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Tikslas

Sudarius Zmogaus tmaus miokardo infarkto patologiniam Zidiniui badingas sglygas gyvino organizme, persodinti autologines
kamienines miogenines Iasteles j iSemine zong ir patvirtinti, kad jos integravosi j audinj; jvertinti eksperimentinés infarkto
proceduros ir lgsteliy terapijos sauguma.

Metodai

Atviros eksperimentiniy gyvany Sirdies operacijos, pirminiy miogeniniy lasteliy linijy gavimas ir lasteliy auginimas in vitro,
lasteliy zyméjimas vitaliniais dazais ar genetiniais metodais, lasteliy persodinimas j gyvano $irdj, histologiné Sirdies raumens
analizeé.
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Rezultatai

ISmokta taikyti eksperimentinio infarkto sukélimo triusio Sirdyje modelj; infarktas patvirtintas histologiskai; pradétas naudoti
autologiniy, i$ triusio skeleto raumens gauty linijy lasteliy zyméjimas vitaliniais dazais ir genetiniais metodais in vitro; 1asteliy
buvimas gyvino Sirdies raumenyje patvirtintas histologiskai.

ISvados

Panaudojant eksperimentinius gyvinus — triusius, jsisavinta modeliné lastelinés kardiomioplastikos sistema, skirta reparacinio
metodo taikymo gydymo praktikoje tyrimams. Lasteliy persodinimo ir prigijimo iSeminiame zidinyje triusio Sirdyje tyrimai

patvirtino miokardo regeneracijos kamieninémis lgstelémis (mioblastais) galimybes.

Pagrindiniai zodziai: kamieniné lgstelé, kardiomioplastika, miokardo infarktas, lasteliy terapija

Objective

Simulating human heart infarction in an animal (rabbit) organism, to implant autologous myogenic stem cells into the patholo-
gical focus of the animal heart and to confirm stem cell existence in the tissue; to evaluate the safety of cell therapy.

Methods

Heart operation on laboratory animals (rabbits); primary myogenic cell lines — origin and maintenance in the culture in vitro; labeling

stem cells using vital dyes or genetic manipulations; cell transplantation into animal heart; histological evaluation of the tissue.

Results

In the rabbit organism, an experimental model of heart infarction was acquired; the heart infarction was confirmed histologically;
the labeling of stem cells by using vital dyes and genetic manipulations was applied in vitro; histological existence of stem cells

was confirmed in heart tissue.

Conclusions

In laboratory animals (rabbits), an experimental model system of cellular cardiomyoplasty was acquired. The model is intended
to study the possibilities of cellular therapy in clinical practice. The study of cell transplantation into and integration in the

pathological focus confirmed the possibilities of heart regeneration by using stem cell therapy.

Key words: stem cell, cardiomyoplasty, infarcted myocardium, cell therapy

Ivadas

Lasteliy implantavimo | pazeista Sirdies raumenj galimy-
biy tyrimo eksperimentai daromi 10-15 mety [1]. 2000
mety liepg pirma tokia operacija Zmogui atlikta ParyZziu-
je [2]. Nuo tada $j metoda bandyta taikyti Jungtinése
Amerikos Valstijose Kalifornijos universitete, Los An-
dzele, Klivlendo klinikoje (Ohajo valstija) ir kai kuriose
ligoninése Prancizijoje, Olandijoje, Lenkijoje, Kinijoje
bei Piety Amerikoje ir kitur. Tie, kuriems buvo atlikea
lastelinés kardiomioplastikos operacija, teigia, kad $ir-
dies veikla labai pageréjo. Tai rodo ir daug zadantys $ir-
dies funkcijos tyrimo rezultatai, taip pat atkreipiamas dé-
mesys | mazai invazinj metodo taikymo aspekta [3, 4].
Taciau vis dar aktualus klausimas, kaip parinkdi tinka-
miausig persodinti lasteliy tipa, butina nuosekliai issiais-
kinti persodinty lasteliy funkcionavimo mechanizmus,
pailginti persodinty lasteliy amziy, pagerinti transplan-
tanto elektromechaning integracija. Tai problemos, ku-

rios dar néra i$sprestos ir todél kamieninés lastelés vis
dar néra pladiai taikomos klinikoje, nors tokios perspek-
tyvos akivaizdziai matomos.

