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1 Uvod

1.1 AKutni infarkt myokardu s ST elevacemi

Akutni infarkt myokardu s ST elevacemi (STEMI) je dynamicky, komplexné
probihajici proces, pii kterém dochazi k omezeni az preruseni perfuze myokardu. Je
definovany anamnézou infarktové bolesti, elevaci kardiospecifickych marker (kreatinkinazy
- CK, MB frakce kreatinkinazy - CKMB, troponinu I - Tnl) a v prvnich hodinach typickymi

elevacemi ST useku na elektrokardiografickém vysetieni (EKG, viz obr. 1).

Obr. 1.: EKG ndlez - akutni anteroextenzivni infarkt myokardu s ST elevacemi.

Bez 1é¢by se obvykle STEMI vyvine do obrazu tzv. Q infarktu. Nekroticky myokard se
hoji jizvou, ktera je elektricky néma a na EKG je rozpoznatelna dle tzv. kmitu Q. V pfipade¢,
7e dojde k asné reperfuzi, bez tvoby jizvy, miiZe piejit v piizniv&jsi formu non-Q infarktu .
V naprosté¢ vétsin¢ piipadt vznika STEMI na podkladé koronarni aterosklerozy (v 95%).
V misté¢ koronarniho platu dochazi ptisobenim lokalnich a systémovych faktord k ruptuie

vnitini vrstvy tepny (intimy) a obnaZeni subintimalnich siln¢ protrombogennich hmot.

V tomto terénu se nasledné tvoii destickovy trombus a vysledkem je uzavér tepny 24 obr. 2.

-9-



Obr. 2.: Infarkt myokardu predni stény pri aterosklerotickém postizeni koronarni tepny

(ramus interventricularis anterior = RIA), nekroza kardiomyocytii za mistem uzavéru tepny.

- RIA, laterélni projekce, LAO 90°

Struktura stény tepny
Adbventicie

_—
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RIA- ramus interventricularis anterior, ACD — arteria coronaria dextra

Klinicky zavazny STEMI vznika nejéastéji v Souvislosti s uzavérem nékteré z hlavnich
epikardialnich tepen. Dusledkem d&je je ireverzibilni ischemicka nekréza srde¢niho svalu
vedouci ke ztraté kontraktilnich elementi, kardiomyocyti (bunék tvoficich zékladni stavebni

jednotku myokardu).
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1.1.1 Patofyziolegicky pribéh zmén v myokardu na celularni arovni

Pii akutnim STEMI dochazi k postizeni vSech 3 slozek myokardu — kardiomyocyta

(CM), extracelularni matrix a kapilarni mikrocirkulace. Hlavni roli zde hraji pfedev§im CM.

Souvisi 10 Sjejich jedinecnymi vlastnostmi a schopnosti kontraktility. Jedna se o buiky

s vysokou senzitivitou k hypoxii

> u kterych jiz po né€kolika sekundach deplece kysliku

dojde k vycerpani energetickych zasob. Béhem naslednych minut trvani hypoxie se u nich

rozviji zména ultrastruktury. Tento proces je velmi komplexni, probihd v nékolika fazich

v zavislosti na casovém intervalu trvani inzultu. Pfestavbové zmény jsou primarné

reverzibilni a po pfiblizné 20 - 40 minutach ireversibilni.

Casovy priib&h zmén ultrastruktury myokardu se zaméfenim na CM:

1.

Rozsah sekund: Probihda mirny influx vapnikovych ionti do buné€k, mirny eflux

draslikovych iont z bun¢k, destabilizuje se membranovéa rovnovaha. Poc¢ina snizeni
energetickych zasob.

Rozsah minut: Zmény V ultrastruktufe CM a jejich metabolické postupy se rozviji.
V CM dochazi ke konverzi energeticky vyhodného aerobniho na energeticky
nevyhodny anaerobni metabolismus. Tento stav vede k depleci adenosintrifosfatu
(ATP) a neefektivn€ se hromadi produkty metabolismu (laktat, mastné kyseliny). To
podporuje  vznik poruchy membranovych ATP-dependentnich transportérii
souvisejicich s napétim a rovnovahou na bunééné membrané a intracelularnimi (ICT)
d&ji. Rozviji se iontova dysbalance, buiika neni schopnd udrZzet membranovy
potencial, dochazi k uniku drasliku extracelularng, naopak sodik a vapnik se hromadi
ICT. Aktivuji se ICT proteolytické enzymy, které vedou k nastartovani kaskadovitych
procesi samonatraveni bunék a kjejich zaniku (nekroze). Aktivuje se exprese
nekterych pro-apoptotickych genii. V makroskopickém pohledu do 2 minut po

preruseni perfuze myokardem klesa jeho kontraktilita a zhorSuje se poddajnost

-11 -



Vv neprokrvené oblasti levé komory (LK).

3. Rozvoj klinické symptomatiky a ireversibilniho poskozeni myokardu se zanikem CM
nastava piiblizn¢ za 20-40min od okluze tepny. V misté poskozeni se rozviji zanétlivy
proces s nadprodukci prozanétlivych faktort, tzv. cytokininova boufe. Aktivuje se
produkce rastovych faktori. V prvni linii se jedna piedev§im 0 granulocytarni
stimulujici faktor (G-CSF) a rlstovy faktor uvolnujici se z desticek (PDGF ~ platelet
derived growth factor), které prispivaji ke stimulaci lymfoproliferace a rozvoji
myokardialni nekrézy v misté porusené perfuze 2 8. Mezi dalsi faktory spolupodilejici
Sse na procesu patii prozanétlivé kininy jako interleukin 1, 6 (IL1, 6) a tumor necrosis
faktor alfa (TNF alfa)  *°.

4. Za 8-10 hodin od inzultu postupné infiltruji lozisko fibroblasty. Jejich produkce a

specifickd migrace je zesilovand endokrinni a parakrinni stimulaci rastovymi faktory

a kininy (viz vyse) a za¢ina tvorba fibrotické jizvy .

1.1.2 Rozsah postiZzeni myokardu p¥i STEMI

Rozsah postizeni myokardu zavisi na velikosti povodi infarktové tepny, délce trvani
ischémie 2, dale na ptitomnosti kolateralni cirkulace, pfedchoziho ischemického zatizeni

myokardu * a v nezanedbatelné mife i na podané 1&cbs .

Odhaduje se, ze 1g myokardu
obsahuje ptiblizné 20 milionit CM. Primérné velka LK o hmotnosti 200g odpovida ctyfem
miliardam CM. Velikost infarktu myokardu, pfesnéji velikost nekrotického loziska, lze
definovat také procentualni ztratou srdecni svaloviny. Méné€ nez 10% predstavuje maly infarkt,
10-30% sttedni a nad 30% myokardu velky infarkt. V pifipadé€ ztraty vice nez 40% bunék
dochazi k rozvoji kardiogenniho Soku ¢ U nemocnych s velkym infarktem myokardu se
rozviji dysfunkce LK s postupnym poklesem jeji ejekéni frakce (LVEF) a  zménou

morfologické struktury komory a jeji architektoniky tzv. remodelace komory ** 1618,

-12 -



1.2 Remodelace levé komory po infarktu myokardu
1.2.1 Definice

Remodelace LK je v obecném pojeti definovana jako strukturalni zména komory,
vznikla v souvislosti s dlouhodobym neadekvatnim tlakové-objemovym pretizenim. Pribéh
remodelace je regulovany mechanickymi, neurohumoralnimi a genetickymi faktory. Projevuje

se zmé&nou tvaru, velikosti (viz obr. 3) a funkce komory *°

Obr. 3.: Remodelace struktury levé komory. Dochadzi ke zmeéné geometrie komory, kdy se

zvétsuje jeji pricny rozmer a soucasné zmensuje rozmer podélny.

Podélny rozmér

Prlcny fez

NORMA | . TéZce remodelovana LK

Prvni koncept stran patofyziologickych pochodi remodelace byl publikovan roku
1985, Pfefferem a spol. % s naslednym doplnénim roku 1990 o vazbu na STEMI se
zamétenim na terapeutické zasahy ovliviujici rozvinuti ireversibilni remodelace.
V dnesni dobé€ jsou nejcastéji popisovany tii mozné varianty remodelac¢nich zmén:
1) Koncentrickd hypertrofie, u které je pirevazujicim vyvolavajicim faktorem tlakové
zatizeni s naslednou adaptacni hypertrofii CM (jejich objemovym ztlusténim a zvétSenim).
2) Excentricka hypertrofie, vznikajici jako reakce na dlouhodobé objemové pietizeni

s prodlouZenim CM a ztencenim stény myokardu.

-13 -



3) Kombinovana remodelace, popisovana predev§im u nemocnych se STEMI, kdy dochazi

jak k tlakovému pfetizeni v oblasti mimo infarktového loziska, tak objemovému pietizeni '*

18

1.2.2 Patofyziologie poinfarktové remodelace

Pfi velkém AIM dochazi k rozvoji nekrozy myokardu v infarktovém lozisku 2.
Kontraktilni tkai je nahrazena fibrotickou jizvou **, kterd neméa schopnost kontrakce. P¥i
velkém lozisku postizeni dochazi K vyznamné alteraci funkce komory a poklesu srde¢niho
vydeje. Ostatni segmenty komory se snazi srde¢ni vydej udrzet svoji hyperkontraktilitou.

Meéni se napéti ve sten€ myokardu, LK se snazi s pfetizenim vyrovnat, tzv. ,,vybalancovat*

18, 23 24,25

protichiidné pusobici sily . Vysledkem je hypertrofie CM mimo neinfarktovou zénu
Pokud komora dlouhodobé neni schopna udrzet dostateény srde¢ni vydej, dochazi k jejimu
objemovému pfetizeni, vedoucimu ke ztenceni stény komory v misté infarktové jizvy a

dilataci podporované expanzivnim chovanim infarktu na podkladé apoptozy CM

Vv periinfarktové zoné 2630 obr. 4.
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Obr. 4.: Patofyziologie remodelace LK po akutnim infarktu myokardu s rozvojem srdecniho
selhani (popis viz vyse).

hypertrofie

Proliferace fibroblastia —
produkce kolagenu I a I11.

/ typu
KARDIOMYOCYTY + déf
Aktivace sympatiku a CNS _’D
elongace \/Y/J

\ Aktivace RAAS, produkce
angiotenzin 11 a aldosteron .

Hodiny od AIM SA

Akutni infarkt
myokardu

2-3tydny po

Hypertrofie LK s
pocinajici dilataci

Hypertrofie CM s naslednou elongaci

Tlakové a objemové a progresi dilatace LK

pretizeni komory

K J
Y

Casné faze remodelace

AIM — akutni infarkt myokardu, LK — levd komora, RAAS — renin angiotenzin aldosteronovy systém
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1.2.3 Faze poinfarktové remodelace

Proces remodelace probihd ve dvou fazich, které jsou navzajem velmi tizce spjaté a
déleni je ve své podstaté umeéle dané¢ Casovym intervalem. Faze se volné prolinaji a neni
mozn¢é jednotlivé déje striktné odd¢lit.

Prvni tzv. ¢asnéd fadze remodelace (do 72 hod od STEMI) ptedstavuje dé¢j velmi tzce

souvisejici se zménami pii akutnim STEMI. Béhem této doby je zona infarktového lozZiska
hojn¢ infiltrovana zanétlivymi elementy. V prvni linii se jedna piedev§im o neutrofily,
nasledované lymfocyty a makrofagy. Do loziska migruji prakticky paralerné také fibroblasty.
Ty produkuji neadekvatni mnozstvi extraceluldrni matrix, ptedevSim jeji hlavni komponenty
kolagenu. Tvorba ptedstavuje dvoj az trojnasobné zvySeni mnozstvi kolagenu v jednotce
objemu myokardu oproti norm¢. V této fazi lze nalézt v oblasti periinfarktové zony tzv. zénu
omraceného myokardu. Jedna se o postischemicky viabilni myokard, ktery je v daném
Casovém useku neaktivni s alterovanou funkci. CM jsou zde na rozhrani ,,Zivota a smrti* 81
Navrat funkce téchto CM muze trvat mnoho hodin, vyjimeéné az dni 31 Zavisi na
mechanickych a neurohumoralnich podnétech. Jejich reverse k viabilité vyznamné ovliviiuje
definitivni systolickou funkci komory. Remodelace je v této fazi iniciovana produkci cytokind,
trankripénich faktori a neuromodulatori. Jedna se jak o faktory lokalni tak systémové.

Pravdépodobné hlavni regulacni roli v této fazi ma Angiotenzin I, mezi dalsi vyznamné

regulatory zmén se tadi dale katecholaminy a aldosteron.

Druhou fazi je faze pozdni remodelace (nad 72 hodin po STEMI), navazujici na déj
predchozi. MiZe trvat nékolik mésictu az let. V této fazi dochazi k hypertrofii a elongaci CM,
dilataci komory s vyslednou alteraci jeji architektoniky a omezeni jeji kontraktilni funkce.
V zoné infarktového loziska probihd dokonceni fibrotizace (tvorbé fibrotické jizvy) vedouci
k postupné se rozvijejici poruse poddajnosti komory a diastolické dysfunkce . Tlakové napéti

na primarné¢ zdravy nepostizeny myokard diky ubytku funkénich CM vede dle hypotézy
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Grossmanna a Pfeffera * k hypertrofii zbylych funkénich myokardialnich bundk. Komora se
tak snazi kompenzovat napéti kladené na jeji sténu (teorie je zalozena na Laplaceové zakong)
sjeji sekundarni dilataci (dle Frank-Starlingova zakona). Tento proces je doprovazeny
zhorSenou perfuzi v dané lokalit¢ a drobnou mikrotraumatizaci s horSim prokrvenim
hypertrofovaného myokardu. D¢j je spojen s lokalni produkei zanétlivych cytokind (IL 1, IL 6,
TNF alfa, TGF beta). Ty parakrinné ptisobi na ostatny myokardialni komponenty. Dochazi k
down regulaci adhezivnich molekul CM, piedevsim konexinu (typ - 40, 43, 45). Nasleduje
pokles funkénich intercelularnich spojeni (gap junction) a dysregulaci pienosu elektrické
aktivity. Vysledkem je pro-arytmogenni substrat. Existuyje mnoho regulacnich

neurohumoralnich faktort, které se na vySe uvedeném procesu podileji (viz tbl. 1).

Tbl. 1.: Neurohumoralni faktory podilejici se na poinfarktové remodelaci levé komory a

srdecniho selhani.

Bunécny riist Fibroza Apoptéza Kontra-regulacni faktory
Angiotenzin Il Angiotenzin Il TNF-alfa ANF
Katecholaminy ET-1 Bradykinin
Endotelin Aldosteron BNP
TNF-alfa TGF-beta
Rastové faktory
ET-1

TNF-alfa (tumor necrosis factor alfa), TGF beta (tumor growth factor beta), ANF (atrial natriuretic factor),
BNP (brain natriuretic peptide), ET -1 (endotelin 1)

vvvvvv

je stimulovand aktivovanym sympatikem (adrenalin, noradrenalin) a aktivaci oblasti
juxtaglomerularniho aparatu *? pfi niz§im srdecnim vydeji pfes RAAS systém a vlastni
myokardialni stimulaci. Angiotenzin II pasobi pies ICT probihajici typickou signalni drahu

MAP-kinazu-kinazu. V misté posSkozeni zvySuje produkci a inhibici degradace
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cytoplasmatické serinové protedzy - matrix metaloproteindzy (MMP) **. Tim podnécuje
degradaci kolagenu. Nasleduje rozvolnéni intercelularnich vazeb a dochazi k procesu

“ 2 viz obr. 5. Vysledkem je zten&eni stény myokardu a

myocytarniho sklouznuti ,,slippage
dilatace LK. Dalsimi vyznamnymi regulacnimi faktory této faze jsou TGF-beta, TNF alfa,

katecholaminy, endotelin v kombinaci s vlivy mechanickymi **.

Obr. 5.: Degradace kolagenu prostrednictvim piisobeni MMP (serinové protedzy — matrix
metaloproteinazy). Déj je ovlivnény mechanickymi a riistovymi faktory (PDGF - destickovy

ristovy faktor, interleukiny, TNF alfa, TGF beta), popis blize viz text.

Mechanické napét( Ruastové faktory
(PDGF)

Cytokiny
Parakrinnf, neurokrinnf
faktory (napf. RAAS) (IL-1B, TNF-c, TGF-B)

Fibroblast

|

Syntéza kolagenu

E ——

e MMP

Degradace kolagenu _ »slippage“ = myocytarni sklouznuti
T T
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1.3 Vlastni regenerac¢ni schopnost myokardu

Po dlouhé desetileti bylo srdce povazované za terminalné diferencovany orgéan, bez
regenerani schopnosti a CM za builkky postmitotické bez regeneracniho potencidlu
(popisovana je hypertofie CM pii stresovém zatizeni spiSe nez hyperplasie). Nazor vychazi
z teorie popsané Linzbacherem (40 1éta 20. stoleti). Teprve az vroce 1990 Anversa a
spolupracovnici %0 prokazali, ze CM jsou schopné navozeni apoptdzy, aktivni bunécné smrti
nebo-li sebevrazdy bunky. Poukazali tim zaroven na jejich schopnost mitotické aktivity silici
pti poSkozeni myokardu jako napi. po AIM. Apoptdza, se tak jevi jako kliovy faktor pteZiti
CM zariznych podminek ®, Novy koncept o charakteru CM se vyvinul pozd&ji az v 90
letech minulého stoleti, kdy byly identifikované tzv. cardiac residental progenitor stem cells
(CSCs). Jejich existence poukdzala na moznost spontanni regenerace myokardu. Tyto bunky
se pravdépodobné podili na fyziologické celozivotni homeostaze myokardu. Otazkou neustale
zUstava, zda se jednd o bunky endogenni ¢i extrakardidlni. Za zdroj extrakardidlnich bunck
jsou potenciondlné povazované buiiky pochézejici z kostni dfené. Tato teorie je podpoiena
pozorovanim z transplantaéni mediciny. V ptipadech, kdy bylo muZi transplantovano srdce
zenského darce (tzv. mix gender transplantace) se s odstupem ¢asu prokazala v malém vzorku
CM ptitomnost Y chromosomu (bunéény chimerismus XX a XY). Zdrojem XY CM mohou
byt pouze mobilizované bunky vlastniho organismu. V kazdém piipadé¢ se zda, Ze schopnost
regenerace malé ¢asti CM je v savéim myokardu za fyziologickych i patologickych podminek

. oy . . . < 36,37
moznd a muze se podilet na dlouhodobé homeostaze srdecniho svalu .
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1.4 Moznost ovlivnéni progrese remodelace levé komory a srde¢niho selhani

O rozsahu progrese postinfarktové remodelace rozhoduji predevSim dva faktory,
jejichz ovlivnénim lze této komplikaci zabranit:
1. V¢asna rekanalizace uzaviené korondrni tepny zastavi postup nekrézy pred

dosazenim epikardu a "zachrdnéna" subepikardidlni vrstva svaloviny je dostate¢né
pevna k prevenci rozvoje dal§iho poskozeni komory popi. vzniku aneurysmatu

2 SniZeni nitrokomorového (tj. pfedevsim systolického) tlaku snizi silu pisobici na

tvorici se jizvu zevnitf smérem ven a zabrani tak castec¢né jeji expanzi.

1.5 Terapie STEMI, srde¢niho selhani a remodelace levé komory

Soucasna strategie 1é¢by se zaméfuje hlavné na snizeni rozsahu infarktového loziska,
ztraty CM, dosaZenim co nejéasndjsi reperfuze myokardu *”. V ramci reperfuzni terapie jsou 2
moznosti vybéru — perkutanni koronarni intervence (PCI) ¢i trombolyticka terapie. Primarni
PCI dokéze snizit mortalitu infarktu na 5-6% 3%, tj. zhruba na polovinu proti trombolytické
1é€bé. Lze ji tedy povaZzovat za lécebnou metodu prvni volby pokud je provedena ve
srovnatelném Casovém intervalu v jakém by byla provedena trombolyza (zacatek PCI by
).

nem¢él byt opozdén proti zac¢atku trombolyzy o vice nez 90 minut

Dlouhodoba nasledna medikace regulujici dalsi vyvoj remodelace:

- Inhibitory angiotensin konvertujiciho enzymu (ACEIi): Brani progresi endsystolického a
enddiastolického objemu LK a tim progresi dysfunkce a kompenzatorni hypertrofii, ktera
zhoriuje jeji diastolickou funkci *°*. Mechanismus uginku neni zcela jasny, ale ziejmé se
podili na ovlivéni RAAS osy a regulace TGF beta, které hraji vyznamnou roli v aktivaci
fibroblastli a procesu hojeni. Nabizi se také moznost zasahu do signalnich cest, napt. do

genetické modifikace cesty syntézy angiotensinu 11 ** .
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- Inhibitory receptoru pro aldosteron (spironolakton a eplerenon): Zpomaluji piechod od
hypertrofie do srde¢niho selhani redukci fibrézy, oxidativniho stresu a zanétu. Tyto udaje
ziskané v experimentu koreluji s vysledky klinickych studii **. Pfidani spironolaktonu
k ACEi vede ke zlepseni ejekéni frakce a redukuji se markery myokardialni fibrozy.

- Betablokatory: Léky vedouci k reverzni remodelaci LK. Efekt je podpofen zejména
v kombinaci s ACEi. V klinickych studiich MERIT-HF, CIBIS °*°? betablokatory snizovaly
celkovou mortalitu 0 34-65 %, a to zejména diky sniZeni kardiovaskularnich piihod. Studie
CARMEN *® prokazala, 7e ¢asna kombinace ACEi a neselektivniho betablokatoru carvedilolu
vedla k reverzni remodelaci LK u pacientd s mirnym az sttednim stupném srdec¢niho selhani.
- Statiny: Dle experimentalnich studii ** ovliviiuji (snizuji) aktivitu matrix metaloproteinazy

(viz v{3e) a podileji se na regulaci tkanového angiotenzin-reninového systému > .

Invazivni metody:

Resynchronizacni terapie pomoci biventrikularni stimulace predstavuje metodu, kterd u
selektované skupiny pacientdi zlepSuje nejenom funkéni stav, ale i prognézu. Uginek je
zaloZen na principu reversni remodelace pfi snizeném mechanickém napéti stény komory.
Toto mechanické odlehceni vede nejen k potlaceni aktivace signalnich cest pro apoptdzu,

tvorbu TNF alfa, ale i pro ukladani kolagenu do myokardu *®,
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1.6 Nekonven¢ni moZnosti 1é¢by kmenovymi buiikami po infarktu myokardu

I pfes vyse uvedené postupy u nemocnych s velkym infarktem myokardu (ztrata kolem
25-40% CM) nejsme schopni zabranit progresi onemocnéni do chronického srde¢niho selhani
(CHSS) se vsemi jeho disledky pro kvalitu Zivota a progndézu nemocnych. Prozatim zadna
konven¢ni medikament6zni 1écba nebo klinicky pouzivand procedura neumoziuje nahradit
nekroticky ¢i fibroticky zménény myokard kontraktilni tkani. Nadéji do této oblasti vnesly v
poslednim desetileti prvni experimentalni a klinické prace zabyvajici se aplikaci kmenovych
bunék (KB) do myokardu. Zajem o vyuziti KB v kardiologii vyvolaly experimentalni studie
americkych autort Orlice a spol. (prvni publikované v asopise Nature v roce 2001 > °8),
které prokazaly na mysich modelech regeneraci postischemicky poskozeného myokardu po
intrakorondrni aplikaci KB o 53%. Toto zji$téni ptedstavovalo pfevratnou zménu V néhledu
na moznosti ovlivnéni poinfarktové remodelace LK. Nasledovalo mnozstvi dalSich
experimentalnich praci, které prokazovaly alesponl CasteCnou moznost regenerace ischemii
poskozeného myokardu s vyuzitim riiznych typti KB 988 \/elmi Casné se objevily 1 prvni
malé, nerandomizované klinické prace, které pozorovani Orlice a spol. ¢astecné, ale ne zcela

°7.88 " Jiz v po&atcich viak byla v oblasti implantace KB do myokardu

presveédcive potvrdily
fada nejasnosti a obav. Limitujici byl pfedevsim strach z dlouhodobych nezadoucich G¢inkt
1écby. Jistd skepse také souvisi s nedostatecnou znalosti vSech patofyziologickych dé&jt
reparace a remodelace LK a s nejasnym mechanismem pisobeni KB. Vysledky prvnich
klinickych studii byly také castecné kontroversni. Lze to demonstrovat jiz na vysledcich
prvnich pilotnich studii. V  préaci publikované Avilésem a spol. ®, ve které byly péti
pacientim intrakoronarn¢ aplikovany BMSCs 10-15 dni po AIM, bylo popsano signifikantni

zlepSeni kontraktility a systolické funkce LK o

Oproti tomu v prakticky soucasné
publikované studii Stamma a spol. ™ na Sesti pacientech, kterym byly KB aplikovany

injekéné do myokardu, nebyla efektivita potvrzena. Jednalo se o studie s rozdilnym designem,
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ve kterych byly buiiky aplikovany rozdilnym zpisobem (intrakoronarné vs. perioperacné) a

bylo pouzito i rozdilné mnozstvi a typ KB.

1.7 Kmenové buiiky

Kmenové buiky jsou nediferencované progenitorové builky s vysokou mitotickou a
proliferadni aktivitou 2. Maji schopnost sebeobnovy, klonogenicity a multipotence > ",
Jednotlivé KB jsou charakterizované svymi povrchovymi antigeny - markery urcujicimi

schopnost kumulace a diferenciace ® ™. Predstavuji heterogenni skupinu pluripotentnich,

multipotentnich a unipotentnich bunék 76, obr. 6.

Obr. 6.: Typy kmenovych bunek — rozdeleni dle potence pluripotentni, multipotentni a

unipotentni bunky (KB — kmenové buriky).

Multipotentni
kmenové butiky

@ &

Pluripotentni
Kmenové buiky

Unipotentni KB
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\ A Multipotentni w.
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Specifické tkanove
bunky
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1.7.1 Rozdéleni a typy kmenovych bunék

Vzhledem k velkému mnozstvi riznych typt bunék a s ohledem na mnoznost jejich
separace je kli¢ovym momentem vybér typu implantovanych bungk °. Nejjednodusi a

nejpiehlednéjsi je déleni podle zdroje KB, thl. 2.

Tbl. 2.: Rozdéleni a typy kmenovych bunéek (KB).

Rozdéleni a typy kmenovych bunék

1. dospélé kmenové buiiky A. skeletalni myoblasty — ziskavaji se biopsii kosterniho svalstva
B. buiiky kostni diené - tvoti 20% bunééného obsahu kostni diené
- mezenchymalni buniky
- multipotentni progenitorové bunky
- hematopoetické kmenové buriky
- endotelialni progenitorové bunky

- monoklonalni burnky kostni dfené
2. embryonalni kmenové buiiky, fetalni a
neonatalni KB
3. ostatni typy bunék organismu (potencionalni
zdroj KB) naivni kardiomyocyty (cardiac stem cells), adipocyty

1.7.1.1 Dospélé kmenové bunky: Nachazi se v zanedbatelném mnozZstvi v tkanich a

organech dospélého organismu. Maji plné vyjaddienou schopnost déleni a

diferenciace.

Skeletalni myoblasty (SM), antigenni pozitivita CD56+: V klidovém neaktivnim
stavu se vyskytuji na spodni membrané kosterniho svalstva. Jsou snadno dostupné
(ziskavaji se biopsii kosterniho svalstva). Experimentaln¢ je potvrzena jejich vysoka
afinita k zjizvené tkani a schopnost potenciace myokardialni regenerace. Jejich
pfinos je popsan piedevSim ve vazb€ na regulaci rozsahu poinfarktové jizvy a

77-81

inhibice remodelace Jsou odolné vuéi hypoxii. Zachovavaji si po implantaci

svoji funkéni izolovanost od myokardu a tedy nejsou schopné vytvaiet plné
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vyvinutou syncitialni kontraktilitu &ili synchronni odpovéd na elektricky stimulus
(pravdépodobné na podkladé deficitu adherentnich vazebnych proteini - konexinu

43, N-cathedrinu ®%). Vysledkem je riziko arytmogenniho potencialu.

Mezenchymalni kmenové bunky (MSCs), antigenni pozitivita - CD44+, CD34-,
CD45- : V kostni dieni tvoii 0,01-0,001% buné¢k. Jsou snadno dostupné (extrakce
z punktatu, nasledovana separaci a kokultivaci s rastovymi faktory ¢i 5-
azacytidynem 34, popt. pfimo kokultivaci s CM ®). MSCs maji vysokou afinitou k
infarktové zoné, fyziologicky se v malé mife podileji na myokardidlni reparaci
(spontanné in vivo vSak prakticky nevyznamny, az zanedbatelny). MSCs maji
obdobnou strukturu jako CM (sarkomery, jaderna struktura s expresi transkrip¢nich
faktorti ®°). Nejsou schopné vytvaret plng vyvinutou syncitilni kontraktilitu (netvoii
connexin 43) ¥, Experimentalns je presto potvrzena schopnost zlepseni funkce LK.
Nevedou ke stimulaci angiogenezy, mohou vsak potencovat vznik buné¢né fuze na

okraji loziska se zmensenim infarktového loziska 88,89,

Monoklonalni buiiky kostni diené (BMNCS), antigenni pozitivita CD 45 +,
CD34+, CD14+: Jsou snadno dostupné (trepanobiopsie kostni dfen¢). Potencuji
predevsim neoangiogenezu, podileji se na aktivaci vlastnich reparac¢nich procest v
myokardu, regulaci apoptézy a ovlivnuji i fibroblasty a jejich fibroprodukci. Maji
schopnost klonality. Experimentalné se prokazala i jejich schopnost diferenciace
v buniky se strukturou specifickou pro CM (alfa-aktinin, specificky myosin, Tnl) .
%. 91 "B fektivita kardioprotektivni a angiogenni schopnosti neni prozatim dostatec¢né

potvrzena klinickymi daty, nicméné probiha fada experimentalnich, ale 1 klinickych

praci které se touto problematikou zabyvaji %,
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1.7.1.2

Multipotentni progenitorové buiiky dospélych jedinci (MAPCs): Dosud nebyl
definovany specificky identifikacni marker potvrzujici existenci MAPCs. Je otazkou,
zda se nejednd pouze o urcité vyvojové stadium bungk jinych. Maji vysokou aktivitu
telomerdzy a také velmi vysoké pozadavky na kultivaci (velké objemy média pro
udrzeni viability bunck; specidlni ristové faktory — VEGF, fibronectin; nizka
koncentrace bun¢k v misce). In vitro dévaji vznik mnohym typim bunék, nemaji

teratogenni efekt %> %,

Endotelidlni progenitorové buniky (EPCs), antigenni pozitivita CD34+:
Fyziologicky jsou vyplavovany z kostni diené (KD) do periferni krve a odtud do
poskozené tkané kde slouzi pravdépodobné jako zdroj ztracenych ¢i opotfebovanych
bunék. Podileji se na reparaci a ochrané endotelu, zabranuji rozvoji endotelialni
dysfunkce a snizuji progresi aterosklerdzy % Jejich pocet inverzn¢ koreluje
S Framinghamskym skore kardiovaskularniho rizika % Vlastni produkce, migrace a
integrace je stimulovand ristovym G-CSF. K ziskdani EPCs je nutné dosihnout
potenciace vyplaveni ve vétsi koncentraci z KD, ¢ehoz lze dosdhnout podanim
filgrastimu (hematopoeticky rustovy faktor, stimulujici granulocytové kolonie,
reguluje tvorbu a uvoliiovani funkénich neutrofild z KD). Pfi intravendznim (i.v.)
nebo subkutannim (S.c.) podani existuje pozitivni linearni korelace mezi davkou a
sérovou koncentraci filgrastimu a mnoZstvi izolovatelnych kmenovych bunék
z periferni krve s naslednou moznosti expanze ex vivo 999 Toho se vyuziva jiz

fadu let u hematoonkologickych malignit.

Embryondlni kmenové buitkky (ESCs):  Pluripotentni, stabilni bunky, které jsou

V podstaté totozné s oplozenym vajickem. Zdrojem je embryo ve stadiu blastocysty

& moruly popf. je lze zachytit v malém mnoZstvi i z pupetnikové krve %, ESCs
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1.7.1.3

1.71.4

jsou buiiky s dobrou diferenciaéni plasticitou do CM 1%, Jsou idealni pro svou
schopnost vytvofit plné¢ funkéni kardiomyocyt, vcetné jednotlivych spojeni
(sarkomerické struktury, formace a intrakalarni disky, desmosomy a gap junction).

Jsou schopny experimentalné vytvofit plné funkéni syncitium s propagaci akéniho

104

potencidlu . ESCs experimentdln¢ jsou schopné potenciace funkce LK se

znamkami zlepSeni kontraktility '° ', z

etickych divodu zatim nebyla povolena
zadna klinicka studie s ESC u ¢lovéka. Neni vyjasnéna ani otazka jejich potencialni
teratogenity. I pfes tyto limitace se jedna o velmi nadéjné buiky s velkou

perspektivou v budoucnu 1%,

Fetdlni a neonatalni kardiomyocyty: Pluripotentni buiiky s dobrou schopnosti se

integrovat do myokardu %

a vytvafet vhodna intercelularni spojeni s vlastni
myokardialni tkani . Zdrojem je fetalni a neonatalni srdce. Je u nich popsana
vysoka imunogenicita s nutnosti imunosupresivni terapie po aplikaci. Problematické

jsou malé dé&lici schopnosti vimplantované tkéani, Zzivotnost a signifikatni

mezidruhové a etnické rozdily "

Cardiac stem cells (CSCs), antigenni pozitivita Sca-1***, CD 31+M2, Isl-1'**, Flk1+:

Jedna se o0 malé naivni buiiky s experimentalné prokdzanou schopnosti sebeobnovy,
klonality, multipotence, intramyokardialni integrace, myokardialni regenerace a
regenerace endotelidlnich bun€k 1448 prozatim nejsou dostupna dostate¢nd data o
kinetice proliferace a diferenciace CSCs. Nejsou dostate¢né prozkoumany nezadouci
Géinky. V poslednich letech je do CSCs vkladana velka nad&je "°. V klinické praxi

zatim nebyly pouzity vzhledem k problémiim s odbérem a expanzi.
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1.8 Rozdéleni kmenovych bunék dle mozZnosti jejich vyuziti:

Pro experimentdlni a klinické vyuziti je spiSe vhodné rozdéleni vychézejici z jejich
dostupnosti, afinit¢ k myokardu a endotelu cév a schopnosti mitotického déleni. Vychazi z
fyziologickych a patofyziologickych d&ji poskozeni myokardu, ztraty specifického typu

elementd a nutnosti jejich nahrady *° ", obr. 7.

Obr. 7.: Hypotéza vybéru kmenovych bunék vzhledem k jejich diferenciacni schopnosti.
Upraveno dle Taylora a spol. "8 Vysvetlivky: BUNCs — mononukledrni buriky kostni

drene, EPCs — endotelidlni progenitorové burnky kostni diené.

Akutni infarkt myokardu

Angiogeneze
BMSCs, EPCs,

|:> Zniéeni myokardu slnekrozou a zanikem
kontraktilnich kardiomyocytd

Apoptoza v periinfarktové zéné

Zanétliva celulizace

Remodelace levé komory, prim. kompenzace

|

Myogeneze Progrese fibrotizace

(kontraktilni bufiky) l
Mesenchymalni bufiky Remodelace komory, dekompenzace

Skeletalni myoblasty
Progrese srdeé€niho selhani

V pozdni fazi pln€ rozvinutého srde¢niho selhani jsou pro zrestaurovani myokardu
vhodné bunky potencidlné schopné aktivovat kontraktilitu a myogenezu myokardu, tedy

mezenchymalni buiiky a skeletdlni myoblasty. Casné po STEMI je pro zlepSeni priibdhu
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angiogenezy a zachranu hibernovaného myokardu vyhodngjsi podéni kmenovych bunck
kostni dfeng, ke kterym jsou fazeny EPCs, BMNCs a multipotentni buiiky ® *°. Z hlediska
klinického pouziti je nejslibngjsi aplikace BMNCs. Jednd se totiz o buiiky relativné snadno
dostupné, které lze ziskat v dostatecném mnozstvi trepanobiopsii z lopaty kosti kycelni ve
smésnych populacich bunék. Z experimentalnich studii vyplyva jejich relativné dobra

120

schopnost  diferenciace vCM a endotelové bunky =, uspokojiva integrace v misté

75,121-123

poskozeného myokardu a bezpec¢nost aplikace . Potencuji jak myokardialni regeneraci

tak neoangiogenezu ° 6% 124126

1.9 Mechanismus uc¢inku kmenovych bunék

Soucasny nazor na mechanismus u¢inku KB neni zcela jednotny. Pravdépodobné se
jedna o jejich multifaktorialni ptisobeni ¥, Jedna z hypotéz regenerace myokardu pomoci
KB je zaloZena na jejich schopnosti transdiferenciace v CM a integraci do myokardu ®" 2.
Tento mechanismus vsak t.¢. dle experimentalnich piedpokladd neni stéZejni. Podle
publikovanych praci, v myokardu zlstavda za 20 hodin od aplikace pouze cca.1-2%
intrakoronarné (i.c.) podanych bun&k ¥, coz bylo prokazano i ve studii provedené v Ceské

republice %

Druhou moznosti plsobeni KB je parakrinni intercelularni stimulace
regenerace myokardu chemokiny, které jsou produkované jak vlastnimi bunikami myokardu
tak jejich uvolnénim podanymi KB. Experimentaln¢ byl potvrzen regula¢ni efekt nékterych
cytokinl: vaskularniho endotelidlniho rastového faktoru (vascular endothelial growth factor -
VEGF), rastového faktoru hepatocytd (hepatocyte growth factor - HGF) a faktoru

stimulujiciho kolonie G-CSF u STEMI **. Dalsim moznym mechanismem je zabranéni

apoptotickému zaniku CM v periinfarktové zoné a tim zpomaleni remodelace LK, obr. 8.
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Obr. 8.: Pravdépodobné mechanismy piisobeni kmenovych bunék na zlepseni funkce levé

komory (LK).

Zmenéem’ expanze infarktu
Zvysena
tvorba

Angiogeneze Parakrlnnl efekt
: kolagenu

Zachrana X ! ; h
myokardu Faze bunék 4— BUNEGNA |
TERAPIE

Proliferace
endogennich CM a
aktivace vlastnich

rezidualnich KB.

Regenerace
‘ ‘ myokardu

Regenerace
myocytl

Snizeni
apoptézy

Zabranéni remodelace LK

1.10 Mnozstvi aplikovanych bunék

Neni presné¢ definované, jaky pocet aplikovanych KB je pro ovlivnéni funkce LK
»idealni“. V publikovanych klinickych studiich se pocty aplikovanych bun¢k pohybuji v fadu
od 10 ® do 10 ° (76121131138 '\/ q4be zahdjeni studie nebyly o zavislosti klinické efektivity na

mnozstvi podanych bun€k zadné informace.

1.11 Vybér metody aplikace kmenovych bunék

Zpisob jakym jsou KB do myokardu implantovany muze hrat dilezitou roli z hlediska
jejich integrace a ovlivnéni myokardialni regenerace. Byla vyzkouSena fada riznych metod

aplikace, obr. 9.
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Obr. 9.: Souhrn metod aplikace kmenovych bunék, popis blize viz text vyse.

Piima injekce katetrizacéni
transendokardialni
technikou

Pfima intramyokardialni
aplikace

Anterolateralni infarkt
myokardu

1.11.1 Intrakorondrni aplikace: KB se aplikuji katetrizaéni metodou s vyuzitim balénkového

katetru typu ,,over the wire“, ktery je zaveden standardni technikou do koronarni
tepny, kde na ptrechodnou dobu tepnu uzavird. Luminem baléonku jsou poté KB
aplikovany za misto uzavéru tepny (obr. 10). Tato metoda byla pouZita pro svoji
relativni jednoduchost a minimalni invazivitu ve velkém mnozstvi experimentalnich i

klinickych studii "'

Obr. 10.: Intrakoronarni implantace kmenovych bunék do r. interventrikularis anterior (RIA)

’ 3 kg k°r°"é’”}t“ metodou “ over the wire PCI“
katetrem sbalonkem o priméru
3,5mm. Aplikace 5 ml bunécného

2 min. okluze

koncentratu behem 2 minutové okluze

tepny.
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1.11.2 Piima intramyokardialni aplikace chirurgickou cestou: Tohoto postupu se vyuziva pii

kardiochirurgickych ~ vykonech, u nemocnych indikovanych k chirurgické

revaskularizaci myokardu — bypasové operaci > "% 77 80, 134-139

. Vyhodou je moznost
cilené¢ piimé aplikace do ischemicky postizeného myokardu. Mezi nevyhody patii
nizké mnozstvi aplikovanych buné€k, potencionalni arytmogenicita a vlastni invazivita

. C 86
chirurgické intervence .

1.11.3 Pfima injekce Kkatetrizacni transendokardidlni  technikou: Jednd se o

139

transendomyokardidlni injekci KB z dutiny LK = s pouzitim tzv. NOGA techniky,

ktera zarovenn umoznuje elektromechanické mapovani infarktového loziska. KB jsou
: . . —_ . . o 140, 141
implantovany do ischemickych oblasti myokardu pomoci specialniho katetru .
Nevyhodou je finan¢ni nakladnost a nutnost specializovaného technického zazemi.

Probiha nékolik studii vyuzivajicich tento zptisob aplikace, vysledky zatim nejsou

k dispozici.

1.12 Nacasovani podani KB po STEMI

V dob¢é vzniku na$i prace zadna presvédCiva data z vétSich klinickych studii

ohledné doby implantace nebyly publikovang.
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1.13 Racionale studie v dobé jejiho zahajeni

Jak jiz bylo vySe uvedeno ve shrnuti Ize fici, Ze vétS§ina nemocnych s infarktem myokardu
piichazi k 16¢bé pozdé v dobé, kdy moznost efektivni zachrany myokardu reperfuzni terapii je jiz
mald. U nékterych nemocnych navic ani relativné rychlé otevieni infarktové tepny nemusi vést
k zachrané ischemického myokardu pro moznost postizeni perfuze na urovni mikrocirkulace a
Casnému ¢i pozdnimu reperfuznimu poskozeni postizenych bun¢k. U ¢asti pacientd tak AIM
vede 1 dnes ke ztraté znacného mnozstvi kontraktilniho myokardu a vyznamnému postizeni
funkce LK srde¢ni. To vede casto k dlouhodobému procesu patologické remodelace, ktery
postihuje zbyly myokard, k expanzi akinetické zony komory, zméné jeji geometrie, progresivni
dilataci dutiny a postupnému poklesu jeji systolické funkce nad ramec akutniho poskozeni pii
vlastnim infarktu. Finalnim dusledkem je rozvoj CHSS, invalidizujiciho onemocnéni s vysokou
morbiditou a mortalitou. Prozatim Zadna konvenéni 1é¢ba nebo klinicky pouzivana procedura
neumoznuje nahradit nekroticky myokard nebo jiz zformovanou jizvu funkéni kontraktilni tkani.
Z vyse uvedenych diivodi je proto vysoce teoreticky atraktivni koncept moznosti regenerace jiz
odumfelé myokardialni tkané piimo v infarktovém lozisku s ndhradou zaniklych kontraktilnich
elementil i cévniho zdsobeni novymi funkénimi bunkami. Zda se, Ze uvolnéni nékterych KB
S jejich naslednym zachycenim v infarktové zon€ je normalni odpovédi na AIM u savcl. Stupen
regenerace myokardu, spojeny s timto procesem (jak jiz bylo vyse uvedeno), je ale bohuzel za
pfirozenych podminek zanedbatelny. Tyto skutecnosti vSak tvoii teoretickou bazi pro soucasné
pokusy o bunécnou terapii akutnich i chronickych forem ischemické choroby srde¢ni. Cilem je
zvysit v myokardu pocet KB, schopnych diferenciace v infarktovém lozisku natolik, aby byl
nastartovan v klinicky vyznamném meéfitku proces novotvorby kontraktilnich a cévnich struktur
(regenerace myokardu), nebo aby bylo alespon zabranéno pokracujici apoptdéze bunéénych
elementtl s perspektivou dlouhodobého zlepSeni ¢i stabilizace celkové funkce LK a tim i zlepSeni

prognozy a klinického stavu nemocnych. Jednou z moznosti ziskani dostatecného mnozstvi KB
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je odbér krve z kostni dien€ s naslednou jejich izolaci nebo izolace bunék z periferni krve s jejich
naslednou expanzi ex vivo. Takto ziskané KB je pak mozno vpravit pfimo do infarktové zony
katetrizaéni technikou pfes infarktovou tepnu. Cetné experimentalni prace na zvifatech
prokézaly schopnost téchto bunék zachytit se v infarktové zon€, zvysit zde neovaskulogenezu,
Gasteénd se diferencovat v buitky podobné CM a zlepsit vyznamng srde¢ni funkei . Zavéry
experimentalnich studii vedly k prvnim pokusim o klinickou aplikaci u nemocnych
s ischemickou chorobou srde¢ni. Vysledky prvnich malych a nerandomizovanych studii
s intrakoronarni aplikaci kmenovych bungk po AIM ° ™ které byly publikovany v dobd
zahdjeni projektu, byly nadéjné. U casti nemocnych doslo ke zlepSeni celkové funkce levé
komory, zlepSeni parametrii jeji remodelace, viability v infarktovém lozisku a zmenseni
perfuzniho defektu. Nicméné tyto studie byly provedeny na pacientech s relativné dobrou
celkovou funkci LK, sriznymi Casovymi intervaly reperfuzni terapie a jako srovndvaci byly
pouzity historické skupiny pacientii. Z téchto poznatkti vychazel navrh nasi klinické studie,
ovétujici ucinnost a bezpecnost i.C. podani mononuklearnich dienovych bunék v 1é€bé komorové
dysfunkce u pacientli po rozsahlém AIM s pozdni reperfuzi. Jedna se o skupinu nemocnych, u

niZ dochazi k vyznamné ztraté kontraktilnich elementli se vSemi z toho vyplyvajicimi dusledky,

u nichZ by ptipadny pozitivni efekt bunécné 1écby mél nejvetsi vyznam.
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2 Cile prace

Cilem prace bylo ovétit prvni data o bezpecnosti a klinické t€innosti intrakoronarniho

podani autolognich dieniovych mononukledrnich bun€k u pacientl po prodélaném rozsahlém

prednim infarktu myokardu s ST elevacemi s naslednou tézkou dysfunkci levé komory.

Specificky jsme si kladli nasledujici cile:

1.

Ovétit kratkodobou a dlouhodobou bezpecnost intrakoronarni aplikace BMNCs
(zhodnoceni vyskytu komplikaci u skupiny s implantovanymi KB ve srovnani s
kontrolni skupinou).

Sledovat kratkodoby a dlouhodoby efekt bunécné 1€cby na systolickou funkci LK ve
srovnani s kontrolni skupinou.

Zhodnotit efekt bunééné terapie na vyslednou velikost infarktového loziska pomoci
perfuzni scintigrafie myokardu (SPECT).

Sledovat zda implantace BMNCs ovlivni poinfarktovou remodelaci levé komory.
Ptispét k ur¢eni optimalniho casového intervalu k provedeni bunécné terapie po
STEMIL.

Zhodnotit klinickou u¢innost 1é¢by poinfarktové poskozeného myokardu z hlediska

nasledné kvality Zivota.
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2.1 Pracovni hypotéza

1. Intrakorondrni aplikace BMNCs je bezpecna a nepovede ke zvySeni poctu
nezadoucich udalosti ani ke zvySeni poctu malignich arytmii. Naopak diky ovlivnéni
zmén a funkce komory povede ke snizeni poctu rehospitalizaci pro srde¢ni selhani.

2. Intrakoronarni aplikace BMNCs ¢asné po akutnim infarktu myokardu povede u
nemocnych s tézkou poruchou systolické¢ funkce levé komory k jejimu zlepSeni
(zvyseni LVEF).

3. Aplikace BMNCs povede k zamezeni progrese nezddouci poinfarktové remodelace
levé komory a diastolické dysfunkce (zmenseni progrese velikosti LVEDV a LVESV).

4. Aplikace kmenovych bun¢k povede ke zmenSeni velikosti infarktového loziska (dle
SPECTu myokardu).

5. Dle teoretickych ptedpokladi a vysledkt dosavadnich studii by pravdépodobné nemél
byt rozdil v G€innosti metody pfi pouziti v casném infarktovém obdobi ve srovnani

S delSim ¢asovym odstupem.
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2.2 Cilové ukazatele

1. Primarni:
a. Kombinovany klinicky ukazatel bezpe¢nosti aplikace BMSCs (Gmrti,
reinfarkt, hospitalizace pro srdecni selhani, vyskyt malignich arytmii) za 4
mesice po implantaci (u skupiny s implantovanymi KB ve srovnani s
kontrolni skupinou).
b. Zména ejekéni frakce levé komory za 4 mésice po implantaci hodnocena

echokardiograficky.

2. Sekundérni:

a. Kombinovany klinicky ukazatel bezpecnosti aplikace BMSCs (amrti,
reinfarkt, hospitalizace pro srde¢ni selhani, vyskyt malignich arytmii) za 24
mésict po implantaci.

b. Zména ejekéni frakce levé komory za 24 mésici po implantaci hodnocena
echokardiograficky.

C. Zména enddiastolického a endsystolického objemu levé komory (LVEDV a
LVESV).

d. Zména segmentarni funkce LK za 4 mésice, hodnocena echokardiograficky.

e. Dlouhodoby vliv na diastolickou funkci levé komory, hodnocena
echokardiograficky.

f.  Hodnoceni zmény velikosti jednotlivych srde¢nich oddila.

0. Zména velikosti infarktového loziska dle scintigrafického vySetieni
myokardu - SPECTu.

h. Sledovani dlouhodobé klinické u¢innosti 1éCby a objektivizovat je pomoci

dotazniku kvality Zivota.
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3 Metodika

3.1 Druh studie

Faze I/Il - randomizovana, multicentricka studie

Zuc¢astnéna pracoviste:
- II. interni klinika kardiologie a angiologie, VSeobecna fakultni nemocnice, U
nemocnice 2, Praha 2

- Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady, Srobarova 50, Praha 10

3.2 Soubor pacienti

V obdobi od ledna 2004 do kvétna 2006 jsme randomizovali do studie celkem 27
pacienti s akutnim infarktem myokardu (definovanym dle guidelines pro STEMI Y). 17

nemocnych bylo zatazeno do aktivné léené skupiny a 10 pacient do skupiny kontrolni.

3.3 Vstupni Kkriteria, shrnuti tbl. 3

Do studie byli zatazeni nemocni S prvnim akutnim infarktem myokardu s ST elevacemi
do 80 let v€ku s dobou trvani ischemie nad 6 hodin a s uzavienou infarktovou tepnou pii
vstupni angiografii, kteti byli 1éeni metodou ptimé koronarni angioplastiky s implantaci
stentu a kteti spliovali nasledujici kriteria:
Technicky tspé$ny vykon (PCI) s dobrym angiografickym vysledkem v misté intervence a
dosazenim alesponi TIMI 2 pritoku v intervenované tepné.
Nepfitomnost dalSich zdvaznych zmén na infarktové tepné nebo ostatnich tepnach,
vyzadujicich chirurgickou intervenci v horizontu ¢tyi mésicu.
Pritomnost dysfunkce LK (LVEF do 50%) s poruchou kinetiky v povodi infarktové tepny

pfi vstupnim echokardiografickém vysetfeni (24-48 hod po primarni intervenci).
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Souhlas se zafazenim do studie, odbérem drenové krve, implantaci KB do infarktové tepny a

s provedenim kontrolni angiografie za 4 mésice po vykonu.

3.4 Vyrazujici Kriteria

Kardiogenni Sok nebo hemodynamicka nestabilita pacienta v obdobi po provedené piimé
angioplastice.

Krvacivé komplikace po vykonu, vyzadujici krevni transfuzi nebo chirurgické feSeni.
Zavazné postizeni dalSich véncitych tepen, vyzadujici chirurgické feSeni.

Porucha kinetiky LK v jiném neZ infarktovém povodi pii vstupnim echokardiografickém
vySetieni (24-48 hod po AIM).

Soucasna renalni ¢i hepatalni dysfunkce nebo pfitomnost jinych zavaznych onemocnéni,
limitujicich progndézu nemocného.

Historie leukopenie, trombocytopenie ¢i jiného vyznamného hematologického onemocnéni,

popf. cytostaticka 1é¢ba v minulosti.

Tbl. 3.: Vstupni a vylucovaci kriteria zarazeni do studie (shrnuti zakladnich bodit).

Vstupni kritéria: Vylucovaci kritéria

1. Veék < 80 let, prvni STEMI predni stény. 1) Piedchozi STEMI nebo porucha regionalni
kinetiky v jiném povodi.

2. Primarni PCI s implantaci stentu.

3. Reperfuze 4-24 hod po zacatku symptomil. 2) Té&zka koronarni nemoc vyZzadujici chirurgické
feSeni nebo difuzni postiZeni, nefesitelné
intervenéné.

4. Prutok na zacatku intervence TIMI 0-1.

5. Prutok na konci intervence TIMI 2-3. 3) Hemodynamicka nestabilita znemoziiujici
odbér drenové krve.

6. LVEF < 50% echokardiograficky

hodnoceno 24-48 hodin po intervenci. 4) Zavazné renalni nebo hepatalni postizeni.

LVEF — ejekcni frakce levé komory, STEMI — akutni infarkt myokardu s ST elevacemi, TIMI — timi frame count,

PCI — perkutanni korondrni intervence
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Zamérem pii stanoveni vstupnich a vyluCovacich kriterii bylo ziskani homogenniho
souboru nemocnych z hlediska lokalizace infarktu, doby jeho trvani a zavaznych postizeni
LK, které by umoznilo validni srovnani pii relativné malém poctu probandu. Studie byla
schvalena etickymi komisemi zOcCastnénych pracovist. VSichni pacienti podepsali

informovany souhlas.

3.5 Randomizace

Pacienti, spliujici kriteria pro zafazeni do studie byli randomizovani v poméru 2:1 do
aktivni skupiny, lé¢ené intrakoronarni aplikaci autolognich dieniovych bunék nebo do
skupiny kontrolni (metoda uzavienych obalek). Aktivni skupina nemocnych byla dale
randomizovanym zpusobem rozd€lena na ¢asnou a pozdni skupinu, u nichZz byl proveden
odbér drenové krve se separaci mononuklearnich elementi niZze popsanym zplsobem — U

Casné terapeutické skupiny 3-5 den po intervenci, u pozdni skupiny 7-11 den po intervenci.

3.6 Design studie a na¢asovani implantace kmenovych bunék, (shrnuti viz obr. 11)

Vsichni randomizovani pacienti byli 1é¢eni dle platnych doporuceni pro STEMI (kys.
acetylsalicylova /Anopyrin 100mg ®/, klopidogrel /Plavix 75mg ®/, betablokator, statin a
ACEi s terapii diuretiky dle potieby a aktudlniho klinického stavu (furosemid,
spironolakton).

- Vramci vstupniho vySetfeni byla provedena kompletni anamnéza se zacilenim na
rizikove faktory aterosklerozy.

- Kompletni laboratorni nabéry byly provedeny opakované, zahrnovaly kardiomarkery 3x
v odstupu 8 hodin po STEMI (CK, CK-MB, Tnl), biochemické nabéry dle standardi
kliniky, krevni obraz a koagulace.

- EKG vysetfeni bylo provedeno vstupné, dale 24 hodin po randomizaci, za 1, 2, 4, 12 a 24

mésicl. VySetfeni bylo zaméfeno na ST tsek, q kmit a vyskyt extrasystolie.
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Holterovské 24 hodinova EKG monitorace byla provedena pii dimisi, za 1 a 4 mésice se
zacilenim na hodnoceni poctu extrasystol a arytmii s otdzkou hodnoceni stability rytmu.
Echokardiografické vysetieni bylo provedeno poprvé 24-48 hodin po intervenci pied
randomizaci a nasledn¢ pii dimisi ze vstupni hospitalizace. Toto vySetieni slouzilo
nasledné jako referen¢ni nalez. Seriové kontrolni echokardiograficka vysetfeni byla dale
provedena za 4, 12 a 24 mésici od zafazeni pacienta se zaméfenim na sledovani
systolické a diastolické funkce LK a hodnoceni zmén v ramci poinfarktové remodelace.
SPECT myokardu byl proveden pfi dimisi nemocného z hospitalizace a za 4 mésice se
zaméfenim na velikost infarktového loziska a hodnoceni viability myokardu ve
sledovanych segmentech.

Za 4 meésice od randomizace byla provedena kontrolni hospitalizace. Nemocni
podstoupili opét katetrizaéni vySetfeni véncitych tepen Scilem 0 hodnoceni instent
restendzy a nove vzniklych stenoz.

Provedeny byly i kompletni laboratorni odbéry vcetné¢ kardiomarkerti a hodnoceni
objektivniho klinického nélezu.

Ostatni sledovani byla provedena ambulantné s kontrolou klinického stavu za 1, 2, 12 a
24 mésict od vykonu.

U vSech zatazenych nemocnych bylo na konci studie (24 mésici od randomizace)
provedeno vystupni echokardiografické vysetieni, klinicka kontrola, kontrola laboratofe a

nemocni vyplnili dotaznik kvality Zivota (standardizovany dotaznik SF-36).
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Obr. 11.: Struktura studie.

Predni akutni infarkt myokardu >4hod.
Akutni PCl+stent ..TIMI 2-3
N=27

Echo LVEF< 50%

- M

Implantace BMNCs (n=17) stanﬁ::'d':i’":;:::?:=1 0)

Dimise — Echo, SPECT myokardu, EKG holter
1, 2 mésicni kontrola (klinicka kontrola)

4 mésicni kontrola
Hospitalizace
{(Echo, SPECT myokardu, EKG holter, kontrolni katetrizace)

12 mésicni kontrola (klinicka kontrola, echo)

24 meésicni kontrola (klinicka kontrola. echo. SF-36)

Echo — echokardiografické vysetieni, BMNCS —mononukledrni buiiky kostni diené, LVEF — ejekcnt frakce levé

komory, SPECT - scintigrafické vySetieni myokardu, EKG holter — 24 hodinova holterovskd monitorace EKG
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3.7 Odbér, zpracovani kmenovych bunék

U stabilnich pacienti v aktivné 1écené skupin€ byl proveden odbér kostni diené ze
zadni horni hrany lopaty kycelni kosti (spina iliaca posterior superior). Vykon byl proveden
na opera¢nim sale (II. Chirurgicka klinika — Kardiochirurgie VFN) v poloze na biise, (obr.
12). Probihal v kombinované analgosedaci a lokalni anestezii. Analgosedace byla provedena
zpusobem béznym u jinych invazivnich vykona (odbér kostni diené pro diagnostické ucely)
kvalifikovanym anesteziologem. K tivodu do analgosedace byl pouzit ultrakratce pasobici
opiat Alfentanyl (Rapifen ®) v davce 1-4 ml v zavislosti na vaze a véku pacienta (I ml
obsahuje 0.544 mg ucinné latky). Nasledné byl pacientim poddn Midazolam (Dormicum ®)
v davce 1-5 mg dle vahy a reakce pacienta. Po celou dobu pribéhu analgosedace byli
pacienti kontinualné¢ monitorovani (puls, tlak, dechova frekvence, saturace kysliku a tvar
EKG kiivky). Pusobeni Alfentanylu netrva déle nez 5 minut a jeho u¢inek je mozno zrusit
silngj§im algickym podnétem ¢i bé&Znymi opiatovymi antagonisty. Anesteziolog byl
k dispozici po celou dobu vykonu. Odbér dfenové krve byl provadén kvalifikovanym
hematologem se zkuSenostmi s odbérem kostni krve k ucelim transplantace krvetvornych
bunék. Uginek analgosedace byl posilen lokalni anestezii 20 ml 1% Mezokainu. UZity byly
atestované jednordzové jehly Somatex (sila 2,5 mm, délka 110 mm) s postrannimi otvory.
Jehla byla pied pouzitim proplachnuta heparinem. Za aseptickych podminek bylo 1-2
koznimi vpichy provedeno 10-15 kostnich vpichu ve 4 hloubkovych etazich po 1 cm, vzdy
se odebralo nejvySe 2 ml drenové krve do jednordzové injekéni stiikacky s 0,1 ml sterilniho
heparinového roztoku 1:50. Délka celého vykonu i s tvodem do analgosedace neptesahovala
15-20 minut. Pfipadnéd lokalni bolestivost po vykonu byla tlumena béZnymi analgetiky.
Odebrané porce se shromazd’'ovaly v odbérovém setu Bone Marrow Collection Kit with Pre-
Filter and Inline Filters (Baxter R4R2107). Pti zachovani odbérovych objemi jednotlivych

porci (1 ml roztoku + 2 ml kostni krve) bylo dostatecné mnozstvi jadernych elementi v 50 -
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70 ml kostni krve. Sbérny vak na konci setu R4R2107 se po skonceni odbéru uzaviel a cela
soustava se pii pokojové teploté v transportnim kontejneru dopravila k dalS$imu zpracovani

do hematologické laboratofe (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha).

Obr. 12.: Odbér kostni diené na kardiochirurgickém sdle v poloze na brise ze spina iliaca
posterior superior opakovanymi vpichy kostni diené s naslednym injikovanim do sbérného

vaku.
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3.8 Zpracovani kostni krve a priprava suspense jadernych bunék

V hematologické laboratoii se k celkovému objemu nesrazlivé kostni krve ve vaku s
ptisluSnym portem piidal Gelofusin (B.Braun, Melsungen AG) v objemu 25% celkového
objemu kostni krve. Manipulace i nasledna sedimentace erytrocyti probihala v laminarnim
boxu Biohazard. Po sedimentaci erytromasy v priabéhu nékolika desitek minut se supernatant
bohaty na jaderné buiiky prevedl pomoci plasmaextraktoru do transferového vaku o objemu
do 600 ml. Pies Sampling site coupler EMC1401 (Baxter) se steriln¢ odebral vzorek na
zjisténi poctu jadernych bunck a centrifugaci s néaslednou upravou objemu pomoci
plasmaextraktoru se adjustovala koncentrace jadernych bunék na cilovy objem. Pro
odstranéni kontaminujicich erytrocytii byla pouzita standardni gradientova centrifugace na
HISTOPAQUE-1077 (Sigma) s naslednym trojim promytim a zavé€reénym pievedenim do
autologni plazmy za soucasné adjustace na cilovou koncentraci jadernych bun¢k. Provedl se
také odbér vzorku na kontrolu sterility a fenotypizaci jadernych bunék pritokovou cytometrii
s monoklonalnimi protilatkami (anti CD 45, CD 3, CD 16, CD 19, CD 34 a CD 133). Cilova
koncentrace jadernych bunék v roztoku byla cca 10° v 1 ml. Soustedili jsme se piedeviim
na hodnoceni poc¢tu CD 34+ bunék a CFU-GM (Colony forming unit — granulocyte
macrophage ~ kmenova bunika, z niz se dale diferencuji granulocyty, monocyty a
makrofagy). Pro intrakoronarni aplikaci jadernych bunék byl bunéény koncentrat ponechan

V uzavieném systému transportniho vaku az do vlastni aplikace Vv katetrizacni laboratofi.
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3.9 Intrakoronarni aplikace mononuklearnich bunék kostni diené

Autologni mononuklearni buniky kostni diené (piesnéji bunéény koncentrat) byly
aplikovany nemocnym jesté téhoz dne, co byl proveden odbér kostni diené (t.j. za 3-5 dni po
STEMI u ¢asné a za 7-11 dni u pozdni terapeutické skupiny) intrakoronarn¢ (i.c.). V ramci
prevence trombotickych komplikaci byla pacientim ponechana antiagrega¢ni terapie
(Anopyrin, Plavix). Pied aplikaci bun¢k byl podan bolus heparinu v zavislosti na vaze dle
standardniho protokolu 0,02 ml Heparinu/lkg vahy pacienta. Pro moznost podrobnéjsiho
zhodnoceni rychlosti priatoku krve tepnou byla pouzita metoda hodnoceni pomoci ,,corrected
TIMI frame count a stupeni perfuze na Grovni mikrocirkulace pomoci metody ,,myocardial
blush grade. Aplikace KB byla provedena v katetriza¢ni laboratofi pod standardni RTG
kontrolou metodou intermitentni ischémie, tzv. metodou ,,over the wire PCI*“ popsanou
Strauerem a spol. %2 Do infarktové tepny byl zaveden, do mista ptfedchozi intervence
(stentu) kratky angioplasticky balonek s centralnim luminem (Maveric, Boston Scientific,

France, obr. 13).

Obr. 13.: Katetr s balénkem - Maveric, Boston Scientific, France.

Po nizkotlakém nafouknuti balénku byla do pfechodné obturované tepny béhem cca 2-3

minut aplikovana suspenze pfipravenych difefiovych bunék o objemu 2-5 ml, poté byl
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balonek vyfouknut a perfuze myokardu znovu obnovena. Cely postup byl opakovan
v intervalech 3-5 minut 3-5x do aplikace celého mnozstvi bunééného koncentratu. Celkova
doba ischemie byla 7-18 min. Po ukonceni vykonu byl pacient monitorovan na koronarni
jednotce po dobu 24 hodin. Provedeny byly sériové nabéry kardiospecifickych enzymi a

kontrolni 12 ti svodové EKG k vylouceni nové ischemické 1éze myokardu.

3.10 Elektrokardiografie a hodnoceni EKG kiivky

Standardni 12 ti svodové EKG bylo hodnoceno opakované béhem vstupni
hospitalizace (od pfijeti 3 x po 8 hodinach s naslednou kontrolou denn¢ rano, po implantaci u
aktivné 1é¢ené skupiny také po 8 hodinach, déle pti dimisi ze vstupni hospitalizace, pti kazdé
ambulantni kontrole a béhem 4 mési¢ni hospitalizace). Hodnotili jsme srdeéni frekvenci,
trvani jednotlivych usekil (PQ, QRS, QT) a dale zmény ST segmentu se zaméfenim na

ischemické projevy tj. elevace a deprese.

3.11 Ambulantni monitorovani dle Holtera

Pro informaci o vyskytu poruch srde¢niho rytmu a poctu a zavaznosti ischemickych
epizod jsme pouzili 24 hodinové ambulantni monitorovani dle Holtera. Pacienti byli takto
vySetfeni pii dimisi ze vstupni hospitalizace a za 1 a 4 mésice od randomizace. Pfistroj
zaznamenaval trvale po celou dobu vysSetfeni EKG kiivku (3 svody — II, V1, V5). Analyza
nalezu byla provedena po ukonceni monitorace nezavislym specialistou (arytmologem).
Hodnoceni bylo zaméfeno pfedev§im na Cetnost a povahu arytmii (vylouceni prognosticky
zéavaznych asymptomatickych poruch rytmu). Dale jsme hodnotili i chovani a zmény ST

useku tj. pfitomnost depresi a elevaci.
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3.12 Echokardiografické vySeti‘eni

Echokardiografické vySetfeni bylo provedeno podle standardniho vySetfovaciho
protokolu v echokardiografické laboratofi II. interni kliniky kardiologie a angiologie VFN a
v echokardiografické laboratoii III. Interni kliniky FNKV, vzdy na pfistroji Vivid 7
(Vingmed-General Electric, Horten, Norway) *. Na vysetiovéani sledovaného souboru
nemocnych (27 pacientl) se podileli nezavisli zkusSeni vySettujici. VSechny hodnoty byly
meéfeny nejméné tiikrat a primérovany. VysSetieni byla provadéna bez znalosti vysledkt
klinickych a laboratornich. Méfeni byla provadéna podle doporu¢eni Americké spole¢nosti
pro echokardiografii (ASE) ve standardnich projekcich - parasternalni kratké ose - PSAX,
dlouhé ose - PLAX, apikalni projekci — 4 dutinové (4AC), 5 dutinové (5AC), 3 a 2 dutinové
(3AC a 2AC) sondou MS3 o frekvenci 3,5 MHz '*. Jednotlivé parametry byly v fadé
ptipadd pro ptesnost indexovany na velikost télesného povrchu (BSA) podle vzorce (norma

BSA je obecné povazovan 1,73 m? pro dosp€lé):

indexace na BSA (m2)= véha (kg) 0425 vyska (cm) 0725y 71,84 x 10™

Vzhledem Kk zacileni pohledu na efektivitu aplikace BMNCs a jejich vlivu na
remodelaci LK bylo echokardiografické vySetfeni sméfovano piedev§im na hodnoceni

systolické a diastolické funkce LK a jeji kontraktilitu v jednotlivych segmentech.
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3.12.1 Rozméry levé komory

Rozméry LK byly stanovovany z parasternalni dlouhé osy ze zaznamu M-zpisobem,
kdy kurzor je vedeny kolmo na interventrikularni septum a zadni sténu LK pod trovni cipt
mitralni chlopné. M¢&feni byla provadéna na konci diastoly uréeném kmitem R na soucasné
registrovaném EKG. Metodou vedouciho echa byly méfeny tyto parametry: diastolicky
rozmér interventrikularniho septa (IVSd), diastolicky rozmér LK (LVEDD), systolicky
rozmér dutiny LK (LVESD) a rozmér zadni stény (ZsLK), obr. 14. Dilatace LK byla

ptitomna v piipadé LVEDD vztazeny na povrch téla >30mm/m2.

Obr. 14.: Ukdzka echokardiografického jednorozmeérného zaznamu (M-mode) struktur /evé
komory (LK) ziskaného v PLAX projekci (IVSd — interventrikularni septum v diastole,
LVEDD — diastolicky rozmeér levé komory, LVESD — systolicky rozmer levé komory, ZsLK —

zadni sténa).
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3.12.2 Hmotnost levé komory, relativni tlousStka stény LK

Stanoveni hmotnosti LK bylo spoc¢teno pomoci rovnice krychle a indexovéno na

BSA, pfi¢emz norma pro muze 125g/m2, zeny 111g/m2.

Hmotnost LK= 1,04 - [(IVSd + LKd + ZSd)’ - LKd’] - 13,6 g (parametry v cm)

(LK — levd komora, IVSd — diastolicky rozmér interventrikuldrniho septa, ZSd — rozmér zadni stény v diastole,

LKd — diastolicky rozmeér levé komory)

Relativni tloust’ka stény LK (RWT) byla kalkulovana vzorcem:

2.75d
RWI= —
LKd

(ZSd = ZsLK —rozmér zadni stény levé komory, LKd — rozmér levé komory v diastole)

Koncentrickd remodelace nebo hypertrofie byly ptfitomny pokud RWT = 0,45.
Geometrie LK pak byla nasledné klasifikovand jako normalni (normélni hmotnost LK a
normalni RWT), koncentrickd remodelace (normalni hmotnost LK a vy$§i RWT),
excentrickd hypertrofie (vy$si hmotnost LK a norméalni RWT) a koncentricka hypertrofie

(zvySena hmotnost a RWT).
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3.12.3 Endsystolicky a enddiastolicky objem LK

Tyto objemy byly stanoveny dle Simpsonova pravidla ze 4AC projekce, které je
zalozené na méfeni objemi LK metodou sumace diski. Hodnoceni bylo provedeno
obtazenim kontury endokardu LK a stanovenim dlouhé osy komory, obr. 15. Program rozdéli
osu na definovany pocet diskti a rozméry kratkych os vyhleda saim. Norma enddiastolického
objemu (LVEDV) < 94ml/m2 (160ml), endsystolického objemu (LVESV) < 44ml/m2

(75ml).

Obr. 15.: Echokardiografické hodnoceni funkce levé komory dle Simpsonova pravidla

(EFLK — ejekcni frakce levé komory).

9115 0871072000
A-HEART1 09:44:48

@* 825-3.7

DIASTOLE SYSTOLE

4/3LV(SIMP SP) .. |
S5/1EDV 374 .7mL

6/ ESV 210.7mL
19.5HR 115
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3.12.4 Systolicka funkce levé komory

Systolicka funkce levé komory byla hodnocena pomoci 2 metod:

- Hodnoceni systolické funkce zplisobem M: Systolicka funkce LK byla hodnocena podle
parametru - frakéniho zkraceni (FS — fractional shortening). FS odrazi kontraktilitu
basalnich segmenti LK. Pfesnéji se jedna o basalni ¢ast IVS a zadni stény. Normalni

hodnoty jsou u dospélého 36 + 6%. Vypocet byl proveden z rovnice:

LKd — LKs
LKd

(LKd — diastolicky rozmér levé komory, LKs — systolicky rozmér levé komory)

- Hodnoceni globalni systolické funkce z dvourozmérného zobrazeni dle Simpsonova
pravidla (metoda sumace diskil). Jedna se o pfesné€jsi metodu k moznosti posouzeni
regionalnich poruch kinetiky. Vyuziva se stanoveni objemi LK (viz vyse) — LVEDV
(kmit R QRS komplexu) na konci diastoly a na konci systoly LVESV. Z téch je pak

vypocitana LVEF dle vzorce:

LVEF (%) = LVEDV- LVESV / LVEDV

(LVEDV - enddiastolicky objem levé komory, LVESV- endsystolicky objem levé komory)

Vysetteni bylo provedeno ve 2 na sebe kolmych fezech ze 4AC a 2AC projekce. LK byla

rozd€lena v podélné ose na 20 diski. Norma je 50 - 75%.
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3.12.5 Hodnoceni regionalni kontraktility LK

K hodnoceni regionalni kontraktility LK byl pouzit klasicky 16ti segmentovy model.
Ten vyuziva rozdéleni stén LK na jednotlivé segmenty v podélné a pticné ose. PodéIln¢ na 3
skupiny: basalni, stfedni a apikalni. V pfi¢né o0se na 1 - pfedni inerventrikuldrni septum
(IVS), 2 - piedni sténa, 3 - lateralni sténa, 4 - zadni sténa, 5 - spodni sténa, 6 - spodni IVS.
Ve stfedni ¢asti komory jsou segmenty Cislovany od 7-12 ve stejném potadi, a v apikalni
casti 13 - anteroseptalni segment, 14 - posterolateralni, 15 — lateralni, 16 — spodni segment.

