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Abstract

The field of stem cell therapy has gone through a revolution the last decade. In the
cardiovascular field scientists try to accomplish true regeneration through myogenesis. Other
strategies include reducing cell death and promoting angiogenesis. In this report we will go
through a selection of the most important cell types used for stem cell research, their
fenotypes, the techniques of harvesting, and their pros and cons within the cardiovascular
field. The focus today is changing to a new generation of cell types for cardiac therapy. The
term “first generation” oOf cell selection has been introduced, ranging from the year 2000-
2008, and includes skeletal myoblast and bone marrow-derived stem cells. The “second
generation” ranges from 2009 and until today, and includes mesenchymal stem cells and
cardiac progenitor cells. The latter are receiving a lot of attention through today’s clinical
trials. In the future we sense a new generation of stem cells arising: The pluripotent stem
cells, which include embryonic stem cells and induced pluripotent stem cells. The scientists
are still debating which cell is superior, and further research is needed in order to address this
question. For comparing the effects of different cell types, the most commonly used
measurement is still left ventricular ejection fraction. Too few patients have so far been
included in clinical trials in order to evaluate mortality rates. The field of stem cells for
cardiac repair may have been rushed to clinical trials, even before the scientists fully
understood the true mechanisms of action underlying cell therapy. Today the scientists are
retreating back to their labs as more basic research is needed before stem cell therapy in full

can be offered cardiovascular patients.
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1 Iskemisk hjertesykdom og
stamceller

1.1 Iskemisk hjertesykdom

Hjerte- og karsykdom er dgdsarsak til en tredjedel av alle dedsfall i Norge i 2010. Av dgdsfall
totalt utgjer gruppen iskemisk hjertesykdom ca. 10 %, tilsvarende 2800 menn og rundt 2400
kvinner. Dvs at ca 5200 mennekser i Norge dgde i 2010 av iskemisk hjertesykdom, definert
som hjerteinfarkt, angina pectoris og atherosklerose i hjertet(1). Dette gjar at fremskritt innen
feltet iskemisk hjertesykdom vil kunne redde mange liv arlig. Hittil eksisterer det ingen kur,
og all behandling er rettet mot a eliminere risikofaktorer, bremse patogenesen eller a lindre
symptomer. Hapet er at i fremtiden vil en kunne reversere iskemisk hjertesykdom ved hjelp
av stamcelleterapi. Det ultimate ville veert og regenerert syke organer, for eksempel et nytt
hjerte til pasienten som har fatt hjerteinfarkt. Dette er forelgpig bare gnsketenkning. Allikevel
omtales stamceller stadig vekk som fremtidens kur. Senest i 3. utgave 2012 i Illustrert
Vitenskap er det et stort forsideoppslag om stamceller ved hjertesykdom. Stamcellene blir her
omtalt som reservedeler til hjerte som kan dyrkes i laboratoriet. Dette forteller litt om

forhapningene en har til stamceller i fremtiden.

Vi vil i denne oppgaven prave a gi et vitenskapelig innblikk i hvor langt man har kommet
med stamcelleterapi innen iskemisk hjertesykdom. | var litteraturstudie har vi i hovedsak sgkt
pa pubmed med stem cells ichemic heart”. Som utgangspunkt og hovedkilde har vi startet
med metaanalyser og oversiktsartikler, og videre en rekke enkeltstudier for & hente ut
interessante detaljer som belyser helheten. Feltet er stort og vi har sett oss ngdt til & begrense
oppgaven. Vi har i hovedsak fokusert pa stamceller med myogenesepotensiale, og dermed
valgt og ikke omtale endotel progenitor celler. Dette innebaerer ogsa at forskningsomrader
som angiogenese og reduksjon av autofagi er nevnt i mindre grad, selv om disse omradene har

et potensiale innen iskemisk hjertesykdom.



1.2 Hva er en stamcelle?

En stamcelle er en celle som kan gi opphav til forskijellige spesialiserte vevsceller, men ogsa
som ved deling gir opphav til en dattercelle med samme egenskaper som seg selv. | kroppen
har vi forskjellige typer stamceller og noen er mer umodne enn andre. En vanlig inndeling i
litteraturen er a dele stamcellene inn i pluripotente stamceller og “adulte” stamceller, heretter

kalt voksne stamceller.

De pluripotente stamcellene kan igjen deles inn i embryonale stamcellene og induserte
pluripotente stamceller. De embryonale stamcellene kan igjen deles inn i to typer: De
totipotente og de pluripotente. De totipotente stamcellene vil vare de aller farste cellene etter
befruktningen av en eggcelle og vil i prinsippet kunne lage et nytt individ, med placenta og
fosterhinner. Et befruktet egg vil etter 5-6 dager danne én blastocyst, hvor man kan hente
pluripotente celler fra. Det var slik man skaffet embryonale pluripotente stamceller, for farste
gang i 1998. De induserte pluripotente stamcellene blir ofte forkortet til iPS. Dette er vanlige
celler, som blir omprogrammert til & inneha egenskapene til pluripotente stamceller.
Pluripotente stamceller vil kunne gi opphav til alle kimlagene og har potensiale til & danne

alle vev i kroppen, men kan ikke gi opphav til placenta og fosterhinne.

De voksne stamcellene er celler forskerne har oppdaget at finnes i sma mengder i forskijellige
vev i kroppen. Disse cellene er viktige for fornying og vedlikehold av organer. Disse voksne
stamcellene kan deles i multipotente stamceller og unipotente stamceller. | oppgaven var vil
vi kun vere interessert i voksne stamceller fra det mesodermale kimlaget, fordi det er disse
cellene som innehar potensialet til & bli hjerteceller. Senere i oppgaven vil vi benytte begrepet
mesenchymal stamcelle, og dette er da multipotente stamceller i det mesodermale kimlaget.
Multipotent indikerer at cellen kan differensiere til mange ulike vev innen det mesodermale
kimlaget (eksempel: fettvev, benvev, brusk, hjertevev og skjelettmuskulatur). Hjerte
progenitor cellene er derimot unipotente stamceller med mulighet til & differensiere til kun én

vevstype, nemlig hjertevev.



En av de voksne stamcellene som det har blitt forsket mye pa er stamceller fra benmarg. Om
disse cellene i det hele tatt er ekte stamceller og om de har noen effekt pa iskemisk

hjertesykdom kommer vi tilbake til senere i oppgaven.

De ulike stamcellene og deres egenskaper, isoleringsteknikker, samt fordeler og ulemper vil
bli diskutert i stgrre detalj senere i oppgaven. For a forstd noe av potensialet til cellene, og
samtidig kunne lese forskningsartikler med et kritisk blikk, er det viktig & ha en ide om hva

som kan veere virkningsmekanismen.

1.3 Hva er virkningsmekanismen?

Tidlige studier pa stamceller fra benmarg har vist en moderat effekt pa venstre ventrikkels
ejeksjonsfraksjon(2;3). Men hva er det som er virkningsmekanismen? Malet fra starten var jo
myogenese, men etter hvert har det blitt stilt sparsmalstegn ved om disse cellene faktisk
transdifferensierer til kardiomyocytter(4). Man har som sagt sett en moderat funksjonell
effekt, men ikke funnet igjen nok celler til & kunne forklare denne effekten. Det er ogsa vist at
der man finner igjen cellene i vevet skyldes dette cellefusjonering og ikke
transdifferensiering(5). Samtidig har det veert rapportert at denne effekten starter innen 72
timer, noe man antar er for tidlig dersom effekten skal skyldes myogenese(6). Ved et visuelt
stilig forsgk gjort pa en 57 ar gammel mann med hjerteinfarkt hadde man merket stamcellene
med radioaktive isotoper, og kunne dermed falge deres skjebne etter intrakoronar injisering.
Dette forsgket viste at de fleste stamcellene endte opp i milten og i urinblera(7), og altsa ikke

inne i hjerteveggen slik forskerne gnsker.

Med slike villedende funn var det derfor behov for en alternativ forklaringsmodell, nemlig at
det var parakrine faktorer som var forklaringen bak den malte effekten(8). Det er blant annet
gjort et forsgk in vivo der man har injisert supernatanten etter sentrifugering (altsa ingen
celler ble injisert), og sett at dette alene reduserer infarktstarrelsen(6). Noe tilsvarende ble
gjort pa griser der man intrakoronart injiserte kun faktorer frigjort fra mesenchymale
stamceller, og ogsa her oppnadde man bedring av hjertets funksjon(9). Man tenker seg

dermed at de parakrine faktorene har en beskyttende virkning pa kardiomyocyttene som er



utsatt for hypoksi. Innen feltet for mesenchymale stamceller mener man at denne beskyttende
effekten skyldes bedre perfusjon av myokard ved at parakrine faktorer frigjort av de
mesenchymale stamcellene rekrutterer og aktiverer stamceller fra hjerteveggen og
endotelprogenitor celler(10;11). Det finns en meget lang liste over mulige parakrine faktorer
som kan spille inn, og det blir for detaljert & ga naermere inn pa disse. Kanskije vil man i
fremtiden komme et steg videre innen celleterapi ved a identifisere flere faktorer og forsta

deres virkningsmekanismer?

Et siste elegant forsgk som ma nevnes her ble gjort pa hamstre og publisert i 2009(12). |
stedet for & injisere cellene intrakoronart eller direkte i hjerteveggen valgte forskerne a injisere
mesenchymale stamceller inn i tverrstripet muskulatur, altsa i hamstrenes ekstremiteter. Ved
PCR teknikk kunne forskerne vise at de deponerte cellene var innelast i den tverrstripete
muskulaturen, altsa at de ikke migrerte ut i sirkulasjonen. Det interessante funnet er at selv
dette bedret hjertets funksjon, og forskerne konkluderte med at det matte foreligge en kryss-
kommunikasjon mellom de injiserte mesenchymale stamcellene, benmargen og det skadede
hjertet. Dette kalte de for trofiske faktorer, og de mente at noe av forklaringen var at disse
trofiske faktorene rekrutterte celler fra benmargen som var med pa a bygge opp igjen det
skadede hjertet.



2 Pluripotente stamceller

En pluripotent stamcelle har evnen til a danne alle vev i kroppen. Cellene vil i teorien kunne
brukes til a reparere eller til og med danne et helt nytt organ. Dette gir store muligheter, men
ogsa store utfordringer. Vi vil i teksen som falger se neermere pa embryonale stamceller og

induserte pluripotente stamceller.

2.1 Embryonale stamceller

2.1.1 Beskrivelse av embryonale stamceller

Embryonale stamceller er totipotente eller pluripotente stamceller og kan isoleres fra fostre,
aborterte fostre eller ved in vitro fertilisering. De kan i prinsippet danne alle vev i kroppen,
samt at de totipotente cellene kan ogsa danne et nytt individ. Det er mange fordeler og
ulemper knyttet til embryonale stamceller. Fordelene gar i retning av a kurere eller bedre
mange sykdommer av ulik patologi. | forhold til var oppgave vil disse cellene kunne

regenerere et nytt hjerte, eller reparere et skadet hjerte.

