektivně prokázanou arteriální okluzí (Norgren L. et al., 2007). Klinická manifestace, 

diagnóza i léčba ICHDK u pacientů s diabetem je odlišná v porovnání s ICHDK u pacientů 

bez diabetu. Diabetes navíc zvyšuje riziko ICHDK dvakrát až čtyřikrát (Luscher T.F. et al., 

2003). Diagnostika ICHDK, resp. CLI u diabetiků je obtížná, protože tito pacienti často 

postrádají typické symptomy, jako jsou klaudikace nebo klidové bolesti v důsledku 

neuropatie. Rovněž šelesty nad arteria femoralis communis nebo palpace periferních pulzací 

nejsou spolehlivou známkou ICHDK, protože převažuje infrapopliteální nebo víceúrovňové 

postižení cév dolních končetin (Prompers L. et al., 2007). CLI je u diabetiků často 

komplikována infekcí a špatnou kompenzací diabetu (Jirkovska A., 2006). Přítomnost 

mediokalcinózy nebo edému, které jsou u diabetiků rovněž velmi časté, může dále negativně 

ovlivnit diagnostiku ICHDK, resp. CLI (Tabulka 1). Diagnóza ICHDK není pouze rizikovým 

faktorem pro vznik diabetické ulcerace nebo následné amputace končetiny, ale zároveň 

zvyšuje riziko kardiovaskulární i celkové mortality (Golomb B.A. et al., 2006). 

 

Tabulka 1. Kritická končetinová ischemie (CLI) u diabetiků ve srovnání s pacienty 

bez diabetu (upraveno podle International Working Group on the Diabetic Foot, 2015) 

 

CLI u pacientů s diabetem CLI u pacientů bez diabetu 

Difuzní postižení Lokalizované postižení 

Lokalizace hlavně na bérci Postižení zejména femorální oblasti 

Absence bolesti vzhledem k přítomnosti 

neuropatie 

Často přítomny klaudikace či klidové bolesti 

Zhoršená formace kolaterál, mediokalcinóza - 

rigidní arterie, pulzace mohou být hmatné  

Pulzace nehmatné 

Klasifikace Rutherford/PEDIS/WIfI Klasifikace Fontaine/Rutherford 

 

1.3.2 Patogeneze ischemické choroby dolních končetin u diabetiků 

Patofyziologie makroangiopatie u pacientů s diabetem zahrnuje endoteliální 

dysfunkci, abnormality ve funkci hladkého svalstva cév a krevních destiček (Paneni F. et al., 

2013). Metabolické abnormality neodmyslitelně spjaté s diabetem, mezi které patří 

hyperglykémie, inzulinová rezistence, dyslipidémie a zvýšené hladiny volných mastných 

kyselin, negativně ovlivňují vznik vaskulární dysfunkce a potencují progresi aterosklerózy 

(Brownrigg J.R. et al., 2015).  

Spouštěcím mechanismem endoteliální dysfunkce a prozánětlivého stavu je 

nerovnováha mezi biologickou dostupností oxidu dusnatého a nadprodukce volných 
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kyslíkových radikálů (Creager M.A. et al., 2003), které cestou dalších reakcí vedou 

k poškození cévní stěny (Paneni F. et al., 2013). Endoteliální dysfunkci u diabetu rovněž 

potencuje deregulace tvorby dalších vazokonstrikčně a vazodilatačně působících látek (Hink 

U. et al., 2001). Z patofyziologických mechanismů makroangiopatie se uplatňuje také alterace 

koagulačních faktorů a zvýšená agregace destiček vedoucí k prokoagulačnímu stavu. 

Inzulinová rezistence a hyperglykémie zvyšují hladiny fibrinogenu a inhibitoru aktivátoru 

plasminogenu (PAI-1) a snižují hladiny tkáňového aktivátoru plasminogenu (tPA). Vysoké 

hladiny PAI-1 a nízké hladiny tPA potencují přeměnu fibrinogenu na fibrin, a tím prohlubují 

protrombotický stav (Paneni F. et al., 2013). Mikročástice z poškozeného endotelu spolu 

s cirkulujícími destičkami potencují vznik trombu (Tsimerman G. et al., 2011); následná 

ruptura poškozené endoteliální vrstvy s aktivací destiček vedou k vaskulární trombóze. Tento 

prokoagulační stav u pacientů s diabetem je dle předchozích studií z velké části zodpovědný 

za zvýšený výskyt kardiovaskulárních příhod a zvýšenou kardiovaskulární mortalitu (Vazzana 

N. et al., 2012). 

Předchozí studie také poukázaly na roli zvýšeného C-reaktivního proteinu (CRP) 

v patogenezi ICHDK. CRP se váže na receptory endoteliálních buněk vedoucích k apoptóze, 

podporuje průnik oxidovaných lipoproteinových (LDL) částic do aterosklerotických plátů a 

stimuluje produkci endoteliálních prokoagulačních faktorů (American Diabetes A., 2003). 

Endoteliální dysfunkce spolu s aktivací receptoru pro pozdní produkty glykace vedou 

k lokálnímu zánětu cévní stěny prostřednictvím produkce transkripčních faktorů, např. 

nukleárního faktoru kappa B, a spolu se zvýšeným oxidativním stresem způsobují 

transformaci leukocytů v pěnové buňky, které tvoří aterosklerotický plát (American Diabetes 

A., 2003). 

1.3.3 Mikrocirkulace a její poruchy u diabetiků 

U pacientů se SDN je téměř vždy přítomna porucha mikrocirkulace. Pod pojmem 

mikrocirkulace rozumíme nepulzatilní arterioly, prekapilární svěrače, arteriovenózní zkraty, 

kapiláry a venuly. Porucha mikrocirkulace hraje významnou roli v patogenezi syndromu 

diabetické nohy (Flynn M.D. et al., 1992, Chao C.Y. et al., 2009), zhoršuje hojení ulcerací a 

může vést až k amputaci dolní končetiny. Podkladem poruchy mikrocirkulace na dolních 

končetinách u diabetiků není podle řady autorů typická mikroangiopatie (Schaper N.C. et al., 

2016).  

Hemodynamická hypotéza poruchy mikrocirkulace u diabetiků předpokládá, že 

hyperglykémie v časných fázích diabetu vede k deregulaci krevního průtoku. Důsledkem je 

zvýšení průtoku, zvýšení permeability kapilár a mikrovaskulární hypertenze (Sandeman D.D. 

et al., 1992). Tyto změny vedou ke ztluštění bazální membrány a mikrovaskulární skleróze. 

Transportní funkce a migrace leukocytů přes kapilární membránu může být rovněž porušena 

(Flynn M.D. et al., 1992). Snížená elasticita cév v důsledku výše uvedených změn ovlivňuje 

vazodilataci a v kombinaci s dysfunkcí endotelu, která způsobuje predispozici 

k vazokonstrikci, snižuje nutritivní kapilární cirkulaci.  

Jiná hypotéza, „capillary steal syndrome“, předpokládá vliv autonomní neuropatie 

u pacientů s diabetem vedoucí v důsledku poruchy sympatické inervace cév k dilataci 

arteriovenózních shuntů a prekapilární vazokonstrikci s kapilární ischemií. Studie podporující 
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tuto teorii prokazují zvýšenou venózní oxygenaci u pacientů se syndromem diabetické nohy a 

periferní neuropatií (Boulton A.J. et al., 1982). Dochází rovněž k chronickým zánětlivým 

změnám.  

Porušená postischemická hyperemická reakce, abnormální průtok cévou a zhoršená 

vaskulární reaktivita na podkladě neuropatie charakterizují poruchu mikrocirkulace u pacientů 

s CLI a syndromem diabetické nohy.  

1.3.4 Diagnostika ischemické choroby dolních končetin 

Jak již bylo zmíněno výše, diagnostika ICHDK a CLI může být u pacientů s diabetem 

obtížná, ale časné stanovení tíže postižení s následnou adekvátní léčbou jsou nezbytné 

pro zachování funkční končetiny. Fyzikální vyšetření má své limitace (vzhledem k časté 

přítomnosti edému, neuropatie nebo infekce) a nemusí poskytnout spolehlivou informaci 

o přítomnosti či závažnosti ICHDK u diabetiků. Ani přítomnost hmatných periferních pulzací 

u diabetiků nemusí znamenat, že ischemie dolních končetin není přítomna. Vzhledem 

k distálním stenózám tepen nebývají přítomny ani typické šelesty v tříslech. 

1.3.4.1 Diagnostika makrocirkulace 

Mezi nejčastější vyšetřovací metody ICHDK patří dopplerovské vyšetření a stanovení 

indexu kotník-paže, měření palcového tlaku, duplexní ultrasonografie tepen, digitální 

subtrakční angiografie, MR angiografie nebo CT angiografie. Tyto vyšetřovací a zobrazovací 

metody slouží k orientačnímu vyšetření perfuze dolních končetin nebo poskytují přímé 

anatomické zobrazení zejména velkých cév. 

Použití indexu kotník-paže (ankle-brachial index, ABI) může být u pacientů 

s diabetem problematické vzhledem k časté přítomnosti mediokalcinózy, která 

způsobuje nekompresibilitu arterií a tím prakticky znemožňuje hodnocení vyšetření až u jedné 

třetiny pacientů (Hiatt W.R. et al., 1995, Potier L. et al., 2011). Hodnoty ABI ˃ 1,3 svědčí 

pro významnou mediokalcinózu a neposkytují spolehlivou informaci o přítomnosti nebo 

absenci ICHDK, ale jsou asociovány se zvýšeným kardiovaskulárním rizikem u pacientů 

s diabetem (O'Hare A.M. et al., 2006). Pacienti s diabetem a mediokalcinózou mohou mít 

ABI v normálním rozmezí (0,9 – 1,3), a přesto mají ICHDK (Brownrigg J.R. et al., 2015).   

Vedle ABI je možno analogicky použít měření palcového tlaku (toe-brachial index), 

neboť drobné arterie prstů jsou kalcifikovány méně často. Nicméně u pacientů s ulceracemi 

na prstech či po nízkých amputacích je toto vyšetření problematické a opět zde hraje roli 

mediokalcinóza. 

Duplexní ultrasonografie (DUS) tepen slouží k odhalení hemodynamicky 

významných stenóz. U pacientů s diabetem může být přesnost a kvalita vyšetření opět 

ovlivněna přítomností mediokalcinózy, zejména v oblasti bércového řečiště. Samotné 

vyšetření DUS tepen bércového řečiště není dostačující pro plánování chirurgické intervence, 

ale může napomoci v indikaci dalších invazivnějších zobrazovacích vyšetření (Schaper N.C. 

et al., 2012).  

Digitální subtrakční angiografie (DSA) je považována za zlatý standard 

v diagnostice a posouzení ICHDK. DSA poskytuje dobrý přehled arteriálního řečiště, zejména 

velkých cév, její výhodou je možnost provedení endovaskulární intervence v jedné době 
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(Schaper N.C. et al., 2012). Limitací je riziko vzniku kontrastní nefropatie, především 

u pacientů s preexistující renální insuficiencí (Pomposelli F., 2010). Vzhledem k invazivitě 

vyšetření se doporučuje ji provádět až při indikaci endovaskulárního výkonu. 

CT angiografie je další neinvazivní zobrazovací metodou, umožňující 3D 

rekonstrukci cévního řečiště. Vyšetření může být opět výrazně ovlivněno artefakty 

způsobenými přítomností kalcifikací, které omezují posouzení zejména bércového řečiště 

(Brownrigg J.R. et al., 2015). Další nevýhodou je použití ionizujícího záření a potenciálně 

nefrotoxicky působících kontrastních látek (Met R. et al., 2009). 

Neinvazivní zobrazovací metodou je rovněž MR angiografie, jejíž výhodou je 

minimální vliv kalcifikací na interpretaci angiografického nálezu, ačkoli v porovnání s CT 

angiografií může být vyšetření negativně ovlivněno artefakty z implantovaných stentů 

(Brownrigg J.R. et al., 2015) nebo „kontaminováno“ signálem z přilehlých vén (Pomposelli 

F., 2010). Další nevýhodou v porovnání s CT angiografií je nižší prostorové rozlišení a 

kontraindikace, například přítomnost kardiostimulátoru či některých kovových materiálů. 

1.3.4.2 Diagnostika mikrocirkulace 

Výše uvedené diagnostické a zobrazovací metody slouží především k vyšetření 

makroangiopatie. Mezi nejpoužívanější metody testující mikrocirkulaci patří především 

měření transkutánní tenze kyslíku, dále laser Doppler flowmetrie (Hsiu H. et al., 2018), 

měření kožního perfuzního tlaku, kapilaroskopie (Tomesova J. et al., 2013) nebo světelná 

spektrofotometrie (Weber K. et al., 2014). 

