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V době před 10–15 lety byly započaty experi-

menty s využitím různých druhů buněk k ob-

nově myokardu. Byly zkoušeny embryonální

kmenové buňky, dospělé i fetální kardiomyo-

cyty, fibroblasty, buňky hladkého svalstva,

mezenchymální kmenové buňky z kostní dře-

ně a skeletální myoblasty [1–7]. Vzhledem

k převážně pozitivním výsledkům s některými

typy buněk došlo na přelomu tisíciletí k zahá-

jení klinických studií buněčné terapie. Případ-

ná transplantace dospělých kardiomyocytů je

limitována jejich velmi nízkou rezistencí k is-

chemii při implantaci do jizvy a neschopností

vlastního dělení ex vivo. Využití embryonál-

ních kmenových buněk zůstává omezené na

experiment vzhledem k etickým problémům

spojených s jejich využitím. Proto je pozor-

nost vědců soustředěna především na využití

skeletálních myoblastů a buněk kostní dřeně.

Kosterní myoblasty
Kosterní myoblasty, neboli satelitní buňky

jsou mononukleární unipotentní prekurzorové

buňky kosterních svalů, které jsou při svalo-

vém zranění rychle mobilizovány, proliferují,

fúzují, a tím zajišťují regeneraci poškozených

svalových vláken. Po několika letech experi-

mentů byly skeletální myoblasty, jako první

buněčná léčba v klinické medicíně vůbec, po-

užity k obnově myokardu u nemocného pod-

stupující revaskularizační operaci [8]. Důvo-

dy k prvnímu použití právě těchto buněk byly

především praktické. Jedná se o buňky, které

se za normálních okolností vyvíjejí ve funkční

sval, jsou kontraktilní a mají schopnost vlastní

regenerace. Při použití autologních buněk od-

padá problém případné imunosuprese. Buňky

mají velký proliferační potenciál, který je

omezen na myogenní buněčnou linii, tedy by

nemělo hrozit riziko malignity. Další výho-

dou je jejich výrazná rezistence vůči ischemii,

a tedy vyšší pravděpodobnost jejich přežití

v málo vaskularizované jizvě. Navíc jsou rela-

tivně lehce dostupné –  z malé svalové biopsie

lze získat poměrně velké množství buněk.

Zvířecí experimenty u infarktu myokardu pro-

kázaly diferenciaci implantovaných koster-

ních myoblastů do svalových vláken, absenci

jejich spojení (coupling) s kardiomyocyty a po-

měrně výrazné zlepšení regionální i celkové

funkce levé komory [5,9–14]. Nyní je v experi-

mentech dokonce zkoušeno i genetické pře-

programování myoblastů s cílem jejich možné

diferenciace v kardiomyocyty [15].

Mechanizmus příznivého vlivu implantace

kosterních myoblastů na srdeční funkci není

jednoznačně vysvětlen. Jednou z možností je

zpevnění stěny srdeční v místě infarktového

ložiska a zabránění její remodelace. Další ces-

tou je zlepšení kontraktility levé komory díky

kontrakcím implantovaných buněk. Proti této

možnosti částečně hovoří výše uvedená ab-

sence spojení mezi implantovanými buňkami

a kardiomyocyty. Uvažuje se též o variantě fúze

myoblastu se sousedním kardiomyocytem [1].

Tato možnost již byla prokázána, ale počty

takto fúzovaných buněk jsou zřejmě příliš

malé k tomu, aby se jejich činnost projevila

zlepšením funkce levé komory [16]. Jiné teorie

hovoří o zlepšení kontraktility parakrinními

faktory secernovanými implantovanými buň-

kami [17].

Úplně první klinická transplantace buněk do

myokardu se uskutečnila v Bichatově nemoc-

nici (l’hôpital Bichat) v Paříži v červnu roku

2000, kde tým profesora Menasché [8]

implantoval 72letému nemocnému po infark-

tu myokardu zadní stěny 874 miliónů buněk

odebraných z musculus vastus lateralis. Im-

Úvod
V poslední době dochází k výraznému po-

kroku v prevenci a léčbě srdečních onemocně-

ní, zejména ischemické choroby srdeční. Jsou

k dispozici nové léky, zlepšující se chirurgické

a intervenční postupy, jsou vyvinuty potaho-

vané stenty. Díky tomuto pokroku klesá kar-

diovaskulární mortalita, pacienti po infarktu

myokardu se dožívají vyššího věku, trpí méně

anginou pectoris. Na druhé straně ale dochází

ke zvyšování incidence srdečního selhání

(i v souvislosti s lepší prognózou infarktu myo-

kardu), které zůstává stále velkým problémem

i přes výše zmiňované zlepšení farmakotera-

pie. Transplantace srdce je řešením pro vybrané

jedince v konečné fázi onemocnění, zdaleka

ne však pro většinu pacientů se srdečním se-

lháním. Rovněž mechanické srdeční náhrady

nejsou systémovým řešením.

Proto jsou hledána nová řešení, nové postupy

léčby, s cílem zlepšit funkci levé komory sr-

deční a zmírnit symptomatologii nemocných

se srdečním selháním. Srdeční selhání je ná-

sledkem smrti kardiomyocytů a neschopnosti

srdce výraznější vlastní regenerace. Proto jed-

nou ze zkoumaných variant terapie je kompen-

zace ztráty kardiomyocytů a podpora regene-

race myokardu využitím buněčné léčby. Ná-

hrada jizevnaté tkáně funkčními buňkami by

znamenala kauzální a definitivní vyléčení po-

stiženého myokardu.
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solvovalo technicky úspěšnou implantaci bu-

něk, neměli žádné periprocedurální komplika-

ce. U 2 nemocných byly časně po implantaci

myoblastů zachyceny 3 epizody komorové ta-

chykardie, u prvního byly léčeny amiodaro-

nem, u druhého implantací implantabilního

defibrilátoru. V dalším sledování již ani 1

z těchto pacientů neměl další komorovou ta-

chykardii. V kontrolní skupině měli během

sledování 3 pacienti komorové tachykardie,

všichni byli léčení implantací kardioverteru-de-

fibrilátoru. V léčené skupině došlo ke zlepše-

ní ejekční frakce levé komory z 24,3 % na

32,2 % po 1 roce sledování, klasifikace NY-

HA byla zlepšena z 3,17 na 1,67 a nemocní za

6 minut walk testu ušli o 122 metrů více než

před implantací buněk. V kontrolní skupině

žádný z těchto parametrů zlepšen nebyl.

Pro úplnost ještě uvádíme kazuistiku 1. auto-

logní transplantace myoblastů během revasku-

larizační operace na bijícím srdci provedenou

v Singapuru [29]. Pacient s akutním antero-

septálním infarktem myokardu měl 6 měsíců

po výkonu zmenšený perfuzní defekt.

Z výše uvedených studií fáze 1 klinického vý-

zkumu vyplývá, že výsledky léčebného po-

užití kosterních myoblastů jsou nadějné, im-

plantace buněk se ukazuje jako poměrně lehce

proveditelná, bez větších periprocedurálních

komplikací. Data ohledně rizika arytmií jsou

rozporuplná. Je zkoumána možnost genetické

modifikace myoblastů směrem k expresi con-

nexinu–43, hlavní bílkoviny pro tvorbu „gap

junction“, s cílem snížit riziko arytmogenicity

[30]. Všechny studie prokazují zlepšení subjek-

tivních nebo objektivních parametrů, nicméně

ve většině chybí kontrolní soubor a k defini-

tivním závěrům je třeba více dat na větších

souborech pacientů. Klinický výzkum zatím

zůstává omezen na pacienty se srdečním se-

lháním ischemické geneze.

Kmenové buňky kostní dřeně
Kmenové buňky (embryonální nebo dospělé)

a prekurzorové buňky jsou charakterizovány 2

specifickými vlastnostmi, tj. svou schopností

se diferencovat v různé definitivní tkáně na

jedné straně a schopností vlastní regenerace

bez ztráty diferenciačního potenciálu na straně

druhé. Dospělé kmenové buňky lze v lidském

těle najít především v kostní dřeni, ale i v ját-

rech, příčně pruhovaných svalech, tukové tká-

ni, srdci, mozku a dalších orgánech.

Buňky kostní dřeně jsou multipotentní. He-

matopoetická frakce kmenových buněk zajiš-

ťuje kontinuální regeneraci jednotlivých krev-

ních komponent – erytrocytů, trombocytů,

lymfocytů, granulocytů a makrofágů. Hemato-

poetické buňky jsou nejlépe prostudovanými

kmenovými buňkami, a slouží tedy jako určitý

prototyp pro pochopení všech dospělých

kmenových buněk. V posledním čtvrtstoletí

sloužila právě tato frakce buněk k alogenní

Siminiak et al [22–23] popisují u 10 nemoc-

ných 3 a 6 měsíců po implantaci 20 miliónů

myoblastů významné zlepšení regionální kon-

traktility v místech původně neviabilní tkáně.