2.1.2 Isolering og differensiering

For & isolere de pluripotente embryonale stamcellene tar man celler fra den indre massen av
en 5-6 dager gammel blastocyst av et humant embryo. Utfordringene videre er hvordan a
styre deres differensiering. Siden cellene kan bli til alle vev i kroppen er det viktig & veere
sikker pa at cellene en har i skalen differensierer til gnsket celletype. Hvis denne kontrollen er
for darlig risikerer man dannelse av ugnsket vev eller enda verre terratomer. For a illustrere
hvordan differensieringen kan forega har vi modifisert og hentet en figur fra “Differentiation
of embryonic stem cells to clinically relevant populations: lessons from embryonic
development” av Murry,C.E.; Keller,G(13). Denne figuren viser hvordan en kan differensiere
embryonale stamceller i kultur hos mus. Her gis det en god oversikt over de ulike
differensieringsveiene og hvordan vi kan fa dannet hjerteprogenitorceller. Beskrivelse av

figuren kommer under.
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Farste steg i a kontrollere de embryonale stamcellene er & fa dem til & danne riktig kimlag.
Dannelsen av kimlagene er regnet som en irreversibel differensieringsprosses. For hjertet er
det gnskelig & danne det mesodermale kimlaget. Embryonale stamceller stimuleres med
signalstoffene wnt og activin A, dette gjar at reseptorer pa overflaten av cellen induserer
intracelluleere kaskader, som starter differensiering mot det mesodermale kimlaget. I tillegg
trenger en stimulering med signalstoffet bone morphogenetic protein 4, ogsa kalt BMP4, som
er et protein som ogsa bidrar i regulering og differensiering av cellen. Etter at mesoderm er
dannet vil en fortsatt stimulering med signalstoffet wnt hemme utviklingen av hjerteceller og
gi opphav til andre mesodermale strukturer. Derfor ma wnt signalet nd hemmes(14;15).
Denne prosessen gir ikke bare hjerteprogenitor celler, men ved hjelp av sentrifugering kan

man konsentrere opp disse cellene og bli kvitt andre typer celler.

2.1.3 Sikkerhet og ufordringer

Det er flere utfordringer knyttet til embryonale stamceller. Ved hjertepatologi er det enkelte
individet avhengig av eksterne embryonale stamceller. Disse kan hentes fra allogene kilder,
noe som fagrer med seg risiko for immunreaksjoner. Det er observert at stamceller uttrykker
lav mengde av HLA-2 molekyler, men betennelse eller skade rundt stamcellene vil kunne fa
cellene til a oppregulere uttrykket av HLA-2 molekyler. Derfor vil behandling med
embryonale stamceller kreve at en ma benytte cytostatika for & unnga immunreaksjoner. |
fremtiden kan en tenke seg at det opprettes biobanker med embryonale stamceller for alle
HLA typer, men kostnaden for dette vil veere hgy og ikke realistisk med det fgrste. For

fremtidige generasjoner kunne en tenke seg at man isolerte embryonale stamceller fra alle
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fadte individer og fryser dem ned for & kunne ha en biobank med egne embryonale stamceller.
Pa denne maten ville en ha egne stamceller til disposisjon ved patologiske tilstander og

dermed unnga immunreaksjoner.

Etter & ha hgstet humane embryonale stamceller er det farste problemet man stater pa at disse
cellene ikke spontant differensierer til nok kardiomyocytter, og at de blir mindre villige til &
dele seg nar cellene blir mer differensierte. Dette gjelder ogsa for induserte pluripotente
stamceller. Derfor har forskningen eksplodert innen dette feltet, og i dag finns det en rekke
teknikker for a styre differensieringen i gnsket retning. Ved a tilfgre activin A og BMP-4 til
de pluripotente cellene oppnar man at 30-60 % av cellene differensierer til
kardiomyocytter(16). For en full oversikt henvises leseren til en oversiktsartikkel av Wong et
al. fra 2010(17). Et annet problem ved humane embryonale stamceller, og ogsa ved induserte
pluripotente stamceller, er at de dannede kardiomyocyttene viser umodne trekk bade
strukturelt og funksjonelt(18). Det vil si at de altsa ikke likner helt pa de modne
kardiomyocyttene vi finner i et voksent hjerte. Det er ogsa uklart om de embryonale

stamcellene vil integreres med hjertevevet og danne en funksjonell enhet.

Bruk av stamceller gir ogsa en fare for utvikling av terratomer eller mer differensierte
tumores. Disse farene gjgr at en ma ha gode metoder for & identifisere de riktige cellene og
sikre at man sitter med én homogen cellemasse. Nar det gjelder de udifferensierte humane og
murine embryonale stamcellene er ikke disse sa attraktive a benytte fordi de har vist darlig
differensieringskontroll, og gitt terratomer nar de har blitt injisert i immunsupprimerte
mus/rotter(19;20). Derimot har man mer lovende resultater ved injisering av kardiomyocytter
derivert fra humane embryonale stamceller. Her har man altsa oppnadd noe bedre kontroll ved
farst a differensiere cellene i en kardiomyogen retning far man injiserer dem til rotter(21).

Noe av det nyeste innen dette feltet er at man har klart a differensiere humane embryonale
stamceller til en mesenchymal stamcelle. Resultater publisert i januar 2012 viser at ved
sammenlikning har disse mesenchymale stamcellene like lovende resultater som de voksne

mesenchymale stamcellene(22).
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2.1.4 Etiske overveielser og lovverk

Bruk av embryonale stamceller er strengt regulert i lovverket og er etisk utfordrende. Far
2007 var forskning pa embryonale stamceller i Norge forbudt, men ved lov 15. juni 2007 nr.
31 ble det gjort endringer i bioteknologiloven som blant annet innebarer at forskning pa
embryonale stamceller tillates pa bestemte vilkar(23). Allikevel er forskningsmulighetene
begrenset med tanke pa isolering og kliniske forsgk. | bioteknologiloven heter det:

“Forskning som nevnt i § 3-1 er kun tillatt pa befruktede egg som har blitt overtallige etter
befruktning utenfor kroppen med sikte pa fertilitetsbehandling eller
preimplantasjonsdiagnostikk. Det er ikke tillatt & befrukte egg for forskningsformal
alene”(24).

I bioteknologilovens § 3-3 heter det: ”Forskning, herunder Kklinisk forskning, som medfarer
bruk av overtallige befruktede egg og celler som stammer fra overtallige befruktede egg, skal

godkjennes av regional komité for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk™(24).

”Behandlingsformer som forutsetter bruk av celler fra overtallige befruktede egg, skal
godkjennes av departementet. Departementet kan i godkjenningsvedtaket stille nsermere
vilkar. Far departementet avgjgr om godkjenning, skal sgknaden forelegges
Bioteknologinemnda”(24).

Embryonale stamceller er sa udifferensierte at de i prinsippet kan danne grunnlaget for et nytt
individ. Dette reiser etiske spgrsmal om det er riktig a ta liv for a redde liv. Dette er en debatt
som i stor grad har formet forskningen pa embryonale stamceller. Vi innser at & drafte de
etiske problemstillingene rundt de embryonale stamcellene kunne veert en prosjektoppgave i
seg selv. Derfor vil vi heller referere til forskningsetisk bibliotek og anbefale en tekst skrevet

av Bjern Solberg om "Embryo, stamcelle og foster”(25).
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2.2 Induserte pluripotente stamceller

2.2.1 Beskrivelse av induserte pluripotente stamceller

Induserte pluripotente stamceller har mange av de samme egenskapene som embryonale
stamceller. Forskerne har store forhapninger til disse cellene, og mener de kan gi et
gjennombrudd i stamcelleforskningen(26). De kan isoleres fra pasienten selv, og er lett
tilgjengelige. I tillegg unngar man mange etiske problemstillinger, som oppstar nar man

bruker embryonale stamceller.

2.2.2 Isolering og differensiering

Induserte pluripotente stamceller kan dannes ved at fibroblaster reprogrammeres ved hjelp av
retrovirus. Retroviruset er modifisert pa fire omrader, og induserer transkripsjonsfaktorer som
Oct-3/4 og Sox2. Disse transkripsjonsfaktorene er viktige for celledeling og selvfornyelse.
Retroviruset gker aktiviteten til c-myc, et viktig regulatorgen for celledeling. Tilslutt pavirker
det ogsa en transkripsjonsaktivator som heter KIf4(27). Nar en har fatt dannet induserte
pluripotente stamceller likner cellene pa embryonale stamceller nar det gjelder genuttrykk,
morfologi, metyleringsmgnster og evnen til & danne teratomer(28). | februar 2009 ble det
publisert at de induserte pluripotente stamcellene kunne differensiere til kardiomyocytter(29).
De dannede kardiomyocyttene har bade i dette forsgket og senere(30) blitt sammenliknet med
kardiomyocytter fra embryonale stamceller, og forskerne har konkludert med at disse cellene
er sveert like, selv om de som nevnt har umodne trekk bade strukturelt og funksjonelt(18).
Prosessen ved a danne hjerteceller fra induserte pluripotente stamceller blir hovedsakelig mye
av det samme som i beskrivelsen av embryonale stamceller(31). Vi henviser derfor til

avsnittet over om embryonale stamceller.

2.2.3 Fordeler, ulemper og sikkerhet

Fordelene ved induserte pluripotente stamceller er mange, og det aller lekreste er selvfalgelig

at en pluripotent celle kan hgstes fra individet selv slik at man samtidig unngar
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immunreaksjoner. Forskerne haper at den induserte pluripotente stamcellen skal vare identisk
med den embryonale stamcellen, og salangt ser dette ut til a veere tilfellet. Derfor er det ogsa
slik at mange av fordelene og ulempene som gjelder for embryonale stamceller, ogsa gjelder
for induserte pluripotente stamceller. Sistnevte celletype har et problem i forhold til
reprogrammeringen ved at c-myc er et onkogen, og er derfor risikabelt med tanke pa kreft.
Det har veert gnskelig & oppna pluripotente celler uten a benytte dette onkogenet. 1 2010 ble
det vist at man kan oppna fullverdige kardiomyocytter uten & benytte c-myk(32). Riktignok
ble denne celleveksten kun fulgt i fem dager, men resultatet er likevel lovende for fremtiden.
Ulempen med disse alternative metodene er at det blir feerre induserte pluripotente stamceller,
fordi metoden er mindre effektiv(31). En gruppe forskere har lagd induserte pluripotente
stamceller hos mus ved hjelp av I-myc, istendenfor c-myc. Dette skal ha gkt utbyttet, men skal
ikke ha gitt forhayet kreftrisiko(33). | fremtiden haper en at sikkerheten kan bedres slik at en

kan fa utnyttet cellenes potensiale i behandlingsgyemed.

| forhold til sikkerheten er det et forhold til som bar belyses. Cellene har blitt tilfgrt retrovirus
uten at man har kontroll pa hvor de virale sekvensensene blir integrert i genomet. Dette gjar at
enkelte genomrader kan bli oppregulert eller nedregulert, noe som igjen kan gke risikoen for
kreft(34). Ved klinisk bruk ma en ha gode rutiner for & skille ut celler som kan veere ustabile
og kanskije kan vi klare & produsere induserte pluripotente stamceller uten integrering av

retrovirus. Dette ville veert gunstig i forhold til pasientsikkerhet.
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3 Voksne stamceller

Voksne stamceller finnes naturlig i kroppen og bidrar med a fornye organene. De voksne
stamcellene har allerede gjennomgatt en del differensiering, men allikevel innehar de
egenskapene til en stamcelle: Evnen til & fornye seg selv, men ogsa differensiere til mer
modne celler. De kan isoleres fra ulike vev i kroppen, og man unngar dermed

immunreaksjoner ved a hente cellene fra pasienten selv.