Měření transkutánní tenze kyslíku (TcPO2) je neinvazivní metoda standardně 

využívaná k posouzení periferní kožní perfuze na úrovni mikrocirkulace. Jedná se o vyšetření 

stanovující polarografickou Clarkovou sondou parciální tlak kyslíku difundujícího 

přes pokožku. Oddělíme-li pokožku hermeticky od okolního prostředí, dojde difuzí 

k postupnému vyrovnání tlaku kyslíku v sondě s tlakem kyslíku v pokožce. Tento tlak je 

úměrný měřené intenzitě elektrického proudu vznikajícího elektrochemickou reakcí 

mezi elektrodami v přiložené sondě. Získaná hodnota TcPO2 je celkovým obrazem prokrvení 

kůže, metabolické tkáňové aktivity, disociace oxyhemoglobinu a tkáňové perfuze kyslíku. Z 

toho plynou případná omezení metody, kdy výsledné naměřené tlaky mohou být ovlivněny 

jak systémovými faktory (plicní onemocnění, anémie, chronická ischemická choroba srdeční), 

lokálními faktory v místě měření sondou (edém, zánět či lokální vazokonstrikce), tak i 

technickými faktory (dodržení podmínek měření). Případnou nevýhodou může být i časová 

náročnost vyšetření, které s přípravou místa měření a s kalibrací trvá přibližně 30-45 minut. 

TcPO2 se využívá při stanovení stupně ICHDK (Urbanova R. et al., 2001). 

Za fyziologické považujeme hodnoty TcPO2 v rozmezí 50–80 mmHg, TcPO2 pod 30 mmHg 

je považována za hranici pro kritickou končetinovou ischémii s nízkou prognostickou 

hodnotou hojení (Schaper N.C. et al., 2012).  

Měření je výhodné zejména u diabetiků s mediokalcinózou, kde je diagnostika ICHDK 

pomocí např. dopplerovského ultrazvukového vyšetření nespolehlivá. U pacientů 

s chronickými ulceracemi lze využít měření TcPO2 ke zvážení indikace k revaskularizaci. 

Po již provedené revaskularizaci je možno sledovat pomocí TcPO2 její efekt s časným 

rozpoznáním případné restenózy (Caselli A. et al., 2005). Mezi další využití patří stanovení 
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pravděpodobnosti hojení, kdy při hodnotách TcPO2 pod 25-30 mmHg je hojení defektu 

bez cévní intervence nepravděpodobné. Měřením TcPO2 lze stanovit optimální výši amputace 

končetiny (Wutschert R. et al., 1997). Měření TcPO2 se ve většině studií zabývajících se 

buněčnou terapií používá jako standardní metoda pro hodnocení efektu (Dubsky M. et al., 

2017), proto jsme TcPO2 zvolili jako hlavní parametr hodnocení efektu ACT i v našich 

studiích. 

Laser Doppler flowmetrie je neinvazivní metoda vyšetření mikrocirkulace laserovým 

paprskem. Na základě tzv. Dopplerova jevu zaznamenává odraz záření od pohybujících se 

krevních elementů a na základě frekvenčního posunu určuje průtok krevním řečištěm. Měření 

průtoku se udává pomocí relativní veličiny, tzv. perfuzních jednotek (Tomesova J. et al., 

2013).  

Měření kožního perfuzního tlaku (skin perfusion pressure, SPP) představuje další 

neinvazivní metodu, která poskytuje informaci o reaktivitě mikrocirkulace. Laserový senzor 

v okluzní manžetě snímá obnovený průtok končetinou. Perfuzní tlak pod 30 mmHg svědčí 

podobně jako TcPO2 pro CLI. Toto vyšetření není ovlivněno lokálními faktory, např. otokem, 

lokalizací defektu apod. (Tomesova J. et al., 2013). Recentně publikovaná metaanalýza 

naznačuje, že SPP s vysokou senzitivitou a specificitou predikuje hojení ulcerací u pacientů 

s CLI (Pan X. et al., 2018).   

Perspektivními výzkumnými metodami pro vyšetření mikrocirkulace u diabetiků, 

kterými jsme se zabývali v našich studiích, byly perfuzní scintigrafie lýtkových svalů a MR 

spektroskopie. 

Perfuzní scintigrafie s technecium-99-methoxy-isobutyl-isonitrilem (99mTc-MIBI) je 

dnes běžně využívána k diagnostice ischemické choroby srdeční (Gropler R.J. et al., 2010, 

Gaemperli O., 2014). Principem je rychlé vychytávání radiofarmaka v membráně 

mitochondrií myokardu, akumulace je závislá jak na perfuzi svalu, tak na aktivitě vychytávání 

v mitochondriích. Zkušenosti s jejím použitím v diagnostice ICHDK jsou však zatím velmi 

omezené. Přínos 99mTc-MIBI lýtkových svalů v diagnostice ICHDK byl posuzován pouze 

v několika studiích (Sayman H.B. et al., 1991, Celen Y.Z. et al., 2000, Kusmierek J. et al., 

2006). Perfuzní scintigrafii lýtkových svalů jsme proto testovali jako potenciálně vhodnou 

metodu pro posouzení efektu buněčné terapie na úrovni mikrocirkulace. 

Fosforová (31P) MR spektroskopie umožňuje detekci a relativní kvantifikaci 

některých energetických metabolitů ve svalu in vivo, zejména fosfokreatinu (PCr), 

anorganického fosfátu (Pi), adenosintrifosfátu (ATP), fosfomonoesterů a fosfodiesterů (PDE), 

a tím poskytuje informaci o energetickém metabolismu svalu jak v klidu, tak při zátěži 

(Sedivy P. et al., 2015). Spektra též umožňují vyhodnotit intramyocelulární pH a 

mitochondriální kapacitu svalu. Kinetika fosfokreatinu v lýtkovém svalu sledovaná pomocí 

MR spektroskopie byla posuzována v klinické studii u pacientů s CLI při hodnocení 

revaskularizace pomocí perkutánní transluminální angioplastiky (West A.M. et al., 2012). 

U pacientů s ICHDK byl pozorován prodloužený recovery time PCr, který je známkou 

zpožděného obnovení zásob energeticky bohatého fosfokreatinu (Greiner A. et al., 2006, 

Isbell D.C. et al., 2006), Obrázek 2. Nejen ICHDK, ale také diabetes a jeho komplikace 

negativně ovlivňují svalový metabolismus; pacienti s diabetem mají např. sníženou 

mitochondriální kapacitu (Cree-Green M. et al., 2015) a vyšší výskyt poškození 
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mitochondriální DNA (Fetterman J.L. et al., 2016). MR spektroskopie lýtkových svalů by 

rovněž mohla být vhodnou metodou k posouzení efektu revaskularizace po buněčné léčbě. 

 

Obrázek 2. Kinetika fosfokreatinu (PCr) během klidu, zátěže a recovery fáze při zátěžové MR 

spektroskopii 

 

 
 

1.3.5 Standardní léčba ischemické choroby dolních končetin 

Standardními léčebnými metodami CLI jsou endovaskulární výkony, zejména 

perkutánní transluminální angioplastika (PTA) a případný stenting, nebo chirurgická 

revaskularizace bypassem (Benitez E. et al., 2014). Podle předchozích studií jsou krátkodobé i 

dlouhodobé výsledky obou metod prakticky srovnatelné, nicméně endovaskulárním metodám 

se dává v poslední době přednost z důvodu nižších perioperačních rizik a nákladů (Bradbury 

A.W. et al., 2010, Hinchliffe R.J. et al., 2012); o konkrétním revaskularizačním postupu 

rozhoduje vždy cévní nález a zkušenosti pracoviště (Hinchliffe R.J. et al., 2016). Navzdory 

pokrokům v revaskularizační léčbě není u více než 30 % pacientů standardní revaskularizace 

možná z důvodu rozsáhlé nebo distálně lokalizované arteriální okluze (Collinson D.J. et al., 

2004), opakovaných technických neúspěchů nebo přítomnosti vysoce rizikových komorbidit 

(Compagna R. et al., 2015). Tito pacienti s tzv. no-option CLI mohou profitovat z nových 

revaskularizačních metod, mezi něž patří léčba autologními kmenovými buňkami (Fadini G.P. 

et al., 2010, Lawall H. et al., 2010). Otázkou ale zůstává ovlivnění životní prognózy těchto 

pacientů i po úspěšné revaskularizaci, která bývá závislá na komorbiditách, především 

kardiovaskulárních onemocněních. 
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1.3.6 Terapeutická vaskulogeneze pomocí autologních buněk 

Terapeutická vaskulogeneze pomocí autologních buněk patří mezi nadějné metody 

ve fázi klinického výzkumu. Léčba pomocí autologních kmenových buněk aplikovaných 

do postižené končetiny dle předchozích studií byla dobře tolerována a měla příznivý klinický 

efekt (Liu Y. et al., 2015, Ai M. et al., 2016). Buněčná léčba může potenciálně ovlivnit těžkou 

ICHDK redukcí zánětu, remodelací tkáně a zvýšenou perfuzí (Bartel R.L. et al., 2013). Dle 

výsledků rozsáhlých metaanalýz buněčná léčba no-option CLI zlepšila ischemii, vedla 

k rychlejšímu hojení ran, redukovala subjektivní symptomy a snížila výskyt vysokých 

amputací (Fadini G.P. et al., 2010, Lawall H. et al., 2010, Zhang Y. et al., 2017, Xie B. et al., 

2018, Gao W. et al., 2019). 

1.3.6.1 Autologní buněčná léčba a mechanismus účinku 

Autologní buněčná léčba (autologous cell therapy, ACT) je založena 

na intramuskulární aplikaci buněčné suspenze, kterou tvoří heterogenní populace 

mononukleárních buněk obsahujících subpopulaci progenitorových vaskulárních buněk (Aghi 

M. et al., 2005). Tato buněčná suspenze se získává trepanobiopsií kostní dřeně (bone marrow-

derived mononuclear cells, BMMNC) nebo separací z periferní krve (peripheral blood 

progenitor cells) po aplikaci faktoru stimulujícího kolonie granulocytů (Aghi M. et al., 2005). 

V jedné z našich předchozích studií jsme prokázali, že klinický efekt aplikovaných buněčných 

suspenzí získaných oběma separačními metodami hodnocený změnami TcPO2 a výskytem 

vysokých amputací byl srovnatelný a byl signifikantně lepší v porovnání s konzervativní 

léčbou (Dubsky M. et al., 2013).  

Pravděpodobně nejvýznamnější buněčnou subpopulací ve vaskulární regeneraci jsou 

buňky s povrchovým znakem CD34+, které jsou tvořeny převážně hematopoetickými 

buňkami, menší část tvoří endoteliální progenitorové buňky (EPC) (Zubair A.C. et al., 2010, 

Fadini G.P. et al., 2017). EPC jsou schopné migrovat z kostní dřeně a v ischemických 

oblastech se diferencovat ve zralý endotel (Hristov M. et al., 2009). 

Přesný mechanismus účinku injikovaných autologních buněk na tkáňové úrovni není 

zcela objasněn, předpokládá se však jejich role ve vaskulogenezi. Existují dva hlavní 

mechanismy vaskulogeneze – angiogeneze a arteriogeneze (Buschmann I. et al., 1999). 

Angiogeneze je silně indukována hypoxií, následkem které dochází k růstu nových kapilár 

z původních cév, zatímco arteriogeneze je indukována fyzikálními silami, především střižným 

napětím vzniklým zvýšeným hydrostatickým tlakem tekutin při okluzi cévy, které vede 

k remodelaci a maturaci preexistujících kolaterál. Proces arteriogeneze je na rozdíl 

od angiogeneze schopen lépe kompenzovat tkáňovou ischemii (Lawall H. et al., 2010, Cooke 

J.P. et al., 2015). 

Jedním z možných vysvětlení mechanismu účinku ACT v procesu vaskulogeneze je 

inkorporace aplikovaných autologních buněk do vznikajících cév; alternativou může být 

uvolnění růstových faktorů těmito buňkami, které přímo stimulují endogenní vaskulární 

prekurzory, nebo ovlivnění hostitelských buněk k produkci angiogenních růstových faktorů 

(Aranguren X.L. et al., 2009).  
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1.3.6.2 Angiogenní faktory 

Důležitým modulátorem vaskulogeneze je uvolnění jak proangiogenních, tak 

i antiangiogenních faktorů. Mezi nejvýznamnější proangiogenní růstové faktory 

produkované jak endotelovými buňkami, tak i dalšími buňkami monocytární řady, patří 

vaskulární endoteliální růstový faktor (VEGF), bazický fibroblastový růstový faktor (bFGF), 

angiopoietin-1 (Ang-1), destičkové růstové faktory (PDGF-AA, PDGF-BB), hepatocytární 

růstový faktor (HGF) a hypoxia inducibilní faktor 1 alfa (Kinnaird T. et al., 2004, Di Vita G. 

et al., 2005). HGF a bFGF mají pomocnou úlohu při tvorbě kolaterál, potencují účinek VEGF 

(Van Belle E. et al., 1998). VEGF je endoteliální buněčně-specifický mitogen indukující 

proliferaci a diferenciaci endotelových buněk. Bazický FGF je protein indukující angiogenezi 

přímým účinkem na proliferaci endoteliálních buněk. Stromální buněčně-derivovaný růstový 

faktor 1 je významný chemokin přispívající k migraci EPC a angiogenezi. Dle 

experimentálních studií došlo po injekční aplikaci k akceleraci angiogeneze a hojení ran 

(Velazquez O.C., 2007).  

