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Obrazowanie wczesnego zasiedlenia podanych
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Abstract

Successful delivery of progenitor cells to the injury zone is a prerequisite for any effect of myocardial regeneration therapy. This
key issue, however, has received far less attention than, for instance, a potential need for cell type selection or ex-vivo expansion,
the optimal timing of cell application or multimodal functional evaluation after cellular transplantation.

By combining myocardial perfusion scintigraphy, magnetic resonance imaging and 99Tc-HMPAO-labelled autologous bone
marrow-derived CD34* cells visualisation, we show in a 63-year-old man with a large anterior myocardial infarction that transcoronary
applied cells (via the central lumen of an inflated over-the-wire balloon positioned in the stent implanted in primary PCl) graft
preferentially to the infarct border zone. This is consistent with the idea that the area of myocardial ‘irreversible’ injury (i.e. the
no-perfusion zone on perfusion scintigraphy or late enhancement zone on magnetic resonance) remains largely inaccessible to
transcoronary-applied cells; thus other techniques need to be considered if the cell delivery is aimed at the zone of irreversible injury.

The potency of such combined high-resolution visualisation provides grounds for comparing the efficacy of different methods
of cell delivery after a recent myocardial infarction in man.

Key words: transcoronary bone marrow cell delivery, myocardial progenitors, CD34* cells, cell retention, early stem cell
engraftment, myocardial homing, myocardial border zone regeneration
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W badaniach klinicznych skupiono sie przede wszystkim

Wstep na zagadnieniach optymalnego czasu podania komorek
Pierwsze badania eksperymentalne, w ktérych testo- w stosunku do wystapienia uszkodzenia zawatowego
wano mozliwos¢ regeneracji strefy uszkodzenia zawato-  [podanie wczesne — 1. doba zawatu serca (Ml) vs skoordy-
wego miesnia serca przez komérki macierzyste szpiku, nowane z endogennym wyrzutem komoérek macierzy-
dostarczyty obiecujgcych wynikéw i staty sie motorem  stych — 7.-10. doba MI], doborze i przygotowaniu komé-
badan klinicznych, w ktérych do przezwieficowego poda- rek do autoprzeszczepu oraz multimodalnej ocenie
nia komorek (via naczynie dozawatowe) stosowany jest  czynnosci lewej komory (LV) w obserwacji kilku- lub kilku-
uniwersalnie cewnik balonowy typu over-the-wire [1]. nastomiesiecznej przy zastosowaniu klasycznej wentry-
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kulografii, echokardiografii z uwzglednieniem préby do-
butaminowej i echokardiografii kontrastowej oraz kardio-
logicznego rezonansu magnetycznego (ang. magnetic re-
sonance imaging, MRI) [1-3]. Stosunkowo niewiele uwagi
poswiecono natomiast ocenie zasiedlania komérek
w sercu i optymalizacji ich podawania.

Zasiedlenie strefy uszkodzenia zawatowego przez ko-
morki progenitorowe jest bezwzglednym warunkiem dla
zaistnienia jakiegokolwiek efektu terapeutycznego. Ba-
dania obrazowe, oceniajace z wysoka rozdzielczoscia
przestrzenng retencje komérek macierzystych, sa ko-
nieczne dla rzetelnej oceny wynikéw badan klinicznych
obejmujacych stosowanie komérek szpikowych u cho-
rych po zawale miesnia serca.

Przedstawiamy chorego, u ktérego technika znako-
wania autologicznych komérek CD34+ znacznikiem radio-
izotopowym (*°™Tc) zostata wykorzystana do wizualizacji
wczesnego zasiedlenia w strefie uszkodzenia zawatowe-
go. Ocena zasiedlania zostata wykonana w powigzaniu
z obrazowaniem uszkodzenia zawatowego w scyntygrafii
perfuzyjnej (ang. single photon emission computed tomo-
graphy, SPECT) i w MRL

Opis przypadku

Chory w wieku 63 lat zostat przyjety w 6. godz. ostre-
go MI Sciany przedniej z uniesieniem odcinka ST. Korona-
rografia uwidocznita proksymalne zamkniecie tetnicy
miedzykomorowe] przedniej. Wykonano udroznienie na-
czynia z implantacja stentu Evolution 3,0 x 13 mm i uzy-
skano przeptyw TIMI 3.

