Autologna transplantacia mezenchymovych
kmenovych buniek do koronarneho rieciska
dysfunkéného myokardu. Opis pripadu

EVA GONCALVESOVA, JAN LAKOTA*, VILIAM FRIDRICH, JURAJ FABIAN
Bratislava, Slovenskd republika

GONCALVESOVA E, LAKOTA J, FRIDRICH V, FABIAN J. Autolégna transplantdcia mezenchymovych kmefovych buniek do korondrneho rieciska dysfunkéného

myokardu. Opis pripadu. Cardiol 2004;13(3):161-164

Autori opisuji u nds prva transplantdciu autolégnych kmeriovych mezenchymovych buniek u pacienta so srdcovym zlyhanim pét rokov po infarkte
myokardu v oblasti prednej steny. Bunky v celkovom mnozstve 2 x 107 sa injikovali katétrom zavedenym standardnou technikou do ramus interventricularis
anterior v §tyroch bolusoch po 3 ml suspenzie. Pacienta po $tyroch diioch prepustili do domdcej starostlivosti. Do 14 dni po vykone sme nezaznamendli

Ziadne komplikécie.
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GONCALVESOVA E, LAKOTA J, FRIDRICH V, FABIAN J. Autologous transplantation of mesenchymal siem cells in coronary artery supplying of dysfunctional

myocardium. Case report. Cardiol 2004;13(3):161-164

The authors describe the first autologous transplantation in the Slovak Republic of mesenchymal stem cells in a patient with heart failure five years after
anterior myocardial infarction. A total of 2 x 107 of in-vitro expanded cells were injected into the left anterior descending artery using routine catheter
technique. Four days after the infervention the patient was discharged from hospital. No complications had occurred 14 days after the procedure.

Key words: Heart failure — Stem cells fransplantation - Mesenchymal stem cells

Srdcové zlyhdvanie (SZ) na podklade tazkej systo-
lickej dysfunkcie Tavej komory pri pokrocilej, chirurgic-
ky neriesitelnej korondrnej chorobe je zdvazny medicin-
sky problém. Progndza tychto pacientov je zI4 a len mald
Cast z nich Zije dlhSie ako pat rokov od prvej manifestd-
cie SZ.

Liecba bunkami je jednou z perspektivnych moznost{
liecby tychto pacientov. Od prenosu zdrodoc¢nych buniek
do myokardu sa ocakdva regenerdcia jeho devitalizova-
nych okrskov. Teoretické a experimentdlne poznatky, ako
aj doterajsie klinické skusenosti s podobnymi postupmi
sme opisali v prechddzajuicich sihrnnych pracach (1, 2).

Népliiou tohto ¢ldnku je informdcia o prvom perku-
tannom intrakorondrnom podani zdrodo¢nych buniek
v klinickej medicine v nasej republike.

Opis pripadu
49-ro¢ného pacienta po opakovanych infarktoch

myokardu prednej steny poukdzali na nase oddelenie pre
syndrom srdcového zlyhdvania v Stddiu NYHA III. Ob-
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jektivne sme okrem priznakov SZ zistili vyrazne dysfun-
kénu a dilatovanu lavd komoru s akinézou az dyskiné-
zou prednej steny a hrotu, hypokinézou spodnej steny
s globdlnou ejekénou frakciou lavej komory 0,21 (obra-
zok 1). Na korondrnych tepndch sa nezistili vyznamne;j-
Sie stendzy.

Po rozbore zdravotného stavu a zhodnoteni prognd-
zy pacienta sme uvazovali aj o transplantdcii srdca. V tom
Case sme vSak tento vykon nepovazovali za naliehavy.

Pacienta s odportic¢anim komplexnej konzervativnej
liecby prepustili do domdce;j starostlivosti. Pri kontrol-
nom vySetreni o Sest mesiacov bol stabilizovany, funk-
¢ne NYHA III, bez prejavov kongescie. Vzhladom na
vyCerpané moznosti konvencnej liecby a neaktudlnost
transplantdcie srdca sme pacientovi navrhli liecbu intra-
korondrnym podanim mezenchymovych kmenovych bu-
niek. Pacient s tym suhlasil.

Vysledky vybranych relevantnych vySetreni, ktoré sa
urobili dva az tri tyZdne pred vykonom, su uvedené v ta-
bulke 1.

14. janudra 2004 sme v lokdlnej anestéze s analge-
tickou premedikdciou odobrali 30 ml kostnej krvi z dre-
ne lopaty bedrovej kosti. Z tejto sa ndsledne izolovali
mezenchymové kmenové bunky a expandovali in vitro.
Pouzila sa komercéne dostupnd technoldgia firmy Osiris
Therapeutics, INC. Podrobnosti metddy si opisané inde
(3), apreto sa na tomto mieste obmedzime na strucny
opis izoldcie a kultivacie. Aspirdt kostnej drene sa riedil
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Diastola

Obrazok 1 Lavostranna ventrikulografia
Figure 1 Left ventriculography

70 ml PBS a centrifugoval 900 xg 10 mindit pri 20 °C. Se-
dimenty boli nasuspendované v 30 ml PBS a prevrstve-
né po 15 ml na 35 ml Percoll (hustota 1,073 g/ml) a cen-
trifugované 900 xg 30 minit pri 20 °C. Mononukledrne
bunky sa odsali a nariedili PBS do 50 ml a cenrifugovali
460 xg 10 mindt. Sedimenty boli opét suspendované
v PBS. Bunky sa pridali do 35 ml DMEM (Gibco) s niz-
kou glukézou, ktoré obsahovalo 10 % FBS a inkubova-
né pri 37 °Cv 5 % CO, 48 hodin. Neadherujiice bunky sa
zliali a ku adherujicim bunkdm sa pridalo to isté mé-
dium. Vymeny sa opakovali kazdych 72 hodin az do 90 -
100 % konfluencie adherujtcich buniek. Celd inkub4cia
sa uskutocniovala pri 37 °Cv 5 % CO,. Adherujtice bun-
ky sa uvolnili inkubdciou 0,05 % trypsinom-EDTA, po
centrifugdcii nasuspendované v 12 ml PBS, ktory obsa-
hoval 2 % ludsky albumin. Ziskand populdcia buniek
(obrazok 2) bola CD 34, CD 45 a CD 117 negativna.

2. februdra 2004 sa vykonala intrakorondrna instild-
cia ziskanych buniek. Balonikovym katétrom so systé-
mom ,,over the wire“ (Concerto) sa pocas trojmintto-
vych nizkotlakovych okluzii strednej Casti ramus
interventricularis anterior aplikovali Styri 3 ml bolusy
suspenzie kmenovych buniek. Celkovy pocet podanych
buniek bol 2 x 107. Vykon pacient toleroval dobre a pre-
behol bez komplikdcii. V nasledujicom 24-hodinovom
obdobi monitorovania na Oddeleni korondrnej starost-

Systola

Tabulka 1 Prehlad vysledkov vybranych vysetreni pred vykonom
Table 1 Selected results of pre-transplant examination

VySetrenie (7est) Vysledok (Resut)
Srdcova frekvencia (Heart rate) (min'") 76
Tlak Krvi (Biood pressurs) (MmMHQ) 110/70

EKG (eco) Fibrilacia predsieni (Atral fibrilation)
Bifascikuldrna blokada (Bifascicular block)
Kardiotorakalny index 0,52

(Cardiothoracic index)

Komorova ektopicka aktivita Lown 4B
(Ventricular ectopic activity)

Sest mintt chodze (m) 560
(Six minutes walking test)

Maximélna spotreba kyslika (ml/kg/min) 14,1
(Maximal oxygen consumption)

BNP (pg/ml) 480

Echokardiografia (echocardiography)

Lava komora v diastole (mm) 84

(Left ventricle in diastole)

Mitrélna regurgitacia (stupen) Il

[Mitral regurgitation (degree)]

Kinetika stien (wai motion) Hypoakinéza prednej steny
(Hypoakinesis of anterior wall)

Dyskinéza hrotu (pyskinesis of apex)

Wall motion score (16 segmentov) (16 segments) 37

EF LK (izotopovd ventrikulografia) 0,14

EF LV (Isotope ventriculograhpy)

