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심근 회복을 위한 세포치료

심부전은 원인 질환의 종류에 상관없이 심실의 펌프기능이 심각하게 손상된 상태이다. 이는 calcium-cycling 단백질, sarcomere 구성요소, 심근 에너지생성 효소등의 발현이나 작동의 변형으로 심근세포의 수축력에 내인성 장애가 생기고; 심근기질의 섬유화, 심장 compliance에 영향을 미치는 심근세포의 외인성 장애가 유발되고; 심근 세포소실, 심근 세포 교환의 비대칭화가 발생한다. 사람의 심근세포는 세포분열이 끝난 최종 분화된 세포로 출생 후에는 재생이 되지 않는다는 것에 대한 반박 증거가 보고되고는 있으나, 기존의 내과 치료법으로는 손상받은 심근세포의 숫적 감소를 교정할수 없으며, 더구나 중증의 말기 심부전환자는 심장이식술 이나 가교적 치료법인 기계적 LV assist 장치이외에는 완치법이 없으므로 좀더 적극적이고 첨단화된 치료법을 필요로 한다. 

심근재생은 영원(newt), 송사리(zebrafish)등에서는 역동적으로 작동하고, 그리고 절단된 사지, 지느러미, 꼬리등은 blastema라고 불리는 미분화된 세포괴에 의하여 완전히 복구된다. 조직 복구력의 정도는 성체 심근세포의 잔존해있는 증식능의 가능성에 의존하며, 포유류에서는 정상적인 생물 환경에서는 심근재생은 불가능하다. 심근재생을 위한 여러가지 보충 전략으로는, 심근 세포의 반응적 증식을 억제하는 세포주기 점검부위를 조절하거나, 자연적으로 발생하는 세포 보호기전을 제공하던지, 또는 세포 사망경로를 차단하는 방법; 신생혈관조성을 도우는 성장인자나 세포를 이용하여 신생혈관조성 기전을 공급; 외부에서 심근 전구세포의 제공등이 있다. 

심근의 재생과 손상된 심근의 기능회복을 위해 여러 종류의 세포를 이용한 세포이식 치료는 bench to bedside 로의 translation medicine 첫 전략이라 할수 있다. 실험실에서 여러가지 세포를 이용한 치료의 긍정적인 결과는, 중증의 급성및 만성 허혈성 심부전에서 자가 성체 전구세포를 이용하여 심근재생과 혈관신생으로 손상된 심장의 회복을 위한 임상적용의 가능성에 임상의들의 즉각적이고 각별한 관심을 끌기에 충분하였다. 

최근 지난 3년간 심근 회복을 목적으로 다양한 세포치료는 증례 보고 수준에서부터 임상 연구등으로 조기 임상연구 결과가 발표되었다. 이들 연구는 서로 다른 치료 전략과 공급 세포의 차이, 이중 맹검법의 대조군 결여등에도 불구하고, 소규모의 조기 임상연구들에서 심장기능이 개선 되었음을 보고하고 있다. 생체내 이식된 세포가 어떻게, 얼마동안 작용하는가를 이해하는 것이 중요한 분야지만, 장차 세포이식 분야에서 해결하여야 주요 과제이다. 

임상 적용 

세포 종류

사용 가능한 공여세포는 몇가지 줄기세포나 전구세포등이 이론적으로 심근재생을 유발할 수는 있으나, 각 세포는 장점과 제한점을 지니고 있다. 현재는 골수가 임상적 심근회복에 가장 흔히 이용되는 세포 제공처이며, 골수에는 조혈모세포, SP 세포, 중간엽 줄기세포, MAPCs등의 세포가 존재한다. 일부 연구자들은  분리하지 않은 골수 단핵구세포, 혈관내피 전구세포, 중간엽 줄기세포등을 포함한 세포들을 사용하고 있다.

혈관내피 전구세포 (Endothelial Progenitor Cells; EPC): EPC는 조혈모세포의 표식자인 CD133과 CD34를 표현하는 세포이며, vascular endothelial growth factor receptor-2 (VEGFR2)라는 혈관세포 표식자를 띄며, 혈관신생 부위에 자리를 잡는 성질이 있으며, 혈관내피세포 in situ로 분화하는 성질이 있다. 세포배양으로 증폭된 EPCs역시 EPC 능력을 지닌 CD14+/CD34–-단핵구 세포군을 지니고 있으나 paracrine factors를 분비한다. 관상동맥환자는 EPC 숫자와 그들의 혈관형성 능력이 감소되어 있으므로 치료적 사용에는 제한의 가능성이 있다.