Wczesny przebieg pozawatowy byt niepowiktany.
Maksymalna aktywnos¢ kinazy kreatyniny (CK) wynosi-
ta 5069 U/l (norma 30-170 U/l), poziom izoenzymu
CK-MB 721 U/l (norma <16 U/l). Maksymalny poziom tro-
poniny | wyniést 240,11 ng/ml (norma <0,10 ng/ml). Chory
otrzymywat kwas acetylosalicylowy, klopidogrel, beta-blo-
ker, inhibitor konwertazy angiotensyny i statyne. Chory
wyrazit swiadoma dobrowolng zgode na objecie zaakcep-
towanym przez Komisje Bioetyczng UJ programem terapii
autologicznymi znakowanymi komérkami macierzystymi.

W 7. dobie wykonano MRI serca z uzyciem kontrastu
paramagnetycznego (gadolinum-DPTA) i badanie SPECT
miesnia serca (**Tc-MIBI, po podaniu nitrogliceryny w ce-
lu lepszego zréznicowania strefy niedokrwienia od strefy
martwicy) [4, 5]. Badanie SPECT wykazato brak perfuzji
w zakresie koniuszka i dystalnego segmentu przegrody
miedzykomorowe]j oraz hipoperfuzje w segmentach sa-
siednich (strefa graniczna MI — Rycina 1A). Frakcja wyrzu-
towa LV (LVEF) obliczona metodg G-SPECT wynosita 34%.
Rezonans magnetyczny uwidocznit akineze koniuszka, hi-
pokineze Sciany przedniej i przegrody miedzykomorowe;j
oraz obszar pbéznego wzmocnienia kontrastowego (late
enhancement) w strefach odpowiadajacych brakowi per-
fuzji w SPECT (Rycina 1C). Frakcja wyrzutowa LV wynosi-
ta 36% (objetos¢ koncoworozkurczowa LV 124 ml, obje-
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tos¢ koncowoskurczowa LV 79 ml). Objetos¢ strefy pdz-
nego wzmocnienia kontrastowego wynosita 23 ml, co
stanowito 21% objetosci miesnia LV.

Pobranie, przygotowanie i znakowanie komérek

W 9. dobie MI z prawego talerza kosci biodrowej po-
brano w sposéb typowy 90 ml szpiku kostnego [1, 4, 6].
Metoda immunomagnetyczng wyselekcjonowano ko-
morki posiadajace receptory CD34 [7]. Nastepnie komor-
ki CD34* (4,8 x 10° zostaty inkubowane (10 min)
w zawiesinie technetu 99m (150 mBq) potgczonego z he-
xamethyl-propylene-amine-oxime (HMPAO). Po przejsciu
przez btone komoérkowa do wnetrza komérki lipofilny
kompleks **"Tc-HMPAO ulega przemianie do kompleksu
hydrofilnego, ktéry pozostaje w komoérce. Bezposrednio
po wyznakowaniu, komoérki odwirowane i zawieszone
w 10 ml roztworu fizjologicznego podano do tetnicy do-
zawatowej przez centralne Swiatto wypetnionego cewni-
ka balonowego over-the-wire (3,0 x 3,3 ml) [1, 4].

Wezesna retencja komoérek — odsetek zasiedlenia

w sercu i okreSlenie obszaru zasiedlenia

Szesédziesigt minut po zabiegu przezwiefcowego po-
dania znakowanych komérek u chorego wykonano bada-
nie SPECT. Scyntygrafia catego ciata (ang. whole body
SPECT) uwidocznita obecno$¢ znacznika w sercu (3,42%
catkowitej aktywnosci, Rycina 2.), co potwierdza wczesng
retencje czesci podanych komérek w sercu. Wysoka ak-
tywnos¢ znacznika stwierdzono przede wszystkim w wa-
trobie, ptucach i sledzionie.