Nepopisují žádné úmrtí, 4 nemocní měli časně

pooperačně setrvalé komorové tachykardie

s nutností podávání amiodaronu. Po 3 měsí-

cích od výkonu se již žádné závažné komoro-

vé arytmie nevyskytovaly a nebylo třeba žád-

ného pacienta léčit žádnými antiarytmiky.

U nemocných došlo 4 měsíce po výkonu ke

zlepšení ejekční frakce levé komory z 35 % na

42 %, po 12 měsících a 3 letech efekt přetrvá-

val. Stejný tým vědců testoval ve studii

Poznan trial [24] podání skeletálních myo-

blastů perkutánní cestou přes koronární sinus.

U 10 nemocných popisují zlepšení klasifikace

NYHA u všech léčených pacientů a zlepšení

ejekční frakce levé komory o 3–8 % u většiny

nemocných.

Během implantace mechanické podpory levé

komory (left ventricular assist device – LVAD)

aplikovali Pagani et al [25] skeletální myo-

blasty injekčně do infarktového a periinfarkto-

vého myokardu 5 nemocným ve stadiu refrak-

terního srdečního selhání na podkladě ische-

mické kardiomyopatie, kteří byli na čekací

listině na srdeční transplantaci. Následně his-

tologicky vyšetřili 4 explantovaná srdce a u 3

z nich prokázali myoblasty, které přežily a di-

ferencovaly se v myofibrily.

Dib et al [26] podali nemocným po infarktu

myokardu, s ejekční frakcí levé komory pod

40 % autologní skeletální myoblasty během

bypassové operace (24 pacientů) nebo během

implantace LVAD (6 nemocných čekající na

ortotopickou transplantaci srdce). U nemoc-

ných se zlepšila ejekční frakce levé komory

z 28 na 35 % (po 1 roce), respektive na 36 %

(po 2 letech sledování), dle PET byla naleze-

na nová ložiska viability v původní jizvě po

infarktu. Navíc histologicky prokázali přežití

implantovaných buněk v myokardu u 4 z 5 ex-

plantovaných srdcí. Pacienti neměli žádné

maligní arytmie.

Jinou aplikační cestu použili Smits et al [27]

z Rotterdamu. 5 nemocným po prodělaném

infarktu myokardu přední stěny s průkazem

neviabilního dysfunkčního myokardu v povodí

infarktové tepny aplikovali skeletální myo-

blasty transendokardiální injekcí pomocí elek-

tromechanického mapování systémem NOGA.

Procedura proběhla vždy bez komplikací, 1

nemocný měl implantován defibrilátor pro zá-

chyt asymptomatické nesetrvalé komorové ta-

chykardie. Ejekční frakce levé komory se ne-

mocným zlepšila ze vstupních 36 % na 41 %

po 3 měsících a na 45 % po 6 měsících. Navíc

bylo magnetickou rezonancí zjištěno zlepšení

regionální kontraktility cílové oblasti.

Injekcemi z dutiny levé komory aplikovali

kosterní myoblasty i Ince et al [28]. 6 nemoc-

ných po prodělaném infarktu myokardu ab-

plantace buněk byla provedena peroperačně

během revaskularizační operace. Zadní stěna

levé komory byla předoperačně akinetická

a neviabilní, ale za 5 měsíců po zákroku vy-

kazovala při pozitronové emisní tomografii

(PET) viabilitu a dle echokardiografie bylo

prokázáno zlepšení kontraktility. U pacienta

došlo také ke zmírnění symptomů ze III. na II.

stupeň klasifikace NYHA. Nezachytili žádné

závažné arytmie. Lze ale předpokládat, že

chirurgická revaskularizace mohla sama vý-

razně zlepšit klinický stav pacienta, takže po-

díl transplantovaných buněk na zlepšení je ne-

jasný.

Stejní autoři [18] později zveřejnili výsledky

1. fáze klinického výzkumu autologní trans-

plantace satelitních buněk u nemocných s těž-

kou poinfarktovou dysfunkcí levé komory

(ejekční frakce < 35 %, průkaz neviabilního

myokardu pomocí dobutaminové echokardio-

grafie a pozitronové emisní tomografie). Na

10 nemocných indikovaných k operační re-

vaskularizaci prokázali proveditelnost a bez-

pečnost perioperační implantace kosterních

myoblastů do poinfarktového myokardu. Po-

pisují 1 časné úmrtí bez souvislosti s procedu-

rou, záchyt monomorfní komorové tachykar-

die u 4 nemocných řešený implantací kardio-

verteru-defibrilátoru a 1 nekardiální úmrtí

17,5 měsíce po implantaci. U nemocných do-

šlo ke zlepšení funkční třídy NYHA (z 2,7 na

1,6), zvýšení ejekční frakce (z 24 na 32 %)

a zlepšení ztlušťování 14 z 22 (63 %) nerevas-

kularizovaných, původně neviabilních seg-

mentů. Výsledky jsou hodnoceny opatrně

s ohledem na malý počet pacientů, absenci

kontrolní skupiny a jistý podíl revaskularizace

na klinickém zlepšení pacientů.

Velmi podobný design měly i další studie,

které se také týkaly nemocných po prodělaném

infarktu myokardu, u kterých byly kosterní

myoblasty implantovány injekčně do nevia-

bilní tkáně během revaskularizační operace.

Herreros et al [19] u 12 nemocných prokázali

jednoduchost a bezpečnost procedury –  v po-

operačním období nezjistili žádné komorové

arytmie. 3 měsíce po výkonu zaznamenali

zvýšení ejekční frakce levé komory z 35 % na

53 %, zlepšení regionální kontraktility v seg-

mentech s implantovanými buňkami (změna

wall motion score index z 2,64 na 1,64) a zvý-

šení metabolizmu v infarktové zóně při vyšet-

ření pozitronovou emisní tomografií.

Čínští autoři [20–21] implantovali 4 nemoc-

ným s ICHS kosterní myoblasty také během

CABG do infarktového ložiska a periinfarkto-

vě. Během 3–4 měsíců sledování uvádějí pou-

ze ojedinělé časné komorové arytmie bez nut-

nosti léčby, zlepšení EF (z 37 na 49 %), zmen-

šení rozměru levé komory, zlepšení perfuze

a metabolizmu v místě implantace buněk. Pa-

cienti měli méně intenzivní dušnost dle klasi-

fikace NYHA.
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i autologní transplantaci při různých hemato-

logických onemocněních. Ne všechny buňky

v kostní dřeni jsou však kmenové. Z celkového

počtu hematopoetických dřeňových buněk

(cca 15–30 × 109 na kg hmotnosti těla) je

kmenových buněk jen asi 1–2 %, tedy 1,5–3 ×

106 na kg hmotnosti těla. Díky své regenerační

schopnosti zůstává jejich „pool“ v těle prak-

ticky neměnný po většinu lidského života

[31–32].

Vedle výše popsaných buněk existují v kostní

dřeni i buňky stromální, které zajišťují mikro-

prostředí pro proliferaci a diferenciaci hema-

topoetických buněk. Zároveň jsou zdrojem

nehematopoetických mezenchymálních kme-

nových buněk. Tyto buňky se mohou diferen-

covat do mnoha buněčných linií – do osteo-

blastů, chondrocytů, adipocytů, fibroblastů,

myoblastů a kardiomyoblastů [33]. Jsou také

velmi málo četné, je jich cca 0,001–0,05 %

z mononukleárních dřeňových buněk a na-

cházejí se i v jiných tkáních, například v tuko-

vé tkáni a v periferní nebo pupečníkové krvi.

Zatím neexistuje žádný specifický marker,

který by identifikoval „opravdové“ kmenové

buňky v kostní dřeni. K odlišení různých typů

buněk kostní dřeně se využívají imunofluo-

rescenční techniky a imunocytochemické me-

tody využívající monoklonální protilátky.

Různé antigeny takto detekované jsou tříděny

do několika skupin, které jsou označovány

písmeny CD (cluster of differentiation). Pro

hematopoetické kmenové a progenitorové

buňky jsou typické antigeny CD34 a CD133

(označovaný někdy i jako AC133), ale také

CD45 a CD117 [34]. Naopak mezenchymální

kmenové buňky jsou CD34 negativní, CD45

negativní a CD14 negativní, ale exprimují na-

příklad markery CD90, CD106 a CD13.

Zajímavostí je, že „přednastavení“ kmeno-

vých buněk na diferenciaci do určité buněčné

linie nemusí být nutně konečné, ale pravděpo-

dobně existuje možnost změny do jiné linie.

Této vlastnosti se říká transdiferenciace

[35–42]. V současné době se neví, která část

buněk kostní dřeně je ideální pro léčebné vy-

užití v kardiologii. Nejčastěji bývá využívána

mononukleární frakce buněk kostní dřeně

[41,43], která obsahuje směs různých buněk,

které napomáhají různým způsobem regene-

raci myokardu a cév: ze zvířecích experimentů

je známo, že hemangioblasty pomáhají for-

mování nových cév a mezenchymální kmenové

buňky se dle některých prací diferencují do

kardiomyocytů, endotelu a buněk hladkých

svalů. Mezodermální progenitorové buňky se

dále diferencují do endoteliálních buněk.

