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PROANGIOGENIC CELL THERAPY: HYPE OR HOPE?
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Streszczenie: Udowodnienie istnienia komdrek progenitorowych srédblonka — EPC (ang.
endothelial progenitor cells) i ich udzialu w postnatalnym powstawaniu naczyn krwionosnych
znaczaco wplynelo na perspektywe mozliwosci zastosowania terapeutycznej angiogenezy w
leczeniu chordb uktadu krazenia oraz innych schorzen zaleznych od unaczynienia tkanki.
Poczatkowe badania dotyczace komdrek EPC wyraznie sugerowaly, ze zastosowanie ich w
klinice moze przynie$¢ poprawe jakosci zycia wielu chorym niekwalifikujacym si¢ do rewasku-
laryzacyjnych zabiegdw operacyjnych. Jednak podjete pdzniej pierwsze proby kliniczne tera-
pii komorkowej z wykorzystaniem komorek EPC mocno zweryfikowaly te hipotezg, nie zachwy-
cajac wynikami terapeutycznymi. Dodatkowo, brak $cisle ustalonych markerow pozwalajacych
jednoznacznie zidentyfikowac te populacje komorkowa oraz brak wystarczajacych danych o
molekularnych mechanizmach funkcjonowania EPC utrudnia badania dotyczace proangiogen-
nej terapii komdrkowej. Jednak mimo tych trudnosci, prace nad zastosowaniem tej strategii w
chorobach uktadu krazenia postgpuja w ogromnym tempie, a nowe odkrycia w tej dziedzinie
budza duze nadzieje.

Stowa kluczowe: proangiogenna terapia komorkowa, komorki progenitorowe srodblonka, angiogeneza,
waskulogeneza.

Summary: The discovery of endothelial progenitor cells (EPCs) and demonstration of their participation
in postnatal new blood vessel formation accelerated their application for therapeutic angiogenesis in
cardiovascular diseases and vascularity-dependent disorders treatment. First experiments done on EPCs
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suggested that usage of these cells in clinic may improve the quality of life of the patients not curable with
standard revascularizing surgery. However, the clinical trials of cell therapy with EPCs were not as fruitful
as expected. In addition, lack of specified antigens helpful in EPCs population identification and lack of
data concerning molecular mechanisms of EPCs function hamper the research on proangiogenic cell
therapy. But despite these difficulties, researchers keep hardworking on the strategy of therapeutic
angiogenesis and the new discoveries seem to be promising.

Key words: proangogenic cell therapy, endothelial progenitor cells, angiogenesis, vasculogenesis.

WASKULOGENEZA 1 ANGIOGENEZA

Powstawanie naczyn krwionosnych jest kluczowe dla rozwoju organizmu i dla
prawidlowego przebiegu proceséw naprawczych, na przyktad gojenia ran skoéry.
Odgrywa rowniez rol¢ w niektorych procesach fizjologicznych w dojrzatym organiz-
mie, takich jak: oogeneza, przerost blony $luzowej macicy w cyklu miesigcznym czy
wzrost wlosow. Proces tworzenia kapilar moze odbywac si¢ w drodze waskulo-
genezy lub angiogenezy. Wyrdznia si¢ rowniez arteriogeneze, ale zjawisko to jest
w istocie dojrzewaniem drobnych naczyn krwionosnych. Waskulogeneza polega na
tworzeniu kapilar z prymitywnych komoérek macierzystych, np. angioblastéw lub
komorek progenitorowych srdédblonka (EPC) (ryc. 1) [65]. Angiogeneza natomiast
jest procesem powstawania naczyn krwionosnych z naczyn juz istniejacych. Polega
na migracji i proliferacji dojrzatych, w petni zr6znicowanych komorek srodbtonka,
ktére zostaja pobudzone ze stanu spoczynkowego na skutek dzialania rozmaitych
czynnikoéw [22]. Sposrdd wielu mediatordw, czynnik wzrostu srodbtonka naczyn —
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niewatpliwie jednymi z najwaz-
EPC niejszych [17, 21].

Do niedawna uwazano, ze
———"///_I unaczynienie postnatalne jest wyla-
cznie wynikiem angiogenezy. Badania
SDF-1, VEGF, angiopoetyna-1, G-CSF ostatnich lat wskazujg jednak, ze za
powstawanie naczyn w procesach
RYCINA 1. Mobilizacja i homing komdérek EPC. naprawczych odpowiedzialne sa

Komorki progenitorowe srodbtonka mobilizowane sa

do krwi pod wptywem gradientu czynnikéw SDF-1, rowniez komorki EPC, ktore

VEGF, angiopoetyny-1, G-CSF. Z pradem krwi docieraja mobilizowane sa do krwi na przyklad
do miejsc uszkodzenia tkanki (ang. homing), gdzie ze szpiku kostnego, po czym do-
uczestnicza w tworzeniu naczyn krwionosnych cieraja do uszkodzonej lub niedotle-
FIGURE 1. EPCs mobilization and homing. EPCs are nionej tkanki, gdzie stymuluja
mobilized into peripheral blood by a gradient of SDF-1, powstawanie kapilar [4, 5, 79].

VEGEF, angiopoietin-1 and G-CSF factors
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NIEEMBRIONALNE I(’OMORKI PROGENITOROWE
SRODBLONKA