Badanie SPECT miesnia serca (Rycina 1B) wykazato
retencje implantowanych komérek w segmentach odpo-
wiadajacych uwidocznionym wczedniej obszarom hipo-
perfuzji (Rycina 1A).

Obserwacja odlegta

W kontroli 3- i 6-miesiecznej chory byt bez dolegliwo-
ci stenokardialnych, w I/Il klasie czynnoSciowej wg
NYHA. Wykonany w 6. mies. submaksymalny test
wysitkowy (7,2 METs) byt ujemny klinicznie i elektrokar-
diograficznie. Badanie MRI uwidocznito zmniejszenie
objetosci LV (objetos¢é konicoworozkurczowa 98 ml, obje-
tos¢ koncowoskurczowa 42 ml) i zwiekszenie LVEF
do 57%. Objetos¢ obszaru pdéznego wzmocnienia wyno-
sita 12 ml (10% objetosci miesnia LV).

Dyskusja

Niniejszy opis jest w dostepnym pismiennictwie pierw-
sza w ocenie radioizotopowej SPECT demonstracja retencji
komorek CD34+ preferencyjnie w strefie granicznej uszko-
dzenia zawatowego miesnia sercowego cztowieka. Wcze-
$niejsze doniesienia oparte na eksperymentalnym modelu
zawatu serca u myszy postulowaty rozproszone zadomo-
wienie komérek w catym miokardium (tak w strefie uszko-
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Rycina 1. Wizualizacja strefy wczesnego zasiedlenia komoérek CD34+ w sercu w odniesieniu do lokalizacji
obszaru ,nieodwracalnego” uszkodzenia i strefy granicznej uszkodzenia. A. Scyntygrafia perfuzyjna mieénia
serca (*"Tc-MIBI) w 7. dobie po przebytym zawale $ciany przedniej. Widoczny jest obszar braku perfuzji w ko-
niuszku i przegrodzie miedzykomorowe] oraz obszar hipoperfuzji w przylegajacych segmentach (czerwone strzat-
ki, strefa graniczna uszkodzenia zawatowego). Skala barw odpowiada rejestrowanej aktywnosci znacznika
— aktywnos¢ maksymalna w kolorze czarnym, przez czerwony, zielony, niebieski do biatego (brak aktywnosci).
B. Rejestracja aktywnosci znacznika umieszczonego w komérkach CD34+ w sercu (SPECT, 9. doba zawatu)
60 min po ich podaniu via tetnica dozawatowa. Zwraca uwage preferencyjna retencja komérek w strefie
granicznej uszkodzenia zawatowego (w scyntygrafii perfuzyjnej strefy hipoperfuzji — por. Rycina 1A; w kardiologicz-
nym rezonansie magnetycznym strefy graniczne w stosunku do obszaru péznego wzmocnienia kontrastowego
— por. Rycina 1C). C. Kardiologiczny rezonans magnetyczny z kontrastem (gadolinum-DPTA) wykonany przed poda-
niem komoérek macierzystych. Biata obwédka zaznaczono strefy ,nieodwracalnego” uszkodzenia zawatowego
(petnoscienny obszar p6znego wzmocnienia kontrastowego)

dzenia zawatowego, jak i w strefie nieuszkodzonej) [8].
Niedawne badania, w ktérych los znakowanych
komérek progenitorowych $ledzono przy zastosowaniu
SPECT w modelu duzego zwierzecia (Swini) [9] i u cztowie-
ka [10, 11] ograniczaty sie do oceny, jaki odsetek podanych
przezwieficowo komérek ulega wczesnemu zadomowieniu
w sercu w stosunku do innych narzadéw (m.in. watroby,
Sledziony, ptuc). Okreslenie, ze retencja komérek (Ryci-
na 1B) ma miejsce preferencyjne w strefie granicznej
uszkodzenia zawatowego (a wiec w strefie hipoperfuzji
otaczajace]j obszar catkowitego braku perfuzji, Rycina 1A)
ma istotne implikacje teoretyczne i praktyczne. W szcze-
gélnosci, jezeli obserwacje te zostana potwierdzone