A endoteliální progenitorové buňky se mohou

diferencovat do bijících kardiomyocytů [43–46].

Čeho lze v dysfunkčním myokardu po trans-

plantaci kmenových buněk dosáhnout? Teore-

ticky se očekává nahrazení nefunkčních, nek-

rotických a apoptotických kardiomyocytů pl-

ně funkčními buňkami, zvýšení počtu kon-

traktilních elementů, zmenšení rozsahu dys-

funkčního myokardu a zlepšení funkce levé

komory, podpora místní angiogeneze a rozvoje

kolaterál. V řadě studií na zvířatech opravdu

došlo ke zlepšení funkce a perfuze myokardu

levé komory diferenciací části implantovaných

buněk do myocytů a do buněk tvořících nové

kapiláry a cévy. Došlo tedy k podpoře angio-

geneze, vaskulogeneze i myogeneze [47]. Je

velmi cenné s ohledem na omezenou schop-

nost dospělého srdce obnovit svůj poškozený

myokard [48]. Kromě zlepšení ejekční frakce

byl prokázán i příznivý vliv transplantace

kmenových buněk na remodelaci levé komory

s vytvořením silnější stěny v jizvě, zlepšením

elasticity jizvy a zabráněním dilatace levé ko-

mory [49–50]. Na histologické úrovni bylo

prokázáno méně apoptotických a hypertrofic-

kých myocytů a periinfarktové zóně, redukce

množství kolagenu, vyšší kapilární denzita

a zvýšení množství viabilního myokardu

[43,51]. Je známo, že pokud jsou kmenové

buňky implantovány do oblasti poinfarktové

jizvy, diferencují se především ve fibroblasty.

Regeneraci myokardu zajišťují jen v případě

kontaktu s kardiomyocyty nebo endoteliální-

mi buňkami cév [43,52–53].

V současné době je transplantace kmenových

buněk klinicky zkoušena a studována zejména

u nemocných s ischemickou chorobou srdeční

a dysfunkčním myokardem. Více zkušeností

je s nemocnými s akutním infarktem myokardu

zasahujícím významnou část myokardu levé

komory, o něco méně pak s pacienty s chro-

nickou ischemickou chorobou srdeční a dys-

funkcí levé komory. Odhaduje se, že v současné

době podstoupilo implantaci dřeňových bu-

něk více než 400 kardiologických nemocných

[54].

Jako první popsali implantaci buněk kostní

dřeně 5 nemocným po infarktu myokardu s tr-

vající akinezou postižených myokardiálních

segmentů v roce 2001 Hamano et al [55]. Stu-

dii zahajovali již v roce 1999. Zákrok provedli

peroperačně současně s našitím bypassů, buňky

implantovali do nerevaskularizovatelné oblas-

ti. Po 1 roce sledování uvádějí zlepšení perfuze

daných oblastí dle scintigrafie u 3 nemoc-

ných. Hlavním přínosem této práce bylo pro-

kázání bezpečnosti metody – u nemocných

nezaznamenali žádné významné nežádoucí

účinky, včetně arytmií.

Fuchs et al [56] publikovali v roce 2003 vý-

sledky pilotní studie zaměřené na využitel-

nost transendokardiální aplikace autologních

buněk kostní dřeně. Podali 10 nemocným s is-

chemickou chorobou srdeční, se stabilní angi-

nou pectoris III.–IV.stupně dle kanadské kla-

sifikace (CCS), nerevaskularizovatelným vý-

znamným nálezem na věnčitých tepnách

a průkazem reverzibilní ischemie dle fotonové

emisní počítačové tomografie (SPECT) 4 týdny

kultivované autologní buňky kostní dřeně do

míst s prokázanou ischemiií myokardu pomo-

cí elektromechanického mapování. Výkon byl

úspěšný u všech nemocných, nebyly zazna-

menány žádné významné nežádoucí účinky

léčby a za 3 měsíce po výkonu došlo ke zmír-

nění anginózních potíží (z 3,1 na 2,0 stupně

dle CCS), které bylo objektivizováno pro-

dloužením délky zátěžové testu na běhátku

a zmírněním ischemie během tohoto testu.

Stejný aplikační přístup byl použit i v dalších

studiích [57–59]. Perin, Silva et al zjistili u 14

nemocných s chronickou ischemickou choro-

bou srdeční, dysfunkcí levé komory a reverzi-

bilním postižením myokardu dle SPECT vý-

znamné zmenšení defektu myokardu (dle

SPECT) a významné zlepšení ejekční frakce

levé komory (z 20 na 29 %) za 2 a 4 měsíce

po implantaci autologních mononukleárních

buněk kostní dřeně. Efekt přetrval i po 6 a 12

měsících. U nemocných se nevyskytly žádné

závažné periprocedurální problémy ani žádné

následné komplikace s výjimkou 1 nemocné-

ho, který zemřel náhlou smrtí 14 dní po

implantaci buněk. Pacient nebyl pitván.

Podobně postupovali i Tse et al [60] u 8 ne-

mocných s ICHS. Za 3 měsíce po výkonu se

jejich pacientům omezily epizody anginy pec-

toris, nemocní spotřebovali méně nitroglyce-

rinů a dle magnetické rezonance došlo ke

zlepšení perfuze a funkce myokardu levé ko-

mory v místech původní ischemie. Nebyly za-

znamenány žádné závažné arytmie ani jiné

komplikace léčby.

Beeres et al [61] aplikovali autologní mono-

nukleární buňky kostní dřeně NOGA-katét-

rem 23 nemocným s chronickou ICHS, angi-

nou pectoris III.–IV. stupně CCS při maxi-

mální léčbě, u kterých nebyla možnost kon-

venční revaskularizace. Nemocní neměli žádné

procedurální komplikace, ani následné aryt-

mie. Snížily se anginózní potíže, množství

užitého nitroglycerinu, zlepšila se kvalita ži-

vota nemocných a došlo i ke zvýšení ejekční

frakce z 53 na 77 % (po 6 měsících).

Stamm et al [62] aplikovali během bypassové

operace autologní kmenové buňky z kostní dře-

ně 6 nemocným po infarktu myokardu (v ča-

sovém rozmezí 10. den–3 měsíce po infarktu)

do hraniční zóny infarktu. Za 3–9 měsíců po

operaci došlo u pacientů ke zmírnění sympto-

mů, perfuze myokardu ze zlepšila u 5 nemoc-

ných a funkce levé komory u 4 nemocných.

Z nežádoucích účinků popisovali supraventri-

kulární arytmie u 2 nemocných, pneumonii

u 1 a perikardiální výpotek u dalších 2 paci-

entů. I u této studie je problémem rozlišení

účinků transplantace kmenových buněk od

efektu revaskularizace myokardu, konkrétně

u nežádoucích účinků je velmi pravděpodob-

né, že mohly souviset spíše s revaskularizační

operací.
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Tomuto problému se pokusili čelit Gali~nanes

et al [63], kteří studovali 14 nemocných po

proběhlém infarktu myokardu. Rozdělili 34

myokardiálních segmentů, u kterých nebyly

známky viability při dobutaminové echokar-

diografii a u kterých byla fibróza potvrzena

histologicky perioperačně, do 3 skupin – na

přemostěné aortokoronárním bypassem, léčené

injekcemi autologních buněk kostní dřeně

a na segmenty léčené oběma metodami. Za 6

týdnů a 10 měsíců zjistili zlepšení funkce pou-

ze těch původně neviabilních segmentů, které

byly revaskularizovány a zároveň do nich byla

provedena aplikace dřeňových buněk.

Autor tohoto článku měl možnost pobytu na

Univerzitě v Düsseldorfu na Klinice pro kar-

diologii, pneumologii a angiologii, kde pod

vedením profesora B. E. Strauera pracuje tým

lékařů zabývající se transplantací autologních

kmenových buněk kostní dřeně kardiologic-

kým nemocným. Ve 2 základních indikacích,

a to u pacientů s větším akutním infarktem

myokardu po direktní angioplastice a u ne-

mocných s chronickou ICHS a dysfunkcí levé

komory, provedli již více než 40 transplantací

kmenových buněk cestou intrakoronárního

podání. Dle výsledků prvních 10 nemocných

[64–66] po infarktu myokardu došlo 3 měsíce

po transplantaci ke zmenšení infarktové ob-

lasti dle ventrikulografie levé komory, zvýšení

srdečního indexu a kontraktility infarktových

segmentů. Transplantace byly provedeny 10. den

po infarktu. Nebyly zaznamenány žádné závažné

komplikace léčby. Stejným způsobem implan-

tovali kmenové buňky 22 nemocným po star-

ším infarktu myokardu (5 měsíců–8,5 roku)

v rámci studie IACT (Intracoronary Autologous

mononuclear bone marrow Cell Transplanta-

tion). Po 3 měsících udávají zmenšení veli-

kosti infarktového ložiska o 30 %, zvýšení EF

o 15 %, zlepšení kontraktility infarktové stěny,

zvýšení max. dosažené spotřeby kyslíku o 11 %

a zvýšení metabolizmu v infarktové stěně dle

PET o 15 %. Kontrolní pacienti po PTCA bez

implantace buněk se v těchto parametrech

nezlepšili [67–68].