Perfiizna scintigrafia

(Perfusion scintigraphy)

Ireverzibilnd porucha v povodi RIA a PKA
(Irreversible defect in LAD and RCA regions)

EF LK — ejekcna frakcia favej komory (LVeF - Left ventricular ejection fraction), RIA — ramus
interventricularis arteria (LAD - Left anterior descending), PKA — prava korondrna artéria
(RCA — Right coronary artery)
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Obrazok 2 Mezenchymové kmeriové bunky v kultire
Figure 2 Mesenchymal stem cells in culture

livosti sa nezachytili ziadne elektrokardiografické ¢i bio-
chemické prejavy 1ézie myokardu, ani signifikantné po-
ruchy rytmu. Pacienta v dobrom klinickom stave sme na
Stvrty deni po vykone prepustili do ambulantnej starostli-
vosti.

Symptomatické poruchy rytmu sme nezaznamenali.
Po troch, ani po 14 diloch sme 24-hodinovym monitoro-
vanim EKG nezistili zvy$enie komorove] ektopickej ak-
tivity. Pretrvdvala chronickd fibrildcia predsient (FP). Po-
drobné zhodnotenie klinického stavu, predovSetkym
regiondlnych zmien vo funkcii a perfuzii myokardu plé-
nujeme o desat tyzdiiov po vykone.

Diskusia

Pocetné laboratrne vyskumy, experimenty na zvie-
ratdch, ako aj niektoré klinické pozorovania svedcia o tom,
ze rozlicné typy zdrodo¢nych buniek dokazu diferencovat
do fenotypu kardiomyocytu. Pritom podporia alebo sa
priamo zucastfiujui na neovaskularidcii a regenerdcii myo-
kardu (4, 5). Jednym zo zdrojov zdrodo¢nych buniek u dos-
pelého jednotlivca je kostnd dren alebo periférna krv.
V kostnej dreni sa nachddza viacero typov multipotentnych
zdrodocnych buniek s rozlicnymi fenotypickymi charakte-
ristikami. Jednymi z nich si mezenchymové kmeniové bun-
ky (mesenchymal stem cells, MSC). Experimentdlne pra-
ce na zvieratach potvrdili, Ze po injekcii do viabilného
myokardu nadobudaju charakteristiky kardiomyocytov,
zlepSuju perfuziu, ako aj funkciu myokardu po experimen-
tdlne navodenom infarkte (6 - 9).

Mechanizmus dcinku buniek kostnej drene na funk-
ciu ischemickej lézie/nekrézy myokardu nie je jasny a je

pravdepodobne multifaktoridlny. Ukazuje sa, Ze sa na
nom podiela predovsetkym indukcia neovaskularizicie.
Dalsi mozny efekt je podpora prirodzenych reparaénych
procesov prostrednictvom uvolfiovanych rastovych fak-
torov. Regenerdcia myokardu diferencidciou kmeniovych
buniek do kardiomyocytov sa zatial jednoznac¢ne nedo-
kdzala ani nevylicila.

Klinickych skusenosti s intrakorondrnou aplikdciou
buniek kostnej drene v liecbe korondrnej choroby je re-
lativne mdlo. VécSina z nich pochddza z aplikdcie suspen-
zie neseparovanych mononukledrnych buniek kostnej
drene niekolko dni po perkutdnnej intervencii pre akuit-
ny infarkt myokardu. Takymto sposobom sa zistilo zlep-
Senie regiondlnej perfuzie aj funkcie v zéne poSkodene;j
infarktom (10, 11).

Pri chronickej systolickej dysfunkcii lavej komory
spdsobenej pokrocilou korondrnou chorobou sa doteraz
uprednostiiovala priama intramyokardidlna aplikdcia
buniek (12 - 14). Zistilo sa zmenSenie intenzity, ako
aj poctu angindznych zéchvatov a sucasné zlepSenie re-
giondlnej kontraktility.

