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PREHLAD KLINICKYCH SKUSENOSTI
S BUNKOVOU LIECBOU SRDCOVEHO
ZLYHANIA A INFARKTU MYOKARDU

Juraj Fabian, Eva Goncalvesova
Transplantaéné oddelenie, Slovensky Ustav srdcovych a cievnych chordb, Bratislava

Srdcové zlyhavanie a pokrocila koronarna choroba je pre hrozivi incidenciu, prevalenciu a predovsetkym zli prognézu
v centre pozornosti mnohych experimentalnych a klinickych vyskumov. Zasadné zlepSenie prognézy a kvality Zivota tychto
chorych, mozno ocakavat len od metéd, ktoré rozhodujticim spésobom ovplyvnia podstatu chronického srdcového zly-
hania. Tou je strata funkénych kardiomyocytov. Jednym z takychto lie€ebnych pristupov je transplantacia buniek. Autori
podavaju prehfad o celularnych transplantaciach ako perspektive liecby ireverzibilnych poskodeni myokardu. Sustreduju
sa predovSetkym na doterajsie klinické skusenosti s touto lie€bou. V zavere formuluju svoje predstavy o najblizsich ciefoch
vlastného klinického vyskumu v tejto oblasti.

Kruéové slova: celularna kardiomyoplastika, zarodoéné bunky, klinické skusenosti.

CLINICAL EXPERIENCES WITH CELLULAR THERAPY OF HEART FAILURE AND MYOCARDIAL INFARCTION

Due to its ominous incidence, prevalence, and particularly for its poor prognosis, heart failure and advanced coronary artery
disease stand in the centre of interest of many experimental and clinical researches. A substantial improvement of progno-
sis of patients with advanced systolic heart failure can be achieved only using therapeutic methods that have a decisive
impact on the essence of chronic heart failure which is the loss of functioning cardiomyocytes. Cellular transplantation
represents one of these approaches. The authors bring a short overview of cellular transplantation as a treatment prospect
for the irreversible myocardial lesions. In particular, they focus on the current clinical experience with this treatment.

In the conclusion authors briefly comment their idea on the nearest aims of their own clinical research in this field.
Key words: cellular transplantation, stem cells, clinical experience.
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Uvod

Prevalencia, mortalita a morbidita srdco-
vého zlyhdvania (SZ), pokrocilej koronarnej
choroby a infarktu myokardu je aj napriek
nepopieratefnym Uspechom konzervativnej,
intervencnej a chirurgickej lie¢by stéle vysoka.
Zvlast nepriaznivé epidemiologické trendy ma
SZ. Neprekvapuje preto, Ze sa hladaju stale
nové cesty jeho prevencie a liecby.

V ostatnom ¢ase su vefmi intenzivne sna-
hy o regenerdciu a rekonStrukciu myokardu
transplantaciou réznych druhov bunkovych
elementov. Pre tento lieCebny pristup sa ujal
nazov celularna kardiomyoplastika. Teoreticka
podstata takejto lieCby spoéiva v schopnosti
prenesenych buniek proliferovat a diferenco-
vat do morfologicky aj funkéne hodnotnych
integrovanych kardiomyocytov a vaskularizo-
vat ischemické ¢asti myokardu.

Z hladiska perspektivnej klinickej indika-
cie takych postupov sa vyskum sustreduje
na dve oblasti. Prvou je lie¢ba pokrocilych
foriem srdcového zlyhavania repopuldciou
jazvovitého tkaniva bunkovymi elementami,
ktoré maju diferencovat na novy funkény
myokard a zabezpelit tiez neovaskulari-
zaciou viabilného, konvenénym spdsobom
nerevaskularizovatefného myokardu. Dru-
hym smerom je aplikdcia buniek vo v€asnej

faze po vzniku infarktu myokardu a jeho
reperfuznej lieCbe s predstavou regenerécie
infarktového loziska(" 2.

Problematike celuldrnej kardiomyoplasti-
ky sa venuje velkd pozornost, odrazom ¢oho
je velké mnoZstvo experimentov in vitro aj
in vivo. Tymto otdzkam sme sa venovali uz
skor®. V tomto prehfade sa sustredujeme
predovSetkym na klinické skdsenosti s touto
nadejnou lieCbou. Vysledky a zavery pocet-
nych zésadnych experimentalnych pozorovani
sU spominané ramcovo.

