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Streszczenie: W pracy pogladowej przedstawiono obecng klasyfikacje i hierarchi¢ komorek macierzy-
stych, wskazano na zrddta komdrek macierzystych oraz ich poszczegolne podtypy, ktore wykorzysty-
wane sg w probach klinicznych, jak i przedklinicznych dla regeneracji migsnia sercowego. Dokonano
szczegdtowej analizy sposobu podawania komoérek do migsnia sercowego, tj. a) intramiokardialnie, b)
przezskornie, ¢) systemowo oraz wptywu drogi podania komdrek na stopien zasiedlenia w miokardium.
Przy pomocy publikowanych meta-analiz dokonano syntezy poszczegdlnych prob w zakresie napra-
wy: a) pozawalowego mig¢snia sercowego, b) serca w stanie przewlektego niedotlenienia, ¢) migsnia
sercowego w stanie zastoinowej niewydolnosci . Wskazano tez na nowe podejscia naukowo-badawcze
dazace do optymalizacji protokotow klinicznych zmierzajacych do regeneracji miokardium.

Stowa kluczowe: regeneracja mig$nia sercowego, komorki macierzyste, proby kliniczne.

Summary: In this review it has been presented current classification of stem cells indicating novel sources
(tissues) of stem cells subtypes that can be used in clinical and pre-clinical attempts of heart regeneration.
In the article an analysis of delivery of stem cells to myocardium has been provided dividing stem cells
administration into: a) intramyocardial, b) percutaneous, ¢) systemic ones and its influence on stem cell
homing. Quoting the so far published meta-analysis it was outlined the updated view for therapy of
particular heart disease by using cell engineering that is for: a) post-infarction heart, b) chronic ischaemia,
¢) congestive heart failure. Novel approaches were indicated that may optimize clinical protocols of stem
cell application for heart regeneration.

Key words: heart regeneration, stem cells, clinical trials.

*Praca dofinansowana z projektow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: nr N 403
065 31/3011 oraz projektu rozwojowego nr N R13 0065 06.



210 M. KURPISZ

1. WSTEP

Badania przedkliniczne powzigte na przetomie wiekdw przyniosty niezwykta
obietnice wykorzystania komorek macierzystych o wszechstronnym potencjale
réznicowania i zastgpowania wszystkich typow komoérek w dotknigtych procesem
patologicznym narzadach. Stad odkrycie totipotencjalnej komodrki macierzystej o
wielofunkcjonalnych mozliwosciach przyrownano do identyfikacji DNA w zesztym
stuleciu, z podobnymi wszechstronnymi implikacjami dla wspdlczesnej medycyny.
Zanim uswiadomiono sobie, ze komorki macierzyste stanowia niecodzowny element
prawie kazdej tkanki/narzadu, na poczatku stulecia zdecydowano si¢ na ich aplikacje
(proby kliniczne), szczegdlnie w stosunku do narzadéow o malym zasobie
odnawialnych komorek, co wystgpuje w przypadku migsnia sercowego, osrodkowego
uktadu nerwowego czy wysepek trzustki. W ten sposob ukuto pojecie medycyny
regeneracyjnej.

2. ZRODE.A KOMOREK MACIERZYSTYCH I ICH DEFINICJE

Od pierwszych niesmiatych prob klinicznych z poczatku obecnego stulecia z
uzyciem tylko 2 lub 3 typow komodrek macierzystych organizmu dorostego — ASC
(ang. Adult Stem Cells), obecnie probuje si¢ Smielej wykorzystywac coraz to nowsze
populacje komorek macierzystych, poznajac lepiej ich hierarchie, plastycznos¢ czy
skutki uboczne ich stosowania. Stosunkowo najwigkszym ,,szacunkiem” wsrod
badaczy ciesza si¢ komorki okreslane jako:

— totipotencjalne, to jest dajace poczatek wszystkim bez wyjatku komodrkom
organizmu dorostego, trzem jego podstawowym listkom zarodkowym, tj. ekto-, endo-
i mezodermie, a takze tkankom pozazarodkowym. Inne, dotad zidentyfikowane linie
komorek macierzystych, musialy by¢ uzyskiwane z zarodkéw na wezesnych etapach
rozwoju, aby zachowaé swoja totipotencjalnos¢. Obecnie rozrdznia si¢ nastgpuja-
ce populacje komorek macierzystych:

— komorki iPS (indukowane komorki pluripotencjalne) nasladujace komorki o
mozliwosci réznicowania w kierunku wszystkich narzadéw i tkanek organizmu
dorostego (ale nie pozazarodkowych), poprzez genetyczne przeprogramowanie
komérek somatycznych powodujace nadekspresje kluczowych dla zarodkowych
komorek macierzystych genéw kodujacych czynniki transkrypeyjne: Oct3/4, Sox 2,
KIf4 i c-Myec.

— komorki pluripotencjalne, nastepne w hierarchii plastycznosci komoérki macierzys-
te mogg si¢ kierunkowaé w tkanki wszystkich trzech listkow zarodkowych, jednak
bez mozliwosci zréznicowania si¢ w tkanki pozazarodkowe i jednocze$nie moga nie
wykazywaé pochodzenia zarodkowego, ale przynaleze¢ do puli komorek ASC. Te
ostatnie za$ obejmuja swoim synonimicznym okresleniem zaréwno pule komodrek
pluripotencjalnych, jak i multipotencjalnych.
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— MASC (ang. Multipotential Adult Stem Cells), komdrki te ze swojej definicji
winny mie¢ ograniczong (w stosunku do pluripotencjalnych) plastycznos¢, wyrazajaca
si¢ mozliwoscig do réznicowania w typy komorek przynalezne jedynie do danego
listka zarodkowego. Stad tez najbardziej rozpoznawalne w terapii migsnia sercowego
komorki szpiku kostnego — BMSC (ang. Bone Marrow Stem Cells) naleza do tej
grupy. Komorki uprzednio opisane, nie staly si¢ jak dotad kandydatami prob
klinicznych, a jedynie badan przedklinicznych i/lub w modelu in vitro.

— BMSC nie sg grupa jednorodng i w pewnym sensie nalezy uznaé je za
mieszaning komoérek progenitorowych w stosunku do innych typow komdrkowych,
jak np. HSC (ang. Hematopoietic Stem Cells) lub EPC (ang. Endothelial
Progenitor Cells) lub BMSSC (ang. Bone Marrow Stromal Stem Cells), bedacych
synonimem dla MSC (ang. Mesenchymal Stem Cells), ktére moga réznicowac si¢
w osteoblasty, adipocyty czy tez komoérki zrgbu/fibroblasty. Adipocyty moga wywo-
dzi¢ si¢ wilasnie z takiej trojprogenitorowej puli komorek macierzystych.

Progenitorowe komorki macierzyste — PCS (ang. Progenitor Stem Cells) naleza
zwykle do rezerwy tkankowej i moga stanowi¢ poczatek dla trzech réznych typow
komorek (jak opisano powyzej), dwoch typoéw lub by¢ unipotencjalne (np. mioblasty
jako prekursorowe komorki w stosunku do migsniowych), jakkolwiek maja one swoja
pule samoodnawialna.

Komoérki progenitorowe o roznych fenotypach staty si¢ prawdziwymi bohaterami
prob klinicznych w regeneracji migsnia sercowego.

3. KOMORKI MACIERZYSTE STOSOWANE W REGENERACIJI
MIESNIA SERCOWEGO

3.1. Komorki iPS

Komorki te, przeprogramowane genetycznie (transfekcja genow Oct3/4, Sox2,
Klif4, cMyc), uzyskane zostaly ze zwyklej komodrki somatycznej. Jednoczesnie
przypominajg one pluripotencjalne zarodkowe komorki macierzyste — ESC (ang.
Embryonal Stem Cells) swoja morfologia, markerami powierzchniowymi, profilem
ekspresji genow 1 aktywnosScig telomerazy. Maja takze podobna plastycznosé i
zdolno$¢ do samoodnawiania. iPS moga réznicowaé sie w dojrzate kardiomiocyty
zachowujac podobna charakterystyke jak kardiomiocyt pozyskany z pluripotencjalnych
ESC [13]. Poniewaz sa przeprogramowanymi komorkami somatycznymi, iPS moga
by¢ generowane z autologicznych somatycznych komorek dorostego gospodarza,
bedacego docelowo biorca, tak wigc autoimplantacja zabezpiecza je przed atakiem
ze strony uktadu odpornosciowego. Jest to ich istotnie rézna cecha w poréwnaniu
z ESC, ktéore w normalnych warunkach sa komodrkami allogenicznymi (o ile
oczywiscie nie sg pozyskane z wlasnego zarodka, np. uzyskanego droga klonowania
przez transfer diploidalnego jadra komorkowego). Jak dotad iPS, podobnie do ESC,
kwalifikowane sa do badan przedklinicznych w modelach zwierzecych, poniewaz
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réznicowane in vitro kardiomiocyty powstaja w matych ilosciach, maja takze czesto
heterogenny fenotyp, przez co stanowiag niejednolita mieszaning komorkowsa. Ponadto
iPS, ze wzgledu na uzycie wirusowych wektoréow (dla nadekspresji wybranych
genow), moga ulegaé¢ niekontrolowanej proliferacji, a nawet onkogenezie czy
anomaliom rozwojowym [18].

3.2. Pluripotencjalne komérki ESC

W pordéwnaniu do pluripotentnych komorek dorostych organizmow (ASC lub
MASC), ESC (ang. Embryonal Stem Cells) maja lepszy potencjat proliferacyjny
(praktycznie nieograniczona samoodnowa) bez zmian w kariotypie i przy zachowaniu
niezachwianej pluripotencji. Zasadniczo z komoérek ESC uzyskuje sie kardiomiocyty
zarébwno z zachowana charakterystyka strukturalna, jak i funkcja [9]. Tak wiec
uzyskuje si¢ rézne podtypy kardiomiocytow, tj. uczestniczace w uktadzie bodZzcowo-
przewodzacym serca, a takze zrdznicowane na przedsionkowe i komorowe [7].
Zatem ESC moga by¢ postrzegane jako potencjalnie nieograniczone zrédio kardiomio-
cytow dla terapii komorkowych. Opisano liczne proby przedkliniczne z uzyciem
komdrek ESC, jak i zréznicowanych z nich kardiomiocytow, ktore podawano do
pozawatowego miokardium. Transplantacje zaréwno ESC, jak i zréznicowanych z
nich kardiomiocytow, polepszaly funkcje lewej komory (po wezesniej zaindukowanym
zawale) [6]. Pomimo to istnieja powazne przyczyny zniechgcajace do klinicznych
aplikacji ESC (i ich pochodnych). Po pierwsze, wydajnos¢ roznicowania kardiomio-
cytdw in vitro nie przekracza 1%, co istotnie ogranicza uzyskanie adekwatnych
dla implantacji liczebnosci. Po drugie, uzyskanie zr6znicowanych kardiomiocytow z
ESC objawia si¢ powstaniem heterogennej populacji sktadajacej si¢ z komorek
bodzcowo-przewodzacych, przedsionkowych czy komorowych, co powoduje poten-
cjalne niebezpieczenstwo arytmii, jesli komoérki te w losowy sposéb beda ukladaty
si¢ wobec kardiomiocytéw narzadu biorczego. Po trzecie, kardiomiocyty uzyskiwane
z ESC sg zarowno strukturalnie, jak i funkcjonalnie niedojrzate wobec swoich
dorostych odpowiednikdw, a zatem taka niedojrzatos$¢, np. w aspekcie przekazywania
bodzcow elektrofizjologicznych, moze rowniez oddziatywaé pro-arytmicznie [35].
Wreszcie ESC, ze wzgledu na swoja (nadmierna) plastycznos$é, moga daé poczatek
potworniakom, wzglednie moga spowodowaé swoja immunogennoscia (allogenicz-
nos¢) zaindukowanie odpowiedzi immunologicznej u biorcy.

3.3. Komorki macierzyste szpiku kostnego — BMDC

Jak wspomniano powyzej, komorki macierzyste szpiku kostnego — BMDC (ang.
Bone Marrow-Derived Cells) sa mieszanina (ok. 2%) macierzystych komoérek
multipotencjalnych (MASC) i progenitorowych (ok. 98%) o réznym zakresie
plastycznosci oraz (jesli w ogdle) w olbrzymiej mniejszosci komoérek pluripoten-
cjalnych. Sposréd mieszaniny komoérek progenitorowych, szczegdlne powodzenie w
terapii ostrego zawalu zdobyly komorki hematopoetyczne (HSC), srodblonkowe
(EPC), a ostatnio komodrki mezenchymalne (MSC). W fazie poczatkowej prob
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klinicznych nie rozr6zniano dobrze poszczegdlnych fenotypow tych komorek, tak wige
bardzo czgsto uzywano mieszanin tych populacji, przez co uzyskane wyniki nalezy
traktowac z duza ostrozno$cia. Do dzisiaj jednak istnieja grupy badawczo-kliniczne
preferujace np. przetaczanie catkowitej mieszaniny komorek szpikowych bez ich
frakcjonowania. Olbrzymia zaleta komorek macierzystych/progenitorowych pochodze-
nia szpikowego jest ich dostepnos¢ i fatwos¢ ewentualnej propagacji in vitro, ponadto
pochodza one i wracaja do tego samego osobnika, przez co unika si¢ uaktywnienia
odpowiedzi immunologicznej. