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Kmenové bunky pro své unikatni vlastnosti sebeobnovy a diferenciace predstavuji nadéji pro Iécbu celé fady zavaznych onemocnéni,
vcetné kardiologickych (zejména infarktu myokardu a srde¢niho selhani). Kmenové buriky Ize rozdélit na dva zdkladni typy definované
svym pUvodem: embryonalni a somatické. Zatimco vyuziti prvniho typu je v klinické mediciné blokovano fadou problémi etickych,
nabozenskych, pravnich, ale i technickych, aplikace druhého typu bunék nenarazi na tyto potize. Zejména v poslednich péti letech bylo
mozné sledovat naristajici pocet klinickych studii zabyvajicich se aplikaci somatickych kmenovych bunék pfi poskozeni myokardu. Vétsina
studii sice prokazala signifikantni benefit celularni terapie pro pacienta, aviak vysledky nebyly zpravidla natolik pfesvédcivé, aby vedly
ke klinické aplikaci téchto technologii. Pficinou ziejmé byl pokus o rychlé klinické vyuziti metody, jejiz patofyziologicky mechanizmus
neni dosud znam. A tak ndm nezbyva, nez se vratit do oblasti experimentalni mediciny a krok po kroku analyzovat principy regenerace
myokardu pomoci kmenovych bunék. Sou¢asné experimenty in vitro a na zvifecich modelech davaji nadéji, ze vyuziti kmenovych bunék
v kardiologii bude brzy realné.

Klicova slova: celularni terapie, infarkt myokardu, kmenové buriky.

Stem cells hold the promise - because of their unique properties of self-renewal and differentiation - of treating many severe illnesses,
including heart diseases (especially myocardial infarction and heart failure). Stem cells could be divided into two basic categories: em-
bryonic stem cells and adult stem cells. While the use of the first type in clinical medicine is restricted because of ethical, legal, religious
and technical issues, the use of the other cell type is not limited by these problems. It could be followed that many clinical studies, which
used various cell types for treatment of myocardial damage, emerged during last five years. Although most studies showed significant
benefit of cellular therapy for the patient, the results were not persuading enough to introduce the cellular therapy into clinical medici-
ne. Probably a demand for rapid development of clinical applications without proper knowledge of physiological principles led to this
partial failure. Thus, there is no other way than to go back to in vitro experiments and animal models and analyze the basic principles of
myocardial regeneration with the help of stem cells step by step. The results of recent experiments give us hope that the use of stem
cells in cardiology may become true in near future.
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Srde¢ni selhani po infarktu myokardu patf
stale — pres vyznamné pokroky ve farmako-
logické iintervencni é¢bé — mezi nejcastéjsi
pficiny umrti ve vyspélych zemich. Ischemif
navozena nekréza kardiomyocytd a nasledna
fibréza myokardu vede k remodelaci srdecnich
stén a zhorsenf kontraktility, kterd maze vyustit
v srde¢ni nedostatecnost a selhdnf srde¢nfho
svalu jako pumpy. Jedinou moznou prevenci
je vcasny intervencni vykon, ktery rekanalizact
koronérniho fecisté zabrani nekréze bunék nebo
alespon omezi jeji rozsah, a ¢asovy faktor zde
samoziejmé hraje klicovou roli.

Regeneraci zni¢enych kardiomyocytl nelze
klasickymi metodami navodit a farmakologicky
Ize ovlivnit pouze funkéni srde¢ni tkdn. Jedinou

kauzalnf 1é¢bou pokrocilého srde¢niho selha-
ni tak zUstavé ortotopickd transplantace srdce,
kterd samozfejmé nikdy nebude dostupna viem
pacientlim, kteff ji potfebuji. Nadéji se proto
stal objev embryonalnich kmenovych bunék
(ESC — embryonic stem cells), které se mohou
za urcitych podminek potencidlné diferencovat
ve vsechny bunécné typy, véetné kardiomyo-
cytl. Bohuzel redlné vyuziti embryonélnich
kmenovych bunék stale nardZi na celou fadu
etickych, legislativnich i religivznich probléma,
ale rovnéz na zdvazné komplikace biologické
a technické (napf. nedostate¢na kontrola bu-
nécné diferenciace a indukce nddorového rdstu,
imunologické bariéry, elektromechanicka inkor-
porace generované tkané), a proto si jeho do-
stupnost Ize stézf predstavit v brzké dobé. Proto
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se pozornost vétsiny experimentatorti zaméfila
na somatické kmenové buriky (ASC — adult stem
cells), které se pfirozené vyskytuji v fadé tkanf
dospélého clovéka a u nichZ se zjistilo, Ze vy-
kazuji tzv. fenomén plasticity, tedy schopnosti
transdiferenciace do jinych tkdriovych struktur
nez jsou ty, z nichZz pochézeji. Pouziti téchto
bunék s sebou nenese zadné etické i legislativni
prekazky a v podminkach autologni aplikace
nenarazi rovnéz na zadné imunologické bariéry.
Problém predstavuje jejich nizsi diferenciac-
ni potencidl ve srovnani s ESC, ktery vsak, jak
ukdzaly prace z minulého roku, Ize prekonat
vhodnym reprogramovanim. V experimentech
se prokazalo, Ze nékteré typy téchto bunék se
dokazi uchytit v ischemicky poskozené tkani
a indukovat jejf reparaci.



Terapie ischemického poskozeni myokardu
kmenovymi (¢i jinymi) burikami, at uz v poku-
su na zvifeti nebo pfi 1é¢bé pacienta, zahrnuje
vzdy ¢tyfi konkrétni kroky: (i) volbu typu bunék
a jejich odbér, (ii) jejich inkubaci, kultivaci ¢i in-
dukovanou diferenciaci se zvolenymi rdstovymi
faktory (resp. kokultivaci s podplrnymi typy
bunék), (iii) aplikaci bunék do poskozeného myo-
kardu, (iv) sledovaniimplantace (homing) bunék
v myokardu, hodnocenti jejich vlivu na zlepseni
lokélnich ¢i globélnich parametrd srdecni funkce
a identifikaci nezadoucich Gcinkd 1écby.

(A) Lidské embryondlni kmenové buriky
(hESC) jsou jednoznacné definovany svym plvo-
dem a pochazeji z blastocysty. Jsou totipotentni,
mohou produkovat specializované bunky dife-
rencované ze viech tif zarodecnych listl. Ackoliv
linie hESC jsou dnes dostupné veetné Ceské re-
publiky a jejich vyzkum neni na rozdil od situace
v USA v principu legislativné blokovan, dodnes
nebyla zahajena 7z3dna klinicka studie regenera-
ce myokardu pomocf tohoto typu kmenovych
bunék. Podstatnou komplikacf pfi transplantaci
hESC — kromé v ivodu zminénych problémd - je
totiz nedostatecnd kontrola jejich diferenciace
a tvorba teratomd a teratokarcinomd (1).

(B) Somatické kmenové buriky (ASC) pred-
stavuji druhou variantni skupinu bunék, které
se pfirozené vyskytuji v fadé diferencovanych
tkanf dospélého organizmu (namatkou v CNS,
kostni dfeni, cévéch, kizi, stfevé, jatrech a mno-
ha dalsich). Somatické kmenové bunky sdilejf
s ostatn/mi typy nejméné dve zakladni charak-
teristiky: 1. schopnost sebeobnovy po dlouhé
¢asové Useky, ¢asto po cely zivot organizmu
(long-term self-renewal), 2. schopnost diferen-
ciace do zralych typd bunék s charakteristickou
morfologil a specializovanou funkci. Kmenové
burky typicky generujf ¢aste¢né diferencované
buriky (progenitorové a prekurzorové bunky),
které pak déavaji vzniknout burikdm termindlné
diferencovanym.

Somatické kmenové bunky jsou vzacné.
Napfiklad odhadem méné nez 1 z 10 000 bunék
kostni dfené vykazuje vlastnosti hematopoetické
pluripotentni kmenové buriky. Navic ASC kromé
biologického chovani nejsou jednoznacné defi-
novany svym fenotypem. Proto je velmi obtiz-
né je identifikovat, izolovat a kultivovat. K ASC
s potencidlnim vyuZitim v regeneraci myokardu
patff zejména:

Resident cardiac stem cells (CSC) jsou re-
lativné neddvno popsané bunky vykazujici re-
generativni potencial, které se nachazeji pfimo
v srdci. Jejich ziskani neni jednoduché. Z tkdne
srde¢niho svalu po inkubaci s kolagendzou je Ize
ziskat pomoci FACS (fluorescence activated cell
sorting) nebo imunomagnetické separace jako
c-kit* frakci. Patrnou nevyhodou téchto bunék
je tedy jejich omezeny zdroj, na druhou stranu
jejich uplatnéni by nevyzadovalo mechanizmy
transdiferenciace. Vyzkum tohoto typu bunék
je viak v pocatcich.

Hematopoetické pluripotentni kmeno-
vé bunky (HSC — hematopoietic stem cells)
jsou jedinym typem kmenovych bunék rutinné
vyuzivanym v klinické mediciné, a to pfi lécbé
hematologickych malignit pomoci transplan-
tace kostnf diené. HSC dévé vznik viem typdm
krevnich bunék (leukocytd, erytrocytdm, trom-
bocytlim). Jak bylo prokdzédno v experimentu na
zviteti, jedind HSC muze regenerovat kompletni
krvetvorbu. HSC se nachézeji v populaci CD34*
bunék, ¢ehoz se vyuziva pfi hodnocenf kvali-
ty transplantétu. Popis transdiferenciace HSC
obratil pozornost kardiologC k témto burikdm,
a proto byla fada klinickych studif regenerace
myokardu zaméfena pravé na tento typ. Jak
viak ukdzaly nasledné experimenty na zvife-
cich modelech a jak vyplyvéd iz nasich vlastnich
experimentélnich dat, CD34* buriky vykazuji
relativné nizkou miru dlouhodobé implantace
v myokardu a nekorelujf signifikantné se zlepse-
nim funkce myokardu po implantaci.