Intrakoronární aplikace buněk byla použita

i v dalších studiích. Chen et al [69] randomi-

zovali 69 nemocných s akutním infarktem myo-

kardu řešeném direktní perkutánní angioplas-

tikou k léčbě autologními mezenchymálními

buňkami kostní dřeně nebo placebem. Oproti

ostatním studiím byla implantace buněk opož-

děna – odběr buněk se uskutečnil 8. den po

infarktu a buňky byly před implantací 10 dní

kultivovány. Během 3 a 6měsíčního sledování

nepopisují závažné nežádoucí účinky léčby

a nemocní v buněčné skupině měli zlepšenu

ejekční frakci levé komory z 49 % na 67 %.

Došlo také ke zlepšení regionální kontraktility

v místě infarktu a ke zmenšení perfuzního de-

fektu.

Fernández-Avilés et al [70] implantovali dře-

ňové buňky intrakoronárně 20 nemocným

v průměru 13,5 dne po akutním infarktu myo-

kardu. Za 6 měsíců sledování zjistili zmenšení

endsystolického rozměru levé komory, zlep-

šení regionální i celkové funkce levé komory

dle magnetické rezonance a také žádné závažné

nežádoucí účinky.

Ruan et al [71] dvojitě zaslepeně randomizo-

vali 20 nemocných s akutním infarktem myo-

kardu k léčbě autologními buňkami kostní

dřeně nebo pouhým sérem. Za 3 a 6 měsíců

popsali zlepšení maximální rychlosti pohybu

myokardu a maximálního systolického strainu

v infarktové oblasti, EF levé komory v buněčné

skupině. Kontrolní skupina se nezlepšila, navíc

u ní došlo k dilataci levé komory. Zlepšení

kontraktility a perfuze myokardu u nemocných

s akutním infarktem myokardu randomizova-

ných k aplikaci kmenových buněk kostní dřeně

prokázali i další práce [72–73].

Ve studii TOPCARE-AMI (Transplantation

of progenitor cells and regeneration enhance-

ment in acute myocardial infarction) podali

autoři [74–76] 59 nemocným 4. den po akut-

ním infarktu myokardu (léčeném direktní

angioplastikou) intrakoronárně do infarktové

tepny infuzi kmenových buněk buď z kostní

dřeně, nebo progenitorové buňky z periferní

krve. Kmenové buňky z periferní krve byly

před aplikací kultivovány a namnoženy za po-

moci lidského rekombinantního VEGF (cévní

endoteliální růstový faktor, vascular endothe-

lial growth factor) a atorvastatinu na žádoucí

množství. Za 1 rok po výkonu došlo ke zmen-

šení endsystolického objemu, zvýšení ejekční

frakce levé komory z 50 % na 58 %, zlepšení

regionální kontraktility v oblasti infarktu myo-

kardu, zvýšení koronární průtokové rezervy

infarktové tepny a zvýšení viability myokardu

v infarktové zóně oproti kontrolnímu souboru.

Nebyl nalezen významný rozdíl mezi použi-

tím kmenových buněk získaných z kostní dřeně

a z periferní krve. Nezaznamenali žádné aryt-

mie nebo jiné závažné nežádoucí účinky. Ne-

bylo více restenóz než v populaci neléčené

buňkami.

Na základě těchto nadějných výsledků byla

v Německu zahájena velká multicentrická

studie REPAIR-AMI [77], ve které bylo 204

nemocných s akutním infarktem myokardu

a EF levé komory pod 45 % randomizováno

k intrakoronárnímu podání infuze autologních

progenitorových dřeňových buněk nebo pla-

ceba 3. až 6.den po infarktu. Za 4 měsíce došlo

k výraznějšímu zvýšení ejekční frakce u ne-

mocných s buněčnou léčbou. Tito nemocní měli

navíc snížený kombinovaný endpoint mortali-

ty, reinfarktu a rehospitalizace pro srdeční se-

lhání. Větší příznivý efekt aplikace buněk byl

u nemocných s těžší dysfunkcí levé komory.

V jiné studii [78] byly podány intrakoronárně

buňky kostní dřeně (s převahou CD 133+ bu-

něk) 19 nemocným 11. den po infarktu myo-

kardu. V léčené skupině se vyskytlo více

restenóz v léčené skupině (9 nemocných z 19

léčených oproti 2 nemocným ze 16 v kontrolní

skupině). Po 4 měsících došlo v buněčné sku-

pině ke zvýšení ejekční frakce levé komory ze

45 % na 52 %, zmenšil se perfuzní defekt

o 6 % a zlepšilo se vychytávání značené fluo-

rodeoxyglukózy v infarktovém ložisko při

PET-vyšetření. V kontrolní skupině ke zlepše-

ní nedošlo. Zvýšený nález in-stent-restenóz,

respektive výraznější progrese aterosklerózy

v jiných částech tepny po aplikaci kmenových

buněk byl popsán ještě v několika dalších stu-

diích [79–80], zatímco ve většině výše uvede-

ných studií popsán nebyl.

V randomizované klinické studii BOOST (BO-

ne marrOw transfer to enhance ST-elevation

infarct regeneration) [81] bylo zahrnuto 60 ne-

mocných s akutním infarktem myokardu. Pa-

cienti randomizovaní k intrakoronární infuzi

autologních dřeňových buněk měli po 6 měsí-

cích sledování zlepšenou ejekční frakci (o 6,7 %

oproti 0,7 % v kontrolní skupině, p < 0,01)

a zmenšený endsystolický objem levé komo-

ry. Změny byly podobné ve všech zkouma-

ných podskupinách. Příznivý efekt na celko-

vou funkci levé komory byl dán především

zlepšením regionální kontraktility v hraniční

infarktové zóně. V léčené skupině nebyly žádné

závažné nežádoucí účinky, včetně arytmií

a in-stent-restenózy.

Velmi zajímavý design měla randomizovaná,

dvojitě zaslepená slepá, placebem kontrolova-

ná studie Erbse et al [82] z Lipska. 26 nemoc-

ných s chronickou ICHS randomizovali po

úspěšné revaskularizaci chronicky uzavřené tep-

ny. Všichni nemocní byli 4 dny po randomiza-

ci léčeni G-CSF (granulocyte colony stimula-

ting factor) k mobilizaci cirkulujících proge-

nitorových buněk. Tyto byly následně izolo-

vány z periferní krve, kultivovány a 10. den po

revaskularizaci infuzně aplikovány do léčené

tepny. Nemocní v kontrolní skupině, kteří do-

stali v infuzi pouze sérum, byli za 3 měsíce

beze změn, zatímco u léčených nemocných

došlo ke zlepšení mikrovaskulární (zvětšená

koronární průtoková rezerva, zlepšená reakce

na acetylcholin) i makrovaskulární funkce

(menší velikost infarktového ložiska, zlepšení

EF o 14 %, snížení počtu hibernovaných seg-

mentů) myokardu levé komory srdeční. Mobi-

lizované progenitorové buňky pomocí G-CSF

transplantovali i ve studii [83] 6 nemocných

s chronickou ICHS a ejekční frakcí LK pod

25 %. Buňky byly implantovány do srdce bě-

hem bypassové operace. Nemocní udávali 4

měsíce po terapii zlepšení kvality života

a zmírnění dušnosti a došlo i ke zlepšení objek-

tivních parametrů při kontrolní echokardio-

grafii, thaliové scintigrafii a pozitronové

emisní tomografii.
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V České republice byly implantovány mono-

nukleární buňky kostní dřeně již na několika

pracovištích a na dalších se podobné progra-

my připravují. První publikovali úspěšně pro-

vedenou transplantaci dřeňových buněk Pě-

nička et al [84] z Kardiologické kliniky FN

Královské Vinohrady ve spolupráci s Ústa-

vem hematologie a krevní transfuze (ÚHKT)

v Praze. Grantový projekt zaměřený na tuto

tematiku řeší v současné době pracoviště II.

interní kliniky 1. LF UK a VFN Praha ve spo-

lupráci s ÚHKT a FN Královské Vinohrady.

Na pracovišti autorů byl program transplantace

mononukleárních buněk kostní dřeně nemoc-

ným po akutním infarktu myokardu zahájen

během podzimu 2003 ve spolupráci s Interní

hematoonkologickou klinikou FN Brno. Do

konce října 2005 byly dřeňové buňky apliko-

vány 40 nemocným. Dle předběžných výsledků

vedla léčba ke zlepšení regionální kontraktility

myokardu a ke zmenšení perfuzního defektu

[85–87].

Všechny publikované studie jsou limitované

malým počtem pacientů a byly zaměřeny pře-

devším na proveditelnost a bezpečnost meto-

dy. Přesto je nutno zdůraznit, že ve většině

prací bylo zjištěno zlepšení srdeční funkce.

