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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Zawal mie$nia sercowego to ograniczona martwica tkanek spowodowana niedotlenieniem. Na sku-
tek zawatu ginie od 0,5 do 1 miliarda kardiomiocytéw (CM), komdrek majacych zdolno$¢ sponta-
nicznego skurczu. Poniewaz ludzkie serce ma ograniczong zdolno$¢ do regeneracji, podejmowane
sg rézne proby zwiekszania liczby kardiomiocytéw w pozawalowym sercu. Préby te polegaja na
transplantowaniu do mie$nia sercowego: 1) mioblastéw szkieletowych i kardiomiocytéw; 2) komérek
progenitorowych/macierzystych teoretycznie majacych zdolno$¢ do réznicowania sie w kierun-
ku kardiomiocytéw; 3) komdrek pluripotentnych: embrionalnych komdrek macierzystych (ESC)
i indukowanych komérek macierzystych (iPSC) réznicujacych sie do kardiomiocytéw, a takze na
4) przeprogramowaniu in situ fibroblastéw do aktywnych kardiomiocytéw czy 5) stymulacji proli-
feracji kardiomiocytéw in situ za pomocg czynnikéw farmakologicznych. Z tych pieciu propozycji
teoretycznych na uwage zastuguja propozycje: druga, czwarta i pigta. Doswiadczenia przedklinicz-
ne i kliniczne wskazujg na niewielkg zdolno$¢ do réznicowania komérek progenitorowych (pro-
pozycja druga). Niemniej, pojawiajace sie podczas terapii efekty parakrynne wywotywane przez
transplantowane komérki poprawiaja funkcje uszkodzonego zawatem serca. Rozwigzaniem pozwa-
lajgcym zwiekszy¢ liczbe CM, jest tzw. zabieg przeprogramowania in situ fibroblastéw do aktyw-
nych kardiomiocytéw (propozycja czwarta), a takze stymulacja in situ proliferacji spoczynkowych
kardiomiocytéw (propozycja piata). Wydaje sie, ze optymalnym rozwiazaniem terapeutycznym
(zwiekszajacym frakcje wyrzutowa lewej komory i zmniejszajacym blizne pozawatowg) moze sie
staé potaczenie czynnikéw stymulujacych efekty parakrynne z przeprogramowaniem fibroblastéw.

zawat - regeneracja migsnia sercowego - kardiomiocyty - transplantowanie komorek progenitorowych
« efekty parakrynne - przeprogramowanie fibroblastow

Summary

Myocardial infarction is underoxygenation-driven limited necrosis of heart tissues which results in
elimination of ca. 0.5 to 1 billion spontaneously contracting cardiomyocytes (CM). Since the ability
of human heart to regenerate is limited, efforts have been undertaken to increase the number of
cardiomyocytes in post-infarction myocardium. Theoretically, such proposals might involve trans-
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plantation of 1) skeletal myoblasts and cardiomyocytes, or 2) progenitor/stem cells, theoretically
capable of differentiating into cardiomyocytes, or 3) pluripotent cells such as embryonal stem cells
(ESC) and induced pluripotent stem cells (iPSC) differentiating into cardiomyocytes. The efforts to
increase CM could also involve 4) in situ reprogramming of fibroblasts into active cardiomyocyte-like
cells, or 5) stimulating in situ proliferation of cardiomyocytes using pharmacological agents. Only
three proposals merit closer scrutiny (2, 4 and 5). However, preclinical and clinical data have de-
monstrated weak ability of progenitor cells to differentiate (proposal 2). Nevertheless, transplanted
cell-induced paracrine effects accompanying such therapy do improve functioning of the damaged
heart muscle. The proposals that would permit the number of CM to be increased include in situ
reprogramming of fibroblasts into active cardiomyocytes (proposal 4), as well as in situ stimulation
of quiescent cardiomyocytes’ proliferation (proposal 5). It appears that an optimized therapeutic
solution (increasing left ventricular ejection fraction and decreasing the post-infarct scar) might
combine agents stimulating paracrine effects and reprogramming of fibroblasts.

infarction - heart muscle regeneration - cardiomyocytes - transplanting progenitor cells - paracrine effects
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Wsrtep

Zawal mie$nia sercowego to ograniczona martwica tka-
nek spowodowana niedotlenieniem. Zmiany morfologicz-
ne w zawale mies$nia sercowego przebiegaja od martwi-
cy skrzepowej poprzez fagocytoze obumartych wiékien
przez makrofagi az do powstania skolagenizowanej blizny
[16]. W pozawalowym mie$niu sercowym ginie od 0,5 do 1
miliarda kardiomiocytéw, komérek zdolnych do sponta-
nicznego skurczu [26]. Czy tak rozlegte ubytki kardiomio-
cytéw w pozawatowym mie$niu sercowym mozna uzu-
petnié? Czy w mie$niu sercowym u ludzi zachodzi proces
regeneracji, odtworzenia brakujacych kardiomiocytéw?