Mezi antiangiogenní faktory patří endostatin, angiostatin, arresten, canstatin, 

tumstatin nebo trombospondiny (Ribatti D., 2009).  

Jedním z nejsilnějších inhibitorů angiogeneze je endostatin, c-terminální fragment 

kolagenu XVIII, který je součástí vaskulárních bazálních membrán (Poluzzi C. et al., 2016). 

Endostatin inhibuje VEGF-dependentní migraci endotelových prekurzorových buněk a 

indukuje jejich apoptózu (Schuch G. et al., 2003). Dalším předpokládaným mechanismem 

účinku endostatinu je inhibice matrix-metaloproteináz, které usnadňují migraci a invazi 

endoteliálních buněk během angiogeneze proteolytickou degradací extracelulární matrix 

(Poluzzi C. et al., 2016). Biologický efekt endostatinu je zřejmě zprostředkován jeho vazbou 

na receptory buněčného povrchu, což vede k ovlivnění celé intracelulární signalizační 

kaskády a k interakci s množstvím proteinů, např. s integriny, tropomyosiny, glypikany nebo 

lamininem, které zodpovídají za antiangiogenní vlastnosti endostatinu (Fu Y. et al., 2009). 

V současné době probíhá intenzivní výzkum ohledně potenciálního klinického využití 

endostatinu, např. v onkologické či protizánětlivé léčbě, v léčbě diabetické retinopatie nebo 

obezity; perspektivní je použití endostatinu jako prognostického biomarkeru (Walia A. et al., 

2015, Wang H. et al., 2015). Nicméně dosud není objasněno, jakým mechanismem probíhá 

regulace sérových hladin endostatinu (Ruge T. et al., 2017). V naší studii jsme sledovali 

hladiny endostatinu v souvislosti s posouzením vaskulogeneze po ACT. 

Hladiny angiogenních faktorů po buněčné terapii byly sledovány ve studiích jen 

ojediněle; např. Kajiguchi (Kajiguchi M. et al., 2007) ve své studii ukázal, že intramuskulárně 

aplikované BMMNC secernují angiogenní faktory jako jsou VEGF, bFGF a Ang-1 v místě 

vpichu, které mohou pomoci mobilizaci progenitorových buněk do ischemické tkáně. Hladiny 

angiogenních faktorů byly vyšší u responderů (u pacientů klinicky zlepšených) oproti non-

responderům a nelišily se 2 týdny po terapii ve srovnání s hodnotami před terapií. 

V jiné studii (Dubsky M. et al., 2014) byly porovnávány sérové hladiny angiogenních 

faktorů s ohledem na jejich roli v lokální a potenciálně nežádoucí systémové vaskulogenezi. 

Sérové hladiny proangiogenních (VEGF, bFGF, Ang-1, PDGF-AA, PDGF-BB) a 

antiangiogenních (endostatin) faktorů byly stanoveny před buněčnou léčbou a následně 

během 6 měsíců po výkonu. Sérové hladiny endostatinu signifikantně stouply za 1 a 3 měsíce 
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po buněčné terapii, zatímco hladiny ostatních proangiogenních faktorů se signifikantně 

nezměnily. Zároveň nebyly pozorovány nežádoucí systémové účinky, a to na základě 

vyšetření očního pozadí, kdy nebyla pozorována novotvorba cév na sítnici.  

1.4 Charcotova osteoartropatie 

1.4.1 Definice a epidemiologie 

Charcotova osteoartropatie (CHOAP) je poměrně častá komplikace diabetické 

neuropatie s potenciálně devastujícími následky. Dle definice se jedná o neinfekční 

progresivní destrukci kostí, kloubů a měkkých tkání nohy na podkladě neuropatie, nejčastěji 

diabetické; v akutním stadiu je charakterizována známkami zánětu a zvýšenou kostní 

remodelací (Rogers L.C. et al., 2011). CHOAP je spojena s vysokou morbiditou a mortalitou 

(Fabrin J. et al., 2000). Akutní fáze CHOAP často nebývá včas diagnostikována, což oddálí 

zahájení adekvátní terapie a ve svém důsledku může vést ke vzniku deformit chodidla, 

sekundárním ulceracím, osteomyelitidě a nakonec k amputaci (Wukich D.K. et al., 2011, 

Jeffcoate W.J., 2015). Skutečná prevalence CHOAP není známa, zejména kvůli vysoké 

incidenci nesprávné nebo pozdní diagnostiky a léčby, dle populačních studií se však 

prevalence odhaduje na 0,4-13 % diabetiků (Frykberg R.G. et al., 2008). Predisponující 

faktory pro vznik CHOAP zahrnují neuropatii (senzoricko-motorickou i autonomní), zvýšené 

mechanické zatížení, zvýšenou kostní resorpci, mikrofraktury, trauma a zánět (Petrova N.L. et 

al., 2016). 

1.4.2 Patogeneze 

Jak již bylo naznačeno výše, neexistuje jedna jasná příčina vzniku CHOAP; toto 

onemocnění vzniká na podkladě celé řady predisponujících faktorů (Rogers L.C. et al., 2011), 

z nichž nejzásadnější je přítomnost neuropatie a opakovaných mikrotraumat. Předpokládá se, 

že v počátcích onemocnění hraje klíčovou roli zánětlivý proces, který vede k osteolýze a tím 

nepřímo ke vzniku fraktur a dislokací (Jeffcoate W.J. et al., 2005). Při frakturách dochází 

k uvolnění prozánětlivých cytokinů, např. TNFα, IL-1β, což vede ke zvýšené expresi RANKL 

(tj. ligandu, který se váže na aktivační receptor nukleárního faktoru kappa B) na celé řadě 

buněk. RANKL spouští syntézu nukleárního transkripčního faktoru (NF-κβ), který je 

zodpovědný za maturaci osteoklastů způsobujících osteolýzu. Zvýšená produkce RANKL 

zároveň stimuluje produkci osteoprotegerinu (OPG) z osteoblastů nebo aktivovaných T-

lymfocytů; OPG působí jako antagonista RANKL – tzv. decoy receptor, který kompetitivně 

vyvažuje jeho excesivní produkci (Boyce B.F. et al., 2008). Tento proces aktivace osteoklastů 

probíhá i fyziologicky při hojení fraktur, nicméně je krátkodobý (Jeffcoate W.J., 2015). 

U pacientů s neuropatií, kteří často necítí bolest a nadále došlapují na postiženou končetinu, 

však dochází k opakovaným mikrotraumatům, kontinuální produkci prozánětlivých cytokinů 

a nekontrolovanému zánětu s následnou lokální osteolýzou (Jeffcoate W.J. et al., 2005). Bylo 

prokázáno, že osteoklasty pacientů v akutní fázi CHOAP jsou agresivnější a mají vyšší 

resorpční aktivitu ve srovnání s kontrolní skupinou; tyto změny jsou však pouze částečně 

inhibovány OPG, což svědčí pro vliv i dalších cytokinů v tomto procesu (Mabilleau G. et al., 

2008). Dalším faktorem, který se potenciálně uplatňuje při vzniku CHOAP, je zvýšení 
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krevního průtoku a arteriovenózní zkraty v důsledku autonomní neuropatie, které stimulují 

kostní resorpci aktivací osteoklastů u pacientů s neuropatií (Edmonds M.E. et al., 1982).  

Predisponujícím faktorem vzniku CHOAP je snížená kostní minerální denzita (bone 

mineral density – BMD), která v kombinaci s neuropatií a abnormálním mechanickým 

stresem může vést ke vzniku fraktur. U pacientů s CHOAP byly prokázány snížené hodnoty 

BMD v kostech nohy ve srovnání s kontrolní skupinou pacientů s neuropatií (Young M.J. et 

al., 1995, Jirkovska A. et al., 2001). Dalším patogenetickým mechanismem vzniku CHOAP je 

zvýšená glykace a změna měkkých tkání nohy v důsledku diabetu vedoucí k subluxacím 

kloubů i při drobných traumatech. 

Mezi rizikové faktory predisponující ke vzniku CHOAP patří užívání imunosupresiv 

po transplantaci ledviny a/nebo slinivky (Matricali G.A. et al., 2007), renální insuficience 

(Samann A. et al., 2012), deficience kalcia a vitaminu D (Rogers L.C. et al., 2011) a 

v neposlední řadě rovněž metabolické důsledky diabetu, především hyperglykémie (Milne 

T.E. et al., 2013), pozdní produkty glykace a oxidační stres, které mohou zvyšovat expresi 

RANKL (Rogers L.C. et al., 2011). 

Kombinace několika výše uvedených faktorů vede k lokálnímu zánětlivému procesu, 

jehož důsledkem jsou různé stupně kostní destrukce, subluxace, dislokace nebo deformity 

(Rogers L.C. et al., 2011). Schéma patogeneze CHOAP shrnuje Obrázek 3. 

 

Obrázek 3. Patogeneze Charcotovy osteoartropatie (CHOAP), upraveno podle Rajbhandari 

et al., Diabetologia 2002 
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1.4.3 Diagnostika 

V důsledku neuropatie mohou být prvotní známky a symptomy onemocnění 

minimální, proto je nezbytné na diagnózu CHOAP vůbec pomyslet (Petrova N.L. et al., 

2016). V současné době nemáme k dispozici biochemické markery, které by napomohly 

k diagnóze či monitoraci průběhu onemocnění (Petrova N.L. et al., 2016). V akutní fázi může 

být postižená noha zarudlá, oteklá, proteplená a je třeba včas odlišit flegmónu, dnu či 

hlubokou žilní trombózu (Jeffcoate W.J., 2015). U CHOAP bývá přítomný výrazný rozdíl 

kožních teplot (McGill M. et al., 2000), postižená noha může být i o více než 2 °C teplejší 

než nepostižená noha (Armstrong D.G. et al., 1997). Zánět většinou probíhá lokálně a obvykle 

nebývá spojen se systémovým vzestupem zánětlivých parametrů (Petrova N.L. et al., 2007). 

Na RTG vyšetření mohou být přítomny fraktury či dislokace kostí, ovšem v počátcích 

onemocnění nemusí být patrny žádné patologické změny, a pokud v této fázi není 

onemocnění odhaleno a není zahájena adekvátní léčba, důsledkem mohou být ireverzibilní 

destrukce kostí a kloubů (Chantelau E., 2005). Vhodnějším zobrazovacím vyšetřením je 

magnetická rezonance, která již v časné fázi CHOAP dokáže odhalit změny v měkkých 

tkáních a kostech, ale rozlišení CHOAP od osteomyelitidy může být obtížné (Jeffcoate W.J., 

2015). Třífázová dynamická scintigrafie skeletu využívající 99mTc s vysokou senzitivitou 

odhalí aktivitu kostní patologie, nevýhodou je však nízká specificita pro osteoartropatii. 

Scintigrafie s radioaktivně značenými leukocyty zvyšuje specificitu pro infekci, ale hůře 

odliší měkké tkáně od kostí, proto se toto vyšetření kombinuje s třífázovou scintigrafií skeletu 

(Palestro C.J. et al., 1998). Izotopové metody se s výhodou používají v monitoraci aktivity 

kostního procesu. Zkušenosti s pozitronovou emisní tomografií zůstávají především kvůli 

dostupnosti této metody omezené (Jeffcoate W.J., 2015). 

Perspektivní metodou pro časnou diagnostiku kostní nemoci u CHOAP je 

kvantitativní ultrasonometrie (QUS) patní kosti. Jedná se o neinvazivní metodu, jejímž 

principem je šíření ultrazvukové (UZ) vlny strukturou kosti. Pro kvantitativní posouzení 

BMD, 3D architektoniky patní kosti a její fragility se používají 2 parametry: rychlost šíření 

UZ vlny (speed of sound, SOS) a širokopásmové zeslabení UZ vlny (broadband ultrasound 

attenuation, BUA). Studie hodnotící přínos QUS v diagnostice CHOAP prokázala 

signifikantně sníženou hodnotu BMD patní kosti postižené končetiny u pacientů s CHOAP 

v porovnání se zdravými dobrovolníky (Jirkovska A. et al., 2001). V této studii nebyl mezi 

pacienty s CHOAP a kontrolní skupinou pozorován signifikantní rozdíl v BMD páteře 

hodnocený standardní denzitometrií, což naznačuje přínos QUS patní kosti v časné 

diagnostice CHOAP.  

K dalším perspektivním možnostem časné diagnostiky CHOAP patří markery kostní 

remodelace, a to osteoplastické markery (kostní alkalická fosfatáza, osteokalcin), markery 

kostní resorpce odvozené od kolagenu (carboxy-terminal cross-linked telopeptides of type 1 

collagen), osteoklastické enzymy (tartarát-rezistentní kyselá fosfatáza) a nověji také markery 

kostní remodelace jako RANKL, OPG a sklerostin (Leibbrandt A. et al., 2008). 
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1.5 Kardiovaskulární onemocnění a syndrom diabetické nohy 

Předchozí studie prokázaly, že mortalita pacientů s diabetem a defekty na nohou je 

2x vyšší než u diabetiků bez ulcerací (Pinto A. et al., 2008, Iversen M.M. et al., 2009). 