Hodnoceni je rozliSovdno na 5 stupnid dle kinetiky v daném segmentu: 1.
normokineza, 2. hypokineza, 3. akineza, 4. dyskineza a 5. aneurysma. Celkové skore délené
poctem segmentil poskytuje semi - kvantitativni hodnoceni poruch hybnosti stén LK (WMSI

~ wall motion score index) 144,
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3.12.6 Hodnoceni diastolické funkce:

Pro hodnoceni diastolické funkce jsme pouzili nejbéznéjsi zptisob hodnoceni pomoci
pulzni dopplerovské echokardiografie, kdy vyuzivame zaznamu toku pies mitralni chlopen a
toku v plicnich zilach ze 4AC projekce.

Hodnoceny byly nasledujici parametry:

1)  Hodnoceni rychlosti toku pomoci pulsni dopplerovské echokardiografie transmitralné:
Vrcholova rychlost viny E je déna velikosti tlakového gradientu mezi sini a komorou na
pocatku diastoly. Jeji velikost odrazi rychlost relaxace komory, tlak v levé sini (LS) a
poddajnost LK. Doba poklesu rychlosti viny E = decelera¢ni ¢as (DTe). DTe odrazi rychlost
vzestupu tlaku v LK v ¢asné diastole. Je zavisly na délce trvani relaxace komory a je
méfitkem jeji compliance. Velikost viny A a jeji doba trvani (Adur) zavisi na poddajnosti

LK, preloadu a na kontraktilité LS, obr. 16.

Obr. 16.: Pulzné dopplerovsky zaznam transmitralniho prutoku ziskany ze 4AC projekce (E
—vina casného transmitralniho priitoku, A — vina pozdniho transmitrdlniho priitoku, DTe —

deceleracni ¢as viny E, Adur — doba trvani viny A).

2)  Hodnoceni rychlosti toku pomoci pulsni dopplerovské echokardiografie v pravé horni
plicni Zile (ze 4AC projekce pod kontrolou barevného dopplerovského mapovani). Métena

byla velikost viny S, ktera je zavisla na tlaku v LS a jeji poddajnosti. VIna D = viné E, délka
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trvani reversni viny Ar v plicni Zile béhem sinové systoly (Ardur) a nésledné spocten rozdil

trvani vin Ar a A (Ardur a Adur), obr. 17.

Obr. 17.: Pulsné doplerovsky zaznam pritoku pres plicni Zily ze 4AC projekce: hodnoceni

viny S a D, délka trvani viny Ar.

Tézka diastolickéd dysfunkce byla definovana jako restriktivni typ plnéni LK: E/A nad

2 spole¢né s DTe pod 150ms, thl. 4.

Tbl. 4.: Schéma klasifikace diastolické funkce levé komory (LK) podle Canadian Consensus

on diastolic dysfunction *.

Diastolicka funkce Ardur-Adur (ms)
Norma > 1 150-200 <20
Porucha relaxace <1 > 200 <20
Pseudonormalizace > 1 150-200 > 20
Restrikce >>1 <150 > 20
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3.12.7 Velikost levé siné

V ramci sledovani remodelace srdce jsme porovnavali také vliv aplikace BMNCs na
dlouhodobou zménu velikosti LS, obr. 18. VySetfeni bylo provedeno klasicky méfenim
zpusobem M s kursorem umisténym pies cipy aortalni chlopné a kotfen aorty. M¢éfeni je
provedeno v okamziku uzavéru aortalni chlopné. Dale jsme méfili LS z apikalni projekce —
4AC, a to pricny a longitudinalni rozmér. Planimetricky jsme LS neméfili. Normalni
velikost LS je do 45mm (indexovana k BSA do 22mm/m?2). Transversalni rozmér hodnoceny

ze 4AC projekce je zpravidla mirné vétsi oproti méteni M modem.

Obr. 18.: Rozmérové hodnoceni velikosti levé siné ze 4AC projekce a z PLAX projekce.

3.12.8 Velikost pravostrannych oddili

Hodnotili jsme také velikost pravostrannych oddilt. Prava komora (PK) byla méfena
ze 4AC projekce. Stanovili jsme transversalni rozmér v 1/3 podélného rozméru smérem
k sond¢ od trikuspidalniho anulu. Norma (absolutni rozmeér) by nemél piesahnout 42 mm.

Hodnoceni systolické longitudinalni kontraktility bylo provedeno orientaéné ze 4AC
projekce dle amplitudy exkurse trikuspidalniho anulu. Tento rozmér se oznacuje jako TAPSE
(tricuspid annulus plane systolic excursion). Jeho normalni hodnota je 25+ 4. Pti systolické

dysfunkci PK se hodnoty TAPSE snizuji, obr. 19.
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Obr. 19.: Hodnoceni TAPSE (tricuspid annulus plane systolic excursion) ze 4AC projekce.

29/05/2006 08:49:25
Octave

Freq.: 1.7 MHz/3.4 MHz
Proc.: /11.0/10.0/5.9/0.7
FPS: 37.3

Depth: 15.0 cm

Prava sin byla hodnocena obdobnym zplsobem, z transversalniho rozméru ze 4AC
projekce v 1/3 longitudinalni smérem od sondy a trikuspidalniho usti, obr. 20. Za normu je

povazovany rozmeér do 45mm.

Obr. 20.: Hodnoceni velikosti pravé siné a pravé komory ze 4AC projekce.

29/05/2006 08:57:25
Octave

Freq.: 1.7 MHz/3.4 MHz
Proc.: /11.0/10.0/5.9/0.7
FPS: 54.3

Depth: 16.0 cm

PS - prava sin, PK — prava komora
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3.12.9 Hodnoceni chlopennich vad

Strukturalni a funkéni zmény srde¢nich chlopni byly hodnoceny pomoci
dvourozmérného zobrazeni a dopplerovskych technik. Semi-kvantitativni hodnoceni
zévaznosti regurgitacnich vad aortalni, mitralni chlopné bylo provadéno ze 4 stupiiové
klasifikace vychazejici z propagace regurgitacnich proudéni do piislusného srdecniho oddilu

posuzované dopplerovskym mapovanim 130 obr. 21.

Obr. 21.: Barevné mapovani mitralni regurgitace — 4AC projekce (hodnoceni délky

regurgitacniho jetu).

29/05/2006 08:42:13
Octave

Freq.: 1.7 MHz/3.4 MHz
Proc.: /11.0/10.0/5.9/0.7
FPS: 30.6/30.6

Depth: 17.0 cm

Gain: 4.0 dB

Scale: 4.00 kHz

Freq.: 2.4 MHz

et mitralni regurgitace
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3.13 Dobutaminova echokardiografie

Tato metoda slouzila k detekci viability hibernovaného myokardu, kdy po aplikaci
malych davek dobutaminu (5, 10 ug/kg/min) bylo zjistovano zda dochazi ke zlepseni funkce
LK na zakladé predpokladu potenciace kontraktility LK ***. Echokardiografické sledovani
kinetiky je provadéné pii dvourozmérné echokardiografii a to ve standardnich projekcich —
PLAX, PSAX, 4AC a 2AC, dale jednorozmérné a dopplerovské hodnoceni. Méfeni a
porovnavani bylo zaméfeno na regionalni kinetiku s analyzou jednotlivych segmentt
myokardu v klidu a po zat&Zi dobutaminem (16ti segmentovy model *2, viz vyse) s otazkou
piitomnosti reversibilni ischemie, obr. 22. V piipadé, ze i po max. aplikaci dobutaminu
nedoslo k potenciaci kinetiky byl hodnocen nalez jako ireversibilni akineza se zniCenym

myokardem **3,

Obr. 22.: Dobutaminova echokardiografie, popis viz vyse.
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3.14 Kontrolni koronarografie

Vysetteni bylo provedeno s odstupem 4 mésici od STEMI u vSech nemocny (aktivné
léCenych 1 v kontrolni skuping€). VySetfeni probchlo v katetrizani laboratoti II. Interni
kliniky a nemocnice na Vinohradech, standardnim postupem. VySetfeni bylo zaméteno
Vv prvé fad¢ na zhodnoceni nalezu na véncitych tepnach s otazkou restendzy (instent) popi-.

nove vzniklé vyznamné stenozy.
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3.15 VySetieni myokardialni viability pomoci SPECTu

Scintigraficka objektivizace distribuce perfuze myokardu LK byla realizovana metodou

154,155 ha dvoudetektorové kamete

hradlované jednofotonové emisni tomogratie (GSPECT)
(Infinia Hawkeye GE) v nemocnici na Homolce pii dimisi (recentné po STEMI s odstupem
minimalné 5 dnf). VySetfeni probihalo za klidovych podminek s iv. podanim [*™Tc]-
Tetrofosminu (600 MBq). Distribuce perfuzniho indikatoru byla hodnocena z jednotlivych
fezli a z polarnich map vizudlné¢ a pomoci kvantifika¢nich programi 4D-MSPECT, ktery
umoznuje korekci na zeslabeni a rozptyl metodou low-dose CT. Ke specifikaci viability byl
pouzit 16ti segmentovy model (viz vySe). Oblast poSkozeného myokardu byla
prostfednictvim scintigrafie porovnavana s ostatnim zdravym myokardem LK, obr. 23.
Krom¢ relativni klidové perfuze bylo stanoveno systolické ztlusténi a pohyb stény.

Stanovené hodnoty byly po normalizaci porovnany s implementovanou standardni databazi

normalnich pacientt.

Obr. 23.: SPECT myokardu po i.v. podani [P™Tc]-T etrofosminu (600 MBgq) a zmény
distribuce perfiize v jednotlivych segmentech (barevné rozdily ukazuji na zménu distribuce ve

smyslu poruchy perfiize myokardu anterolateradlné).
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3.16 Kbvalita Zivota

Po 24 mésicich od STEMI byla v ramci sledovani zjistena kvalita Zivota. K hodnoceni
byl pouzity standardizovany dotaznik kvality Zivota SF-36 %8 Hodnoceny byly tyto
parametry: 1. fyzické funkce (PF), 2. fyzické omezeni roli (RP), 3. télesna bolest (BP), 4.
celkové vnimani vlastniho zdravi (GH), 5. vitalita (VT), 6. fyzické nebo emocni omezeni
socidlnich funkci (SF), 7. emocni omezeni roli (RE), 8. vSeobecné duSevni zdravi (MH).
Shrnuti jednotlivych domén viz. Obr. 24. Vysledky byly poté srovnavany s kvalitou zivota

bézné populace (hodnoceno dle Oxfordského HRQOL).

Obr. 24.: Kvalita zivota a jeji hodnoceni.

1. fyzické funkce (PF),

2. fyzické omezeni roli (RP),

3. télesna bolest (BP),

4. celkové vnimani vlastniho zdravi (GH). )
5. vitalita (VT), 8 domen
6. fyzické nebo emoc¢ni omezeni socialnich funkci (SF),

7. emocni omezeni roli (RE),

8. vseobecné dusevni zdravi (MH),
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3.17 Statisticka analyza

Statistické zpracovani prezentovanych vysledki bylo provedeno s pouzitim
programu Microsoft Office Excel 2003 (Microsoft corp) a statistického programu JMP 3.2.2
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Hodnoty byly uvadény jako primér + standardni
odchylka nebo jako procentudlni zastoupeni. V souhrnu jsme pouzili tyto metody: Studenttiv
neparovy t-test u kontinualnich proménnych pro srovnani primérnych hodnot jednotlivych
vysetiovanych spojitych parametri mezi jednotlivymi skupinami, pokud byla distribuce
Gaussovského typu. U dichotomickych proménnych analyza rozptylu ANOVA metoda: pro
vzajemné srovnani vSech soubort, dale pro diskrétni veli¢iny byl pouzit chi-kvadrat2 nebo
Fischerovym testem. K posouzeni korelaci mezi proménymi bylo pouZivano linearni regresni
analyzy se stanovenim Pearsonova korelacniho koeficientu. Za statisticky vyznamné byly
povazovany rozdily a korelace, kde p bylo mensi nez 0,05. VSechny pouzité testy byly

dvoustranné.
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4 Vysledky

Do studie bylo zatfazeno po splnéni vstupnich kritérii a podepsani informovaného
souhlasu celkem 27 pacientll (22 muzd, 5 Zen) pramérného véku 59 + 12 let. Celkova doba
sledovani nemocnych byla 24 mésici, pfiCemz byla rozd¢lena do dvou fazi — kratkodobé
sledovani (4 mésice) a dlouhodobé (24 meésicti). Ze souboru bylo 17 pacienti zatazeno do
aktivné 1é¢ené skupiny — skupina pacientt, kterym byly implantované BMNCs (7 do skupiny

Casné 1écby, 10 do skupiny pozdni 1é¢by) a 10 do kontrolni skupiny.
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4.1 Vstupni charakteristika souboru
Ob¢ skupiny (aktivné 1é¢eni nemocni i kontrolni skupina) se vyznamnéji nelisily

v zékladnich vstupnich parametrech, podrobnosti v tbl. 5.

Tbl. 5.: Vstupni charakteristika souboru (celkovy pocet pacientit = 27, kontrolni skupina 10 a

BMNC:s skupina 17 nemocnych).

Kontrolni
BMNCs skupina skupina
(n=17) (n=10) hodrr)lota
Pohlavi - muzi, n (%) 12 (71) 10 (100) 0,56
Vek (roky) 61+ 14 54+£10 0.18
Hypercholesterolémie (%) 5 (30) 6 (60) 0,87
Koufteni (%) 11 (66) 9 (90) 0,69
Diabetes mellitus (%) 5 (29) 2 (20) 0,34
Arterialni hypertenze, 1é¢ena (%) 7 (42) 6 (60) 0,79
Systolicky tlak, vstupni (mmHg) 129+33 142+21 0,21
Diastolicky tlak, vstupni (mmHg) 77+18 82+21 0,39
Tepova frekvence (pocet tepli/min) 83+19 78+10 0,48

Mezi skupinami byla prevalence hlavnich kardiovaskularnich rizikovych faktort
srovnatelna. Jednalo se pfevazné o muze (81%), kutdky (77%) s mirnou nadvihou az
obezitou 1. stupné (primérny body mass index /BMI/ 28,4 + 1,9 v aktivné 1éCené skupiné vs.
28,9 + 2,2 v kontrolni skuping, p=0,89), 26% tvotili diabetici (z toho 44% bylo na dieté, 56%
na peroralnich antidiabeticich nebo inzulinoterapii). Jak vyplyva z vySe uvedenych hodnot,
soubor zahrnuje  pacienty Svysokym rizikem aterosklerozy a kardiovaskularnich

onemocnéni, graf 1.
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Graf 1.: Prevalence kardiovaskularnich rizikovych faktorii v souboru (n=27), cisla

znazornuji pocet pacientii.

Nebyl zachycen rozdil mezi skupinami (BMNCs a kontrolni), p = NS

81% muzi

77% kufaci

26% diabetici

41% hyperlipoproteinémii
48% hypertonici

Pohlavi - ruzi Hypercholesterolémie Koufeni Diabetesmellitus  Arterialn hypertenze,
(PAD, inzulin) lédena

4.2 Akutni katetrizacni vySetieni, perkutanni koronarni angioplastika pii akutnim

STEMI

Vsichni pacienti podstoupili akutné pii piijeti koronarni angioplastiku (PCI)
s implantaci stentu v povodi infarktové tepny, kterou byl u vSech nemocnych ramus
interventrikularis anterior. Pacientim byly implantované pouze metalické stenty, pramérny
pocet stentdl na jednoho pacienta byl u aktivné 1é¢enych nemocnych 1,3 = 0,4 a kontrolni
skupiny 1,2 + 0,7, p=0,72. Celkova doba od vzniku bolesti do PCI (do reperfuze) byla u
aktivné 1écené skupiny 315 min (rozmezi 300-660min) a kontrolni skupiny 330min (rozmezi
300-630min), p=0,75. U pacientii v obou skupinach bylo vstupni TIMI v infarktové tepné 0
do periferie. Po PCI bylo u aktivné 1é¢enych nemocnych v 77% TIMI 111 a v 80% u skupiny
kontrolni, p=0,68. Myocardial blush grade (MBG) byl 1,35 + 0,79 v aktivné 1é¢ené skupiné

vs. 1,7 + 0,82, p=0,39. U diabetiki byl pozorovany horsi priatok do periferie po
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revaskularizaci, velmi pravdépodobné souvisejici s hor$i mikrocirkulaci, kdy dosahovali
TIMI 11 do periferie, oproti tomu ostatni pacienti méli pfevazné po revaskularizaci TIMI III
(r= 0,56, p< 0,001). Aplikace IIb/Illa inhibitori (® Reo-Pro) byla pouzita u 2 pacientl
zafazenych do aktivné 1é¢ené skupiny. Tti pacienti byli vstupné v plicnim edému (2 z aktivné

l1écené skupiny a 1 v kontrolni skupin€). Blize viz tabulka 6.

Tbl. 6.: Vstupni katetrizacni vySetreni, zdakladni charakteristika, koronarni angioplastika.

Kontrolni
BMNCs skupina skupina
(n=17) (n=10) hodFr)lota
PostiZeni koronarnich tepen
SVD, n (%) 7(41) 6 (60) 0,87
MVD, n (%) 10 (59) 4 (40) 0,34
Doba od vzniku bolesti do PCI (min) 315 (rozmezi 300 - 660) 330 (rozmezi 300-630) 0,75
Vstupni kreatinkinaza (MB frakce) 6,38+1,9 2,85+2 0,12
Kardioenzymy
Maximalni kreatinkinaza (ukat/l) 59,5+12 35+17 0,32
Maximalna troponin (ug/l) 152 +£22 147 £20 0,46
Killip klasifikace
I/11, n (%) 15 (88) 9 (90) 0,46
HI/1V, n (%) 2 (12) 1 (10) 0,59
TIMI flow po PCI
Stupeni 2, n (%) 4 (23) 2 (20) 0,64
Stupen 3, n (%) 13 (77) 8 (80) 0,68
MBG 1,35+0,79 1,7+0,82 0,39
Katecholaminova podpora, n (%) 2 (12) 1(10) 0,41
Aplikace IIb/II1a inhibitort, n (%) 2 (12) 0 0,21
Ejekeni frakcee levé komory, % 39+7 39+4 0,73

Vysvétlivky: BMNCs = bone marrow-derived stem cells, MVD = nemoc vice tepen, PCI = perkutinni korondrni

intervence, SVD = nemoc 1 tepny, MBG= myocardial blash grade, TIMI — timi frame count

Pacienti dle laboratornich hodnot kardiomarkert prodé€lali velky infarkt myokardu,
celkova maximalni hodnota vzestupu troponinu byla u aktivné lécené skupiny 152 + 22 ug/l a

kontrolni skupiny 147 + 20 ug/l, p=0,46, maximalni hodnota kreatinkinazy byla 59,5 + 12 vs.
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35 £ 17 ukat/l, p=0,32. Nebyl zachycen statisticky signifikantni rozdil mezi skupinami (graf

2).

Graf 2.: Maximalni hodnota kardiomarkerii za hospitalizace u souboru pacientii (aktivné

lécenych a kontrolni skupiny, n=27).
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max. CK — maximdlni hodnota kreatinkindzy (ukat/l), max Tnl — maximdlni hodnota troponinu I (ug/l).

Byla pozorovana

vyznamna pozitivni korelace (r=0,44) mezi vzestupem

kardiomarkerti resp. maximalnich hodnot kreatinkinazy a poklesu vstupné¢ namétené LVEF

(vySetieni echokardiograficky 24-48 hodin od PCI), graf 3.

Graf 3.: Graf ukazujici na pozitivni korelaci mezi vzestupem CK a vstupni ejekcni frakcei levé

komory (%).
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Po Gspésném katetrizacnim vykonu byli vSichni pacienti 1éCeni dle guidelines ceské a
evropské kardiologické spolegnosti *, thl. 7. Nemocni byli po dobu pil roku 1é&eni dualni
antiagregacni terapii (kyselina acetylsalicylova ® Anopyrin 100mg, klopidogrel ® Plavix
75mg). Dostavali po celou dobu sledovani statiny (atorvastatin v davce 20 mg). V ¢asné dobé
po infarktu myokardu u Ctyt pacientli ze skupiny aktivng 1éenych a dvou z kontrolni nebyly
podavany ACEi vzhledem k tendenci k hypotenzi, do medikace byly pfidany az v prib&hu
nasledného sledovani. Tti pacienti z aktivné 1é¢ené skupiny netolerovali betablokator v prvé
dobé po STEMI pro tendenci k bradykardii, medikace byla taktéz titrovana az v nasledném

obdobi.

Tbl. 7: Medikace po koronarni angioplastice u randomizovanych nemocnych (n=27), nebyl
zachycen statisticky signifikantni rozdil mezi skupinou nemocnych s implantovanymi BMNCs

a kontrolni skupinou.

BMSCs skupina Kontrolni
(n=17) skupina (n=10) P
Aspirin, n (%) 17 (100) 10 (100) NS
Clopidogrel, n (%) 17 (100) 10 (100) NS
ACE inhibitory, n (%) 13 (76) 8 (80) NS
3-blokatory, n (%) 14 (76) 10 (100) NS
Statiny, n (%) 15 (88) 10 (100) NS
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4.3 Vyvoj vlaboratornich nalezech se zaméiFenim na krevni obraz, biochemii a

zanétlivé parametry

U vSech nemocnych byl proveden vstupné kompletni laboratorni odbér a byl opakovany
minimalné 3x béhem vstupni hospitalizace. Nebyl pozorovany statisticky signifikantni rozdil
ve vstupnich zakladnich laboratornich parametrech — krevni obraz, iontogram. U aktivné
lécenych nemocnych jsme pozorovali vyssi hodnoty jaternich enzymu (transaminaz) —
alaninaminotransferaza - ALT (1,2 + 0,7 ukat/l v aktivni skupiné vs. 0,7 = 0,4 ukat/l, p=0.04)
a aspartataminotransferaza - AST (5,29 + 5 ukat/l vs. 1,17 + 1 ukat/l, p=0,035). U tfi pacientt
z kazdé skupiny byla verifikovand vstupné mirnad rendlni insuficience. Nebylo zjisténo
pokatetrizacné signifikantni zhorSeni renalnich parametrq, thl. 8.

Tbl. 8.: Zdkladni vstupni laboratorni nalezy u sledovaného souboru 27 pacientii.

BMSCs Kontrolni skupina P

(n=17) (n=10) hodnota
C — reaktivni protein (mg/l) 21,5442 12,2423 0,65
Leukocyty (1079/1) 13,2844 9,96+4 0,49
Hemoglobin (g/l) 144,3+13 145,5+14 0,87
Erytrocyty (10712/1) 4,68+0,4 4,73+0,6 0.83
Urea (mmol/l) 5,962 5,04+1.4 0,69
Kreatinin (umol/l) 86,1+33 96,5+16 0,32
ALT (ukat/l) 1,240,7 0,7+0,4 0,04
AST (ukat/l) 5,29+5 1,17+1 0,035

Zanétlivé parametry zahrnujici leukocyty a C — reaktivni protein (CRP) byly vstupné
V obou skupinach mirné zvySené bez signifikantniho rozdilu (leukocyt6za vstupné 13,28 + 4
vS. 9,96 £ 4 g/l v kontrolni skuping, p=0,49, CRP vstupné 21,5 + 42mg/1 vs. 12,2 + 23mg/l,

p=0,65), graf 4.

-70 -



Graf 4.: Zmeny v zanétlivych parametrech — leukocyty, C- reaktivni protein (CRP) behem

sledovani (vstupni hodnoty, pri dimisi z hospitalizace, kontrolni nabery za 1,4 mésice)

O BMNCs skupina (n=17) [ Kontrolni skupina (n=10)

25 1 - /\

CRP -vstupni CRP - CRP - CRP - Leukocyty - Leukocyty - Leukocyty - Leukocyty -

propusténi kontrola za kontrola za vstupni propusténi kontrola za kontrola za
1mésic 4meésice 1mésic 4meésice
— _ \_
C- reaktivni protein (mg/l) Leukocyty (x 10°)
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4.4 Hodnoty krevniho tlaku a tepové frekvence

Hodnoty krevniho tlaku a tepové frekvence v naSem souboru pacienti kolisaji béhem

24 mésicniho sledovani ve velmi dobrych a uspokojivych rozmezich. U fady nemocnych byla

pozorovand spiSe tendence k nizSim hodnotam krevniho tlaku. Podkladem je nejspise

dysfunkce

LK vramci

poinfarktové

remodelace

a poinfarktova

konkomitantni

antihyperetnzivni medikace (ACEi, betablokatory), vyvoj viz tbl. 9, shrnuti viz graf 5.

Tbl. 9.: Vyvoj hodnot systolického tlaku (sTK), diastolického tlaku (dTK) a tepové frekvence

(TF) behem 24 mésicniho sledovani (vstupni hodnoty, pri dimisi ze vstupni hospitalizace a

behem naslednych kontrolnich vysetreni za 1, 2, 4, 12 a 24 mésicii).

Kmenové bunky

Kontrolni skupina

TKs (mmHQ) (n=14) (n=10) p hodnota
Vstupni 129+33 142428 NS
pii dimisi 111£10 123£17 NS
za 1 mésic 118+13 129+17 NS
za 2 meésice 123+15 128+10 NS
za 4 mésice 121+15 122410 NS
za 12 mésicu 11714 123+16 NS
za 24 mésicu 115+13 124+18 NS

Tkd (mmHg)

Vstupni 76£18 84+21 NS
pfi dimisi 72+7 79£10 NS
za 1 mésic 777 79+7.4 NS
za 2 mesice 78+10 78+8 NS
za 4 mésice 74+£10 79+9,6 NS
za 12 mésicu 759 7610 NS
za 24 mésicu 7549 78+9,3 NS
TF (min)
Vstupni 84+19 779 NS
pfi dimisi 75+8,7 75+12 NS
za 1 mésic 73+7 74+5 NS
za 2 mésice 70£10 T1+£5 NS
za 4 mésice 75+12 67+6,3 NS
za 12 mésicu 68+7 68+11 NS
za 24 mésicu 65+7 66+8 NS
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Graf 5.: Porovnani vyvoje krevniho tlaku — systolického a diastolického, tepové frekvence

mezi skupinami v ramci 24 meésicniho sledovani.
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45 Vyvoj EKG zmén

Zmény na EKG odpovidaly v prvni dobé zménam pii akutnim anteroextenzivnim
STEMI. Vstupné byl nalez ST elevaci ve svodech I, aVL, V1 - V6. Pfi akutni PCI po
otevieni infarktové tepny doslo u 9 pacientt z BMNCs skupiny (64%) vs. 8 pacientt (80%)
Vv kontrolni skupiné k okamzité kompletni ST rezoluci. U vSech nemocnych, vzhledem
k pozdni reperfuzi se nalez na EKG vyvinul do obrazu jizvy (Q infarktu).

Béhem 4 mési¢niho sledovani jsme zaznamenali jiZz jen nespecifické zmény na EKG
(usek ST) u 1 pacienta v obou skupinach, a dale béhem 24 meésic byl EKG nalez prakticky

stacionarni (tbl. 10, graf 6).
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Tbl. 10.: Vyvoj EKG zmeén béhem 24 mésicniho sledovand.

Kompletni ST stacionarni nalez na
rezoluce pii AIM - 4 mésice - zmény EKGzal2 a24
intervenci akutni nespecifické meésict
Kmenové bunky (n=17) 9 (64%) 1(7,1%) 14 (100%)
Kontrolni skupina (n=10) 8 (80%) 1 (10%) 10 (100%)
p=NS p=NS p=NS

Graf 6.: EKG ndlez, kompletni ST resoluce pri akutnim STEMI (%) po primarni PCI

90% -
80% - p=NS
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60% -
50% -
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BMNCs skupina Kontrolni skupina

| 80%

4.6 Nacasovani bunécné aplikace

Intrakoronarni aplikace byla provedena ve dvou fazich. Pacienti byli vstupné nahodné
rozdéleni na dvé skupiny: A) skupinu ¢asnou (7 pacientll) — BMNCs jim byly aplikované 3-5
den od STEMI a B) pozdni skupinu (10 pacientll) — BMNCs jim byly aplikované 7-11 den.
Hodnoceni nacasovani je bohuZel v naSi praci velmi limitované malym poctem pacientl
Vv souboru. Nicméng, byla pozorovana pozitivni korelace mezi dnem implantace a vzestupem
LVEF, viz graf 7, r = 0,25. Pravdépodobna optimalni doba implantace se zda na 7 + 1 den,

ktery byl doprovéazen nejefektivnéjsim vzestupem LVEF.
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Graf 7.: Korelace mezi dnem implantace a efektivitou hodnocenou pomoci parametru

LVEF.
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4.7 Mnozstvi aplikovanych bunék

Celkem bylo aplikovano 20-30 ml koncentratu. Kmenové bunky byly aplikovany
ve 2-3 ml krve opakovanymi porcemi. Celkovy pocet kmenovych bunék, které byly
ziskané a zpracované dle vyse uvedenych pravidel (viz metodika) byl v priméru 29 +
11 x 10%, podet CD 34+ bundk 22,3 + 12 x 10° pomér CD34+ k celkovému poctu

bunék (%) 1,35 + 0,45, CFU-GM byl 505 + 359x10%, thl. 11.

Tbl. 11.: Aplikace kmenovych bunék jejich typy a mnoZstvi intrakorondrné

aplikovanych.
Aplikace bunék

Odbér krve (ml) 110-120
Finalni koncentrace (ml) 20-30
Celkovy pocet bungk (x10°) 29+£11
CD 34+ bun&k (x10°) 22,3+12
pomer CD34+/celk.pocet (%) 1,35+0,45
CFU-GM (x10% 505+359

CFU-GM - colony forming unit, granulocyte-macrophage progenitor
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Celkové doba ischemie pfi implantaci byla 7-18 min (opakované ischemie po
dobu 3 min s 3 min. pauzami, viz metodika). Nebyla zjisténa pozitivni korelace mezi
celkovym mnozstvim aplikovanych bun¢k a LVEF béhem sledovani. Vyslednd LVEF

vsak slab¢ korelovala s po¢tem CD 34+ bunék v aplikovaném koncentratu, graf 8.

Graf 8.: Pozitivni korelace mezi implantovanymi kmenovymi burikami a vyslednou

LVEF za 24 mésicu, zpresnéni na vazbu predevsim implantovanyc CD 34+ bunek.
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4.8 Bezpecfnost implantace BMNCs
4.8.1 Kratkodobé sledovani (4 mésice)

Ze 17 pacienti zatazenych do aktivné léCené skupiny doslo u dvou k vyznamnym
komplikacim po odbéru kmenovych bunék jesté pred jejich planovanou implantaci (bunééna
terapie tedy nebyla aplikovana), které vedly nakonec K jejich umrti. U jednoho nemocného
k subakutni trombdze ve stentu s reinfarktem, ktera byla feSena komplikovanou
angioplastikou a nasledné urgentnim aortokoronarnim bypassem (CABG), nemocny pak
zemiel o 2 tydny pozdé¢ji na sepsi a respiracni komplikace. U jedné nemocné doslo pred
planovanou implantaci bun¢k k ruptufe mezikomorové piepazky, kterd si vyzadala urgentni

chirurgické feSeni, nemocna pak zemfela po 3 mésicich na srde¢ni selhdni. U jedné nemocné
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v aktivné 1é¢ené skupiné pak byl 6 tydnl po vykonu diagnostikovan inoperabilni karcinom
zluCovych cest (v dob¢ infarktu zcela asymptomaticky) a nemocna zemiela na toto
onemocnéni o 2 mésice pozdeji. Celkem tedy dokoncilo zdkladni sledovaci obdobi 4 mésicli
14 aktivné léCenych a 10 pacienti v kontrolni skupiné. V kazdé skupiné byla béhem tohoto
intervalu u 1 nemocného nutnd re-hospitalizace pro srde¢ni selhdvani, jiné zévazné
komplikace se nevyskytly. Vyskyt restendzy s naslednou angioplastikou pii kontrolni
angiografii po 4 mésicich byl obdobny v obou skupinach (po 2 pacientech), kontrolni

angiografii odmitl v kazdé skupiné 1 nemocny, thl. 12.

Tbl. 12.: Bezpecnost implantace kmenovych bunék pri kratkodobém sledovani

(Kardiovaskuldrni mortalita, rehospitalizace, reintervence, kompozitni faktor), 4 mésicni

sledovani.
BMNCs skupina Kontrolni skupina
(n=17) (n=10)

Kardiovaskularni mortalita, n (%) 2 (12) 0
Mortalita - nekardiovaskularni, n (%) 1 (6) 0
Rekurentni infarkt myokardu, n (%) 0 0
Hospitalizace pro srde¢ni selhani, n (%) 1(6) 1(10)
Kompozitni faktor - amrti, infarkt 5 (29) 3 (30)

myokardu a rehospitalizace pro

srde¢ni selhani, n (%)
Restendzy, n (%) 2 (12) 2 (20)
Dokumentované komorové 0 0

tachykardie popft. synkopy, n (%)
NYHA L, II, n (%) 8 (57) 7 (70)
Primérma NYHA tiida 1.7+0.8 1.65+0.7

Vzhledem k riziku arytmogenicity BMNCs udavané z experimentalnich praci byla této
problematice vénovana vétsi pozornost. U vSech pacientli bylo provedeno holterovské 24
hodinové sledovani EKG k vylouceni potenciace zavazné maligni pro-arytmogenicity

BMNCs pii dimisi ze vstupni hospitalizace, za 1 a 4 mésice od dimise. V aktivné 1écené
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v

meésice byl vétsi vyskyt KES u nemocnych v kontrolni skupiné (15,2 v.s. BMNCs skupina
4,6, p=0,004), jejich pocet jiz pfi nasledné kontrole za 4 mésice vyrazné klesl a naopak
vV tomto obdobi ve skupiné s implantovanymi KB jejich pocet byl lehce vyssi (3,8 = 1,2 vs
1,6 + 2,3 v kontrolni skupin¢, p=0,12) — jednalo se o pocet nijak zavazny, KES byly ptevazné
monomorfnni, izolované, thl. 13, graf 9.

Tbl. 13.: Pocet KES (komorové extrasystolie), behit NSVT (nesetrvalé komorové tachykardie),

SVT (supraventrikuldrni komorové tachykardie).

Kmenové buiiky Kontrolni skupina
(n=14) (n=10) p- hodnota
KES - kontrola za 1 mésic 4.6 15,2 0,004
KES kontrola za 4 mésice 3,8 1,6 0,12
Béh NSVT - kontrola za 1 mésic 1 2 0,58
Béh NSVT - kontrola za 4 mésice 0 3 0,08
Béh SVT - kontrola za 1 mésic 2 0 0,21
Béh SVT - kontrola za 4 mésice 2 0 0,24

Graf 9.: Srovnadni zachytu extrasystolie (komorové a supraventrikuldrni) a popr. béhii

supraventrikularni tachykardie mezi aktivné lécenou a kontrolni skupinou.

y
/
/
v
f

152 @ BMNCs skupina (n=14) B Kontrolni skupina (n=10)

KES - KES kontrola B&éh NSVT -  Béh NSVT - Béh SVT - Béh SVT -
kontrolazal za4 mésice kontrolazal kontrolaza4 kontrolazal kontrolaza4
meésic meésic mésice meésic meésice
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Klinicka symptomatologie hodnocena dle NYHA béhem 4 mésict nebyla rozdilnd mezi

skupinami (1,7 + 0,8 vs 1,65 + 0,7, p=0,55).

4.8.2 Dlouhodobé sledovani (24 mésicii)

Béhem 24 mésicniho sledovani nebyl zjistén statisticky signifikantni rozdil ve vyskytu
nezadoucich klinickych piihod po aplikaci BMINCs v porovnani s kontrolni skupinou (shrnuti
viz tbl. 14). Kompozitni faktor nezadoucich ucinkd zahrnujici umrti, re-infarkt myokardu,
rehospitalizaci pro srde¢ni selhani byl prakticky bez rozdilu mezi skupinami (6 pacientd
Vv aktivné 1écené skupin€ (36%) vs. 5 pacientil (50%), p=0,54). V kazdé skupiné pak béhem
pozdniho sledovani prodélali ¢tyfi nemocni revaskularizaci: 2 pomoci aortokoronarniho by-
passu a 2 pomoci PCIL. V kazdé skupiné byla béhem 24 mési¢niho intervalu u 4 nemocnych
z kontrolni skupiny vs. 2 pacientd s BMNCs skupiny nutnd re-hospitalizace pro srdeéni

vewr

tachykardie popf. synkopy.

Tbl. 14.: Bezpecnost implantace kmenovych bunék pri dlouhodobém sledovini — 24mésicii

(Kardiovaskularni mortalita, rehospitalizace, reintervence, kompozitni faktor).