For & prgve a gjere omradet om voksne stamceller litt mer oversiktlig har vi valgt & dele dem
inn i forskjellige grupper. De gruppene vi har funnet aktuelle i denne oppgaven er
mononukleare stamceller fra benmarg, mesenchymale stamceller, hjerteprogenitor celler og
stamceller fra tverrstripet muskulatur. Vi vil beskrive hvordan de kan isoleres, men dette

varierer mellom de ulike forskningsgruppene.

3.1 Stamceller fra benmarg

3.1.1 Beskrivelse av stamceller fra benmarg

Den vanligste metoden for & isolere stamceller til forskning pa iskemisk hjertesykdom har
veert & hente stamceller fra nettopp benmargen. Cellene er en heterogen gruppe med

stamceller og mononuklare hematopoetiske celler.

3.1.2 Isolering av celler

Stamceller fra benmarg skaffes ved aspirasjon fra hoftekammen eller sternum. Andre
rarknokler kan ogsa benyttes, men mengden benmarg her vil variere. Benmargsaspiratet ma
renses for erytrocytter og leukocytter far stamcellene kan isoleres. Isoleringen av stamcellene
gjeres ved hjelp av sentrifugering hvor det dannes en mononuklezer sone som inneholder

stamceller, men ogsa andre umodne hematopoetiske celler(35). Nar de i mange kliniske
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forsgk refererer til ufraksjonert benmarg, refererer de til celler hentet fra den mononukleare

sonen.

3.1.3 Fordeler, ulemper og sikkerhet

Fordelene med stamceller fra benmarg er at det er relativt enkelt a fa frivillige til & donere
benmarg til forskning. Det er ogsa relativt mange stamceller per milliliter med benmarg.
Benmargen kan hentes fra pasienten selv og en unngar immunologiske reaksjoner. Prosedyren
tar relativt kort tid og trenger ingen dyrkning, hvilket gjgr den egnet som en del av
akuttbehandling. Den teoretiske virkningen av cellene er litt usikker. De kan ha effekt
gjennom myogenese, pa celleoverlevelse eller fremme angiogenese. Senere i oppgaven vil vi

komme tilbake til hva som er gjort av kliniske forsgk pa disse cellene.

3.2 Mesenchymale stamceller

3.2.1 Beskrivelse av mesenchymale stamceller

Mesenchymale stamceller stammer fra det mesodermale kimlaget. En voksen mesenchymal
stamcelle har gjennomgatt irreversibel differensiering, som vil hindre den fra & danne vev
eller strukturer fra de andre kimlagene. Til sammen danner de mesenchymale stamcellene en
heterogen gruppe. De kan ekstraheres fra en rekke ulike vev. | dag har en isolert
mesenchymale stamceller fra lymfoide organer, som thymus og milt, subkutant fettvev,
periodontalt ligament, endometrium, menstruasjonsblod, benmarg, perifert blod,
navlestrengsblod, Wharton’s jelly og vev fra foster(36). Man har ikke kommet frem til en
unik fellesmarkar for disse stamcellene, og til nd har man stettet seg pa flere ulike markarer.
Ulempen med dette er at disse markarene varierer ogsa i forhold til vevet cellene er isolert
ifra. Dette har gjort at det har vert problematisk & sammenlikne litteratur og en har hatt behov
for en felles definisjon pa hva som er en stamcelle. Farst i 2006 kom The International
Society for Cellular Therapy, ISCT, opp med tre definisjonskriterier pa mesenchymale
stamceller. Cellene ma adherere til plastikk i standard kulturer, og de ma uttrykke/ikke

uttrykke gitte overflateantigener. De skal veere positive for overflatemarkerene CD105, CD73
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0g CD90 og veere negative for CD45, CD34, CD14 eller CD11b, CD79a. eller CD19 og HLA-
DR. Tilslutt ma cellene kunne demonstrere differensiering av tre forskjellige mesenchymale
vevsgrener. Da gjennom in vitro differensiering til osteoblaster, adipocytter og
chondroblaster(37).

3.2.2 Isolering av mesenchymale stamceller

For & illustrere hvordan en kan isolere og dyrke frem mesenchymale stamceller har vi valgt &
beskrive maten mesenchymale stamceller isoleres fra benmarg. Dette vil veere en fortsettelse
fra der isoleringen av mononukleare celler fra benmarg stopper. Cellene fra den ufraksjonerte
benmargen er en heterogen cellegruppe. Utfordringen pa dette tidspunktet er a skille den
mesenchymale stamcellen fra andre umodne hematopoetiske celler. For & gjere dette og
samtidig fa en mer homogen cellekultur ma cellene dyrkes og selekteres. Cellene blir dyrket
pa et vekstmedium i en plastflaske. Etter 72 timer vaskes flasken med fosfatbufret saltvann,
forkortet PBS, og blir deretter tilsatt et annet vekstmedium. Etter 7-10 dager vil en kunne se
sma grupper med adherente celler nederst i plastflasken. Av disse koloniene er det fortsatt stor
heterogenisitet og en regner med at bare 0,01 % av de adhererte cellene er ekte mesenchymale
stamceller(38). Derfor ma ytterligere 2-3 uker med vekst til for & oppna relativt homogene
stamcelle kulturer(36), far man tilslutt identifiserer hvilke cellegrupper som innehar de
definerte egenskapene for en mesenchymal stamcelle. Identifiseringen gjeres ved hjelp av
overflatemolekyler. Stamcellene kan i starten uttrykke overflatemolekyler som gjer at de ikke
er i samsvar med The International Society for Cellular Therapy sin definisjon av en
mesenchymal stamcelle. Ved videre vekst ser en at disse overflatemolekylene blir nedregulert

og at cellen etter hvert kommer inn under definisjonen.

Vi har na beskrevet hvordan man isolerer mesenchymale stamceller fra benmarg. | teorien vil
alle vev derivert fra mesoderm kunne gi opphav til mesenchymale stamceller. Dette gjer at det
er flere teoretiske mulige kilder for mesenchymale stamceller. Noen av disse kildene er
allerede beskrevet i innledningen. Selv om kilden for celler kan veere ulikt, er prinsippene for
isolering likt: En sikrer en bit av vevet en har tilgjengelig, far bindevevet blir brutt ned ved

hjelp av enzymer, for sa a lysere de rgde blodcellene. Deretter vil en filtrere prgven igjennom
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et filter for & skille ut celler og unnga a fa med vevsbiter. Cellene blir deretter dyrket i
plastflaske etter prinsippet beskrevet under benmarg. Nar en dyrker cellene vil tettheten
variere med vevet de er isolert fra(36). | tillegg ser man i starten at overflatemolekylene er
pavirket av vevet de er hentet ifra, blant annet kan de i tidlige stadier uttrykke overflatemarkar
CD34 som gjer at de ikke kommer inn under definisjonen til The International Society for
Cellular Therapy. Disse overflatemolekylene blir etter hvert nedregulert og cellen kommer

etter noe tid inn under definisjonen.

3.2.3 Differensiering av mesenchymale stamceller

For & danne hjerteprogenitor celler av mesenchymale stamceller kan en utsette kulturen i 24
timer med eksponering for 5-azacytidine, som er et uspesifikt demetylerende stoff. To uker
etter vil man se den farste indikasjon pa at en har hjerteceller. Dette kan bekreftes med
visualiseringsteknikker av sarkomerene. Det kan gjgres ved immunhistokjemi og PCR. En
analyserer etter transkripsjonsfaktorer som Nkx2,5, GATA-4, MEF-2 eller
hjertemuskelmarkgrer som a-sarcomeric, actinin, a-sarcomeric actin og b-myosin
tungkjede(39). Disse faktorene er vanligvis uttrykket av hjertemuskelceller. Det finnes flere
mater og fa de mesenchymale stamcellene til & bli hjertestamceller. Et alternativ til
eksponeringsstoffer er & la de mesenchymale stamcellene vokse sammen med andre voksne
hjerteceller. Da vil de i gkende grad konverteres til hjerteceller(40). Mesenchymale stamceller
vil ogsa spontant uten noen pavirkning utenifra eller i naermiljget danne hjerteceller. Dette er

mer tilfeldig og skjer i liten grad(41).

3.2.4 Fordeler, ulemper og sikkerhet

Det er flere mulige teoretiske effekter av mesenchymale stamceller. De kan hjelpe til med
myogenese, angiogenese og de har ogsa vist immunmodulerende effekter(42;43). Cellene har
som skissert stort potensiale og bruksomrade. Mesenchymale stamceller kan brukes direkte i
forbindelse med iskemisk hjertesykdom eller differensieres pa forhand til hjerteprogenitor

celler eller endotelprogenitor celler.
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Allikevel er det en del utfordringer. Utfordringene er knyttet opp mot differensiering, hindre
tumor dannelse og at riktig vev dannes pa riktig sted. I nettopp definisjonen av mesenchymale
stamceller fra 2006 star det at cellene skal vise egenskaper til & kunne differensiere til
osteoblaster, adipocytter og chondrocytter. Derfor er utfordringen a styre cellenes
differensiering, og det er ikke nok a satse pa parakrine effekter fra det lokale vevet. | en studie
har man sprgytet inn mesenchymale stamceller i arromradet pa mus med hjerteinfarkt. De fant
etterpa kalknedslag og bendannelse i arromradet(44). En annen studie som gav mesenchymale
stamceller til grisehjerter ble komplisert av en benign hjertetumor, hvor histologi viste
differensiert mesenchymalt vev uten kalknedslag(45). Samtidig hvis en prgver a differensiere
mesenchymale stamceller in vitro et det ikke sikkert at eksponeringsproduktene i seg selv er

sikre. Det ma derfor jobbes med sikkerheten i forhold til disse cellene i fremtiden.