Myoblasty kostrového svalstva
Otazka transplantacie myoblastov je
experimentalne pomerne dobre rozpracova-
na® %98, Regeneracia myokardu myoblastami
kostrového svalstva je uZ niekofko rokov
predmetom aj klinickych skusok. P. Mena-
sché at al.” publikovali spravu o Uspe$nej
implantacii myoblastov u 72-ro¢ného muza.
Do jazvovitého tkaniva na spodnej stene
myokardu, ktoré bolo akinetické a neviabilné
injikoval pri chirurgickej rekonstrukcii korondr-
nych tepien myoblasty kostrového svalstva.
Niekolko tyZdriov po vykone sa Cast predtym
afunkéného myokardu, do ktorej sa aplikovali
myoblasty, za¢ala kontrahovat a zaznamenala
sa metabolicka aktivita zodpovedajtica funké-
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nym myocytom. Rovnaki autori® neddvno
zverejnili vysledky prvej fazy klinického sku-
8ania autoldgnej transplantacie skeletalnych
myoblastov u chorych s pokroilou ischemic-
kou kardiomyopatiou. Primarnym ciefom tejto
Studie bola uskutoénitenost a bezpeénost
vykonu. Vybralo sa desat pacientov, ktori mali
stary infarkt myokardu (IM), a u ktorych bola
indikovand chirurgicka revaskularizécia oblas-
ti mimo predchadzajuceho IM. Pacientom sa
urobila biopsia zo svalov stehna a izolovali sa
myoblasty. Tieto sa po expanzii in vitro injiko-
vali poGas operécie priamo do oblasti infarktu.
Jeden z desiatich pacientov zomrel nahle bez
suvislosti s vykonom. Z deviatich ostatnych
pacientov sa u Styroch objavila monomorfnd
komorova tachykardia a nasledne bol implan-
tovany kardioverter defibrilator. Suvislost med-
zi transplantéciou myoblastov a pozorovanymi
komorovymi dysrytmiami nemozno s istotou
potvrdit, pre maly poéet pacientov a chybanie
kontrolnej skupiny.

Interpretaciu zmien ukazovatefov funkcie
stazuje predovSetkym pridruzend chirurgicka
revaskularizacia, v priebehu ktorej sa robila
transplantacia myoblastov. Hodnotenim zmien
regionalnej funkcie sa vdak zistilo zlepSenie
kontraktility 14 z 22 nerevaskularizovanych
segmentoch myokardu.
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Mechanizmus, ktorym dochadza k zlep-
Seniu regionalnej funkcie nie je jasny, pre-
toze myofibrily vytvorené z implantovanych
myoblastov netvoria junkcie, ktoré umoziuju
synchronizované elektromechanické spoje-
nie s okolitymi kardiomyocytmi. Jednym zo
Spekulativnych vysvetleni je, Ze podnetom
ku kontrakcii si mechanické a nie elektrické
stimuly.

Nedavno bol publikovany prvy histologic-
ky dbkaz o prezivani autolégnych myoblastov
v myokarde!""). Trom pacientom s ischemickou
kardiomyopatiou, podali su¢asne s implan-
taciou podporného systému favej komory do
oblasti prednej steny favej komory myoblasty
priecne pruhovanych svalov. Podporny systém
sa implantoval ako premostenie k transplan-
tacii srdca. Po transplantacii sa histologicky
skumalo explantované srdce prijemcu. V faz-
ko fibrotickom pdvodnom myokarde prezivali
skeletélne myoblasty diferencované do zrelych
myofibril.

Na zjazde Eurdpskej kardiologickej spo-
lo€nosti vo Viedni (2003) P. Menasché et al.("
predniesli vysledky pozorovania celkom 70
pacientov lie€enych doteraz touto metddou.
Na ich zaklade P. Menasché formuloval nie-
kofko zdsadnych predstav. Predpoklada, Ze
myoblasty kostrového svalstva sa integruju
v myokarde prijemcu a preZivaju dihodobo.
Nediferencuju v§ak do kardiomyocytov a ne-
vytvaraju elektrické spojenia. Planuje sa faza
I1. klinického sku$ania (MAGIC), v ktorej budu
pacienti randomizovani na tych, kde sa budu
do myokardu injekéne aplikovat skeletalne
myoblasty a v druhom ramene placebo. Preto-
Ze doterajSie udaje svedcia pre arytmogénny
potencial vykonu, vSetkym pacientom sa
implantuje kardioverter-defibrilator.

Klinické skusenosti s aplikdciou myob-
lastov kostrového svalstva do neviabilného
tkaniva jazvy po IM maju aj dalsi autori.
Siminiak T. a spol.™ aplikovali u 10 pacien-
tov do akinetickej zény myokardu myoblasty
pocas korondrnej rekonstrukcie. U vSetkych
zaznamenali vyznamné zvy$enie regionalnej
kontraktility. Udrzujuce sa komorové tachykar-
die sa objavili u Styroch.

Zarodoéné bunky

Zarodocné bunky (stem cells) su nezrelg,
nediferencované tkanivové prekurzory. Ich z&-
kladnymi vlastnostami je schopnost sebaob-
novy a diferenciécie do réznych fenotypov na
zaklade stimulov z okolitého prostredia. M6zu
pochadzat z embryi alebo z kostnej drene.

Embryondlne zarodo¢né bunky sa daju
ziskat z blastocysty. Experimentélne Studie
ukazali, ze su schopné diferenciacie do kar-
diomyocytov(™®). Pouzitie tychto elementov
v klinickej praxi nardza predovdetkym na
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problémy etické a imunologické. Podobne ako
pri inych alogénnych transplantaciach hrozi
rejekcia a bola by potrebnd imunosupresia. Su
tiez obavy z moznosti malignej transformacie
buniek embryonaineho pdvodu. Zistilo sa, Ze
kardiomyocyty z embryonalnych zarodoénych
buniek maju arytmogénny potencial™.

Dal$im, v suéasnosti podstatne prija-
tefnejSim zdrojom buniek s podobnym po-
tencidlom su zarodo¢né bunky kostnej drene
(hemopoetické a mezenchymové).

Quaini et al.®® odhalil, Ze zna¢na Cast
myocytov a buniek vaskulatury transplanto-
vaného srdca pochddza od prijemcu. Zistil,
Ze v myokarde Stepov od darcov Zenského
pohlavia, ktoré boli transplantované muzskym
prijemcom 14-20 % myocytov, endotelovych
buniek a buniek hladnej svaloviny obsahuje
chromozém Y. To znamena, Ze tieto bunky po-
chédzaju od prijemcu. Zda sa, Ze kolonizécia
Stepu bunkami prijemcu nastava velmi skoro
po transplantécii, a ze zdrojom migrujucich bu-
niek st zarodo¢né bunky kostnej drene. Signa-
lom je pravdepodobne ischemicko reperfizne
poskodnie Stepu. Toto pozorovanie potvrdili aj
ini autori’® "), ale nie vietci®. Stéle nie je zod-
povedana otazka, ¢i bunky v jadrach ktorych
sa dokazuje chromozém su kardiomyocyty,
podporné bunky alebo bunky infiltrujtce trans-
plantat zvlast pri rejekcii.

Koncept schopnosti Eiastonej regenera-
cie podkodenych tkaniv z ,vlastnych® zdrojov
podporuju aj experimenty, ktoré ukazali, ze
mobilizované bunky kostnej drene sa zucast-
nuju na regeneracii srdca po infarkte myokar-
du a zlepSuiju jeho funkciu®®.

Zasadnym objavom v tejto oblasti bolo, ze
sa v experimentalnych podmienkach in vitro
podarilo zo zarodo¢nych buniek stromy kost-
nej drene (mezenchymové kmefiové bunky)
izolovat a kultivovat spontanne sa kontrahuju-
ce elementy podobné kardiomyocytom®,

Bandorf et al.? nedavno dokazali aj trans-
diferenciaCny potencial endotelovych proge-
nitorovych buniek. Endotelové progenitorové
bunky kultivované s kardiomyocytmi postupne
nadobudli morfologicky aj imunocytochemicky
charakter kardiomyocytov.