Endotelidlni progenitorové buriky (EPC) se
zahy po jejich objevu (2) staly velmi populdrni.
Predstavujf totiz potencidl k regeneraci cévniho
fecisté a jsou klicem k neoangiogenezi v regulaci
nadorového rdstu. EPC byly prokazany v kostnf
dreni, z niZ je Ize ziskat. Tyto buriky jsou oboha-
ceny ve frakci fenotypu CD133%34%. Je zfejmé,
Ze tento typ bunék se mUze uplatnit vyznamné
v regeneraci poskozeného myokardu mechaniz-
mem angioneze a vaskulogeneze. Naproti tomu
jejich vlastni transformace v kardiomyocyty je
malo pravdépodobna.

Mezenchymdlni kmenové buriky (MSC) se
rovnéz vyskytuji v kostni deni. Jak jiz vyplyva
zjejich ndzvu, mohou se diferencovat zejména
do pojivovych tkanf — kosti, chrupavky a tukové
tkdné. MSC Ize izolovat na zékladé jejich ad-
herence: mononukledrni buriky kostnf drené,
které se prichyti k plastu kultiva¢ni nédoby,
jsou ponechény v kulture s pridavkem fetdlni-
ho séra. Za dva az tfi tydny kultivace vytvof{
konfluentni monolayer mezenchymaélnich bu-
nék, které Ize déle pasazovat. Definici lidskych
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mesenchymalnich bunék stanovila Society for
Cellular Therapy pravé na zakladé kritérif adhe-
rence v bunécné kultufe, moznost in vitro dife-
renciace do bunék tukovych, kostnich a bunék
chrupavky a fenotyp CD105%, CD73* a CD90*
(>95%). Vyznamnym zdrojem MSC je rovnéz
tukova tkan, coz Ize prakticky vyuzit pfi ziskani
bunék z tkdné zanechané plastickymi chirurgy
po liposukci. Mesenchymalni bunky maji teo-
reticky potencidl regenerovat myokard, proto
na jejich pouziti bylo zaméfeno nékolik studif.
Ackoliv vétsina studif oznacila jejich aplikaci jako
bezpecnou, Vulliet a kol. (3) popsali nezddouci
Ucinky ve smyslu okluze koronarnich tepen, tedy
pfesné opacného nez zddouciho efektu, coZ je
patrné dano jejich odlisnou velikosti a morfo-
logii. Relativni vyhodou MSC je nepfitomnost
MHGCIl a B-7 komplexu na jejich povrchu, a tedy
moznost i jejich alogennf transplantace bez nut-
nosti imunosuprese.

(C),,Non-stem cells” s regenerativnim po-
tencidlem nepatfi do skupiny vlastnich kmeno-
vych bunék, nebot nesplnuji dvé podminky pro
definici ASC.

Skeletdlni myoblasty byly ziskany biopsif
z kosterniho svalu (odbér asi 10 g tkédné v lokaIni
anestezii). | u téchto bunék bylo testovano, zda
umozni regeneraci poskozené srde¢ni tkané.
Problémem pfi jejich pouzitf je vyskyt tachy-
kardie a arytmii, coz zfejmé souvisi s fyziologif
zdrojovych bunék. Nezadouci ucinky Ize ¢3s-
te¢né farmakologicky ovlivnit (4).

Neonatdlni myoblasty — elegantni prace
Ott a kol. (5) poukdzala na moznost komplet-
ni a funkéni regenerace myokardu pomoci
neonatalnich myoblastli na modelu potkana.
Revitalizované srdce vykazovalo spontanni kon-
traktilnf aktivitu, ackoliv jeho mechanicka funkce
byla pouze zlomkem potfebného srde¢niho
vykonu. Prace je prlilomové pro experimentalni
kardiologii, aviak je zfejmé, Ze tento model nelze
primo uplatnit u ¢loveka.

(D) Bunécné suspenze obohacené o kme-
nové buriky predstavuji ve skute¢nosti nejcas-
t&jsi zdroj bunék vyuzivanych v experimentu
i klinickych studiich. Proto je popisujeme
ve zvl&stnim odstavci. Jejich prednosti je jed-
noduchost ziskanf a pfitomnost zpravidla vice
nez jednoho typu kmenovych bunék. Na druhé
strané jde o biologické preparéty, jejichz slozeni
je velmi $patné definovatelné. Kmenové buriky
nejsou pfitomny v Cisté formé, ale preparat je
0 né pouze ve veéts( ¢i mensi mife obohacen.
Heterogenita bunék bohuzel neumoznuje
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vypracovat reprodukovatelné protokoly pro
kultivaci téchto suspenzi in vitro a je pravdeé-
podobnou pfic¢inou ¢asto nizké signifikance
experimentélnich vysledku.