Celková mortalita pacientů se SDN v průběhu 5 let je 50 % (Hinchliffe R.J. et al., 2012). 

Přítomnost SDN je spojena rovněž s vyšší kardiovaskulární morbiditou a mortalitou 

(Ghanassia E. et al., 2008). Dle metaanalýzy kardiovaskulární (KV) a celkové mortality 

u pacientů se SDN (Brownrigg J.R. et al., 2012) byla anamnéza diabetických ulcerací spojena 

se zvýšeným rizikem celkové mortality (RR 1,89, 95 % CI 1,60-2,23), se zvýšeným rizikem 

fatálního infarktu myokardu (RR 2,22, 95 % CI 1,09-4,53) a fatální cévní mozkové příhody 

(RR 1,41, 95 % CI 0,61-3,24).  

Amputace dolní končetiny u pacientů se SDN je také spojena s vysokou mortalitou 

(Young M.J. et al., 2008), nejčastěji na kardiovaskulární onemocnění; prognóza pacientů 

po vysoké amputaci v důsledku SDN je srovnatelná s pacienty s maligním onemocněním 

(Hoffmann M. et al., 2015).  

Z těchto výsledků vyplývá spojitost KV onemocnění a jejich rizikových faktorů 

se SDN. Young prokázal zlepšené 5leté přežívání pacientů s diabetickou ulcerací po zavedení 

agresivní léčby KV rizikových faktorů (Young M.J. et al., 2008). V této studii poklesla 5letá 

mortalita z 48 % na 26,8 % (p ˂ 0,001) po zavedení protokolu, který zahrnoval screening KV 

rizikových faktorů a úpravu pomocí antiagregancií, statinů a inhibitorů angiotenzin-

konvertujícího enzymu ± β-blokátorů u pacientů s hypertenzí. Zlepšené přežívání bylo 

pozorováno jak u pacientů s neuroischemickými, tak neuropatickými ulceracemi.  

Předmětem našeho výzkumu bylo proto posouzení asociace vysokých amputací a KV 

onemocnění u pacientů hospitalizovaných pro SDN. 
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2 Cíle dizertační práce 

Problematika kritické končetinové ischemie a buněčné léčby u pacientů se syndromem 

diabetické nohy a patogenetické aspekty Charcotovy osteoartropatie byly rozděleny do tří 

okruhů výzkumu: 

 

1) Terapeutická vaskulogeneze pomocí autologních buněk 

Problematiku terapeutické vaskulogeneze při buněčné léčbě syndromu diabetické nohy 

jsme zkoumali ve 3 studiích. 

Cílem jednotlivých studií bylo:  

o posoudit možnosti hodnocení efektu buněčné terapie na tkáňovou ischemii a 

mikrocirkulaci pomocí nových diagnostických metod – MR spektroskopie (studie 1) a 

perfuzní scintigrafie lýtkových svalů (studie 2) v porovnání se standardním měřením 

transkutánní tenze kyslíku 

o posoudit význam změn sérových hladin antiangiogenního faktoru endostatinu 

pro hodnocení efektu revaskularizace po buněčné léčbě (studie 3) 

 

2) Kostní nemoc u Charcotovy osteoartropatie 

Patogenetické aspekty kostní nemoci u pacientů s Charcotovou osteoartropatií jsme 

analyzovali v jedné studii. 

Cílem studie bylo: 

o posoudit senzitivitu a specificitu kvantitativní ultrasonometrie patní kosti v časné 

diagnostice Charcotovy osteoartropatie ve srovnání se standardní denzitometrií páteře 

a kyčle (studie 4) 

 

3) Kardiovaskulární onemocnění u syndromu diabetické nohy 

Vztah mezi výskytem kardiovaskulárních onemocnění a jejich rizikových faktorů 

a amputacemi u pacientů se syndromem diabetické nohy jsme posuzovali v jedné studii. 

Cílem studie bylo: 

o posoudit asociaci kardiovaskulárních onemocnění a jejich rizikových faktorů 

s vysokými amputacemi u pacientů hospitalizovaných pro syndrom diabetické nohy 

v dlouhodobém sledování (studie 5) 
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3 Vybrané metodiky jednotlivých studií 

3.1 Izolace autologních buněk z kostní dřeně 

Odběr autologních buněk k buněčné léčbě ischemie u syndromu diabetické nohy byl 

prováděn dvěma metodami. 

3.1.1 Izolace autologních buněk z kostní dřeně pomocí systému Harvest 

Technologies Corporation 

Kostní dřeň byla odebrána na operačním sále nejčastěji v epidurální nebo celkové 

anestezii trepanobiopsií z obou stran lopaty kosti kyčelní standardní Jamshidiho technikou. 

Celkový objem 250 ml odebrané kostní dřeně byl v infuzním vaku promíchán 

s antikoagulačním činidlem (ACD-A, heparin) a přes infuzní set s filtrem aspirován do 4 

stříkaček. Z nich byla kostní dřeň aplikována do separačních nádobek centrifugačního 

zařízení Smart PReP2 (Harvest Technologies Corporation, Plymouth, MA, USA) a během 

14minutové gradientní denzitní centrifugace byla kostní dřeň separována. Po této centrifugaci 

byla ze separačních nádobek aspirována plazma a následně odebrán finální koncentrát kostní 

dřeně o celkovém objemu cca 40 ml. 

3.1.2 Izolace autologních buněk z kostní dřeně sedimentací s Gelofusinem 

Kostní dřeň byla odebrána stejným způsobem jako u předchozí metody. Celkový 

objem odebrané kostní dřeně 350-400 ml byl spolu s přidaným antikoagulačním činidlem 

za sterilních podmínek zpracován v laminárním boxu. Ke kostní dřeni byla přidána 

sukcinylovaná želatina (Gelofusin; B. Braun, Melsungen, Německo), která urychluje 

sedimentaci erytrocytů, přičemž jaderné buňky zůstávají v supernatantu. Sedimentace trvá 40-

60 minut, dokud se nevytvoří rozhraní mezi erytrocyty a plazmou. Následně byla plazma 

s leukocyty přenesena do transferového vaku o objemu 600 ml a 15 minut centrifugována 

rychlostí 1600 otáček za minutu. Po centrifugaci byla část plazmy pomocí plazma-extraktoru 

přenesena zpět k erytrocytům a sedimentované buňky v celkovém objemu 40-90 ml byly 

připraveny k aplikaci. 

3.2 Aplikace suspenze autologních buněk 

Celkový objem 40-90 ml buněčné suspenze získaný některou z výše uvedených metod 

byl na operačním sále po dezinfekci končetiny aplikován intramuskulárně do svalů lýtka a 

nohy v průběhu bércových tepen a do okolí defektu postižené končetiny. Pomocí 2 ml 

injekčních stříkaček bylo provedeno celkem 40-50 vpichů o objemu 1-2 ml buněčné suspenze. 

Po aplikaci byla končetina šetrně omyta fyziologickým roztokem a zabandážována; pacient 

byl následně na lůžkovém oddělení sledován většinou 3-7 dní po výkonu dle klinického stavu. 
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3.3 Měření TcPO2 – standardní metoda pro hodnocení efektu buněčné 

léčby 

Měření TcPO2 bylo provedeno standardizovanou metodou pomocí přístroje TCM400 

(Radiometer Medical ApS, Aarhus, Dánsko) před revaskularizací a následně ve stanovených 

intervalech po revaskularizaci. Při měření TcPO2 byla jedna elektroda po řádném odmaštění 

kůže standardně umístěna na referenční místo pod klíček, další jedna či více elektrod byly 

přiloženy na požadovaná místa měření na dolních končetinách. Elektrody byly upevněny 

do fixačního kroužku s kontaktním roztokem.  

Přístroj se před použitím automaticky kalibroval na aktuální barometrický tlak. Měření 

se provádělo vleže. Elektroda byla přiložena na dorzum nohy, nejčastěji mezi prvním a 

druhým metatarzem, případně do okolí defektu, referenční elektroda byla umístěna cca 5 cm 

pod levým klíčkem v medioklavikulární čáře. Měření TcPO2 bylo hodnoceno po 15-20 

minutách ustáleného stavu po kalibraci. 

3.4 MR spektroskopie lýtkových svalů při hodnocení efektu buněčné léčby 

(studie 1) 

MR spektroskopie (MRS) lýtkových svalů byla provedena 1 den před revaskularizací 

(pomocí autologní buněčné léčby i standardních metod) a následně 3 měsíce po výkonu 

za použití celotělového 3T MR systému (TRIO, Siemens, Erlangen, Německo) vybaveného 

pedálním ergometrem, s 1H/31P cívkou (Rapid Biomedical, Německo). Pacienti byli vyšetřeni 

v poloze na zádech s cívkou fixovanou pod musculus gastrocnemius (Obrázek 4). MRS 

vyšetření bylo rozděleno na fázi klidovou (2 minuty), fázi zátěžovou (6 minut) a tzv. recovery 

fázi (6 minut). Během zátěžové fáze vyšetřovaný subjekt prováděl plantární flexi 1x za 2 s 

se standardizovanou zátěží 7,3 kg. Celková doba vyšetření byla zhruba 30 minut. 

Analýza 31P spekter: 31P MR spektra byla měřena pomocí nelokalizované sekvence FID 

(free induction decay). Lokalizace byla realizována pouze umístěním vysokofrekvenční cívky. 

MRS vyšetření umožňuje snímat spektra v průběhu fyzické zátěže i průběh zotavování 

po skončení cvičení (recovery fáze). Vykonaná práce byla zaznamenávána pomocí počítače 

připojeného na ergometr a vyhodnocena pomocí softwaru (jMRUI, MATLAB program) 

(Sedivy P. et al., 2015). MRS parametry charakterizující metabolismus lýtkového svalu 

v klidu byly definovány jako poměry intenzity signálu PCr, Pi, PDE a ATP k celkové sumě 

intenzit signálu fosforových metabolitů ve 31P MR spektru. Dále byla stanovena hodnota pH 

na základě chemického posunu PCr a Pi. Zátěžové MRS parametry (pokles PCr, 

mitochondriální kapacita Qmax, recovery time PCr) a pH na konci zátěže byly vypočítány 

ze spekter změřených na konci zátěže a v recovery fázi. 

MRS parametry lýtkových svalů byly porovnány s hodnotami TcPO2 měřenými 

ve stejných časových intervalech. 
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Obrázek 4. Zařízení pro zátěžovou MR spektroskopii lýtkových svalů 

 

 
 

3.5 Perfuzní scintigrafie lýtkových svalů při hodnocení efektu buněčné 

léčby (studie 2) 

 

Perfuzní scintigrafie lýtkových svalů s radioizotopem 99mTc-MIBI byla provedena 

před buněčnou léčbou a následně 3 měsíce po ní, a to jak v klidu, tak po zátěži. 

Radiofarmakum bylo aplikováno intravenózně. Po injekci komplexu 99mTc-MIBI aktivity 

4 MBq/kg byl v klidové fázi proveden časný celotělový scan rychlostí 10 cm/min. Poté bylo 

provedeno SPECT/CT lýtkových svalů a svalů nohy za použití gamma kamery Infinia 

Hawkeye 4 (GE Healthcare, Wisconsin, USA) vybavené nízkoenergetickým kolimátorem 

s vysokým rozlišením a 128x128 matrix. Snímky byly získány v zadopřední projekci. Gamma 

kamera byla připojena k počítači se softwarem Xeleris (Xeleris, GE Healthcare, USA). 

Po skončení klidové fáze pacient prováděl plantární flexi a extenzi 60x či do vzniku 

subjektivních symptomů (únava, bolest). Na konci zátěže byl aplikován bolus 8 MBq/kg 
99mTc-MIBI a byl opět proveden celotělový scan a SPECT/CT svalů lýtka a nohy. 

Klidové a zátěžové scintigrafické parametry byly hodnoceny v symetricky zvolené 

oblasti zájmu zahrnující svaly lýtka a nohy obou dolních končetin, tedy léčené i neléčené 

(kontrolní) končetiny. Scintigrafické parametry jako klidová četnost (rest count, RC) a četnost 

při zátěži (exercising count, EC) byly měřeny ve dvou oblastech; v celém lýtku a na chodidle 

v závislosti na pozadí celotělového scanu. Scintigrafické parametry (RC, EC) byly následně 

porovnány mezi léčenou a neléčenou končetinou k posouzení symetrie vychytávání 99mTc-

MIBI.  

Ze scintigrafických parametrů byla vypočítána tzv. perfuzní rezerva (PR) na základě 

vztahu: 

PR = (EC – RC)/RC x 100 [%] 

 

Dalším parametrem k posouzení změn ve svalu v klidu a po zátěži v porovnání těchto 

změn mezi léčenou (T) a neléčenou (C) končetinou byl poměr zátěž/klid (stress/rest ratio, 

SRTClimb) před a po buněčné léčbě (ACT) 
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  T/C after ACT after stress/ T/C before ACT after stress 

SRTClimb = ––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––– 

   T/C after ACT at rest/ T/C before ACT at rest 

 

SRTClimb  ˃ 1 značilo zlepšení zátěžového testu po ACT,  SRTClimb  ≤ 1 znamenalo stav 

bez změny nebo zhoršení zátěžového testu po ACT. 