Tieto a podobné prace su zakladom pre
koncept celularnej kardiomyoplastiky pouZitim
kmenovych buniek kostnej drene. Vyhodou
tychto buniek je, Ze sa daju jednoducho ziskat,
mozno ich kultivovat a mnozit in vivo ¢im sa
dosiahne ich dostatoény pocet. V neposled-
nom rade maju autolégny pévod, odpada teda
problém imunosupresie. Aktudlne nie su ani
etické otazky, ktoré znemoznuju pracu s em-
bryonalnymi zarodo¢nymi bunkami.

V pocetnych pokusoch na réznych experi-
mentéalnych modeloch (mysi, potkany, prasatd)
sa ukdzalo, ze po injekénom podani mezen-

chymovych buniek kostnej drene, expando-
vanych in vitro, do zény infarktu myokardu
dochadza k ich uhniezdeniu, diferencidcii do
kontraktilnych elementov a su¢asne k neo-
angiogenéze aj tvorbe podporného véziva
(obrazok 1)@2 232425 Podobné vysledky sa
dosiahli aj po aplikacii mezechymovych buniek
do koronarnych tepien, aorty alebo dutiny favej
komory!@:27),

V jednej z priekopnickych prac Kocher et
al. (2001)?® pouzili ludské zarodotné bunky
kostnej drene s fenotypickymi charakteristika-
mi angioblastov a aplikovali ich intrakorondr-
ne. V poSkodenom myokarde do$lo v porov-
nani s kontrolnou skupinou k neoangiogenéze
a revaskularizacii, dalej ku zmenSeniu loZiska
infarktu a zlepSeniu funkcie srdca.

Klinické pouzitie zdrodo¢nych buniek
kostnej drene

Klinické skusenosti s celuldrnou kardio-
myoplastikou so zarodo¢nymi bunkami kostnej
drene su ojedinelé.

BE Stauer et al.®® publikovali skisenosti
s intrakorondrnym podanim mononukledr-
nych buniek kostnej drene chorym po ak-
Utnom IM. Desiatim pacientom v priemere
7 dni po akdtnom IM sa robila perkutanna
koronarna intervencia (PCl) artérie zaso-
bujlicej infarktové lozisko. Po¢as PCl sa
opakovane injikovali do koronarnej artérie za
stendzu mononukledrne bunky kostnej drene
ziskané aspiraciou a kultiviciou den pred
PCI. Kontrolnu skupinu tvorilo 10 porovnatel-
nych pacientov, u ktorych sa po IM vykonala
Llen* PCI. Po troch mesiacoch bolo v skupine
s bunkovou lie¢bou vyznamne mensie lozis-
ko infarktu, zvySend kontraktilita aj perfuzia
v infarktovej oblasti a mensi objem a favej
komory na konci systoly.

Obrazok 1. Zarodo¢né mesenchymové bunky
v kultare. A nativne, B farbené
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Podobné skusenosti publikovali aj ini
autori. Assmus et al.®% aplikovali zarodo¢né
bunky 20 pacientom v priemere 4 dni po AIM.
Tento bol v akutnej faze rieSeny implantéciou
stentu. Suspenzia buniek sa injikovala distéine
za stentom. U deviatich ziskali progenitorové
bunky separéciou z periférnej krvi a nasled-
nou kultivaciou. V absolitnej prevahe boli
elementy s charakteristikami endotelovych
prekurzorov. U 11 pouZili heterogénnu po-
puléciu mononukledrnych buniek ziskanych
aspirdciou drene z bedrovej kosti. Po tyroch
mesiacoch sa zistilo evidentné zlepSenie regi-
ondlnej kontraktility aj koronérnej prietokovej
rezervy. Nezaznamenali sa rozdiely v zavislos-
ti od typu pouzitych buniek. Autori z tejto sku-
piny®" neddvno prezentovali vysledky hodno-
tenia zmien korondarnej prietokovej rezervy po
intrakorondrnej apikacii zarodo¢nych buniek.
P&t dni po perkuténnej koronarnej intervencii
(stent) pre akutny IM podali intrakoronarne 28
pacientom endotelové progenitorové bunky
a 28 mononukledrne bunky kostnej drene. Po
Styroch mesiacoch u zijucich chorych bez res-
tendzy (n = 32) hodnotili koronérnu prietokovu
rezervu. Zaznamenali normalizdciu prietoko-
vej rezervy v infarktovej tepne (v porovnani
s referenénou tepnou) a predizenie diastolic-
kého deceleratného Casu. Nezistili rozdiely
v sledovanych parametroch pri ich hodnoteni
s ohfadom na typ pouZitych buniek.