Podpora vlastní regenerace
Pouze minimální množství progenitorových

buněk, které jsou za normálních okolností

z kostní dřeně uvolněny do periferní krve, je

součástí homeostatických procesů. U nemoc-

ných s akutním infarktem myokardu, množ-

ství cirkulujících mononukleárních buněk vý-

znamně stoupá [88]. Důvodem je skutečnost,

že tkáňová ischemie mobilizuje dřeňové buň-

ky. Experimentálně bylo prokázáno, že při in-

farktu je koncentrace CD34+ buněk v perifer-

ní krvi nezávislým prediktorem zlepšení cel-

kové i regionální funkce levé komory [89]

a buňky původem z kostní dřeně byly naleze-

ny po infarktu v myokardu experimentálních

zvířat [39]. Navíc u myší, které dostaly před

infarktem myokardu intravenózně faktor sti-

mulující granulocyty (G-CSF), byla prokázá-

na zvýšená regenerace infarktového ložiska

endogenními progenitorovými buňkami [37].

Při studování lidských transplantovaných srd-

cí bylo histologicky zjištěno, že kardiomyocy-

ty s chromozomem Y mohou být nalezeny

v ženském srdci transplantovaném mužskému

příjemci [90–91]. Z toho se vyvozuje, že dře-

ňové buňky příjemce migrují do srdce, tam se

usazují a mohou se diferencovat v kardiomyo-

cyty. Bohužel, pravděpodobně jen velmi malé

množství těchto kardiomyocytů je dřeňového

původu (0,2–1,0 %). Z těchto údajů je zřejmé,

že poškozené srdce je schopno jisté regenera-

ce. Nicméně celý proces endogenní reparace

je příliš slabý a nestačí adekvátně upravit veš-

kerou ztrátu kardiomyocytů [92].

Případné použití cytokinů k indukci endo-

genní mobilizace kmenových buněk kostní

dřeně do myokardu postiženého infarktem

myokardu by bylo méně nebezpečné než po-

užití neautologních buněk, a to jak z hlediska

přenosu infekčního agens, tak z hlediska re-

jekce implantovaných buněk. Proto byl zahá-

jen výzkum faktorů, které by mohly napomá-

hat zvýšení množství CD34+ buněk v perifer-

ní krvi nebo jejich uchycení v myokardu,

např. IL-8 (interleukin-8) [93–94], G-CSF,

GM-CSF (granulocyte–monocyte colony sti-

mulating factor) [95], SDF-1 (stromal cell-de-

rived factor-1), SCF-1 (stem cell factor 1)

[96], PDGF (platelet-derived growth factor)

[97], TGFβ (transforming growth factor beta)

[98], HIV-1α (hypoxia-inducible factor 1α)

[99], matrixová metaloproteináza, ICAM-1

(intercellular adhesion molecule-1), VCAM-1

(vascular cell adhesion molecule-1) [100],

TNFα (tumor necrosis factor alpha) a mnoha

dalších. Kromě těchto působků je popisován

i mobilizační efekt např. chemoterapeutika

cyklofosfamidu, statinů [101–102] nebo estro-

genu [103]. K mobilizaci angiogeneze jsou

zkoumány například FGFs (fibroblast growth

factors) [104–105], VEGF [106–108], IGF-1

(insulin-like factor 1) [109] nebo HGF (hepa-

tocyte growth factor) [110–112]. Jsou zkou-

mány možnosti implantace buněk se zvýše-

nou schopností sekrece růstových faktorů ne-

bo geneticky modulovaných buněk, které ne-

sou angiogenetické růstové faktory. Tato mo-

dulace by mohla zlepšit přežití buněk, případ-

ná exprese cytokinů nebo růstových faktorů

by mohla zvýšit parakrinní efekt implantova-

ných buněk [113–115].

Prakticky existují 2 možnosti indukce exprese

žádoucí DNA v buňkách. Jednou je integrace

terapeutické sekvence DNA do virových

vektorů a jejich podání pacientovi. Druhou

možností je přímé podání samotné DNA ve

formě plazmidu. Od roku 1995 byla provede-

na řada studií testujících použitelnost a efekt

plazmidové formy DNA kódujících ČI „kódu-

jící“ VEGF v léčbě kritické končetinové

ischemie. V oblasti myokardiální genové tera-

pie lze použít několik způsobů indukce angio-

geneze. Virové vektory lze podat intrakoro-

nárně nebo intramyokardiálně. Plazmidovou

DNA je možno aplikovat přímo do myokardu.

Doposud proběhlo také několik randomizova-

ných studií s myokardiální angiogenezí po-

mocí růstových faktorů podaných jako protei-

ny. Výsledky jsou spíše rozpačité a čeká se na

další stude s genovým transferem, který

umožňuje dlouhodobější expresi biologicky

aktivních růstových faktorů [116].

G-CSF, SDF-1, SCF-1
V současné době je nejčastěji zkoumaným

mediátorem granulocyty stimulující faktor

(G-CSF). Jedná se o silný mobilizační faktor

progenitorových buněk, který je produkován

monocyty, fibroblasty a endoteliálními buň-

kami. V experimentech na králících vedlo po-

dání lidského G-CSF těsně po experimentál-

ním infarktu myokardu k urychlení procesu

hojení a regenerace myokardu. Levá komora

byla méně dilatovaná, zvýšila se ejekční frak-

ce a infarktová stěna nebyla ztenčena

[117–118]. Mechanizmem jeho působení je

zřejmě snížení stromálního buněčného faktoru

(SDF-1) a zvýšení množství jeho receptoru

CXCR4 v kostní dřeni. SDF-1 se nachází ve

stromálních buňkách kostní dřeně a je nezbyt-

ný k přežití, proliferaci a diferenciaci hemato-

poetických buněk v kostní dřeni. Předpokládá

se, že dřeňové buňky jsou integrované se stro-

matem. Právě koncentrační gradient SDF-1

přes endotel v kostní dřeni je hlavním mecha-

nizmem udržení kmenových buněk v kostní

dřeni (homing). Fyziologicky je v kostní dře-

ni největší koncentrace tohoto cytokinu ve

srovnání s ostatními tkáněmi [119]. Zvýšení

koncentrace SDF-1 v srdci by měl způsobovat

větší přesun progenitorových buněk do srdeč-

ní tkáně a její zvýšenou regeneraci [120–123].

V časné poinfarktové době nekrotický

myokard secernuje SDF-1 [124–125]. Upre-

gulace jeho sekrece stoupá těsně po vzniku

infarktu a klesá za přibližně 7 dní. Nicméně

tento proces není dostatečný k dostatečné re-

generaci myokardu. Důvodem může být kon-

centrace faktoru v srdci, která ani při této

upregulaci nedosahuje jeho koncentrace

v kostní dřeni. V experimentu je proto zkou-

šeno i podání SDF-1 pomocí genové terapie

přímo do postiženého myokardu [100,121] ne-

bo užití kombinace G-CSF s SDF-1 [122].

V jiných experimentálních studiích bylo dosa-

ženo zvýšené mobilizace progenitorových bu-

něk kombinací G-CSF a SCF-1 [126–127]

a na zvířatech bylo prokázáno snížení poin-

farktové mortality a zlepšení srdeční funkce

při využití této kombinace [118,128]. Myo-

kard v místě infarktu vykazoval výraznou re-

generaci a angiogenezi.

Na základě těchto experimentálních dat byly

započaty malé, nerandomizované klinické

studie exogenního podání angiogenetických

faktorů nemocným trpícím ischemií myokar-

du a nevhodným k operační nebo intervenční

léčbě. Tyto studie ukázaly bezpečnost a prove-

ditelnost angiogenetické genové terapie v léčbě

ischemické choroby srdeční [106–108,116,

129–131], ale zdaleka nevyřešili všechny

otázky spojené s touto terapií, především

dlouhodobý efekt léčby.

Studie navíc ukázaly možný příznivý vliv léč-

by. Například Kuethe et al [132] léčili 5 ne-

mocných s G-CSF celkem 8 dní po úspěšně

direktní angioplastice při akutním infarktu

myokardu. Počet cirkulujících CD34+ byl nej-

větší 5. den. Za 3 měsíce se zlepšila EF ze 42

% na 51 %, regionální wall motion score kles-

lo z 13,5 na 9,9 a regionální perfuzní skóre
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z 9,6 na 7,0. Neměli žádné závažné nežádoucí

účinky. Podobné výsledky udávají i autoři

studie Rigenera study [133]. Guterson et al

[134] zase zařadili nemocné se srdečním se-

lháním III.–IV. stupně dle NYHA. Pomocí

G-CSF léčili 13 nemocných, u 9 z nich proká-

zali následné zlepšení stadia podle klasifikace

NYHA a zvýšení zátěžové tolerance.

Do randomizované studie ROT FRONT je

plánováno zařadit 20 nemocných s ICHS,

funkční třídou II.–III. dle NYHA (New York

Heart Association), EF < 40 % a neviabilním

myokardem. Dosud byly publikovány před-

běžné výsledky 5 nemocných [135]. Z kon-

trolní skupiny zemřel 1 pacient náhlou smrtí

11. týden po zařazení. Ze 4 nemocných léče-

ných G-CSF došlo během 6 měsíců sledování

u 1 nemocného ke zlepšení klinického stavu,

u 1 ke zhoršení a 2 zůstali stabilní. Na defini-

tivní výsledky studie si budeme muset ještě

počkat.