Zdolno$¢ do regeneracji amputowanego koniuszka serca
(20% masy komory) zaobserwowano u ryb (Danio rerio),
a takze u jednodniowych myszy [25,26]. U siedmiodnio-
wych myszy zdolno$¢ ta jednak zanika [42]. Regeneracja
uryb i jednodniowych myszy polega gtéwnie na prolife-
racji preegzystujacych kardiomiocytéw. W regeneracji
pozawatowego serca u dorostych myszy okoto 15% kar-
diomiocytéw powstaje z komérek progenitorowych [26].

Zaréwno zdolno$¢ komdrek progenitorowych/macierzy-
stych do réznicowania sie w kierunku kardiomiocytéw,
jak 1 do proliferacji jednojadrzastych, diploidalnych kar-
diomiocytéw, maleje z wiekiem [26]. Mimo wystepowania
w sercu tzw. progenitorowych komdrek serca CPC (cardial
progenitor cells), u dorostych osobnikéw obserwuje sie

raczej ubytki kardiomiocytéw niz wzrost ich liczby. Liczba
proliferujacych, jednojadrzastych diploidalnych kardio-
miocytéw w sercu wyzszych organizmdéw jest stosunkowo
niska. U zdrowych myszy proliferuje zaledwie 0,0006% kar-
diomiocytéw [26]. U myszy z zawalem, na granicy tkanki
prawidlowej z blizng pozawatowa, liczba dzielacych sie kar-
diomiocytéw wzrasta do 0,0083%. Wydaje sie oczywistym,
ze zwiekszajac liczbe aktywnych kardiomiocytéw powinno
sie uzyskaé poprawe pracy mie$nia sercowego. Tylko w jaki
znaczacy sposéb mozna zwiekszy¢é w pozawatowym mie-
$niu sercowym liczbe aktywnych kardiomiocytéw?

Istnieje kilka mozliwych sposobédw powiekszenia ich licz-
by (ryc. 1). Pierwszym z nich jest transplantacja do uszko-
dzonego mies$nia sercowego komérek majacych zdolnosé
kurczenia sie: kardiomiocytéw lub mioblastéw mie$ni
szkieletowych [36]. Sposéb drugi polega na wprowadzeniu
do uszkodzonego mie$nia sercowego progenitorowych
komdérek CPC, ktére moglyby sie réznicowaé do funk-
cjonalnych kardiomiocytéw [9]. Trzecia propozycja jest
pewna odmiana wersji drugiej i polega na wprowadzeniu
do uszkodzonego migénia sercowego pluripotentnych ko-
mdérek macierzystych réznicujacych sie do kardiomiocy-
téw [33]. Czwarty sposéb polega na przeprogramowaniu
in situ fibroblastéw do aktywnych, diploidalnych kardio-
miocytéw [20]. Rozwigzanie pigte to stymulacja prolife-
racji spoczynkowych, jednojadrzastych, diploidalnych
kardiomiocytéw in situ za pomoca czynnikéw farmakolo-
gicznych [26]. W artykule oméwimy sposoby zwiekszania
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(A) Dodatkowe CM/ mioblasty

(B) CPC = CM

(C) ESC—> M
iPSC— CM

(D) Reprogramowanie:
fibroblasty = CM

—> Uszkodzony miesien sercowy ————>

Regeneracja
(wzrost liczby CM)

(E) Proliferacja
endogennych CM

Ryc. 1. Schemat pieciu potencjalnych rozwiazan terapeutycznych, ktdrych celem jest uzyskanie wzrostu liczby kardiomiocytow w pozawatowym sercu; A - transplantacja
do migsnia sercowego komdrek kurczliwych: mioblastow szkieletowych i kardiomiocytow; B - transplantacja komdrek progenitorowych/macierzystych zdolnych do
roznicowania sie w kierunku kardiomiocytéw; C - transplantacja komorek pluripotentnych ESCiiPSC réznicujacych sie do kardiomiocytéw; D - transréznicowanie in situ
fibroblastéw do aktywnych kardiomiocytéw; E - stymulagja proliferadji kardiomiocytw in situ za pomoca czynnikéw farmakologicznych

liczby kardiomiocytéw w pozawatowym sercu oraz prze-
dyskutujemy konsekwencje ich stosowania.