Kardiomioplastikos eksperimentuose bene dazniausiai
analizuojamos autologiniy kamieniniy miogeniniy laste-
liy persodinimo | patologinj zidinj miokarde galimybés.

Palydovines Iasteles pirma kartg aprasé A. Mauro 1961
metais, jis jau tada spéjo, kad jos gali atlikti ypatinga
vaidmenj regeneruojant raumenj [5]. Gerokai véliau nu-
statyta, kad skeleto raumens miogeninés arba palydovi-
nés lastelés galéty pakeisti pazeistas Sirdies raumens las-
teles [6]. Metodas, kai autologinés ex vivo miogeninés
lastelés persodinamos j miokards, tikintis regeneruoti $ir-
dies raumenj, pavadintas ,l3steline kardiomioplastika“ [7].
Sj metoda sukiiré Dr. Race L. Kao [8]. Dabar savoka
lasteliy kardiomioplastika“ apima daugelio rasiy kamie-
niniy lasteliy eksperimentinj persodinimg j $irdies rau-
menj. Eksperimentuose bandyta persodinti jvairias pir-
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mines lgsteles [9, 10]: vaisiaus kardiomiocitus [11, 12],
autologinius skeleto mioblastus [13, 14], lygiyjy raume-
ny lasteles [15], imortalizuotus mioblastus [16], singeni-
nius skeleto mioblastus [17], fibroblastus [15], suaugusio
organizmo $irdies stromos lasteles [18], kauly ciulpy ka-
mienines lasteles [19-23], suaugusiyjy Sirdies kamieni-
nes lasteles [24, 25] ir kai kurias kitas.

Lietuvoje miogeniniy lasteliy pritaikymo kardiomio-
plastikai tyrimy pradzia siekia 1999 metus. Pirmas straips-
nis ,Lasteliy kardiomioplastija: pirma dalis. Raumens sa-
telitiniy lasteliy i$skyrimas ir auginimas® paskelbtas
zurnale ,Acta Medica Lituanica®, autoriai R. Sirmenis,
V. Bukelskien¢, V. Domkus, V. Sirvydis (V3] Vilniaus
universiteto ligoninés Santariskiy kliniky ir Biochemijos
instituto mokslininky darbas) [26]. Miogeniniy lasteliy
auginimo salygos tobulintos [27], tirtas pirminiy mioge-
niniy lasteliy gyvybingumas [28], parodyta, kad i§ suau-
gusio organizmo raumens iSskirtos lastelés pasizyméjo ne-
ribotu dauginimosi potencialu — lastelés in vitro dauginosi
daugiau nei metus (daugiau kaip 100 pasazy) [29, 30].

Sis darbas skirtas lasteliy persodinimo j gyviino Sirdy-
je sukurta eksperimentinj patologinj Zidinj operacinéms
procediiroms tobulinti ir citoterapijos galimybéms anali-
zuoti. Atliekant ikiklinikinius bandymus buvo siekiama:

* sumodeliuoti patologiniam zidiniui Zmogaus mio-

kardo infarkto metu budingas salygas gyviino orga-
nizme;

* persodinti autologiniy kamieniniy linijy lasteles j

iSeming zong 7 vivo;

* persodintoms lasteléms audinyje identifikuoti nau-

doti skirtingai in vitro Zymétas lasteles;

* jvertinti eksperimentinés Gmaus miokardo infark-

to ir lasteliy terapijos procediros saugumg.

Metodai

Darbui naudotas eksperimentinis gyviny (triusiy) mo-
delis (Biochemijos instituto vivariumas). Darant ekspe-
rimenta, gyvinai buvo operuojami taikant visiska ne-
jautra [30]. Operacijos metu paimtas 0,5 cm? raumeninio
audinio gabalélis buvo padétas | paruosta lasteliy augini-
mo terp¢ (DMEM — Dalbeko modifikuota Iglo terpe;
Sigma-Aldrich) su antibiotikais (100 vv/ml penicilino ir
100 pg/ml streptomicino; Biological Industries). Audi-
nys smulkintas mechaniniu budu, paskui veiktas fer-
menty misiniu (kologenazé — 1 mg/ml, hialuronidazé —
0,3 mg/ml, iStirpinta 0,125% tripsino ir 0,1% EDTA
tirpale; Biological Industries) ir 10-15 min. inkubuotas,
purtant 37 °C temperatiiroje. Gauta suspensija praskiesta