3.3 Stamceller fra tverrstripet muskulatur

3.3.1 Beskrivelse av stamceller fra tverrstripet muskulatur

Stamceller fra tverrstripet muskulatur, ogsa kalt skjelettmyoblaster, er en umoden
skjelettmuskelcelle med egenskaper til & dele seg og gi opphav til en ny stamcelle, men ogsa

differensiere til muskelvev. Cellene finnes i tverrstripet muskulatur i hele kroppen.

3.3.2 Isolering av celler

Stamceller fra tverrstripet muskulatur er relativt lett tilgjengelig, og kan skaffes for eksempel
ved en muskelbiopsi. Deretter ma cellene isoleres og skilles fra de gvrige muskelcellene.
Stamcellene i tverrstripet muskulatur finner en mellom lamina propria og sarkomerene, her er
2-5 % av kjernene stamceller. Myoblastene skilles fra myocyttene ved bruk av ulike
overflatemarkgarer(46). Etter a ha isolert stamcellene, dyrkes de til passende mengde for
Kliniske forsgk.
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3.3.3 Fordeler, ulemper og sikkerhet

Stamceller fra tverrstripet muskulatur kan bidra med gkt kontraktilitet og nettopp dette vil
veere gunstig i forhold til iskemisk hjertesykdom. @kt kontraktilitet vil kunne redusere
hypertrofien, som igjen kan gi mindre symptomer for pasienten. Andre fordeler med cellene
er at de kan hgstes fra pasienten selv, og de er relativt enkle a dyrke in vitro. De er allerede
differensiert til muskulaturlinjen slik at sjansen for tumor er mindre. Stamceller fra
tverrstripet muskulatur taler ogsa iskemi, noe som er viktig for & kunne fungere i et iskemisk
hjerte(47).

Selv om det er mange positive og gunstige effekter med disse stamcellene, er det allikevel en
del ulemper og sikkerhetsmessige utfordringer. Det er fundamentale forskjeller mellom en
tverrstripet muskelcelle og en hjertemuskelcelle. Stamcellene fra tverrstripet muskulatur viser
etter 8-16 uker uttrykk av connexin-43 som er viktig for interkommunikasjon mellom
cellene(48). Allikevel har studier vist at disse stamcellene ikke kobles fysisk til hjertecellene,
og at det vil veere varierende stremledning gjennom stamcellene. Dette vil gi gkt sjanse for at
dadelig arytmi kan oppsta i kjglevannet av behandlingen(49). Sikkerheten ved bruken av
disse cellene er derfor et viktig usikkerhetsmoment. For & unnga dedelige arytmiepisoder har
en i kliniske forsgk benyttet seg av hjertestarter for a kunne sjokke dedelig arytmi og dermed

bedre sikkerheten(50). De kliniske forsgkene kommer vi tilbake til senere i oppgaven.

3.4 Hjerte progenitor celler

3.4.1 Beskrivelse av hjerte progenitor celler

Hjerte progenitor celler er spennende celler innen stamcelleforskningen. Dette er voksne
autologe celler som man finner i pasientens hjertevegg, og som har anledning til & utvikle seg

til alle de ngdvendige typene av hjertevev.
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3.4.2 Isolering av celler

Disse cellene kan skaffes ved en biopsi av hjertet. Dette har veert gjort med kateterteknikk,
hvor en har hentet stamcellene fra venstre ventrikkel(51). Andre metoder som har veert
benyttet er direkte biopsi ved operasjon. Stamceller i hjertet er en heterogen gruppe og det er
kanskje derfor bedre a kalle denne gruppen for stamceller fra hjertet. Av cellene som isoleres
fra mus regner en med at ca 1-2 % av cellene fra hjertet har stamcelleegenskaper(52).
Metoden en har brukt for & identifisere disse cellene er ulike overflateantigener og evnen til &
binde spesifikke fargestoffer (53). En subpopulasjon av disse cellene har endotelegenskaper,
vist ved at de uttrykker overflatemarkaren CD31. Noen studier har derfor fokusert pa om
stamcellene fra hjertet er CD31 positive eller negative. En studie viste at de cellene som var
negative for overflatemarkgren CD31, omtrent 10 % av stamcellene, hadde egenskaper til &
kunne lage hjertevev. Derimot de som var positive for CD31 kunne ikke differensiere til
hjertevev(54). Andre overflatemarkgrer og metoder har ogsa vert benyttet og har hittil bare
vist at cellene viser stor heterogenisitet. Det er dermed usikkert om en har identifisert hjerte

progenitor cellen ennd, og cellene bar derfor beskrives som stamceller fra hjertet(55).

3.4.3 Fordeler, ulemper og sikkerhet

De teoretiske fordelene med stamceller fra hjerteveggen er mye av det samme som de andre
stamcellene. En kan tenke seg at de vil kunne bidra i myogenese, i angiogenese og hindre
celleded i et iskemisk hjerte. De vil kunne isoleres fra pasienten selv og en unngar
immunreaksjoner. Forskere haper ogsa at cellene skal kunne bidra til & gke overlevelsen pa
allerede transplanterte hjerter ved & sammensmelte med donorhjertet. Dette kan gi mindre
immunreaksjoner mot donorhjertet og dermed gke overlevelsen ved transplantasjon(56). En
annen fordel med disse cellene er at de ikke er tilfart retrovirus, eller andre stoffer som

potensielt kan danne grunnlag for kreftceller.

Det er imidlertid ogsa store ulemper med stamceller fra hjerteveggen. De er vanskelige a
isolere, og har blitt isolert av enkelte forskningsgrupper med mye ressurser. Andre
forskningsgrupper har store problemer med a isolere disse cellene. De har veert vanskelige a

ekspandere in vitro. Det kan ha noe med differensieringen stamcellene allerede har
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gjennomgatt, noe som gjer cellene mindre villige til & dele seg. Problematisk ekspandering av
cellene gjer at det er vanskelig & dyrke frem mange nok celler til at det teoretisk kunne veert
nyttig innen behandlingen av iskemisk hjertesykdom. Stamcellene fra hjerteveggen danner
ogsa en heterogen gruppe. Vi vet ikke om de ulike stamcelletypene er forskjellige forstadier
av myokard, ledningssystemet eller andre deler i hjertet. Dette krever mer forskning for a gke
sikkerheten. | verste fall kan en tenke seg teoretisk at en bruker en celle som er forstadiet til
ledningssystemet. Ved ukontrollert bruk av en slik celle vil man kunne skape overledninger
og kilder til arytmier. Metoden for & hente ut stamceller fra en hjertebiopsi er relativt invasiv.
En vet heller ikke om celler som blir administrert til hjertet, vil ekspandere pa stedet og

integreres med det syke hjertet.
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4 Hvilke utfordringer star vi ovenfor?

Det er flere forskjellige aspekter ved stamcellebehandling som er interessante og diskutere, og
ngdvendig a forsta far vi ser pa resultater fra de studiene som er gjennomfart. | dag er det stor
debatt rundt virkningsmekanismen bak de effektene som er funnet. Vi skal se na&ermere pa om
man kan si noe om hvilken celletype som er optimal, hvordan cellene ber injiseres, nar bar de
injiseres og hvor mange celler bar injiseres? Vil det veere mulig & preparere cellene i forkant
for & oppna bedre effekt, og hvordan skal man male effekt? Alle disse sparsmalene er sveert

omfattende og vil bli besvart pa enklest mulig vis.

4.1 Hvilken celletype er optimal?

Per oktober 2010 er det kun to celletyper som har fullfgrt fase 3 innen kliniske forsgk, nemlig
stamceller fra tverrstripet muskulatur og stamceller fra benmarg(57) (her menes de
mononukleare stamcellene fra benmarg, siden man i litteraturen ikke begynte a skille mellom
de mononukleare- og de mesenchymale stamcellene fra benmarg far etter 2006). Stamcellene
fra tverrstripet muskulatur fikk tidlig et stempel som mulig syndebukk for hjertearytmiene
som man observerte ved kliniske forsgk. Nadestgtet for disse stamcellene kom i 2008 da
MAGIC-studien viste at det var en doblet risiko for hjertearytmier sammenliknet med
placebogruppen(58). Dette hadde forskerne tatt hgyde for, sa samtlige pasienter fikk operert
inn en defibrillator fgr forsgket startet. Selv om forfatterne konkluderte med at denne
forskjellen ikke var signifikant, har interessen for stamceller fra tverrstripet muskulatur veert

dalende.

Stamcellene fra benmarg har som sagt vist noe effekt, men forklaringen er i dag rettet mot
parakrine faktorer, altsa ingen transdifferensiering, og dermed heller ikke noe fokus pa
myogenese. Celler som derimot har et starre potensiale innen myogenese er embryonale
stamceller og induserte pluripotente stamceller. Men ogsa her har vi noen utfordringer. Hapet
er jo at disse cellene skal veere pluripotente, men med god differensieringskontroll. Cao. et al.
publiserte i 2006 at de embryonale stamcellene dannet terratomer (celler fra alle de tre

kimlagene) bade i og utenfor hjertet(20). Det sier seg selv at ingen pasienter gnsker a fa
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knokler og har i hjertet. Et annet problem er graftfunksjonen, fordi man er ikke garantert at de
kardiomyocyttliknende cellene som man dyrker frem innehar den samme kontraksjonskraften
som modne kardiomyocytter. Det siste problemet er produksjonskapasiteten: Nar man dyrker
frem cellene er man, ved de metoder som er utviklet til nd, avhengig av at naringsstoffene
som er tilsatt kulturen diffunderer inn i cellen. Men cellene der nar de blir sa store at diffusjon
av neering ikke er nok. Altsa gar det ikke an & utelukkende fokusere pa myogenese og glemme

angiogenesen.

En celletype som har vist lovende resultater innen angiogenese er endotel progenitor celler.
ACT34-CMiI studien viste at hos pasienter med angina hvor konvensjonell medikamentell
terapi ikke hadde fart frem, og som fikk injisert stamceller fra endotel intramyokardialt,
oppnadde mindre anginaanfall og bedret arbeidskapasitet(59). | fremtiden kan det kanskije
veere en mulighet & kombinere ulike celletyper, si induserte pluripotente stamceller og endotel

progenitor celler, hvorpa man tenker seg at man ivaretar bade myogenese og angiogenese.

Nar det gjelder stamceller fra hjerteveggen har man lurt pa om disse faktisk innehar
regenererende egenskaper. For a8 komme narmere et svar kappet man av en liten skalp nederst
pa rottehjerter like etter fadsel, og fulgte med pa om regenerering fant sted. Det viste seg at
dersom skalpen ble kuttet av innen ett dggn sa ble hjertet regenerert, men allerede innen syv
dagn var denne egenskapen borte, hvorpa hjertene ikke regenererte(60). Det er riktignok
usikkert hvilke kliniske perspektiver man kan trekke fra forsgk pa neonatale dyr.