Poměr posuzující změny po ACT v klidu a po zátěži pouze na léčené (T) končetině 

(stress/rest ratio, SR) byl vypočten dle vzorce 

 

  T after ACT after stress/ T after ACT at rest 

SR = ––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––– 

  T before ACT after stress/ T before ACT at rest 

 

SR ˃ 1 značilo zlepšení zátěžového testu po ACT, SR ≤ 1 znamenalo stav bez změny nebo 

zhoršení zátěžového testu po ACT. 

Scintigrafické parametry byly rovněž porovnány s hodnotami TcPO2 měřenými 

ve stejném období. 

3.6 Stanovení sérových hladin angiogenních faktorů a CD34+ buněk 

3.6.1 Stanovení sérových hladin angiogenních faktorů (studie 3) 

Sérové hladiny proangiogenních a antiangiogenních faktorů byly stanoveny 

v pravidelných intervalech před revaskularizací a následně za 1, 3 a 6 měsíců po výkonu; 

změny v sérových hladinách angiogenních faktorů byly porovnány se změnami TcPO2 

ve stejném období. 

Sérové vzorky na stanovení angiogenních faktorů byly skladovány při teplotě -80 °C, 

dokud nebyly analyzovány. Tyto vzorky byly zředěny v poměru 1:4; hladiny jednotlivých 

proangiogenních (VEGF, bFGF, Ang-1, PDGF-AA a PDGF-BB) a antiangiogenních 

(endostatin) faktorů byly stanoveny pomocí komerčního kitu (Fluorokine MAP Human 

Angiogenesis Custom Premix Kit A; R&D Systems, Minessota, MN, USA) a metodou 

Luminex (Luminex Corporation, Austin, TX, USA). Minimální detekční hladina 

pro jednotlivé angiogenní faktory byla: pro VEGF 11,5 pg/ml, bFGF 11,8 pg/ml, Ang-1 

185,2 pg/ml, PDGF-AA 10,2 pg/ml, PDGF-BB 28,4 pg/ml a pro endostatin 123,5 pg/l. 

Naředěné vzorky séra o objemu 50 μl byly promíchány s analyt-specifickými 

mikropartikulemi pokrytými protilátkami a inkubovány 3 h při pokojové teplotě za mírného, 

stálého promíchávání. K těmto vzorkům byla poté přidána detekční protilátka na stanovení 

jednotlivých analytů; vzorky byly inkubovány při pokojové teplotě další hodinu 

v horizontálním vortexu. Následně byl ke vzorkům přidán phycoerythrin-konjugovaný 

streptavidin (obsažený v komerčním kitu) a vzorek byl inkubován dalších 30 minut ve vortexu 

při pokojové teplotě. Ihned poté byly vzorky analyzovány metodou Luminex. Výsledky 

ze vzorků byly vypočítány na základě interpolace z příslušných standardních křivek. 
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3.6.2 Stanovení počtu CD34+ buněk 

Stanovení počtu CD34+ buněk bylo provedeno za použití průtokového cytometru 

FC500 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) metodou FACS (fluorescence-activated cell 

sorting). Počet CD34+ buněk v aplikované buněčné suspenzi byl vypočítán na základě 

detekované koncentrace CD34+ buněk a objemu aplikované buněčné suspenze. 

3.7 Kvantitativní ultrasonometrie patní kosti v časné diagnostice 

Charcotovy osteoartropatie (studie 4) 

Kvantitativní ultrasonometrie (QUS) patní kosti byla provedena za použití přístroje 

Achilles Lunar (Madison, WI, USA). Parametr tuhosti kosti byl vypočítán na základě vztahu: 

tuhost = 0,67 x BUA + 0,28 x SOS – 420. Výsledky tuhosti byly vyjádřeny pomocí T-skóre, 

které udává standardní odchylku výsledku vyšetření od průměrné tuhosti zdravých mladých 

jedinců stejného pohlaví. T-skóre dle QUS mezi –0,5 a –1,8 značilo osteopenii, T-skóre ≤  

–1,8 znamenalo osteoporózu. T-skóre získané měřením tuhosti patní kosti bylo porovnáno 

s BMD páteře a kyčle měřenými standardní denzitometrií (dual-energy X-ray absorptiometry, 

DEXA). Hodnoty BMD bederní páteře (obratel L2 – L4) a krčku femuru byly měřeny 

přístrojem DEXA (Lunar Prodigy, Madison, WI, USA). T-skóre dle DEXA ≤ –2,5 značilo 

osteoporózu, T-skóre mezi –1 a –2,5 znamenalo osteopenii.   
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4 Přehled studií 

4.1 Terapeutická vaskulogeneze pomocí autologních buněk 

4.1.1 Studie 1: Význam MR spektroskopie lýtkových svalů pro hodnocení 

končetinové ischemie a efektu revaskularizace u syndromu diabetické 

nohy (Přílohy 1-3) 

Standardní metodou pro hodnocení závažnosti ischemie a efektu revaskularizace 

u pacientů se syndromem diabetické nohy a kritickou končetinovou ischemií je měření 

TcPO2, které odráží tkáňovou perfuzi a oxygenaci. Perspektivní metodou pro hodnocení 

efektu revaskularizace je 31P MR spektroskopie (MRS) lýtkových svalů, která poskytuje 

informaci o změnách energetického svalového metabolismu zahrnujícího mitochondriální 

oxidativní fosforylaci, anaerobní glykolýzu a kreatinkinázovou aktivitu. 

Cílem naší studie bylo porovnat MRS parametry lýtkových svalů pacientů se SDN a CLI 

se zdravými kontrolami a posoudit přínos této metody při hodnocení efektu revaskularizace. 

Hypotéza: MRS je vhodnou metodou pro posouzení mikrocirkulace a změn 

po revaskularizaci u pacientů se SDN a CLI.  

 

Charakteristika souboru a schéma studie 

Do studie bylo konsekutivně zařazeno 34 pacientů se SDN a CLI, z nichž 27 podstoupilo 

revaskularizační výkon na našem pracovišti (ACT bylo léčeno 15 pacientů, u 12 pacientů byla 

provedena PTA) v období od ledna 2013 do ledna 2017. Do kontrolní skupiny bylo zařazeno 

19 zdravých dobrovolníků bez diabetu (průměrný věk 57,6 ± 9,9 let).  

MRS lýtkových svalů byla provedena před revaskularizací a 3 měsíce po ní a analýza 
31P MR spekter byla provedena jak v klidu, tak po zátěži (viz Vybrané metodiky). Hodnoty 

MRS parametrů byly porovnány se standardním měřením TcPO2. 

 

Výsledky studie 

Efekt revaskularizace byl potvrzen signifikantním vzestupem hodnot TcPO2 za 3 měsíce 

po revaskularizaci (z 26,4 ± 11,7 na 39,7 ± 17,7 mmHg, p < 0,005). Nepozorovali jsme však 

signifikantní korelaci mezi MRS parametry a hodnotami TcPO2. 

Pacienti se SDN a CLI měli v klidu před léčbou signifikantně nižší poměr PCr/Pi 

(p ˂ 0,001) ve srovnání se zdravými dobrovolníky (Tabulka 2); tento výsledek ukazuje 

na významné poškození klidového metabolismu svalových buněk u pacientů se SDN a CLI. 

Dále jsme u těchto pacientů pozorovali signifikantně vyšší pH (p = 0,005) v porovnání 

se zdravými kontrolami. 
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Tabulka 2. Porovnání klidových parametrů MRS lýtkových svalů pacientů se SDN a CLI 

se zdravými dobrovolníky  

 

Klidové MRS parametry Pacienti se SDN a CLI 
(n = 34)  

Zdravé kontroly 
(n = 19)  

p 

PCr/Pi  5,5 ± 2,1 8,4 ± 1,8 <0,001 

PCr/celkový signál P metabolitů  0,44 ± 0,07 0,51 ± 0,020 <0,001 

Pi/celkový signál P metabolitů 0,089 ± 0,033 0,062 ± 0,012 0,002 

PDE/celkový signál P metabolitů 0,077 ± 0,022 0,067 ± 0,019 0,118 

ATP/celkový signál P metabolitů 0,075 ± 0,020 0,089 ± 0,014 0,012 

Klidové pH 7,079 ± 0,081 7,022 ± 0,026 0,005 

 

Počet pacientů s hodnotitelným zátěžovým MRS vyšetřením byl redukován z důvodu 

obtíží při cvičení kvůli přítomnosti rozsáhlých defektů, nízkých amputací nebo rychlé únavě. 

U podskupiny pacientů, kteří byli schopni cvičit, jsme pozorovali signifikantně menší 

mitochondriální kapacitu a prolongovaný návrat PCr k výchozím klidovým hodnotám 

ve srovnání se zdravými kontrolami (Tabulka 3).  

 

Tabulka 3. Porovnání zátěžových parametrů MRS lýtkových svalů pacientů se SDN a CLI 

se zdravými dobrovolníky  

 

Zátěžové MRS parametry Pacienti se SDN a CLI 
(n = 15)  

Zdravé kontroly 
(n = 19)  

p 

Pokles PCr (%) 37 ± 14 26 ± 13 0,021 

Recovery time PCr (s) 170 ± 140 45 ± 18 <0,001 

Qmax (mmol/s) 0,29 ± 0,14 0,60 ± 0,25 <0,001 

pH na konci zátěže 6,85 ± 0,23 7,02 ± 0,06 0,003 

 

Klidové MRS parametry se však u pacientů se SDN a CLI před a po revaskularizaci 

signifikantně nezměnily (Tabulka 4). V individuálních případech došlo po revaskularizaci 

ke zlepšení zátěžových MRS parametrů (Qmax, recovery time PCr). 
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Tabulka 4. Porovnání MRS parametrů pacientů se SDN a CLI před a po revaskularizaci  

 

Klidové MRS parametry Pacienti se SDN a CLI (n = 15) p 

před revaskularizací 3 měsíce po revaskularizaci 

PCr/Pi  5,9 ± 2,6 5,7 ± 1,9 NS 

PCr/celkový signál P metabolitů  0,44 ± 0,09 0,44 ± 0,07 NS 

Pi/celkový signál P metabolitů 0,089 ± 0,04 0,084 ± 0,028 NS 

PDE/celkový signál P metabolitů 0,077 ± 0,025 0,070 ± 0,024 NS 

ATP/celkový signál P metabolitů 0,074 ± 0,023 0,078 ± 0,021 NS 

Klidové pH 7,078 ± 0,023 7,060 ± 0,020 NS 

 

Diskuze ke studii 

Výsledky naší pilotní studie ukazují porušený energetický metabolismus lýtkových svalů 

u pacientů se SDN a CLI ve srovnání se zdravými kontrolami již v klidové fázi. 

K porušenému svalovému metabolismu přispívá přítomnost diabetu, který vede ke snížené 

mitochondriální kapacitě, svalové atrofii, chronickému prozánětlivému stavu a vyššímu 

oxidačnímu stresu, dále chronická hypoperfuze dolních končetin, jejímž důsledkem je získaná 

myopatie charakterizovaná porušenou funkcí mitochondriálních enzymů a častějšími 

mutacemi mitochondriální DNA. Při hodnocení zátěžových MRS parametrů jsme u pacientů 

se SDN a CLI pozorovali prodloužený recovery time PCr a významně sníženou 

mitochondriální kapacitu ve srovnání se zdravými kontrolami. Produkce ATP v buňkách byla 

nedostatečná a návrat PCr k výchozímu stavu byl u pacientů se SDN a CLI prodloužen. 

Snížená mitochondriální kapacita je odrazem porušené funkce mitochondrií, resp. aktivity 

jejich enzymů a nedostatečného zásobení svalu kyslíkem, které se při zátěži ještě zdůrazní. 

Efekt revaskularizace byl v naší studii potvrzen signifikantním zvýšením hodnot TcPO2, 

se kterými však sledované MRS parametry nekorelovaly. Nepozorovali jsme signifikantní 

rozdíly klidových MRS parametrů před a po revaskularizaci, a to ani ve skupině léčené ACT, 

ani v PTA skupině; pouze v individuálních případech jsme zaznamenali zlepšení zátěžových 

MRS parametrů po revaskularizaci. Tyto výsledky svědčí pravděpodobně pro přetrvávající 

porušený svalový energetický metabolismus v důsledku přítomnosti myopatie u diabetiků, 

který poměrně časně po revaskularizaci nereflektuje aktuální změny mikro- a makrocirkulace. 

Limitací zátěžové studie je velký počet pacientů se SDN, kteří nemohli v důsledku ulcerace a 

CLI dosáhnout požadované zátěže. 

Přínos MRS v hodnocení efektu revaskularizace je nutné ověřit v dlouhodobějších 

studiích. 
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4.1.2 Studie 2: Význam perfuzní scintigrafie lýtkových svalů pro hodnocení 

efektu buněčné terapie u pacientů s kritickou končetinovou ischemií 

(Přílohy 4, 5) 

Přestože předchozí studie prokázaly pozitivní výsledky buněčné terapie v léčbě 

ischemie u syndromu diabetické nohy, pro hodnocení efektu ACT není k dispozici dostatek 

vhodných zobrazovacích metod.  