W 1997 roku Asahara i jego wspolpracownicy opublikowali w czasopismie
Science prace, w ktorej po raz pierwszy pokazali, ze ludzka krew zawiera komorki
frakeji leukocytarnej zdolne in vifro roznicowaé¢ do komorek srédbtonka [5]. Do
izolacji tych komérek wykorzystano dwa antygeny: CD34 oraz VEGFR-2, ktore
ulegaja ekspresji w hematopoetycznych komdrkach macierzystych, jak rowniez w
komorkach s$rodbtonka. Wyodrebniona w ten sposdb populacja, po kilku dniach
hodowli w warunkach réznicujacych do srédblonka, wykazywata ekspresje CD31,
E-selektyny, srodbtonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS), Tie-2 oraz zdolnosé
internalizacji acetylowanych czastek LDL, czyli cechy charakterystyczne dla $réd-
btonka. W kolejnym eksperymencie wyizolowano tego typu komorki z krwi myszy
z nadekspresja B-galaktozydazy i nastepnie podano je dozylnie do myszy z podwia-
zang tetnica udowa i niedotleniong konczyna tylna. Stwierdzono inkorporacje komérek
B-gal'CD31" w powstatych naczyniach krwionosnych, udowadniajac tym samych
ich udzial w postnatalnej waskulogenezie [5]. Kolejne prace tego samego zespotu
wskazywaly na znaczacy udzial komérek EPC uwalnianych ze szpiku kostnego w
tworzeniu naczyn krwionosnych w modelach zaréwno fizjologicznej, jak i patologiczne;j
neowaskularyzacji: gojeniu ran, przeroscie endometrium i unaczynieniu ciatka zoltego
po indukowanej owulacji, niedokrwieniu konczyny tylnej, zawale serca i wzroscie
nowotworu [4]. W tych doswiadczeniach wykorzystane zostaly myszy transgeniczne
wykazujace konstytutywna ekspresje B-galaktozydazy pod kontrola promotorow
specyficznych dla srodblonka: Tie-2 lub VEGFR-2. Zwierzeta typu dzikiego z
defektywnym ukladem odpornosci poddano radiacyjnej mieloablacji i przeszczepiono
szpik od myszy transgenicznych. Zaobserwowano, ze niedotlenienie tkanki wywotuje
wzrost liczby EPC we krwi obwodowej. Dodatkowo wykazano obecnos$¢ komorek
B-gal” w powstatych strukturach naczyniowych [4]. Eksperymenty te byly kamieniem
milowym w potencjalnym zastosowaniu terapeutycznej angiogenezy w leczeniu
choréb uktadu krazenia u ludzi.

EPC — CZYM SA I SKAD POCHODZA

Najczesciej EPC definiuje si¢ jako komorki krwi obwodowej lub pochodzace ze
szpiku kostnego komorki jednojadrzaste, przylegajace do biatek macierzy pozakomor-
kowej (np. fibronektyny) oraz pochtaniajace acetylowane czastki LDL i wiazace
izolektyng. Dodatkowo komorki te powinny wykazywaé ekspresje markerow
srédblonkowych [5]. Niestety jak dotad nie zidentyfikowano antygenu, ktory ulegatby
ekspresji wylacznie na komoérkach EPC, co zdecydowanie utatwitoby identyfikacje
tej populacji komérkowej. Ludzkie EPC charakteryzuje ekspresja CD133 i c-kit, ktora
zanika w czasie roznicowania. Ponadto, podobnie jak dojrzale ludzkie $rodbtonki,
ludzkie EPC wykazuja ekspresj¢ CD34, VE-kadheryny, VEGFR-2, CD146, CXCRA4,
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vWE, CD31, wychwytuja modyfikowane czasteczki LDL i wiaza izolektyng Ulex
europaeus. Markery mysich EPC w duzej mierze pokrywaja si¢ z ludzkimi, z
pewnymi wyjatkami: mysie EPC wiaza izolektyne BS1 Griffonia simplicifolia
(wiazanie lektyny Ulex europaeus jest specyficzne dla komorek ludzkich), maja
ekspresjg¢ Sca-1 i nie maja antygenow hematopoetycznych. Obecnos$¢ antygenu
CD133 (prominina) nie jest jednoznacznie potwierdzona, a CD34 rzadko wykorzystuje
si¢ do identyfikacji tej populacji. Dojrzate mysie komorki srodblonka traca ekspresje
Sca-1 i c-kit [63] (tab. 1).

Jin Hur i wspdtpracownicy w pracy z 2004 roku po raz pierwszy zwrécili uwage na
heterogenno$¢ EPC, wskazujac, ze zespoly badawcze badajace komorki EPC pracujg na
okreslanych w ten sam sposob, ale de facto rdéznych subpopulacjach komorkowych [33].
Roznorodnosé ta wynika z wielu przyczyn: réznych zrédel izolacji komorek i markerow
wykorzystywanych do identyfikacji populacji oraz niejednako-wych warunkéw hodowli.
Analizujac poszczegolne prace dotyczace EPC oraz wyniki wlasnych eksperymentow trzeba
mie¢ na uwadze wielos¢ populacji EPC, na ktorych pracuja naukowcy.

Jednym z przykladow subpopulacji EPC izolowanych z komérek jednojadrzastych
sq tzw. wezesne i pozne komorki EPC o zupetnie odmiennych wilasciwosciach [33].
Wezesne EPC, o wrzecionowatym ksztalcie, najintensywniej proliferuja pomigdzy
2.1 3. tygodniem od izolacji i sa w stanie przezy¢ do 4 tygodni. Natomiast pozne
EPC, o ksztalcie charakterystycznej dla srodblonka kostki brukowej, pojawiaja sig¢
dopiero okoto 2-3 tygodnia, wykazuja eksponencjalny wzrost pomigdzy 4. a 8.
tygodniem od izolacji i przezywaja w hodowli in vitro do 12 tygodni. Te dwie
subpopulacje EPC wykazuja r6zna ekspresje¢ markeréw VE-kadheryny, receptoréw
1 12 dla VEGF oraz CD45. Pozne EPC produkuja wiecej NO, lepiej inkorporuja
w struktury tworzone przez dojrzale komorki srédblonka oraz efektywniej tworza
tuby na matrizelu. Wczesne EPC wydzielaja wigksze iloSci proangiogennych

TABELA 1. Zestawienie antygenow i wlasciwosci komdrek progenitorowych srodblonka,
dojrzatych $rodblonkéw i komoérek hematopoetycznych
TABLE 1. Antigens and features of EPCs, mature endothelial cells and hematopoietic cells

Komorki progenitorowe Dojrzate komorki srodblonka  |Komoérki hematopoetyczne
$rodblonkowe

Mysz |Sca-17, c-kit", VEGFR-2", [Sca-1", c-kit, VEGFR-2", CD31%, VEGFR-17,
VE-kadheryna®, Tie2", VE-kadheryna®, Tie2", CD146",|CD34", c-kit", vWF",
CXCR4", CD146", vWF', |[vWF", CD31", wychwyt wychwyt acetylowanych
D317, wychwyt acetylowanych LDL, LDL, wigzanie lektyn BS1
acetylowanych LDL, wigzanie lektyny BS1 lub Ulex europeaus

wigzanie lektyny BS1,
D1337, CD34"

Czlo- |CD133", CD34", c-kit", CD133", c-kit, CD34",
wiek |VE-kadheryna®, VEGFR-2",|VE-kadheryna®, VEGFR-2",
CD146%, CXCR4", vWF', |CD146", CXCR4", vWF",

D31", wychwyt CD31", wychwyt
acetylowanych LDL, acetylowanych LDL,
wigzanie izolektyny wigzanie izolektyny

Ulex europeaus Ulex europeaus
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czynnikow: VEGF i IL-8, natomiast in vivo obie subpopulacje wykazuja podobny
potencjat waskulogenny [33].