PODSTAWOWE ZALOZENIA TERAPEUTYCZNE

Pierwsza propozycja terapeutyczna polega na transplantacji
do pozawatowego miesnia sercowego komérek kurczliwych:
mioblastéw miesni szkieletowych lub kardiomiocytéw
[34,36]. Okazato sie jednak, ze przeszczepiane do mie$nia
sercowego mioblasty nie byty w stanie integrowa¢ elektrofi-
zjologicznie zendogennymi kardiomiocytami znajdujgcymi
sie w sercu [30,36]. Niezintegrowane egzogenne mioblasty
wywolywaly niebezpieczng arytmie komorowa.

Do uszkodzonego zawalem fragmentu miesnia sercowe-
go usitowano takze wprowadzaé kardiomiocyty powstate
w wyniku réznicowania in vitro pluripotentnych ludzkich
embrionalnych komérek macierzystych ESC (embryonic
stem cells) [36]. Podobnie jak mioblasty, réwniez wszcze-
pione ludzkie kardiomiocyty nie integrowaly ze znajduja-
cymi sie w sercu endogennymi kardiomiocytami myszy.
Wprawdzie po transplantacji do mie$nia sercowego egzo-
genne kardiomiocyty ludzkie tworzyty ze soba syncytium,
nie mogty jednak utworzy¢ takiego syncytium z endogen-
nymi kardiomiocytami myszy [26]. Kardiomiocyty ludzkie
byly oddzielone od kardiomiocytéw myszy warstwa tkanki
tacznej. Niewykluczone, ze ten brak funkcjonalnej integra-
cji wprowadzonych egzogennych ludzkich komérek z my-
simi komérkami moze by¢ spowodowany réznicami w cze-
stotliwo$ci skurczédw (u ludzi ~ 80/min, u myszy ~500/min),
atakze innymi przyczynami, jak choéby stanem zapalnym
wywolanym przez wprowadzone ludzkie komérki [17,34].

Druga propozycja terapeutyczna polegata na wprowadzaniu
(wszczepianiu) w rejony zawatowe komdrek progenitoro-
wych/macierzystych [9,23,44]. Nie bez powodu zaktadano,

ze komorki te beda réznicowaly sie w kierunku kardiomio-
cytéw (CM), a takze do komdrek miesni gtadkich (SM) i ko-
mérek §rédblonkowych (EC). W badaniach tych usitowano
wykorzystaé przede wszystkim progenitorowe komdrki
CPC, tzw. rezydujace, wystepujace w mieéniu sercowym,
jak ikomdrki CPC wystepujace w szpiku kostnym. W tabeli 1
przedstawiono liste, jak dotad, poznanych progenitorowych
komérek serca. Najcze$ciej badanymi komérkami CPC byty
komorki c-Kit* oraz komérki, ktére spontanicznie tworzyty
kuliste, tréjwymiarowe struktury zwane kardiosferami[6,9].

Pierwsze do$wiadczalne préby z udziatem komérek c-Kit*
okazaty sie niezwykle obiecujace [3]. Badania sugerowaly
zdolno$¢ wyizolowanych z mie$nia sercowego komérek c-
-Kit" do réznicowania in vitro w kardiomiocyty, a takze do
komérek mie$ni gtadkich i komérek srédbtonkowych. Wsz-
czepiane zwierzetom o upo$ledzonym uktadzie odporno-
$ciowym ludzkie komdrki c-Kit* miaty sie réznicowac do
komérek CM oraz EC i tworzy¢ swego rodzaju chimeryczne
mysie serca zawierajace ludzkie kardiomiocyty oraz ludzkie
naczynia krwiono$ne. Rezultaty tych badan staly sie pod-
stawg projektu klinicznego (NCT00474461).

Niestety, inne badania wskazywaty na znacznie mniejsza
zdolno$¢ regeneracji mie$nia sercowego pod wptywem
wszczepianych komérek c-Kit* [54]. Jeszcze inne prace
podawaty nawet w watpliwo$¢ zdolno$¢ komdrek c-Kit*
do réznicowania [56]. Takze pochodzenie komérek c-Kit*
stalo sie przedmiotem kontrowersji. Niektérzy uwazaja,
ze komérki c-Kit* sg pochodzenia szpikowego i pojawiaja
sie w sercu dopiero w nastepstwie zawatu [52]. Komér-
ki c-Kit* majg bra¢ udzial w tzw. przejsciu angiogennym
w uszkodzonym mies$niu sercowym [15].