4.2 Hva med dose-respons?

Ved et moderat stort hjerteinfarkt mister man 10 milliarder kardiomyocytter. | de forsgkene
som er gjort med mononuklezere stamceller fra benmarg er det stort sett injisert mellom 50-
300 millioner celler. Nar vi samtidig vet at kun under 2 % av mononukleare celler fra
benmarg uttrykker stamcellemarkgrer kan man jo lure pa om vi injiserer nok celler? Finns det
et tak pa hvor mange celler man skal injisere, eller far man bedre effekt uansett hvor mange

man injiserer? Til na tyder forskningen pa mononuklezre stamceller fra benmarg at jo flere
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celler man injiserer, jo bedre effekt(61). Med mesenchymale stamceller derimot tyder
forskningen pa at det finns et tak, altsa at et lavt/moderat antall stamceller gir best resultat.
Det er blitt spekulert i om den lave dosen i dette forsgket ble tolerert bedre av mottagerens
immunsystem, og at dette kan forklare den bedre effekten enn for hgye doser mesenchymale
stamceller(43). Men kan disse erfaringene uten videre overfgres til den kommende

forskningen pa pluripotente stamceller?

4.3 Hvordan administrere cellene?

Det er egentlig kun fantasien som setter begrensninger pa hvor mange forskjellige mater det
gar an a administrere stamcellene. Vi starter derfor med a belyse fordeler og ulemper ved de
tre vanligste administrasjonsformene: Intrakoronart (sprgytes inn i en koronararterie),
transendokardielt (ved hjelp av et kateter under PCI-teknikk) og transepikardialt (injeksjon
direkte gjennom hjerteveggen under samtidig koronar-bypass-operasjon).

Intrakoronar injisering ble benyttet i de tidligste forsgkene, der man etter et akutt hjerteinfarkt
hadde oppnadd revaskularisering. Den er tryggere og mindre invasiv, men ved denne metoden
har man ikke god kontroll pa hvor cellene blir av. De kan tenkes a skylles av garde i
blodbanen til friske omrader, til arrvev eller faktisk rett gjennom og ut i venene. Sistnevnte
ble som sagt bevist av Penicka et al. i 2005(7). Denne metoden har ogsa en begrensning med
tanke pa cellestarrelse, fordi hvis cellene er for store mgter de for mye motstand i de sma
kapilleerene og reduserer flow til et omrade som sart trenger all den neeringen den kan fa.
Dermed ender vi med at denne metoden egner seg best ved injisering av et stort antall sma
celler, slik som mononukleare stamceller fra benmarg, embryonale stamceller og sma

stamceller fra hjerteveggen(62).

Transendokardiell injeksjon krever en gvet operatar og er et kostbart inngrep. Risikoen for
hjertetamponade er alltid til stede ettersom man stikker blindt i et arromrade. Man risikerer at
nalen gar for dypt, og dermed penetrerer gjennom hele hjerteveggen. Men denne metoden

egner seg for starre celler, slik som stamceller fra tverrstripet muskulatur og mesenchymale
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stamceller, og man trenger ikke apen hjertekirurgi slik man gjer ved transepikardiell

injeksjon.

Ved transepikardiell injeksjon har man en Kklar fordell sammenliknet med intrakoronar
injeksjon, ettersom man har bedre kontroll pa hvor cellene blir av. Men studier har ogsa her
vist at det er kun fa celler som faktisk blir veerende i hjerteveggen, sa lavt som 10-15 %
(63;64). En annen utfordring er at man kun har fa studier der man har sammenliknet med en
placebogruppe, noe som er viktig ettersom en koronar bypass-operasjon i seg selv vil kunne
forbedre venstre ventrikkelfunksjon med 3-4 %(65). Likevel er transepikardiell injeksjon
sammen med koronar-bypass-operasjon ofte ansett som gullstandarden innen

administrasjonsform(62).

Andre mulige administreringsformer er retrograd administrering (gar inn via venene til
hjertet, blaser opp et kateter i sinus coronarius, og injiserer cellene inn bakveien gjennom
venesystemet). Man kan ogsa benytte seg av en vanlig intravengs tilgang, men et dyreforsgk
viste at de mesenchymale stamcellene da ble sittende fast i lungene(66), mens et annet forsgk
pa rotter viste at intravengs injisering likevel bedret hjertets funksjon(67).

Tilslutt vil vi igjen trekke frem forsgket pa hamstre fra 2009 der de mesenchymale
stamcellene ble injisert til tverrstripet muskulatur(12), fordi dette forsgket apner opp for
muligheten for ikke-invasiv terapi. Tenk om man i fremtiden kan tilby en behandling som kun
innebaerer et nalestikk i overarmen. Det vil jo vere like enkelt som en standard vaksine. Det
skal riktignok papekes at dette hamster-forsgket er litt pa siden av var oppgave ettersom disse
hjertene hadde dilaterende kardiomyopati, og ikke iskemisk hjertesykdom, men det er likevel

en besnaerende tanke & deponere cellene vekk fra den hissige inflammasjonen.
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4.4 Nar skal man injisere cellene etter et akutt
hjerteinfarkt?

Nar cellene injiseres like etter et hjerteinfarkt tenker man seg at det er sveert ugjestmilde
omgivelser, med en hgy grad av betennelse til stede. For a fa optimal effekt, kan det tenkes at
det hele handler om timing. Dyrestudier har vist at dersom man injiserer cellene innen 1-3
dager etter infarket oppnar man lavere overlevelse, og at den optimale timingen er én uke etter
infarktet(68). Men hva med hos mennesker? Vi skal senere se pa en metaanalyse av
mononukleare stamceller fra benmarg(3), og her varierer oppstarttidspunktet fra ett til ni
dagn etter infarktet. Forfatterne konkluderte med at de ikke kunne si noe nermere om hvilket
tidspunkt som var best egnet. Nok en gang kan man stille sparsmalstegn ved om disse
erfaringene uten videre kan overfgres til kommende forskning pa induserte pluripotente

stamceller og embryonale stamceller.

Hva om man venter til den akutte inflammasjonen er dempet, og injiserer cellene i god tid
etter dette? Problemet er at da har arrdannelsen allerede funnet sted, og man anser det som en
vanskeligere oppgave 4 tilhele et arrdannet hjerte. Samtidig er det ogsa vist at ved kronisk
hjertesvikt etter et infarkt foreligger det en viss grad av betennelse, selv om den er noe mer
dempet enn like etter et akutt hjerteinfarkt(69).

4.5 Hvordan preparere cellene i forkant?

Det er flere forskere som har undersgkt om det er mulig & modifisere cellene far de injiseres
for pa den maten & oppna bedre effekt. En type modifisering kalles for prekondisjonering der
man lar cellene vokse sammen med spesifikke vekstfaktorer, slik som insulin-like growth
factor-1 (IGF-1) og fibroblast growth factor-2 (FGF-2), i hap om at dette bedrer blant annet
overlevelsen(10). Dette refereres til i litteraturen som “’pro-survival factors”, eller styrkedrikk

pa godt norsk.
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Man kan ogsa forsgke a stimulere til gkt tranksripsjon av visse gener, som dermed medfarer
gkt produksjon av gnskede proteiner. Ogsa her er malet at disse proteinene skal bedre cellenes
overlevelse og evne til transdifferensiering. Disse cellene far gjerne egne navn, i trad med
hvilket gen som er overtranskribert, slik som for eksempel Akt-mesenchymale stamceller der

genet Akt hgrer inn under gruppen av anti-apoptotiske signalveier(70).

En annen mulighet som overlapper litt i forhold til administrasjonsmate er at cellene kan
tenkes og bakes inn i en optimal matrix, som deretter injiseres i hjerteveggen. Ved et forsgk
der humane stamceller fra hjerteveggen ble injisert i larmuskulaturen til rotter viste dette &

gke antallet celler som slar seg ned og blir vaerende i skjelettmuskulaturen(71).

4.6 Hvordan male effekt?

Det finnes flere forskjellige mater & male effekt i humane studier. Man kan ta utgangspunkt i
de rent myke effektene, som venstre ventrikkels ejeksjonsfraksjon eller veggfortykkelse malt
ved ekkokardiografi. Eller man kan rette seg mot & male effekter som har direkte innvirkning
pa pasientens hverdag: Hyppigheten av anginaanfall, arbeidskapasitet eller mortalitet (som jo
er den optimale effekten). Sistnevnte effekter er ikke like lett 2 sammenlikne pa tvers av
studier, mens myke effekter oppgis i standardiserte tall og gjer en sammenlikning fruktbart.
Venstre ventrikkels ejeksjonsfraksjon er det mest brukte effektmalet, og dette malet lar seg

lett sammenlikne.

Det finnes en lang rekke av bildeteknikker som kan si noe om effekten, alt fra
ekkokardiografi, kvantitativ venstre ventrikkel angiografi, kardiell MR eller SPECT. | den
norske ASTAMI studien(72;73) benyttet de blant annet et interessant mal, nemlig “twist”
malt ved kardiell MR. Det er nemlig sann at et friskt hjerte, til forskjell fra et sviktende hjerte,
kontraherer med en viss grad av vridning/rotasjon, ved at gvre og nedre del av hjertet roterer
motsatt vei under kontraksjonen. Ved a male denne vridningsgraden kan man si noe om
hjertets evne til & kontrahere optimalt, men forfatterne konkluderer med at denne metoden ma

evalueres nermere i kommende studier(73). Forfatterne skriver ogsa at den ikke-invasive
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gullstandarden for & male hjertets funksjon er kardiell belastning malt ved MR, men grunnet

lav kapasitet og hayt tidsbruk er denne metoden ikke seerlig benyttet.

4.7 Hvilke "degende celler” skal vi rette fokuset mot?

Ved et hjerteinfarkt, og ved alle typer celleded, er det snakk om tre mater en celle kan dg pa:
Nekrose, autofagi og apoptose. Celledad ble farst sett pa som en ikke-regulerbar prosess, men
nyere forskning har vist at i hvert fall en viss andel av celledgd skyldes regulerte mekanismer.
Selv nekrose, som tradisjonelt har veert sett pa som en ikke-regulerbar prosess, er i visse
tilfeller et eksempel pa regulert celledagd. Derfor er det interessant a forske videre pa hvilke av
disse dgdsmekanismene som kan pavirkes, for pa den maten a redde celler som man tidligere
ansa som tapt. Mekanismene bak autofagi er forelgpig uklare, men bak denne forstaelsen kan
det ligge et stort potensiale innen behandlingen av iskemisk hjertesykdom(74). Det var i
starten stor tro pa at en hgy andel av cellene ved et hjerteinfarkt dgde ved apoptose, men i dag
er det fa bevis pa at dette er dedsmekanismen(75).
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5 Behandling med stamceller etter
hjerteinfarkt — Et historisk perspektiv

Det var faktisk frykten for en atomkrig etter andre verdenskrig og den pafglgende dgdelige
straleskaden som var drivkraften bak forskningen pa stamceller. | 1963 klarte forskere i
Toronto a vise at en mus som hadde blitt utsatt for en dgdelig straledose likevel kunne reddes,
ved & hgste celler fra benmarg hos mus og enkelt injisere disse i musens blodomlgp(76).
Celleterapi for behandling av hjerteinfarkt er et felt som brukte lengre tid fer det kom i gang,
men har hatt en rivende utvikling fra slutten av 90-tallet, og seerlig utover 2000-tallet. Noen
av de grunnleggende forskningsteknikkene ble utviklet sa tidlig som pa begynnelsen av 1980-
tallet(77). For & forsta hvordan vi er endt opp der vi er i dag i klinisk forskning er det bade
interessant og ngdvendig 4 ta en titt bakover i historien for & se pa noen av de banebrytende

forsgkene.