CD133+ 세포: 세포표면 항원 CD133은 초기 조혈모세포와 EPCs에서만 발현하는데, 이들은 허혈성 조직에서 혈관 신생에 공조를 한다. CD133+ 세포는  신생혈관 부위에서 통합하여 성숙한 혈관내피세포로 분화한다 myelomonocytic 세포에서는 CD133 표식이 소실되는데 myelomonocytic origin계열의 EPCs 와 true" CD133+ EPCs 와는 구분이 된다. 유핵 골수세포의 1% 미만이 CD133+ 이고, 이들 세포는 체외증폭이 되지 않으므로, 아주 제한된 CD133+ 세포만이 치료적 목적으로 획득할수 있다.

중간엽 줄기세포 (Mesenchymal Stem Cells; MSC): MSC 는 골수 간질에 존재하는 CD34–, CD133– 세포로 매우 드문 분포 (조혈모세포의 10% 미만) 를 보이고 있다. MSC는 골세포, 연골세포, 지방세포로 쉽게 분화한다. MSC의 심근세포-유사세포로의 분화는 특별한 배양 조건이나 동물 실험. 에서 유발되었다. MSCs가 심근 혈류개선에 미치는 영향은 알려진 바는 없으나, 배양된 MSCs 는 angiogenic cytokines 를 분비하고 허혈성조직에서 측부 혈류를 개선한다 MSC 클론은 체외 증폭이 쉬우며 면역능이 낮다고 보고되어, 추후 동종이식에 사용될수도 있다. 
골격근 근육아세포(Skeletal myoblasts, or satellite cells): 골격근 근육아세포는 성숙한 횡문근의 세포막에 정상적으로 휴지기로 존재하는 전구세포이다. 골격근 생검으로 근육아세포를 체외배양하여 증폭시킨다. 근육아세포는myotubes로 분화하고 허혈조직에 이식한 뒤에도 골격근 특성을 유지한다. 잔유 심근세포와 electromechanically couple 은 하지 않지만, 근육아세포 이식은 동물모델에서 수축기 및 이완기의 기능을 개선한다

잔존 심근줄기세포 (Resident Cardiac Stem Cells; CSC): CSC는 심장내에 심근 또는 혈관세포계열로 분화할수 있는 세포로, 이론적으로는 심장줄기세포가 골수줄기세포 보다 우월하고 효과적이다. 왜냐하면 손상심근 부위로 빠르게 선택적으로 직접 이동하여 심근세포와 관상동맥의 기능적 개선 및 구조적 특성을 심근재생에 이용될 수 있으나, 골수줄기세포가 심장세포로 분화되기 위해서는 재프로그램 되어야 한다. 
배아 줄기세포 (Embryonic stem cell;ES): ES 는 포배기 배아 (blastocyst) 의 내세포괴에서 유래하며, 특별한 배양 조건하에서 심근세포를 포함하는 삼배엽의 모든 세포로 분화할수 있다. Human ES cell–derived cardiomyocytes는 구조적, 기능적으로 조기 심근세포의 성상을 지니고 있으며 정상 심장에 이식시 숙주 심근세포와 전기적으로 couple 한다. 면역거부반응의 문제점을 없앨수있는 이상적인 세포지만, 실제 사용에는 종교적, 윤리적, 정치적인 장애가 있다.
세포 투여경로
1. 혈관을 경유하는 접근법 (Transvascular Approaches) 
혈관을 통하는 전략은 chemoattractants 와 세포접착물질의 발현이 높은 최근의 심근경색에 재관류가 이루어진 경우에 사용한다. 
관상동맥 주입 (Intracoronary Artery Infusion): 선택적으로 많은 양의 세포를 균질하게 공급할 수는 있으나, 혈관이 폐쇄된 경우에는 효과적인 세포전달에 한계가 있다.

정맥 주입 (Intravenous Infusion): 정맥주입된 세포들이 목표장기인 심장이외의 장기로 분포되는 양이 많으므로 임상적으로는 제한이 있다. 
줄기세포또는 전구세포의 가동화 (Mobilization of Stem and Progenitor Cells): 급성 심근경색의 경우 순환 줄기세포나 전구세포가 손상부위로 보충되므로, cytokines 에 의한 가동화가 심근회복의 비관혈적투여법으로 생각할수 있다. 급성심근경색 예비연구가 시행되고 있다과 만성 허혈설심장에서
2. 심근내로 직접 주입 (Direct Injection in the Ventricular Wall)
 관상동맥혈관의 폐쇄가 심한 경우나 반흔조직과 같이 세포의 심근 회귀 신호가 현저히 낮은 경우에는 관상동맥을 통한 세포 투여보다는, 심근 조직에 직접 투여가 효과적일수 있다. 그러나 허혈또는 반흔조직내에 국소적으로 이식된 세포는 혈류공급의 제한으로 세포 생존률이 나쁘다. 그러나 크기가 큰 MSCs 또는 근육아세포는 동맥내 투여시 미세색전 (microembolization)을 유발할수 있으므로 심근내 주입이 유리하다.