w wiekszej grupie chorych, moze to oznacza¢, iz strefa
p6znego wzmocnienia w MRI i obszar catkowitego braku
perfuzji w SPECT moze pozostawaé niedostepny dla komo-
rek podawanych dowieficowo. Na preferencyjna retencje
podanych przezwienicowo komoérek progenitorowych
w stefie granicznej zawatu wskazuja takze pilotazowe
wyniki obrazowania przy zastosowaniu pozytronowej to-
mografii emisyjnej (PET) [12, 13]. Moze to ttumaczyé niska
a priori skutecznos¢ terapii komérkami macierzystymi,
a nawet jej catkowity brak u chorych z bardzo rozlegtym
zawatem transmuralnym (vide np. [14]) i wskazuje na
koniecznos¢ opracowywania dla takich chorych alterna-
tywnych metod transplantacji komérek (np. iniekcje trans-
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Rycina 2. Badanie scyntygraficzne catego ciata
(whole body SPECT) 60 min po podaniu dowien-
cowo (via naczynie dozawatowe) autologicznych
komoérek CD34* znakowanych °°™Tc-HMPAO.
Obraz przedstawia dystrybucje implantowanych
komoérek w narzadach. Oprécz retencji w miesniu
sercowym (obrys czerwong linig, 3,42% catkowi-
tej aktywnosci znacznika) zwraca uwage duza
aktywnos¢ izotopu - Swiadczaca o obecnosci
komorek CD34+ —w watrobie, sledzionie i ptucach
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endokardialne przy wykorzystaniu systemu mapowania
elektromechanicznego, NOGA).

Odsetek komérek CD34* (3,42%), ktdre ulegty retencji
w sercu 60 min po ich podaniu do tetnicy dozawatowej via
cewnik balonowy over-the-wire w prezentowanym przy-
padku, jest zblizony do wynikéw pilotazowego badania
grupy prof. Kurpisza i prof. Siminiaka, w ktérym komérki
CD34+ znakowano indem (Mn, n=3, retencja 2,4-11,0%)
[11]. Podobny odsetek wczesnego zadomowienia obserwo-
wano po podaniu nieselekcjonowanych monojadrzastych
komérek szpikowych: znakowanych Mn w modelu zawa-
tu serca u $wini (n=5, retencja 2,6+0,3%) [9] oraz znakowa-
nych °"Tc-HMPAO u cztowieka (n=1, retencja 5%, n=5,
retencja 1,3-5,1%) [10, 15]. Pilotazowe doniesienie, w kt6-
rym do oceny zasiedlania komérek szpikowych zastoso-
wano PET (znacznik [F]-FDG), sugerowato znaczgco wiek-
szg retencje w sercu wyselekcjonowanych komérek CD34+
w stosunku do nieselekcjonowanych szpikowych komorek
monojadrzastych (14-39%, n=3 vs 1,3-5,3%, n=6) [12].
Obserwacja ta nie zostata jednak potwierdzona w bada-
niu, w ktérym [8F]-FDG PET zastosowano do systematycz-
nej oceny wczesnego zasiedlania przez komérki CD34*
strefy uszkodzenia zawatowego w wiekszej grupie chorych
(retencja 4-7%, Srednio 5,5%) [13].