Podobnie komérki progenitorowe tworzace kardiosfery
wzbudzity kontrowersje [10,31]. Pojawily sie nawet do-
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Tabela 1. Fenotypowe cechy rezydentnych komadrek progenitorowych CPC

c-Kit* c-Kit*, Lin",CD45", CM, SMC, EC
(wg [6]) (takze: Gata4*, Gata5*,

Mef2fct, Nkx2.5%)
SP/CPC ABCG2*, Scal*, CD45, CM, SMC, EC
(Side Population Cells) c-Kit*,CD34*, CD31-
(wg [6]) Gata4*, Mef2fe*,

Nkx2.5*
Scal* Scalt, c-Kit*, CD34", CM, SMC, EC
(wg [6) CD45* (niektore:

CD31%,Gata4*, Mef2fc*,

Nkx2.5*, TEF-1*)
CS/CDS (Cardiosphere) Scalt, c-Kit*, CD34", CM, EC
(wg [6]) CD31*
SSEA-1 (Stage — Spheric SSEA-1* (Nkx2.5, CM, SMC, EC
Embrionic Antigen-1 Isl-1)  Gata4* u noworodkow,
(wg [6]) u dorostych OCT3/4*)
Isl-1* Isl-1*, Nkx2.5*, FLk-1* CM, SMC, EC
(wg [6])
EPDC (Epicardium — WT-1*, Tbx18*, Raldh2*, Fibroblasty, SMC,
Derived Cells) Gata5* (niektére: c-Kit* EC, CM
(wg [6]) lub Flk-1*)
CStC (Cardiac Stromal CD105*, CD73¢, Adipocyty,
Cells) CD29+*,CD44*, CD13*, chondrocyty
(wg [48]) CD34-, CD45-, CD14" osteocyty, CM, EC

CM- kardiomiocyty; SMC- komorki migsni gtadkich; EC- komorki srodbtonkowe

niesienia sugerujace, ze kardiosfery sg tworzone przez
fibroblasty, by¢ moze takze przez kardiomiocyty [1]. Mimo
tych kontrowersyjnych opinii komérki kardiosfer staty sie
przedmiotem badan klinicznych (NCT00893360).

Przedmiotem licznych prac byly réwniez, uwazane za ko-
mérki progenitorowe/macierzyste, izolowane ze szpiku jed-
nojadrzaste komérki BMMNC (bone marrow mononuclear
cells [9]), a takze bedace subpopulacjg komdrek BMMNC,
mezenchymalne komérki macierzyste MSC (mesenchymal
stem cells) [13].

Whbrew wcze$niejszym doniesieniom [41] okazalo sie jednak,
ze jednojadrzaste komérki izolowane ze szpiku (BMMNC)
nie réznicuja sie do funkcjonalnych, zdolnych do sponta-
nicznego kurczenia sie, kardiomiocytéw [38]. Zdaniem Bal-
sama i wsp. [2] komérki BMMNC nie biorg udziatu w rege-
neracji mie$nia sercowego. Pojawily sie takze watpliwosci

co do réznicowania sie komérek MCS do kardiomiocytéw
[40,47]. Mimo tych krytycznych uwag, zaréwno komdrki
BMMNC jak i komérki MCS, staly sie przedmiotem wielu
badan klinicznych [9].

Obecnie uwaza sie, ze tylko niektdre pluripotentne komérki
macierzyste, takie jak ESC czy indukowane pluripotentne
komérki macierzyste iPSC (induced pluripotent stem cells)
majg zdolno$¢ réznicowania do funkcjonalnych, sponta-
nicznie kurczacych sie, kardiomiocytéw [26]. Teoretycznie
komérki te po wszczepieniu do pozawatowego migsnia ser-
cowego powinny réznicowaé sie do kardiomiocytéw (trzecie
rozwigzanie terapeutyczne).

Komdrki ESC to komérki embrionalne, majace zdolno$é do
réznicowania w rozmaite typy komdrek, w tym takze do ko-
mérek kardiomiocytéw [37]. W procesie réznicowania in vi-
tro do kardiomiocytéw bierze udziat wiele czynnikéw (m.in.
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aktywina i morfogenetyczne biatka BMP). Koticowym ,,pro-
duktem” takiego procesu sa w pelni funkcjonalne, kurczliwe
kardiomiocyty [26]. Wtasnie tak uzyskane komérki wprowa-
dzano do uszkodzonego miesnia sercowego (zob. rozwiaza-
nie pierwsze). Jak na razie zaniechano préb wprowadzenia
do mie$nia sercowego samych komdrek ESC (cho¢ w swoim
czasie udane préby przedkliniczne z mysimi komérkami ESC
zostaly juz przeprowadzone [33]). Na przeszkodzie stoja jed-
nak wzgledy etyczne i prawne (komérki ESC to komérki po-
chodzace z ludzkich ptodéw), wzgledy biologiczne (komérki
ESC moga ujawnic teratogenne i tumorogenne wlasciwosci),
wzgledy immunologiczne (komérki ESC indukujg odpowied?
odporno$ciowa). Z tych tez powodéw uwaza sie, ze to raczej
pluripotentne komdrki iPSC moga nadawaé sie bardziej do
celéw terapeutycznych niz komérki ESC [39].