auginimo terpe su serumu ir 1-2 min. centrifuguota 500
aps./min. grei¢iu. Suspensija surinkta ir 2 kartus pra-
skiedus auginimo terpe, centrifuguota 10 min. 1500 aps./
min. grei¢iu. Lastelés surinktos ir i$sétos | kultivavimo
indus Iskovo modifikuotoje DME terpéje (IMDM; Sig-
ma-Aldrich), praturtintoje 10% fetalinio verseliy serumo
(FVS; Biochrom). Mazdaug po 2 savaiciy susiformavo
kamieniniy lasteliy monosluoksnis, gauta pirminé laste-
liy kulttra, kuri véliau buvo persé¢jama, lasteliy monos-
luoksnj skaidant tripsino 0,25% — EDTA tirpalu (Biolo-
gical Industries). Lastelés augintos IMDM terpéje,
praturtintoje 10% FVS ir antibiotikais. Gautos pirminés
lasteliy linijos buvo palaikomos jas perséjant 1-2 kartus
per savaitg. Tokios 15-30 pasazy lastelés buvo naudotos
persodinimui.

Prie§ persodinima paruostos lastelés buvo skai¢iuoja-

mos Goriajevo kameroje, naudojant $viesinj mikroskopa.

Eksperimentui lasteliy persodinimui j gyviino $irdj nau-

dotos lgstelés buvo Zymimos trimis bidais:

* dazyta branduolio dazais DAPI (4'-6-diamidino-2-
tenilindolas; Sigma-Aldrich). Tam lastelés pas¢jamos,
po 24 val. (lasteliy tankis turi bati 60-80% monos-
luoksnio) pakei¢iama terpé ir pridedama DAPI, kad
galutiné terpés koncentracija bty 10 pg/ml. Dazoma
12 val;

* daZyta membraniniais dazais PKH26 (Sigma-Al-
drich). Dazoma pagal gamintojo instrukeijas: 10 x
10° lasteliy/ml imama 2 x 10-° M PKH26 dazy;

e atlikca genetiné lasteliy modifikacija — | tiriamasias
lasteles pridedama zalio fluorescuojancio baltymo
(EGFP) geno. Lasteliy transfekcijai buvo naudotas
LIPOFECTAMINE™ 2000 (LF2000) (Life tech-
nologies) reagentas, formuojantis liposomas. Laste-
lés buvo s¢jamos | 6 duobudiy plokstele diena pries
transfekcija, auginamos terpéje su serumu, bet be
antibiotiky. Vienos duobutés Igsteliy transfekcijai
buvo imama 2 pg DNR ir i$tirpinama 100 pl ME
terpéje (Erlo drusky tirpale, Sigma-Aldrich) be seru-
mo ir inkubuojama 5 min. kambario temperatiiro-
je. DNR ir LF2000 tirpalai buvo sumaiSomi ir in-
kubuojami 30 min., kad susiformuoty
DNR-LF2000 kompleksai. 200 pl tirpalo su DNR-
LF2000 kompleksais buvo supilama j $ulinélj su las-
telémis, esan¢iomis 0,8 ml Iskovo DME terpéje
su FVS (be antibiotiky). Inkubuojama 37°C tem-
peratiaroje CO, termostate. Transfekcijai buvo
naudota plazmidé pEGFP-C1 (Clontech). Transfe-
kuotoms lasteléms atrinkti buvo naudotas antibio-
tikas geneticinas (100 ug/ml — 1 mg/ml).
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Aucologinés kamieninés lastelés | eksperimentinio gyvi-
no Sirdj persodinamos operacijos metu, taikant bendrg
nuskausminima. Pradzioje triusiui j raumenis suleidzia-
ma ksilazino (5 mg/kg) ir ketamino (50 mg/kg). Gyviinui
uzmigus, jvesti kateteriai | ausies vena (vaisty ir skys¢iy
infuzijoms) ir j ausies arterijg (tiesioginiam arterijos krau-
jo spaudimui matuoti) ir prijungti elektrokardiografijos
elektrodai gyvybiniams duomenims stebéti. Elektrokar-
diografinis vertinimas (EKG) atlikeas standartiniu meto-
du, jungiant prie kardiografo-monitoriaus ,Hewlett Pac-
kard 78834A%.