Vi kan starte i 1996 da forskere hentet neonatale kardiomyocytter fra fosteret til rotter som var
20 dager ut i svangerskapet. Disse cellene kunne senere kolonisere randsonen rundt infarktet i
et dyr av samme art(78). Riktignok fant de igjen disse cellene i kun 50 % av de infarserte
omradene. Et noe mer imponerende resultat kom i 1997 da Asahara et al. viste at celler hgstet
fra perifert blod kunne sla seg ned i iskemiomrader og bedre angiogenesen(79). Dette funnet
stgttet opp under at celleterapi kunne ha en plass i behandlingen etter hjerteinfarkt, her som
terapeutisk angiogenese. De pafglgende studiene pa rotter fra omkring ar 2000-2004 viste at
injisering av stamceller fra tverrstripet muskulatur, hematopoetiske stamceller eller stamceller
fra benmarg, kunne sla seg ned, overleve i maneder og forbedre hjertets funksjon etter et
infarkt(80-84). Forsgk ble ogsa gjort pa starre dyr, nemlig sauer, hvor man fant at stamceller
fra tverrstripet muskulatur gitt etter et infarkt minket den forventede reduksjonen i
ejeksjonsfraksjon (fra 50 % til 48 % i intervensjonsgruppen, sammenliknet med fra 43 % til
33 % i kontrollgruppen)(85). Men gjengangeren var at disse dyrestudiene ikke var
randomiserte og heller ikke blindede. Altsa gjenstod det a vise til de samme effekter i

randomiserte dobbeltblindede studier.
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Resultatene fra disse farste dyrestudiene var ikke sa overbevisende som de kanskje hgres ut
som: Man fant for eksempel ved bruk av hematopoetiske stamceller at kun 0,02 % av cellene i
randsonen av infarktet stammet fra de donerte cellene(80). Et viktig poeng fra celleterapiens
barndom var likevel at stamcellene fra tverrstripet muskulatur kunne tenkes a hgstes fra
pasienten selv, og dermed ville man sikre seg enkel tilgang pa mange celler(81). Den samme
fordelen med enkel tilgjengelighet gjaldt ogsa for stamceller fra benmarg da man i denne
perioden klarte a vise at de kunne oppna kardiomyogene fenotyper etter a ha blitt injisert i
uskadet myokard(82). Med stadig flere lovende dyrestudier var optimismen innen fagfeltet
stor, og vi tillatter oss a sitere fglgende konklusjon for & vise nivaet av entusiasme:
”Implanted skeletal myoblasts form viable grafts in infarcted myocardium, resulting in
enhanced post-myocardial infarction exercise capacity and contractile function and attenuated
ventricular dilation”(83). Det var altsa ikke mate pa hvor lovende disse stamcellene fra
tverrstripet muskulatur var. Det var kanskje derfor ikke sa rart at nettopp disse cellene fikk
a@ren av a vere den aller fgrste celletypen som deltok i et klinisk forsgk pa hjertepasienter.
Dette hadde riktignok skjedd allerede i ar 2000 da de ble injisert transepikardialt i forbindelse
med en koronar bypass-operasjon(86). Dette forsgket foyde seg inn i rekken av lovende
resultater, men allerede etter dette forste forsgket tok forskerne et forbehold om at stamcellene
fra tverrstripet muskulatur kunne inneha et arytmipotensiale. Det elektrofysiologiske
sparsmalet ble derfor hvorvidt disse cellene var ikke-integrerte, og dermed ga opphav til
ventrikkelarytmier. Farste gang stamceller fra benmarg ble benyttet i et klinisk forsgk var i
Tyskland aret etter, altsd i 2001(87). Dette var riktignok kun en liten pilotstudie pa 10
pasienter, men allerede da konkluderte forskerne med at det sa ut som om cellene bedret

hjertets funksjon og reduserte infarktstarrelsen.

Etter dyrestudiene er vart inntrykk at man hapet at stamcellene fra benmarg skulle inneha mer
plastisitet enn stamceller fra tverrstripet muskulatur, samtidig med at stamceller fra
tverrstripet muskulatur viste tegn til & gi ventrikkelarytmier. Dermed ble de store kliniske
studiene fra arene 2004-2008 rettet mer mot nettopp stamceller fra benmarg (eksempel:
ASTAMI(72), REPAIR-AMI(88) og BOOST-studien(89)), enn mot stamceller fra tverrstripet
muskulatur (eksempel: MAGIC-studien(58)). Resultatene fra disse studiene skal vi komme
tilbake til senere i oppgaven.
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To celletyper som kan bli seerdeles interessante i fremtiden er embryonale stamceller og
induserte pluripotente stamceller. Ingen av disse to celletypene har til na veert benyttet i
kliniske forsgk, sa all erfaring vi har med disse cellene er gjennom eksperimentelle studier.
Det var sa tidlig som i 1981 at man farste gang oppnadde a danne én embryonal stamcelle fra
hver blastocyst hos mus(77). Dette forsgket viste at disse cellene fra embryoets indre
cellemasse var pluripotente ved at én celle ga opphav til et vidt spekter av celler. Senere i
1998 oppnadde man det samme med én human blastocyst(90). Selv etter proliferering in vitro
i 4-5 maneder beholdt disse cellene sine pluripotente egenskaper og kunne danne celler fra
alle de tre kimlagene (endoderm, mesoderm og ektoderm). Dette viser at sett med en forskers
gyne har det vaert mulig & gjere prekliniske forsgk med humane embryonale stamceller i over
et tiar, men i Norge har det som sagt vert forbudt a forske pa disse cellene frem til 2007.

Det var en japansk forskergruppe som i 2006 farste gang viste at man kunne reprogrammere
allerede differensierte celler tilbake til et mer umodent stadium ved & smitte dem med et
manipulert HIV-virus. Disse cellene kalte de for induserte pluripotente stamceller. 1 2006
oppnadde de dette med embryonale celler- og modne fibroblaster fra mus(91), men allerede
aret etter hadde den samme forskergruppen vist at de klarte & indusere pluripotente stamceller
fra modne humane fibroblaster fra hud(92). Disse cellene liknet pa embryonale stamceller, og
kunne ogsa in vitro gi opphav til celler fra de tre kimlagene. Med andre ord: Det var tenkelig
at man kunne hgste fibroblaster fra huden til et menneske, reprogrammere cellene, og ende

opp med kontraherende kardiomyocytter!

En annen side ved stamcellebehandling ble belyst i 2002 da det i The New England Journal of
Medicine ble publisert en artikkel som viste at vi ma tenke nytt hva gjelder var forstaelse for
hjertets evne til regenerasjon(93). Her hadde atte mannlige mottakere fatt hvert sitt kvinnelige
donorhjerte. Vevspragver fra det kvinnelige donorhjertet viste imidlertid at det var kolonisert
med mannlige primitive celler (verifisert ved pavisning av et Y-kromosom). Men cellene var
ikke kun primitive, de viste ogsa differensiering til myocytter og endotelceller. Altsa hadde

mannlige celler migrert og kolonisert det kvinnelige hjertet. Hvorvidt de mannlige cellene
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faktisk hadde kolonisert hjertet for sa a proliferere pa egenhand, eller smeltet ssmmen med de

hjertecellene som allerede var der (cellefusjon), forblir uvisst.

Avret etter, altsd i 2003, ble det publisert en artikkel i Circulation(94) som viste noe av det
samme, men med en elegant vri: Her var fire kvinnehjerter tatt ut ved obduksjon, alle fra
kvinner som tidligere i sitt liv hadde fatt donert benmarg fra en mannlig donor. Ved nermere
undersgkelse fant man at 23 % av kardiomyocyttene hadde et Y-kromosom, noe som tydet pa
at cellene fra den mannlige benmargen hadde migrert og kolonisert det kvinnelige hjertet.
Forskerne konkluderte med at dette var fgrste gangen det var vist at human benmarg var a
anse som en ressurs for ekstrakardiale stamceller som kan differensiere til kardiomyocytter.
Men det er viktig & papeke, slik ogsa Colucci et al. papeker i sin oversiktsartikkel om
celleterapi(95), at disse to forsgkene ikke er & anse som bevis for at det faktisk har foregatt en
transdifferensiering. Det er nemlig mange tekniske utfordringer hva gjelder a gi ngyaktige

tolkninger av slike transplantasjonsforsgk.
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6 Hva er gjort klinisk?

Feltet innen stamcelleterapi ved iskemisk hjertesykdom preges i dag av et generasjonsskifte.
Det er blitt introdusert begrepet “first generation” som i tid strekker seg fra 2000-2008, og
som inkluderer forsgk med stamceller fra benmarg, fra skjelettmuskulatur og
endotelprogenitorceller(62). Nar det gjelder disse celletypene er man kommet langt innen
klinisk forskning, og har i dag palitelige resultater. Begrepet ’second generation” strekker seg
fra 2009 og frem til i dag, og inkluderer mesenchymale stamceller fra benmargen og
stamceller fra hjerteveggen. Her har man de siste par-tre arene startet opp med noen fa
kliniske forsgk, noen av dem er allerede publisert, men resultatene er ikke konklusive og det
gjenstar mer forskning far man kan si noe sikkert om effekten. Det er altsa dette
generasjonsskiftet vi i dag er midt oppi, hvor vi venter pa resultatene fra ”second generation”.
| fremtiden tenker man seg at induserte pluripotente stamceller og embryonale stamceller skal
vies mer oppmerksombhet, og at selv om de per dags dato ikke er inkludert i noen kliniske

forsgk, haper man at dette blir en realitet snart.