BMNCs Kontrolni p
skupina  skupina  hodnota

(n=17) (n=10)

Kardiovaskularni mortalita, n (%) 2 (12) 0 NS
Mortalita - nekardiovaskularni, n (%) 1(6) 0 NS
Rekurentni infarkt myokardu, n (%) 1 (6) 1(10) NS
Hospitalizace pro srde¢ni selhani, n (%) 2 (12) 4 (40) NS
Kompozitni faktor - umrti, infarkt 6 (36) 5 (50) NS

myokardu a rehospitalizace pro

srde¢ni selhani, n (%)
Restenozy, n (%) 2 (12) 4 (40) NS
Revaskularizace, n (%) 4 (24) 4 (40) NS

PCI, n (%) 2 (12) 2 (20) NS
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CABG, n (%) 2 (12) 2 (20) NS

Dokumentované komorové 0 0 NS
tachykardie popt. synkopy, n (%)

NYHA I, 11, n (%) 14 (100) 7 (70) NS

Primérna NYHA tfida 1.2+042 1.9+0.83 NS

CABG = coronary artery bypass graft, LV = left ventricular, PCI = percutaneous coronary intervention

Klinickd symptomatologie (NYHA klasifikace) byla v obou skupinich v celém

sledovaném obdobi srovnatelna (1,2 + 0,42 vs 1,9 + 0,83, p=0.59), viz graf 10 a 11.

Graf 10.: Vyvoj klinické symptomatologie dusnosti (hodnoceno dle NYHA klasifikace) u

skupiny s implantovanymi BMNCs (%).

Béhem jednotlivych obdobi vyvoj NYHA klasifikace % zastoupeni u pacientt
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Graf 11.: Vyvoj klinické symptomatologie dusnosti (hodnoceno dle NYHA klasifikace)

V kontrolni skupiné u pacientii (%).
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100%

p = NS

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

1meésic 2 mésice 4 mésice 12 mésice 24 mésice

ENYHA! BENYHAIl mNYHAIL wNYHAIV

Celkové lze shrnout, Ze nebyla prokazana signifikantni diference ve vyskytu
nezédoucich u€inkti intrakoronarni implantace BMNCs u nemocnych po rozsahlém STEMI
ve srovnani s kontrolni skupinou. Odbér kostni dfené vSak muze byt v Casném obdobi po
STEMI provéazen zavaznymi komplikace, 1 kdyz kauzédlni vztah mezi zaznamenanymi

nezadoucimi piihodami a pouzitou lé¢ebnou metodou nebylo mozné prokazat.
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4.9 Echokardiografické hodnoceni remodela¢nich zmén

Echokardiografické hodnoceni piedstavuje klicovou metodu stran moznosti sledovani
myokardialnich poinfarktovych remodela¢nich zmén. Jednd se o vySetfeni s pomérné
vyznamnou interindividudlni variabilitou, proto bylo nutno dodrzeni piesnych metodickych
postupt (viz vyse). Soustfedili jsme se pfedevsim na hodnoceni téchto oblasti: velikost LK,
objemové zmény LK, systolickou funkci (celkovou i segmentarni) a diastolickou funkci LK

ve stanoveném ¢asovém harmonogramu studie.

4.9.1 Vliv poinfarktové remodelace na zménu velikosti levé komory

Remodelacni poinfarktovy proces je komplexni déj, probihajici ve dvou fazich (¢asna
a pozdni), vede ke zméné prostorové konfigurace LK. Komora dilatuje, ziskava vice sféricky
tvar a dochazi ke ztenCeni jejich stén. RozSifovanim anulu a odddlenim papilarnich svalt
Casto vznikd a progreduje mitralni regurgitace, ktera zhorSuje objemové pretizeni myokardu,
snizuje efektivni minutovy vydej a dochdzi k dilataci levé sin€ s rizikem vzniku fibrilace sini
S naslednym zhorSenim jeji plnici faze. Proces rozvoje remodelace vyznamné zavisi na
Casnosti zahgjeni terapie, predev§im na zpriichodnéni infarktové tepny (blize popis viz tvod).
Do naseho souboru byli jiz primarné zahrnuti nemocni se STEMI s pozdni reperfuzi, tedy
pacienti s prakticky plné rozvinutym relativné velkym poskozenim myokardu, mirné
dilatovanou komorou s lehce elevovanou hmotnosti komory (primérna vstupni hmotnost LK

224 + 32g) a alterovanou vstupni systolickou funkci (LVEF 39,5 £+ 6%).

4.9.2 Hodnoceni velikosti levé komory

Pro kvantifikaci velikosti LK  jsme pouzili tyto parametry: enddiastolicky a
endsystolicky rozmér (LVEDD, LVESD /mm/), diastolicky rozmér interventrikularniho septa

(IVSd) a zadni stény v diastole (ZSd). Dale jsme hodnotili hmotnost LK a objemové
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hodnoceni pomoci enddiastolického a endsystolického volumu (LVEDV a LVESV /ml/).

Mg¢feni bylo provedeno z parasternalni dlouhé osy a 4AC projekce (podrobnéji viz metodika).

4.9.3 Rozmérové hodnoceni

U v8ech zafazenych nemocnych (n=27) jsme prokazali vstupné¢ mirnou dilataci LK
s pramérmym vstupnim diastolickym rozmérem 53,5 + 6mm (LVEDD 53,9 + 7,2 mm
Vv BMNCs skupin¢ vs. kontrolni skupina 53,1 + 4,3 mm, bez rozdilu mezi skupinami, p=0,91).
Mirné zvétSeny byl také vstupni rozmér LVESD s praimérnou hodnotou 39 = 8 mm (40,8 +
7,7 mm vs. 37,1 £ 8,7 mm, bez statistické vyznamnosti mezi aktivné 1éCenymi nemocnymi a
kontrolni skupinou, p=0,21). B&hem nasledovanych opakovanych kontrolnich vySetfeni

v odstupu od STEMI jsme zjistilii mirnou progresi v obou rozmérech (viz tbl. 15).

Tbl. 15.: Zména velikosti diastolického a systolického rozméru levé komory v zavislosti na

podané léché a sledovaném obdobi.

P hodnota
BMNCs Kontrolni BMNCs vs
skupina skupina Kontrolni
(n=14) (n=10) skupina
Relativni
Absolutni zména Absolutni Relativni
zména vs. vs.vstupni zmeéna vs. zmeéna
Primérna vstupni hodnota Primérna vstupni vs.vstupni
hodnota hodnota (%) hodnota hodnota hodnota (%)
LVEDD Vstupni
(mm)  hodnota 539+72 53,1+43 0,91
4 mésice 59,761 +58mm +10.70% 56,1 £6,1 +3 mm +5,60% 0,23
24
mésicu 56,751 +2,8 mm 5% 55,7£6,6 +2,6 mm +4.90% 0, 27
LVESD  Vstupni
(mm)  hodnota 40,8+7,7 371+87 0,21
4 mésice 42,4+6,2 +16mm +3,90% 40,4+51 +3,3mm +8,90% 0,72
24
mesicu  41,1+47 +03mm +0,70% 399+75 +2,8mm +7,50% 0,09

Pti 4 mési¢ni kontrole byl LVEDD u skupiny s BMNCs 59,7 + 6,1lmm vs. 56,1 +

6,Imm u kontrolni skupiny, pficemz relativni zména byla +10,7% vs. + 5,6%, p=0,23).
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Obdobné¢ doslo i k mirnému zvétSeni endsystolického diametru za 4 mésice na hodnoty 42,4 +
6,2 mm vs. 40,4 £ 5,1mm (relativni zména byla +3,9% vs. +8,9%, p=0,72).

Pfi kontrolnim vySetfeni za dva roky od randomizace byly hodnoty LVEDD bez
vyznamné zmény a statistického rozdilu mezi skupinami v ramci sledovaného obdobi (56,7 +
5,1 mmvs. 55,7 + 6,6 mm, p=0,27). Absolutni zména piedstavovala hodnotu +2,8 mm vs. 2,6

mm a relativni zména +5% vs. +4,9% (viz graf 12).

Graf 12.: Zména LVEDD u pacientii s implantovanymi BMNCs a v kontrolni skupiné behem
sledovani.
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Oproti tomu byl zjiStén pozitivni trend ve velikosti systolického rozméru LK ve

prospéch aktivné 1é¢ené skupiny BMNCs (41,1 £ 4,7mm vs. 39,9 + 7,5mm) kdy absolutni

zména odpovidala hodnotam +0,3mm vs. +2,8mm (relativni zména +0,7 % vs +7,5%)
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S hrani¢ni vyznamnosti ve prospéch pacientli aktivné lécenych kmenovymi bunikami, p=0,09

(viz graf 13).

Graf 13.: Zména LVESD u pacientii s implantovanymi BMNCs a v kontrolni skupiné behem

sledovani.
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Primérna vstupni hodnota rozméru interventrikularnicho septa byla v aktivné 1é¢ené
a kontrolni skupiné obdobna 10,9 + 1,6mm vs. 12,7 + 1,9mm, p=0,48, stejné tak i Sitka zadni
stény 9,9 = 1,2mm vs. 9,5 £ 1,3mm, bez statistické signifikance, p=0,59. Diference nebyla
patrnd ani nasledné pii kontrolnim echokardiografickém vysetieni za 24 mésictu IVSd 9 + 0,6
mm vs. 9,9 £ 0,4 mm, ZsLK 9,4 0,5 mm vs. 10 + 0,6 mm. Hodnocenim poméru IVSd /ZsLK
(vstupné 1,1 £ 0,7 vs 1,34, 24 mésict 0,96 + 0,3 vs 0,99 £ 0,4) jsme prokazali prakticky
normalni hodnoty S$itky stény komory. Relativni tloustka LK (RWT) se béhem sledovani
V obou skupinéch také vyrazné nezménila (0,38 = 0,01 vs. 0,35 £ 0,02, 24 mé&sicii 0,31 + 0,02

vs. 0,36 + 0,03, p=0,79), graf 14 a 15.
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Graf 14.: Zmeéna ve velikosti levé komory a $irky stén behem sledovaného 24 mésicniho

obdobi u skupiny nemocnych s implantovanymi BMNCs.

Vstupni 4 mési¢ni
hodnoty  sledovani p

RWT 0,38+0,01  0,31+0,02 0,41

IVSd (mm) 10,9+1,6 9+0,6 0,48

ZsLK (mm) 9,9+1,2 9,4+0,5 0,73

1IVS/ZS 1,1+0,7 0,96+0,3 0,29

p: NS BMNCs skupina
\
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B Vstupnihodnoty ~ ® 24 mésicni sledovéni

Graf 15.: Zmeéna ve velikosti levé komory a §irky stén béhem sledovaného 24 mésicniho

obdobi u kontrolni skupiny.

Vstupni 24 mési¢ni
hodnoty  sledovani p

RWT 0,35+£0,02  0,36+0,03 0,79
1VSd (mm) 12,7+1,9 9,9+0,4 0,37
ZsLK (mm) 9,5+1,3 10+0,6 0,68
1VS/ZS 1,34+0,6 0,99+0,4 0,24
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4.9.4 Hmotnost levé komory

V nasem souboru pacientil jsme pozorovali vstupné mirn¢ zvétSenou hmotnost LK
oproti normé, primérna hodnota métfeni u 27 randomizovanych nemocnych byla 224 + 329
(skupina s BMNCs (n=14) 221 + 12g vs. 228 + 45g u kontrolni skupiny (n=10), p=0,68).
Béhem 4 a 24 mésicniho sledovani byl zaznamenany pouze mirny statisticky nevyznamny
vzestup hmotnosti LK v obou skupinach (225 + 52¢g vs. 230 + 49¢g) odpovidajici relativnimu
vzestupu + 1,8% v BMNCs skupiné vs. 2% ve skupiné kontrolni, bez statistické signifikance,

p=0,35, graf 16.
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Graf 16.: Hmotnost levé komory — srovnani kontrolni skupin a skupiny s implantovanymi

BMNCs.
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U nemocnych vzhledem k poméru hmotnosti a RWT se jednalo pievazné o

excentrickou hypertrofii.

4.9.5 Hodnoceni zmén objemi levé komory

Vstupni hodnoty LVEDV a LVESV v obou skupinach (163,3 + 10,3ml vs. 162,3 +
39,3ml, p=0,71 u LVEDV, 98 + 38,Aml vs. 98 + 38,9ml, p=0,79 u LVESV) odpovidaji

vstupnim hodnotam LVEDD a LVESD a nalezu mirn¢ dilatované LK, graf 17 a 18.
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Graf 17.: Korelace mezi vstupnimi rozmeéry LVEDD a LVEDV.
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Graf 18.: Korelace mezi LVESD a LVESV béhem 24 mésicniho sledovani.
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Béhem 2 letého sledovani doslo k nartistu LVEDV na hodnoty 180 + 50,6ml ve
skupiné s implantovanymi BMNCs vs. 180,2 + 35,6ml u kontrolni skupiny, p=0,16 (nalez
odpovida absolutni zméné¢ LVEDV +16,7ml vs +17,9ml, relativni zméné +10% vs. +10,4%),

tbl. 16, graf 19.
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Tbl. 16.: Shrnuti zmén velikosti LVEDV (enddiastolického objemu) a LVESV (endsystolického

objem) u pacientii s implantovanymi BMNCs a kontrolni skupinou béhem sledovani.

P hodnota
BMNCs Kontrolni BMNCs vs
skupina skupina Kontrolni
(n=14) (n=10) skupina
Relativni
Absolutni zména Absolutni
zména vs.  vs.vstupni zména vs. Relativni zména
Primérna vstupni hodnota Primeérna vstupni vs.vstupni
hodnota hodnota (%) hodnota hodnota hodnota (%)
LVEDV  Vstupni
(ml) hodnota 163,3+10,3 162,3+39,3 0,71
4 mésice 172,3 +40,5 +9ml +5,70%  174,3 +£59,2 +12 ml +7,40% 0,33
24
mésicii 180 £50,6  +16,7ml 10% 180,2+35,6 +17,9ml 10,4% 0,16
LVESV  Vstupni
(ml) hodnota 98 +38,1 98 + 38,9 0,79
4 mésice 95 £28,2 -3mi -3.10% 96 +41,4 -2ml 2% 0,85
24
meésicil 95,4 £39,8 -2,6 ml -2.65% 96,2+385 -1,8 ml —1,80% 0,26

Graf. 19.: Hodnoceni zmény LVEDV ve vztahu ke sledovanému obdobi mezi aktivné lécenou a

kontrolni skupinou nemocnych.
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Endsystolicky volum se lehce zmensil u obou skupin bez presvédCivé statistické
vyznamnosti, ale stendenci ve prospéch aktivné 1é¢ené skupiné (95,4 + 39,8ml vs. 96,2 +
38,5ml, absolutni zména za 24 mésicu -2,6ml vs -1,8ml relativni zména -2,65% vs -1,8%,

p=0,26), graf 20.

Graf 20.: Zména velikosti LVESV u skupiny s implantovanymi Kmenovymi burnkami vs.

V kontrolni skupiné, relativni zmena béhem 24 mésicniho sledovani.
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4.9.6 Hodnoceni systolické funkce levé komory

Vlastni hodnoceni systolické funkce LK bylo provedeno pomoci parametru ejekéni
frakce - LVEF. Vstupni hodnoty byly v obou skupinach srovnatelné (39,2 + 9,2% vs. 39,4 +

5,6%, p=0,73), thl. 17.
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Tbl. 17.: Zmény funkce levé komory (LK) hodnocené dle Simpsonovy metody, zmény béhem

sledovanych obdobi.

P
hodnota
BMNCs
BMNCs Kontrolni 'S
skupina skupina Kontrolni
(n=14) (n=10) skupina
Relativni
Absolutni zména Absolutni Relativni
zmeéna vs.  vs.vstupni zmeéna vs. zmeéna
Primérna vstupni hodnota ~ Primérna vstupni vs.vstupni
hodnota hodnota (%) hodnota hodnota hodnota (%)
LVEF Vstupni
(%) hodnota 39,2+9,2 394+5,6 0,73
4 mésice 45 +10,9 +5,8 % 15% 47+9,8 +7,6 % 19% 0,75
24
mesicu 51,2+ 6,7 12% 31% 479 + 14 +8,5 % 22,6% 0,03

Béhem 4 mésicni kontroly jsme pozorovali zlepSeni systolické funkce. LVEF se

zlepsila v obou skupinach, tedy jak v aktivné 1é¢ené s implantovanymi BMNCs tak i kontrolni

(absolutni zména ve skupiné aktivné 1écenych s BMNCs byla +5,8% vs. +7,6% v kontrolni

skuping, relativni zména +15% vs. +19%, p=0,75) na hodnoty 45 + 10,9% vs. 47 + 9,8%.

Nebyl zachycen statisticky signifikantni rozdil mezi skupinami, p=0,75, graf 21.

Graf 21.: Zména velikosti LVEF (%) béhem 4 mésicniho sledovani u nemocnych

S implantovanymi BMNCs a kontrolni skupiny.
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Velmi pozitivni bylo zjisténi statisticky signifikantniho vzestupu systolické funkce
LK béhem 24 mési¢ni kontroly u pacientt s implantovanymi BMNCs oproti kontrolni
skupin¢ na hodnoty 51,2 + 6,7 % vs. 47,9 + 14 %. Absolutni zména od vstupnich hodnot ve
skupiné pacientl s implantovanymi BMNCs ptedstavuje +12%, relativni zména byla +31%,
naproti tomu ve skuping¢ kontrolni absolutni zména byla +8.5%, relativni +22,6%, p=0,03,
graf 22.
Graf 22.: Hodnoceni zmény velikosti LVEF (%) u aktivné lécenych nemocnych
S implantovanymi kmenovymi bunikami a kontrolni skupinou béhem 24 mésicii sledovani.

LVEF (%), skupina s BMNCs

B0 { +31% vs. +22,6%

a0 4

LWEF (%), vZestup

40 A

30

204

+31%, (=045

D T
LVEF (%), vstupni  LVEF (%), 24 mésicil

LVEF (%), kontrolni skupina >

50

50 | ]

40 {

20 47 544

204 Bask

104 ‘ +225%, p=037 )
U . .
LWEF (%), wstupni LVEF (%), 24 mésicl

BhMCs Kontralni skupina

4.9.7 Frakéni zkraceni

Hodnoceni kinetiky basalnich segmentii bylo provedeno pomoci frakéniho zkraceni
(FS). Vstupni hodnoty byly srovnatelné v obou skupinach ( 27,2 + 2,4% vs. 31 £ 2,2%,
p=0,87) s mirnym zlepSenim béhem sledovaného obdobi (28,3 + 1,9% vs. 32 + 3,1%), rozdil

mezi skupinami nebyl statisticky vyznamny (p=0,59), tbl. 18, graf 23.
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Tbl. 18.: Shrnuti zmény frakcniho zkrdaceni u nemocnych s implantovanymi BMNCs vs.

kontrolni skupina.
P hodnota
BMNCs Kontrolni BMNCs vs
skupina skupina Kontrolni
(n=14) (n=10) skupina
Relativni
Absolutni zména Absolutni Relativni
zmeéna vs.  vs.vstupni zména vs. zmeéna
Primérna vstupni hodnota ~ Primérna vstupni vs.vstupni
hodnota hodnota (%) hodnota hodnota hodnota (%)
Frakéni  Vstupni
zkraceni hodnota 27,2+24 31+22
24
mésice 283+19 11+05 4,04 32+3,1 1+0,9 3,22 0,59

Graf 23.: Zména velikosti hodnoty frakcniho zkraceni behem 24 mésicniho sledovaini

(nemocni s implantovanymi BMNCs vs. kontrolni skupina).
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4.10 Dobutaminova echokardiografie — hodnoceni viability myokardu

Pomoci dobutaminové echokardiografie jsme se snazili o postihnuti zatézové viability
a jeji zmény v jednotlivych segmentech hibernovaného myokardu (popis viz metodika).
Cilem bylo hodnoceni zmény kinetiky po podani dobutaminu v jednotlivych segmentech levé
komory (WMSI). Vstupni hodnoty byly v obou skupinach srovnatelné, pramérné hodnoty
1,95 +0,26 vs. 1,9 £ 0,24, p=0,75.

Béhem 4 mési¢niho sledovani jsme neprokazali statisticky signifikantni zménu
kinetiky ani vyznamnéj$i potenciace hibernovaného myokardu Vv jednotlivych definovanych
segmentech v aktivné 1é¢ené skupiné oproti skupiné kontrolni 1,7 + 0,39 vs. 1,76 + 0,33.
Doslo tedy k mirnému zlepSeni u obou skupin, relativni pokles hodnoty byl u skupiny

s implantovanymi BMNCs 12,8% vs. 7,4% ve skuping kontrolni, p=0,68, tbl. 19, graf 24.

Tbl. 19.: Zména wall motion score indexu = regionalni kontraktility myokardu — 4 mésicni

sledovani.
P hodnota
BMNCs Kontrolni BMNCs vs
skupina skupina Kontrolni
(n=14) (n=10) skupina
Relativni
Absolutni zména Absolutni Relativni
zména vs.  vs.vstupni zména vs. zména
Primérna vstupni hodnota  Pramérna vstupni vs.vstupni
hodnota hodnota (%) hodnota hodnota hodnota (%)
Vstupni
WMSI  hodnota 1.95+0.26 1.90 +0.24 0,75
4meésice 1704039 1025 128% 1.76+0.33 40,14 17.4% 0,68

WMSI — wall motion score index
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Graf 24.: Zména velikosti wall motion score indexu (WMSI) = regiondlni kontraktility béhem

21
= 2 197
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4.11 Zmény chlopenniho aparatu (zmény morfologické a hemodynamické)

Zmény chlopenniho aparatu ve smyslu mirného zesileni chlopenich cipu byly vstupné
popsany u 70% nemocnych a nemély hemodynamicky dopad. Nevyznamnd mitralni
regurgitace 1+ byla vstupné popsana u 62% pacientli (55% u BMNCs skupiny, 70% u
skupiny kontrolni, p=0,57). Vstupné nebyla u nemocnych zachycena jina zavazna chlopenni
vada. Béhem 24 mési¢niho sledovani byla popsana malo az stfedné¢ vyznamna regurgitace 2

N 24

progrese jiné chlopenni vady.
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4.12 Diastolicka funkce — jeji charakter a zména béhem 24 mési¢niho sledovani

Diastolicka funkce ptedstavuje aktivni déj dany komplianci LK béhem plnici faze.
V nasem souboru nemocnych jsme zjistili vstupné mirnou az sttedné vyznamnou poruchu
diastolické funkce (E 0,66 + 0,19m/s, A 0,56 + 0,16m/s, E/A 1,21 + 0,37, DTe 162 + 23ms,
Adur-Ardur 2 £ 8) vzniklou velmi pravdépodobné na podklad¢ alterace myokardu pti akutnim
STEMI. Nebyl zachycen statisticky signifikantni rozdil mezi vstupnimi hodnotami mezi
aktivné 1é¢enymi a kontrolni skupinou (BMNCs skupina: E 0,72 £0,23m/s, A 0,55 £+ 0,16m/s,
DTe 143 +£ 21ms, Adur 118 + 19ms, Ardur 125 + 47ms, E/A 1,35 + 0,45, Adur-Ardur -12
ms vs. kontrolni skupina: E 0,6 = 0,16m/s, A 0,58 + 0,17m/s, DTe 182 + 25ms, Adur 135 +
6ms, Ardur 119 + 30ms, E/A 1,07 + 0,3, Adur-Ardur 16 + 11ms). Béhem 24 mési¢niho
sledovani jsme u nemocnych s implantovanymi BMNCs zjistili zlepseni diastolické funkce z
ptrevazujici zmény plnéni charakteru pseudonormalizace na leh¢i poruchu relaxace (E 0,66 +
0,25m/s, A 0,55 + 0,16 m/s, Dte190 + 25ms, Adurll5 + 25ms, Ardurl4l + 19ms, E/A 0,97
+ 0,45, Adur-Ardur 27 £+ 12ms) oproti kontrolni skupiné kdy ptevazuje a dokonce lehce
progreduje Cetnost vyskytu - pseudonormalizace (E 0,83 + 0,11 m/s, A 0,54 + 0,18 m/s, Dte
136 + 42ms, Adur 129 + 21ms, Ardur 138 + 25ms, E/A 1,56 + 0,3, Adur—Ardur -9), tbl. 20,

graf 25 a 26.
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Tbl. 20.: Shrnuti parametri diastolického plnéni LK, sledovani jednotlivych parametrii a

jejich zmén, které urcuji dalsi pritbeh zmény diastolické funkce.

P hodnota
BMNCs Kontrolni BMNCs vs
skupina skupina Kontrolni
(n=14) (n=10) skupina
Relativni Relativni
zména zména
Primérna vs.vstupni Primérna vs.vstupni
hodnota hodnota (%) hodnota hodnota (%)
E (m/s) Vstupni hodnota 0,72+0,23 0,6+0,16
24 mésici 0,66+0,25 -8,3 0,83%0,11 38 0,002
A (m/s) Vstupni hodnota 0,55+0,16 0,58+0,17
24 mésicu 0,74+0,3 34 0,54+0,18 -6,9 0,008
E/A Vstupni hodnota 1,35+0,45 1,07+0,3
24 mésicii 0,97+0,45 -28 1,56+0,3 +45 <0,001
Dte (ms) Vstupni hodnota 143+£21 182+25
24 mésicu 190+25 33 13642 -25 0,002
Adur (ms) Vstupni hodnota 118+19 135+6
24 mésicii 115425 -2,5 129+21 -4.4 0,34
S (m/s) Vstupni hodnota 0,58+0,1 0,51+0,08
24 mésicii 0,69+0,2 19 0,54+0,06 58 0,004
D (m/s) Vstupni hodnota 0,42+0,11 0,41+0,08
24 mésicii 0,46+0,22 9,5 0,35+0,04 -14,6 0,003
Ardur (ms) Vstupni hodnota 12547 119430
24 mésicii 141£19 12,8 138+25 16 0,21
Adur-Ardur (ms) Vstupni hodnota -1245 16+11
24 mésicii 27+12 -9+6 39 0,002
Graf 25.: Shrnuti zmény diastolické funkce.
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Graf 26.: Zména jednotlivych parametri diastolické funkce — viny E, poméru E/A,

deceleracni cas (DTe).
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4.13 Zména velikosti levé siné

Levé sin byla diive ¢asto povazovana za pouhy pasivni reservoar. Nicméné v poslednim
desetileti se stale vice poukazuje na jeji vyznamny spolupodil v hemodynamice. Jeji funkce je
velmi tzce spjata s LK a to piedevsim s jeji diastolickou funkci. Casto v ramci poinfarktové
remodelace dochédzi ke zméné jejiho tvaru a velikosti vedouci ke zhorSeni plnéni LK
S negativnim vlivem na prognozu pacienti. Hodnocena byla LS z parasternalni osy a ze 4 AC
projekce ve 2 rozmérech (viz metodika). U nemocnych v obou skupinach doslo k mirné
dilataci LS (pti hodnoceni s PLAX a pii¢éného rozméru) béhem 2 letého sledovani, coz lze
demonstrovat v tabulce 21. U BMNCs skupiny ze vstupni hodnoty 37 = 9 mm se zvysil
rozmér LS na 43 + 10 mm a u kontrolni skupiny z 43 + 9 mm na 45 + 8 mm, bez statistické
signifikance mezi skupinami. Jista pozitivni zména ve prospéch BMNCs skupiny je patrna
z apikalni 4AC projekce a to v podélném rozméru LS, kdy jsme béhem 24 mésicti pozorovali

u aktivné lé¢enych nemocnych mirnou regresi velikosti z49 = 8mm na 48 £ 6mm oproti

kontrolni skuping, ve které se rozmér zvétsil 48 £ 8 mm na 54 + 7mm, p=0,12, graf 27.

Tbl. 21.: Zména velikosti levé siné (mm) v aktivné lécené skupiné (aplikované BMNCs) vs.

kontrolni skupiné béhem 24 mésicniho sledovani.

P hodnota
BMNCs Kontrolni BMNCs vs
skupina skupina Kontrolni
(n=14) (n=10) skupina
Relativni
Relativni zména
Primérna zména Primérna vs.vstupni
hodnota vs.vstupni hodnota hodnota
(mm) hodnota (%) (mm) (%)
Vstupni
LS PLAX hodnota 3749 4349
4 mesice 42+7 13,5 47+13 9,3 0,49
24 mésicii 43+£10 16,1 4548 4.6 0,17
Vstupni
LS 4AC - pFi¢ny rozmér hodnota 4445 44+16
4 mésice 47+11 6,8 49+11 11,4 0,67
24 mésicu 4244 -4,5 4445 0 0,24
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Vstupni

LS 4AC podélna osa hodnota 4948 48+8
4 mésice 53+7 8,2 50£12 4.2 0,59
24 mésicil 48+6 -2 54+7 12,5 0,12

LS — leva sin, PLAX — parasterndlni dlouha osa, 4AC — 4 dutinova apikadlni osa

Graf 27.: Relativni zména velikosti levé siné za 24 mésicii oproti vstupni hodnoté (%) u

nemoécnych s implantovanymi BMNCs a kontrolni skupiné.
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4.14 Hodnoceni vlivu remodelace levé komory na pravostranné srdecni oddily

Sledovali jsme vliv postinfaktové remodelace i na pravostranné srde¢ni oddily, pravou
komoru a pravou sin. Hodnoceni bylo provedeno echokardiograficky ze 4AC projekce (blize
viz metodika). Vstupné nebyla zachycena statisticky vyznamna zména v pfiéném rozméru,
velikosti pravé komory mezi skupinami. U skupiny s implantovanymi BMNCs vstupné byla
hodnota 33 + 12 mm vs. 34 = 13 mm, v obou skupinach doslo béhem 24 m¢si¢niho sledovani
k mirné progresi jeji velikosti na hodnoty 34 + 9 mm v aktivn¢ 1é¢ené skuping vs. 35+ 11 mm
ve skupin€ kontrolni, p=0,85. Longitudinalni kontraktilita pravé komory, hodnocend dle
orientaéniho rozméru TAPSE, byla zachovana v obou skupinach (20 £+ 2 vs. 19 + 5, p=0,81).
Nebyla zaznamenana ani statisticky signifikantni zména velikosti pravé siné béhem 24
meésiéniho sledovani. Primarné pfi akutnim STEMI byla pfechodné tendence k mirné dilataci
pravé siné - rozmér byl 37 = 13 mm ve skupiné s BMNCs vs. 35 + 14 mm vV kontrolni
skuping, p=0,46. Tato velikost se ustdlila a béhem nasledného obdobi se jiz vyraznéji
neménila. Ve skupiné s implantovanymi BMNCs na rozméry 31 + 11 mm vs. 37 = 16 mm, p

= 0,04, tbl. 22, graf 28.

Tbl. 22.: Zména velikosti pravé komory a pravé siné v zavislosti na sledovaném obdobi, nebyl
zaznamenany statisticky signifikantni rozdil ve velikostech jednotlivych oddilii v zavislosti na

sledovaném obdobi.

P hodnota
BMNCs Kontrolni BMNCs vs
skupina skupina Kontrolni
(n=14) (n=10) skupina
Primérna Primérna
hodnota hodnota
Vstupni
Prava sin hodnota 37+13 35+14
4 mésice 40+15 39+17 NS
24 mésicu  37+11 37+16 NS
Vstupni
Prava komora hodnota 33+12 34+13
4 mésice 3348 35+12 NS
24 mésicu 3449 35+11 NS
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Graf 28.: Srovnani zmény velikosti pravé komory a pravé siné u kontrolni skupiny (baseline,

4 mésice, 24 mésice).
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4.15 Hodnoceni velikosti infarktového loziska

Scintigrafické vySetfeni myokardu bylo provedeno pii dimisi ze vstupni hospitalizace a
za 4 mésice od randomizace. Byla hodnocena zména velikosti infarktového loziska
Vv jednotlivych skupinach. Béhem 4 mésict doslo k redukci infarktového loziska v obou
skupinach (pokles 0 26,3% ve skupi¢ s BMNCs vs. 25,7%), bez statisticky signifikantniho

rozdilu, tbl. 23, graf 29.

Tbl. 23.: Shrnuti zmény velikosti infarktového loZiska.

P hodnota
BMNCs Kontrolni BMNCs vs
skupina skupina Kontrolni
(n=14) (n=10) skupina
Relativni
Absolutni ~ zména Absolutni Relativni
zména vs.  vs.vstupni zména Vvs. zména
Primérna vstupni hodnota Primérna vstupni vs.vstupni
hodnota hodnota (%) hodnota hodnota hodnota (%)
Vstupni
SPECT hodnota 41,4+183 4751208
4mésice 305+16,1 36172 1263% 353+172 41,4+189 1257 % 0,49

Graf 29.: Zména velikosti infarktového loZiska hodnocend dle SPECTu myokardu.
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4.16 Kyvalita Zivota

U nemocnych jsme provedli v ramci 24 mési¢niho sledovani hodnoceni kvality Zivota
dle standardizovaného dotazniku kvality zivota SF-36. Nasi snahou bylo verifikovat efekt
intrakoronarni aplikace BMNCs a na subjektivné vnimané obtize. Hodnotili jsme jednotlivé
parametry (domény) z dotazniku a jejich zmény (verifikace viz metodika).

Z vysledki po srovnani s kvalitou zivota bézné populace (hodnoceno dle Oxfordského
HRQOL) vyplyva, ze kvalita naSich pacienti je vyznamné nizS$i. Nebyl, ale zachycen
statisticky signifikantni rozdil mezi aktivn¢ lé€enymi nemocnymi a kontrolni skupinou pii

porovnavani vSech domén (p=0,25), viz tbl. 24, graf 30.

Tbl. 24.: Hodnoceni kvality Zivota — srovndni v jednotlivych doméndach kvality Zivota mezi
aktivne lécenymi pacienty a kontrolni skupinou (24 mésicni kontrola), srovnani s kvalitou

Zivota bézné populace.

Index
oo Mmooy ool ool
Oxford skupina
Fyzické funkce PF 100 84.2 452 +11 48,818
Fyzické omezeni roli RP 100 80.9 25,3+ 3 23,614
Télesna bolest BP 100 75.2 51,5+ 11 49,8+16
Celkové vnimani vlastniho zdravi GH 100 71.9 42,3+ 9 42413
Vitalita VT 100 60.9 50,4+9,15 50,2211+
Fyzické nebo emoéni omezeni socialnich funkci ~ SF 100 83.3 42,4416 42,1415
Emocni omezeni roli RE 100 81.3 17,9+3,9 16,2246
Vseobecné dusevni zdravi MH 100 74.7 48,347 43,5+16
Fyzické zdravi PCS 100 50.0 44,4249 46,0419
Mentalni zdravi MCS 100 50.0 38,2516 33,8+12

Oxfordsky index HRQOL = odpovida normalni zdravé populaci a jeji kvality zivota.
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Graf 30.: Sledovadni zmén v jednotlivych parametrech kvality Zivota.
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V ramci subanalyzy jednotlivych parametrii byla zjiSténa pozitivni korelace mezi
subjektivné vnimanému vlastnimu zdravi pacienta a systolickou funkci LK (r=0,30, p<0,001),

graf 31.

Graf 31.: Pozitivni korelace mezi subjektivné vnimanému vlastnimu zdravi pacienta a LVEF

za 24 mésicii.
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5 Diskuze

Tato randomizovana studie zkoumala bezpe¢nost a efektivitu intrakoronarni aplikace
autolognich mononuklearnich bunék kostni dien¢ u pacienti po velkém AIM s pozdni
prezentaci, primarn¢ feseném perkutdnni koronarni angioplastikou. Tito nemocni jsou
vystaveni nejvétSimu riziku negativni poinfarktové remodelace LK s rozvojem srde¢niho

selhani a nasledné smrti 14 1618,

Dosud neni k dispozici zadna efektivni konvenéni terapie,
kterd by umoznila prognézu téchto nemocnych zlepsit a podilet se tak na zabranéni tvorby
fibrotické jizvy a nahrazeni ztracenych CM ® % 1% Hlavnimi kli¢ovymi vysledky nasi
prace je prokazani bezpec€nosti aplikace KB a zjisténi, ze 1 kdyz u naSich pacientl i.c.
aplikace BMNCs nevedla béhem 4 mésicti k signifikantnimu vzestupu LVEF ¢i redukei
objemti komory a zmensSeni velikosti infarktového loziska, v dlouhodobém sledovani u
aktivné 1écené skupiny nemocnych doslo k poklesu LVESV a stabilizaci LVEDV. To se
projevilo, i kdyZ mirnym, ale signifikantnim zlepSenim systolické funkce LK. Pozitivni a
ptekvapivy byl néalez pfiznivého vlivu BMNCs na diastolickou funkci béhem 2 letého
sledovani. Tyto vysledky poukazuji na moznost ovlivnéni pfedev§im dlouhodobého procesu
remodelace bunécnou terapii.

Predpoklady naSi studie zhlediska moZnosti ovlivnéni regenerace myokardu
a zlepSeni systolické funkce LK vychazely z preklinickych experimentalnich praci > a
Z pilotnich nerandomizovanych klinickych studii . Patii sem piedevSim prace publikovana
Avilésem a spol. % Zde byly péti pacientim i.c. aplikovany BMNCs 10-15 dni po AIM.
Hodnoceni bylo provedeno pomoci levografie a bylo zjisténo signifikantni zlepSeni
kontraktility a systolické funkce LK . Pozitivni vliv aplikace KB vyplyval i ze studie
TOPCARE-AMI Trial ¥ Do této prace bylo zafazeno 20 pacientd. Deviti nemocnym

byly intrakoronarné implantovany BMNCs, jedenacti nemocnym pak EPCs z periferni krve,

vzdy za 4 dny od AIM. V odstupu 4 a 12 mésici autofi zaznamenali dle levografie
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signifikantni zlepSeni globalni systolické funkce LK, zmenSeni postizené¢ho infarktového
loziska a zlepSeni viability myokardu. Efekt terapie pfitom byl nezavisly na typu podanych
bunék (BMNCs vs. EPC).