Yoder i wsp. zwrocili uwage na inne dwa typy komorek, oba nazywane
komodrkami progenitorowymi $rodblonka, ale izolowane w rézny sposéb [94].
Wychodzac z tego samego zrddta — komorek jednojadrzastych krwi obwodowej —
otrzymali dwie absolutnie rézne populacje. W wigkszosci badan, do identyfikacji
ludzkich EPC z krwi obwodowej stosuje si¢ markery CD34, CD133 i VEGFR-2
oraz test tworzenia kolonii. Kryteria te nie sa wystarczajace. Populacje tzw.
CFU-EC (ang. colony forming unit-endothelial cell), uzyskiwana przez negatywna
selekeje komorek jednojadrzastych na fibronektynie, charakteryzuje wysoka ekspresja
markerow srédblonkowych oraz hematopoetycznych. Druga subpopulacja EPC sa
komorki ECFC (ang. endothelial colony-forming cells), ktore izoluje si¢ prowadzac
pozytywna selekcje na kolagenie I. ECFC nie wykazuja ekspresji antygenow
hematopoetycznych CD45, CD14 i CDI115, natomiast prawie 100% komorek
eksprymuje markery srodbtonkowe. Okazuje sig¢, ze te dwie populacje komorek,
niestety w nomenklaturze okreslane tym samym terminem EPC, maja zupehie inne
wiasciwoscei. Jak dowodza autorzy, CFU-EC wywodza si¢ z komodrek hematopoe-
tycznych, maja aktywnos$¢ progenitorow mieloidalnych, réznicuja w fagocytujace
makrofagi i nie tworza funkcjonalnych naczyn krwionosnych in vivo. W przeciwien-
stwie do CFU-EC, ECFC wykazuja duzy potencjat proliferacyjny i co najwazniejsze
tworza in vivo w pelni perfundowane naczynia krwionosne [94].

Pochodzenie komorek EPC nie jest jednoznacznie okreslone. Do tej pory zidenty-
fikowano kilka populacji, z ktérych mozna je otrzymaé. Jedna z nich sa komorki szpikowe,
gdzie pierwotnymi prekursorami EPC sa prawdopodobnie hemangioblasty. Istnienie
wspolnych prekursorow EPC i komorek hematopoetycznych utrudnia rozréznienie i
rozdzielenie tych dwoch populacji, ktdre maja ekspresje antygenow CD31, VEGFRI,
CD34, c-kit, vWF, CD146, zdolnos¢ wychwytu acetylowanych LDL i wigzania izolektyny
[63] (tab. 1). Dlatego populacja komorek, okreslana terminem EPC nie jest jednoznacznie
zdefiniowana; jest to z pewnosScia populacja heterogenna, ktéra zawiera komorki o
fenotypie srodblonkowym, ale rowniez hematopoetycznym. Roznorodnosé antygenow
ulegajacych ekspresji w EPC moze by¢ nawet wigksza, gdyz te komodrki moga
wywodzi¢ si¢ réwniez z monocytow CD14" [87], mieloidalnych lub mezenchymalnych
komorek macierzystych i osiadtych w tkance komoérek macierzystych [74, 88].

EPC W NEOWASKULARYZACJI

Komorki progenitorowe srédbtonka sa mobilizowane ze swoich nisz, na przyktad
ze szpiku kostnego, w odpowiedzi na uszkodzenie tkanki. Krazac we krwi docieraja
do miejsc ischemicznych i moga stymulowaé powstawanie naczyn de novo, czyli
w drodze waskulogenezy (ryc. 2) [11]. Prawdopodobne jest jednak, ze dochodzi
takze do wlaczania si¢ progenitoréw w istniejace struktury naczyniowe (ryc. 2).
Znaczenie tego zjawiska nie jest dobrze poznane — ocenia si¢, na podstawie
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waskulogeneza de novo inkorporacja w istniejace parakrynna stymulacja
struktury naczyniowe neowaskularyzacji

RYCINA 2. EPC w neowaskularyzacji: Komérki progenitorowe srédbtonka moga stymulowaé
neowaskularyzacje w trzech roznych procesach. Tworzenie przez EPC naczyn krwionosnych de novo
to waskulogeneza, w ktorej komorki progenitorowe roznicuja w dojrzate srodbtonki w miejscu uszkodzenia
tkanki. Drugim sposobem jest inkorporacja EPC w istniejace struktury naczyniowe, na zasadzie
uzupelniania miejsc z uszkodzonym srodbtonkiem. Okresla sig, ze trzecia mozliwos¢ — zjawisko
parakrynnej stymulacji dojrzatych komorek $rédbtonka przez EPC — jest najistotniejsza i wystgpuje
najczesciej

FIGURE 2. EPCs in neovascularization. EPCs can participate in neovascularization in three different
ways. Vasculogenesis is a process of blood vessel formation de novo. In this process EPCs differentiate
into mature endothelial cells at site of injury. The second way is an incorporation into existing vasculature,
where EPCs fill the gaps with damaged endothelium. Finally, EPCs can paracrinely stimulate mature, fully
differentiated endothelial cells - this process is believed to be the most common and important
wbudowywania znakowanych progenitorow w $cian¢ naczyn, ze udzial EPC w
nowopowstatych kapilarach wynosi od 0 do 80% [5, 25, 87]. Ozywiong dyskusje
wzbudzita niedawno praca zespotu P. Salvena, w ktorej pokazano, ze powstawanie
struktur naczyniowych w nowotworach nie angazuje, ani nie wymaga komorek
pochodzenia szpikowego, zroznicowanych do srdédblonka [61]. Wyniki te zostaly
potwierdzone rowniez przez inny zespol [90]. Wyniki tych prac sa sprzeczne z
wezesniejszymi doniesieniami dotyczacymi udzialu EPC w postnatalnej neowas-
kularyzacji [44]. Wlasciwie watpliwosci te pozostaja wciaz niewyjasnione ostatecznie.