6.1 Stamceller fra benmarg — Hva viser kliniske
forsgk?

Det er gjort mange hundre forsgk med stamceller fra benmarg som behandling etter
hjerteinfarkt, noen med et bedre studiedesign enn andre. Disse cellene er det forsket mye pa,
nettopp fordi de er lett tilgjengelige og fordi man i starten trodde at de skulle inneha hgy
plastisitet. | en metaanalyse av Kang et al. publisert i 2008(3), har de med utgangspunkt i 863
potensielt relevante forsgk endt opp med kun seks randomiserte kontrollerte studier som de
tok med i sin metaanalyse, svarende til 517 pasienter. Nar man skal vurdere kliniske forsgk
der det er benyttet stamceller kan vi ende opp i det uendelige med a diskutere hvordan cellene
er handtert i forkant, hvordan de ble injisert til mottakeren og hvordan man har valgt a8 male
effekten. For enkelthets skyld tar vi derfor utgangspunkt i metaanalysen fra Kang et al. nar vi
na skal presentere en oversikt over hva man har oppnadd/ikke oppnadd innen behandlingen

med stamceller fra benmarg. De fokuserte pa nettopp autologe stamceller fra benmarg, injisert
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intrakoronart etter akutt hjerteinfarkt. De seks ulike studiene valgte a male effekten pa litt
forskjellig mate, alt fra ekkokardiografi, kvantitativ venstre ventrikkel angiografi, kardiell MR
eller SPECT. Alle seks forsgkene hadde det til felles at bildene ble vurdert blindet av erfarne

teknikkere/kardiologer.

Metaanalysen har valgt & sammenlikne effekten ved & se pa endring av venstre ventrikkels
ejeksjonsfraksjon, og de seks studiene har noe ulik oppfglginstid fra 3-6 maneder.
Konklusjonen er at intrakoronar injeksjon av stamceller fra benmarg i pasienter med akutt
hjerteinfarkt virker trygt og er assosiert med en lett gkning av ejeksjonsfraksjon malt ved
oppfalgingstidspunktet. Ejeksjonsfraksjonen ved oppfalgingstidspunktet var 2,53
prosentpoeng bedre [95 % konfidensintervall 1,69-4,08] i intervensjonsgruppen enn i
kontrollgruppen. Fra et norsk perspektiv er det interessant a merke seg at den nest starste
studien innen dette feltet er gjort pa Rikshospitalet av Lunde et al. og publisert i 2006, den
sakalte ASTAMI-studien(72). Den skiller seg ut ved at den konkluderte med ingen effekt pa
venstre ventrikkels ejeksjonsfraksjon etter behandling med stamceller fra benmarg. Den
sterste studien av de seks er den sakalte REPAIR-AMI fra Tyskland, ogsa den publisert i
2006, som inkluderte hele 204 pasienter(88). Denne studien konkluderte derimot med enda litt
bedre effekt pa venstre ventrikkels ejeksjonsfraksjon enn hva metaanalysen kom frem til. Som
forklart tidligere i oppgaven er begrepet stamceller fra benmarg sveert heterogent, og denne
heterogeniteten kan forklare hvorfor tilsynelatende like studier kommer frem til forskjellige
resultater. Det er ogsa interessant a se at i Tsjekkia har Meluzin et al. sett neermere pa dose-
effekt forholdet ved at de delte sin studie i to intervensjonsgrupper, en som mottok 1x10’
celler (lavdose), og en gruppe som mottok 1x108 celler (hoydose)(61). Dersom det foreligger
en reell effekt, vil man ogsa forvente en dose-effekt korrelasjon, og det var nettopp det de
fant. 1 denne studien benyttet de mononukleaere stamceller fra benmarg, og deres resultat

tyder pa at jo flere celler jo bedre effekt.

Som forklart er det altsa sprikende resultater hva gjelder effekten av stamceller fra benmarg,
men likevel er vart inntrykk at forskerne har falt ned pa at stamceller fra benmarg bedrer
hjertets funksjon gjennom angiogenese, men ikke gjennom myogenese. Det er ogsa verdt a

merke seg hvilken effekt vi snakker om. Venstre ventrikkels ejeksjonsfraksjon er kun en myk
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effekt, det ultimate ville selvfglgelig veare a pavise redusert mortalitet etter behandling, sakalt
hard effekt. Den nevnte metaanalysen har for kort oppfelgingstid til & kunne si noe om
langtidseffektene, men i de studiene hvor det initialt ble vist effekt har man senere sett at
denne effekten vedvarer i over tre ar(96). | dag er det 6-8 ar siden disse studiene farste gang
ble publisert, og mange av disse pasientene er fulgt opp i arene som har gatt. Men det er
likevel ikke mange nok pasienter for a si noe sikkert om mortalitet. Som tommelfingerregel
ber man ha minst 5000 pasienter fulgt over en 5-ars periode for & kunne si noe om mortalitet,
mens den nevnte metaanalysen inkluderte kun 517 pasienter. Det finnes likevel studier som
har konkludert med at 5-ars overlevelse viser signifikant redusert mortalitet(96), men var
mening er at dette ma man ta med en klype salt. Et annet vesentlig poeng er at den effekten
det refereres til er en lett gkning i venstre ventrikkels ejeksjonsfraksjon. Man ma derfor sparre
seg selv om det er klinisk viktig a ha litt bedre venstre ventrikkel ejeksjonsfraksjon, eller om

dette ikke merkes i pasientenes hverdag?

6.2 Stamceller fra tverrstripet muskulatur — Hva
viser kliniske forsgk?

Stamceller fra tverrstripet muskulatur fikk aren av a vere de farste cellene som deltok i et
klinisk forsgk pa hjertepasienter i ar 2000(86). Den store studien innen dette feltet var derimot
MAGIC-studien (Myoblast Autologous Grafting in Ischemic Cardiomyopathy) fra Frankrike,
Tyskland, Belgia, Storbritannia og Italia(58). Dette var en randomisert, dobbeltblindet studie
hvor man inkluderte pasienter med venstre ventrikkel ejeksjonsfraksjon pa under 35%,
gjennomgatt infarkt og aktuelle for koronar bypass-operasjon. 97 pasienter fikk enten placebo
(n=33), lavdose stamceller fra tverrstripet muskulatur (n=33) eller hgydose stamceller fra
tverrstripet muskulatur (n=34) injisert transepikardielt i forbindelse med apen hjertekirurgi.
Studien konkluderer med at den ikke klarte & vise noen forskjell i venstre ventrikkels
ejeksjonsfraksjon, malt ved ekkokardiografi, mellom intervensjonsgruppene og
placebogruppen. Selv om studiedesignet var laget godt nok for a finne en eventuell effekt har
det dukket opp en oppfalger, den sakalte MARVEL-studien(97). Denne studien er pagaende
og innebeerer at Myocell, et farmasgytisk preparat bestaende av stamceller fra tverrstripet
muskulatur under tilnavnet “cell-medicin”, gis til 170 pasienter med hjertesvikt. Studien

regner med a veere ferdig i februar 2012, men er altsa sveert lik den allerede gjennomfarte
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MAGIC-studien. MARVEL-studien skiller seg riktignok ut ved at cellene her skal injiseres
transendokardielt, i stedet for transepikardielt, men det er blitt antydet at det er farmasgytiske

interesser som star bak denne studien(62).

En annen interessant studie, riktignok preklinisk, publisert i 2010 kombinerer stamceller fra
tverrstripet muskulatur med sékalt tissue-engineering”. Her har Miyagawa et al. testet ut
stamceller fra tverrstripet muskulatur dyrket som et encellet lag(98). Denne cellefilmen
(engelsk: cell sheet) ble implantert til et infarsert grisehjerte ved a gjere en sternumsplitt,
lokalisere infarktet og deretter legge 10 slike cellefilmer over infarktet. Dette er riktignok kun
en pilotstudie, med totalt 10 griser fordelt likt mellom intervensjon- og kontrollgruppen. Skal
vi tro forfatterne er resultatene veldig lovende, men malene de har benyttet i studien
("fractional area shortening” og color kinesis index”) er basert pa kompliserte matematiske
formler og ikke primere endepunkter. Fordelen med denne dyrestudien er at den nettopp er
gjort pa et stort dyr, og serlig gris som egner seg godt ettersom bade gris- og menneskehjerter
er sarbare for arytmier. | dette forsgket malte de arytmier ved & EKG-overvake tre av de
behandlede grisene, riktignok i kun 24 timer. | lgpet av dette dggnet kunne de ikke registrere
noen ventrikuleare ekstrasystoler. At denne overvakningen kun varte i 24 timer kan
selvfglgelig kritiseres, men det er alltid en etisk avbalansering i forhold til hvor lenge man kan

holde disse eksperimentelle dyrestudiene gaende.

6.3 Mesenchymale stamceller — Hvor langt er man
kommet innen klinisk forskning?

Begrepet mesenchymal stamcelle er ikke helt entydig. Den klassiske oppfatningen gar ut pa at
mesenchymale stamceller kommer fra benmarg og innehar evnen til selvfornyelse, samtidig
som cellen gir opphav til det mesodermale kimlaget. Men man har vist at mesenchymale
stamceller ogsa kan gi opphav til nervevev (altsa ikke-mesodermalt vev)(99;100). Dette
indikerer at enten er begrepet mesenchymale stamceller ikke dekkende, eller sa er dagens

isoleringsteknikker ikke sa gode at vi kun ender opp med mesenchymale stamceller.
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De fleste studier pa mesenchymale stamceller har valgt a isolere stamcellene fra benmarg, og
hgste dem etter hvert som de adhererer til plastoverflate (som tidligere beskrevet under
avsnittet om mesenchymale stamceller)(101). Nar det kommer til mus er situasjonen en
annen. Dersom man kun belager seg pa a hgste de mesenchymale stamcellene etter hvert som
de adhererer til plastoverflaten, vil man ende opp med heterogene celler forurenset av
hematopoetiske stamceller. Som lgsning pa dette problemet ble det i 2010 publisert en

isoleringsteknikk der man ender opp med rene mesenchymale stamceller(102).