Vyse uvedené prace vyrazné motivovaly dal§i vyzkumné zaméry zabyvajici se touto
problematikou. Ve vSech studiich, v¢etné¢ nasi, byly kladeny obdobné technické otazky z
hlediska provedeni implantace. Jedna se pfedev§im o optimdlni zplsob aplikace bunék,

nacasovani implatace a pocet KB.

5.1.1 Zpisob aplikace

U nasSich pacientil jsme aplikovali BMNCs intrakoronarné. Metoda byla pouzita pro

142

svoji jednoduchost a relativné malou invazivitu =", Vychazeli jsme z literatury, kde byla

76, 97

ucinnost verifikovana v fad¢ studii . Tato metodika aplikace ma mnoho vyhod, ale i své

limitace. Jednou z hlavnich nevyhod je mala cilenost, ktera je vynikajici pokud je napf.
provedena pfima intramyokardidlni implantace KB pfi kardiochirurgickych vykonech 166,
Takto aplikované buiiky umoziji zacilené podani do loziska ischemie. Sir§i vyuziti této
metody je ale limitované pfedev§im vlastni invazivitou vykonu. Relativni vyhody obou
zpusobl jsou zahrnuty v technice pfimého podani BMNCs katetrizacni, transendokardialni
NOGA technikou *%**!. Bohuzel, v dobé kdy jsme studii zah4jili tato metoda nebyla v Ceské
republice dostupnd. | nyni je vyuziti limitované pro finan¢ni naroc¢nost. Prozatim je tento
postup teprve v zacatcich, probihd nékolik studii vyuzivajici této aplikace, zatim nejsou

k dispozici vysledky.
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5.1.2 Typ aplikovanych bunék

Vybér spravného charakteru bun¢k pro i.c. aplikaci u pacientd po STEMI je pomérné
problematicky. V tivodu této prace jsem se zminila o fad¢ nabizenych potencionalné
vhodnych typt bunék. Vzhledem k designu nasi prace, zahrnujici pacienty recentné po AIM
jsme pouzili BMNCs. Vychazeli jsme z dostupné literatury, kde je popisované, ze praveé
podani BMNCs ¢i obecnéji kmenovych bunék kostni diené, mize vést ke zlepSeni prabehu
angiogenezy a mozné zachrang hibernovaného myokardu se zlepSenim LVEF %% 119 124126, 138

167189 Mimo to je vyhodna i jejich snadngj$i dostupnost, relativni bezpecnost a mensi

invazivita aplikace ' 121123 133, 170, 171

. Praci s riznymi modifikacemi KB, ale i variabilitou
pouzité aplikace bylo publikovano velké mnozstvi (viz. thl. 25). Jednalo se pfedev§im o malé

nerandomizované studie. Jejich rozdilnost Stézuje vyrazn¢ validni porovnani.

Tbl. 25.: Souhrn praci zabyvajicich se aplikaci kmenovych bunék — ukdazka variability typu

podanych bunék a jejich kombinace ve vztahu k rozdilnosti cesty aplikace.

Studie a typy kmenovych bunék s rozdilnou aplikact

Studie pocet Typy aplikovanych Cesta aplikace bunék
pacientt bunék
Stamm 12 BMNCS chirurgicky - epikardialng
Li**® 70 CPC-GCSF chirurgicky - epikardialng
Galinanes "2 14 BMNCS chirurgicky — epikardialng
Hendrikx '" 20 BMNCS chirurgicky - epikardialng
Ozbaran '™ 6 CPC-GCSF chirurgicky - epikardialng
Pompilio * 4 GCSF-mobilizace chirurgicky - epikardialng
CD 133+
Tse 1 8 BMNCS Endomyokardialni aplikace
Perin '’ 14 BMNCS Endomyokardialni aplikace
Fuchs ** 10 BMNCS Endomyokardialni aplikace
Losordo *"® 24 GCSF-mobilizace Endomyokardialni aplikace
CD 133+
Strauer ' 10 BMNCS Intrakoronalni aplikace
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REPAIR-AM| " 204 BMNCS Intrakoronalni aplikace

ASTAM| ' 100 BMNCS Intrakoronalni aplikace
BOOST ** 60 BMNCS Intrakoronalni aplikace
Fernandes- 20 BMNCS Intrakoronalni aplikace
Avilés®
IACT study **° 18 BMNCS Intrakoronalni aplikace
Meluzin ** 60 BMNCS Intrakoronalni aplikace
Ruan 20 BMNCS Intrakoronalni aplikace
TOPCARE- 59 BMNCS/CPC Intrakoronalni a subcutanni
AM 132 145,183 aplikace
MAGIC cell ** 27 CPC-GCSF Intrakoronalni a subcutanni
aplikace
MAGIC Cell-3- 96 BMNCS/GCSF Intrakoronalni aplikace
DES 185
Katritsis *® 11 MSC+EPC Intrakoronalni aplikace
Chen 187188 69 MSC Endomyokardialni aplikace
Bartunek **° 19 EPC (CD 133+) Intrakoronalni aplikace
Manginas **° 12 EPC (CD 133+,34+) Intrakoronalni aplikace
Li*t 70 GCSF -mobilizace Intrakoronalni aplikace
CPC
Erbs % 26 CPC-GCSF Intrakoronalni aplikace
Boyle™® 5 GCSF-mobilizace Intrakoronalni aplikace
CD 34+
Janssen *** 67 BMNCS Intrakoronalni aplikace
FIRSTLINE- 30 GCSF subkutanni aplikace
REVIVAL-2 ' 114 GCSF subkutanni aplikace
STEMMI *¥ 62 GCSF subkutanni aplikace

CPC- cirkulujici progenitorové bunky, EPC — endotelialni progenitorové bunky, BMNCs — mononukledrni

bunky kostni diené, MSC — mezenchymalni burky

Pii hodnoceni riznych charakteri bunék nelze opomenout zminku i o dalSich
variantach aplikovatelnych bunék. Mezi prvnimi pouzitymi KB, jiz vroce 2000, byly

skeletalni myoblasty " 81, 117, 198

. Jednd se o buiiky snadno dostupné s vysokou afinitou
k jizevnaté tkani. Maji schopnost podporovat myokardialni regeneraci, podilet se na regulaci
rozsahu poinfarktové jizvy a inhibici remodelace. Jejich efekt byl popsan spise u chronickych
forem ICHS ", Jejich nevyhodou je pfedevSim invazivita a sloZitost podani. Do prvni

publikované studie se skeletalnimi myoblasty Menascheho a spol. '*® byli zafazeni pacienti

(n=10) s vyznamnou ICHS s LVEF < 35 %. Byl u nich popsan pozitivni efekt ve smyslu

-110 -



signifikantniho vzestupu LVEF (p=0,001) béhem jednoho roku sledovani. Nezadoucim
zjisténim bylo, Ze u 5 ti nemocnych byl zachycen béh NSVT a u tii dokonce arytmogenni
boufe snutnosti implantace kardioverteru defibrildtoru.  Jisty podil na tomto faktu
pravdépodobné mé mnozstvi podanych bun¢k a priprava bunék, coz vyplyva i z dalsich praci.
Napt. Gavira a spol.'®® nezaznamenal ani jedenkrat b&h arytmie po implantaci za 1 rok (rozdil
v ko-kultivaci bunék, v.s. snizeni zanétlivého procesu). Ve své praci také pozoroval zlepSeni
LVEF (p < 0,01), regionalni kontraktility (p < 0,0001). Také dalSi prace méli obdobné
vysledky jako Gavira (Simiak et al.* ¥, Dib et al ®). Jednalo se o prace na malém poctu
pacientli, nerandomizované. Nasledn¢ byla provedena studie randomizovand MAGIC (92
pacientii, EF 15-35%) '°, ve které se potvrdil jiz v§znamné mensi efekt na funkci komory.
Pouze ve vysoce davkované skupin€é doSlo ke zmenSeni LVESV. Nebyl zachycen vyssi
vyskyt arytmogenniho potencidlu. Aplikace téchto bun¢k do SirSiho klinického vyuziti je
vzhledem Kk témto rozporuplnym zavérum problematicka a je nutny podrobné&jsi vyzkum.
Dalsimi relativné nad&jnymi buitkami znamymi od roku 1999 jsou mesenchymalni
buiiky. Prvni vyznamn&j§i prace je presentovana Chenem a spol. **" ¥, Do studie bylo
zafazeno 69 pacientll s délkou sledovani 6 mésicii. Vysledkem byl nélez zlepSeni globalni
systolické funkce (LVEF, p=0,01), pokles LVESV, vzestup perfuze a zlepSeni regionalni

86, 88, 188

motility stény . Presny efekt plisobeni neni zcela jasny. Dle experimentalnich praci

tyto buniky nevedou ke stimulaci angiogenezy, ale mohou podpofit vznik bunétné fuze

88, 89

v periinfarktové zoné se zmensenim velikosti infarktového loziska . Také u téchto bunek

je nutny dalSi podrobngjsi t&. spiSe experimentdlni vyzkum. Velmi nadéjné se zdaji do

budoucna embryonalni pluripotentni KB s dobrou diferenciaéni plasticitou do CM 0410,

Experimentalné jsou schopné podpory funkce LK se znamkami zlepSeni kontraktility 105,106

Z etickych diivodi zatim nebyla povolena zadnd klinickd studie s ESC u ¢lovéka. Neni

vyjasnéna ani otdzka jejich mozné teratogenity. I pfes tyto limitace se jedna o velmi nad&jné
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buiiky s velkou perspektivou v budoucnu *°” 1%, S obdobnymi problémy se setkdvame i u

fetalnich a neonatalnich CM, u kterych navic neni jasna otazka imunogenicity " a geneticky

modifikované bunky, které jsou zatim ve stadiu prvopocatkil experimentalnich testt. Nelze

vynechat ani zminku o KB pfitomnych piimo v myokardu (residental cardiac stem cells,

CSCs) s experimentalné prokdzanou schopnosti intramyokardialni integrace, myokardialni

regenerace a regenerace endotelialnich buné

k 1418 v/ poslednich letech je do téchto bungk

vkladana velka nad&e '°. V klinické praxi zatim nebyly pouzity vzhledem k problémiim

s odbérem a expanzi. Prozatim nejsou dostupna dostatecna data o Kinetice proliferace a

diferenciace CSCs. Nejsou také dostatecné prozkoumany nezadouci G¢inky.

5.1.3 Mnozstvi aplikovanych kmenovych bunék

Idedlni a efektivni mnoZstvi bunék, vhodnych pro i.c. aplikaci nemocnym po STEMI,

které by piesvédciveé vedlo ke zlepSeni funkce LK, viability a regeneraci, neni dosud jasné

definovano. Od roku 2005 byla pouzita velké variabilita poctu implantovanych mononukledrnich

bunék v fadé studii, viz tbl. 26.

Tbl. 26.: Prehled studii a rozdilné mnozstvi implantovanych kmenovych bunék.

Studie s mononuklearnimi

bunkami

Pocet implantovanych
bunek

Ge 2006 "
Huang, 2006 **
Janssens, 2006 2%
Kang, 2006 %
Karpov, 2005 %
Li, 2007 *?®
Lunde, 2005 **

Meluzin, 2006 ' &
Meyer, 2006 ***
Schachinger, 2006 *#

4x 10’

1,8x10°

1,7x 108

1-2x 10°

88,5x 10°

7,25x 10’

0,68 x 108

(HD) 108, (LD) 10 ’
2,46 x 10°

2,36 x 108

HD — vysokodavkovana skupina, LD — nizkodavkovana skupina

V nasi praci jsme podali celkovy podet BMNCs v priméru 29 + 11 x 10°, Podivame-li se

na shrnuti nejvyznamnéjsich praci s hodnocenim vyznamnosti efektu, v ptipad¢ podani bunek >
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10° mitizeme pozorovat signifikantni vliv na systolickou funkci LK (vzestup LVEF, p = 0,008),

viz tbl. 27. Toto bylo verifikované metaanalyzou Abdela—Latifa a Martina-Rendona "® *'°.

170, 186

Tbl. 27.: Shrnuti upraveno dle prace Martina-Rendona a Katritise , vliv poctu

mononukledrnich bunék kostni direne na LVEF.

Vliv poétu mononuklearnich bunék kostni diené na LVEF "

Pocet bunék p hodnota
<10’ bun&k 0.48
< 10° bunék 0.39
<10° bunék 0.006
< 10" bunek 0.002

Dosud také neni k dispozici dal$i vysvétleni vlivu mnozstvi a typu podanych bunék na

134 Je otazkou zda pool

piipadnou mobilizaci vlastnich zaloznich BMNCs po AIM v cirkulaci
vlastnich buné¢k mtize byt podanymi butikami néjakym zptsobem aktivovany, neni ale znama
doba nastupu mobilizace. Otazkou také je, jakou roli v jejich mnozstvi hraji i rizikové faktory
aterosklerdzy (hypertenze, koufeni, diabetes), které se také mohou na snizeni bunécné

mobilizace podilet *® Pro presnéjsi kvantifikaci je nutny dal$i podrobné&jsi vyzkum ve sféie

experimentalni.

5.1.4 Nacasovani aplikace BMNCs:

Nasim pacientim byly KB v priméru implantovany 7 + 1 den po STEMI. Nemocni
byli rozdéleni primarné do dvou skupin — ¢asna s aplikaci za 3-5 den, pozdni 7-11 dni po
AIM. Nasim sekundarnim cilem bylo verifikovat idealni na¢asovani (timing) implantace, tedy
dobu, kdy je implantace maximalné G¢inna a bezpe¢na. Bohuzel ale, vzhledem k malému
poctu pacientl nebyla validni analyza nacasovani implantace na vyslednou funkci LK mozna.

Z literatury neni dosud presn¢ urcena optimalni doba implantace 122 7 fady publikovanych
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praci se ale zda, ze pro i.c. aplikaci s nejvétsi efektivitou sveédéi optimalni rozmezi mezi 7-21
133, 181, 182, 191, 194, 204-206 - o “r .o .
dnem . Tyto zavéry podporuje ptedevsim souhrnna prace Martina-

Rendona (7-21 den vs. 0-7 den, p=0,003) *°, viz thl. 28.

Thl. 28.: Variabilita doby implantace.

Vzestup LVEF %
(basalni hodnota/po 1é¢bé)
(p v léCené skupiné)

doba podani od AIM
(dny)

pocet pacientii

Strauer et al, 2002 **° 20 5-9 4vs. 5 (NS)

TOPCARE-AMI, 2002-2004

Assmus '* Britten *® Schachinger 30 4 2,5 vs. 8,5 (< 0,001)

et al.'*

Fernandes-Avilés et al., 2004 *° 33 8-19 538

Bartunek et al., 2005 **° 35 10,2-13 4,3vs.7,1
\?V(gl(ljeSrTelt,:j?E)ﬁ_Szgr?:efer et al.””’ 60 6 31 Vgégs(f élé?ié;':)o,zﬂ
Jannsens et al., 2006 * 66 24 hodin 2,2 vs. 3,3 (p=0,36)

ASTAMI, 2006-2007 - Lunde et
al 2% 97 4-8 6,7 vs. 8 (p=0,07)

REPAIR-AMI, 2006-2007
Schachinger et al. ' 204 3-6 3vs. 5,5 (p=0,006)
Erbs et al.*®®

3 vs. 6 (3més., p=NS)
Meluzin et al., 2006-2007*"* 8 66 6-10 0 vs. 7 (6 més.,HD, p=0,018)
0 vs. 7 (12 més.,HD, p=0,027)

HD — vysokodavkovana skupina, LD — nizkodavkovand skupina, NS — nesignifikantni statisticky
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5.2 Bezpecnost intrakoronarni aplikace BMINCs

V nasi studii jsme prokazali, ze i.c. podani BMNCs u nemocnych s akutnim STEMI
nevede k dlouhodobému vys$simu vyskytu nezadoucich udalosti a tato metoda je celkové
bezpecna. Tento vysledek je pozitivni predevsim i proto, Ze pacienti v aktivné 1é¢ené skupiné
byli mirné znevyhodnéni pro vyssi vék a s tim souvisejici pravdépodobnosti vyssiho vyskytu
nezadoucich ptfihod. Samotny odbér kostni diené¢ vSak muize byt v casném obdobi po infarktu
myokardu provazen zavaznymi komplikacemi. Komplikace vychazi pfedev§im z technické
slozitosti provedeni samotného odbéru kostni (v poloze na bfise), tendenci k hemodynamické
nestabilité organismu recentné po rozsahlém STEMI a také nedostate¢né zkuSenosti s timto
typem vykonu. Tento zavér je podlozen i fadou dalSich klinickych praci 71,97, 121, 123, 210-212
pfi¢emz shrnuti je provedeno v metaanalyze Martina-Rendona *'°, ktery tento nalez potvrzuje.
Z tohoto hlediska je vyhodngj$i odbér mimo casné poinfarktové obdobi, v dobé uplné

stabilizace pacienta, tedy alespoii po 5 dnech od piihody. V obou nasich piipadech také doslo

ke komplikaci v ¢asné skupiné implantace.

Dal$im bodem pozornosti byl vyskyt arytmii. Strach pochazel ptedev§im z prvotnich
praci s KB &1 %3 v/ nagj studii jsme nezaznamenali pro-arytmogenni vliv podanych bungk.
Pocet extrasystol byl dokonce primarné vys$i ve skupiné kontrolni nez ve skupiné
s implantovanymi bunkami (15,2 vs. 4,6, p=0,004) béhem 4 mési¢ni kontroly. Béhem 24
meési¢niho sledovani se rozdil minimalizoval na pocet 3,8 + 1,2 vs. 1,6 + 2,3, p=0,12. Nalez je

v souladu s dalsimi publikovanymi pracemi **% %,

Snazili jsme se také posoudit pomoci katetrizacniho vySetieni za 4 meésice od
randomizace vyskyt in-stent restendz, ktery po implantaci KB piedstavuje jeden z klicovych
bodii sledovani v pribéhu éry rozvoje bunécné 1écby. V nasi praci jsme nezaznamenali u
aktivné léCené skupiny pacientll vyssi vyskyt koronarnich pfihod béhem 2 letého sledovani a

ani zachyt restendzy V intervenované tepné V prub¢hu 4 mésictt od STEMI pomoci kontrolni

-115-



angiografie. Vysledky jsou v souladu s dosud prevaznou vétsinou praci 3% 134 181 182 191, 192,

194, 204-206, 215, 216 Shrnuti je provedeno ve vétsich metaanalyzach ® "% % kde se riziko pro-
aterogenniho potencialu nepotvrdilo. Nicméné béhem poslednich 10 let se vyskytly 3
vyznamnéjsi prace, které timto nazorem piechodné otéasly. Za prvé se jednalo o studii Kanga
a spol. '8, ktera prob&hla na malém souboru nemocnych. Nemocni byli 1é&eni a stimulovani
faktorem G - CSF po dobu 5 dni pfed intervenci a nasledné jim byl implantovany nelékovy,
metalicky stent. U 5 ti pacientl ze 7 byla potvrzena vyznamnéd resten6za V primarné
infarktové a intervenované tepné. Dale se jednalo o prace, ve kterych byly aplikovany
nemocnym buiiky obohacené o CD 133+ (Mansour a spol. ?*8, Bartunek a spol. **°). V obou
byl zaznamenan vyssi vyskyt instent restenéz a byla zjisténa i vétsi lumindlni ztrata s
poklesem koronarni pratokové rezervy V infarktové tepné. Upozornily tak na riziko
akcelerované aterosklerdzy spojené s intrakoronarni aplikaci BMNC. Kang poté o 3 roky
pozdé&ji publikoval dalsi praci ?®® podobného designu aZ nato, Ze byly pouZity 1ékové stenty,
které nevedly kinstent restenéze. Také prace Assmuse a spol. vroce 2006 % na 83
nemocnych s i.c. aplikaci BMNC nevedla k progresi vyvoje restendz a aplikace ani nebyla
spojena s nardstem kardiovaskularnich pfihod ¢i  nutnosti opakované koronarni
revaskularizace. Omezeni této studie je jejim retrospektivnim designem, ve kterém pacienti
lé¢eni intrakoronarni aplikaci BMNCs byli porovnani s kontrolni skupinou historickych
nemocnych. Celkové tyto nalezy naznacuji, Ze riziko urychlené aterosklerozy je tieba vzit v
uvahu pfi vyzkumnych projektech s bunécnou 1écbou u AMI. Toto potenciondlni riziko je
vSak nejspiSe zavislé na tfadé faktort (charakter buné€k, potenciacni faktory, zplisob vedeni

intervence, typ stentu) a ve vétSich studiich se neprokézalo.

5.3 Kratkodobé sledovani

V nasi praci jsme nezaznamenali signifikantni efekt buné¢né terapie béhem kratkodobého

sledovani. Ve srovnéni s kontrolni skupinou nedoslo k signifikantni redukci infarktového loZiska
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dle SPECTu myokardu. Neprokazali jsme signifikantni zmenseni LVESV ani LVEDV.
Systolickd funkce LK hodnocena dle LVEF se zlepsila v obou skupinach obdobné. V prubéhu
poslednich 6ti let bylo publikovano mnoho praci zabyvajici se problematikou kratkodobého
efektu bunécné terapie. Jednalo se o studie s vyrazné rozdilnym designem. To predstavuje
problém pii hodnoceni efektivity podani KB, dany pfedevs§im rtiznorodou metodikou hodnoceni
— echokardiografie, levografie, magneticka resonance (MRI), velmi obtizn¢ srovnatelnou (tbl.

29).

vervr

Metody hodnoceni LVEF

prdce

Avilés a spol. © Levografie

TOPCARE-AMI, Assmus'® Britten,  Levografie
183 Schachinger et al.*

Chen a spol.?*° Echokardiografie + levografie
Janssens a spol. ** Magneticka resonance
REPAIR-AM| 2 179192 Levografie

ASTAM|** Levografie

BOOST ** Magneticka resonance
BALANCE #° Echokardiografie + levografie
Meluzin a spol. *™* 8 Echokardiografie + SPECT

Rada z tdchto publikovanych praci jsou studie randomizované,  placebem

. 131, 203, 221
kontrolované 3% 203

. Jejich primérnim cilem bylo, podobn¢ jako v nasi praci, sledovani
bezpe€nosti podani KB, zmény funkce LK hodnocené dle ejekéni frakce, popf. zmenSeni
infarktového loziska a zlepSeni myokardialni viability. Mezi prvni vyznamnéjsi vétsi prace se
fadi némecka studie BOOST % 3 ve které bylo sledovano 60 pacientd. Kratkodobé

Sestimésicni vysledky byly velmi nadéjné a ukazovaly na signifikantni zlepSeni funkce LK

(hodnoceni bylo provedeno pomoci MRI) u skupiny pacienti, kterym byly i.c.
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podany BMNCs (kontrola vs. BMNCs - vzestup LVEF + 0,7 % vs. 6,7% ). Dalsi v poradi

194 publikovana v roce 2006, v niZ bylo

byla belgicka klinicka studie Janssense a spol.
zafazeno 67 pacientll po Uspé$né angioplastice pro AIM a KB jim byly aplikovany prakticky
ihned (do 24 hodin od pfijeti) i.c. Odstupem 4 mésici dle MRI nebyl zjistén vyznamny
vzestup LVEF (funkce komory byla zlepsena ve skupin¢ s BMNCs 0 1,2 % oproti kontrolni
skuping). Prekvapiveé i pfes tento negativni vysledek doslo k statisticky vyznamné redukci
velikosti infarktového loziska oproti kontrole (0 28 %). Tuto skute¢nost se nam nepodafilo
vV nasi studii potvrdit, nicménd v metaanalyze Abdela se tento nalez prokazal "°. V nasledné
placebem kontrolované, dvojits zaslepené studii REPAIR — AMI '™ byla hodnocena u 204
pacienti systolicka funkce LK (dle levografie), kterym byly v odstupu 5 dnt od AIM
intrakoronarné aplikované BMNCs. Autoii prokazali pozitivni efekt ve smyslu potenciace
funkce LK (vzestup LVEF + 5,5 % u skupiny s KB vs. kontrolni skupina +3 %). U skupiny
pacientli s implantovanymi bunikami  bylo pozorovano mens$i mnozstvi  reinfarkti a

rehospitalizaci. Naproti tomu norska studie ASTAM| 3% 208

, velmi podobného designu na 100
pacientech, neprokézala ptiznivy vliv bunécné terapie. Je nutno ovSem zdidraznit, Ze v této
praci bylo nemocnym aplikovano vyrazn€ niz§i mnozstvi KB neZ v jinych studiich.
bezpeénosti bylo shrnuto v metaanalyze Abdela a spol, 2007 "°. Do hodnoceni bylo zahrnuto
celkem 18 studii (999 pacienti), ztoho s BMNCs 15 studii, s EPC 3 studie,
S mezenchymalnimi buiikami 1 studie. VSechny prace byly placebem kontrolované, prevazné
randomizované, 13 studii bylo u nemocnych s AIM a 5 sischemickou kardiomyopatii.
Median sledovani nemocnych byl 4 mésice (3-18meésicil). Bylo konstatovano, Ze existuje
velka heterogenita doby implantace KB (1-81 dnti, median 9,8 dni po AIM). Také pocet

implantovanych KB byl velmi rozdilny a pohyboval se v rozmezi 2 x 10° az 60 x 10°, median

80 x 10°. Vysledky metaanalyzy naznaduji, e implantace KB miZe vést ke zlepSeni
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systolické funkce LK ( + 3,66 vs. + 5,4%, p < 0,01), zmenSeni infarktového loziska (- 5,49 vs.
- 9,1%, p <0,03), zmenseni LVESV (- 4,8ml vs.- 8,2ml, p < 0,06) a snizeni LVEDV ( - 4,8ml
vs. - 8,2ml, p < 0,06). Zavérem této metaanalyzy bylo, ze implantace KB je provadzena
zlepSenim anatomickych a hemodynamickych parametrii LK srde¢ni u pacientli s AIM a
chronickym srde¢nim selhdnim na podklad¢ ischemické choroby srdecni. Jedno z poslednich

170
| F

shrnuti bylo provedeno Rendonem a spo Jedna se o metaanalyzu tykajici se jenom

pouziti mononukledrnich kmenovych bunék u pacienti s AIM. Snahou prace byla
systematicka analyza bezpe¢nosti imlantace a efektu BMNCs zalozena na klinické evidenci.
Do hodnoceni bylo zahrnuto 13 studii s mnozstvim 811 nemocnych. KB zlepsily funkci
LVEF o 2,9%, signifikantn¢ doslo k redukci LVESV 0 4,74 ml a redukce myokardialni 1éze

byla 0 3,51%. Efekt bunék byl vyrazn&jsi v piipadé vyssi podané davky (nad 10°).

Tbl. 30.: Souhrn nejdiilezitéjsich klinickych praci, zabyvajici se intrakorondrni aplikaci

mononuklearnich kmenovych bunék. Upraveno dle Abdela, Rendona, Katritis 76,170, 186

Vzestup LVEF
%
(basalni LVEF - typ
hodnota/po hodnotici
1é¢hé) metody
(p v lécené
skupiné)

doba
podani  Sledova
od AIM ni

(dny)

Typ pocet MnoZstvi Ostatni

hodnoceni

Studie aplikovanych  pacien podan)
bunék ti bunék (x 10°)

Nerandomizované studie

LVESV|, LVEDV =,

BMNCs 20 0,39 5-9 3 4vs. 5 (NS) LVG reglvonalm mptlllt&
stény?, velikost

infarktového loziska|

LVESV|, LVEDV =,

Strauer et al, 2002,
165

TOPCARE-AMI,
2002-2004 Assmus,

145 Britten, 18 BMNCs 20 240 4 4,12 25vs.85 (< LVG, Echo reglvonélni mptlllta
! ICPC 0,001) stény?, velikost

Schachinger et
al.132 infarktového loziska|
Fernandes-Avilés et LV!ES\’/LVLVED\( =,
al., 2004, ® BMNCs 33 37-119 8-19 6 58 MRI zesileni stény v misté

) ' infarktového loziska?
Do ctal- e 35 126 10,2-13 4 43vs.7.1 SPECT Echo  LVEDV =, perfuzet

Randomizované studie

BOOST I, 2004-
2006 0,7 vs. 6,7 (6M) . . .
Woller etal., * BMNCs 60 95 6 6,18 3,1vs.59 (18, MRI Vﬂ@?;?ﬂwwo
Schaefer et al.?’ p=0.27) oziska
Chenetal., 04, 1% MSC 69 18 6 6 vs. 8 (p=0,01) LVG LVESV|,perfuze 1,

regionalni motilita
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Jannsens et al.,

stény

Perfuze 1, viabilita

2006, 19 BMNCs 66 2,8 24 hodin 4 2,2 vs. 3,3 (p=0,36) MRI tkang 1, velikost
! infarktového loziska|
208 BMNCs 97 0,7 4-8 6 6,7 vs. 8 (p=0,07) g ! velikost infarktového
al. SPECT Jkostr ©
loziska =, perfuze =
REPAIR-AMI,
2006-2007 LVESV =, LVEDV =
Schachinger et al., BMNCs 204 3,6 3-6 4,12 3vs. 5,5 (p=0,006) LVG, MRI velikost infarktového
123 oEia =
Erbs et al.”® o
3 vs. 6 (3M., p=NS)
) 0vs. 7 (6 M.,HD, _
%ﬂg%gt A BMNCs 66 gD, 10 6-10 3,612 p=0,018) Echo, sPECT ~ L-VESVL, LVEDV=,
-2007, (LD) 0vs. 7 (12 M.,HD, perfuze?
p=0,027)

M — mésic, HD — vysokoddvkovana skupina, LD — nizkoddvkovand skupina, LVG — levografie, MRI —
magneticka resonance, LNVESV — endsystolicky volum, LVEDV — enddiastolicky volum, echo — echokardiografie

5.4 Dlouhodoby efekt terapie kmenovymi burikami

V nasi praci jsme pozorovali po 24 mésicich vyrazné€j$i zlepSeni funkce LK u
nemocnych v aktivné 1é¢ené skupiné oproti skupiné kontrolni a to i pies minimalni efekt
Vv prvnich 4 mésicich. Srovnani s literaturou je velmi problematické. Dosud byly publikované
pouze 2 vyznamnéj$i prace zabyvajici se sledovanim nemocnych po implantaci BMNCs po
STEMI — studie Balance a BOOST 2. Ve studii BALANCE %%, teprve nedavno publikované
jsou popisované obdobné vysledky jako v nasi praci. Do této studie bylo zatazeno celkem 62
pacientti po AIM, u kterych se po i.c. aplikaci BMNCs béhem 12 mésic vyrazné zlepsila
jejich globalni 1 regionalni funkce LK a efekt byl pozorovéan i po 5ti letech. Oproti tomu
Vv kontrolni skupiné (tvofena nemocnymi, ktefi implantaci odmitli) se funkce LK zhorsila.
Velmi zajimavé je i to, ze po témet Sti letech od randomizace se mortalita vyznamné snizila
prave v aktivné 1écené skuping. Tato studie prakticky jako prvni prokazuje dlouhodoby
pozitivni funkéni efekt implantace BMNCs. Autofi této prace spekuluji, Ze vySe uvedené
ucinky mohou zptisobit snizeni vyskytu srdecniho selhdni pomoci prevence remodelace LK.
Pozorovali i nizsi vyskyt arytmii a poukazuji na zlepSeni variability srde¢ni frekvence a nizsi
vyskyt pozdnich potenciali. U naSich nemocnych jsme ale pifipadny efekt v rozdilnosti
V tepové frekvenci nezaznamenali (83 = 19/min vs. 78 + 10/min, p=0,48). Na tepovou

frekvenci méla vliv u nasich nemocnych jist¢ terapie a to piedevsim betablokatory v plné
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ucinné davce. Tento fakt vzhledem k nedostatenym tdajim studie Balance nelze validné
korelovat. Druhou studii je BOOST 2, do které bylo zatazeno 60 nemocnych. Probihala také 5

let a navazovala na BOOST 1, ve které sledovali pacienty béhem 6 a 18 mésict (viz vyse) ***

3% 7de vysledky byly vyrazn& méné pozitivni i pfes poatedni nad&ji v prvnich 6 ti mésicich.
Jiz za 18 mésict od implantace byla funkce komory prakticky vyrovnand a nalez setrval i pfi
5ti leté kontrole. Nemdme piesvédCivé vysvétleni pro tuto diskrepanci ndlezu. Jednou

z moznych variant je rozdilné hodnoceni, rozdilna vstupni funkce komory a ¢asnost reperfuze

s celkové niz$im rizikem vyrazngjsi progrese remodelace ve studii BOOST.

Tbl. 31.: Prehled studii zabyvajicich se dlouhodobym ucinkem KB u pacientit po STEMI

wewr

Prehled nejdiilezitéjSich klinickych studii - dlouhodobé sledovani

casopis/rok pocet Délka Hodnoceni

Studie publikace  nemocnych  sledovdni

BOOST-

Wollert EHJ 8/09 60 5 let MRI nebyl zachycen profit BMNCs aplikace 0,3
: v BMNCs skupiné
BALANCE  JACC 2/09 62 5 let LSRR, - redukce mortality (p-0,03), 0,01
(echokardiografie)

- zlepSeni LVEF +7,9%

BMNCs monoklonalni kmenové bunky, LVEF - ejekcni frakce levé komory, MRI - magnetickad resonance

5.5

Studie se zamé&fovala souc¢asné na hodnoceni dlouhodobé poinfarktové remodelace LK.
Tento d¢j vyrazné piispiva k rozvoji srdecniho selhani Je prokézéno z literatury, Ze ne u
kazdého nemocného, ktery prodéla akutni koronarni piihodu, dochazi k rozvoji remodelace,
existuje zde znacna variabilita 224, Pravdépodobnym hlavnim faktorem, ktery se podili na
kteti prodélali velky anteroextenzivni infarkt myokardu s vyraznou vstupni alteraci funkce
LK. Ti by mohli teoreticky také nejvice z bunécné terapie profitovat. Ve velké randomizované

studii REPAIR-AMI 2, do které byli zafazeni pacienti s t&7kou poruchou funkce LK, bylo
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zaznamenano signifikantni zlepSeni LVEF po aplikaci BMNSc ve Srovnani s ostatnimi

179

studiemi ~”. Zatim se populace pacientd ve vétSing studii skladala pfevazné z nemocnych s

relativné mirnym omezenim vstupni funkce LK. Dlouhodoby vyvoj objemt LK v nasi studii

4

je ptiznivéjsi pro aktivné 1éCenou skupinu ve srovnani s ostatnimi studiemi.

5.5.1 Diastolicka funkce levé komory po akutnim infarktu myokardu

Akutni infarkt myokardu je charakterizovany regionalni ztratou myokardu, ktera
muze vést k systolické 1 diastolické dysfunkci a piedstavuje rizikovy faktor pro rozvoj
remodelace LK 22227, Patofyziologie a progndza pacientil se systolickou dysfunkci po AMI

228

byla pfedmétem vyzkumu jiz nékolik desetileti Poznatky z téchto studii vedly

k optimalizaci terapie, ktera ma za nasledek lep$i moznosti terapeutickych zasaht 229, 230,
Hodnoceni diastolické funkce se dostava do popiedi spiSe az v poslednich 10-15ti letech %,
Poskytuje ndm mozZnost zjisténi dalSich vyznamnych prognostickych udajii 229, 232 Na
vlastnim rozvoji diastolické dysfunkce se podili strukturdlni zmény pii ischemii myokardu
(regiondlni abnormality pohybu stén), mikrovaskularni dysfunkce S nasledkem ztraty
poddajnosti komory (distenzibility) a schopnosti relaxace — tedy aktivni i pasivni slozky. Je
asociovana se zhorSenim plnéni komory a zvySenymi plnicimi tlaky v diastole %% %3,
Diastolicka dysfunkce muze pfispivat a podilet se na rozvoji srde¢niho selhani a to i pfi
zachovalé systolické funkci 235, 236 Experimentalni prace na zvifatech poukazuji na to, ze by
mohly mit podané BMNCs a progenitorové bunky efekt na zlepseni nejenom systolické, ale i
diastolické funkce po AIM " 88,237240 Na zaklad& t&chto poznatkl jsme se snazili v nasi praci
zhodnotit jak samotnou systolickou funkci (viz vyse), tak i funkci diastolickou. Pro jeji
analyzu jsme pouzili dopplerovskou echokardiografii, kterd je povaZovana za standardni

241

neinvazivni metodu, umoznujici relativné presné stanoveni diastolické dysfunkce po AIM “*".