Prie ausies venos kateterio prijungta skys¢iy lasinimo
sistema, pripildyta 5% gliukozés tirpalo (vidutinis lasini-
mo greitis 30 ml/val.), suleidZiama 25 mg/kg ketamino
ir 2,5 mg/kg ksilazino. Triusis intubuojamas per burna
2-3 mm vidinio skersmens intubaciniu vamzdeliu. Plau-
diai ventilivoti ,,Engtrem® (LDK Medical ABER311) dirb-
tinio kvépavimo aparatu, palaikant 1,2 L minutinj tarj,
kvépavimo daznis 40 k./min., oro ir deguonies miSinio
50% /50% jpatimo slégis apie 30 mm H,O. Triusio kai-
rioji kriitinés lastos pusé paruosiama operacijai. Atlieka-
ma Soniné torakotomija, prapjaunamas perikardas, netoli
Sirdies vir$iinés surandama prickiné kairiosios vainikinés
arterijos Saka ir apsiinama 5-0 Prolen (Ethicon) sitlu. EKG
tuo metu fiksuoja atsiradusia iSemija. ISemija taip pat jver-
tinama vizualiai, stebint miokardo bly$skuma ir akinezija
vainikinés arterijos okliuzijos metu. Dalis iSeminés zonos
apsiuvama kisetine 5-0 Prolen sitle, kuri, ten suleidus las-
teles, uzrisama, kad maziau lgsteliy iStekéty i§ jdarimo viety.
Visa operacijos laikg taikyta palaikomoji dozé: 0,3 ml ke-
tamino ir 0,3 ml ksilazino kas 15 min. | veng, létai lasintas
5% gliukozés tirpalas.

Kontrolinés grupés triusiams | miokardo iSemijos zo-
ng insulininiu $virkStu buvo suleista apie 0,5 ml IMDM
terpés, tiriamiesiems — 0,5 ml IMDM terpés be serumo,
kurioje suspenduota apie 10 mln. miogeniniy lasteliy.

Zaizda susiuvama pasluoksniui Vieryl (Ethicon) sitlais
pasalinant i§ kairés pleuros lickamajj ora, naudojant kate-
ter su $virkstu arba paliekant dreng, prijungta prie vakuu-
mo. Infekcijos profilaktikai jau 3 paros prie§ operacija
pradeéti leisti antibiotikai. Pooperaciniam nuskausmini-
mui naudotas diklofenakas (25 mg x 3 d. | raumenis).
Pabudgs triusis ekstubuojamas ir jleidziamas  $ildoma
narva pooperaciniam stebéjimui.

Visos chirurginés procediiros gyviinams atlickamos vi-
siskos anestezijos salygomis, kaip to reikalauja Lietuvos
Respublikos Gyviny globos, laikymo ir naudojimo jsta-
tymas ir pojstatyminiai aktai, reglamentuojantys darba

su laboratoriniais gyviinais. Darbui su gyviinais gautas
Lictuvos Respublikos Valstybinés maisto ir veterinarijos
tarnybos direktoriaus leidimas (Nr. 0121, 2004-06-09)
naudoti laboratorinius gyviinus mokslo tiriamajam pro-
jektui.

Histologinei analizei preparatai ruosti vadovaujantis
standartine metodika, pamazu juos dehidratuojant eta-
nolyje ir kietinant parafine. Pjivio storis 5 pm, dazoma
hematoksilinu ir eozinu (HE). Vertinta $viesiniu mikro-

skopu (didinimas 150-300 karty).