Seiler et al [95] zkoumali v randomizované,

dvojitě zaslepené, placebem kontrolované stu-

dii vliv G-CSF na rozvoj kolaterál u 21 ne-

mocných s těžkou ICHS nevhodnou ke kon-

venční revaskularizační léčbě. U nemocných

léčených intrakoronární injekcí s následným

14denním podáváním G-SCF došlo ke statis-

ticky významnému zlepšení kolaterálního

průtoku.

Studie MAGIC [136] zkoumala účinek infuze

autologních periferních progenitorových bu-

něk mobilizovaných G-CSF u pacientů po

PTCA. Bylo plánováno zařadit celkem 27 ne-

mocných. Vyhodnoceno bylo prvních 10 pa-

cientů, u kterých došlo k významnému zlep-

šení zátěžové kapacity, ejekční frakce a myo-

kardiální perfuze za 6 měsíců ve srovnání s tě-

mi, kteří dostali pouze G-CSF bez buněk

a s kontrolami. Velkým problémem bylo ale

neočekávaně vysoké množství in-stent-reste-

nóz (70 %!), pro které byl zastaven nábor dal-

ších pacientů. Autoři to vysvětlují tím, že pro-

genitorové buňky mohou být přitáhnuty po-

škozeným endotelem a diferencovány do bu-

něk hladkého svalstva pod vlivem lokálně pů-

sobících cytokinů a dodávají, že by tento efekt

mohl zřejmě být eliminován pomocí speciál-

ních „anti-restenotických“ látek umístěných

do potahovaného stentu.

Zatím největší studií s využitím G-CSF v léč-

bě nemocných s akutním infarktem myokardu

je studie FIRSTLINE-AMI (The Front-Inte-

grated Revascularization and Stem Cell Libe-

ration in Evolving Acute Myocardial Infarc-

tion by Granulocyte Colony-Stimulating Fac-

tor) [137–138]. Všech 50 nemocných mělo in-

farkt myokardu léčený primární koronární

angioplastikou s implantací stentu a použitím

abciximabu. Polovina byla navíc léčena 6den-

ním subkutánním podáváním G-CSF. Tato te-

rapie vedla k mobilizaci CD34+ mononukle-

árních buněk – došlo ke 20násobnému zvýše-

ní těchto buněk v periferní krvi. Za 4 a za 12

měsíců po léčbě došlo k výraznějšímu

ztlušťování infarktové stěny levé komory,

ejekční frakce levé komory se zvýšila z 48 %

na 54 %, resp. 56 %, a na rozdíl od kontrolní

skupiny nedošlo k dilataci levé komory. Tento

pozitivní vliv na funkci a remodelaci levé ko-

mory nebyl doprovázen žádnými závažnými

nežádoucími účinky, včetně případných reste-

nóz.

VEGF
VEGF je zásadní regulátor fyziologické i pa-

tologické angiogeneze, ale napomáhá i mobi-

lizaci endoteliálních progenitorových buněk

z kostní dřeně [139]. Nejedná se o 1 protein,

ale o „rodinu“ několika glykoprotienů, z nichž

je nejčastěji zkoumán VEGF-1. Dále existují

například VEGF-B, VEGF-2 (tj. VEGF-C),

VEGF-D, PLGF (placental growth factor)

a další.

V experimentech vedlo podání VEGF samot-

ného, nebo aplikace skeletálních myoblastů

geneticky upravených k expresi VEGF k roz-

voji kolaterál a zlepšení perfuze i funkce myo-

kardu [107,114,140]. Případné zavedení léčby

VEGF do praxe je zatím limitováno několika

nevyřešenými otázkami. V některých experi-

mentech vedla zvýšená exprese VEGF ke

vzniku intramurálních angiomů s vývojem

srdečního selhání a smrti [108] nebo akcelera-

ci tvorby aterosklerotického plátu [141]. Zvý-

šení plazmatické hladiny VEGF vede navíc ke

strachu z rozvoje angiogeneze v případném

okultním nádoru.

V klinických studiích fáze 1/2 se zkoumá pře-

devším u nemocných s těžkou ischemickou

chorobou srdeční s omezenými možnostmi

konvenční revaskularizační léčby. Po jeho po-

dání bylo prokázáno prodloužení doby zátěže

při zátěžovém testu, zmírnění anginózních

potíží a zlepšení perfuze a funkce levé komo-

ry [106,130–131]. Zkouší se podání intrave-

nózní, intrakoronární nebo intramyokardiální

peroperačně [129].

Losordo et al [116] v placebem kontrolované,

dvojitě zaslepené studii u 19 nemocných

s ICHS s anginou pectoris III.–IV. stupně CCS,

bez možnosti revaskularizace srovnávali pla-

cebo s různými dávkami plazmidu kódujícího

expresi VEGF-2 při podání pomocí katétru

pro elektromechanického mapování. Po 1 roce

sledování došlo u léčených nemocných ke

zmírnění anginózních potíží (o 1,3 stupně

CCS a menší počet záchvatů anginy pectoris),

prodloužení tolerance zátěže o 91 sekund

a zmenšení oblasti ischemie podle elektrome-

chanického mapování. Nebyly zaznamenány

žádné hemodynamické alterace stavu pacien-

tů, závažné komorové arytmie, známky in-

farktu myokardu dle EKG ani perforace myo-

kardu.

Zatím byly provedeny 3 větší klinické studie

s VEGF s rozpornými výsledky. Euroinject

One Trial [142–143] byla multicentrická,

randomizovaná, placebem kontrolovaná, dvo-

jitě zaslepená studie, do které bylo zařazeno

80 nemocných s chronickou ICHS, anginou

pectoris III.–IV. stupně CCS. Pacienti dostali

pomocí NOGA elektromechanické mapování

buď placebo nebo plazmid kódující sekreci

VEGF (VEGF-A165). Po 3 měsících sledová-

ní bylo zjištěno zlepšení regionální kontrakti-

lity v místě aplikace plazmidu a statisticky

nevýznamný trend ke zmenšení perfuzního

defektu při SPECTu. Nežádoucí příhody byly

v obou skupinách podobné.

Studie KAT byla randomizovaná, placebem

kontrolovaná, dvojitě slepá studie KAT

(Kuopio Angiogenesis Trial) [144]. Do této

studie byla zařazeno 103 nemocných s ische-

mickou chorobou srdeční, anginou pectoris

II.–III. stupně CCS, léčených PTCA (v 90 %

s implantací stentu). Nemocní byli randomi-

zováni k intrakoronárnímu podání VEGF po-

mocí adenovirového vektoru nebo VEGF

plazmidu nebo Ringerova roztoku. Cílem stu-

die bylo především potvrdit bezpečnost meto-

dy, což se autorům podařilo – po 6 měsících

sledování měli u všech pacientů 6% riziko

restenózy, jednotlivé skupiny se od sebe neli-

šily. Naopak, nemocní léčení adenovirovým

vektorem měli významně zlepšenou perfuzi

myokardu.

Podobné pacienty zahrnovala i studie VIVA

[145]. Bylo do ní zařazeno celkem 178 ne-

mocných s těžkou anginou pectoris a bez

možnosti konvenční revaskularizace, kteří by-

li randomizování k intrakoronárnímu podání

velké nebo malé dávky VEGF nebo placeba.

Prokázali, že metoda je bezpečná a u nemoc-

ných s vysokou dávkou faktoru došlo po 12

týdnech léčby k významnému zmírnění angi-

ny pectoris a nevýznamnému prodloužení do-

by zátěže při zátěžovém testu na běhátku.

FGFs
Další skupina bílkovin, nazvaná společně jako

růstový faktor fibroblastů, zahrnuje také ně-

kolik různých proteinů, které především regu-

lují angiogenezi, a tím mohou zlepšovat jak

průtok krve ischemickou končetinou, tak

myokardem, zvyšovat denzitu kapilár, a tím

zlepšovat funkci srdeční [146–148]. FGF také

napomáhá diferenciaci kmenových buněk

v kardiomyocyty [149]. Podobně jako u VEGF,

i preklinické studie s FGF přinesly slibné vý-

sledky, ale klinické studie zatím přináší spíše

rozpačité výsledky.

Zatím byly provedeno několik menších [150]

a 3 středně velké klinické studie. Randomizo-

vaná, dvojitě zaslepená, placebem kontrolova-

ná studie AGENT (Angiogenetic GENe The-

rapy) [151] ukázala, že intrakoronární podání

FGF-4 u 79 pacientů vedlo po 4 a po 12 týd-
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nech ke zlepšení tolerance námahy, zlepšení

výsledků zátěžového echokardiografického

vyšetření a angiografickému průkazu neovas-

kularizace. Studie ale nebyla natolik silná,

aby výsledky dosáhly statistické významnos-

ti. Navíc není nic známo o dlouhodobém efek-

tu léčby.