Komdrki iPSC to zmodyfikowane genetycznie komdrki fi-
broblastéw, do ktérych wprowadzono geny kodujgce cztery
czynniki transkrypcyjne: Oct4, Sox2, KIf4 i c-Myc [51]. Te
cztery czynniki transkrypcyjne w swoisty sposéb warunku-
jatzw. ,,macierzysto$¢” komdrek. Zmodyfikowane komérki
zachowujg sie jak komérki macierzyste: maja zdolno$¢ do
samoodnowy i réznicowania w rézne typy komdrek (w tym
do kardiomiocytéw). Wzgledy etyczne nie ograniczajg sto-
sowania komdrek iPSC w terapii. Niemniej, podobnie jak
komérki ESC, réwniez komdérki iPSC moga indukowaé po-
tworniaki oraz stymulowaé odpowiedZ odpornosciowa [5,9].

Rozwiazanie czwarte polega na konwersji, przeprogramowa-
niu epigenetycznym komérek fibroblastéw do aktywnych
kardiomiocytéw [20]. Czynnikami stymulujgcymi taki pro-
ces okazaly sie na przyktad czynniki transkrypcyjne: Gata4,
Mef2c, Tbx5. Czynniki te biorg udzial w powstawaniu mie-
$nia sercowego. Czynnik Gata4 ma by¢ czynnikiem rozluz-
niajgcym strukture chromatyny i umozliwiajacym przyta-
czenie pozostatych czynnikéw transkrypcyjnych [19]. Nowo
powstajace in vitro indukowane kardiomiocyty (iCM) maja
cechy fenotypowe swoiste dla kardiomiocytéw: wykazuja np.
charakterystyczne biatka CM (m.in. a-aktynine i troponine
T). Komérki iCM zawierajg sarkomery, poprzeczne prazko-
wanie i majg zdolno$¢ spontanicznego kurczenia sie [20]. Nie
tylko te trzy (,,kanonicze”) czynniki transkrypcyjne (Gata4,
Mef2c, Tbx5) indukujg konwersje fibroblastéw do kardio-
miocytéw. Najnowsze badania wskazuja, ze wprowadzenie
do tego zestawu dodatkowego czynnika Hand2 [49] lub pep-
tydu tymozyny (4 [45], a nawet proangiogennego czynnika
VEGF [32] znacznie zwieksza wydajno$¢ przeprogramowa-
nia. Reakcje konwersji (przeprogramowania) fibroblastéw do
kardiomiocytéw mozna takze wywotaé za pomoca innego
zestawu czynnikéw transkrypcyjnych: Mef2c, Myocd, Tbx5
[43]. Mozna réwniez uzyskaé z uzyciem mikroRNA (zestawu
zawierajgcego: mir-1, mir-133, mir-208, mir-499) [24]. W tym
ostatnim przypadku wprowadzenie dodatkowego czynni-
ka: inhibitora szlaku sygnatowego JAK znacznie zwiekszyto
wydajno$¢ reakgji przeprogramowania. Reakcja konwersji
fibroblastéw do funkcjonalnych kardiomiocytéw jest reak-
cja, ktérej powodzenie zalezy od liczby komérek, do ktérych
wprowadzono docelowe geny, poziomu ekspresji wprowa-
dzonych transgendw, a takze stechiometrii powstajacych
czynnikéw transkrypcyjnych [7,11,50,55].

Reakcja przeprogramowania generuje funkcjonalne, inte-
grujgce z pozostalymi kardiomiocytami komdérki iCM. Ko-
mérki te pod wzgledem fenotypowym sa podobne do ,,na-
tywnych” kardiomiocytéw, nie sg jednak identyczne [19].
Reakcja przeprogramowania przebiega duzo wydajniej in
vivo niz in vitro. Przypuszczalnie istotny wptyw na te reak-
cje wywiera mikro$rodowisko i czynniki wydzielane przez
komdrki znajdujace sie w mie$niu sercowym [49]. Liczba
komdrek (fibroblastéw), do ktdrych in vivo wprowadza sie
odpowiednie zestawy genéw (wprowadzonych najcze$ciej
za pomoca retrowiruséw) waha sie od 2-6% [49] az do 35%
[45] i nie odbiega od liczby komdrek stransdukowanych in
vitro. Takie liczby stransdukowanych komdrek (fibrobla-
stéw) sg wystarczajace do wywotania wyraznych efektéw
terapeutycznych: frakcja wyrzutowa lewej komory u bada-
nych myszy wzrasta prawie dwukrotnie, natomiast blizna
pozawatowa zmniejsza sie prawie o potowe [49]. Podobne
efekty terapeutyczne zaobserwowano w wielu do§wiadcze-
niach przeprowadzonych u myszy [21,32,45].