Fra dyreforsgk har man vist at injisering av mesenchymale stamceller kan bedre hjertets
funksjon(103-105), men langtidseffektene etter seks maneder er fravaerende(105). Som nevnt
under ”Hva er virkningsmekanismen?” overgar disse positive effektene mesenchymale
stamcellers evne til & differensiere til kardiomyocytter. Altsa ma det veere noe i tillegg som
star bak effekten, for eksempel parakrine faktorer. En fordel ved bruk av mesenchymale
stamceller sammenliknet med stamceller fra hjerteveggen og embryonale stamceller er at de
ikke trigger, men faktisk demper, immunresponser(106). Mesenchymale stamceller er i tillegg
enkle & ekspandere. Ulempene er ogsa her muligheten for tumores. Det & dyrke
mesenchymale stamceller i under atte uker er ansett som trygt, men dersom dyrkningstiden
overskrider atte uker begynner cellene a likne mer og mer pa cancerceller. Etter & ha injisert
slike langtidsdyrkede celler i immunsupprimerte mus oppstod det tumores i nesten alle
organer(107). Man har ogsa sett deponering av kalsium etter injisering med mesenchymale
stamceller hos mus, som tegn pa begynnende bendannelse(108). Som for stamceller fra
tverrstripet muskulatur er det ogsa her blitt stilt spgrsmal rundt arytmifaren. Resultatene er
sprikende, men et forsgk gjort pa 30 mennesker viste blant annet ingen gkt arytmifare(109).
Det er nok pa sin plass a gjenomfare flere studier for & avklare sikkerhetsprofilen til disse
cellene. To pagaende studier med mesenchymale stamceller er designet for nettopp a kunne gi
svar pa dette, de sakalte PROMETHEUS-(110) og TAC-HAT(111) studiene. Disse to
studiene benytter henholdsvis transepikardiell injisering og transendotelial injisering, men
studiene er for sma til & gi oss annet enn en pekepinn pa hvilken av de to

administrasjonsformene som er best egnet.
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For & fa en fullstendig oversikt over mesenchymale stamcellers anvendelse i kliniske forsgk
refererer vi til en oversiktartikkel av Choi et al. fra 2011(112). Denne artikkelen har den
fordelen at den forholder seg til den nevnte definisjonen av mesenchymale stamceller fra
2006, hvilket gjar det oversiktlig og ryddig & sammenlikne resultater. Her nevnes seks
publiserte studier med til sammen 211 pasienter, samt totalt 14 pagaende studier hentet fra
ClinicalTrials.gov. De forelgpige publiserte resultatene er alle lovende og peker i retning av
bedret hjertefunksjon malt ved venstre ventrikkels ejeksjonsfraksjon. Forfatterne avslutter
med & papeke en interessant ting: | @sten benyttes celleterapi i stor skala utenfor kliniske
studier, av ren medlidenhet eller som vanlig klinisk praksis. Derfor er antallet pasienter som
behandles med mesenchymale stamceller faktisk langt sterre enn hva vi har her i Vesten med
vare strengt regulerte kliniske studier. Men dessverre vil ikke vitenskapen nyte godt av denne
kunnskapen da det antageligvis ikke lar seg gjere a systematisk samle inn og analysere disse

dataene.

6.4 Hjerte progenitor celle — Hvor langt er man
kommet innen klinisk forskning?

Far trodde man at hjertet var et endestadie-organ uten evne til a regenerere, men i dag tror
man at regenerering skjer i et meget lavt tempo, og at igjennom et langt liv skiftes ut omtrent
50 % av hjertecellene. Man har nemlig klart a isolere celler fra hjerteveggen, som viser seg a
inneha stamcelleegenskaper: De er selvfornyende og multipotente, ved at de gir opphav til
bade myocytter, endotelceller og glatte muskelceller. Farste gang vi fikk en pekepinn pa at det
kan finnes stamceller i hjertet var i 2003, da Oh et al. klarte a isolere en umoden celle fra
hjerteveggen som hadde bevart sin evne til a differensiere til kardiomyocytter(113). I de
pafglgende arene fra 2004 til 2007 ble det i hjertet til gnagere identifisert flere typer av
stamceller, med litt ulike overflatemarkarer og litt ulikt differensieringspotensiale(62). Som
nevnt tidligere er det usikkert om hjerte progenitor cellen faktisk er identifisert ettersom
stamcellene fra hjerteveggen viser stor heterogenisitet, og vi velger derfor videre a benevne
dem stamceller fra hjerteveggen. Det er et forskningsmessig problem at disse cellene selv ikke

i dag er entydig definert med tanke pa egenskaper og overflatemarkarer.

40



De aller nyeste data fra desember 2011 tyder likevel pa at det er to hovedsubtyper av
stamceller fra hjertet hos voksne mennesker, de myogene som er c-kit positive og som finnes
blant myocyttene omringet av modne myocytter, og de vaskulare som bade er c-kit og KDR
positive og som finnes i areveggen (KDR er en reseptor for en vaskular endotelial
vekstfaktor)(114). De har fatt sine navn fordi de respektivt foretrekker a differensiere i retning
av myocytter, eller til den vaskulere linjen i retning endotelceller og glatte muskelceller. C-
kit er reseptoren for stem cell factor (SCF), hvilket er et potent cytokin som kan aktivere
stamceller(10). | starten ble stamceller fra hjerteveggen ansett som meget lovende nettopp
fordi man mente at de var bundet til de kardielle cellelinjene, og man slapp dermed risikoen
for terratomer eller andre ugnskede celletyper ved behandling. Men det er vist at selv humane
stamceller fra hjerteveggen (c-kit negative) kan differensiere i mesodermal retning til
adipocytter, osteblaster og kondroblaster(115). Sistnevnte celler var riktignok c-kit negative,
mens de fleste stamceller fra hjerteveggen er c-kit positive(62). Dette papeker igjen at det er
viktig a skille mellom hvilke subtyper man snakker om, for det er tenkelig at ulike subtyper

kan gi ulike resultater.

Det er i dag liten tvil om at det faktisk finnes stamceller i hjerteveggen hos friske mennesker,
men hva med hos syke mennesker som lider av kronisk iskemisk hjertesykdom? Kan vi uten
videre regne med at disse stamcellene er bevart hos denne populasjonen? Dette spgrsmalet er
reist av Pouly et al. i 2008, hvorpa de hgstet hjertevev fra en slik syk populasjon og kom frem
til at det er langt feerre stamceller hos denne pasientgruppen(116). Dette kan sette sine
begrensninger fordi det er jo nettopp denne pasientgruppen som kan tenkes & vere
malgruppen for behandling. Som motsvar har D’ Amario et al, som kan betegnes som den
mest entusiastiske forskergruppen innen dette feltet, publisert at det lar seg gjgre a haste
funksjonelt oppegaende stamceller selv fra pasienter med langtkommen hjertesvikt(117).

Allerede i 2007, mulig enda tidligere, hadde forskerne klart & etablere isolering- og
ekspanderingsregimer fra selv sma vevsbiter hentet endokardielt(118). Derimot er det slik at
om man velger a rense celleprgven med tanke pa c-kit positive celler trengs det en starre
vevsbit, som da fjernes kirurgisk ved apen hjertekirurgi(62;119). Det er i dag minst tre

pagaende kliniske studier med stamceller fra hjerteveggen: CADUCEUS studien(120) og
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SCIPIO-studien(121) begge fra USA, og ALCADIA studien(122) fra Japan (se tabell). Dette

er sma studier som farst og fremst skal si noe om sikkerheten, og selv om CADUCEUS

studien var forventet ferdig i fjor kan vi ikke finne noen publiserte resultater fra denne studien

pa PubMed. Fra SCIPIO studien er det publisert lovende resultater etter ett ar(123), hvor

forskerne konkluderer med at dette apner opp for sterre fase 2 kliniske studier i nar fremtid.

Som vist i tabellen under benyttes celler med litt ulike egenskaper, og dette kan veere greit a

merke seg nar de endelige resultatene blir publisert.

Studie Antall deltagere | Pabegynt Forventet ferdig | Hester cellene Cellenes Injiserer
egenskaper cellene
CADUCEUS | 30 pasienter Mai 2009 Des. 2011 Transendokardielt 20% er c-kit positive | Intrakoronart
ALCADIA 6 pasienter April 2010 | Mars 2013 Transendokardielt Ingen c-kit positive Transepikardielt
SCIPIO 40 pasienter Feb. 2009 Sep. 2013 Ved apen c-kit positive Intrakoronart

hjertekirurgi

6.5 Embryonale stamceller — Hvor langt er man
kommet innen klinisk forskning?

Selv om det na i 2012 er 14 ar siden man isolerte en human blastocyst og viste at denne kunne

differensiere til alle tre kimlagene(90), er det enna ikke gjennomfart noen forsgk pa

mennesker med bruk av embryonale stamceller, blant annet fordi tilgangen pa humane

embryonale stamceller fortsatt er begrenset, bade av praktiske og etiske grunner. Vi blir ngdt

til & vente og se hva fremtiden kan by pa av kliniske resultater.
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6.6 Induserte pluripotente stamceller — Hvor langt er
man kommet innen klinisk forskning?

Dette feltet kan sies a vare i spebarns-alderen, ettersom den fgrste induserte pluripotente
stamcellen ble dannet i 2006(91). Men dette feltet har serdeles spennende muligheter, selv
om det per dags dato ikke er gjennomfart noen kliniske studier med disse cellene, verken
innen iskemisk hjertesykdom eller andre kliniske settinger. Cellene har blitt pravd ut pa
gnagere innen et fatall av kliniske problemstillinger, her kan nevnes sigdcelleanemi(124) og
Hemofili A(125), og det er samlet sett gjort langt flere forsgk rettet mot andre sykdommer enn
iskemisk hjertesykdom. Derfor er den kunnskapen vi har i dag innen behandlingen av
hjerteinfarkt med induserte pluripotente stamceller svaert begrenset, selv fra eksperimentelle
dyreforsgk(126).
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/7 Hvavil fremtiden bringe?

| dag er trenden at man gnsker a ga tilbake til laboratoriet, og tilbake til de eksperimentelle
studiene slik at man bedre skjgnner hva som skjer med cellene. Feltet har nok veert preget av
at man litt vel raskt gikk fra eksperimentelle studier og over pa kliniske studier uten at man
hadde forstatt virkningsmekanismene. Som eksempel pa dette ble kliniske forsgk satt i gang
mens man enna trodde at de mononuklezre stamcellene fra benmarg faktisk
transdifferensierte til kardiomyocytter. Pa den annen side kan man ikke uten videre kritisere
forskerne for a ha igangsatt kliniske studier for tidlig. Det var rapportert at transplanterte
hjerter inneholdt myocytter som kom fra et annet sted enn hjertet(93), og at disse cellene
kunne jo komme fra nettopp benmarg. Det var derfor plausibelt at stamceller fra benmarg
faktisk transdifferensierte til kardiomyocytter. Nar man na gar tilbake til laboratoriet bgr man
ha i mente hva som var det opprinnelige gnsket, nemlig fullstendig tilheling av et skadet
hjerte gjennom myogenese. Av nettopp denne grunn ligger nok fremtidens fokus pa induserte

pluripotente stamceller og embryonale stamceller som innehar en bedre evne til myogenese.

Nar cellene er injisert er det bade gnskelig at de skal bli boende i hjerteveggen, men ogsa at de
fortsetter a proliferere. Dette er selvfglgelig et must dersom man skal klare & regenerere de 10
milliardene kardiomyocytter som gar tapt ved et moderat stort hjerteinfarkt. Det er ogsa viktig
at man i fremtiden retter flere forsgk mot stgrre dyr enn sma gnagere, fordi sterre hjerter har
en noe ulik elektrofysiologi enn sma hjerter(127). Det er derfor plausibelt at for eksempel et
grisehjerte oppfarer seg mer likt et menneskehjerte ettersom at de likner mer i starrelse.
Derfor vil det veere aktuelt & gjere flere studier pa gris, sauer og hunder, enn for eksempel sma
gnagere. Gris er i sd mate et egnet dyr fordi deres hjerte er mer sarbare for arytmier, slik
menneskehjerter er. A gjore studier pé starre dyr er selvfalgelig sveert kostbart sammenliknet
med sma gnagere, men da vil man oppna en tilfredstillende kartlegging av arytmirisikoen far

fremtidens celler slippes lgs i kliniske studier pA mennesker.
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