Mononukledrni buriky kostni drené (BM
MNC - bone marrow monomuclear cells) BMC
se ziskdvajl odbérem dreriové krve z kosti panev-
nich nebo sterna pomoci aspira¢ni jehly (vykon
je shodny s odbérem kostni dfené pro ucely
jeji transplantace) a naslednou centrifugaci na
hustotnim gradientu, kde se oddéli nezaddouci
frakce erytrocytl a granulocytd a zlistanou mo-
nonuklearnf buriky (MNC). Mononukledrni buriky
|ze stejnou metodou ziskat i z periferni krve,
avsak BM MNC na rozdil od bunék periferni krve
obsahuji kromé lymfocytl a monocytd i klicové
frakce kmenovych bunék kostni dfené. Jde pfi-
nejmensim o tfijiz vyse zminéné typy: hemato-
poetické kmenové bunky (HSC), mesenchymalnf
bunky (MSC) a endotelidinf progenitorové burnky
(EPQ). Velkou vyhodou je vysoka vytéznost pres
108 bunék iz malého mnozstvi kostni diené
(100 ml). Dalsi nespornou vyhodou je jedno-
duchost zpracovani a kompatibilita s pfisnymi
evropskymi GMP protokoly (Ize vyuZit techniky
uzavieného systému). Zastoupenf jednotlivych
populaci kmenovych bunék ve vzorku Ize pak
zjistit flowcytometrickou analyzou a ndslednymi
kultivacnimi testy.

Kmenové buriky periferni krve (PBSC - pe-
ripheral blood stem cells) si ziskaly svou popula-
ritu pro svou analogii s transplantaci kmenovych
bunék kostnf dfené. PBSC se ziskavaji z periferni
krve pacient( ¢i darcli po stimulaci kostni diené
rastovymi faktory (G-CSF) jako preferovany zdroj
HSC pro autologni ¢i alogennf transplantaci kr-
vetvorby. Ucinkem G-CSF dochézf k vyplavovani
CD34* bunek z kostni dfené do periferni krve,
z niZ jsou pak MNC obohacené o tuto frakci
sbirdny z femoralni zily pomoci separatoru krvi-
nek. Typicky transplantat PBSC obsahuje 0,5-2%
CD34* bunék. Na rozdil od bunék z kostni dfené
PBSC neobsahuje frakci mesenchymalnich bu-
nék (MSQ).

Kmenové buriky pupecnikové krve (UCB -
umbilical cord blood cells) obsahuji rovnéz vice
typl kmenovych bunék (jak hematopoetické,
tak mesenchymalni). UCB jsou rovnéz vyuzivany
jako zdroj transplantatu, zejména v pediatrické
onkologii. Vzorky UCB jsou uchovavany ve spe-
cidlné zfizenych bankdch pupecnikové krve.
Oproti burikdm z kostni dfené maji fadu vyhod,
vcetné nizsiincidence reakce Stépu proti hostiteli
po alogenni transplantaci. Jejich nevyhodou je
malé mnozstvi kmenovych bunék. Vlastnosti
kmenovych bunék pupecnikové krve nejsou

dosud zcela popsany, jejich potencial pro re-
generaci tkanf je bezpochyby znacny. Zjevnou
nevyhodou je nizkd dostupnost zdrojového
materidlu pro experimentalni Gcely.

V poslednich dvou letech bylo predstaveno
nékolik dalsich potenciélnich zdrojd kmeno-
vych bunék. Za uvedenf jisté stoji objev ,stem
cell reprogramming” (6), kdy pomoci genového
transferu ctyf klicovych transkrip¢nich faktor(
do koznich fibroblastl byla indukovéna ,kme-
novost” srovnatelnd s chovéanim embryonalnich
kmenovych bunék. PouZiti téchto novych pfistu-
pU v oblasti regenerativni mediciny je nesmirné
atraktivni, bude vsak vyzadovat mnoho dalsi
experimentalni prace.

Jak je patrné, kmenové bunky Ize rozdélit do
rady typl a podtypd. Soucasné se ale objevujf
teorie, Ze nékteré podtypy kmenovych bunék
jsou pfibuzné nebo viceméné identické, napt.
resident cardiac stem cell a mesenchymalnf
bunky. Je to ddno zejména obtiznou definici
kmenovych bunék na podkladé jejich fenotypu,
jejich slozitou izolaci, a tedy i obtiznym studiem
jejich vlastnostf.

V fadé klinickych studif nebyla inkubace
pouzita a bunky byly pouzity pfimo po jejich
ziskani (,fresh cell”). Nicméné z riznych ddvod(
(selekce bunék, expanze poctu bunék, casovy
odstup od invazivniho zakroku, logistika) je viak
vétsinou vhodnd nebo nutnd. Zasadni rozdil
je, zda pracujeme s definovanymi kmenovymi
bunkami nebo smésnou populaci.

U zvitecich modell Ize pro kultivaci ne-
frakciovanych mononukledrnich bunék pouzit
standardni kultiva¢ni média (napfiklad RPMI
medium). Pro obohaceni vzorku o adherentni
MSC, eventudlné jejich expanzi a pasdzovani
Ize pouzit specialni média (Mesencult, Stem Cell
Technologies) nebo RPMI s obsahem FBS (fetal
bovine serum). Pro ostatni typy bunék existuje
sirokd skala komer¢né dostupnych médif.

Pro kultivace jednotlivych typl kmenovych
bunék je k dispozici celé fada rlistovych faktorg,
interleukind, cytokin® a kostimula¢nich molekul.
Pravé otdzka kultivace a diferenciace kmenovych
bunékin vitro pred jejich aplikaci byla ve vétsiné
experimentalnich model& nedocenéna.

Pouzitl kultivaci bunék v klinickych expe-
rimentech je v soucasnosti regulovano velmi
striktnimi pravidly. Pouze nékolik médif splfiuje
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podminky GMP a je certifikovano pro humanni
pouziti (napf. X-VIVO medium (Cambrex), CellGro
(CellGenix)). Nelze rovnéz pouzivat FBC jako sou-
¢ast média. Ex vivo manipulace déle vyzaduji
pouziti tzv. ¢istych prostor. Z toho vyplyva fada
omezeni pro kultivace bunék k huménnf aplikaci.
Variantou je ndhrada FBS autolognim sérem
pacienta.

Obdobna limitace plati pro pouzitelné rds-
tové faktory, a tak je jejich skéla zatim bohuzel
piilis Uzkd. Nicméné v brzké dobé Ize ocekavat
vyznamneé $irsi dostupnost téchto latek certifi-
kovanych pro humanni pouZiti.

Déle uvadime nékolik prikladd, jak Ize cilené
diferencovat kmenové bunky pomoci vybranych
biologicky aktivnich latek. Pro indukci diferenci-
ace do cardiomyocyte-like cells byl pouzit TGF-
betal 2,5 ng/ml, PDGF-BB 0-100 ng/ml (7) nebo
VEGF 5 ng/ml, PDGF-AB 10 ng/ml (8). Svérdznou
kapitolou jsou experimenty s pfidavkem 5-aza-
cytidinu do kultiva¢niho média. Ojedinélé prvot-
ni studie byly velmi nadéjné, dnes se vsak zda
Ze 5-azacytidin neusmérmuje vyvoj bunék podle
plvodnich predstav. Kokultivace mdze probihat
i pfimo s urcitymi typy bunék: Plotnikov a kol. (9)
doséhli u MSC zvysené exprese kardioprotein(
pfi kokultivaci s kardiomyocyty.

V literatufe jsou prezentovany Ctyfi typy
aplikace bunék do infarktové tkané:
Prvnf ,systemic therapy method” vyuzi-
va jednoduse podani infuze bunék intra-
venozne. Vychdazi z predpokladu aktivniho
homing bunék v ischemické tkani.
Druhou metodou nenf aplikace bunék, ale
jejich zvysenf v cirkulaci z fyziologickych
pooll pomoci aplikace vybraného rdsto-
vého faktoru (zpravidla G-CSF).
Treti je metoda intrakoronarniho podanf
bunék. V klinickych studiich vyuzivé tech-
niky katetrizace srdce a korondrnich tepen
Seldingerovou technikou.
Ctvrtou metodou je lokaIni pfima srde¢ni
injekce bunék do srde¢nfho svalu. Zde Ize
vyuzit dva pfistupy: pfimy chirurgicky po-
stup (transepikardialnf aplikace pfi otevre-
ném hrudnfku) ¢i katetriza¢nf pfistup cestou
korondrniho sinu nebo transendokardidlné
pomoci specidlnich katetr(.

Intrakorondarni aplikace je nejpouzivanéjsi
technikou v klinickych studiich. Pffima intramyo-
kardidIniinjekce je naopak nejpouzivanéjsi u zvi-
fecich modelt v preklinickych experimentech.
Efektivita téchto zpUsobU aplikace se lisi podle



pouzitého modelu a typu bunék. Freymann
a kol. (10) na prase¢im modelu ukazali, ze pfi-
ma myokardialnf injekce MSC je efektivnéjsi
nez intravendzni aplikace, ale méné efektivni
nez aplikace intrakoronarni. Naopak Hou a kol.
(11) popisuji retenci MNC bunék periferni krve
v myokardu po intramyokardidlnich injekcich
11 %, po intrakoronarnim podanf jen 2,6 %. Pro
skeletdlnf myoblasty se jevi jako nejefektivnéjs
intramyokardidlnf injekce (4).

Studie s BM MNC ukazaly, Ze nejvhodnéjsi
Cas pro podani je mezi 4.a 7.dnem po IM (12).
Na zvitecich modelech (potkana, prasete i psa)
jsou dokumentovany efektivni aplikace 3 resp.
4 tydny po IM. Infuze bunék intrakoronarné
nékolik mésicd nebo i let po IM byla zkousena
Strauerem a kol. (13) a kupodivu téz bylo zjisté-
no zlepseni funkce levé komory. U této studie
je v8ak kritizovana kratka doba sledovani po
aplikaci. Autofi této prace preferovali intrakoro-
narnf aplikaci, a to z logického ddvodu. Proces
implantace bunék v myokardu je proces aktiv-

ni. Buriky se tedy dostanou do cilového mista
z korondarniho fecisté velmi efektivné. Naopak
injekce do mista nekrézy, kde neni zadné krevni
cirkulace, nevede k Uspésné implantaci pfimo
aplikovanych bunék.

Homing je proces migrace bunék do dané
tkdné a jejich uchyceni, respektive adaptace.
Molekuldrni mechanizmus migrace obsahuje
fadu krok(. Fox a kol. (14) uvadi, Ze makrom-
olekuly uvolfované ze zanétu jsou hlavnim
,navadécim systémem” pro aplikované MSC,
které pak pfednostné migruji do téchto mist.
Zajimavé je, jak mala ¢ast aplikovanych bu-
nék se v myokardu uchytf (potkan 1% po 42
dnech, ¢lovék méné nez 5 %). V této souvislosti
je zfejmé, Zze adheznf molekuly hraji v tomto
slozitém procesu klicovou roli a v provadénych
klinickych studiich nebyly zatim dostate¢né
brany v potaz.

Prehledové cldnky [REEER)

Probéhl-li homing bunék, zbyva jiz ,jen”
pozorneé sledovat, jaky bude kratkodoby ne-
bo dlouhodoby efekt na postizeny myokard.
Prehled hlavnich vysledkd z minulych let uvéa-
dime nize a shrnujeme v tabulkdch. Abychom
se vibec orientovali v této Siroké skale vysledkd
studif celuldrnf terapie IM, rozdélujeme vysledky
podle typu modelu ¢i studie a typu podanych
bunék. Evidentnf je rozdil moznosti zvitecich
modelU a klinickych studii. Zatimco na mo-
delech jsme schopni sledovat pfimo homing
bunék v myokardu i jejich dalsi osud (pomocf
metod histologie, imunocytologie, molekularnf
biologie a dalsich), v klinickych studiich jsme od-
kazani na nepfimé metody, které nas informujf
o funkci myokardu (sonografie, SPECT, PET).

Nefrakciované BMC se pouzivaly hned od
prvnich pilotnich experimentd. MSC v in vitro
experimentech prokazuji expresi kardiomyocy-
tarnich protein(i i schopnost vytvorit vodivé spo-

Tabulka 1. Studie s nefrakciovanymi mononukledrnimi burkami kostni drené (BM MNC) a mezenchymalni burkami derivovanymi z kostnf dfené (MSC)

Nemoc/ pro- Primérné mnozstvi Pocty pacientt Doba sledovani/ Sianifikance
Studie dleva do apli- odebrané kostni diené/ v jednotlivych zména LVEF 9 Pozn
kace bunék aplikovanych bunék ramenech (v %) .
BOOST AMI 128 ml diené C30 6 mésict P <0,01
5dni 2,46 x 108 MNC 30 +6,7%
AMI 128 ml drené C30 18 mésicl NS
5dni 2,46 x 108 MNC 30 +5,9%
TOPCARE-CHD CIHD 50 ml drené MNC 121 P < 0,001
3 mésice 214 x 108 +2% jizva zmensena (P < 0,05)
TOP-CARE AMI AMI 250 ml krve 1,8 x 108 28 pacientt 4 mésice P <0,01
4 dny nebo 50 ml diené 1,5-3 x 10° +5%
REPAIR-AMI AMI 50 ml dfené c1o1 3 roky prokdzano
3-6dni 2,36 x 108 MNC 103 pramér neuveden snizenf mortality
ASTAMI AMI 10 ml dfené C57 4 meésice NS
3-5dni MNC 58 +3,1%
Jansens 2006 AMI neuvedeno C33 4 mésice NS
3-5dni 17 x 107 BMC 34 +3,6%
Meluzin 2006 AMI 100-200 ml c22 3 mésice NS
5-9dnf (nizka davka) BMC 22 +3%
1x 107
AMI 100-200 ml c22 3 mésice P <0,05
5-9 dnf (vysoka dévka) 1 x 10° BMC 22 +5%
TCT-STAMI AMI neuvedeno Cc10 6 mésicd P < 0,05
do 7 dni 4x10 BMC 10 +4,8%
Mezenchymalni buriky
Chen 2004 AMI neuvedeno C35 6 mésict P <0,01
18 dni 24-30x 10/ MSC 34 +18%
Katritsis 2005 AMIi CIHD 15 ml drené cn 1,3% NS
7-1500 dni 24 %100 MSC 34

V tabulce postupné vzdy uvadime nazev studie nebo autora a rok, typ koronarniho onemocnéni, mnozstvi odebrané kostni dfené a aplikovanych bunék, pocty pa-
cientli v jednotlivych skupindch, dobu sledovani, zménu LVEF a dosazenou statistickou vyznamnost (P value) oproti kontrolni skupiné nebo souboru pacientt pred

podanim bunék (neni-li pouzita kontrolni skupina).

Zkratky: AMI — akutnf infarkt myokardu, CIHD — chronicka ischemicka nemoc srdecni, C — kontrolni skupina, MNC — skupina s aplikaci MNC, MSC — skupina s aplikaci
MSC, P — dosazena signifikance, NS — nesignifikantni vysledek.
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jenf s kardiomyocyty (15). P¥i podani BMC i MSC
je jiz dobfe podloZzenym faktem jejich schopnost
adherovat k srde¢nf tkdni. Jednoznacna trans-
diferenciace bunék vsak in vivo pozorovéna ne-
byla. PInd koexprese kardiomyocytarnich znakd
v bunkdach kostni diené je tedy nadale nedofe-
send (16). U zvitecich modell s IM aplikace je
prokézana po podani BMC a MSC indukce angi-
ogeneze, kterd patrné zprostiedkuje signifikantni
zlepseni funkce levé komory.