심내막 주입(Transendocardial Injection): Injection needle catheter 를 이용하여 심내막에 바늘을 통하여 세포를 주입하거나,  electromechanical mapping 기계 (NOGA* system)를 이용하여 심근조직의 생존여부를 검토하고 주입부위를 선택하여 세포를 투여한다. 이 경우 시술에 평균 60-200 분이 소요된다.
심외막 주입 (Transepicardial Injection): 관상동맥우회술시 보조적으로 시행하며, 반흔부위 또는 경색 인근 경계조직에 눈으로 직접 보면서 세포 주입을 한다. 관상동맥우회술이 동반된 경우로 세포이식의 효과 판정은 어렵다.

관상정맥 주입 (Transcoronary Vein Injection): 관상정맥동을 경유하여 혈관초음파가 부착된 needle catheter로 세포를 심실벽에 수직으로 주입된다. 허혈 심근증환자를 대상으로 생존하지않은 심근에 섬유아세포를 을 주입한다.
예비 임상 연구의 결과와 교훈

2000-2004년 사이의 조기 임상결과에서 심장회복을 위한 세포 치료의 환자 대상군은 급성 심근경색과 만성 심부전이었고, 각기 다른 세포, 투여경로를 사용하였다.  예를 들면 급성 심근경색에서는 전구세포 이식시 신생혈관 조성과 심근 세포고사를 감소하여 심근경색후 재형성을 개선시키는 것이 목적이었고, 장기 생착과 전이분화(transdifferentiation)에는 큰 비중을 두지 않았다. 반면에 만성 허혈성 심장병에서는 동면(hibernating)한 심근세포를 구제하는 것이 목적이고, 장기간 반흔조직을 지닌 환자에서는 신생혈관조성과 심근 세포고사 감소등의 효과는 아직 알수가 없다.
만성 허혈성 심질환이나 만성 심근경색에서는 세포치료에 의한 심근 회복의  조기 결과는, 부분적으로는 이질적인 환자 구성으로 인하여 임상 결과가 다양하였다 (Table 1, 2). 저자는 중증, 만성의 비가역성 심부전환자 (허혈성 및 비허혈성 이완성심근증)를 대상으로 G-CSF로 가동화한 자가 말초 혈액 줄기세포를 관상동맥내 주입으로, 일부 환자들에서 좌심실 수축기능의 지표인 LVEF이 30% -> 48%로 개선되고, 심부전 관련 증세가 호전되었고, 이 효과가 1년이상 지속됨을 경험하였다.       

최초에는 골격근 유래의 전구세포를 관상동맥 우회술중 좌심실의 반흔조직 부위에 직접 주사로 주입하였으며, 관류기능의 개선은 판정이 어려웠으나, 좌심실 기능은 의의있게 지속적으로 개선되었다. 5년이상 된 심근경색의 반흔조직에 경도관으로 섬유아세포를 투입하고, 재관류시술은 동시에 시행되지 않은 경우, 심부전증세는 일부 감소하였지만, 좌심실기능이 개선된 객관적인 증거는 없었다. 오히려 일부 환자에서는 세포 주입후 치명적인 부정맥이 유발하여, 추후 일부 환자에서는 심실 제세동기 시술이 필요하였다. 이것은 생착된 골격근 섬유아세포와 인접의 심근세포와의 전기적 coupling이 없는것으로 설명하며, 인접된 심근세포와 융합으로 형성된 일부 hybrid cells 의 coupling 으로 공간에서 이질적인 calcium transients로 뜻하지 않은 부정맥이 유발할수 있다고 추론한다. 재미있는 것은 만성 허혈성 심장환자를 대상으로 좌심실의 심내막을 electromechanical mapping으로 동면 심근부위를 선택하여, 골수유래 전구세포를 주입한 소규모의 한 임상연구에서는 좌심실 구축률이 현저히 증가하고 수축기말 용적이 감소하고, 운동 능력이 개선되었다. 이는 혈류개선으로 인하여 이차적으로 동면 심근세포의 심기능이 개선된것으로 생각되며, 세포가 결여된 반흔조직에 비하여 동면 심근부위가 주입된 세포의 생존과 생착에 적합한 미세환경을 제공한다. 