Perfuzní scintigrafie s 99mTc-MIBI je dynamická metoda standardně využívaná 

v hodnocení perfuze myokardu; principem je vychytávání radiofarmaka v mitochondriích 

v závislosti na svalové perfuzi a metabolismu myokardu. Analogicky je možné posuzovat 

perfuzi lýtkových svalů, chybí však dostatek zkušeností s hodnocením v této oblasti. 

Cílem naší studie bylo posoudit přínos perfuzní scintigrafie lýtkových svalů s 99mTc-

MIBI pro hodnocení efektu buněčné terapie. 

Hypotéza: Perfuzní scintigrafie lýtkových svalů s 99mTc-MIBI je vhodnou metodou 

pro posouzení efektu buněčné terapie na základě zlepšení perfuze a oxygenace na buněčné 

úrovni. 

 

Charakteristika souboru a schéma studie 

Klidová a zátěžová perfuzní scintigrafie lýtkových svalů s 99mTc-MIBI byla provedena 

před a 3 měsíce po ACT u 24 pacientů se SDN a no-option CLI (průměrný věk 66,3 ± 11,1 

let, průměrné trvání diabetu 21,2 ± 13,9 let). Před aplikací autologních buněk (viz Vybrané 

metodiky) byli pacienti komplexně vyšetřeni na našem pracovišti.  

Scintigrafické parametry vyšetřených lýtkových svalů (RC, EC, PR, SRTClimb, SR, viz 

Vybrané metodiky) byly porovnány mezi léčenou a neléčenou (kontrolní) končetinou v klidu 

a po zátěži. Scintigrafické parametry byly rovněž korelovány s měřením TcPO2, standardní 

metodou pro hodnocení klinického efektu buněčné terapie. 

 

Výsledky studie 

Klinický efekt buněčné terapie byl potvrzen signifikantním vzestupem hodnot TcPO2 

z výchozích 16,8 ± 10,6 na 38,4 ± 11,1 mmHg (p < 0,001) 3 měsíce po buněčné léčbě 

(Obrázek 5). 

RC a EC se signifikantně nelišily mezi léčenou a kontrolní končetinou před a za 3 

měsíce po buněčné léčbě (Tabulka 5). Nepozorovali jsme žádné signifikantní změny 

mezi léčenou a kontrolní končetinou před a po léčbě; nebyla pozorována asymetrie v perfuzi 

dolních končetin. Průměrná perfuzní rezerva (PR) léčené končetiny se významně nelišila 

před a po léčbě (268,4 ± 77,8 a 258,6 ± 77,9 %, NS), rovněž PR na neléčené končetině byla 

bez změny. Průměrná hodnota SRTClimb byla 1,49 ± 1,79; 12 pacientů se zlepšilo, 12 zůstalo 

bez změny či se zhoršilo. Průměrná hodnota SR byla 1,07 ± 0,48; opět u 12 pacientů došlo 

ke zlepšení, 12 se nezměnilo či zhoršilo. Nebyla pozorována ani korelace 

mezi scintigrafickými parametry a změnami hodnot TcPO2. 
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Obrázek 5. Změny hodnot TcPO2 po buněčné léčbě; hodnoty signifikantně vzrostly ve všech 

sledovaných intervalech (*** p < 0,001) 

 
 

Tabulka 5. Perfuzní scintigrafie lýtkových svalů: porovnání klidové (RC) a námahové (EC) 

četnosti mezi léčenou (T) a kontrolní (C) končetinou před a po buněčné léčbě 

 

 
 

Diskuze ke studii 

Výsledky naší studie ukázaly významné zlepšení končetinové ischemie po ACT 

dle vzestupu hodnot TcPO2. Nepozorovali jsme však signifikantní změny žádného 

ze sledovaných scintigrafických parametrů v klidu ani při zátěži; nepozorovali jsme ani 

korelaci mezi scintigrafickými parametry a hodnotami TcPO2. Jedním z vysvětlení 

pro diskrepanci mezi scintigrafickými parametry a hodnotami TcPO2 je pravděpodobně rozdíl 

v principu měření obou metod; TcPO2 poskytuje informaci o mikrocirkulaci na základě 

lokální tkáňové perfuze a kožní oxygenace na rozdíl od perfuzní scintigrafie, která posuzuje 

svalovou metabolickou aktivitu na subcelulární úrovni. Podstatnou roli může hrát i odlišná 

vyšetřovaná oblast dolní končetiny – změny po ACT měřené pomocí TcPO2 na dorzu nohy 

mohou být výraznější než změny v lýtkové oblasti vyšetřované scintigrafií, protože 

ischemické změny na dolních končetinách diabetiků jsou největší distálně.  
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Schopnost mitochondrií vychytávat 99mTc-MIBI je závislá na mnoha faktorech; 

endoteliální dysfunkce a abnormality metabolismu myocytů negativně ovlivňují schopnost 

mitochondrií akumulovat 99mTc-MIBI na základě změn jejich membránového potenciálu 

(Matsuo S. et al., 2013). Předchozí studie rovněž prokázaly přítomnost získané metabolické 

myopatie u pacientů s chronickou hypoperfuzí dolních končetin, která může přetrvávat i 

po úspěšné revaskularizaci (Brass E.P. et al., 2000, Makris K.I. et al., 2007, Pipinos, II et al., 

2008). U pacientů s ICHDK se kromě sníženého krevního zásobení dolních končetin uplatňují 

i metabolické abnormality v utilizaci kyslíku v ischemickém svalu; byly prokázany mutace 

mitochondriální DNA, porucha jejich enzymů a v konečném důsledku poruchy oxidativního 

metabolismu (Pipinos, II et al., 2008). Dalšími faktory ovlivňujícími akumulaci 99mTc-MIBI 

v mitochondriích může být svalová atrofie v důsledku dlouhodobé inaktivity či přítomnost 

chronického zánětu, které jsou u pacientů se SDN a ICHDK velmi časté. 

Výše uvedené výsledky neprokázaly přínos perfuzní scintigrafie lýtkových svalů 

v hodnocení efektu buněčné léčby CLI u pacientů se SDN na rozdíl od vyšetření myokardu. 

4.1.3 Studie 3: Endostatin jako potenciální marker vaskulogeneze 

po buněčné terapii (Přílohy 6-8) 

Proangiogenní a antiangiogenní faktory působí jako modulátory vaskulogeneze. Jejich 

účinek je pravděpodobně parakrinní, nicméně jejich sérové hladiny by mohly reflektovat 

vaskulogenezi. V našich předchozích studiích jsme pozorovali zvýšené hladiny 

antiangiogenního faktoru endostatinu po buněčné terapii u pacientů se SDN a CLI, zatímco 

hladiny proangiogenních faktorů zůstaly bez signifikantní změny (Dubsky M. et al., 2014).  

Cílem naší studie bylo posoudit změny sérových hladin endostatinu u diabetiků s CLI 

po buněčné terapii a porovnat je s pacienty léčenými PTA. Dále jsme posuzovali asociaci 

endostatinu s počtem aplikovaných prekurzorových CD34+ buněk. Změny sérových hladin 

endostatinu jako markeru vaskulogeneze jsme porovnali se změnami TcPO2. 

Hypotéza: Antiangiogenní faktor endostatin je potenciálním markerem lokální 

vaskulogeneze po buněčné terapii. 

 

Charakteristika souboru a schéma studie 

Do studie bylo zařazeno celkem 25 pacientů se SDN a no-option CLI (průměrný věk 65 ± 

8,8 let, průměrné trvání diabetu 21,3 ± 13,4 let, vstupní hodnota TcPO2 18 ± 10,4 mmHg) 

konsekutivně léčených buněčnou terapií (viz Vybrané metodiky) na našem pracovišti 

v období 2008-2014. Do kontrolní skupiny bylo zařazeno 14 pacientů, kteří na našem 

pracovišti ve stejném intervalu podstoupili PTA (průměrný věk 63,7 ± 7,5 let, průměrné 

trvání diabetu 28 ± 12 let, vstupní hodnota TcPO2 27,5 ± 15,2 mmHg). 

Sérové hladiny endostatinu byly stanoveny před a následně 1, 3 a 6 měsíců 

po revaskularizaci jak autologní buněčnou terapií (ACT), tak PTA, a byly porovnány 

s hodnotami TcPO2 ve stejných intervalech. Hladiny endostatinu byly stanoveny za použití 

komerčního kitu a metodou Luminex (viz Vybrané metodiky). Počet aplikovaných CD34+ 

prekurzorových buněk byl stanoven pomocí průtokové cytometrie (viz Vybrané metodiky). 
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Výsledky studie 

Pacienti v obou skupinách se signifikantně nelišili ve vstupních hodnotách endostatinu. 

Zatímco u pacientů po ACT došlo k signifikantnímu vzestupu endostatinu za 1 a 3 měsíce 

po terapii (z 131,6 ± 88,3 na 159,7 ± 113,1 a 173,1 ± 119,3 ng/ml, obě p ˂ 0,001), u pacientů 

po PTA jsme nepozorovali signifikantní změny endostatinu ve sledovaných intervalech 

(Obrázek 6). 

 

Obrázek 6. Srovnání sérových hladin endostatinu u pacientů po ACT a po PTA; hladiny 

endostatinu signifikantně stouply za 1 a 3 měsíce po ACT (*** p ˂ 0,001); u pacientů po PTA 

nedošlo k signifikantní změně hladin endostatinu 

 

  
 

Klinický efekt revaskularizace byl potvrzen signifikantním vzestupem TcPO2 za 1, 3 a 6 

měsíců jak po ACT (z 18 ± 10,4 na 35,1 ± 14,9, 38,4 ± 11,2 a 41,5 ± 10,4 mmHg, všechny 

změny p ˂ 0,001), tak po PTA (z 27,5 ± 15,2 na 47 ± 13,8, 43,1 ± 20,6 a 48,4 ± 18,8 mmHg, 

všechny změny p ˂ 0,01).  

Zatímco u pacientů po ACT jsme pozorovali signifikantní korelaci mezi hladinou 

endostatinu a hodnotou TcPO2 1 měsíc po buněčné léčbě (r = 0,557, p ˂ 0,001, Obrázek 7), 

u pacientů po PTA nebyla pozorována žádná obdobná korelace. 

Vztah mezi změnami hladin endostatinu a hodnot TcPO2 po buněčné léčbě ukazuje 

Obrázek 8. 

Průměrné množství aplikovaných CD34+ prekurzorových buněk v buněčné suspenzi bylo 

12,9 ± 10,8 x 106; nepozorovali jsme signifikantní korelaci mezi počtem těchto buněk a 

hladinami endostatinu. 
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Obrázek 7. Korelace mezi sérovou hladinou endostatinu a TcPO2 1 měsíc po ACT (r = 0,557, 

p ˂ 0,001)  

 

 
 

 

Obrázek 8. Srovnání kinetiky sérových hladin endostatinu a TcPO2 po buněčné léčbě; hodnoty 

TcPO2 signifikantně stouply z výchozí hodnoty a zůstaly zvýšené i 6 měsíců po ACT 

(*** p ˂ 0,001), zatímco hladiny endostatinu po přechodném vzestupu 1 a 3 měsíce 

po buněčné léčbě (††† p ˂ 0,001) klesly po 6 měsících k výchozím hodnotám 

 

 
 

 

Diskuze ke studii 

Pozorovali jsme signifikantní vzestup sérových hladin endostatinu za 1 a 3 měsíce 

po buněčné léčbě na rozdíl od PTA, po níž se hladiny endostatinu signifikantně neměnily. 

Tyto výsledky podporují naši hypotézu, že vzestup hladin endostatinu může být kompenzační 

reakcí na ACT-indukovanou přechodnou vaskulogenezi, zatímco po PTA nedochází 

k formaci nových cév, tudíž ani ke vzestupu endostatinu. 
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Dosud známý mechanismus antiangiogenního působení endostatinu zahrnuje inhibici 

migrace a proliferace endotelových buněk a indukci jejich apoptózy. Endostatin rovněž 

blokuje matrix-metaloproteinázy, které usnadňují migraci a invazi endoteliálních buněk 

během vaskulogeneze proteolytickou degradací extracelulární matrix. 

Klinický efekt obou revaskularizačních metod byl potvrzen signifikantním vzestupem 

TcPO2 ve všech sledovaných intervalech. Korelace mezi hladinou endostatinu a hodnotou 

TcPO2 byla pozorována pouze 1 měsíc po ACT, nejspíše v důsledku rozdílné kinetiky 

endostatinu a hodnot TcPO2 – zatímco neovaskularizace pravděpodobně probíhá během 4-6 

týdnů po ACT a endostatin proto stoupá pouze dočasně, vzestup TcPO2 po zlepšení 

mikrocirkulace je dlouhodobý. Kinnaird (Kinnaird T. et al., 2004) uvádí, že proces 

remodelace kompletně průchodné kolaterály po buněčné léčbě vede k obnovení krevního 

průtoku během 4-6 týdnů, což je v souladu s našimi výsledky.  