Uginok intrakoronérnej aplikacie mono-
nukledrnych buniek kostnej drene po IM sku-
mal aj Figulla a spol.®2. Bunky podali Siestim
pacientom 5-6 dni po IM do tepny, ktoré bola
predtym v akutnej faze rekanalizovand a pia-
tim pacientom s chronickym IM a priechodnou
infarktovou artériou. Ani v jednej skupine
nezistili zlepSenie regiondlnej funkcie alebo
koronarnej prietokovej rezervy.

Fuchs a spol.®® pouZili bunky kostnej
drene u pacientov s chronickou koronarnou
chorobou. Vybrali 10 pacientov s refraktér-
nou anginou pectoris s nerekonstruovatefnou
koronérnou chorobou a viabilnymj myokar-
dom. U kaZdého z nich injikovali do predtym
zadefinovanej zény ischémie, Specidlnym
katetrom s pouZitim elektromechanického
mapovania transendokardidlne 12 miniin-
jekcii Cerstvo aspirovanych nefrakcionova-
nych buniek kostnej drene. Zaznamenalo
sa znizenie intenzity angindznych tazkosi,
zlepSenie perfuzie v oblastiach, do ktorych
boli bunky podané.

Podobne Tse a spol.®¥ podobnym spdso-
bom podali mononukleérne bunky kostnej dre-
ne do hypoperfundovanych oblasti myokardu
pacientov so stabilnou refraktérnou anginou
pektoris a dobrou globalnou systolickou funk-
ciou. Po troch mesiacoch sa zmenSil pocet za-
chvatov AP, potreba nitroglycerinu. VySetrenia

magnetickou rezonanciou potvrdili zlepSenie
regionalnej kontraktility.

Prvé klinické skusenosti su aj s aplikaci-
ou zérodocnych buniek kostnej drene u cho-
rych s fazkou systolickou dysfunkciou favej
komory a kandidatov transplantdcie srdca®®.
Autori 14 pacientom so srdcovym zlyhanim
na podklade nerekonStruovatenej koronar-
nej choroby injikovali Specidlne injekénym
katetrom, mononuklearne bunky kostnej dre-
ne transendokardiélne z dutiny favej komory.
U kazdého pacienta sa do hypoperfundova-
nej zény myokardu favej komory aplikovalo
15 mikroinjekcii a priemerne 25 x 10 buniek.
Sedem pacientov tvorilo kontrolnd skupinu.
Po Styroch mesiacoch sa u lie€enych paci-
entov zistilo signifikantné zvySenie ejekénej
frakcie aj kinetiky v oblastiach aplikdcie bu-
niek. Doslo tiez k reverzii remodelacie, ¢o sa
prejavilo zmenenim objemu favej komory na
konci systoly. Dohman et al®® referovali o pi-
atich pacientoch s korondrnou chorobou za-
radenych na ¢akaciu listinu na transplantéciu
srdca. Kazdy z nich dostal 15 transendokardi-
alnych mikroinjekcii mononuklearnych buniek
kostnej drene. Po dsmich tyzdioch nedoslo
k zmene ejekCnej frakcie favej komory, zmen-
Sili sa v8ak kfudové perfuzne defekty v favej
komore. Nevyskytli sa Ziadne komplikacie.

Stamm a spol.®” podali intramyokardialne
do akinetickej oblasti prekonaného infarktu pri
chirurgickej revaskularizacii ostatnych ¢&asti
myokardu Specificku frakciu mononuklearnych
buniek s angiogénnym potencidlom (AC 133+
CD34-). Zistili len minimalny efekt na regional-

nu kontraktilitu, kfudova regiondina perfuzia sa
v8ak vyrazne zlepsila.

Prvoradych ciefom vSetkych opisanych
prac bolo overit realizovatefnost a bezpe¢nost
tychto metdd u pacientov s réznymi formami
koronérnej choroby a srdcovym zlyhdvanim.
V Ziadnej z opisovanych prac neboli zazna-
menané nepriaznivé vedfajSie ucinky resp.
komplikacie vykonov.