Studie AGENT 2 [152] zkoumala efekt intra-

koronárního podání Ad5FGF-4 genu na

myokardiální perfuzi u 52 nemocných se sta-

bilní anginou pectoris. Studie byla randomi-

zovaná, placebem kontrolovaná a dvojitě za-

slepená. U léčených nemocných došlo po 8

týdnech ke zmenšení velikosti zátěží navoze-

ného reverzibilního perfuzního defektu (stress

related reversible perfusion defect size –

RPDS) o 21 % ve srovnání s placebovou sku-

pinou, ale ani zde nebylo dosaženo statistické

významnosti. Avšak při vynechání l nemoc-

ného, který se v placebové skupině nadprů-

měrně výrazně zlepšil zřejmě z důvodu chyby

v medikaci před zátěžovým testem, vyšlo

zlepšení statisticky významně. Léčba byla bez

závažných nežádoucích účinků.

Zatím největší studií s využitím FGF byla

randomizovaná multicentrická studie FIRST

(FGF Initial RevaScularization Trial) [153].

Celkem 337 nemocných bylo randomizováno

k jednorázovému intrakoronárnímu podání

různých dávek rekombinantního FGF-2. Léčba

FGF vedla k nevýznamnému zmírnění angi-

nózních potíží a prodloužení doby zátěžového

testu.

Další faktory
Studium dalších cytokinů zatím nepřesáhlo

experimentální práce.

TNFα je velmi silný prozánětlivý cytokin,

který je rychle vyplavován při ischemické pří-

hodě. Data o jeho působení jsou rozporuplná.

Zatímco overexprese tohoto faktoru vede

k rozvoji fenotypu srdečního selhání a TNFα
je podezírán z vlivu na zvětšení velikosti in-

farktu, anti-TNF-terapie nevedla k příznivým

účinkům. Předpokládá se, že blokáda TNFα
by zmenšila velikost infarktu pouze při její

velmi časné realizaci. TNFα má i chemo-

atraktivní schopnosti, ale na kmenové buňky

kostní dřeně působí spíše antiproliferativně.

Tedy případné použití TNFα by mohlo být

užitečné při optimálním načasování, ale

v opačném případě by mohlo situaci i zhoršit.

HGF je faktor objevený v souvislosti s rege-

nerací jater, ale jeho působení není omezeno

jen na játra, nýbrž účastní se dějů v nejrůzněj-

ších tkáních. Jedním z jeho účinků je spouště-

ní proliferace buněk. Napomáhá i přežití

kardiomyocytů za podmínek ischemie, snižu-

je apoptózu kardiomyocytů. Genové terapie

s intramyokardiální aplikací HGF po infarktu

vedla ke zvýšení angiogeneze a částečnému

zachování myokardiální kontraktilní funkce.

Je produkován i stromálními buňkami kostní

dřeně a napomáhá jejich adhezi, proliferaci

a přežití. Jeho pomocný účinek v regeneraci

myokardu kmenovými buňkami je dán zřejmě

především jeho schopností vytvořit optimální

mikroprostředí pro adhezi buněk.

HIF-1α je nezbytný pro normální embryonál-

ní vývoj srdce. Terapeutické pokusy s využi-

tím HIF-1α jsou zaměřeny na indukci

neoangiogeneze. Ve zvířecích experimentech

významně zmenšuje velikost infarktů a zvyšu-

je denzitu kapilár v infarktovém ložisku. Kro-

mě přímé účinku je také schopen aktivovat

a sladit řadu dalších cytokinů [154].

Existuje záplava cytokinů a růstových fakto-

rů, které hrají roli v buněčné regeneraci

infarktového myokardu. První výsledky při-

nášejí naději na možnost příznivého ovlivnění

těchto dějů, ale je třeba dalších studií k potvr-

zení těchto zatím předběžných výsledků

a k nalezení nejúčinnějšího růstového faktoru,

eventuálně kombinace různých faktorů, jejich

ideální dávky a cesty podání.

Limitace a nezodpovězené otázky
Buněčná léčba se stává velkou nadějí pro mi-

liony pacientů žijících se srdečním onemoc-

něním. Přes veškeré naděje je nutno si uvědo-

mit, že výzkum buněčné léčby je teprve na

svém počátku, a že přetrvává stále velké

množství otázek otevřeno. Ve většině studií

došlo k neodiskutovatelnému zlepšení funkce

myokardu, na druhé straně se v mnoha pra-

cích nepodařilo prokázat výraznější uchycení

implantovaných buněk v myokardu. Kromě

zlepšení systolické funkce levé komory, je

opakovaně prokázáno i zlepšení diastolické

funkce, zlepšení perfuze myokardu, zvýšení

denzity kapilár a zábrana remodelace levé ko-

mory. Není ale zatím shoda, jakým způsobem

vede implantace dřeňových buněk k těmto

příznivým účinkům. Dle některých studií se

jedná o transdiferenciaci buněk kostní dřeně

v příslušnou buněčnou linii. Na tuto možnost

ukazuje řada studií, v nichž byly po implanta-

ci buňky kostní dřeně detekovány v hraniční

zóně infarktu a byla na nich prokázána expre-

se srdečních nebo endoteliálních proteinů

[35,37,39–43,155–160]. Nicméně existují jiné

práce, které expresi markerů srdečních protei-

nů buď zcela popírají [161–164], nebo ji hod-

notí ne jako efekt diferenciace, ale jako násle-

dek fúze mezi buňkou kostní dřeně a soused-

ní „hostitelskou“ buňkou s převzetím fenoty-

pu okolní tkáně [156,165–168]. Dle jiných au-

torů dochází i k diferenciaci a zároveň i k fú-

zi buněk [169–170]. Není zcela zřejmý důvod

rozdílných nálezů z různých laboratoří. Může

to být dáno rozdílnou metodikou pokusů. Na-

víc je známo, že kvantifikace diferenciace bu-

něk je výrazně závislá na použité technice. Na

každý pád se jedná o problém, který bude nut-

no dále velmi intenzivně zkoumat. Ke zlepše-

ní funkce myokardu jistě přispívá i novotvoře-

ní kapilár [171]. Další, velmi pravděpodob-

nou, možností je parakrinní efekt buněk

[172–174]. Mononukleární buňky kostní dře-

ně uvolňují angiogenní růstové faktory jako

například VEGF, FGF a angiopoetiny. Lidské

endoteliální progenitorové buňky zase produ-

kují různé růstové faktory, které zlepšují pře-

žití kardiomyocytů, zabraňují apoptóze a zin-

tenzivňují angiogenezi [49]. Tak například při

experimentech na primátech se zjistilo zlepše-

ní regionální perfuze a funkce myokardu levé

komory po implantaci dřeňových značených

buněk i za situace, kdy bylo v myokardu dete-

kováno zcela minimální množství těchto im-

plantovaných buněk. Autoři ale zjistili, že

implantované buňky produkují již in vitro

značné množství VEGF a po jejich implanta-

ci do myokardu došlo ke zvýšení regionálních

hladin VEGF [175]. Je tedy možné, že tento

parakrinní efekt hraje výraznější roli v rege-

neraci myokardu než vlastní usídlení implan-

tovaných buněk. Ale nejenom vlastní regene-

race kontraktilní tkáně, ale i například zpev-

nění jizvy, zlepšení diastolické funkce, přízni-

vé ovlivnění apoptózy a zábrana remodelace

myokardu po infarktu mohou hrát důležitou

roli ve zlepšení klinického stavu pacientů.

Dalším zásadním, dosud nevyřešeným, pro-

blémem zůstává otázka, které buňky nebo bu-

něčné kombinace by měly být zkoumány

a využívány. Kmenové a progenitorové buňky

vykazují velkou „plasticitu“. Jsou velmi sen-

zitivní vůči podmínkám, ve kterých se dife-

rencují. I malá změna kultivačního media mů-

že vyústit v diferenciaci buněk v zásadně od-

lišnou buněčnou linii [171]. A neplatí to jen

pro in vitro podmínky, ale i při in vivo aplika-

ci jsou pro osud kmenové buňky zcela zásad-

ní její kontakty mezi okolními buňkami a vliv

mikroprostředí. Zatím není konsenzus v tom,

zda je lépe přímo využít neselektované buňky

kostní dřeně (resp. neselektované mono-

nukleární buňky periferní krve) nebo vybrat

pouze některou podskupinu buněk (například

CD34+ nebo CD133+ buňky, nebo některé ji-

né) [177]. Další otázkou je, zda implantovat

nediferencované nebo diferencované kmenové

buňky. K transplantaci nediferencovaných bu-

něk kostní dřeně vede teorie diferenciace zá-

vislé na prostředí. Multipotentní buňka se

v periferním orgánu diferencuje tak, aby se

z ní stala buňka daného orgánu. Tedy v srdci

se kmenová buňka může vyvinout do kardio-

myocytu nebo endoteliální buňky, pokud se

dostane do regenerujícího myokardu, ale také

do fibroblastu,pokud se její vývoj děje v jizvě

[178]. Nevýhodou může teoreticky být vznik

arytmogenních ložisek v případě diferenciace

v jiné buňky než kardiomyocyty. Velkým pro-

blémem je předpokládána absence příznivého

účinku takovéhoto postupu, pokud jsou buňky

implantovány do poškozeného myokardu, kde

neprobíhají reparační procesy [39]. Další ne-

výhodou je „zbytečná“ implantace buněk,
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které nejsou kmenové a regeneraci myokardu

tedy nepomohou. Hledají se cesty, jak indiko-

vat diferenciaci dřeňových buněk ex vivo před

jejich implantací pomocí nejrůznějších agens.

V současné době je známo, že 5-azacytidine

(5-aza) napomáhá transdiferenciaci myších

buněk kostní dřeně v bijící myocyty [15,36,

38,179–180]. Dále se zkoumají například

amfotericin-B, inzulin nebo dexametazone

[181]. Buňky mohou být používané bez další

manipulace, nebo mohou být geneticky modi-

fikované ke zvýšené expresí terapeutických

genů, například G-CSF nebo VEGF [182].

Kromě výše uvedených buněčných linií se

v poslední době objevují i práce zkoumající

využití mezenchymálních kmenových buněk

izolovaných z tukové tkáně. Podle zatím před-

běžných experimentů lze předpokládat, že tyto

buňky mají potenciál k diferenciaci v kardio-

myocyty [179], resp. k podpoře angiogeneze

produkcí řady cytokinů (např. VEGF, HGF,

TGFβ) a působí též antiapoptoticky [183–184].

V pokusech se zvířaty byly kmenové buňky

z tukové tkáně stejně účinné na regeneraci

infarktového myokardu jako buňky kostní dře-

ně [185].

Významným otazníkem zůstává i množství

buněk, které je třeba implantovat, např. do

infarktového ložiska, aby došlo k účinné a po-

kud možno kompletní regeneraci poškozené

tkáně. Dosavadní klinické studie se liší řádo-

vě v počtu implantovaných buněk (1,5 × 106 –

1,0 × 109) a stále není jasné, jaké množství bu-

něk je skutečně optimální [55,57,58,62,64,65,

74]. A v žádné z těchto studií nedošlo k úplné

regeneraci poškozené tkáně. Pravděpodobně

je třeba přizpůsobit počet implantovaných bu-

něk stupni a rozsahu poškození myokardu

a počty buněk použitých v dosavadních studi-

ích jsou nedostatečné. Normálně velká levá

komora dospělého člověka obsahuje přibližně

5,5 × 109 myocytů [186]. Dle rozsahu infark-

tového ložiska tento počet buněk klesá, je na-

hrazen jizvou. Při odhadu ideálního počtu

kmenových buněk potřebných k regeneraci

tohoto ložiska je ovšem zapotřebí vzít v úvahu

též nejistotu stran skutečného množství kme-

nových buněk mezi odseparovanými mono-

nukleárními dřeňovými buňkami, jejich ztráty

během aplikace, migraci buněk do jiných or-

gánů po transplantaci a jejich případnou dife-

renciaci v jiný druh buněk. Optimální počet

implantovaných buněk tedy zůstává stále vel-

kým problémem a je zapotřebí ještě mnoha

klinických dat k jeho vyřešení [187]. Navíc je

některými autory popírána závislost efektu

buněčné léčby na počtu implantovaných bu-

něk a jako nejdůležitější faktor úspěchu trans-

plantace je zdůrazňována funkční kapacita

buněk hodnocená pomocí migrační aktivity

[75].

Je zřejmé, že je třeba lépe definovat cílovou

populaci pro buněčnou léčbu, která může mít

z terapie největší prospěch, stanovit přesná

vstupní a vylučovací kriteria, optimální odstup

implantace buněk od proběhlého infarktu

myokardu, nejlepší cestu implantace, počet

buněk a samozřejmě ideální druh buněk. Je

třeba si také uvědomit heterogenitu srdečních

onemocnění. Je dost dobře možné, že se v bu-

doucnosti bude výběr buněk lišit podle druhu

srdečního postižení. V případě chronické

ischemie by byly léčbou volby buňky s poten-

ciálem především angiogenetickým (tedy pře-

devším různé buněčné populace získané

z kostní dřeně nebo periferní krve), zatímco

v případě těžkého srdečního selhání by se vy-

braly spíše buňky s potenciálem obnovy kon-

traktilní funkce (například skeletální myo-

blasty). Zároveň je třeba hlouběji poznat kme-

nové a progenitorové buňky, popsat jejich

charakteristiky a následně provést experimen-

tální porovnání účinků jednotlivých subpopu-

lací buněk.

Dalším nevyřešeným problémem je optimální

způsob aplikace buněk. Intravenózní infuze

buněk je velice jednoduchá a bezpečná meto-

da. Jejím omezením je zcela nedostatečný pří-

sun buněk do cílového orgánu. Využití této

aplikační cesty ve výzkumu je proto spíše oje-

dinělé. Naproti tomu chirurgická peroperační

aplikace zřejmě není ideální kvůli velké zátě-

ži pro pacienta. Výjimkou by mohla být trans-

plantace kmenových buněk doprovázející ji-

nou, např. revaskularizační operaci. Intenzivně

jsou zkoumány možnosti intramyokardiální

aplikace vedené za pomoci elektromechanic-

kého mapování, ale zřejmě největší naděje jsou

vkládány do intrakoronárního podání buněk,

které i přes poměrnou jednoduchost zajišťuje

relativně vysokou koncentraci aplikovaných

buněk v místě žádoucího působení a je zřejmě

nejúčinnější [188]. Další možností je podání

buněk do koronární vény.

U pacientů s akutním infarktem myokardu se

hledá optimální načasování transplantace. Ve

zvířecích experimentech bylo prokázáno, že

většina buněk implantovaných velmi časně do

infarktové zóny nepřežije několik prvních dnů

(přežití kolem 4 dnů), nezmenší velikost jizvy

a ani nezlepší funkci levé komory. Příčinou je

nejspíše akutní zánětlivá reakce na akutní in-

farkt. Implantace kmenových buněk v této době

není úspěšná, protože se implantované buňky

pravděpodobně změní na zánětlivé buňky. Na

druhou stranu se předpokládá, že efekt trans-

plantace buněk by měl být vyšší, pokud dojde

k implantaci dříve než se vytvoří definitivní

jizva. Je zřejmé, že implantované buňky jsou

senzitivní vůči svému okolí a jeho signálům.

Zatímco při akutním infarktu jsou aktivovány

cytokiny a růstové faktory, které směřují

cirkulující progenitorové buňky do myokardu

a napomáhají tam jejich usídlení a přeměně

na svalové nebo cévní buňky, v době již vy-

tvořené jizvy je velké riziko přeměny implan-

tovaných buněk ve fibroblasty [189]. Opti-

mální čas implantace buněk u nemocných

s akutním infarktem myokardu by se tedy měl

nacházet v době po odeznění zánětlivé reakce,

ale ještě před utvořením jizvy, tedy přibližně

mezi 4. dnem a koncem 2. týdne.

Je paradoxem, že přes poměrně velký počet

experimentálních a klinických studií (více než

1 600 prací) je stále málo výsledků „definitiv-

ních“. V experimentu bylo zkoušeno více než

10 různých buněčných typů, které byly podány

více než 5 různými způsoby, více než 6 různým

modelům akutního nebo chronického poško-

zení myokardu, a to více než 8 různým živočiš-

ným rodům [190]. Velkou výjimkou jsou práce

srovnávající různé buněčné linie mezi sebou.

Díky jim víme, že skeletální myoblasty jsou

k úpravě systolické a diastolické funkce vhod-

nější než fibroblasty [3,191] a stejně dobré nebo

o něco lepší než buňky kostní dřeně [192–194].

Jiná srovnání nejsou k dispozici. Výjimečné

jsou i práce studující kombinaci buněk, napří-

klad současné podání skeletálních myoblastů

a mezenchymálních buněk kostní dřeně [193,

195, 196].

Výše uvedené nevyřešené otázky se týkají bu-

něčné léčby ve snaze regenerovat nefunkční

myokard, a tím zmírnit symptomy srdečního

selhání. V poslední době se ale objevují práce

využívající buněčné léčby i u odlišných dia-

gnóz. Například vědecký tým v Paříži zkouší

implantaci mononukleárních buněk kostní

dřeně do akinetické zadní stěny levé komory

u nemocných s těžkou postischemickou

mitrální regurgitací během operace mitrální

chlopně [197].

Mocini et al z Říma [198] se zase pokoušejí

pomocí genové a buněčné terapie vyrobit „bio-

logický pacemaker“. Tyto směry využití bu-

něčné léčby jsou však na samém počátku vý-

zkumu a na větší data si budeme muset ještě

počkat.

Závěr
Ačkoliv biologický mechanizmus účinku bu-

něčné léčby na regeneraci myokardu zůstává

nevyjasněný, na základě prvních klinických

výsledků je zřejmé, že tato léčba je velkým

příslibem pro léčbu kardiovaskulárních one-

mocnění. Prvotní výsledky klinických studií

jsou fascinující a nadějné a znamenají opráv-

nění k zahájení velkých, randomizovaných,

slepých studií buněčné léčby v kardiologii

s cílem nalézt optimální léčebný postup.

Práce byla podpořena Výzkumným záměrem
MSM 0021622402.
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