Rezultatai ir jy aptarimas

Modeliuojant kliniking Zmogaus Gmaus miokardo infark-
to situacija, eksperimentiniy gyviny (triusiy) organiz-
me buvo atlickami Igsteliy terapijos tyrimai, sickiant
idiegti reparacinio gydymo metodg kardiochirurginéje
praktikoje, jvertinti ilgalaikj procediros sauguma ir gauti
daugiau ziniy apie kamieniniy lasteliy integracijos | pa-
tologinj Zidinj $irdyje ypatumus. Eksperimentinés ope-
racijos buvo daromos dviem etapais. Pirmos operaci-
jos metu nuskausminus i§ gyviino organizmo buvo
paimtas 0,5 cm? dydZio skersaruozio raumens gabalélis.
IS jo buvo isskirtos lastelés.

Miokardo infarktas triusio organizme sumodeliuo-
tas anestezuotam gyvinui (1 pav., A) operacijos metu
(1 pav., B), perriSus vainiking arterijg (1 pav., C). Vi-
sos operacijos metu monitoriaus ckrane buvo stebima
elektrokardiograma. Pries vainikinés arterijos perrisi-
my elektrokardiogramoje nefiksuota Sirdies susitrauki-
mo daznio ir depoliarizacijos ar repoliarizacijos poky-
¢iy. Mazdaug 30 min. po vainikinés arterijos perrisimo
procediiros elektrokardiogramoje fiksuoti ST segmento
pakilimai arba nusileidimai. Kai kuriais atvejais suretéjo
Sirdies susitraukimy daznis ir pasireiské aritmija (EKG
nepateikta). Miokardo infarkto faktas patvirtintas histo-
logiskai post mortem, baigus eksperimentg (3 pav., A).

I susidariusj patologinj zidinj, imituojantj Gmy mio-
kardo infarkta, persodintos autologinés kamieninés mio-
geninés lastelés, kurios ankséiau buvo iSskirtos i§ suau-
gusio individo skeleto raumens. Vykdant §j darba, buvo
gautos 10-ies gyviny lasteliy linijos, kuriy kiekvienos las-
telés buvo padaugintos kultiiroje i vitro, o véliau perso-
dintos | patologinj zidinj Sirdyje. Esame nustatg, kad Siy
linijy lastelés kulttiroje galéjo daugintis ilgiau negu metus
(daugiau kaip 100 pasazy). Ankstesni misy tyrimai pa-
rodé, kad Sios lastelés turéjo desmino baltyma ir galéjo
diferencijuotis | miozino sunkiaja granding (MHC) tu-
rin¢ias daugiabranduoles lasteles. Sie pozymiai leido mii-
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1 pav. A — kateteriai ausies venoje (vaisty ir skys¢iy infuzijoms) ir ausies arterijoje (arterijos kraujo spaudimui tiesiogiai matuoti); B — IV
tarpSonkauliniame tarpe atverta kriitinés lasta; C — apsitita ir uZzriSta priekiné kairiosios vainikinés arterijos $aka (nuotraukoje matomas sitlas
uzrisus)

2 pav. A— miogeniniy lasteliy monosluoks-
nis kulttiroje in virro. Skirtingais budais
pazymétos miogeninés lastelés: B — dazyta
branduolio dazais DAPI, C — dazyta memb-
raniniais dazais PKH26; D — panaudojus
zalia fluorescuojantj baltyma (GFP) ko-
duojantj gena
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3 pav. A — infarkto sritis — vietoj miokardo isivystes jungiamasis, riebalinis audinys; B — j Sirdies raumenj persodintos miogeninés lastelés;
C — persodintos miogeninés lastelés, pazymétos DAPI dazais, integruotos i Sirdies raumen;j

sy in vitro auginamas lasteles atpaZinti kaip kamienines
miogenines lgsteles [30], kurios kultiroje turéjo budinga
verpstés forma (2 pav., A).

Norédami atpazinti persodintas lasteles audinyje, pro-
cediiros pradioje jas pazyméjome. Zyméjimui buvo nau-
dojami su DNR kompleksa sudarantys DAPI (2 pav., B)
ir su lasteliy membranomis besijungiantys PKH26 (2 pav.,
C) dazai arba genetiné lasteliy modifikacija — pridedama
zalig fluorescuojantj baltyma (EGFP) koduojanciy geny
(2 pav., D).

Atliekant persodinima, gyviinai buvo suskirstyti | dvi
grupes:

1. kontroliniai gyviinai, kuriems perriSus vainikines

arterijas sukeltas miokardo infarktas;

2. tirfamieji gyvinai, kuriems perriSus vainikines ar-
terijas buvo sukeltas miokardo infarktas ir injekuo-
ta paruo$ty kamieniniy miogeniniy lasteliy.