Jednou z pragmatickych otdzok, ktora
je zésadnd pre kKlinické pouZitie bunkovej
lie€by je otdzka optimalnej aplikaCnej cesty
(obrazok 2). V su¢asnosti pripadaju do Uvahy
Styri sposoby.

Priame intramyokardiélne, transepikar-
didlne podanie je mozné ak sa planuje chirur-
gicky vykon. Vyhodou je predovsetkym priama
kontrola zrakom, nevyhodou potreba otvorenej
intervencie.

NajbezpeénejSie a najjednoduchsie je
podanie buniek intrakoronarne. Vyhodou je,
Ze bunky takto mozno aplikovat cielene do vy-
branych oblasti koronérmeho rieciska. Problé-
mom moZe byt udrzanie buniek v kapilarach
dost diho na to, aby prenikli do okolitého tka-
niva. Tento pristup nie je vhodny pre aplikéciu
vé¢sich buniek (napr. myoblastov) s ohfadom
na mozné mikroembolizacie. Inou moznou for-
mou intravaskularnej aplikécie je instilacia do
koronarneho sinusu s jeho naslednou kratkou
oklUziou @8 3.40),

Dal$imi moznostami intramyokardialnej
aplikicie je transendokardidine podanie
Specialnym injekénym katetrom z dutiny favej
komory alebo injekcie do myokardu injekEnym
katetrom zavedenym do koronarneho sinusu

Obrazok 2. Klinické spdsoby transplantacie buniek. Intravendzne do sinus coronarius [1]
intrakoronarne [2], intramyokardialne transendokardidlne z dutiny favej komory Specidlne
modifikovanym injekénym katetrom [3], intramyokardidlne pri otvorenom chirurgickom vykone
[4], intramyokardiélne cez sinus koronarius Specialne upravenym injekénym katétrom pod
kontrolou intravaskularneho ultrazvuku (IVUS) [5]
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pod kontrolou intravaskuldrneho ultrazvuku.
Posledné dve metédy maju vetky vyhody
perkutannych intervencii, ich pouzitie je vSak
obmedzené na ojedinelé pracoviska a povazu-
je sa za experimentalne 42,

Transplantdcie buniek mézu byt revo-
luénou zmenou v lie¢be ochoreni srdca. Po
prvykrat sa ukazuje redlna prileZitost nie ,len*
rekonstruovat ¢i nahradzat povodné tkaniva,
alebo organy, €i uz od inych jednotlivcov alebo
umelymi ndhradami, ale vytvarat nové, prirod-
zené a organizmu vlastné a funkéné Struktary.

Vo svetle doterajSich poznatkov sa zd3,
Ze celularme transplantacie mézu byt redinym

vychodiskom pre liecbu niektorych ochoreni
srdca, ktoré odoldvaju vietkym snahdm o ich
priaznivé ovplyvnenie.

V sucasnosti su prvé klinické aplikacie
najprijatefnejSie u chorych so zlou kréatko-
dobou progndzou, u ktorych su vyéerpané
dostupné konvencéné lieCebné postupy
a koneéné rieSenie transplantéciou srdca je
nemozné, alebo je, nech uz z akychkolvek
dévodov, v nedohfadne. Na druhej strane
treba poditat s tym, Ze prave u tychto paci-
entov s tazkym poskodenim myokardu méze
mat celuldrna kardiomyoplastika problema-
ticky ucinok.

Na zéklade dostupnej odborne; literatury,
konzultaénych rozhovoroch s prislusnymi od-
bornikmi, dlhodobych skdsenosti s refraktér-
nym srdcovym zlyhavanim sme v spolupraci
s oddelenim Transplantacie kostnej drene
Narodného onkologického Ustavu v Brati-
slave zacali vytvarat podmienky na klinicku
realizciu celularnej kardiomyoplastiky. V ini-
cidlnom obdobi sa chceme sustredit na intr-
akorondrne podanie in vitro expandovanych
autolégnych mezenchymovych kmefiovych
buniek u chorych so srdcovym zlyhdvanim
na podklade nerekonStruovatefnej koronar-
nej choroby.
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