Na kongerese AHA (Orlando, november 2003) Zei-
her A. M. prezentoval prvé skisenosti s intrakorondr-
nym podanim mononukledrnych buniek ziskanych z kost-
nej drene alebo periférnej krvi. Tento postup pouzili u 64
pacientov viac ako Sest mesiacov po akutnom infarkte
myokardu s priemernou EF lavej komory 30 %. Zazna-
menalo sa zlepSenie regiondlnej funkcie v zone predchd-
dzajuceho infarktu. Obavy z proarytmického tcinku im-
plantovanych zdrodocnych buniek kostnej drene, ktory
sa pozoroval po implantdcii skeletdlnych myoblastov ale-
bo embryondlnych buniek, sa zatial nepotvrdili (15).

Cielom tejto publikdcie je opisanie transkatétrovej
intrakorondrnej aplikdcie kmenovych mezenchymovych
buniek u pacienta s chronickou ischemickou chorobou
srdca s rozsiahlou nekrézou/jazvou a klinicky manifest-
nym srdcovym zlyhdvanim. Bunky sa injikovali do dobre
priechodnej korondrnej tepny (RIA), v povodi ktorej
v minulosti prebehol infarkt myokardu. Této oblast bola
akinetickd az dyskinetickd, bez viabilného myokardu.
Pouzili sme in vitro expandované mezenchymové kme-
nové bunky. Podla dostupnych informdcii ide o prvi in-
trakorondrnu aplikdciu ex vivo expandovanych kmeno-
vych mezenchymovych buniek v klinickej medicine
vSeobecne. Originalita ndsho postupu spociva vo vybere
pacientov, ale predovsetkym v druhu pouzitych buniek.
Vicsina doterajsich skisenosti je s aplikdciou zarodoc-
nych buniek u chorych pri akitnom infarkte myokardu
po prekutdnnej revaskularizdcii. V naSom programe sa
sustredujeme na pacientov po prekonani rozsiahleho IM,
s remodelovanou favou komorou, tazkou systolickou
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dysfunkciou a priechodnou infarktovou artériou. V pred-
chddzajucich citovanych spravach iSlo vzhladom na pou-
Zitd populdciu buniek o zmes mononukledrnych buniek.
V naSom pripade ide 0 homogénnu populdciu buniek bez
charakteristik hemopoetickej diferenciacnej linie, selek-
tovanych na zdklade ich schopnosti adherencie. Vzhla-
dom na neddvno publikované vyskumy sa tdto populdcia
buniek zd4 byt velmi perspektivnou. Ukazuje sa totiz, Ze
hemopoetické zarodo¢né bunky nie su schopné diferen-
cidcie do kardiomyocytov (16, 17).
Metdda je u nés realizovatelnd, ekonomicky tinosnd
a bezpecnd. Jej vyznam pre zlepSenie funkcie myokardu
a pozitivne ovplyvnenie osudu chorych ukdze buddcnost.
Prvé skisenosti naznacuju, Ze intrakorondrna aplikdcia
MSC je vhodna a perspektivna cesta vo vyvoji novych
pristupov v liecbe pokrocilej ischemickej choroby srdca.
Prica sa uskutoCnila v rdmci vyskumnej ulohy ,,Ce-
luldrna plastika ischemickej kardiomyopatie®, ktoru
schvilila Etickd komisia SUSCH 5. novembra 2003.
Podakovanie: Autori dakuji Prof. MUDr. Vasilovi
Hricdkovi, primdrovi Oddelenia Korondrnej starostlivos-
ti, Prof. MUDr. Ivanovi Pechanovi, DrSc., CSc. a MUDr.
Pavlovi Povincovi, PhD, spolurieSitelom vyskumnej ulo-
hy ,,Celuldrna plastika ischemickej kardiomyopatie®.
Dovetok: Pri autorskej korekture boli zndme vysled-
ky vySetrenia po desiatich tyZzdiloch. EKG - chronickd
FP, tvar krivky bez zmeny. EFLK 0,16, priemer [avej ko-
mory v diastole 85 mm, ,,wall motion score 37%, Sestmi-
nutovy test chddzou 600 m, maximdlna spotreba kyslika
16,5 ml/kg/min, BNP 398 pg/ml. Subjektivne pacient uda-
val zlepSenie fyzickej vykonnosti, Ziadne nové obtiaZe sa
neobjavili.
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