Przeprogramowanie fibroblastéw mozna takze uzyska¢ sto-
sujac zupehie inny zestaw czynnikéw transkrypcyjnych.
Wedtug Efego i wsp. wprowadzenie in vitro do fibroblastéw
czterech gendw kodujacych takie czynniki transkrypcyjne
jak: Oct4, Sox2, K1f4, c-Myc (,,Kwartetu Yamanaki”) inicjuje
proces przeprogramowania tych komdrek [12]. Zahamowa-
nie aktywnosci szlaku sygnatowego JAK-STAT (Janus kinase-
-signal and activation of transcription) hamuije pluripotent-
ne przeprogramowanie fibroblastéw. Natomiast dodatek
kardiogennego biatka BMP4 jest niezbedny do powstania
aktywnych, kurczliwych kardiomiocytéw.

Reakcja przeprogramowania in vivo fibroblastéw (stanowig-
cych prawie 50-60% wszystkich komdrek serca) do kardio-
miocytéw jest reakcja jeszcze nie w pelni zdefiniowang i nie
zawsze efektywna. Wymaga doktadnego zbadania. Niemniej
jednak, zwieksza liczbe aktywnych kardiomiocytéw w poza-
watowym sercu i moze mie¢ w przysztosci duze znaczenie
terapeutyczne.

Ostatnie, piate rozwiazanie terapeutyczne polega na sty-
mulacji proliferacji jednojadrzastych spoczynkowych, di-
ploidalnych kardiomiocytéw wybranymi mitogenami. Oka-
zuje sie, ze FGF-1 wraz z inhibitorem kinazy MAP [14], jak
i czynnik wzrostowy zwany neureguling (NRG1) i jej recep-
tor ErbB4 [5] stymulujg proliferacje kardiomiocytéw. NRG1
indukuje w ciagu 9 dni proliferacje u okoto 1,7% wszystkich
zréznicowanych kardiomiocytéw [5]. Dla poréwnania warto
rozwazy¢, ze u nizszych kregowcéw (np. traszek) liczba pro-
liferujacych kardiomiocytéw wynosi 29%, u ryb nawet 95%
[5]. 1 choéliczba (1,7%) proliferujacych kardiomiocytéw jest
duzo nizsza od liczby proliferujacych CM u nizszych orga-
nizméw, niemniej jest wystarczajaca do tzw. remodelowa-
nia pozawatowego serca (zmniejszanie sie hipertrofii) [5].

KRYTYCZNA OCENA PROPOZYCJI TERAPEUTYCZNYCH

Sposdb pierwszy wiasciwie zostat zarzucony [26]. Drugi,
choé najczesciej badany, okazat sie trudny do interpre-
tacji: wprowadzone do mieénia sercowego komérki pro-
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Ryc. 2. Komdrki CPC, BMMNG, MSCindukuja tzw. efekty parakrynne. Efekty parakrynne moga stymulowac wzrost frakcji wyrzutowej lewej komory (LVEF),
zmniejszenie blizny pozawatowej, wzrost unaczynienia i poprawg perfuzji miesnia sercowego

genitorowe lub uwazane za macierzyste, nie réznicowaty
sie do kardiomiocytéw i ginely w ciagu 2-3 tygodni. Jesli
nawet komérki progenitorowe réznicowaty sie do kar-
diomiocytéw, to liczba nowo powstatych kardiomiocytéw
byta niewystarczajaca do poprawy funkcji uszkodzonego
mie$nia sercowego [27]. Niemniej, krétko zyjace wszcze-
pione komérki pozwalaty uzyskaé pewien efekt terapeu-
tyczny (gtéwnie wzrost frakcji wyrzutowej lewej komory)
[9]. Efekty terapeutyczne utrzymywaly sie nawet wtedy,
kiedy w pozawatowym sercu nie stwierdzano obecnosci
wprowadzonych komérek. Trzeci sposéb: zastosowanie
w terapii komérek ESC i iPSC, z oczywistych wzgledéw
zostato wstrzymane. Czwarty sposdb: przeprogramowa-
nie fibroblastéw (gléwnego sktadnika blizny pozawatowe;j
[17]) do aktywnych kardiomiocytéw umozliwit uzyskanie
do$¢ znacznych efektédw terapeutycznych. W przysztosci
sposéb ten moze sie staé podstawowym zabiegiem tera-
peutycznym. Niemniej, wymaga rozwigzania niektérych
probleméw zwigzanych choéby ze stosowaniem retro-
wiruséw jako no$nikéw gendéw. Integrujace z genomem
komérek docelowych retrowirusy moga indukowac tzw.
niestabilno$¢ genetyczng i indukowad powstanie nowo-
twordw. Pigty, ostatni sposéb wydaje sie najprostszym,
nieinwazyjnym i systemowym zastosowaniem czynni-
kéw zwiekszajacych liczbe aktywnych kardiomiocytéw.
Podstawowa wadg pozostatych czterech sposobdéw jest
ich inwazyjne zastosowanie.