Kontrolinés grupés triusiams | miokardo iSemijos zo-
ng insulininiu $virkStu buvo suleista apie 0,5 ml IMDM
terpés, tiriamiesiems — 0,5 ml IMDM terpés, kurioje
buvo suspenduota apie 10 x 10® miogeniniy lasteliy. Sios
lastelés dél savo dydzio buvo injekuotos tiesiogiai j rau-
menj, nes buvo bijomasi suleidus | vainikines arterijas
sukelti mikroembolijg. Kita vertus, taip | i$eminj mio-
karda injekuotos lastelés sudaro saleles, kuriose kraujo-
taka néra pakankama, todél lasteliy iSgyvenimo tikimybe
taip pat mazéja. Kita tokio lasteliy persodinimo proble-
ma yra sudétinga injekcija — siekiant suleisti lasteles |
ribine¢ infarkto zong, galimas nekrotinio miokardo
ply$imas. Dél iy metodo apribojimy ir atsizvelgiant |
tai, kad dalis gyviiny infarkto sukélimo metu Ztva, ir tai,

kad triusio miokardas yra daug plonesnis nei Zmogaus,
sekmingai injekuoti mioblastus yra gana sunku.

Pragjus 1-3 meén. po transplantacijos, buvo vertinami
lickamieji reiskiniai po miokardo infarkto, ieskoma per-
sodinty lasteliy gyvino Sirdies raumenyje (3 pav., B). Tam
tiriamasis triusis vél buvo anestezuotas ir dekapituotas.
Sirdies miokardo infarkto zona ir dydis nustatytas pagal
kairiojo skilvelio sienos pokycius: pabalima, fibrozg ir
i$plonéjimg — faktas patvirtintas histologiskai (3 pav., A).

Misy gauti rezultatai leidZia teigti, kad kultaroje i vit-
7o uzaugintos lastelés, susvirkstos j patologinj zidinj Sirdy-
je, nesukelé jokiy pasaliniy reakeijy. Gyviinai jau antrg
dieng po operacijos pradéjo ieskoti maisto, o po savaités
tapo smalstis (tai rodo gera gyviino savijauty) ir elgesiu
nebesiskyré nuo kontrolinés grupés gyviiny. Baigus ekspe-
rimenty, histologiné $irdies audinio analizé, panaudojus
HE dazus, parodé galimg transplantuoty lasteliy integraci-
ja i Sirdies raumenj (3 pav., B). Eksperimentiskai labiau-
siai pasiteisino lasteliy Zyméjimas DAPI dazais. Mums pa-
vyko rasti | triusio $irdj persodintas lasteles praéjus ménesiui
po persodinimo (3 pav., C). Kitais budais zyméty lasteliy
triudio Sirdyje, tikriausiai dél techniniy priezasciy, Siame
tyrimy etape rasti nepavyko. Didelé tikimybeé, kad Siais
atvejais lastelés buvo prarastos persodinimo metu.

Po ex vivo kultivuoty lasteliy transplantacijos j orga-
nizma atmetimo reakcijy nenustatyta. Literatiiros duo-
menimis, ilgalaikio kamieniniy lasteliy dauginimosi 7z
vitro metu galima véziné jy transformacija. Misy atveju,
atlikus histologing Sirdies audinio analiz¢, po lastelinés
kardiomioplastikos naviky Sirdyje nenustatyta. Taigi ci-
toterapijos metoda, naudojant autologiniy linijy lasteles,
galima laikyti saugiu.
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Isvados

Naudojant eksperimentinius gyvinus (triusius), jsisavin-
ta modeliné lasteliy kardiomioplastikos sistema, skirta
reparacinio metodo taikymui gydymo praktikoje anali-
zuoti. Lasteliy prigijimo i$eminiame Zidinyje tyrimai pa-
tvirtino miokardo regeneracijos kamieninémis lastelemis
(mioblastais) galimybes. Mioblasty kultivavimas ir Zymeé-
jimas in vitro neturéjo jrakos gyviiny i$gyvenimui. Orga-
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