Podczas gdy niedawne doniesienia kwestionujg pla-
stycznosé komérek macierzystych szpiku i jednoznacznosé
wynikéow badan eksperymentalnych demonstrujacych
réznicowanie komorek macierzystych w kardiomiocyty czy
komoérki naczyh mikrokrazenia, coraz czesciej podnoszona
jest terapeutyczna rola stabo zdefiniowanego efektu para-
krynnego [16, 17]. Nie ma jednak watpliwosci, ze wykaza-
nie retencji komorek w strefie uszkodzenia jest warunkiem
sine qua non dla kazdego efektu, ktory miatyby one wywo-
tywaé. Plastycznos¢ komérek szpikowych [18] nie jest
zas konieczna dla ich skutecznosci w regeneracji strefy
uszkodzenia, poniewaz w puli komérek szpikowych ziden-
tyfikowano komérki specyficzne tkankowo [19, 20]. Wyka-
zano ponadto, ze posiadajace receptor CXCR4 szpikowe
komérki progenitorowe CD34+ migruja w gradiencie czyn-
nika SDF-1 podlegajacego ekspresji w strefie uszkodzenia
zawatowego [7, 19, 20].

Odlegta Zzywotnoé¢ komérek progenitorowych, ktére
zatrzymuja sie w strefie granicznej uszkodzenia zawatowe-
go w wyniku przezwienicowe] transplantacji (Rycina 1B),
oraz ich potencjalne réznicowanie i integracja czynnoscio-
wa wymagaja okreslenia w dalszych badaniach. Podstawo-
wym ograniczeniem metod izotopowych i PET jest krotki
czas obserwacji, limitowany czasem potowiczego rozpadu
znacznika i/lub jego metabolizmem [21, 22]. Z drugiej
jednak strony, stosowanie izotopéw promieniotwodrczych
o dtuzszym czasie péttrwania wigzatoby sie z istotnym
ryzykiem uszkodzenia komoérek terapeutycznych wskutek
promieniowania izotopu [2, 21, 22].

Kardiologiczny MRI jest metoda z wyboru oceny dyna-
miki zmiany wymiaréw jam serca oraz zywotnosci miesnia
i funkgji LV [2, 3]. Niemniej przydatno$¢ MRI do monitoro-
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wania zasiedlania komérek macierzystych jest kontrower-
syjna. Wynika to z niskiej czutosci stosowanych obecnie
znacznikdw (SPIO) oraz wystepowania fatszywie dodat-
nich wynikéw zwigzanych z gromadzeniem sie ferrytyny
w strefie uszkodzenia zawatowego [2, 3, 21].

W fazie eksperymentéw zwierzecych jest transfer
do komérek progenitorowych genéw reporterowych (kodu-
jacych, na przyktad, zielone biatko fosforyzujace) [2, 21, 22];
technika ta pozwoli najprawdopodobniej w niedalekiej
przysztosci na Sledzenie (w modelach zwierzecych) ewen-
tualnych podziatéw i réznicowania komérek. Réwnolegle,
kluczowa role w dalszym rozwoju terapii regeneracyjnej
serca bedzie odgrywato opracowywanie i wdrazanie strate-
gii optymalizujacych przezwiefcowa transplantacje komo-
rek macierzystych — tak aby zwiekszy¢ (obecnie daleko
niezadowalajacy) odsetek ich zadomowienia w strefie
uszkodzenia zawatowego [4, 23].

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, iz u przedstawio-
nego chorego autologiczne komérki CD34+ podane via
tetnica dozawatowa przez cewnik balonowy typu over-
-the-wire zlokalizowaty sie preferencyjnie w strefie gra-
nicznej wczesnego uszkodzenia zawatowego. Badanie ra-
dioizotopowe SPECT pozwolito na okreslenie z wysoka
rozdzielczoscig przestrzenng wczesnej retencji znakowa-
nych izotopem (*"Tc-HMPAO) komoérek CD34+ w sercu
i innych narzadach oraz okreslenie odsetka komérek pod-
legajacych retencji w sercu. Kardiologiczny MRI umozliwit
nieinwazyjne $ledzenie dynamiki zmian w strefie uszko-
dzenia zawatowego.
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