EFEKTY PARAKRYNNE STYMULOWANE PRZEZ WSZCZEPIANE KOMORKI

Efekty parakrynne sg spowodowane przez wszczepiane do
pozawatowego miesnia sercowego komérki , terapeutycz-
ne”: wyizolowane z mie$nia sercowego rezydujace komor-
ki CPC lub komdérki progenitorowe pochodzace ze szpiku
BMMNC lub MSC.

Wprowadzone do uszkodzonego mies$nia sercowego ko-
mérki, zaréwno komdrki ,,rezydentne” CPC, jak i komor-
ki pochodzenia szpikowego, ging w do$¢ krétkim czasie.
W drugim tygodniu po transplantacji przezywato zaledwie
2% wszczepionych komérek MSC [29], a w trzecim nie ob-
serwowano ich obecnosci [22]. Przypuszcza sie, ze wpro-
wadzone komdrki ging z powodu stresu oksydacyjnego,
stanu zapalnego, w wyniku dziatania cytotoksycznych cy-
tokin uwalnianych w mie$niu sercowym, czy tez braku od-
powiedniej macierzy pozakomérkowej (ECM) w mie$niu

sercowym umozliwiajacej odpowiednie ,,zasiedlenie” prze-
szczepianych komérek [46]. Jednak u tak ,leczonych” zwie-
rzat, uktérych stwierdzono znaczny ubytek wszczepionych
komérek, obserwowano nieoczekiwane efekty terapeutycz-
ne. Wyniki metaanaliz [36] wskazywaly, ze za efekty te (np.
krétkoterminowa poprawe wielkosci frakcji wyrzutowe;j le-
wej komory, zmniejszenie blizny pozawatowej, wzrost licz-
by mikronaczyt) odpowiadaja raczej endogenne komdrki
(m.in. kardiomiocyty, fibroblasty, komérki §rédblonkowe
mikronaczyn, komérki CPC) stymulowane przez czynniki
wzrostowe i cytokiny wydzielane przez wprowadzone ko-
mérki, niz przez ewentualne kardiomiocyty, ktére miaty
powsta¢ w wyniku procesu réznicowania progenitorowych
komdrek (ryc. 2). Te nieoczekiwane efekty terapeutyczne
okresla sie mianem efektéw parakrynnych lub parakryn-
nym przekazywaniem sygnatéw.

Zestawy wydzielanych przez komdérki czynnikéw wzrosto-
wych i cytokin, tzw. sekretomy, wydaja sie charakterystycz-
ne dla komdrek , terapeutycznych”. Na przyktad komdérki
BMMNC wydzielajg gtéwnie czynniki stymulujace angioge-
neze (m.in. bFGF, VEGF, IL-1f, HGF, SDF-1) [35]. Natomiast
komérki MSC wydzielaja czynniki o szerszym zakresie dzia-
tania. Komérki te wydzielaja czynniki, ktére biorg udziat
m.in. w protekgji istniejacych komdrek kardiomiocytéw, np.
czynnik HASF (hypoxic induced Akt regulated stem cell fac-
tor), w neowaskularyzacji (m.in. angiopoetyna 1 i 2, VEGF,
bFGF, HGF) i w remodelowaniu macierzy pozakomérkowe;j
(m.in. inhibitor metaloproteinazy 1 (TIMP-1), TGF-p) [35].
Komérki CPC wydzielaja gtéwnie VEGF i HGF, czynniki in-
dukujgce angiogeneze [35].