K hodnoceni diastolické funkce jsme pouzili tyto parametry: transmitralni tok (E/A), trvani
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deceleracniho casu viny E, hodnoceni vin Sa D v plicnich zilach (blize viz metodika).
V poslednich letech prosta metodika pulznim dopplerovskym hodnocenim byla obohacena o
mnoho dalSich riznorodych variant méfeni, vcetné pfispéni tkanové dopplerovské

echokardiografie, ktera ale v dob& nasi prace nebyla k dispozici 2*?

. To jisté predstavuje jistou
limitaci i ve srovnani s jinymi pozdé&j$imi publikacemi.

V nasi praci jsme prokazali pozitivni vliv bunééné terapie na diastolickou funkci LK.
Prokazali jsme jeji zlepSeni za 24 mésicu od randomizace, kdy v aktivn¢ 1é¢ené skupiné jsme
zjistili pouze mirnou alteraci diastolické funkce ve smyslu poruchy relaxace (pomér E/A klesl,
prodlouzil se DTe). Oproti tomu ve skupin¢ kontrolni doslo ve vétsi mife k progresi do
poruchy stfedné vyznamné (pseudonormalizace). Tyto vysledky ptisuzujeme pozitivnimu
efektu 1écby BMNCs. V multivariaéni analyze jsme nenalezli faktor, ktery by se podilel na
zméné (skupiny byly prakticky homogenni, nebyl rozdil v hodnotach arterialniho krevniho
tlaku, ani ve vyskytu diabetu mellitu). Skupina s implantovanymi BMNCs byla navic lehce
znevyhodnéna vysSim vékovym pramérem, ktery by se na progresi zhorSeni poddajnosti

komory mohl podilet 2*,

Dosud byla publikovand prakticky jedind studie zabyvajici se
hodnocenim diastolické funkce u pacientii po AIM s implantovanymi KB a to studie BOOST
(n=60, sledovani 6 a 18 mésict) 207 \/ této praci se hodnotily obdobné parametry jako v nasi
studii (E/A, DTe) a byly obohaceny jesté o méfeni isovolumického relaxaéniho ¢asu /IVRT/
a parametry tkanové dopplerovské echokardiografie (pomér E/Em, Ea/Aa). Z vysledku této
studie vyplyva také jisty pozitivni zaver pro skupinu s BMNCs, u kterych doslo prakticky
k normalizaci diastolické funkce s pouze lehkym prodlouzenim IVRT, kdeZzto u kontrolni
skupiny byla zjisténa lehka porucha relaxace. Rozdil v mife postiZzeni diastolické funkce
oproti nasi praci mize souviset s tim, ze nasi pacienti méli vyssi vékovy pramér a pti akutnim
infarktu myokardu doslo k vétsi alteraci systolické funkce levé komory s LVEF < 40%

(BOOST vstupni LVEF 50%).
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Zavérem lze ftici, ze intrakorondrni aplikace autolognich BMNCs  zlepSuje
V dlouhodobém sledovani echokardiografické parametry diastolické funkce u pacientd po
AMI. Jedna se vsak o prvotni nalezy a je nutné doplnéni dal$ich vétSich randomizovanych
studii se zahrnutim komplexni vySetfovaci techniky. Optimalni by byla popt. dalsi korelace

s nalezem pomoci jinych metodik, jako je magneticka rezonance % %,

5.5.2 Zména velikosti levé siné a mitralni regurgitace

Leva sifi je jistym markerem diastolické dysfunkce 2% ?*3, P¥i zvySeném plnicim tlaku
LK dochazi k pienosu tlaku a tim i zatizeni levé siné (Stav byl pozorovany at’ jiz u samostatné
diastolické dysfunkce tak i u kombinované systolicko-distolické dysfunkce). V fadé studii
byla prokézana souvislost mezi dilataci levé siné (hodnoceno volumetricky) a mortalitou
nemocnych po akutnim AMI 2** %%, Z tohoto hlediska jsme se také snazili zhodnotit moznost
ovlivnéni zmén levé sin¢ implantaci BMNCs (dosud v zadné publikované praci s BMNCs se
k této zméné nevyjadiuji). V naSem souboru byla pozorovana pouze mirna tendence
k progresi dilatace LS v obou skupinach nemocnych b&éhem dvouletého sledovani bez
statistické vyznamnosti (48 + 6mm vs. 54 + 7mm, p=0,12). Analyza byla provedena z méfeni
M-modu v PLAX projekci a méfeni ze 4AC projekce. BohuZzel jsme neprovedli méfeni
volumetrické, které v dobé vzniku naSi prace nepafilo ke standardim. Hodnoceni je tedy
nedostatecné. Korelaci mezi zménou velikosti LS ve vyse popsanych rozmérech a
diastolickou funkci jsme nepozorovali. Relativné nevyznamna progrese jeji dilatace odpovida

i nalezu mirné mitralni regurgitace bez zachytu vétsi progrese béhem dvou letého sledovani.

5.6 Efekt na kvalitu zivota

Nepozorovali jsme statisticky signifikantni rozdil ve zlepSeni subjektivné vnimaného

stavu dusnosti dle NYHA klasifikace mezi obéma skupinami. Pro objektivizaci subjektivnich
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obtizi jsme se snazili korelovat tyto vysledky s hodnocenim kvality Zivota pomoci dotazniku
SF-36 pti 24 mésic¢ni kontrole. Ani zde jsme neprokazali statisticky rozdil mezi aktivné
léCenou a kontrolni skupinou. Efekt nebyl pozorovany v zadném ze sledovanych osmi
parametrd. To odpovida i vysledkiim jedinych dvou praci, které¢ se hodnocenim kvality Zivota

ve vztahu k implantaci KB zabyvaly 2% 2%

. Jedinym pozitivnim nalezem z téchto hodnoceni
bylo v rdmci subanalyzy zjisténi vyznamné korelace mezi subjektivné vnimanym vlastnim
zdravim pacienta a systolickou funkci LK (p<0,001). Vysvétleni vSak neni uplné presvédcivé
vzhledem k ostatnim negativnim korelacim (subj. vnimanou dusnosti a jinym parametrim
dotazniku SF 36). Pravdépodobné zde hraje vyraznou roli pfedev§im limitace malym
mnozstvim zafazenych pacientd ve studii. Do ivahy je nutno i to, Ze dotaznik byl rozdan
pacientiim az na konci sledovani a nebylo tedy mozné provést korelace se vstupnimi
hodnotami. Pro pfipadnou dostatecnou objektivizaci a kvantifikaci parametrti by byl pottebny
vetsi soubor nemocnych s opakovanymi kontrolami kvality zivota béhem sledovani. Stran
hodnoceni stupné dusSnosti je otazkou, zda by nebyl vyhodny do dalSich praci nejenom

klinicky korelat, ale i popf. kvantifikace pomoci 6 minutového testu chiize ** 2%, ktery také

nebyl v dobé& vzniku nasi prace u nas povazovany za bézny standard.

5.7 Limitace studie

Hlavni limitaci na$i prace je velikost souboru ptedstavujici pouze 27 nemocnych. Pro
moznosti hodnoceni efektu bunééné terapie piipadna kvantifikace v zavislosti na ¢asovém
podani KB by bylo potieba minimalné dvoj az trojnasobné mnozstvi pacientd. Studie nebyla
zaslepend a placebem kontrolovand. Jeji viceméné experimentalni charakter v dob& zahajeni
nam vSak nedovolil podrobit kontrolni skupinu pacientli dal$i invazivni procedufe. Dalsi
limitaci pfedstavuje hodnoceni funkce LK pomoci echokardiografie. Toto vySetfeni, ma
urcitou interindividudlni variabilitu (provedeni probihalo na dvou pracovistich) a je zatizeno

jistou chybou. To miZe pfedstavovat u takto malého souboru pacientll a relativné malych
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zmén LVEF vyznamnou roli. Do budoucna by bylo potifeba korelovat tyto nalezy naptiklad
s magnetickou rezonanci, ktera se v poslednich letech stava standardem pro pfesné hodnoceni
nalezu na LK a je vice objektivni. Tento problém se mize také promitat do stanoveni velikosti
LS. To limituje stanoveni jednoho z vyznamnych prognostickych faktorii u pacientd po
STEMI. Samotné hodnoceni diastolické funkce jsme provadéli dle zvyklosti v dobé vzniku
nasi prace, tedy pulzni dopplerovskou echokardiografii. Ta ndm zékladni udaje muze
poskytnout, nicméné pro piesnéjsi hodnoceni by bylo potfeba obohatit tato stanoveni o
tkanovou echokardiografii. Stran hodnoceni komplexni remodelace komory by byl v dne$ni
dobé¢ také vyrazné efektivnéjsi 3 D echokardiografie, MRI a popt. Specl-traking. Snazili jsme
se postihnout za 2 roky od randomizace kvalitu zivota nemocnych pomoci dotazniku SF-36,

vvvvvv

nalezy.
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6 Zavér

V naSi randomizované studii jsme prokazali, Zze metoda intrakoronarni aplikace
mononuklearnich bun€k kostni diené u pacientll po prodélaném akutnim anteroextenzivnim
infarktu myokardu spozdni reperfuzi je Vv dlouhodobém pribéhu bezpecna. Nebyl
zaznamenany vyssi zdchyt nezddoucich udalosti ve srovnani s kontrolni skupinou. Nepotvrdili
jsme sice vyznamné&jsi benefit bunétné 1éEby béhem kratkodobého sledovani (4 mésice) na
systolickou funkci ¢i velikost objemt levé komory a zmenseni infarktového loziska oproti
standardni reperfuzni terapii. Naproti tomu jsme vSak prokdzali, ze v delSim casovém
horizontu 24 mésicti mize aplikace BMNCs vést ke zlepSeni jak systolické funkce a ukazatel
remodelace levé komory tak i1 funkce diastolické.

I pfesto, ze aktualni idaje o klinické efektivit¢ bunééné 1écby jsou nejednotné a
informace o jeji uCinnosti a mechanismech plsobeni rozporuplné, dikkazy o moznych
pozitivnich vlivech na funkci a remodelaci LK piibyvaji. Nejistota ohledné celkového
klinického vyznamu implantace kmenovych bunék po akutnim infarktu myokardu vSak
nadale ptetrvava. Vzhledem k fadé dosud nedofesenych otazek véetné mechanismu pusobent,
nejednoznacnému prikazu klinické efektivity a také narocnosti pro nemocné a klinicka
pracoviSté, neni jesté tato metoda standardné pouZitelnd v klinické praxi. Pred rozsifenim do
béZného klinického uzivani bude nutné dofesit fadu zakladnich problémi predevSim dalSim
vyzkumem v experimentdlni oblasti se zaméfenim na biologii reparac¢nich procest tak,
abychom mohli naSe terapeutické snahy lépe cilit a potenciondl v této nové oblasti klinické
mediciny efektivné vyuzit. Nicméné, jiz dnes je ziejmé, ze 1é¢ba kmenovymi bunkami po
infarktu myokardu nabizi do budoucnosti uréitou nadéji pro ty nemocné, které nejsme

schopni U¢inné 1é¢it konvencnimi metodami.
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8 Seznam zkratek

ACD - Arteria coronaria dextra (prava korondrni tepna)

ACEi - Inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu

AIM — Akutni infarkt myokardu

ALT - Alaninaminotransferdza

ANF — Atrial natriuretic factor (atridlni natriureticky faktor)

AST - Aspartataminotransferdza

ATP - Adenosintrifosfat

BMI - Body mass index

BMNCs — Mononuklearni bunky kostni drené (bone marrow stem cells)
BNP — Brain natriuretic peptide (B- natriureticky peptid)

BSA - Body surface area (velikost telesného povrchu)

CABG - Coronary artery bypass graft (aorto-korondrni bypass)

CD - Cluster disease

CFU-GM - Colony forming unit, granulocyte-macrophage progenitor
CK - Kreatinkindaza

CK-MB - Kreatinkindza MB frakce

CM — Cardiomyocyte (kardiomyocyt)

CSCs - Cardiac stem cells (naivni kardiomyocyty)

Dte - Deceleracni cas

dTK - Diastolicky arteridlni krevni tlak

EKG - Elektrokardiografie

EPCs — Endotelial progenitor cells (endotelidlni progenitorové kmenové buriky)
ESCs - Embryonic stem cells (embryondlni kmenové buriky)

ET -1 - Endotelin 1

FNKYV - Fakultni nemocnice Krdlovské Vinohrady

FS - Fractional shortening (frakcni zkrdceni)

G-CSF - Granulocyty colony-stimulating factor (granulocytdrni stimulujici faktor)
HGF - Hepatocyt growth factor (hepatocytarni riistovy faktor)

i.C. - Intrakorondrni

I.V. — Intravenozni

ICT - Intracelularni

IL - Interleukin

IVRT - Isovolumicky relaxacni cas

IVS - Interventrikuldrni septum

IVSd - Rozmer interventrikularniho septa v diastole

KB — Kmenové bunky

KD - Kostni dren

KES - Komorové extrasystoly

LK- Leva komora

LS - Leva sin

LVEDD (LKd) - Left ventricular enddiastolic diameter (enddiastolicky rozmer levé komory)
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LVEDV - Left ventricular enddiastolic volum (enddiastolicky objem levé kmory)
LVEF (EF) - Left ventricular ejection fraction (ejekcni frakce levé komory)
LVESD (LKS) - Left ventricular endsystolic diametr (endsystolicky rozmér levé komory)
LVESV - Left ventricular endsystolic volum (endsystolicky rozmer levé komory)
MAPCs - Multipotentni progenitorové burnky dospélych jedinci

MBG - Myocardial blush grade

MMP - Matrix metaloproteindza

MRI - Magneticka resonance

MSCs — Mesenchymal stem cells (mesenchymdalini kmenové buriky)

MVD - Multi vessel disease (nemoc vice tepen)

NS - Nesignifikantni (statisticky)

NSVT - Nesetrvala komorova tachykardie

NYHA - Klasifikace dusnosti - New York Heart (I-1V)

PCI - Perkutanni koronarni intervence

PDGF — Platelet-derived growth factor (destickovy riistovy faktor)

PK - Prava komora

PS - Prava sin

RIA - Ramus interventricularis anterior

RWT — Relative wall thickness (relativni tloustka stény levé komory)

S.C. — Subkutdnni

SM - Sceletal myoblast (skeletalni myoblasty)

STEMI - Akutni infarkt myokardu s ST elevacemi

STK - Systolicky arterialni krevni tlak

SVD - Single vessel disease (nemoc jedné tepny)

SVT - Supraventrikularni tachykardie

TAPSE - Tricuspid annulus plane systolic excursion (amplituda pohybu trikuspidalniho anulu)

TF — Tepova frekvence
TGF beta - Tumor growth factor beta

TIMI — The thrombolysis in myocardial infarction, klasifikace rekanalizace (0-3)
TNF alfa - Tumor necrosis factor alfa (Tumor nekrotizujici faktor alfa)

Tnl - Troponin |

VEGF — Vascular endothelial growth factor (vaskuldarni endotelovy riistovy faktor)
VEN - Vsobecna fakultni nemocnice

WMSI - Wall motion score index

ZSLK - Rozmeér zadni steny levé komory v diastole

2, 3,4, 5AC - echokardiografické projekce (2, 3, 4, 5 dutinova apikalni projekce)
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9 Seznam tabulek

Thbl. 1.: Neurohumoralni faktory podilejici se na poinfarktové remodelaci levé komory a
srde¢niho selhani.

Thbl. 2.: Rozd¢leni a typy kmenovych bunék.

Thbl. 3.: Vstupni a vylucovaci kriteria zafazeni do studie (shrnuti).

Thl. 4.: Schéma klasifikace diastolické funkce levé komory (LK) podle Canadian Consensus
on diastolic dysfunction.

Thl. 5.: Vstupni charakteristika souboru (celkovy pocet pacientti = 27, kontrolni skupina 10 a
BMNCs skupina 17 nemocnych).

Thbl. 5.: Vstupni katetriza¢ni vysetteni, zakladni charakteristika, koronarni angioplastika.

Thl. 6.: Medikace po koronarni angioplastice u randomizovanych nemocnych (n=27), nebyl
zachycen statisticky signifikantni rozdil mezi skupinou nemocnych s implantovanymi
BMNC:s a kontrolni skupinou.

Thl. 7.: Zakladni vstupni laboratorni nalezy u sledovaného souboru 27 pacientt

Thl. 8.: Vyvoj hodnot systolického tlaku (sTK), diastolického tlaku (dTK) a tepové frekvence
(TF) béhem 24 mési¢niho sledovani (vstupni hodnoty, pii dimisi ze vstupni hospitalizace a
béhem naslednych kontrolnich vySetieni za 1, 2, 4, 12 a 24 mé&sict).

Thbl. 9.: Vyvoj EKG zmén béhem 24 mési¢niho sledovani.

Thl. 10.: Aplikace kmenovych bunék jejich typy a mnozstvi intrakoronarn¢é aplikovanych.
Tbl. 11.: Bezpetnost implantace kmenovych bunék pii kratkodobém sledovani
(Kardiovaskularni = KVO mortalita, rehospitalizace, reintervence, kompozitni faktor), 4
mésicni sledovani.

Thl. 12.: Pocet KES (komorové extrasystolic), béhi NSVT (nesetrvalé komorové

tachykardie), SVT (supraventrikularni komorové tachykardie).
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Thbl. 13.: Bezpecnost implantace kmenovych bunék pti dlouhodobém sledovani — 24mésict
(KVO mortalita, rehospitalizace, reintervence, kompozitni faktor).

Tbl. 14.: Zména velikosti diastolického a systolického rozméru levé komory v zavislosti na
podané 1é¢be a sledovaném obdobi.

Thl. 15.: Shrnuti zmén velikosti LVEDV (enddiastolického objemu) a LVESV
(endsystolického objem) u pacientl s implantovanymi BMNCs a kontrolni skupinou béhem
sledovani.

Thl. 16.: Zmény funkce levé komory (LK) hodnocené dle Simpsonovy metody, zmény béhem
sledovanych obdobi.

Thl. 17.: Shrnuti zmény frakéniho zkraceni u nemocnych s implantovanymi BMNCs vs.
kontrolni skupina.

Thl. 18.: Zména wall motion score indexu = regionalni kontraktility myokardu — 4 mé&si¢ni
sledovani.

Thbl. 19.: Shrnuti parametri diastolického plnéni LK, sledovani jednotlivych parametri a
jejich zmén, které urcuji dalsi prabéh zmeény diastolické funkce.

Thl. 20.: Zména velikosti levé sin¢ (mm) v aktivné 1é¢ené skupiné (aplikované BMNCs) vs.
kontrolni skupiné béhem 24 mési¢niho sledovani.

Tbl. 21.: Zména velikosti pravé komory a pravé sin€ v zavislosti na sledovaném obdobi,
nebyl zaznamenany statisticky signifikantni rozdil ve velikostech jednotlivych oddila
Vv zavislosti na sledovaném obdobi.

Thbl. 22.: Shrnuti zmény velikosti infarktového loziska.

Thl. 23.: Hodnoceni kvality Zivota — srovnani v jednotlivych doménach kvality Zzivota mezi
aktivné léCenymi pacienty a kontrolni skupinou (24 mési¢ni kontrola), srovnani s kvalitou

zivota bézné populace.
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Tbl. 24.:  Souhrn praci zabyvajicich se aplikaci kmenovych bunék — ukazka variability typu
podanych bunék a jejich kombinace ve vztahu k rozdilnosti cesty aplikace.
Thl. 25.:Ptehled studii a rozdilné mnozstvi implantovanych kmenovych bungk.

Tbl. 26.: Shrnuti upraveno dle prace Martina-Rendona a Katritise 0 18

, vliv poctu
mononukledrnich bun€k kostni dfené¢ na LVEF.

Thl. 27.: Variabilita doby implantace.

pro verifikaci LVEF.

Tbl. 29.: Souhrn nejdulezitéjsich klinickych praci, zabyvajici se intrakoronarni aplikaci
76,170, 186

mononuklearnich kmenovych bunék. Upraveno dle Abdela, Rendona, Katritis

Thbl. 30.: Piehled studii zabyvajicich se dlouhodobym u¢inkem KB u pacientii po STEMI
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10 Seznam grafi

Graf 1.: Prevalence kardiovaskularnich rizikovych faktorti v souboru (n=27), ¢isla znazoriuji
pocet pacientil.

Graf 2.: Maximalni hodnota kardiomarkeri za hospitalizace u souboru pacienti (aktivné
lécenych a kontrolni skupiny, n=27).

Graf 3.: Graf ukazujici na pozitivni korelaci mezi vzestupem CK a vstupni ejekéni frakci levé
komory (%).

Graf 4.: Zmény v zanétlivych parametrech — leukocyty, C- reaktivni protein (CRP) b&hem
sledovani (vstupni hodnoty, pfi dimisi z hospitalizace, kontrolni nabéry za 1,4 mésice).

Graf 5.: Porovnani vyvoje krevniho tlaku — systolického a diastolického, tepové frekvence
mezi skupinami v ramci 24 mési¢niho sledovani.

Graf 6.: EKG nalez, kompletni ST resoluce pti akutnim STEMI (%) po primarni PCI

Graf 7.: Korelace mezi dnem implantace a efektivitou hodnocenou pomoci parametru LVEF.
Graf 8.: Pozitivni korelace mezi implantovanymi kmenovymi bunkami a vyslednou LVEF za
24 mésict, zpfesnéni na vazbu pfedevs§im implantovanyc CD 34+ bungk.

Graf 9.: Srovnani zachytu extrasystolie (komorové a supraventrikularni) a popt. béhi
supraventrikularni tachykardie mezi aktivné 1é¢enou a kontrolni skupinou.

Graf 10.: Vyvoj klinické symptomatologie dusnosti (hodnoceno dle NYHA klasifikace) u
skupiny s implantovanymi BMNCs (%).

Graf 11.: Vyvoj klinické symptomatologie dusnosti (hodnoceno dle NYHA klasifikace)

Vv kontrolni skupin€ u pacientt (%).

Graf 12.: Zména LVEDD u pacienti s implantovanymi BMNCs a v kontrolni skupiné béhem
sledovani.

Graf 13.: Zména LVESD u pacientt s implantovanymi BMNCs a v kontrolni skupiné béhem

sledovani.
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Graf 14.: Zména ve velikosti levé komory a Sitky stén béhem sledovaného 24 mési¢niho
obdobi u skupiny nemocnych s implantovanymi BMNC:s.

Graf 15.: Zména ve velikosti levé komory a Sitky stén béhem sledovaného 24 mési¢niho
obdobi u kontrolni skupiny.

Graf 16.: Hmotnost levé komory — srovnani kontrolni skupin a skupiny s implantovanymi
BMNCs.

Graf 17.: Korelace mezi vstupnimi rozméry LVEDD a LVEDV.

Graf 18.: Korelace mezi LVESD a LVESV béhem 24 mési¢niho sledovani.

Graf 19.: Hodnoceni zmény LVEDYV ve vztahu ke sledovanému obdobi mezi aktivné 1éCenou
a kontrolni skupinou nemocnych.

Graf 20.: Zména velikosti LVESV u skupiny s implantovanymi kmenovymi butikami vs.
Vv kontrolni skuping, relativni zména béhem 24 meésicniho sledovani.

Graf 21.: Zména velikosti LVEF (%) béhem 4 mési¢niho sledovani u nemocnych

s implantovanymi BMNCs a kontrolni skupiny.

Graf 22.: Hodnoceni zmény velikosti LVEF (%) u aktivné 1écenych nemocnych

S implantovanymi kmenovymi buitkami a kontrolni skupinou béhem 24 mésicii sledovani.
Graf 23.: Zména velikosti hodnoty frakéniho zkraceni béhem 24 mési¢niho sledovani
(nemocni s implantovanymi BMNCs vs. kontrolni skupina).

Graf 24.: Zména velikosti wall motion score indexu (WMSI) = regionalni kontraktility béhem
4 mésicniho sledovani.

Graf 25.: Shrnuti zmény diastolické funkce.

Graf 26.: Zména jednotlivych parametrt diastolické funkce — viny E, poméru E/A,
deceleracni ¢as (DTe).

Graf 27.: Relativni zména velikosti levé sin¢€ za 24 mésicti oproti vstupni hodnoté (%) u
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Graf 28.: Srovnani zmény velikosti pravé komory a pravé siné u kontrolni skupiny (baseline,
4 mésice, 24 mésice)- PK — prava komora, PS prava sin (velikost hodnocena v mm).

Graf 29.: Zména velikosti infarktového loziska hodnocené dle SPECTu myokardu.

Graf 30.: Sledovani zmén v jednotlivych parametrech kvality Zivota.

Graf 31.: Pozitivni korelace mezi subjektivné vnimanému vlastnimu zdravi pacienta a LVEF

za 24 mésicu.
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Abstract:

Objective and background: Despite the use of reperfusion therapies, outcomes in patients with large
myocardial infarction (MI), late reperfusion and left ventricular (LV) dysfunction are poor. We investigated
longterm safety and efficacy of intracoronary injections of autologous bone marrow-derived mononuclear cells
(BMNCs).

Methods: 27 patients with anterior M1 (age 59 + 12 yrs, mean baseline LV ejection fraction (LVEF) 39+5%),
who underwent percutaneous coronary intervention 4-24 hours after the onset of symptoms, were randomly
assigned either to intracoronary BMNCs injection (n = 17, BMNCs group, out of which 14 underwent longterm
follow-up), or to standard therapy (n = 10, Control group). The LVEF, the LV end-diastolic and end-systolic
volumes (LVEDV, LVESV) were assessed by echocardiography at discharge, Month 4 and 24. Myocardial
perfusion was assessed using SPECT at baseline and Month 4.

Results: At 24-month, there was no difference in rates of serious clinical events (36% vs.50%, p=0.54). At
Month 4 LVEF improved to similar extent in both groups (absolute change +5.8% vs. +7.6%, p=0.75), with
similar infarct size reductions (—10.9% vs. -12.2%, p=0.47). However, at Month 24, LVEF further improved in
BMNCs patients (+12% v.s +8.5%, p=0.03). This effect resulted from a more pronounced reduction in LVESV
(-2.6 ml vs. -1.8 ml, p=0.26) and a smaller increase in LVEDV (+16.7 ml vs. +17.9 ml, p=0.27) suggesting
beneficial long-term effects on LV remodeling.

Conclusions: BMNCs injections in patients with MI and LV dysfunction was associated with a significant
improvement of global LVEF during longterm follow-up compared to standard therapy.

Key Words: bone marrow-derived mononuclear cells, myocardial infarction, remodeling, left ventricular

ejection fraction, stem cells



Introduction:

Currently,, up to 30% of patients with ST segment elevation myocardial infarction, usually those presenting later, show
ongoing left ventricular (LV) remodeling with poor clinical outcomes, despite primary percutaneous coronary intervention
(PCI) *2. Cardiac transfer of bone marrow-derived stem and progenitor cells has been investigated as an adjunctive therapy
to promote regeneration of the infarcted myocardium **°. Pilot clinical studies suggested that infusion of bone marrow or
progenitor cells into the infarct-related coronary artery is feasible and may enhance recovery of the LV contractile
function®’. However, in randomized trials, the effects of BMNCs on LVEF and remodeling were controversial !, some
studies reporting enhanced recovery of LVEF 24 which was not confirmed in other studies . Since the LVEF reduction
remains the major predictor of a poor outcome even in the era of PCI *°, enhanced recovery of the LV contractile function
resulting from the bone marrow cells implantation might be beneficial especially in patients with large infarctions.
Therefore, we designed a randomized study to assess the safety and efficacy of intracoronary injection of autologous
BMNCs in patients with large acute anterior myocardial infarctions who presented late and who were successfully treated
with primary PCI. The short-term results of our study were not encouraging ¢, showing no additional effects of the cellular
therapy on the left ventricular function compared to the standard treatment, and lead to early termination of the study.
However, little is known about potential long-term effects of this treatment modality. This report presents results of the 24-

month follow up study in our patients.



Methods:

Patients. The study population consisted of 27 consecutive patients (age 59 [1 12 yrs; 81% were males, the
mean baseline LVEF was 39 75 %, range 19 — 45 %) with their first ST-segment elevation acute anterior
myocardial infarction resulting from occlusion of the proximal left anterior descending coronary artery (LAD)
and with TIMI flow grades 0-1 at presentation, who were successfully treated with primary PCI with stent
implantation. The patients were eligible for the study provided they had undergone the primary PCI 4 to 24
hours after the onset of symptoms and their echocardiogram performed 24 hours after the PCI procedure
confirmed reduced LVEF (LVEF< 50%) with at least 3 akinetic segments in the LAD perfusion territory . The
following were the exclusion criteria : age > 80 years, severe multivessel coronary artery disease requiring
surgery, wall motion abnormalities in non-LAD territory, serious renal or hepatic disease, blood cells disorders,
documented cancer or terminal illness. The study protocol was approved by Medical Ethical Committees of all
the involved institutions and informed consents were obtained from all patients included in the study. The
eligible patients were randomly, at a 2: 1 ratio, assigned either to a group with intracoronary BMNCs injection 4
to 11 days after PCI (BMNCs group) or to a standard medical therapy group (Control group). No bone marrow
aspirations or sham injections were performed in the control group.

Protocol. The LV ejection fraction and volumes were assessed on echocardiography at discharge, at Month 4
and Month 24 . In order to allow for recovery of the stunned myocardium, echocardiographic examinations
performed at discharge served as baseline measurements for comparison with the follow-up echocardiographic
examinations. Myocardial perfusion and glucose uptake was assessed by single photon emission computed
tomography (SPECT) at patients discharge and at Month 4, using technetium-99m tetrofosmin and F18-
fluorodeoxyglucose. . Coronary angiography was repeated at Month 4. Cardiac troponin |, creatine kinase (CK)
and its isoenzyme (CK-MB), as well as the white bloodcell count and C-reactive protein levels were assessed
before and serially after the BMNCs transfer and at Month 4. In addition, Holter monitoring was performed
before and after the BMNCs transplantation, at Month 1 and Month 4. The quality of life was assessed at Month
24 using a standard SF-36 questionnaire.

BMNC:s isolation and intracoronary injections. In the BMNCs group, aspiration of BMNCs was performed
by a staff hematologist 4 to 11 days after the index PCI. Bone marrow (BM) was harvested from the posterior

superior iliac crest through multiple aspirations under analgesia sedation. Each BM aspiration was performed using a pre-
filled syringe containing 1 ml of an anticoagulant, to which 3 ml of the bone marrow were harvested. The aspirates were
transferred into theBone Marrow Collection Kit with a Pre-Filter and Inline Filters (Baxter R4R2107, USA) and further

processed in a closed blood bag system. Erythrocytes were separated through sedimentation with Gelofusine (Braun
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Melsungen, Germany) in the closed blood bag system . After the BMNCs isolation, the remaining plasma was removed,
producing a BMNCs concentrate. The final BMNCs preparation was immediately transferred to a cath lab for intracoronary
injection. The number of CD34" cells was determined by a flow cytometry analysis. Intracoronary transplantation of
BMNCs was performed on the day of the harvest, as described above °. In brief, 4 to 6 ml portions of the BMNCs
suspension were injected into the LAD through a central lumen of an inflated over-the-wire balloon catheter. Low-pressure
balloon inflations were performed within the stented segment for up to 3 minutes or up to the maximum tolerated time, and
were followed by 3minute reperfusions. This step was repeated 5 to 7 times, depending on the BMNCs suspension volume.
Echocardiography. All the studies were performed with a commercially available system (Vivid 7, Vingmed-General
Electric, Horten, Norway). The LV volumes (end-diastolic and end-systolic) and ejection fractions were assessed on apical
4-chamber and 2-chamber views using the biplane Simpson’s method, the dimensions were measured along a standard
parasternal long axis *’. All studies were stored in a digital (raw data) format, as well as on a S-VHS videotape for an off-
line analysis. All the measurement data were the mean values of the data obtained for three consecutive beats . Digital
baseline and follow-up echocardiographic recording were analyzed by echocardiographers blinded to the patient group
assignment.

Assessment of myocardial viability by SPECT. Technetium-99m sestamibi (600 MBq) was injected intravenously to
evaluate rest perfusion. After an intravenous injection of glucose and insulin (0.2 g of 40% glucose solution and 0.2 units of
short- acting insulin), F18-fluorodeoxyglucose (400 MBq) was injected intravenously to assess a myocardial glucose uptake.
Dual-isotope simultaneous image acquisition was performed 60 minutes after the F18-fluorodeoxyglucose injection, using
high-energy 511-keV collimators. A symmetrical 15% energy window was preset on each side of the 140-keV photon peak
of technetium-99m sestamibi and 511-keV photon peak of F18-fluorodeoxyglucose. The data were acquired over 180° and
stored in a 64x64 computer matrix. The images were displayed in polar maps, which were normalized to a maximum activity
(set at 100%). To assess myocardial viability, the polar maps were divided into 16 segments *’. Segments with normal
technetium-99m tetrofosmin myocardial perfusion and segments with perfusion defects but preserved or increased F18-
fluorodeoxyglucose (perfusion-metabolism mismatch) perfusion were considered viable. Segments with a match
(concurrently reduced perfusion and metabolism) were considered unviable.

Statistical analysis. Clinical results were analyzed based on the intention-to-treat principle. The continuous data are
presented as the mean + standard deviation or the median and the interquartile range. The categorical data are presented as
counts and percentages. The two-sided paired and unpaired Student’s t-test or the Fisher’s exact test were used as
appropriate. The repeated measures ANOVA model was used to test for responses of the examined parameters (measured at
Month 0, 4 and 24). For all the tests, p<0.05 was considered significant. All the statistical analyses were performed with the

JMP statistical package.



Results:

Baseline characteristics. A total of 27 patients were randomly assigned to either the BMNCs (n=17) or the control (n=10)
group. Table 1 shows the baseline characteristics in the both groups. The median time from the onset of pain to PCI was
more than 5 hours. The majority of patients (89%) were in the Killip I and 1l class at admission. The BMNCs group patients
were insignificantly older and had slightly higher prevalence of multivessel coronary artery disease than the controls. Other
baseline characteristics including a degree of LV dysfunction were well comparable between the both groups. Similar
percentages of patients in the both groups showed the TIMI flow grade 3 after their PCI. The median time from PCI to the
bone marrow harvest and intracoronary injection was 9 days (range, 4 to 11). On average, 171 + 48 ml of bone marrow
blood was harvested and processed to a final volume of 27 + 7 ml. The median number of injected BMNCs was 26.4 x 10°
(range, 19.6 x 108 to 33.0 x 108). The viability of BMNCs ranged from 94 to 99 %. The median number of CD34+ cells was
1.3 x 10° (range, 1.1 x 10° to 1.4 x 10°). The median total time of ischemia during repeated intracoronary BMNCs injections
was 15 min (range, 11 to 18). Two patients, originally assigned to the BMNCs group, didn’t receive active treatment because
of complications, which occurred before the planned cell transfer. The both patients died during an early follow-up. One
patient from the BMNCs group died for non-cardiac reasons 3 months later. Therefore, a total of 14 patients from the
BMNCS group were available for the long-term outcome analysis.

Functional outcome. Table 2 shows baseline, Month 4 and Month 24 echocardiographic indices of the LV systolic
function, the LV volumes and diameters according to the treatment assignment. LVEF improved to a similar extent in the
both groups at Month 4 (the absolute change was +5.8% in the BMNCs group vs. +7.6% in the control group, the relative
change was +15% vs. +19%, p=0.75). Similarly, at Month 4, the infarct size was reduced to the same extent (the absolute
change was minus 10.9% vs. minus 12.2%, the relative change was minus 26.3% vs. minus 25.7%, p=0.47) in the both
groups. However, at Month 24, the left ventricular function continued to improve significantly in theBMNCs patients (the
absolute change from the baseline was +12%, the relative change was +31%), while there was no further change in the
control group (the absolute change was+8.5%, the relative change was +21%), p=0.03. This effect resulted from a more
pronounced decrease in LVESV (the absolute change was -2.6ml vs. -1.8ml, the relative change was -2.65% vs. -1.80%,
p=0.26) with a minor change in LVESD (the absolute change was +0.3mm vs. +2.8mm, the relative change was+0.7% vs.
+7.5%, p=0.09) and a smaller increase in LVEDV (the absolute change was +16.7ml vs. +17.9ml, the relative change was
+10% vs. +10,4.%, p=0.16) and no change in LVEDD (the absolute change was+2.8mm vs +2.6mm, the relative change
was+5% vs +4.9%, p=0.27) in the BMNCs group, suggesting a possible beneficial long-term effect on LV remodeling.
Safety and clinical outcome (Table 3). The intracoronary BMNCs transfer was successful in all the enrolled patients.
During the 24-month follow up, there was no significant difference in rates of serious clinical events between the both
groups (6 pts. in the BMNCs group (36%) vs. 5 pts. (50%) in the control group, p=0.54). Two patients developed serious
complications before the cell transfer, which ultimately resulted in death. One patient had a ventricular septal rupture prior to
the BMNCs harvest and was urgently operated. She died 3 months later because of severe heart failure. The other patient

suffered from stent thrombosis with reinfarction before the BMNCs transfer. He underwent a complicated PCI procedure
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followed by CABG, and died of sepsis and ARDS 2 weeks later.. Early during the follow up period, 6 weeks after the
BMNCs transfer,inoperable biliary carcinoma was diagnosed in 1 patient (asymptomatic at the time of index myocardial
infarction) and who died 2 months later. There was no difference in restenosis rates at Month 4 and in rates of late ischemic
events, as well as in rates of late revascularization (4 patients in both groups). At Month 24, the mean NYHA class was
better in the treated group (1.2 +0.42 vs. 1.9 + 0.83, p=0.04), however, there were no significant differences in QOL SF 36
parameters between the groups.

Discussion. This randomized study evaluated safety and efficacy of intracoronary injections of autologous BMNCs in
patients with large acute anterior myocardial infarction and late presentation, who were successfully treated with primary
PCI. Despite the prior successful PCI of the infarct-related artery, such patients are at greatest risk of unfavorable post-
infarction LV remodeling, which is a major cause of late, infarct- related heart failure events and death 8. The principal
outcome of this study is the finding, that, although at Month 4 the intracoronary infusion of BMNCs did not appear to
enhance recovery of the LVEF nor to reduce the LV volumes and the infarct size in the treatment group , compared to the
control group, the long-term follow up analysis of the LV function demonstrated favorable changes in the BMNCs group,
including a more pronounced decrease in LVESV and reduced LV dilatation, which resulted in significant ejection fraction
improvements. These findigs suggest a possible long-term beneficial effect on the LV remodeling.

Clinical effects of BMNCs in acute myocardial infarction. The possibility of improved myocardium regeneration and
improvement of its function after the SCs application has been demonstrated in a number of experimental settings on various
animal models °, 22, Early, non- randomised clinical studies showed enhanced recovery of the LV contractile function
after intracoronary infusion of BMNCs 2328 However, results of randomised studies are more controversial. Whereas some

627-2% gther studies failed to confirm

studies showed a minor positive effect on recovery of the LV contractile function
these results 1. Similarly, there were no consistent outcomes to demonstrate infarct size reduction effects ***2. In the
largest study so far ®, patients assigned to the BMNSc group showed a moderate, but significant gain in the LV ejection
fraction, compared to the controls. The results and conclusions of these studies are difficult to interpret, because of
heterogeneity of the patient populations and the study designs used. The meta-analysis by Martin-Randon et al. 3 can be
considered the most comprehensive summary of all important studies with intracoronary BMNCs implantation in AMI
patients. Only larger randomized studies with similar study designs were included (13 studies, with a total of 811 patients
involved). The median follow up time was 4 months. Two substantial results arise from this analysis: 1. intracoronary
application of BMSCs in patients with ST-segment elevation myocardial infarction is safe. The combined clinical indicator
including rates of deaths, rates of re-infarctions, hospitalisations due to heart failure and the need for revascularisation were
similar between the actively treated groups and the controls and there were no records of higher rates of arrhythmias in
patients who were given BMSCs. 2. Administration of BMSCs results in a moderate, but statistically significant LV systolic
ejection fraction improvement by 2.99 % (p = 0.0007). Furthermore, a significant decrease in the left ventricular end-systolic

volume by 4.74ml (p = 0.003) was demonstrated at the same time. A minor, insignificant decrease in the end-diastolic

volume by 2.47 ml (p = 0.13) also occurred. Compared to the control group, reduction in the infarct size by 3.51 % , was
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detected on SPECT. This was consistent with a previous meta-analysis of all studies, dealing with stem cells implantations in
various cardiac clinical indications * , as well as with a prior meta-analysis by Lipinski et al. *.

Long-term results of the BMNCs therapy. There are limited data on the long-term effects of the BMNCs therapy.
According to one randomised study ¢, initial positive effects on the LV function in the actively treated group receded in 18
months. In another study, after two years, the clinical course in terms of rates of hospitalisations for heart failure appeared
better in patients who underwent intracoronary cell implantation *. In a recent publication ¥, analyzing long-term effects of
the BMNCs transfer after M1 in 62 patients, global as well as regional LV function was significantly improved at 12 months
and a significant improvement was observed even after 5 years, while the LV function deteriorated in a non-randomised
control group of 62 patients, who refused the procedure. This was consistent with a marked decrease of the infarct size in the
treated patients, compared to the controls. Most interestingly, after almost 5 years of the follow-up, mortality was
significantly lower in the treatment group. This is the first evidence that an initial functional effect of the BMNCs transfer
could translate into a long-term benefit in hard clinical endpoints. The authors speculate that the above effects could result
from decreased occurrence of heart failure through prevention of LV remodeling, as well as from lower incidence of
arrhythmias, suggested by improvements in the heart rate variability and lower incidence of late potentials. In our study, the
treatment group patients, although slightly disadvantaged by their older age and higher multi-vessel disease incidence rates,
showed a tendency towards a lower incidence of the combined clinical endpoint, and a better subjective status according to
NYHA classification.

Remodeling after myocardial infarction. Although difficult to quantify, the LV remodeling is a major factor, contributing
to the development of infarct- related heart failure and death. It affects a substantial proportion of Ml patients 384,
However, among the post-MI patients, there is considerable heterogeneity considering responses to the LV remodeling **.
The infarct size seems to be the major determinant for unfavourable late remodeling 2. Therefore, it appears that the most
severely affected patients with large infarctions and severe LV impairment could, theoretically, benefit from cellular therapy
the most. Indeed, in the large REPAIR-AMI study, patients with the most severely impaired LV function showed the
greatest improvement in LVEF following BMNSc infusion *. The long-term left ventricular response to injury in patients
with large necroses may differ from that in patients with small infarcts , as well as in patients with different M1 locations and
times to reperfusion. Differences in patient populations could be the reason for disparities in many of the reported study
results. So far, in most of the studies the study populations consisted predominantly of patients with relatively mild LV
impairments at baseline. Our study comprised a very homogenous group of patients with large first anterior M, late
reperfusion and significant LV impairment with LVEF which was considerably reduced compared to the previously
published trials. Contrary to other studies, there were no significant differences in the course of the LV volume and
functional changes by Month 4 between the actively treated patient group and the controlgroup , however the long-term
course was more favourable in the treated group. Early improvement in the LV function in both groups may reflect
spontaneous healing and recovery, which occurs in more than 50 % of post-MI patients in the “reperfusion era ““*. However,

the late functional improvement is suggestive of a long-term favourable effect of the BMNCs implantation on the LV
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remodeling, which is known to be a longstanding process **. The mechanisms, through which the BMNCs transfer could
enhance LV recovery and prevent or even reverse its remodeling, are poorly understood. Primary myocardial regeneration of
new contractile tissue does not seem to be a likely mechanism, considering the small amount of cells [1-5%)] retained
within the myocardium for 24-48 hours after their implantation “°. Although it has been advocated that adult peripheral
CD34+ cells can transdifferentiate into cardiomyocytes, endothelial and smooth muscle cells in vivo *, this potential was not
confirmed by other studies **®. Other mechanisms, possibly mediated by paracrine action of the implanted BMNCs, were
proposed *°. These could include increased angiogenesis leading to improved blood supply to the ischemic region > or
inhibition of cardiomyocyte apoptosis in the infarction border zone 5. Our data suggest that the effects of BMNCs
implantation on LV remodeling could extend far beyond the immediate post- infarction period, possibly through improved

healing and scar formation, as well asthrough effects on contractile and vascular elements alone.

Study limitations

The present study has several limitations. Because no functional effects were demonstrated at Month 4 and because
some early fatal cardiac complications were recorded in the actively treated patients, the study had been stopped
early by the steering committee before the target number of patients was reached. Therefore, the number of patients
in our study is too small to be able to draw definitive conclusions on the BMINCs therapy long-term effects .
Although no casual relationship between the early complications in the actively treated patients and the BMNCs
harvest was demostrated, inherent risks of this procedure in hemodynamicaly fragile, post-MI patients can not be
completely ruled out.

The control group patients were not administered sham BMNCs infusions and sole effects of intermittent infarct-
related artery occlusions on LV remodeling can not be completely excluded. Finaly, neither patients, nor their
physicians were blinded to the treatment modality, therefore the clinical status assessments with respect to cell

implantation wereunreliable.

Conclusion:

In our randomized study, we did not observe any additional benefits of the BMNCs intracoronary infusion
compared to the current reperfusion strategy in patients with large acute anterior myocardial infarction and late
presentation, during the short- term follow up period. However, the long-term follow-up study of the BMNCs
transplantation was associated with significant improvements in global LVEF. Although there were no differences
in the early LV volume and function changes between the treatment group and the spontaneous healing control
group, the long- term follow up outcomes suggest possible long-term protective effects against unfavorable LV
remodeling. Although current data on the method’s clinical efficacy are ambiguous and information on its
mechanisms of action are controversial, the evidence of potential short- term and long- term positive effects on LV

remodeling and repair is growing. The persisting uncertainty concerning clinical relevance of the stem cells
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implantation after Mls can only be resolved by large randomised clinical trials with hard clinical endpoints, which

are currently conducted. Further progress in our understanding of the basic mechanisms of action, as well as further
refinements in the cell selection and modes of application are clearly needed to enhance efficacy of the reparation

process folowing cellular therapy , before the method can be recommended for widespread clinical use .
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Table 1. Baseline characteristics.

BMNCs group Control group
(n=17) (n=10) p value

Male sex, n (%) 12 (71) 10 (100) NS
Age, years 61+ 14 5410 NS
Hyperlipidemia, n (%) 5 (30%) 6 (60%) NS
Smokers, n (%) 11 (66) 9 (90%) NS
Diabetes mellitus, n (%) 5 (29) 2 (20) NS
Hypertension, n (%) 7 (42%) 6 (60%) NS
Systolic arterial blood pressure, baseline (mmHg) 129433 142421 NS
Diastolic arterial blood pressure, baseline (mmHg) 77+18 82421 NS
Heart rate, baseline (bpm) 83+19 78+10 NS
Extent of CAD
SVD, n (%) 7 (41) 6 (60) NS
MVD, n (%) 10 (59) 4 (40) NS
Time from the onset of pain to PCI, (min) 315 (range 300 - 660) 330 (range 300 — 630) NS
Maximum creatine kinase (ukat/l) 59.5 +12 35+£17 NS
Maximum troponin (ug/l) 152+22 147 £20 NS
Killip class
1/11, n (%) 15 (88) 9 (90) NS
1I/1V, n (%) 2(12) 1(10) NS
TIMI flow after PCI
Grade 2, n (%) 4(23) 2 (20) NS
Grade 3, n (%) 13 (77) 8 (80) NS
Catecholamines, n (%) 2 (12) 1(10) NS
Left ventricular ejection fraction, % 30+7 30+4 NS
Medication after PCI
Aspirin, n (%) 17 (100) 10 (100) NS
Clopidogrel, n (%) 17 (100) 10 (100) NS
ACE inhibitors/ AT1 blockers, n (%) 13 (76) 8 (80) NS
B-blockers, n (%) 14 (76) 10 (100) NS
Statins, n (%) 15 (88) 10 (100) NS

Abbreviations BMNCs = bone marrow-derived mononuclear cells, CAD = coronary artery disease, MVD = multivessel
disease, PCI = percutaneous coronary intervention, SVD = single vessel disease, PCI = percutaneous coronary

intervention, ACE inhibitors — angiotenzin converting enzyme inhibitors
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Table 2. Left ventricular global and regional systolic function, LV volumes, dimension and infarct size at baseline,

Month 4 and Month 24 .

BMNCs group Control group p value
BMNCs vs
(n=14) (n=10) Control group
Relative Relative
Absolute  change Absolute change
change from change from
The mean from baseline The mean from  baseline
value baseline (%) value baseline (%)  Relative change
LVEDV (ml)  baseline 163.3+10.3 162.3 +£39.3 0.71
Month 4 172.3 £40.5 +H9ml +5.70%  174.3£59.2 +12ml +7.40% 0.33
Month 24 180 £ 50.6 +16.7ml +10% 180.2+356 +17.9ml  +11% 0.16
LVESV (ml)  baseline 98 +38.1 98 +38.9 0.79
Month 4 95+28.2 3ml -3.10% 96+41.4 -2ml 2% 0.85
Month 24 95.4 +£39.8 -26ml -2.65%  96.2+38.5 -1.8ml —1.80% 0.26
LVEDD (mm) baseline 53.9+7.2 53.1+4.3 0.91
Month 4 59.7+6.1 +5.8mm +10.70% 56.1 £6.1 +3mm  +5,60% 0.23
Month 24 56.7+5.1 +2.8mm  +5% 557+6.6 +2.6 mm  +4.90% 0.27
LVESD (mm) baseline 40.8+7.7 371+8.7 0.21
Month 4 42,4 46.2 +1.6 mm  +3.90% 404 +£5.1 +3.3mm  +8.90% 0.72
Month 24 41.1 +4.7 +0.3mm  +0.70% 399475 +2.8mm +7.50% 0.09
LVEF (%) baseline 39.2+9.2 394 +5.6 0.73
Month 4 45 +10.9 +58%  +15% 47+9.8 +76% +19% 0.75
Month 24 51.2+£6.7 +12%  +31% 479 +14 +85% +21% 0.03
Infarct size

SPECT. % baseline 414+183 47.5+20.8 =25.7% 0.68
Month 4 30.5+16.1 -10.9% -26.3%  353+17.2 -12.2%  +7.40% 0.47

Abbreviations: LVEDV = left ventricular end-diastolic volume, LVESV = left ventricular end-systolic volume, LVEDD =
left ventricular end-diastolic diameter, LVESD = left ventricular end-systolic diameter, LVEF = left ventricular ejection

fraction, BMNCs - bone marrow-derived mononuclear cells, SPECT - Single photon emission computed tomography
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Table 3. Safety and clinical outcome

BMNCs group Control group
(n=17) (n=10)

Cardiovascular mortality, n (%) 2 (12) 0
Motality - non cardiovascular, n (%) 1(6) 0
Recurrent myocardial infarction, n (%) 1(6) 1(10)
Heart failure hospitalization, n (%) 2(12) 4 (40)
Composite of death, myocardial infarction and heart 6 (36) 5 (50)
failure hospitalization, n (%)
Restenosis, n (%) 2 (12) 4 (40)
Revascularization, n (%) 4 (24) 4 (40)

PCI, n (%) 2 (12) 2 (20)

CABG, n (%) 2 (12) 2 (20)
Documented ventricular tachycardia or syncope, n (%) 0 0
NYHA I, 11, n (%) 14 (100) 7(70)
Mean NYHA class 124042 1.9+0.83

Abbreviations CABG = coronary artery bypass graft, PCl = percutaneous coronary intervention

NYHA — New York Heart Association classification
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Figure 1. Increase in the left ventricular ejection fraction in the BMNCs and the control group, a 24- month follow

up study
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Intracoronary Injection of Autologous Bone

Marrow-Derived Mononuclear Cells in Patients

With Large Anterior Acute Myocardial Infarction

A Prematurely Terminated Randomized Study

To the Editor: One-third of patients with ST-segment elevation
myocardial infarction, usually those presenting late, show ongoing
left ventricular (LV) remodeling and poor clinical outcome despite
primary percutaneous coronary intervention (PCI) (1). Cardiac
transfer of bone marrow-derived stem cells has been investigated as
an adjunctive therapy to promote the repair of infarcted myocar-
dium (2-5). Therefore, we designed a randomized study to test the
safety and efficacy of intracoronary injection of autologous bone
marrow-derived mononuclear cells (BMNCs) in patients with
large acute anterior myocardial infarction and late presentation
who were treated with successful primary PCI.

The study population consisted of 27 consecutive patients (age
59 = 12 years; 81% males) with the first ST-segment elevation
acute anterior myocardial infarction due to occlusion of the
proximal left anterior descending artery (LAD) who had under-
gone successful primary stented PCI. Patients were eligible if they
had primary PCI from 4 to 24 h after symptoms onset and showed
a reduced LV ejection fraction =50% with at least 3 akinetic
segments in the LAD territory. The study protocol was approved
by the Medical Ethical Committees from all involved institutions,
and informed consent was obtained from all patients.

Eligible patients were randomly assigned in a 2:1 ratio either to
intracoronary BMNCs injection (n = 17) or standard medical
therapy (n = 10). In the BMNCs group, aspiration of BMNCs
was performed 4 to 11 days after PCI. After isolation, mononu-
clear BMNCs concentrate was infused in the LAD using a
stop-flow technique through an over-the-wire balloon catheter (2).
At baseline and 4-month follow-up, LV ejection fraction and
volumes were assessed by echocardiography with the biplane
Simpson methods, infarct size with single-photon emission com-
puted tomography combining perfusion by technetium-99m ses-
tamibi and glucose uptake by F-18-fluorodeoxyglucose. Coronary
angiography was repeated at 4 months. All statistical analyses were
conducted according to the intention-to-treat principle. Two-
sided paired and unpaired Student # test or Fisher exact test was
used as appropriate. For all tests, p < 0.05 was considered
significant.

Baseline characteristics, including infarct size (maximum crea-
tine kinase 2,995 * 1,975 U/l vs. 2,751 * 789 U/, p = ns), degree
of LV dysfunction (ejection fraction 38 * 7% vs. 39 = 4%, p =
NS) and proportion of patients with Thrombolysis In Myocardial
Infarction flow grade 3 after PCI (77% vs. 80%, p = NS) were
comparable between groups. The median time from pain onset to
PCI was >5 h (interquartile range [IQR] 5 to 11) in both groups
(p = NS). The median time from PCI to BMNCs intracoronary
injection was 9 days (range 4 to 11 days). On average, 171 *+ 48 ml

of bone marrow blood was harvested and processed to a final
volume of 27 £ 7 ml. The median number of injected BMNCs
and CD34+ cells was 26.4 X 10® (IQR 19.6 X 10® to 33.0 X 10%)
and 1.3 X 10° (IQR 1.1 X 10° to 1.4 X 10°), respectively. The
viability of BMNCs ranged from 94% to 99%. Intracoronary
transfer of BMINCs was successful in all patients, and no serious
periprocedural complications or increase in cardiac markers were
observed.

At 4-month follow-up (Table 1), infarct size decreased, and LV
ejection fraction improved to a similar extent in both groups
whereas LV volumes did not changed significantly. In the BMINCs
group, insignificantly more dysfunctional segments showed im-
provement in contractile function as compared with the control
group.

Regarding the safety, 2 patients developed serious complications
during or after bone marrow harvest. One patient had a ventricular
septal rupture before the injection of BMNCs, underwent
emergency surgery, and died 3 months later as the result of
severe heart failure. The other patient suffered a stent throm-
bosis with reinfarction immediately after we harvested the
BMNCs. He had a complicated PCI followed by coronary
artery bypass grafting and died 2 weeks later from sepsis and
acute respiratory distress syndrome. Another patient had diag-
nosed biliary carcinoma 6 weeks after BMNCs’ transfer and
died 2 months later. One BMNC patient suffered from reinfarc-
tion due to LAD occlusion distally to the implanted stent 9
months after randomization.

One patient in each group was hospitalized for worsening heart
failure. The rate of revascularization was similar in both groups
(24% in the BMNCs group and 40% in the control group; p =
NS). At 12-month follow-up, LV ejection fraction (46 * 7% vs.
49 * 13%; p = NS) improved to a similar extent. No patient
developed malignant arrhythmias. The original intention was to
enroll a total of 40 patients in the BMINCs group and 20 patients
in the Control group. After enrollment of the initial 27 patients,
the trial was terminated prematurely because of the unexpected
occurrence of serious complications in the BMNCs group and no
incremental functional effects of BMNCs as compared with
control patients.

This randomized study showed that, in patients with large acute
anterior myocardial infarction and late presentation, intracoronary
infusion of BMNGCs in the infarct-related coronary artery at a
median of 9 days after primary PCI does neither increase recovery
of LV ejection fraction nor reduce LV volumes and infarct size at
4 months, as compared with control subjects. Four randomized
trials (2-5) have been conducted so far to investigate the functional
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Table 1 LV Systolic Global and Regional Function, LV Volumes, and Infarct Size at Baseline and 4-Month Follow-Up

BMNCs Group (n = 14)*

Control Group (n = 10)

p Value Follow-Up

Value Change From Baseline Value Change From Baseline BMNCs vs. Control Group
LV end-diastolic volume (ml) NS
Baseline 163 = 30 162 = 30
4 months 172 + 34 1 5.5% 174 + 29 17.4%
LV end-systolic volume (ml) NS
Baseline 98 = 25 98 + 23
4 months 95 + 28 13.1% 96 * 28 | 2.0%
LV ejection fraction (%) NS
Baseline 39 +6 394
4 months 45 = 9t 115.4% 47 = 7t 120.5%
Akinetic and severely hypokinetic segments NS
in the LAD perfusion territory
Baseline 59+16 5818
4 months 3.5+ 2.6% 1 40.7% 3.8 £ 2.4% | 34.5%
Infarct size at SPECT (%) NS
Baseline 41.4 = 183 47.5 £ 208
Follow-up 30.5 = 16.1% 1 26.3% 35.3 = 17.2% 1 25.7%

*The 4-month functional follow-up data are reported in 14 patients in the BMNCs group who survived the first 4 months after randomization. tp < 0.05, £p < 0.01 baseline versus follow-up.
BMNC = bone marrow-derived mononuclear cell; LAD = left anterior descending; LV = left ventricular; NS = not significant; SPECT = single-photon emission computed tomography.

effects of BMINCs intracoronary injection in patients with smaller
acute myocardial infarction with controversial results. Only 1 trial
(4) reported enhanced and sustained recovery of LV ejection
fraction in the BMNCs group as compared with control patients.
In the present study, we enrolled a homogenous population of
patients with extensive anterior myocardial infarction with an
ejection fraction 6.7% to 11.3% lower than in all previous trials.
Nevertheless, corroborating data from previous trials (3,5), did
not observe any improvement in ejection fraction by BMNCs
over primary PCI alone. Low regenerative potential (6) and low
engraftment in the heart after intracoronary injection (7) may
be the major explanations for lack of functional effects of
BMNCs.

The present study has several limitations. The number of
enrolled patients was small, and the study was terminated prema-
turely. Hence, the potential treatment effect could be missed. Yet,
inclusion of more patients would have not been likely to change the
results. In contrast to previous studies, we included patients with
poor LV function, late revascularization, and late BMNCs injec-
tions. It may be possible that this subset of patients does not
benefit from the transplantation of BMNCs. Hence, our results are
not necessarily in contradiction with positive results of larger trials
(4). It should be pointed out that adverse events observed in the
study do not seem to be directly related to the BMNCs procedure.
No complications were observed during the injection of BMNC:s.

Given the laborious nature of BMNC harvest and intracoronary
transfer, small, if any, functional effects, and lack of prognostic
data, the routine use of BMINC:s after acute myocardial infarction
cannot be recommended at the present time.
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Infarkt myokardu, remodelace levé komory a bunéecna
terapie

H. Skalickd jr., J. Horak', M. Aschermann’, A. Linhart', T. Palecek’, P. Kobylka?

"Il interni klinika kardiologie a angiologie 1. lékarské fakulty UK a VFN Praha, prednosta prof. MUDr. Ales Linhart, DrSc.
2 Oddéleni bunéené terapie Ustavu klinické a experimentdini hematologie 1. lékarské fakulty UK a UHKT Praha, prednosta prof. MUDF. Pavel Klener, DrSc.

Souhrn: V tomto sdélenf je uveden ptehled vysledkd nejdileZitéjsich a nejvyznamnéjsich klinickych studii zabyvajicich se problematikou
implantace kmenovych bunék kostni dfené u nemocnych s akutnim infarktem myokardu. Celosvétové je vyzkum na tuto oblast soustfedén
jiz nékolik let. Nadéje je vkladana predeviim do moznosti zabrdnéni procesu progresivni remodelace levé komory, nahrazeni nekrotického
¢i fibrotické tkané, a tim odvraceni vzniku a rozvoje srde¢niho selhdni. Sttedem pozornosti jsou predeviim pacienti, jejichz dlouhodobd
progndza je dosud i ptes pokroky v sou¢asné mediciné ¢asto velmi neptizniva.

Kli¢ova slova: akutn{ infarkt myokardu - kmenové buriky - remodelace levé komory - mononuklearni buriky kostni d¥ené - ejekéni frakce
levé komory

Myocardial infarction, left ventricle remodelation and cellular therapy

Summary: The paper brings an overview of results of the most important and significant clinical studies dealing with the issues of bone
marrow stem cell implantation in patients with acute myocardial infarction. On the world scale, research has been focused on this area
for several years. Much hope is put primarily on the possibility to prevent the process of progressive remodelling of the left ventricle, the
substitution of necrotic or fibrotic tissue and the resulting prevention of development and progression of heart failure. In the centre of
attention are especially patients whose long-term prognosis is often very poor in spite of progress in contemporary medicine.

Key words: acute myocardial infarction - stem cells - remodelling of the left ventricle - bone marrow mononuclear cells - left ventricular

ejection fraction

Uvod

Pt akutnim infarktu myokardu (AIM)
dochazi ke vzniku ireverzibilni ische-
mické nekrézy srdeéniho svalu, kterd je
provazena ztratou kontraktilnich ele-
ment(, kardiomyocyt(l. Rozsah posti-
Zenf je v prvé Fadé zavisly na velikosti
povodi infarktové tepny, délce trvanf
ischemie a déle na p¥itomnosti kolate-
rélni cirkulace, pfedchoziho ischemic-
kého zatizeni myokardu [1] a v nezane-
dbatelné mite i na podané |é¢bé. Bez
terapeutického zdsahu je u pacientd
s AIM udavéna mortalita kolem 30%
[2,3]. Diky rozvoji reperfuzni terapie, tj.
trombolyzy [4] a perkutdnni koronarni
angioplastiky [5,6], doslo v poslednich
20 letech k poklesu hospitaliza¢ni mor-
tality u AIM na 6-10% [7]. Ani rychle
navozend rekanalizace infarktové tepny
ale nemusi vzdy docilit zdchrany myo-
kardu [8]. Efekt je limitovany moZnou
ptitomnosti defektu na trovni mikro-
cirkulace a ¢asnym nebo pozdnim is-

chemicko-reperfuznim poskozenim
[1,9,10]. Ndslednd ztrata vétsiho mnoz-
stvi kontraktilnich kardiomyocyt [11]
ma za nésledek rozvoj dlouhodobého
procesu patologické remodelace levé
komory (LK) [12,13]. Dochazi k pro-
gresivni dilataci dutiny LK a ke zméné
jeji geometrie s postupnym poklesem
systolické funkce nad rdmec akutniho
poskozeni pt¥i vlastnim infarktu s vy-
slednym rozvojem chronického srdeé-
niho selhani [12,14,15] (obr. 1).

Lze tedy Fici, Ze soucasna strategie
[écby AIM se zaméFuje predevsim na
snizeni akutni ztrdty myokardidlnich
bunék dosaZzenim co nej¢asnéjsf a nej-
dokonalejsi reperfuze myokardu [9].
Prozatim Zddnd konvenéni |é¢ba nebo
klinicky pouzivana procedura neumoz-
riuje nahradit nekroticky myokard nebo
jiz zformovanou jizvu funkéni kontrak-
tilni tkdni. Nadgji do této sféry vnesly
v poslednim desetileti az prvni experi-
mentélni a klinické prace zabyvajici se

aplikaci kmenovych bunék s regenerac-
nim a repara¢nim potencidlem p¥mo
do myokardu [16,17].

Kmenové buriky, typy, rozdéleni

Kmenové buriky (KB) jsou definované
jako nediferencované progenitorové
buriky s vysokou mitotickou a prolife-
raéni aktivitou [18,19]. Maji schop-
nost sebeobnovy, klonogenicity [20]
a multipotence v zavislosti na prostredf
a charakteru stimula¢nich a rastovych
faktord [21]. Jejich zdkladni rozdé-
lenf je velmi komplikované vzhledem
k jejich heterogenité [22,23]. Klinicky
i experimentalné pro lepsi orientaci
a identifikaci vhodnych bunék se zda
byt nejpiehlednési déleni dle zdroje
bunék (tab. 1). Vzhledem k tomu, Ze
ve viech publikovanych studiich s KB
je kli¢ovym momentem vybér typu im-
plantovanych bunék [22], bylo hle-
dano i rozdéleni, které by umoziiovalo
rychlou orientaci v problému a vycha-
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Obr. 1. Patofyziologie remodelace levé komory po AIM s rozvojem srdeéniho selhani. Céste&né upraveno podle [15].

Tab. 1. Zakladni rozdéleni kmenovych bunék dle zdroje.

Rozdéleni a typy kmenovych bunék
1. dospélé kmenové buriky
A. skeletalni myoblasty - ziskavaji se biopsii kosterniho svalstva

B. buriky kostni d¥ené - tvofi 20 % buné¢éného obsahu kostni dfené
- mezenchymalni buriky
- multipotentn{ progenitorové buriky
- hematopoetické kmenové buriky
- endotelialni progenitové buriky (EPCs)
- monoklonalni buriky kostni dfené (BMSCs)

2. embryonalni kmenové buriky, fetalni a neonatélni KB
3. ostatni typy bunék organizmu (potencidlni zdroj KM)

napf. naivni kardiomyocyty, adipocyty

KB - kmenové buriky, KM - kardiomyocyty, EPCs - endotelidIni progenitorové buriky,
BMSCs - mononukledrni buriky kostni dfené

zelo z jejich dostupnosti, afinity k myo-
kardu a endotelu cév a schopnosti mi-
totického délenf. Ott et al a Taylor et
al [24,25] vychézeli z fyziologickych
a patofyziologickych déjd, ztraty spe-
cifického typu element( a nutnosti je-
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jich ndhrady (obr. 2). Popisuji, Ze pFi
plné rozvinutém srde¢nim selhanf jsou
pro zrestaurovani myokardu vhodné
buriky, které jsou schopné aktivovat
kontraktilitu a myogenezu, tedy me-
zenchymalni buriky [26-28] i skeletalni

myoblasty [25,29-31]. Recentné po
AIM, pro zlepSeni pribéhu angioge-
nezy a zachranénf hibernovaného myo-
kardu [17,32-37], se jevi jako mnohem
vhodnéjsi podani kmenovych bunék
kostni dfené, ke kterym jsou Fazeny en-
dotelové progenitorové buriky (EPCs),
mononukledrni burky kostni dfené
(BMSCs) a multipotentnf buriky.

Z hlediska klinického poufiti je nej-
slibnéjsi aplikace BMSCs [23]. Jedna
se totiz o buriky relativné snadno do-
stupné, které |ze ziskat v dostate¢ném
mnoZstvi trepanobiopsii ve smésnych
populacich (obr. 3). Z experimentdl-
nich studii také vyplyva jejich rela-
tivné dobrd schopnost diferenciace
v kardiomyocyty a endotelové buriky,
uspokojivd integrace v misté poskoze-
ného myokardu a bezpe¢nost podani
[22,23,38-42]. Potencuji jak myokar-
didlIni regeneraci, tak neoangiogenezi
[33,34,37,43,44].

Vnit¥ Lék 2009; 55(1): 37-44




Infarkt myokardu, remodelace levé komory a bunééna terapie

angiogeneze
BMSCs, EPCs

myogeneze
(kontraktilni buriky)
mesenchymalni butiky —>

skeletdlni myoblasty

buriky kostni d¥ené

zniceni myokardu s nekrézou a zanikem

remodelace levé komory, prim. kompenzace

remodelace komory, dekompenzace

BMSCs - mononuklearni buriky kostni dfené, EPCs - endotelidlni progenitorové

akutnf infarkt myokardu
\

zanétliva celulizace

\A

kontraktilnich kardiomyocytt

apoptdza v periinfarktové zéné

progrese fibrotizace

progrese srde¢niho selhani

Obr. 2. Hypotéza vybéru kmenovych bunék vzhledem k jejich diferenciacni

schopnosti. Upraveno podle [24,25].
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Obr. 4. Pravdépodobné mechanizmy plsobeni KB na zlepseni funkce levé komory.

Mechanizmus tGéinku
kmenovych bunék
Soucastny ndzor stran mechanizmu
Gcinku KB neni zcela jednotny, pravdé-
podobné se jednd o jejich multifakto-
ridlni plisobeni [21,45].

Jedna z hypotéz regenerace myo-
kardu pomoci KB je zaloZena na je-
jich schopnosti transdiferenciace na
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kardiomyocyty [21,46] a zaclenéni do
syntitia s ndslednym vytvofenim plné
funkéni slozky myokardu [47]. Velkou
roli zde hraje nejenom samotny proces
bunééné integrace, ale velmi pravdépo-
dobné i neoangiogeneza [35-37] a pre-
devdim parakrinni stimulace tvorby
rliznych typd rastovych faktor( a cyto-
kind, které se nasledné podili na para-

Obr. 3. Ukdzka odbéru mononuklear-

nich kmenovych bunék z lopaty kosti
kycelni.

krinni a autokrinni aktivaci intra- a in-
tercelularnich déji [48-51]. Po AIM je
hlavnim mistem pasobeni KB prede-
v8im oblast periinfarktové zény [10],
kde se podili na inhibici rozvoje apo-
ptézy [52-54], stimulaci diferenciace
a migrace myocytli [55,56] (obr. 4).

Metody aplikace

kmenovych bunék

Zplsob, jakym jsou KB do myokardu
implantovdny, mize hrit daleZitou roli
z hlediska jejich efektivity a ovlivnénf
myokardidlnf regenerace. V pribéhu
poslednich let byla vyzkousena rada
riznorodych metod aplikace.

Intrakoronarni aplikace

Jednd se o metodu, kdy se KB apli-
kuji katetriza¢ni metodou, s vyuZitim
balénkového katétru typu ,over the
wire“, ktery je zaveden standardni tech-
nikou do koronarni tepny. V misté pu-
vodniho uzavéru tepny pfi AIM je balé-
nek naplnén na nizky tlak, p¥i kterém je
tepna jiz plné okludovana. Luminem ba-
[6nku jsou KB aplikovany za mfsto uza-
véru tepny (obr. 5). Tato metoda byla
pouZita pro svou relativni jednoduchost
a minimaln{ invazivitu ve velkém mnoz-
stvi experimentdlnich i klinickych studif
[22,40-42,57-60]. Otazkou v3ak je, zda
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2 min. okluzse

Obr. 5. Intrakorondrni implantace kmenovych bunék do ramus interventrikula-
ris anterior (RIA) metodou ,,over the wire PCI* katétrem s balénkem o priméru
3,5mm. Aplikace 5ml bunééného koncentratu béhem 2minutové okluze tepny.

Obr. 6. Regenerace myokardidlni fibrotické jizvy u mysich model po podani KB.
Prevzato z [16] se svolenim D. Orlica.

takto aplikované KB jsou myokardem
dostatecné vychytany. V fadé praci [61],
et al [62], bylo prokdzdno pouhé 1-2%
zachyceni bunék v myokardu za 24 hod
po podani. Nicméné pravdépodobné
i toto malé mnozstvi bunék muize hrit
jistou roli v navozeni myokardidlnf rege-
nerace a neoangiogenezi [33,37].
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Pfima intramyokardidlni aplikace
chirurgickou cestou

VyuZiva se pti kardiochirurgickych vy-
konech [30,63-65]. Vyhodou je pfima
cesta aplikace do ischemicky postize-
ného mista a nasledna potenciace pre-
devdim myogeneze. Mezi nevyhody
patii nizké mnozstvi aplikovanych
bunék, potencidlni arytmogenicita

[66] a vlastn(i invazivita chirurgické
intervence.

P#im4 injekce katetrizacni

a transendokardialni technikou
Jedna se o transendomyokardialni in-
jekeci KB z dutiny LK nebo o intrakar-
didlnf injekci transvenéznim pFistupem
s pouzitim tzv. NOGA techniky, kterd
umoziuje lokalizované elektromecha-
nické mapovani infarktového loZiska.
Kmenové buriky jsou implantovény do
ischemickych oblasti myokardu pomoci
specifického Myostar katétru [67,68].
Nevyhodou je velkd finan¢ni naklad-
nost a specializované technické zazemi.
V soucasnosti probiha nékolik studif vy-
uZivajicich tento zplsob aplikace, pro-
zatim v3ak nejsou k dispozici vysledky.

Mnozstvi aplikovanych

kmenovych bunék

Doposud nebylo jasné, jaky pocet apli-
kovanych KB je pro ovlivnéni funkce
levé komory ,idedlni“. V publikovanych
klinickych studiich se pocty aplikova-
nych bunék pohybuji v ¥adu od 107 do
10° [22,38,41,69,70]. Zavér metaana-
lyzy, publikovany v roce 2008 v srpnu
v Casopise European Heart Journal
[23], upozoriiuje, Zze skutecné exis-
tuje tésnd vazba mezi mnoZstvim po-
danych bunék a ovlivnénim funkce levé
komory. Studie, u kterych bylo podané
mnozstvi aplikovanych kmenovych
bunék nad 108 [40,50,62,71,72], vy-
kazovaly signifikantnf zlepSeni ejekéni
frakce a kinetiky levé komory. Pravdé-
podobné se jedna o vztah mezi $pat-
nou endogenni mobilizacif BMSCs po
AIM v kombinaci s nékterymi komor-
biditami (diabetici, hypertonici a ku-
faci) [73].