심장 회복을 위하여 심근경색후 초기, 후기등의 연구가 진행되고 있다. 급성 심근경색에서 관상동맥을 통한 도관을 이용하여 줄기세포를 주입하는 것은 안전성에 문제가 없으나, 효능성에 있어서는 대규모의 무작위 이중 맹검연구가 필요하고, 현재 유럽과 미국에서 연구계획중이다. 그러나    만성허혈성 심부전에서는 동면 심근부위를 찾는 것이 좋은 임상연구 결과를 기대할수 있겠다. 

세포치료의 궁극적인 목표는 심장의 펌프기능을 개선하여 심장을 회복하여, 유병률과 사망률을 감소시키는 것이다. 안전성과 유효성을 제외하고는 임상적으로 우리가 살펴야 할 것은 무엇인가? 허혈성 심질환에서는 심장을 치료할수 있는 무기로서의 전구세포의 위치는 아직 미숙한 단계이다. 치료 대상으로 어떤 환자가 적합한지, 세포의 재투여의 유용성은 있는지, 해결하여야 할 많은 숙제가 있다. 더구나 비허혈성 심부전질환은 아직 미개척분야이다. 

세포를 이용한 심근회복의 기전을 규명하기 위하여는, 가동화, 회귀, 신생혈관조성 및 심근세포 분화에 대한 세포 및 분자 생물학인 기전 규명이 필요하다. 현재까지 인체의 세포이식후 심근재생을 입증하는 임상 연구는 없었다. 심근회복을 위한 세포치료는 신생혈관조성, 반흔조직의 개선, 세포보호등이 주요 작용이며, 전이분화는 생각할수 있는 기전이다. 전구세포는 신생혈관을 조성하고 산소공급을 증진하고, 이들 세포는 특히 동면한 심근세포를 치료하여 심장재생 및 기능개선에 도움이 되리라 생각한다. 전구세포는 새로운 모세혈관 또는 perivascular cells과 생리학적으로 합동하여 신생혈관을 조성한다. 병합된 많은 전구세포는 성장인자를 유리하여 성숙한 혈관내피세포를 자극하여 혈관신생을 촉진한다. 어떤 전구세포는 새로 형성된 혈관의 생리적 요소가 되어 맥관신생(vasculogenesis) 에 영향을 미칠수도 있고, 또는 세포형태와 심장손상에 주요 요인으로 영향을 미칠수 있는데, 사람의 골수유래 angioblasts 는 양자에 작용한다. 손상된 심근에서 국소적으로 단백질을 분비하는 플랫폼으로 세포를 이용하는 유전자-세포병합요법도 고려할수 있다.

비심근세포에서 심근세포로의 분화으 가능성은 multipotent 전구/줄기세포가 심근세포로의 분화의 가능성은 생쥐의 심근에 착상된 배아줄기세포에서 시작되었다. 배종세포중 한가지 세포에서 totipotency 가 입증된 것이다. 생쥐와 사람의 배아 줄기 세포에서 유래한 기능적인 심근세포는 여러가지 기준에 의하여 입증되었다. 어떤 세포형태가 공여세포와 숙주세포와의 세포융합 (fusion)으로 전이분화 형태를 띄우는지 또는 다양한 가능성을 지니는지 ? 세포의 유연성은 배양에서 단순히 획득되는것인지 아니면 자연적인 생물학적 소산이 아닌지? 그리고 정상적인 성숙과 건강한 성인에서 발달과정은 손상후 유연성과는 다른 기전이므로, 이들는 추후 규명하여야 할 과제들이다.

극복하여야 할 과제

성체 심장에서 예견하지 않은 cardiopoietic cells의 존재와 비심근세포(noncardiac cells)에 의한 효과적인 심장회복은 여러가지 재미있는 의문점을 제시한다. 그리고 세포치료가 임상에서는 걸음마 단계이지만, 벌써부터 여러가지의 제한 요소가 해결과제로 떠오르고 있다. 첫째는 이식된 세포가 악조건의 미세환경에서 얼마나 생존할 것인가? 전구세포가 숫적이나, 기능적으로 부족할때 어떻게 전구세포를 회복할수 있는가? 마지막으로 성체 심장형성 세포가 심장을 만드는 동력을 규명하는 것이다. 궁극적으로는 조직공학적으로 세포 기능을 강화시켜야 이들 제한점을 극복할수 있겠다. 

결론

심근회복을 위한 심근재생 및 혈관신생의 줄기세포 연구는 매우 활발하게 발전하고 있으며, 다른 장기에 비하여 심혈관계질환에 대한 줄기세포의 임상 적용도 활발히 진행하고 있다. 줄기세포 연구와 관련된 문제들을 효율적으로 해결하려면, 줄기세포의 기능성 개선뿐 아니라 이식한 줄기세포와 숙주와의 상호작용 연구, 그리고 대상 질환의 병태생리 연구가 병행되어야만 한다. 최근의 연구속도를 감안하면 가까운 시간내에 보다 안전하고 유효성이 입증된 줄기세포 치료법으로, 만성 심부전등 심혈관계 난치성질환의 치유가 곧 가시화할수 있을 것이다.  
본 연구는 보건복지부 기능성 세포치료제 개발 사업 (0405-DB01-0104-0006) 의 지원에 의하여 이루어진 것임. This study was supported by a grant of the High-Performance Cell Therapy R&D Project(0405-DB01-0104-0006), Ministry of Health and Welfare, Republic of Korea.
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TABLE 1. Cell Therapy Trials in Patients with Myocardial Ischemia without Revascularization Procedure

	
	Outcomes

	Study
	number
	LVEF
	Cell Type
	Dose
	Delivery
	Subjective
	Objective

	Hamano et al
	5 treated
	
	MNC
	03.-2.2x109
	Transepicardial

(during CABG)
	
	Perfusion ↑†

	Tse et al
	8 treated
	58±11%
	MNC
	From 40 ml BM
	Transepicardial

(guided  by EMM)
	Angina ↓†
	Perfusion ↑†; Regional

wall motion ↑†;

	Fuchs et al
	10 treated
	47±10%
	NC
	7.8±6.6x107
	Transepicardial

(guided  by EMM)
	Angina ↓†
	Purfusion ↑†

	Perin et al
	14 treated

7 controls*
	30±6%
	MNC
	3.0±0.4x107
	Transepicardial

(guided  by EMM)
	Angina ↓;

NYHA class ↓
	Perfusion ↑; 

Regional wall motion ↑†;

Global LVEF ↑


LVEF indicates left ventricular ejection fraction; MNC, bone marrow-derived mononuclear cells; NC, bone marrow-derived nucleated cells; BM, bone marrow; CABG, coronary artery bypass grafting; EMM, electromechanical mapping; NYHA, New York Heart Association; *Nonrandomized control group; †Effects reported only within cell therapy groups. Values are means±SD.

TABLE 2. Cell Therapy Trials in Patients with Ischemic Cardiomyopathy

	Study
	number
	LVEF
	Cell type
	Dose
	Time after

MI
	Delivery
	Outcomes ‡

	Menasche et al
	10 treated
	24±4%
	Myblasts
	8.7±1.9x 108
	3-228

Months
	Transepicardial

(during CABG)*
	Regional wall motion ↑;

Global LVEF ↑

	Herreros et al
	11 treated
	36±8%
	Myblasts
	1.9±1.2x 108
	3-168

Months
	Transepicardial

(during CABG)†
	Regional wall motion ↑;

Global LVEF ↑; Viability in

Infarct area ↑

	Siminiak et al
	10 treated
	25-40%
	Myblasts
	0.04-5.0x 107
	4-108

Months
	Transepicardial

(during CABG)†
	Regional wall motion ↑;

Global LVEF ↑

	Chachques et al
	20 treated
	28±3%
	Myblasts
	3.0±0.2x 108
	not

reported
	Transepicardial

(during CABG)*
	Regional wall motion ↑;

Global LVEF ↑; Viability in

Infarct area ↑

	Smits et al
	5 treated
	36±11%
	Myblasts
	2.0±1.1x 108
	24-132

Months
	Transepicardial

(guided by EMM)
	Regional wall motion ↑;

Global LVEF ↑

	Stamm et al
	12 treated
	36±11%
	CD 133+
	1.0-2.8x 106
	3-12

weeks
	Transepicardial

(during CABG)*
	Global LVEF ↑; LVEDV ↓;

Perfusion ↑

	Assmus et al
	51 MNC, 35 CPC,
	40±11%
	MNC

CPC
	1.7±0.8x 108

2.3-1.2x 107
	3-144

Months
	IC
	Global LVEF ↑; (only in 

MNC group)


LVEF indicates left ventricular ejection fraction; CD 133, bone marrow-derived CD 133+ cells; MNC, bone marrow-derived mononuclear cells; CPC. Circulating blood-derived progenitor cells; MI, myocardial infarction; CAGB, coronary artery bypass grafting; EMM, electromechanical mapping; IC, intracoronary; LVEDV, left ventricular end-diastolic volume; *CABG of noninjected territories only; †CABG of injected and noninjected territories; ‡Effects only within cell therapy groups.  Values are means±SD.