Sktad sekretomu, biatek wydzielanych przez komérki trans-
plantowane, moze by¢ w rézny sposéb modyfikowany [46].
Zmodyfikowane genetycznie komérki mogg wytwarzac $ci-
$le okreslone zestawy biatek. Na przyktad komérki MSC, do
ktérych wprowadzono gen Akt wydzielaja czynniki pro-
angiogenne (m.in. VEGF, FGF-1, IGF-2, HGF) [18]. Komér-
ki MSC, do ktérych wprowadzono gen kodujacy chemo-
taktyczne biatko SDF-1, wydzielajg HGF, ale jednocze$nie
hamujg synteze kolagenéw 11 111, a takze metaloproteinaz
MMP-2 i MMP-9 [53].

Oprécz genetycznych modyfikacji komérki, zwtaszcza ko-
mérki MSC, moga by¢ takze ,,prekondycjonowane”: ich me-
tabolizm moze by¢ modyfikowany przez hipoksje lub szok
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cieplny. Sekrecyjne wtasciwosci komdrek MSC mogg by¢
takze modulowane przez rézne czynniki farmakologiczne
(np. estrogeny, atorwastatyne), a takze przez dziatanie
zwiekszonego ci$nienia tlenu. Tak zmodyfikowane komér-
ki, wprowadzane do mie$nia sercowego, moga by¢ nie tyl-
ko oporne na dziatanie czynnikéw indukujacych apoptoze.
Wydzielajac okreslone cytokiny i czynniki wzrostu komérki
moga réwniez stymulowaé $cisle okre$lone procesy: wzrost
unaczynienia, czy nawet réznicowanie komérek prekurso-
rowych do kardiomiocytéw [35].

Komérki indukujace efekty parakrynne powinny: (1) mieé
zdolno$¢ przemieszczania sie i rozpoznawania rejonéw
niedotlenionych wystepujacych w bliznie pozawatowej;
(2) by¢ oporne na dziatanie réznych czynnikéw proapop-
totycznych (przeszczepiane komdrki powinny mie¢ stosun-
kowo dtugi czas retencji); (3) stymulowad takie procesy jak
angiogeneze czy ewentualnie réznicowanie komérek CPC;
(4) wptywaé na zmniejszenie blizny pozawatowej (zmniej-
sza¢ zwtdknienie rejonéw pozawatowych).

Komérki MSC nadaja sie najbardziej do takiej terapii ,, para-
krynnej” chocby dlatego, ze sa tolerowane przez uktad od-
porno$ciowy (brak czasteczek HLA klasy 11). Komérki MSC
sg tatwe w hodowli i stabilne pod wzgledem genetycznym.
Majg zréznicowany sktad biatek bioracych udziat w ,,repe-
racji” mie$nia sercowego.

Doktadniejsze badania wykazaly, ze kombinacje réznych
Lterapeutycznych” biatek sa wydzielane przez komérki
w postaci tzw. egzosomdw, pecherzykéw wydzielniczych
o $rednicy 40-100 nm otoczonych podwéjng warstwa lipi-

PismiennicTwo

dowa [28]. W pecherzykach tych stwierdzono wystepowanie
nie tylko biatek sekrecyjnych, ale takze miRNA (mikroRNA)
bioracego udziat w regulacji transkrypcji réznych gendw [8].
Do celéw terapeutycznych proponuje sie zaréwno egzoso-
my jak i komdrki terapeutyczne, gtéwnie MSC [27].

ZAMIAST ZAKONCZENIA

Ten krétki przeglad metod terapeutycznych, ktérych ce-
lem jest wzrost aktywno$ci kardiomiocytéw w pozawato-
wym sercu, pozwala wysuna¢ dwa zaskakujgce wnioski:

* Transplantacja komérek progenitorowych/macierzy-
stych nie prowadzi do wzrostu liczby komérek CM, po-
zwala jednak uzyskaé efekty terapeutyczne (tzw. efekty
parakrynne), ktére wyraZznie poprawiaja prace uszko-
dzonego zawatem serca.

* Najbardziej realnym, niezwykle korzystnym rozwigza-
niem terapeutycznym pozwalajacym znacznie zwigkszy¢
liczbe CM jest tzw. zabieg przeprogramowania in situ fi-
broblastéw do aktywnych kardiomiocytéw.

Niewykluczone, ze nowym rozwigzaniem terapeutycz-
nym moze sie okaza¢ powigzanie czynnikéw stymulujg-
cych efekty parakrynne z przeprogramowaniem in situ
fibroblastéw do kardiomiocytéw.

Juz z tego krétkiego przegladu metod terapeutycznych
widaé, ze kardiomioplastyka jest w fazie swoistej ewo-
lugji. I jak to bywa z procesami ewolucyjnymi: nigdy nie
wiadomo w jakim kierunku sie rozwina.
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