I EPC mohou prispét k signifikantnf rege-
neraci myokardu. Zlepseni srdec¢ni funkce po
podani EPC je pfipisovano jejich angiogenni-
mu potencidlu, avsak v in vitro studii Bardoffa
a kol. (17), kde byly lidské EPC kokultivovéany
s potkanimi neonatalnimi kardiomyocyty, byla
podlozena i moznost ¢astecné transdiferenci-
ace (synchronizace oscilaci vapniku, exprese
kardiospecifickych protein(). Zajimavé je, ze mira
diferenciace do kardiomyocytd vsak byla vyssi
u bunék ziskanych od zdravych darct nez od
darc s CAD (coronary artery disease).

U skeletélnich myoblastl je z experiment(
na zvitatech zndma jejich odolnost vUci ische-
mii a schopnost zlepsit kontraktilni vlastnosti
levé komory, vysvétlované spise jako vliv na
post-infarktovou jizvu a remodelaci, nez aktivni
silové pusobeni pulzujicich bunék (Jain 2001).
Po pocétecnich komplikacich s arytmiemi bylo
Zjisténo, Ze inkorporace genu pro connexin43
do skeletdlnich myoblastl pred transplantacf
vedla k eliminaci arytmie (18).

Prvni klinické studie odstartovaly pred 7 lety.
Vlyhodnocenych nebo probihajicich klinickych
studif je v soucasnosti pfes péet desftek. Pfipravit
systematicky prehled je tedy pomérné tézké
pro velkou variabilitu pfistupt jednotlivych au-
tord k designu studif. Nicméné velkych studif
je pouze kolem patnacti a patfi k nim i studie
naseho tymu (19).

Nejvétsi studie pro BM a MSC jsou uvedeny
v pfehledu (tabulka 1). Autofi sledovali vétsinou
fadu parametrd, pro srovnani jednotlivych stu-
dif je ale nejvhodnéjsi srovnani ejekenich frakci
levé komory (LVEF). Srovndvame-li Uspésnost
podobné designovanych studif, upozornéme
na nasledujict:

TOP-CARE AMI versus BOOST: obohaceno

medium o lidsky VEGF a atorvastarin.

REPAIR-AMI versus ASTAMI: 3x vets statisticky

soubor, 3,5x vice hematopoetickych bunék

v podavané nefrakcionované davce BMC.

Chen (2004) versus Katritsis (2005): vy3si

pocet bunék, mimoto Katritsis ma zna¢né

Tabulka 2. Studie s pouzitim PBSC a bunkami stimulovanymi pomoci G-CSF

Nazev studie Nemoc/ prodleva do

Pocty pacientt v jednot-

Doba sledovani/zména

aplikace bunék livych ramenech LVEF (v %) / signifikance
MAGIC AMI c1o 6 mésicd
Cell-1 4dny G-CSF10 +10% (NS)
PBSC 10
FIRSTLINE —AMI AMI C25 +6% (P < 0,001)
6 dni G-CSF 37
STEMMI AMI C25 +8,5% (NS)
6 dni G-CSF 37
G-CSF STEMI AMI €58 +6,2%
5dni G-CSF19 (NS)
MAGIC AMI Cc29 +5,1%
Cell-3 DES do 14 dni PBSC 27 (P <0,05)
AMI Cc20 +197% (P < 0,01)
nad 14 dnf PBSC 20

Struktura tabulky je obdobnd jako u tabulky 1. Tamtéz viz vysvétleni Udajl a zkratek.
Zkratky: C — kontrolni skupina, PBSC - skupina s aplikaci PBSC bunék ziskanych sbérem z perifernf krve,
G-CSF - skupina se stimulaci pomoci G-CSF bez aplikace bunék.

Tabulka 3. Studie se skeletdInimi myoblasty

Nizev studie Nemoc/ prodleva Pramérné Pocty pacientiiv jed- Zména LVEF
do aplikace bunék  mnozstvi bunék notlivych ramenech (v %)
POZNAN VC,lHD , 10 x 107 SkM 10 +3% az 8%
3 mésice a vice
MAGIC trial CIHD 40 x 10/ Skcf\/?(; +34%
(Menasché 2008) nejméné 4 tydny 80 x 10 KM 34 +5,2%

Struktura tabulky je obdobnd jako u tabulky 1. Tamtéz viz vysvétleni Udaj a zkratek.
Zkratky: C — kontrolni skupina, SkM — skupina s aplikacf skeletalnich myoblast.

nehomogenni skupinu vstupnich pacien-
td (Cas od MI). Katritsis uvadi, ze akinetické
segmenty tkané se podafilo regenerovat
jen u pacientl s infarktem ne starsim nez
jeden mésic.