Rola EPC w neowaskularyzacji moze polega¢ rowniez na parakrynnej stymulacji
komorek srodbtonka juz istniejacych kapilar, gdyz EPC produkuja duze ilosci
czynnikéw wzrostowych, takich jak: VEGF oraz zasadowy czynnik wzrostu fibroblas-
tow (bFGF), czynnik wzrostowy hepatocytéow (HGF), interleukina-8 (IL-8),
ptytkopochodny czynnik wzrostu-BB (PDGF-BB) czy czynnik chemotaktyczny
monocytéw (MCP-1) [29, 86] (ryc. 2). Wydaje sie, ze ten sposdb stymulacji
powstawania naczyn krwionos$nych jest dominujacy. Niedawno ukazaly si¢ prace
demonstrujace skutecznos¢ pobudzenia neowaskularyzacji in vivo przy zastosowaniu
pozywek kondycjonowanych znad komorek progenitorowych srodblonka [7, 18]. W
obliczu trudnos$ci z uzyskaniem duzej liczby komorek do przeszczepienia, ewen-
tualnych zagrozen zwiazanych z wprowadzeniem komdrek EPC do organizmu oraz
technicznych aspektow terapii komorkowej, strategia podania pacjentom mieszaniny
czynnikow wzrostowych produkowanych przez EPC moze okaza¢ si¢ lepszym
rozwigzaniem.
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Komorki prekursorowe EPC mobilizowane sa do krwi przez uwolnione w niedotlenio-
nej tkance cytokiny, takie jak: VEGF, SDF-1, angiopoetyna 1 czy czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytow (G-CSF) [3]. Proces mobilizacji EPC moze by¢ jednak
zaburzony w stanach chorobowych, bowiem u pacjentéw z chorobami ukladu krazenia
liczba EPC we krwi jest obnizona [30, 89]. Uzasadnione jest wigc przypuszczenie, ze
pozadany efekt terapeutyczny mozna osiagnac przez stosowanie terapii komdérkowej
wykorzystujacej komorki lub pozywki kondycjonowane.

ROLA WASKULOGENEZY W STANACH PATOLOGICZNYCH

Wiele procesow patologicznych zwigzanych jest ze zta kondycja naczyn krwionos-
nych lub niedostatecznym ukrwieniem tkanki. Uposledzone gojenie ran w cukrzycy,
choroba wiencowa i niedokrwienna nog to przyktady niekorzystnych zjawisk, w
ktérych glownym czynnikiem warunkujacym chorobg jest ostabienie funkcji $rod-
btonka i zahamowana waskularyzacja, a bezposrednia przyczyna dysfunkcji
srodblonka — ischemia [9]. Dlatego najlepsza strategia leczenia tego typu chorob
wydaje si¢ by¢ pobudzenie angiogenezy i waskulogenezy. Wiele badan wskazuje
na korzystne dziatanie EPC w regeneracji niedotlenionej tkanki [39, 42]. Ponadto
okazuje si¢, ze podanie EPC do uszkodzonej tkanki silniej stymuluje rewaskulary-
zacj¢ niz podanie dojrzatych komorek srodbtonka [47, 88].

Cukrzyca jest jednym ze schorzen silnie wptywajacych na stan naczyn krwionos-
nych. Najgrozniejsze powiktania cukrzycy wynikaja z dysfunkcji srédbtonka,
prowadzacej do nefropatii, retinopatii, chronicznych, niegojacych si¢ owrzodzen,
rozwoju miazdzycy i zawatu serca [51]. Przyczyna uposledzenia funkcji tych komo-
rek w cukrzycy jest przewlekta hiperglikemia, a w konsekwencji chroniczny stres
oksydacyjny, ktéry powoduje apoptoze dojrzatych komorek srodbtonka [15]. W
zdrowym organizmie w przypadku uszkodzenia naczyn krwionosnych jednym z
mechanizméw naprawczych jest uwolnienie ze szpiku komoérek EPC, ktdére uczest-
nicza w neowaskularyzacji. Ostatnie badania wskazuja jednak, ze przewlekly stres
oksydacyjny powoduje dysfunkcje rowniez i tych komoérek. Schatteman i wsp. oraz
Tamarat i wsp. wykazali zmniejszenie liczby i uposledzenie réznicowania in vitro
komérek EPC izolowanych od myszy z cukrzyca wyindukowana streptozotocyna
[73, 80]. Podobne doswiadczenia na komodrkach izolowanych od pacjentow z
cukrzyca typu | wykazaly zmniejszenie liczby EPC oraz ilosci proangiogennych
czynnikow przez nie produkowanych [51]. Rowniez komorki EPC pochodzace od
pacjentow z cukrzyca typu Il wykazywaly uposledzona proliferacje, adhezje i
inkorporacj¢ w tescie formowania tubul na matrizelu [84]. W ostatnio opublikowane;j
pracy Kang i wsp. wykazali u myszy z wywotana streptozotocyna cukrzyca
oslabiona mobilizacj¢ komoérek progenitorowych srédbtonka w odpowiedzi na
niedotlenienie konczyny tylnej. Efekt ten powodowal opdzniong rewaskularyzacje
ischemicznych mig$ni [41].
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Uposledzenie funkcji EPC wynika¢ moze z utraty przez te komorki potencjatu anty-
oksydacyjnego. Okazuje si¢ bowiem, ze EPC wykazuja wysoka ekspresj¢ enzymow
antyoksydacyjnych, takich jak: katalaza [16], peroksydaza glutationowa (GPx-1) [24] oraz
manganowa dysmutaza anionu ponadtlenkowego (MnSOD) [28], dzigki czemu sg oporne
na stres oksydacyjny. Tymczasem eksperymentalne wylaczenie genu Sod2 czy Gpx-1
W znaczacym stopniu uposledza zywotnos¢ komorek, czyniac je bardziej wrazliwymi
na dziatanie stresu oksydacyjnego [24, 28]. Ponadto okazuje sig, ze zmiany takie moga
powodowaé spadek potencjatu waskulogennego EPC, co obserwuje si¢ u myszy z
wylaczonym genem Gpx-1 [24]. Mozliwe, Ze pociagaja za soba rowniez uposledzenie
wytwarzania przez EPC czynnikdw wzrostowych. Nalezy jednak pamigtac, ze istnieje
wiele innych gendw, ktore w istotny sposob reguluja funkcje komoérek progenitorowych
srodbtonka (tab. 2). W przyszlosci by¢ moze dobrym rozwigzaniem okaze si¢ potaczona
terapia komorkowa i genowa — autologiczne komorki izolowane od pacjentéw z
chorobami ukladu krazenia moga by¢ transdukowane ex vivo genami o funkcjach
antyoksydacyjnych, a nastgpnie podawane choremu. Mozliwos¢ taka jest obecnie
testowana przez nasz zespot.

MONOCYTY O WEASNOSCIACH ANGIOGENNYCH

Kilka lat po odkryciu EPC przez zespot Jeffreya Isnera [5], badacze zaczeli
zwraca¢ uwage na podobienstwo fenotypowe tych komodrek do monocytow. Zaczeta
wtedy ewoluowac¢ koncepcja istnienia komoérek uktadu odpornosciowego zdolnych do
uczestniczenia w powstawaniu naczyn krwionosnych. Dwie prace z 2003 roku jako
pierwsze pokazaly, ze EPC wywodza si¢ z komérek monocytarnych oraz ze maja
ich cechy [64, 88]. Pozniejsze doswiadczenia zmienily nieznacznie t¢ koncepcje; coraz
czesciej mowito si¢ po prostu o komorkach monocytarnych, ktore ,,udaja” komorki
progenitorowe sroédblonka. Hipoteza ta wywodzila si¢ wlasciwie od obserwacji, ze EPC
in vitro nie proliferowaly, a jest to cecha charakterystyczna dla monocytéw [64]. Gdy
poréwnywano ekspresje markerow srodblonkowych, hematopoetycznych oraz
progenitorowych w monocytach przed i po hodowli w medium réznicujacym do
srédbtonka, zaobserwowano, ze indukcja réznicowania monocytéw do $rodblonka
powoduje utrate CD14 i CD45. Ponadto, niezr6znicowane pierwotne monocyty
wykazuja ekspresje wigkszosci genow srodblonkowych nawet na poziomie wyzszym,
niz domniemane EPC. Wprawdzie ani swieze, ani hodowane monocyty nie wykazywaly
zdolnosci tworzenia tubul na matrizelu, to ich obecno$¢ byla w hodowli CFU-EC
niezbedna dla pozytywnego wyniku tego testu [66]. Autorzy pracy podsumowuja, ze
powszechnie akceptowane cechy identyfikujace EPC (takie jak wychwytywanie
acetylowanych czastek LDL, wiazanie izolektyny, ekspresja CD31, CD105, CD144)
sa rowniez charakterystyczne dla monocytoéw. To prowadzi¢ moze czesto do uznania
komorek ukladu odpornosciowego za progenitory srodblonkowe [66]. Nalezy jednak
pamietac, ze ze wzgledu na wielos¢ hodowanych populacji i réznorodno$¢ warunkow
izolacji i hodowli EPC, stopien pochodzenia tych komérek od monocytéw oraz mimikry
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TABELA 2. Zestawienie wybranych gendw regulujgcych funkcje komdrek progenitorowych

srodblonka

TABLE 2.Genes regulating EPCs function

Gen Wplyw na funkcj¢ EPC Pismiennictwo

Kaspaza-8 tworzenie kolonii, adhezja i migracja; homing [Scharner et al. [72]
i tworzenie naczyn krwiono$nych in vivo

Kalikreina migracja i aktywacja Stone et al. [78]

PI3K gamma proliferacja, przezywalnos¢, migracja, Madeddu et al. [54]
inkorporacja w struktury naczyniowe

eNOS mobilizacja Aicher et al. [2]

Szlak Flk-1-PI3K-Akt-
HDAC3-p53-p21

proliferacja i roznicowanie

Zeng et al.[95]

HGF proliferacja, migracja, potencjal angiogenny |[Song et al. [76]

MMP-9 tworzenie kolonii i tubul na matrizelu, Huang et al. [32]
adhezja, migracja, mobilizacja

MMP-2 proliferacja, mobilizacja Cheng et al. [13]

MnSOD odpornos¢ na stres oksydacyjny He et al. [28]

GPx-1 migracja, odpornos¢ na stres oksydacyjny, |Galasso et al. [24]
tworzenie naczyn krwionosnych in vivo

Katalaza przezywalno$¢, migracja Dernbach et al. [16]

HO-1 mobilizacja, reendotelializacja Lin et al. [50]

p66ShcA przezywalno$¢ Di Stefano et al. [19]

Kinaza sfingozynowa  |rdznicowanie Bonder et al. [10]

Szlak PPARS-PI3K-
Akt

proliferacja, przezywalnos$¢, migracja,
formowanie tubul na matrizelu

Han et al. [27]

Jagged-1

roznicowanie

Kwon et al. [48]

E-selektyna

adhezja, migracja, homing,
inkorporacja w struktury naczyniowe

Oh et al. [59];
Nishiwaki et al. [58]

Angiotensyna 11

adhezja, przezywalnosé, produkcja NO

Yin et al. [93]

HIF-1a roéznicowanie, proliferacja, migracja, homing, |Jiang et al. [36]
produkcja VEGF, NO

Akt-FOXO3a roéznicowanie, dojrzewanie Mogi et al. [56]

Id1 roznicowanie Ciarrocchi et al. [14]

EphB4 adhezja, potencjal angiogenny Foubert et al. [23]

CXC chemokine rec2 |adhezja, homing Hristov et al. [31]

ICAM/CDI18 adhezja, potencjal angiogenny, homing Wu et al. [92]

TGFbl proliferacja, przezywalnos¢, produkcja biatek [Sales et al. [69]
macierzy zewnatrzkomorkowej

Kaweolina mobilizacja, homing Sbaa et al. [70]

HDAC-HoxA9 roznicowanie Rossig et al. [68]
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monocytarno-srodblonkowej jest zmienny. Wiele prac, w tym rdéwniez nasze
niepublikowane wyniki badan, wykazuja istnienie stosunkowo wysokiej bazalnej
proliferacji komorek EPC, co moze $wiadezy¢ o braku charakteru monocytarnego tej
populacji. Z drugiej strony, niedawno ukazata si¢ praca, w ktorej wykazano, ze
monocyty eksprymujace CD31 i F4/80 moga by¢ rekrutowane do miejsc uszkodzenia
tkanki, gdzie bezposrednio biora udziat w neowaskularyzacji [45].

Dotychczasowe dywagacje na temat mimikry monocytarno-srédbtonkowej
dotyczyly cech srédbtonkowych posiadanych przez monocyty. Raemer i wspotpra-
cownicy spojrzeli na to zagadnienie z innej perspektywy [62]. Zadali pytanie, czy
komorki EPC maja funkcje immunologiczne. Okazuje sig¢, ze EPC, tak jak komorki
uktadu odpornosciowego, wykazuja zdolnos¢ prezentacji antygenéw na poziomie
podobnym do monocytdéw i duzo silniejsza niz dojrzate komorki $rédbtonka. Potrafia
rowniez kostymulowaé naiwne komérki T [62]. To implikuje, ze mozna je uwazaé
za profesjonalne komorki prezentujace antygeny. Jak zaznaczajq autorzy pracy, fakt
ten ma ogromne znaczenie w $wietle potencjalnego zastosowania terapeutycznego
EPC. W przypadku transplantacji organéw, moze mieé to pozytywny wplyw,
poniewaz zastapienie obcych komorek srddblonka obecnych w przeszezepionym
narzadzie przez autologiczne komoérki EPC moze zahamowaé lub spowolnié
immunologiczna reakcj¢ przeszczepu. Mozna natomiast spodziewac si¢ odpowiedzi
immunologicznej ze strony tych komoérek z chwila powstania stanu zapalnego w
narzadzie. Z drugiej strony, komérki EPC majace wilasnosci stymulujace uktad
odpornosciowy osiadajace w miejscach uszkodzenia naczyn krwionosnych moga
nasila¢ na przyktad procesy miazdzycowe [62].

Bez wzgledu na faktyczne pochodzenie komorek progenitorowych srédbtonka oraz
ekspresje markerow, odpowiednie warunki izolacji i hodowli moga zaowocowaé
odnalezieniem populacji o bardzo dobrych wlasnosciach terapeutycznych. Najwazniej-
sza w medycynie regeneracyjnej jest odpowiednia funkcja in vivo tych komorek, a
nie ekspresja wybranych markerow. To, w jaki sposob komorki progenitorowe
uczestnicza w powstawaniu naczyn krwionosnych, jest réwniez kwestia o mniejszym
znaczeniu. Bez wzgledu na to, czy bedzie to waskulogeneza de novo, inkorporacja
w istniejace struktury naczyniowe czy parakrynna stymulacja neowaskularyzacji, jesli
efekt leczniczy jest osiagnigty w bezpieczny sposob, mozemy mowié o sukcesie
zastosowania EPC w terapeutycznej angiogenezie.

EPC W KLINICE

Odkrycie komdrek progenitorowych srodbtonka otworzyto ogromne pole badan
dotyczacych potencjalnych mozliwosci ich terapeutycznego wykorzystania. Proby
kliniczne z wykorzystaniem komorek szpikowych spowodowane byly w pierwszej
kolejnosci wynikami pracy opublikowanej w roku 2001, w ktorej wykazano korzystny
efekt podania izolowanych ze szpiku angioblastow w zawale serca u szczura [47].
Druga praca sugerowala, ze progenitory szpikowe stymuluja regeneracj¢ migsnia
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sercowego po zawale na skutek réznicowania si¢ komodrek szpikowych do kardio-
miocytow [60]. Wyniki tej pracy poddane zostaly surowej krytyce, w szczegdlnosci
przez Charlesa Murry'a, ktory sugerowal, ze obserwowane po podaniu komorek
szpikowych nowe kardiomiocyty to artefakt, a przyczyna poprawy funkcji serca de
facto byto nasilenie angiogenezy [57].

Nalezy zaznaczy¢, ze w dotychczas przeprowadzonych probach klinicznych
wykorzystywano rozne populacje komorek. Jak wiadomo, komoérki progenitorowe
srodbtonka sa pewna subpopulacja komodrek jednojadrzastych — tMNC (ang. total
mononuclear cells) izolowanych z krwi lub szpiku [34]. W rdéznych przeprowa-
dzonych probach klinicznych wykorzystywano zaréwno nieselekcjonowane komorki
jednojadrzaste, jak rowniez tylko czgs¢ sposrdd tej populacji charakteryzujaca sig
ekspresja danego markera [75]. W przypadku stosowania tylko pewnej subpopulacji
sposrod wszystkich komorek jednojadrzastych, selekcjonowanymi komorkami, byly
te, ktore wykazywaly ekspresj¢ markerow CD34 [52] lub CD133 [1, 8, 77].
Ekspresja CD34 lub CD133 nie jest oczywiscie wystarczajaca cecha odrozniajaca
EPC od innych komorek, np. komérek hematopoetycznych CD34", jednakze
stosowanie selekcji na podstawie jednoczesnej ekspresji kilku markeréw propono-
wanej przez niektére grupy CD31, CD34, KDR [55] jest niemozliwe ze wzgledu
na znikoma ilos¢ takich komorek we krwi czy szpiku. Jak podaje Zhang i
wspotpracownicy komorki CD34" stanowig wylacznie 2,58+0,36%, natomiast komorki
CDI133" 1,48+0,33% wszystkich komorek jednojadrzastych z krwi obwodowej [96].
Zwazywszy, ze w probach klinicznych pacjentowi podaje si¢ od jednego do nawet
kilkuset milionéw komodrek (w zaleznosci od danej proby klinicznej i leczonej
choroby), widaé, ze dostgpnos¢ komorek o bardziej okreslonej charakterystyce jest
jednym z czynnikdéw limitujacych terapi¢ komorkowa [38]. Rozwigzaniem tego
problemu moze by¢ ekspansja komorek w warunkach in vitro przed podaniem
pacjentowi. Takie proby przeprowadzono [12, 20], nalezy jednak pamigtaé, ze w
czasie hodowli in vitro komorki moga zmienia¢ swoja charakterystyke [26]. Terapie
komoérkowa z zastosowaniem komoérek progenitorowych srddblonka probuje sie
stosowa¢ w chorobach, ktore wymagaja zwigkszenia ukrwienia tkanki przez nasilenie
procesow angiogennych. Dotychczasowe proby kliniczne dotyczyly zastosowania
tych komorek glownie w réznych postaciach zawatu migsnia sercowego (ostry zawat
serca [12, 40, 53, 71, 91], przewlekly zawatl serca [77], zawal serca z uniesieniem
odcinka ST [35, 83]), a takze w chorobie wiencowej [20] oraz chorobach niedo-
krwiennych konczyn [82]. Przeglad wybranych préb klinicznych przedstawiono w
tabeli 3. Warto zaznaczy¢, iz jedna z tych préb realizowana byla w latach 2005—
2008 w Polsce przez zespot prof. Michala Tendery.

Analizujac wyniki i efektywnos¢ dotychczas przeprowadzonych prob klinicznych
nalezy wzia¢ pod uwage sposob podania komorek i ich liczbe. Szczegolne znaczenie
w przypadku prob dotyczacych przywracania funkcji miesnia sercowego po zawale
ma takze czas, jaki uplywa od zawatu do podania komodrek. W jednej z najwigkszych
prob klinicznych — randomizowanym, wieloosrodkowym badaniu REPAIR-AMI —
skutecznym zabiegiem bylo podanie ponad 200 milionow komorek jednojadrzastych.



178 A. GROCHOT-PRZECZEK, K. SZADE, J. KOTLINOWSKI, A. JOZKOWICZ, J. DULAK

djonuoy oyel ouemoiyen &3nip ‘Tyrowoy ouemepod Aukzouoy [oupal op ‘YoAujop ukzouoy
nqo kuuarmIopamu £qoroyd z 1oudfoed 4 .. BIONUOYHYDXD €D TweIowonukisezipeloupal mueyiowoy muiuepod z ednid .,
¢Azoudysal eruardbisAm 0YAZAI QUOZSNAMZ ZATUMOI OUBMOJOUPO 4, SB[ONUOY :,{SDD AMUZOBIAM :,{SDD T uesiowoy wiuepod z edni3

UAZOyUOY BuuIMIY

[c8l 1OoVL @ 9¢| omomusdnuop 4T $'1 Awsoy yidzs “asezipeloupaf -Opau eqo10y)
wamepod
pazid ouj14 ur yorowoy elsuedsyd yoAmoouaim ukzoeu
[oz] T8 10 sqig ye) € 0MOUAMOP, CLET 69 ‘eMopomqo mary ‘dsezipkloupal| elznpyo epjomazIg
ASDD smemepod zozid suem
ZS] 'Te 10 o1poso el 9| omorusdop, 9:81 €0 -ozirqowr [aMopomqo IMIN Z €D BUSI[OQ BOWZSN(]
[1] Te 1o rpeayy| Yy 9 omorusdnuop 681 68°1 Amsoy yidzs ‘¢¢ 1D BOI0S feMey
[8] Te 10 younyeg el ¥ omooudmop 91:61 9°C1 Amsoy yidzs ‘c€1D|  ©OIAS femez A1sQ
©OI0S|
[LL] Tero wuelg  ye) 9 OMOIUSIOP 6:9% 9°g Amsoy yidzs ‘ce1D|  remez Appoymazid
PIOXD v€dD
[€8] INIOTY| 2w 9 +x07:08:08 6'1 dysezipeloupaf “oysezipeloupal
[L] INVIIVATE| Y@ Cl 101:001 9¢T Awsoy yidzs “eysezipeloupal
ASDOD ouemepod dUSIZOOUMOI
[0¥] DIDVIN|  xs3®) 9 #L:0T:01 0001  ‘emopomqo maxny ‘aisezipkloupal
o4j14 u1 YyaIowoy elsuedsyo
¢l rereusyp o 9 rEPE 0008 ‘Awsoy idzs ‘asezrpeloupal]
03omsoy
16] Lsood o 81 0€:0€ 09+¢ myjidzs oz eloemdod enmosed
[€s] INVILSV mu 71 0S:0S 89 Amsoy yidzs ‘oysezipeloupal|  BoIds pemez AnsQ
03omsoy
yel €T:6¢E 50T nyidzs oz efoendod eyumoyped oI9S
[amopomqo, BUUAIMIYOPATU
[9] Te 10 snwssy o € 0MOJUAMOP| CTYE T may z eloendod epmoypeo ©qOI0Y D)
(501
("somu) 1o (efonuoy X ‘Wwoy)
JOY| 9soum| -BMIdSQO euepod Uz BMED
euzowny €qoid| -Ayyq sez)) e3oi(| ednid euepeg BIUPAIS O[PQIZ ‘TYIQWOY dUBMEBPOJ ©qOIOY)D

S[[99 10pua3o1d [eIayIopud YA S[eL [ ¢ VL
JMIAIMBISOZ — YAUORqPOIS YoAMO0I0Nud301d YOIQWOY WAMUR)SAZIONAM Z duzomny £q0Id "€ VIA9VL




PROANGIOGENNA TERAPIA KOMORKOWA 179

Pacjentom 3 do 7 dni po zawale serca podawano w obrgb tetnicy objetej zawatem
komorki lub samo medium jako placebo [71]. Wsrod pacjentdw, ktorym podawano
komorki, w ciagu nastgpnych 12 miesiecy obserwowano mniej powtornych zawalow
i ograniczenie koniecznych kolejnych hospitalizacji z powodu dolegliwosci naczyniowo-
sercowych [71]. Natomiast w badaniu BOOST, w ktérym podawano okoto 10 razy
wigcej komorek, przy czym byly to komorki petnego szpiku kostnego, korzystne
efekty mozna bylo obserwowac po uplywie 6 miesigcy — zwigkszyla si¢ frakcja
wyrzutowa 1 kurczliwos¢ lewej komory w rejonie przyleglym do zawatowego,
aczkolwiek po uplywie 18 miesigcy parametry te pomiedzy grupa poddang terapii
komorkowej a kontrolng zrownaty si¢ [91]. Terapi¢ komdrkowa probowano takze
zastosowac¢ u chorych z ustabilizowang choroba niedokrwienng serca, ktorzy przeszli
zawal przynajmniej 3 miesiace przed rozpoczeciem terapii. Porownano efektywnosé
komorek izolowanych z krwi obwodowej oraz szpiku kostnego. Po 3 miesiacach w
grupie, ktorej podano komorki ze szpiku kostnego, zaobserwowano efektywnosé
nieznaczng, ale statystycznie istotna w porownaniu z grupa, w ktorej stosowano
terapi¢ komorkami z krwi, oraz z grupa kontrolna [6]. Proby, w ktorych podawano
komorki selekcjonowane na podstawie ekspresji CD133 czy CD34, pomimo mniejszej
liczby podanych komorek okazaly si¢ by¢ korzystne dla pacjentow po zawale serca
(zwigkszona frakcja wyrzutowa lewej komory [46, 77]) czy cierpiacych na dusznice
bolesna (zwigkszona perfuzja niedokrwionego obszaru [52]). Obiecujace wyniki daty
proby terapii komorkowej u oso6b z chorobg niedokrwienng konczyn dolnych.
Zwiekszyto si¢ dostarczanie tlenu do tkanki, pacjenci odczuwali mniejszy bol
spoczynkowy oraz zmniejszenie bolu podczas chodzenia w konczynie nastrzyknigtej
szpikowymi komorkami jednojadrzastymi w poréwnaniu z drugia niedokrwiona
konczyna bedaca kontrola [82]. Co wazne, powyzsze proby kliniczne pokazaly, ze
w przypadku wymienionych chordb terapia komdrkowa wydaje si¢ by¢ zabiegiem
bezpiecznym i niepowodujacym powaznych skutkéw ubocznych. Jedynie iniekcja
komorek bezposrednio do migsnia sercowego jest bardziej inwazyjna, powodujac
lokalne uszkodzenie tkanki. Dlatego preferowanym sposobem podania komorek jest
ich dostarczenie bezposrednio do tgtnicy objetej zawatem [75].

Inng strategia zastosowania komoérek progenitorowych srodbtonka w kardiologii
jest uzycie stentdw pokrytych przeciwcialami rozpoznajacymi antygen CD34, ktory
wystepuje na ludzkich komérkach EPC. Strategia ta zaklada przyspieszone pokrywa-
nie stentow przez monowarstwe komorek srodblonka, co w konsekwencji ma
chroni¢ przez zakrzepem i restenoza [49]. Pierwsze tego typu proby zostaly juz
przeprowadzone. Jednak istnieja réwniez doniesienia o niekorzystnych i groznych
dla pacjenta zjawiskach towarzyszacych tej terapii. Zaobserwowano komplikacje
kwalifikujace do przetoczenia krwi oraz wylaczenia lekow przeciwzakrzepowych i
przeciwptytkowych [49], jak réwniez pdozne (majace miejsce po 156 dniach od
implantacji stentu) wystapienie zakrzepu i restenozy, a w konsekwencji zawalu serca
u pacjenta poddanego takiej terapii [67].

Podsumowujac, dotychczasowe proby kliniczne przynajmniej w czgsci potwierdzity
terapeutyczny potencjat komorek progenitorowych. Wyniki kilkunastu randomizo-
wanych badan wykazaly skutecznos¢ takiej terapii, jednakze efekty nie byly tak
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spektakularne, jak mozna by si¢ spodziewa¢ po wynikach eksperymentow na
modelach zwierzecych [38, 43, 75]. W przypadku zastosowania terapii komdrkowej
W regeneracji migsnia sercowego po zawale, czesto porownywany parametr, jakim
jest frakcja wyrzutowa lewej komory, poprawia si¢ o kilka punktow procentowych.
Warto natomiast odnotowaé, ze pomimo stosunkowo niewielkiej poprawy frakcji
wyrzutowej obserwowanej w badaniach, w jednej z wigkszych prob (REPAIR-AMI)
leczeni za pomoca terapii komdrkowej pacjenci rzadziej wymagali ponowne;j
hospitalizacji z powoddéw niewydolnosci naczyniowo-sercowej, co wydaje si¢ by¢
jednym z wazniejszych kryteriow oceny skutecznosci terapii [71]. Korzystne sg takze
wyniki aplikacji komoérek progenitorowych w przypadku zaawansowanej choroby
niedokrwiennej konczyn, dla ktérej nie istnieje dzisiaj zadna inna skuteczna terapia
[82]. W przypadku kilku prob klinicznych nie wykazano korzystnych efektow
terapeutycznych [53, 91]. Powodow tlumaczacych brak efektywnosci lub tylko
nieznaczny efekt terapeutyczny prob moze by¢ kilka. W dalszym ciagu nie wiemy,
ktore komorki sposrod komorek krwi obwodowej czy szpiku kostnego maja
najwigckszy potencjat angiogenny. By¢ moze doktadniejsze okreslenie subpopulacji o
charakterze progenitoréow srddbtonka, préba jej izolacji i podania okaze si¢ recepta
na zwigkszenie efektywnosci kolejnych prob. Nie mozemy jednak zapominaé o
czynniku limitujacym, jakim jest liczba dostgpnych komorek. Pacjenci, ktorzy
wymagaja leczenia, czesto sa w podesztym wieku, co wptywa u nich na wielko$¢
populacji EPC [37, 85]. Ponadto, chorobom niedokrwiennym towarzysza takie
schorzenia, jak: cukrzyca, nadci$nienie, hipercholesterolemia, ktore jak pokazano
dodatkowo wpltywaja na zmniejszenie liczby komodrek progenitorowych oraz na ich
funkcjonowanie [75]. Warto rowniez zwroci¢ uwage, ze komorki po iniekcji trafiaja
do niekorzystnego srodowiska, takiego jak miesien po zawale, konczyna objeta
martwicg i niedokrwieniem. W takich warunkach szansa przetrwania komorek
oczywiscie spada. Rozwiazaniem tego problemu moze okazaé si¢ polaczenie terapii
komorkowej z terapia genowa. W tego typu probach, izolowane od pacjenta komorki
poddaje si¢ modyfikacji genetycznej ex-vivo, a nastgpnie podaje do tkanki wymaga-
jacej leczenia. Droga modyfikacji genetycznej mozemy uzyskaé nadekspresje genow
cytoprotekcyjnych, ktére moga pomoc przezyé podawanym komérkom w trudnych
warunkach niedokrwionej tkanki. Przykladem takiego badania jest uzyskanie
nadekspresji oksygenazy hemowej pierwszej w mezenchymalnych komodrkach
macierzystych i podanie ich w obreb migsnia zawalowego [81].

Uzyskane wyniki pozwalaja z umiarkowanym optymizmem patrze¢ na przyszite
zastosowanie kliniczne terapii komdérkowej w chorobach naczyniowych. Niezaprze-
czalnie, aby udoskonali¢ dotychczasowe metody, potrzebne sa kolejne badania,
zardwno na podstawowym poziomie wyjasniajacym mechanizm terapeutycznego
dziatania i dokladniej charakteryzujace populacje o potencjale angiogennym, jak
roéwniez nastepne, wigksze proby kliniczne 111 fazy.
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