Experimentalni a klinické studie
Zéajem o vyuziti KB v kardiologii vyvo-
lala experimentalni studie americkych
autortd Orlic et al, publikovand v ¢a-
sopise Natura v roce 2001 [16], kterd
prokézala na mysich modelech regene-
raci postischemicky poskozeného myo-
kardu po intrakoronarni aplikaci KB
0 53% (obr. 6).
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Toto zjistén( predstavovalo prevrat-
nou zménu mysleni ve védecké sfére
a vedlo k rozmachu vyzkumu v tomto
sméru. Nésledovalo mnoZstvi dalsich
experimentdlnich praci [48,74-77]
a ¢asné se objevily i prvni malé, neran-
domizované klinické prace, které ex-
perimentdlni pozorovani ¢aste¢né, ale
ne zcela presvédcivé potvrdily [21,78].
Jiz v pocatcich viak byla v oblasti im-
plantace KB do myokardu Fada nejas-
nosti a obav. Limitujici byl pfedeviim
strach z dlouhodobych nezddoucich
ucinka lécby. Jistd skepse také souvisf
s nedostate¢nou znalosti viech pato-
fyziologickych déji reparace, remode-
lace LK a s nejasnym podkladem piiso-
beni KB.

Klinickych studii s KB bylo prove-
deno v poslednich 10 letech jiz néko-
lik desitek. Jejich zavéry jsou oviem
kontroverzni. Lze to demonstrovat jiz
na vysledcich prvnich pilotnich stu-
dii. V préci publikované Avilésem et
al [79], ve které byly 5 pacientim in-
trakorondrné aplikoviany BMSCs
10-15 dni po AIM, bylo popséno signi-
fikantni zlepSeni kontraktility a systo-
lické funkce LK. Oproti tomu v prak-
ticky soucasné publikované studii
Stamma et al [80] nebyla efektivita
KB na 6 pacientech p¥imou intramyo-
kardialnf cestou potvrzena. Jednalo se
vdak o studie s rozdilnym designem, ve
kterych byly buriky aplikovany odlisnym
zplisobem (intrakorondarné vs periope-
ra¢né) a bylo poutzito i rozdilné mnoz-
stvi a typ KB. Dalsi vyznamnéjsi studif
byla TOPCARE-AMI [70] na 20 pacien-
tech. 9 nemocnym byly implantovéany
BMSCs, 11 nemocnym pak EPCs z peri-
ferni krve, vzdy za 4 dny po AIM. V od-
stupu 4-12 mésicl autofi zaznamenali
signifikantni zlepSeni globalni systo-
lické funkce LK, zmenseni postizeného
infarktového loZiska a zlepSenf viability
myokardu. Efekt terapie byl pfitom ne-
zavisly na typu podanych bunék.

V pribéhu néslednych let byly publi-
kovany vysledky jesté fady dalsich stu-
dii. Jednalo se jiz ptevdzné o rando-
mizované studie provedené na vétsim
podtu pacientl s pouZitim implantace
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BMSCs odebranych z kostni diené re-
centné po AIM. Jejich primarnim cilem
bylo zlepSeni funkce LK, popf. zmensenti
infarktového loZiska a zlepSeni myokar-
didlnf viability. Hodnocena byla i bez-
pec¢nost podani KB. Prace publikovana
roku 2004 Chenem et al [26] sledovala
69 nemocnych po AIM primarné Fese-
ném koronarni angioplastikou. BMSCs
jim byly aplikovany do 18 dnti po koro-
narni angioplastice. Po Sestimési¢nim
sledovéni bylo zji$téno vyznamné zmen-
eni infarktového lozZiska a soucasné
doslo ke zlep3eni systolické funkce LK
a k redukci jejtho enddiastolického ob-
jemu. Némeckd studie BOOST [62]
sledovala 60 pacientl. Primarni Ses-
timési¢n{ vysledky byly velmi nadéjné
a ukazovaly na signifikantni zlepSeni
funkce LK u skupiny pacientd, kterym
byly intrakoronarné poddny BMSCs
[kontrola vs BMSCs - vzestup ejeként
frakce (EF) +0,7%/6,7 %]. BohuZzel efekt
nebyl trvaly, pfi kontrolnim vySetteni
po 18 mésicich od implantace se roz-
dil ve funkci komory v obou skupinach
prakticky vyrovnal. Nasledovala bel-
gicka studie Janssense et al [59], publi-
kovana v roce 2006, v niz bylo zatazeno
67 pacientll po lspésné angioplastice
pro AIM. KB jim byly aplikovany intra-
koronarné do 24 hod po AIM. S odstu-
pem 4 mésict nebyl zjistén vyznamny
vzestup EF LK, doslo v3ak k signifi-
kantni redukci velikosti infarktového lo-
Ziska oproti kontrole (o0 28%).

V néasledné placebem kontrolované,
dvojité zaslepené studii REPAIR-AMI
[81] byla hodnocena systolickd funkce
LK u 204 pacientt, kterym byly v od-
stupu 5 dnd od AIM intrakorondrné
aplikovany BMSCs. Autofi prokdzali
mirny pozitivni efekt ve smyslu poten-
ciace funkce LK (EF vzrostla +5,5%
u skupiny s KB vs kontrolni skupina
+3%). U skupiny pacientl s implanto-
vanymi burikami bylo také pozorovdno
mens{ mnoZstvi reinfarktd a rehospi-
talizaci. Naproti tomu norska studie
ASTAMI [41,82] velmi podobného de-
signu, provedend na 100 pacientech,
neprokdzala ptiznivy vliv efektivity bu-
nécné terapie. Je vdak nutno zddlraznit,
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Ze v této studii bylo nemocnym apliko-
vano vyrazné nizsi mnozstvi KB nez v ji-
nych studiich.

Komplexni shrnuti nejdalezitéj-
Sich klinickych studif tykajicich se im-
plantace KB bylo publikovdno v me-
taanalyze Abdela-Latifa et al [22]
v roce 2007. Do hodnoceni bylo zahr-
nuto celkem 18 studii (999 pacientt),
z toho BMSCs - 15 studii, sEPC - 3 stu-
die, mezenchymalni buriky - 1 studie.
V3echny studie byly placebem kontrolo-
vané, prevazné randomizované, 13 stu-
dii bylo u nemocnych po AIM a 5 u ne-
mocnych s chronickou ischemickou
kardiomyopatii. Medidn sledovani ne-
mocnych byl 4 mésice (3-18 mésich).
Bylo konstatovano, Ze existuje velka
heterogenita doby implantace KB
(1-81 dnd, medidn 9,8 dnf po AIM).
Také pocet implantovanych KB byl
velmi rozdilny a pohyboval se v rozmezf
2 x 10 az 60 x 10°, median 80 x 10°.
Vysledky metaanalyzy naznacujf, Ze im-
plantace KB m(izZe vést ke zlepSeni sy-
stolické funkce LK (+3,66 %/+5,4%,
p < 0,01), zmen3en{ infarktového lo-
ziska (-5,49 %/-9,1%, p < 0,03), zmen-
Seni ESV (-4,8ml/-8,2ml, p < 0,06)
a snizen{ endsystolického volumu LK
(-4,8ml/-8,2ml, p < 0,06). Vyznamna
je skutecnost, Ze nebyly prokazany za-
vazné nezadouci Gcinky 1é¢by. Zavérem
této metaanalyzy bylo, Ze implantace
KB je provazena zlepSenim anatomic-
kych a hemodynamickych parametrd
LK srde¢ni u pacient(i s AIM a chronic-
kym srde¢nim selhdnim na podkladé
ischemické choroby srde¢nf (tab. 2).

Zavér

Lécba KB u nemocnych po AIM na-
bizi do budoucnosti nadéji pro ne-
mocné, které nejsme schopni Gcinné
lé¢it konvenénimi metodami. Jedna
se predeviim o pacienty po velkém in-
farktu myokardu s tézkou systolickou
dysfunkci LK a o nemocné s chronic-
kym srde¢nim selhdnim. V téchto pti-
padech se nabizi moZnost pouziti KB,
at jiz jako primarni terapeutickou me-
todu, tak napf. v rdmci pfemosténi ob-
dobi do srde¢ni transplantace.
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Tab. 2. Souhrn nejdilezitéjsich klinickych praci zabyvajicich se intrakoronarni aplikaci mononuklearnich kmenovych
bunék. Upraveno podle Abdela-Latifa [22].
Ptehled nejdulezitéjsich klinickych studii
Studie Pocet Kontrolni Timing Zpusob
nemocnych skupina  implantace aplikace
ve skupiné s KB
Strauer et al 10 10 5-9 dni nerando- intra-
Circulation 2002 mizovand koronarni
Aviles et al 5 0 10-15 dni nerando- intra-
Cardiologia 2004 mizovana koronérni
TOPCARE-AMI 59 0 4,9dne+ 1,1 nerando- intra-
Circulation 2002, mizovand koronarn{
JACC 2004
Chen et al 34 35 18,4+0,5 rando- intra-
American Journal mizovana koronarni
of Cardiology
Janssens et al 33 34 1 den rando- intra-
Lancet 2006 mizovand koronarni
ASTAMI 50 50 6+ 1,3 dne rando- intra-
AHA Scientic mizovana koronarni
Sessions 2005
REPAIR-AMI 101 103 3-6 dni rando- intra-
AHA Scientic mizovana koronérni
Sessions 2005
BOOST-Wollert 30 30 4,8 +1,3 dne rando- intra-
Lancet 2004 mizovand koronarni
Bartinék et al 19 16 11,6 £ 1,4 dne nerando- intra-
Circulation 2005 mizovand koronarni
BMSCs - monoklondlni kmenové buriky, EF - ejekénf frakce levé komory

Vysledek P

vzestup regiondlnf kinetiky
a zmensenf infarktového
loZiska

neni potvrzen
signifikantnf benefit KB

zlep3eni EF, zmensenf
infarktového loZiska

0,001

zlep3eni EF, zmen3enf
infarktového loZiska

0,003

zmen3eni infarktového
loZiska, neni popsano
zlepSeni EF

0,36

za 6 mésicli sledovani
neni prokazan
signifikantni benefit

0,05

vzestup EF
za 4 mésice sledovani

0,021

signifikantn{ benefit
za 6 mésicl nebyl potvrzen
(sledovani 18 mésict)

0,026

zlep3eni EF, zmen3enf
infarktového loZiska

0,05

Dosud provedené klinické prace s KB
uvadéji ne zcela presvédcivé dlikazy
o jejich efektivité na zlepseni funkce LK
a myokardidlni perfuze. Jedna se viak
o prace s velkym rozptylem jednotlivych
klicovych proménnych (typ a mnozstvi
KB, typ a zplsob implantace, nacaso-
vani od AIM) vedoucim k obtizim ve
srovnavani jednotlivych studif.

Vzhledem k ¥adé dosud nedotese-
nych otdzek mechanizmu dcinku i ne-
jednozna¢nému priakazu klinické
efektivity nenf jeSté nyni mozné tuto
metodu standardné pouZzivat v klinické
praxi. Pred rozsitenim do klinického
uzivdni bude nutné dotesit Fadu za-
kladnich problém, predeviim dal3im
vyzkumem v oblasti experimentdlni, se
zamé¥enim na mechanizmy Gcinku KB
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a biologii reparaénich procest, zpro-
stfedkovanych KB myokardu tak, aby-
chom mohli nase terapeutické snahy
lépe cilit a potencidlné v této nové ob-
lasti klinické mediciny efektivné vyuzit.
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Skalickd H jr, Hordk J, Aschermann M, Linhart A, Kobylka P. Intrakoronarni aplikace kmenovych bunék u nemocnych s akutnim in-
farktem myokardu, dosavadni klinické zkusenosti a perspektiva. Cor Vasa 2009;51(7-8): ...

Sdéleni uvadi prehled vysledkl nejdullezitéjsich a nejvyznamnéjsi klinickych studii, zabyvajicich se problematikou implantace mono-
nuklearnich kmenovych bunék kostni dfené u nemocnych s velkym akutnim infarktem myokardu s poinfarktovou tézkou systolickou
dysfunkci levé komory. Celosvétové se vyzkum zaméfuje na tuto oblast jiz nékolik let. Nadéje se vklada predevsim do moznosti zabrénit
procesu progresivni remodelace levé komory nahrazenim nekrotického ¢i fibroticky zménéného myokardu kontraktilni tkani, a tim za-
brénit vzniku a rozvoji srde¢niho selhani. Sttedem pozornosti jsou predevsim ti pacienti, u kterych k obnové kontraktilni funkce bezpro-
stfedné po prihodé nedoslo; jejich dlouhodoba progndza je dosud, i pres pokroky v soucasné medicing, ¢asto velmi nepfizniva.
Klicova slova: Akutni infarkt myokardu — Kmenové buriky - Remodelace levé komory — Mononuklearni buriky kostni dfené — Ejek¢ni
frakce levé komory.

Skalickd H jr, Hordk J, Aschermann M, Linhart A, Kobylka P. Intracoronary delivery of stem cells in patients with acute myocardial
infarction. The clinical experience obtained to date and prospects. Cor Vasa 2009;51(7-8): ...

The paper is an overview of results of landmark clinical trials addressing the issue of mononuclear bone marrow stem cell implantation
in patients with a major acute myocardial infarction and severe post-MI left ventricular dysfunction. Worldwide research has focused on
this topic for a couple of years. Most importantly, it is hoped to be able to block the process of progressive left ventricular remodeling
by replacing the necrotic or fibrotic myocardium by contractile tissue thereby precluding the development of heart failure. Attention
has particularly centered on patients not resuming contractile function immediately after the event; despite all recent advances in
medicine, their long-term prognosis is often fairly poor.

Key words: Acute myocardial infarction — Stem cells - Left ventricular remodeling - Mononuclear bone marrow cells - Left ventricular
ejection fraction
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Pirehled zkratek
BMSCs  Mononukledrni buriky kostni dfené ICHS Ischemickd choroba srde¢ni
(bone marrow-derived mononuclear cells) KB Kmenové burky
™ Kardiomyocyt (cardiomyocyt) LK Leva komora
EF Ejekeni frakce RIA Ramus interventricularis anterior
EPCs EndotelidIni progenitorové kmenové buriky STEMI  Akutni infarkt myokardu s elevacemi ST

(endotelial progenitor stem cells)
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Uvod

Akutni infarkt myokardu s elevacemi ST (STEMI) je
dynamicky, komplexné probihajici proces, pti kterém
dochazi k omezeni az preruseni perfuze myokardu, a s tim
souvisejici irreverzibilni ztraté kontraktilnich elementt —
kardiomyocyti (CM).*? Soucasna strategie 1é¢by STEMI
se zaméiuje hlavné na snizeni ztraty CM dosazenim co
nejc¢asnéj$i reperfuze myokardu,® predevsim diky perku-
tanni korondrni angioplastice.*® Vyuziti této metody
k obnoveni perfuze myokardu, jako metody volby, vedlo
k poklesu mortality u téchto nemocnych na 6-10 %.©
I pfesto u nemocnych s velkym infarktem myokardu
(ztrata kolem 25-40 % CM) dochazi casto k rozvoji dys-
funkce levé komory (LK) - s postupnym poklesem
ejekeni frakce (EF) - a naslednou progresi onemocnéni
do chronického srde¢niho selhani se véemi jeho dusledky
pro kvalitu Zivota i prognézu nemocného.®”* Prozatim
zadna konvenc¢ni medikamentdzni lé¢ba nebo klinicky
pouzivana procedura neumoznuje nahradit nekroticky ¢i
fibroticky zménény myokard kontraktilni tkani. Nadéji
do této oblasti vnesly v poslednim desetileti prvni expe-
rimentalni a klinické prace, které se zabyvaji aplikaci
kmenovych bunék (KB) do myokardu."” Predpoklddany
ucinek vychazi z pluripotence KB, tedy schopnosti dife-
rencovat se v riizné typy bunék véetné CM.1"19 Reparad-
ni a regeneracni procesy v myokardu za tcasti KB jsou
fyziologickym mechanismem zachovani jeho dlouhodobé
homeostazy. Pti masivnim poskozeni jako u STEMI je ale
kapacita téchto mechanisma za prirozenych podminek
zanedbatelnd. Tato skutecnost vSak tvofi teoretickou bazi
pro pokusy o bunéc¢nou lécbu akutnich a chronickych
forem ischemické choroby srde¢ni (ICHS). Cilem je
zvysit pocet KB v myokardu, schopnych diferenciace
v infarktovém lozisku natolik, aby byl navozen proces
novotvorby kontraktilnich a cévnich struktur, nebo ales-
pon zabranit pokracujici ztraté bunéénych elementt, a tim
podpotit stabilizaci celkové funkce levé komory." Moz-
nost regenerace poskozeného myokardu a zlepseni jeho
funkce po aplikaci rozdilnych typti KB jiz byla prokazana
v fadé experimentdlnich praci na rtiznych zvifecich mo-
delech.t>2

Pro vyuziti KB je nezbytné vyfesit nasledujici
klicové probléemy

. Vybér vhodnych KB pro regeneraci myokardu.

. Ur¢it mnozstvi KB nezbytnych pro tc¢innou lécbu.
. Vybér metody aplikace KB.

. Nacasovani podani KB po STEML

. Mechanismus pusobeni KB v infarktovém lozisku.

U W N =

1. VWybeér vhodnych kmenovych bunék
pro regeneraci myokardu

Kmenové buriky jsou nediferencované progenitorové burky
s vysokou mitotickou a proliferaéni aktivitou.?® Maji schop-
nost sebeobnovy, klonogenicity a multipotence.®** Jednot-
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livé KB jsou charakterizovany svymi povrchovymi anti-
geny — markery uréujicimi schopnost kumulace a diferen-
ciace.®*?” Predstavuji heterogenni skupinu pluripotentnich,
multipotentnich a unipotentnich bunék,®® viz obrdzek 1.

Vzhledem k velkému mnozstvi raznych typtd bunék
a s ohledem na mnoznost jejich separace je klicovym mo-
mentem vybér typu implantovanych bunék.?® Nejjednodusi
a nejprehlednéjsi je déleni podle zdroje KB (viz tabulka 1).

Pro experimentalni a klinické vyuziti je spise vhodné
rozdéleni vychazejici z jejich dostupnosti, afinity k myokar-
du a endotelu cév a schopnosti mitotického déleni. Vycha-
zi z fyziologickych a patofyziologickych déjti poskozeni
myokardu, ztraty specifického typu elementt a nutnosti
jejich nahrady,®?" viz obrdzek 2.

V pozdni fazi plné rozvinutého srde¢niho selhani jsou
pro zrestaurovani myokardu vhodné bunky potencidlné
schopné aktivovat kontraktilitu a myogenezi myokardu,
tedy mezenchymalni buriky a skeletalni myoblasty. Casné
po STEMI je pro zlepseni priibéhu angiogeneze a pro za-
chranu hibernovaného myokardu vyhodnéjsi podat kme-
nové bunky kostni dfen¢, ke kterym jsou fazeny endotelialni
progenitorové buiiky (EPC), mononuklearni bunky kostni
dfené (BMSCs) a multipotentni buriky.?**? Z hlediska
klinického pouziti je nejslibnéjsi aplikace BMSCs. Jde totiz
o bunky relativné snadno dostupné, které lze ziskat v do-
state¢ném mnozstvi trepanobiopsii z lopaty kosti kycelni
ve smésnych populacich bunék (viz obrdzek 3).

Z experimentalnich studii vyplyva jejich relativné dobra
schopnost diferenciace v CM a endotelové bunky;®* uspo-
kojivé integrace v misté poskozeného myokardu a bezpec-
nost aplikace.?%*-39 Potencuji jak myokardidlni regeneraci,
tak neoangiogenezi.”4)

2. Mnozstvi aplikovanych bunék

Doposud nebylo jasné, jaky pocet aplikovanych KB je pro
ovlivnéni funkce LK ,,idealni® V publikovanych klinickych
studiich se pocty aplikovanych bunék pohybuji v fadu
od 107- do10°.@8344-4) Z3vér metaanalyzy!? ukazuje na vy-
znamné zlepSeni funkce levé komory pti podani KB
v mnozstvi minimdlné 108.G645-48)

- @ o)
@

Multipotentni
g kmenové buriky

Pluripotentni

- __
kmenové buriky | (FEE9Y U potentnl KB
— £~ |Multipotentni |

i
kmenové buiiky — | Unlpotentnl [ =

e
\ S UmpotenthB

Obrazek 1 Typy kmenovych bunék - rozdéleni dle potence
(pluripotentni, multipotentni a unipotentni buriky)
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Tabulka 1 Rozdéleni a typy kmenovych bunék

1. Dospélé kmenové
burky

A. skeletalni myoblasty - ziskavaji se
biopsii kosterniho svalstva

B. burky kostni dfené - tvofi 20 %
bunécného obsahu kostni diené

= mezenchymalni buriky

= multipotentni progenitorové bunky

= hematopoetické kmenové burky

= endotelidlni progenitorové burky (EPCs)

= monoklonalni buriky kostni drené
(BMSCs)

2. Embryonalni
kmenové bunky,
fetalni a neonatélni KB

3. Ostatni typy
bunék organismu
(potencionalni zdroj KB)

naivni kardiomyocyty, adipocyty

KB — kmenové buriky, EPCs — endotelidIni progenitorové burky, BMSCs -
mononukledrni bunky kostni dfené

3. VWybér metody aplikace
kmenovych bunék

Zpusob, jakym jsou KB do myokardu implantovany, mitize
hrat dulezitou roli z hlediska jejich integrace a ovlivnéni
myokardialni regenerace. Byla vyzkou$ena fada riiznych
metod aplikace (viz obrdzek 4):

A. Intrakoronarni aplikace
KB se aplikuji katetriza¢ni metodou s vyuzitim balonkové-
ho katetru typu ,,over the wire®, ktery je zaveden standard-

Akutni infarkt myokardu

Angiogeneze S /
glog Zanétliva celulizace

BMSCs, EPCs,
Zniceni myokardu s nekrozou a zanikem
kontraktilnich kardiomyocytii
Apoptoza v periinfarktové zoné
Remodelace levé komory, prim. kompenzace
Myogeneze Progrese fibrotizace

(kontraktilni buriky)

!
Mesenchymalni buriky D!> Remodelace komory, dekompenzace

SkeletdIni myoblasty
Progrese srde¢niho selhdni

Obrézek 2 Hypotéza vybéru kmenovych bunék vzhledem
k jejich diferenciacni schopnosti. Upraveno podle citaci®3"

BMSCs — mononuklearni buriky kostni diené, EPCs - endotelialni progenitorové
buriky kostni diené
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Obrazek 3 Odbér kostni dfené z lopaty kosti kycelni

ni technikou do koronarni tepny, kde na prechodnou dobu
tepnu uzavira. Luminem balonku jsou poté KB aplikovany
za misto uzavéru tepny (viz obrdzek 5). Tato metoda byla
pouzita pro svoji relativni jednoduchost a minimalni inva-
zivitu ve velkém mnozstvi experimentalnich i klinickych
studif. 84

B. Pfima intramyokardialni aplikace
chirurgickou cestou mensi pismo

Tohoto postupu se vyuziva pri kardiochirurgickych vyko-
nech u nemocnych indikovanych k chirurgické revaskula-
rizaci myokardu - bypassové operace.“>***® Vyhodou je
moznost cilené pfimé aplikace do ischemicky postizeného
myokardu. Mezi nevyhody patfi nizké mnozstvi aplikova-
nych bunék, potencionalni arytmogenicita a vlastni invazi-
vita chirurgické intervence.®”

C. Pfima injekce katetriza¢ni transendokardialni
technikou mensi pismo

Jde o transendomyokardidlni injekci KB z dutiny LK®®
s pouzitim tzv. techniky NOGA, ktera zarovent umoznuje

Pfimé injekce katetrizacni
transendokardialni
technikou

=

{md intramyokardidIni
aplikace

Anterolateralni infarkt
myokardu

Obrézek 4 Metody aplikace kmenovych bunék
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Dvouminutova
okluze

Obrézek 5 Intrakoronarni implantace kmenovych bunék
do ramus interventricularis anterior (RIA) metodou,over the wire
PCI” katetrem s balonkem o priiméru 3,5 mm; aplikace 5 ml
bunééného koncentratu béhem dvouminutové okluze tepny

elektromechanické mapovéni infarktového loziska. Kmer-
nové bunky jsou implantovany do ischemickych oblasti
myokardu pomoci specidlniho katetru.“** Nevyhodou je
finan¢ni nakladnost a nutnost specializovaného technické-
ho zazemi. Probiha nékolik studii vyuzivajicich tohoto
zpusobu aplikace; vysledky zatim nejsou k dispozici.

4. Nacasovani podani kmenovych bunek
po STEMI

Dosud neni presné znam optimalni ¢asovy interval mezi
STEMI a potencionalnim nejdilezitéjsim uc¢inkem podani
bunéné terapie. Z metaanalyzy Martina-Rendona a spol.1?
vyplyva lepsi ovlivnéni funkce komory, pokud byly bunky
podany do sedmi dntt od STEMI. Podéani KB v tomto ¢a-
sovém intervalu vedlo k signifikantnimu zlepseni EF LK
(p = 0,003).

5. Mechanismus ucinku kmenovych bunék,
potenciace myokardiadlni regenerace
rdstovymi faktory

Soudasny ndzor na mechanismus G¢inku KB neni zcela
jednotny, pravdépodobné jde o jejich multifaktoridlni pa-
sobeni.®*% Jedna z hypotéz regenerace myokardu pomoci
KB je zaloZzena na jejich schopnosti transdiferenciace
v kardiomyocyty a integraci do myokardu.®**¥ Velmi
pravdépodobné tento mechanismus neni stézejni. Podle
publikovanych praci®® v myokardu zistavé za 20 hodin
od aplikace pouze asi 1-2 % i.c. podanych bunék, coz bylo
prokazano i ve studii provedené v Ceské republice.®
Druhou moznosti pisobeni KB je parakrinni intercelu-
larni stimulace regenerace myokardu chemokiny, které jsou
produkovany jak vlastnimi bunikami organismu, tak jejich
uvolnénim podanymi KB. Experimentalné byl potvrzen
regula¢ni ucinek nékterych cytokint: vaskularniho endote-
lidlniho riistového faktoru (vascular endothelial growth
factor - VEGF), rastového faktoru hepatocytti (hepatocyte
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growth factor - HGF) a faktoru stimulujiciho kolonie
(granulocyte-colony stimulating factor - G-CSF) u STEMI.“®
Dal$im moznym mechanismem je zabrdnéni apoptotickému
zaniku kardiomyocyti v periinfarktové zoné, a tim zpoma-
leni remodelace LK (viz obrdzek 6).

Ucinnost bunécné terapie, klinické studie

Experimentalni studie prokazujici ur¢itou moznost regene-
race myokardu pfinesly prevratnou zménu mysleni i v kli-
nické sféfe a vedly velmi brzy i k zahdjeni klinického vy-
zkumu.

Studii bylo publikovano relativné velké mnozstvi, ¢asto
v8ak byly provedeny na malém souboru nemocnych a maji
velmi rozdilné usporadani (rozdilné mnozstvi KB, zptisob
aplikace, nacasovani aplikace a také i variabilni indikace
aplikace KB - STEMI, chronickd ICHS, kardiomyopatie,
termindlni chronické srde¢ni selhani). Tento fakt vyrazné
limituje moznosti porovnat studie a provést jednoznacné
ZAVEry.

Z hlediska t¢innosti bunééné terapie na zlepseni funkce
LK jsou zavéry studii rozporuplné. Nékteré prokazaly ne-
velky pfiznivy G¢inek,”7 v jinych pfipadech ptiznivy
u¢inek nebyl prokdzan.“+”) Prehled nejvyznamnéjsich
randomizovanych studii uvadi tabulka 2.

V nasi republice se této problematice vénovala dvé
centra, a to v Praze (VSeobecnad fakultni nemocnice ve spo-
lupréci s nemocnici na Vinohradech)®” a Brno (které

racovi§té?). 727 Zavéry jejich praci byly v souladu
s vysledky zahrani¢nich studii.

Vysledky a zavéry vech téchto studif jsou velmi obtizné
interpretovatelné pro velkou heterogenitu soubort. Za nej-
prehlednéjsi komplexni shrnuti nejdiilezitéjsich randomi-
zovanych klinickych praci tykajicich se implantace KB
u nemocnych se STEMI, feSenym primarné koronarni
angioplastikou, 1ze povazovat metaanalyzu Martina-Rando-
na a spol.’ Do této analyzy jsou zahrnuty vét$i randomi-
zované studie s podobnou strukturou (13 studii, celkem
zahrnuto 811 nemocnych, BMSCs byly aplikovany po STEMI
intrakoronarné). Medidn sledovani byl ¢tyti mésice.

Imenseni expanze infarktu

Parakrinni

Angiogeneze ) +--..__

Zachrana Fiize bunék v . brol
: ) ) o kY oliferace
myokardu Transdiferenciace/ = RGIUNZQVN . p
) TERAPIE N endogennich (M

\ / .\ a aktivace vlastnich

.
\ ¥ Regenerace
Cad Myokardu
Regenerace
myocytl

Obrazek 6 Pravdépodobné mechanismy plisobeni KB
na zlepseni funkce levé komory

rezidualnich KB.
Snizeni
apoptozy

Zabranéni remodelace LK

KB - kmenové bunky, CM - kardiomyocyt, LK - leva komora
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Pro autorku — u studie SWISS-AMI schéazi citace

Tabulka 2 Souhrn nejdulezitéjSich randomizovanych studii,
které se zabyvaji intrakoronarni aplikaci mononuklearnich
kmenovych bunék

Studie Pocet Efektivita aplikace Bezpecnost
nemocnych  BMSCs - zlepseni
EF LK
Chen et al.”® n-69 +++ +++
Janssens et al.”®  n-67 +/- +++
ASTAM[“9 n-100 - +++
REPAIR-AM|7® n-201 ++ +++
BOOST“ n-60 ++/+- +++
HEBE-trial”'#0 n-200 - +++
SWISS-AMI n-90 ++ +++
FINCELL®? n-80 ++ +++
REGENT®2 n-107 ++/+++ +++

BMSCs — mononuklearni kmenové buriky, EF LK - ejekéni frakce levé komory

Z metaanalyzy Martina-Rendona vyplyvaji
dva podstatné zavery

1. Intrakoronarni aplikace BMSCs u nemocnych se STEMI
je bezpec¢na. Nebyl zachycen rozdil v mnozstvi nezadou-
cich u¢inka v souvislosti s buné¢nou terapii. Kombino-
vany klinicky ukazatel zahrnoval pocet umrti, vyskyt
re-infarktd, nutnost hospitalizace pro srde¢ni selhani,
nutnost revaskulariza¢ni terapie (koronarni angioplasti-
ky, srde¢niho bypassu), srovnani mezi aktivné lé¢enou
skupinou (po aplikaci BMSCs) a skupinou kontrolni.
Nebyl zaznamenan vyssi vyskyt arytmii u pacientd,
kterym byly BMSCs aplikovany.

2. Aplikace BMSCs vedla ke statisticky vyznamnému
zlepseni systolické funkce LK o0 2,99 % (95% confidence
interval [CI], 1,26-4,72 %, p = 0,0007). Zaroven byl
prokazan signifikantni pokles end-systolického objemu
levé komory o 4,74 ml (95% CI, -7,84 az -1,64 ml,
p =0,003). Doslo i k mirnému nevyznamnému poklesu
end-diastolického objemu o 2,47 ml (95% CI, 5,65-0,71,
p =0,13). Podle SPECT bylo popsano zmenseni rozsahu
poskozeni o 3,51 % (95% CI, -5,91 az -1,11 %) ve srov-
nani s kontrolni skupinou. Tato metaanalyza dala i fadu
dal$ich odpovédi na vySe zminéné zakladni otazky:
potvrdila dilezitost dostatecného mnozstvi aplikovanych
bunék (nad 10°%) a nutnost spravného nac¢asovani implan-
tace bunék po STEMI (do sedm dni od STEMI).

Tolerance zatéze a kvalita Zivota nemocnych byla hod-
nocena pouze ve dvou studiich?7 —s pozitivnim trendem
ve prospéch lé¢ené skupiny BMSCs ve srovnani se skupinou
kontrolni. Nicméné jde o prili§ malou skupinu nemocnych
pro vysloveni jasnych zavéra.

Kromé této relativné nové prace nelze opomenout dalsi
vyznamnou metaanalyzu Abdela-Latifa a spol.?® Je to prace,
ktera shrnuje kompletné vSechny klinické studie zabyvajici
se implantaci kmenovych bunék u nemocnych nejen se
STEMLI, ale také s jinymi srde¢nimi onemocnénimi (vyuzi-
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ti KB u chronického srde¢niho selhani, dilata¢ni kardiomyo-
patie). Do hodnoceni bylo zarazeno celkem 18 studii (999
pacientii - z toho s BMSCs 15 studii, s endotelialnimi pro-
genitorovymi kmenovymi burikami tfi studie, s mezenchy-
malni butikami jedna studie), véetné studii z Ceské repub-
liky. Median sledovani nemocnych byl ¢tyfi mésice (3-18
mésict). V této praci se poukazuje na velkou heterogenitu
studif; lisily se pfedev$im dobou implantace KB (1-81dnt,
median 9,8 dni po STEMI) a pocty implantovanych KB
(medidn 80 x 10°. Vysledky metaanalyzy naznacuji, ze im-
plantace KB miize vést ke zlepseni systolické funkce levé ko-
mory v priiméru o 3,66 % (95% CI, 1,93 % az 5,40 %,
p =0,001); vede ke zmenseni infarktového loZiska o 5,49 %
(95% CI, -9,10 % az -1,88 %, p = 0,003); poklesu end-systo-
lického objemu o 4,80 ml (95% CI, -8,20 az -1,41 ml,
p =0,006). Také tato metaanalyza potvrdila bezpecnost
aplikace KB. Jsou zde spravné ty minusové hodnoty? Po-
drobnéjsi analyza nékterych studii napovédéla, ze vyznam-
néjsi uzitek z implantace KB by mohli mit nemocni s té¢zkou
systolickou komorovou dysfunkci po IM, u kterych nedoslo
k obnoveni kontraktilni funkce bezprosttedné po prihodé.
Zda se také, ze nemocni po implantaci KB maji pfiznivéjsi
dlouhodoby klinicky pribéh v ¢asovém obdobi dvou let.7®

O dlouhodobém t¢inku bunééné terapie jsou jen spo-
radické zpravy. Pozitivni primarni tc¢inek na systolickou
funkci levé komory zjistény ve studii BOOST“? nemél
po 18 mésicich pti srovnani s kontrolami jiz vyznamny
ucinek.® Recentné byly publikovany vysledky pétiletého
sledovéni 62 nemocnych ve studii BALANCE"” (kontrolni
skupina tvofena nemocnymi, ktefi buné¢nou terapii odmit-
li - jednalo se tedy o nerandomizovanou studii), ve které
bylo popsano zlep$eni systolické funkce levé komory
v aktivné lé¢ené skupiné a pretrvavalo i po pétiletém sle-
dovani; zatimco u kontrol se funkce béhem sledované doby
zhorsila (56,9 vs. 46,9 %). Byla popsana i signifikantni re-
dukce infarktového loziska v aktivné lé¢ené skupiné (-8,2 %
vs. -5,3 %). Nemocni v aktivné 1écené skupiné méli také
po péti letech statisticky vyrazné niz$i mortalitu (13 % vs.
24 %, p = 0,03). Je to tedy prvni studie, ktera naznacuje, ze
nevelké zlepsenti systolické funkce levé komory po aplikace
by se v dlouhodobé perspektivé mohlo pozitivné promitnout
do zdsadnich klinickych ukazatelti pribéhu onemocnéni.

Definitivni odpovéd na pretrvavajici nejistotu o klinické
ucinnosti implantace kmenovych bunék po infarktu myo-
kardu mohou dat jen velké randomizované studie s po¢tem
pacientl dostate¢nym na sledovani klinickych cilovych
ukazateld. Takové studie v souc¢asné dobé probihaji (BOOST
2, REPAIR - AMI 2) a jejich vysledky lze o¢ekavat v nej-
blizsich dvou letech.

Zaver

Vysledky dosud provedenych klinickych studii, zabyvajicich
se implantaci KB u pacientd po STEMI, jsou ponékud
rozporuplné. Jde o prace s velkym rozptylem jednotlivych
klicovych proménnych (typ a mnozstvi KB, typ a zpisob

v

implantace, doba nacasovani od STEMI), coz vede k obtizim

v



ve srovnavani. Vzhledem k fadé dosud nedoresenych otazek,
pokud jde o mechanismu u¢inku i nejednoznaénému
priikazu klinické tc¢innosti, nelze jesté v soucasné dobé tuto
metodu standardné pouzivat v klinické praxi. Pfed rozsire-
nim do klinického uzivani bude nutné dofesit fadu zaklad-
nich problémd, pfedevsim dal$im vyzkumem v experimen-
talni oblasti. V prvni fadé je nezbytné zaméfit se na me-
chanismy uc¢inku KB a biologii repara¢nich procest,
zprosttedkovanych kmenovymi buntkami myokardu. Defi-
nitivni moznosti pripadného klinického vyuziti mohou
ukazat jen velké randomizované studie; nékteré v soucasné
dob¢ probihaji, jiné se planuji.
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