Meluzin a kol. (2006): srovnava efekt dvou
davek BM MNC oproti kontrolni skupiné.

Nékteré dalsi prace bohuzel nerozlisuji mezi
EPCa PBSC bunkami uvolnénymi pomoci G-CSF.
PBSC mohou byt bud' pouze uvolnéné pomoci
G-CSF do periferni cirkulace, nebo sbirané po-
moci separétoru krvinek a podané zpét pacien-
tovi. Jejich prehled uvadi tabulka 2.

V poslednich letech byla provedena fada
malych studif s povzbudivymi vysledky s aplika-
ci non-stem cells. Prvni randomizovand studie se
skeletalnimi myoblasty byla publikovéna v mi-
nulém roce (20). Prehled téchto studii podava
tabulka 3.

Nezadouci Ucinky lé¢by pomoci celularni
terapie byly v klinickych studiich pozorovany
vyjimecné. Vyplyva to z faktu, Zze v klinickych
studiich se jednalo vzdy o podani autolognich
bunék, které jsou pro pacienta fyziologické.
Mezi neZzddouci Ucinky patfi zejména arytmie,
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korondrni obstrukce, restendza korondrni tepny,
infekce a abnormalni celularni diferenciace.

V minulosti byla zaznamenana arytmie po
podani CD133* bunék. O arytmii pfi pocatec-
nich studiich u skeletdInich myoblastl jsme se
jiz zminili. V klinickych studiich nebyla dosud
pozorovana abnormdlini celuldrni diferenciace, na
modelech vsak ano, coz ale souvisi s pouzitymi
technikami kultivace a manipulace s burikami
in vitro. Nutno konstatovat, Ze ve vétsiné klinic-
kych studif byl na sledovani nezddoucich ucinkd
kladen mimoradny dlraz a ze podani autolog-
nich bunéc¢nych preparatd, a to i piimo do koro-
narnich cév, je velmi bezpecnou procedurou.

Presny mechanizmus ucinku kmenovych
bunék sice stdle neni zndm, vime ale, Ze buriky
kostni diené by pravdépodobné mohly dispo-
novat vlastnostmi, které Ize rozdélit jako:

LJoomocné’, tj. parakrinni uvolfovani risto-

vych faktor a cytokin(, coz by mélo reduko-

vat apoptdzu prezivsich kardiomyocytd, indu-
kovat angiogenezu, coz mize byt doplnéno

i vznikem mechanické vazby implantovanych

bunék se zbytky pdvodni tkdné.

,Castecné kompenzujici kardiomyocyty”, tj.

vznik gap junctions (9) a nasledny podil bu-



nék na obnoveniiontové konduktivity mezi
kardiomyocyty (15).

= ,idedlné kompenzujici kardiomyocyty”, tj.
vznik typickych kardiomyocytéarnich kon-
traktilnich struktur (aktin a myosin uspofa-
dany do myofibril) v burkach, pfi vhodnych
podminkach nastartovani kontraktilnich
pohybU (8), coZ je zékladem tzv. transdife-
renciacni teorie.

Jesté nedéavno bylo frekventovanou frazi
v odbornych diskuzich, ze zpUsob aplikace, na-
Casovania optimalni mnozstvi bunék je nedore-
senou otazkou, v soucasnych publikacich se ale
objevuiji jiz konkrétni odpovedi. Bez spolehlivé
odpovedi sice nadéle zUstava, jaky je spravny
typ bunék ¢ijakd by méla byt jejich cilend prein-
kubace a kultivace, indicif véak nadéjné pfibyva.
Z ptehledu vyznamnych klinickych studif vyply-
va, Ze nejlepsich vysledkd regenerace AMI bylo
dosazeno s pouzitim MSC, existuji i vyjimecné
efektivni vysledky u studif na PBSC. MSC bunky
jsou obsazeny ve frakci BM MNC, coz vysvétluje
Uspéch studif s témito burikami. Vétsi uspésna
studie pro skeletalni myoblast zatim neexistuje.
Obecné sledujeme, Ze mnozstvi bunék mé vliv
na efektivitu terapie. Ve vétsiné velkych klinic-
kych studii byl prokézén efekt neoangiogeneze
a neovaskulogeneze, naproti tomu myogeneze
nebyla jednoznacné prokdzana vibec. Tato fakta
podporuji uplatnéni minimalné prvniho mecha-
nizmu parakrinni produkce faktord, které pak
angiogenezu v myokardu indukuij.

Zaveér
| kdyZ bezpecnost metod celuldrnf terapie
vyuzivanych v klinickych studifch Ize povaZovat

za vysokou, jejich Uc¢innost v regeneraci funkce
myokardu byla relativné nizka. Metody implan-
tace kmenovych bunék do myokardu se tedy
pravdépodobné nestanou v dohledné dobé
rutinni klinickou Ié¢ebnou metodou u nemoc-
nych s akutnim infarktem myokardu a srde¢nim
selhdnim. Nicméné nové experimentalni postu-
py invitroi na zvitecich modelech pfinasej velmi
slibné vysledky do budoucna.
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