V naší studii jsme nepozorovali signifikantní korelaci endostatinu s množstvím 

aplikovaných CD34+ prekurzorových buněk ani korelaci CD34+ buněk se vzestupem TcPO2. 

Předpokládaný klinický efekt ACT je zřejmě zprostředkován interakcí autologních buněk 

v buněčné suspenzi a ovlivněn spíše viabilitou těchto buněk než jejich absolutním počtem. 

Podobně Kawamoto (Kawamoto A. et al., 2009) nepozoroval vztah mezi klinickým efektem 

buněčné terapie a množstvím aplikovaných CD34+ buněk. 

Na základě výsledků naší studie předpokládáme, že endostatin je potenciálním markerem 

vaskulogeneze po buněčné léčbě u pacientů se SDN a CLI. 

4.1.4 Studie 4: Význam kvantitativní ultrasonometrie patní kosti 

v diagnostice CHOAP u pacientů s diabetickou neuropatií 

(Přílohy 9, 10) 

Denzitometrie páteře a kyčle patří mezi standardní metody pro posouzení BMD a 

diagnostiku osteoporózy. Předchozí studie prokázaly poruchy kostní remodelace a osteopenii i 

osteoporózu v oblasti patní kosti u pacientů s CHOAP (Jirkovska A. et al., 2001). 

Kvantitativní ultrasonometrie (QUS) patní kosti není standardně používána pro diagnostiku 

osteoporózy, ale je perspektivní metodou v časné diagnostice CHOAP. Na etiologii CHOAP 

se podílí především neuropatie, která postihuje distální části dolních končetin, kde jsou také 

nejvýraznější kostní změny na rozdíl od involuční nebo postmenopauzální osteoporózy. Proto 

se liší i diagnostické metody posuzující morfologii kostí u „klasické“ osteoporózy a CHOAP. 

Cílem studie bylo posoudit senzitivitu a specificitu QUS patní kosti v časné diagnostice 

CHOAP ve srovnání se standardní denzitometrií páteře a kyčle. 

Hypotéza: Kostní nemoc u pacientů s diabetem a neuropatií je prediktorem CHOAP a lze 

ji diagnostikovat pomocí QUS patní kosti lépe než standardní denzitometrií páteře a kyčle.  

 

Charakteristika souboru a schéma studie 

Do průřezové studie bylo konsekutivně zařazeno 64 pacientů s diabetickou neuropatií, 

kteří podstoupili QUS patní kosti a denzitometrii (DEXA) páteře a kyčle na našem pracovišti 

v průběhu roku 2013. Pacienti byli rozděleni do 2 skupin; 27 pacientů s diabetickou neuropatií 

bez přítomnosti CHOAP (průměrný věk 61,7 ± 11,2 let, průměrné trvání diabetu 22,5 ± 10,7 

let) a 37 pacientů s neaktivní CHOAP (průměrný věk 50,8 ± 11,4 let, průměrné trvání diabetu 
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22,9 ± 10,9 let). Neaktivní fáze CHOAP byla definována anamnézou akutních atak CHOAP, 

rozdílem kožních teplot ˂ 2 °C, ev. přítomností typických deformit nebo radiologických změn 

(známky hojení fraktur, kostní remodelace). 

Kostní minerálová denzita (BMD) byla hodnocena pomocí DEXA bederní páteře a 

proximálního femuru a pomocí QUS patní kosti (viz Vybrané metodiky); výsledek byl 

vyjádřen pomocí T-skóre. T-skóre dle DEXA ≤ –2,5 značilo osteoporózu, T-skóre mezi –1 a  

–2,5 definovalo osteopenii; T-skóre dle QUS mezi –0,5 a –1,8 značilo osteopenii, T-skóre  

≤ –1,8 definovalo osteoporózu.  

Byla posuzována senzitivita a specificita osteologických vyšetření v různých lokalizacích 

(páteř, kyčel, pata) z hlediska průkazu osteoporózy a osteopenie u pacientů s CHOAP 

ve srovnání s pacienty s neuropatií bez CHOAP. 

 

Výsledky studie 

Nálezy jednotlivých osteologických vyšetření pacientů v obou skupinách shrnuje Tabulka 

6. Žádný z pacientů s CHOAP neměl normální nález dle QUS patní kosti; více než polovina 

pacientů s CHOAP měla však normální nález dle DEXA páteře a kyčle. Pouze 14,8 % 

pacientů s neuropatií mělo normální nález dle QUS patní kosti. 

 

Tabulka 6. Přehled jednotlivých osteologických vyšetření u pacientů s CHOAP a u pacientů 

s diabetickou neuropatií (DN) bez CHOAP 

 

 Pacienti s CHOAP 

n = 37 

Pacienti s DN bez CHOAP 

n = 27 

norma osteopenie osteoporóza norma osteopenie osteoporóza 

% % 

QUS patní kosti 0 18,9 81,1 14,8 29,6 55,6 

DEXA páteře 64,9 24,3 10,8 63 33,3 3,7 

DEXA kyčle 59,5 24,3 16,2 77,8 22,2 0 

 

Senzitivita (= počet skutečně pozitivních s CHOAP) a specificita (= počet skutečně 

negativních bez CHOAP) osteologických vyšetření je znázorněna na Obrázku 9. Senzitivita 

QUS patní kosti (100 %) byla signifikantně vyšší (p ˂ 0,001) než senzitivita DEXA páteře 

(35,1 %) a kyčle (40,5 %). Naopak specificita QUS patní kosti (14,8 %) byla signifikantně 

nižší (p ˂ 0,001) než specificita DEXA páteře (63 %) a kyčle (77,8 %). 

Ke zvýšení specificity vyšetření QUS patní kosti přispěla kombinace s vyšetřením DEXA 

páteře a kyčle; nejvyšší specificitu vyšetření měla kombinace QUS s DEXA páteře i kyčle (85 

%) (Obrázek 10). 
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Obrázek 9. Senzitivita a specificita osteologických vyšetření v diagnostice CHOAP na základě 

zjištění osteoporózy a osteopenie 

 

 
 

Obrázek 10. Zvýšení specificity QUS patní kosti kombinací s vyšetřením DEXA páteře a kyčle 

v diagnostice CHOAP 

 

 
 

Diskuze ke studii 

Senzitivita QUS patní kosti v diagnostice CHOAP byla 100 %, tedy signifikantně vyšší 

než senzitivita DEXA páteře a kyčle. Naopak specificita samotné QUS patní kosti byla 14,8 

%, tedy signifikantně nižší než specificita DEXA páteře a kyčle. Vysoká senzitivita QUS 

patní kosti ve srovnání s DEXA svědčí pro její přínos v časné neinvazivní diagnostice 

CHOAP. Nízká specificita tohoto vyšetření v diagnostice CHOAP byla významně zvýšena 

její kombinací s vyšetřením DEXA páteře a kyčle.  

Osteopenie a osteoporóza patní kosti charakterizovaná nízkou hodnotou BMD 

v přítomnosti diabetické neuropatie může být časnou známkou rizika CHOAP. Proto časná 

detekce změn v patní kosti může napomoci ve stanovení rizika CHOAP a cílenou edukací tak 

zlepšit prognózu pacientů s touto devastující komplikací. 
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Z výsledků naší studie vyplývá, že pacienti s těžkým mnohočetným úbytkem kostní hmoty 

(pata, páteř, kyčel) jsou celkově ve vyšším riziku vzniku CHOAP. 

4.1.5 Studie 5: Asociace vysokých amputací a mortality 

s kardiovaskulárními onemocněními a jejich rizikovými faktory 

u pacientů se syndromem diabetické nohy (Přílohy 11-15) 

Předchozí studie posuzující rizikové faktory vysokých amputací u pacientů se SDN 

se obykle zabývají zejména lokálními rizikovými faktory jako je hloubka a velikost defektu, 

přítomnost infekce, edému, případně ischemie končetin a neuropatie. Vztah vysokých 

amputací k přítomnosti kardiovaskulárních onemocnění a jejich rizikových faktorů 

se posuzuje zřídka. 

Cílem naší studie bylo posoudit asociaci vysokých amputací a mortality u pacientů 

hospitalizovaných pro SDN s kardiovaskulárními onemocněními a jejich rizikovými faktory 

v dlouhodobém sledování. 

Hypotéza: Existuje vazba mezi výskytem kardiovaskulárních onemocnění a jejich 

rizikových faktorů a amputacemi u pacientů se SDN. 

 

Charakteristika souboru a schéma studie 

Celkem 270 pacientů hospitalizovaných pro SDN na našem pracovišti od ledna 2009 

do prosince 2012 bylo konsekutivně zařazeno do observační studie. Důvodem hospitalizace 

bylo významné zhoršení lokálního nálezu, přítomnost závažné infekce nebo ischemie či 

endovaskulární nebo chirurgické výkony na nohou. Diabetické ulcerace byly hodnoceny 

pomocí Wagnerovy klasifikace (Sun J.H. et al., 2012). Indikací pro vysokou amputaci byla 

přítomnost závažné infekce a CLI.  

Kardiovaskulární (KV) rizikové faktory zahrnovaly dyslipidémii (celkový cholesterol 

˃ 4,5 mmol/l), vysoký krevní tlak (TK ˃ 140/90 mmHg), obezitu (BMI ˃ 30 kg/m2), 

neuspokojivou kompenzaci diabetu (HbA1c ˃ 60 mmol/mol), diabetické onemocnění ledvin 

(diabetic kidney disease – DKD) stadium ≥ 3 (definované glomerulární filtrací 30–59 

ml/min/1,73 m2 nebo nižší), (Bauer C. et al., 2008)) a aktivní kouření. 

Mezi KV onemocnění byly zařazeny chronická ischemická choroba srdeční (ICHS), 

anamnéza infarktu myokardu (IM), ICHDK, cévní mozková příhoda (CMP) a hypertenze. 

Chronická ICHS bez anamnézy IM byla definována na základě elektrokardiografických 

nebo echokardiografických abnormalit, dokumentované anginy pectoris, případně 

dle předchozích revaskularizací myokardu. ICHDK byla diagnostikována na základě 

nehmatných pulzací, ABI ≤ 0,9 a/nebo přítomnosti stenóz či okluzí tepen objektivně 

prokázaných na angiogramu, případně dle anamnézy předchozích revaskularizačních výkonů 

na tepnách dolních končetin. CMP (transientní ischemická ataka nebo ichemická CMP) byla 

definována na základě vyšetření neurologem, přítomnosti změn na CT nebo MR, případně 

dle neurologické anamnézy. 

Pacienti byli po propuštění pravidelně sledováni na naší podiatrické ambulanci 

do prosince 2013 či do úmrtí pacienta; průměrná doba sledování byla 32 ± 14,5 měsíce, 

minimálně 1 rok.  
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Výsledky studie 

Vstupní charakteristiky všech hospitalizovaných pacientů se SDN jsou shrnuty v Tabulce 

7. Prevalenci KV rizikových faktorů u hospitalizovaných pacientů rozdělených do 3 skupin 

(pacienti po vysoké amputaci, zemřelí pacienti a pacienti přeživší bez amputace) ukazuje 

Tabulka 8. 

 

Tabulka 7. Vstupní charakteristiky pacientů hospitalizovaných se SDN (n = 270) 

 

Věk (roky) 62 ± 11,1 

Pohlaví (% mužů) 78,5 

Typ diabetu 2. typu (%) 79,6 

Doba trvání diabetu (roky) 20,7 ± 11,7 

BMI (kg/m2) 28,9 ± 5,2 

HbA1c (mmol/mol) 63,8 ± 19,7 

Celkový cholesterol (mmol/l) 4,16 ± 0,97 

LDL cholesterol (mmol/l) 2,46 ± 0,76 

TK > 140/90 mmHg (%) 51,5 

DKD stadium ≥ 3 (%) 46 

Wagner stadium ≥ 3 (%) 70,3 
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Tabulka 8. Charakteristika pacientů ve 3 skupinách (po vysoké amputaci, zemřelí a přeživší 

bez amputace) a prevalence KV rizikových faktorů v jednotlivých skupinách  

 

  

Obrázek 11 znázorňuje vysokou prevalenci jednotlivých KV onemocnění u pacientů 

hospitalizovaných se SDN. 

 

Obrázek 11. Prevalence kardiovaskulárních onemocnění u pacientů hospitalizovaných 

pro SDN (n = 270) 

 

 

Parametr Pacienti po vysoké 

amputaci 

n = 35 

Zemřelí pacienti 

n = 28 

Přeživší pacienti 

bez amputace 

n = 207 

p 

Věk (roky) 61,3 ± 10,8 68,5 ± 8,4 61,3 ± 11,2 0,0047 

Pohlaví (muži) 26 (67,9%) 19 (78,5%) 167 (80,7%) NS 

Typ diabetu (DM 2. typu) 26 (74,3%) 22 (78,6%) 167 (80,7%) NS 

Trvání diabetu (roky) 24,1 ± 15,9 23,5 ± 15,9 19,8 ± 10,7 NS 

Ulcerace (stupeň dle Wagnera) 3,4 ± 0,7 3,1 ± 0,8 2,8 ± 0,7 0,0001 

Aktivní kouření 20 (57,1%) 14 (50%) 109 (52,7%)  NS 

HbA1c > 60 mmol/mol 15 (42,8%) 12 (42,8%) 106 (53,3%) NS 

Celkový cholesterol > 4,5 mmol/l 12 (38,7%) 5 (18,5%) 70 (37,4%) NS 

LDL > 2,5 mmol/l 14 (46,7%) 6 (23,1%) 82 (45,3%) NS 

Triglyceridy > 1,7 mmol/l 11 (35,5%) 8 (29,6%) 73 (39,2%) NS 

HDL < 1 mmol/l 22 (71%) 18 (66,7%) 117 (63,2%) NS 

BMI > 30 kg/m2 9 (30%) 10 (43,5%) 84 (41,6%) NS 

Systolický TK > 140 mmHg 14 (40%) 8 (28,6%) 84 (41,2%) NS 

Diastolický TK > 90 mmHg 4 (11,4%) 1 (3,6%) 25 (12,3%) NS 

DKD stadium ≥ 3 14 (46,7%) 18 (75%) 78 (42,2%) 0,0099 
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Incidence následných vysokých amputací ve sledovaném období byla 40/270 (14,8 %); 

v průběhu sledování zemřelo 28 pacientů z 270 (10,4 %). Příčinou úmrtí byly nejčastěji 

kardiovaskulární onemocnění (53,6 %), dále sepse (21,4 %), nádorová onemocnění (7,1 %), 

hemoragický šok (7,1 %) a nezjištěné příčiny (10,7 %), Obrázek 12. 

 

Obrázek 12. Mortalita hospitalizovaných pacientů se SDN v průběhu sledování a příčiny 

úmrtí 

 

 
 

V postupné logistické regresi zvyšovala riziko následné vysoké amputace během doby 

sledování anamnéza IM (OR 3,6, 95 % CI 1,64-7,94) a CMP (OR 2,9, 95 % CI 1,26-6,56), 

Obrázek 13. Kombinace anamnézy jak IM, tak CMP byla spojena s 10x vyšším rizikem 

vysoké amputace. 

 

Obrázek 13. Asociace KV onemocnění s rizikem vysoké amputace (OR – odds ratio,  

CI – confidence interval, ** p = 0,0016, * p = 0,013) 
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Asociace ostatních KV onemocnění (ICHS, ICHDK, hypertenze) s vysokými amputacemi 

ve sledovaném období nebyla statisticky významná. Prediktorem mortality v postupné 

logistické regresi byla anamnéza chronické ICHS (OR 2,6, 95 % CI 1,17-5,99); asociace 

s ostatními KV onemocněními nebyla statisticky významná. 

Sledované KV rizikové faktory nebyly signifikantně asociovány s vysokými amputacemi 

a mortalitou u pacientů hospitalizovaných pro SDN s výjimkou těžké renální insuficience. 

Pacienti se SDN a DKD stadia ≥ 3 měli signifikantně vyšší mortalitu než pacienti s DKD 

stadia 1-2 (16 % vs 4,7 %, p = 0,0027). Nebyl pozorován signifikantní rozdíl ve výskytu KV 

rizikových faktorů u pacientů rozdělených do 3 skupin (po amputaci, zemřelí a přeživší 

bez amputace). 

 

Diskuze ke studii 

Naše studie prokázala vyšší riziko vysokých amputací u pacientů se SDN a anamnézou 

infarktu myokardu a cévní mozkové příhody; u pacientů s oběma těmito komorbiditami bylo 

riziko vysokých amputací desetkrát vyšší než u pacientů bez této anamnézy. Anamnéza IM 

nebo CMP nepatří k „typickým“ rizikovým faktorům vysoké amputace jako je např. hloubka 

ulcerace, infekce či ischemie. Dle výsledků naší studie však byla tato anamnéza spojena 

s mnohonásobně zvýšeným rizikem vysoké amputace. Pacienti po IM či CMP mohou být 

ve vyšším riziku amputace také z dalších důvodů – snížené mobility, horší compliance 

s odlehčením, neuspokojivé sociální situace či deprese. Proto je nutné těmto pacientům 

věnovat zvláštní pozornost. 

Na rozdíl od jiných studií (Martins-Mendes D. et al., 2014, Pemayun T.G. et al., 2015) 

jsme nepozorovali signifikantní asociaci ICHDK a hypertenze s vysokými amputacemi. 

Možným vysvětlením tohoto zjištění je vysoká prevalence těchto komorbidit u všech pacientů 

hospitalizovaných pro SDN. Rovněž jsme nepozorovali signifikantní vztah mezi výskytem 

KV rizikových faktorů a vysokými amputacemi během sledovaného období; důvodem je 

pravděpodobně vysoká prevalence aterosklerózy u hospitalizovaných pacientů, která 

progreduje s délkou trvání diabetu, a je přítomna u většiny pacientů se SDN. 

Přítomnost DKD stadia ≥ 3 byla signifikantně asociována s mortalitou, což je v souladu 

s předchozími studiemi; pokročilá stadia chronického postižení ledvin v důsledku diabetu jsou 

významným prediktorem KV i celkové mortality (Herzog C.A. et al., 2011). Proto je včasná 

terapie DKD také podmínkou přežití pacientů se SDN a může ovlivnit dnes nejčastěji 

používaný parametr efektivity léčby SDN – tzv. amputation-free survival, tedy přežívání 

pacientů bez amputace za určité období. 

Chronická ICHS byla dle našich výsledků rovněž asociována s vyšší mortalitou pacientů 

se SDN, zatímco ostatní KV onemocnění (hypertenze, CMP, IM, ICHDK) nebyla se 

zvýšenou mortalitou asociována. Z tohoto zjištění vyplývá nutnost časné diagnostiky KV 

abnormalit a léčba zejména chronické ICHS u pacientů se SDN s cílem snížit riziko KV 

mortality. 

Prevalence KV rizikových faktorů u všech pacientů hospitalizovaných se SDN byla 

vysoká, pravděpodobně proto jsme v naší studii nepozorovali signifikantní asociaci KV 

rizikových faktorů s vysokými amputacemi a mortalitou (s výjimkou signifikantní asociace 

DKD ≥ 3 s mortalitou).  
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Posouzení přítomnosti KV onemocnění a jejich rizikových faktorů u pacientů s rizikem 

SDN již v časných stadiích jsou klíčové pro zlepšení přežívání těchto pacientů a prevenci 

vysokých amputací.   
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5 Závěry a shrnutí dizertační práce 

1) Terapeutická vaskulogeneze pomocí autologních buněk 

Ve studiích zabývajících se problematikou terapeutické vaskulogeneze po buněčné 

léčbě (ACT), především hodnocením efektu této terapie pomocí biochemických vyšetření a 

zobrazovacích metod, byl nejzajímavějším nálezem signifikantní přechodný vzestup hladin 

antiangiogenního faktoru endostatinu po buněčné léčbě na rozdíl od standardní perkutánní 

transluminální angioplastiky, po níž nedošlo ke změně endostatinu v žádném ze sledovaných 

intervalů. Tento nález svědčí o potenciálním přínosu endostatinu jako markeru lokální 

vaskulogeneze, pravděpodobně na základě zpětnovazebné regulace.  

Při hodnocení efektu revaskularizace pomocí MR spektroskopie (MRS) lýtkových 

svalů jsme prokázali porušený energetický metabolismus lýtkových svalů u pacientů se SDN 

a CLI ve srovnání se zdravými kontrolami jak v klidu, tak po zátěži. Nepozorovali jsme však 

signifikantní rozdíly klidových MRS parametrů před a po revaskularizaci, a to ani ve skupině 

léčené ACT, ani ve skupině po PTA; pouze v individuálních případech jsme zaznamenali 

zlepšení zátěžových MRS parametrů po revaskularizaci. Přínos MRS v hodnocení efektu 

revaskularizace je nutné ověřit v dlouhodobějších studiích vzhledem k možnosti přetrvávání 

myopatických změn ovlivňujících svalový energetický metabolismus. 

Přínos perfuzní scintigrafie lýtkových svalů s 99mTc-MIBI v hodnocení efektu buněčné 

terapie v porovnání se standardními metodami nebyl dle našich výsledků jednoznačně 

prokázán. Důvodem může být poměrně vysoká variabilita tohoto vyšetření a, podobně jako 

u předchozí metody, přetrvávající myopatické změny v důsledku ischemie i diabetu, které 

mohou ovlivňovat akumulaci 99mTc-MIBI i po úspěšné revaskularizaci.  

2) Kostní nemoc u Charcotovy osteoartropatie 

Při hodnocení přínosu kvantitativní ultrasonometrie (QUS) patní kosti v diagnostice 

Charcotovy osteoartropatie (CHOAP) jsme prokázali vysokou senzitivitu tohoto vyšetření 

v porovnání se standardní denzitometrií (DEXA) páteře a kyčle, což může přispět k časné 

neinvazivní diagnostice i ke stanovení rizika CHOAP. Stanovení rizika a časná diagnóza 

CHOAP jsou zásadní pro edukaci pacientů, zahájení adekvátní terapie a prevenci vzniku 

těžkých deformit či vysokých amputací. Nižší specificitu tohoto vyšetření lze 

zvýšit kombinací se standardní denzitometrií páteře a kyčle.  

3) Kardiovaskulární onemocnění u syndromu diabetické nohy 

Při zkoumání vztahu mezi výskytem kardiovaskulárních (KV) onemocnění a jejich 

rizikových faktorů s vysokými amputacemi jsme pozorovali vyšší riziko následných vysokých 

amputací u pacientů hospitalizovaných pro SDN, pokud měli anamnézu infarktu myokardu 

nebo cévní mozkové příhody; u pacientů s oběma těmito komorbiditami bylo riziko 

následných vysokých amputací desetkrát vyšší.  

Protože byl výskyt KV rizikových faktorů u všech těchto pacientů vysoký, nepozorovali 

jsme jejich signifikantní asociaci s vysokými amputacemi a mortalitou. Agresivní ovlivnění 
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KV rizikových faktorů a léčba KV onemocnění je však zásadní pro zlepšení přežívání těchto 

pacientů.   
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7 Seznam použitých zkratek 

 
ABI – index kotník-paže (ankle-brachial index) 

ACD-A – antikoagulační činidlo (anticoagulant citrate dextrose solution, solution A) 

ACT – autologní buněčná léčba (autologous cell therapy) 

Ang-1 – angiopoetin-1 

ATP – adenosintrifosfát 

bFGF – bazický fibroblastový růstový faktor 

BMD – kostní minerální denzita (bone mineral density) 

BMI – body mass index 

BMMNC – mononukleární buňky izolované z kostní dřeně (bone marrow-derived mononuclear cells) 

BUA – broadband ultrasound attenuation 

CD34+ – povrchový znak (cluster of differentiation) 34+  

CI – konfidenční interval (confidence interval) 

CLI – kritická končetinová ischemie 

CMP – cévní mozková příhoda 

CRP – C-reaktivní protein 

CT – počítačová tomografie 

DEXA – dual-energy X-ray absorptiometry 

DKD – diabetické onemocnění ledvin (diabetic kidney disease) 

DSA – digitální subtrakční angiografie 

DUS – duplexní sonografie 

EPC – endotelové prekurzorové buňky 

EC – námahová četnost (exercising count) 

HbA1c – glykovaný hemoglobin 

HGF – hepatocytární růstový faktor 

CHOAP – Charcotova osteoartropatie 

ICHDK – ischemická choroba dolních končetin 

ICHS – ischemická choroba srdeční 

IL-1β – interleukin 1 β 

IM – infarkt myokardu 

KV – kardiovaskulární 

LDL – low density lipoprotein 

MIBI – methoxy-isobutyl-isonitril 

MR – magnetická rezonance 

MRS – magnetická rezonanční spektroskopie 

NF-κβ – nukleární faktor kappa β 

OPG – osteoprotegerin 

OR – odds ratio 

PAI-1 – inhibitor aktivátoru plasminogenu 

PCr – fosfokreatin 

PDE – fosfodiestery 

PDGF-AA – destičkový růstový faktor AA 

PDGF-BB – destičkový růstový faktor BB 

PEDIS – klasifikace ulcerace (perfusion, extent, depth, infection, sensation) 

Pi – anorganický fosfát 
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PR – perfuzní rezerva 

PTA – perkutánní transluminální angioplastika 

QUS – kvantitativní ultrasonometrie 

RANK – receptorový aktivátor nukleárního faktoru kappa β 

RANKL – ligand receptorového aktivátoru nukleárního faktoru kappa β 

RC – klidová četnost (rest count) 

RR – risk ratio 

RTG – rentgenové vyšetření 

SDN – syndrom diabetické nohy 

SOS – speed of sound 

SPECT – single photon emission computer tomography 

SPP – kožní perfuzní tlak (skin perfusion pressure) 

Tc – technecium 

TcPO2 – transkutánní tenze kyslíku 

TK – krevní tlak 

TNFα – tumor necrosis factor α  

tPA – tkáňový aktivátor plasminogenu 

UZ – ultrazvuk 

VEGF – vaskulární endoteliální růstový faktor 
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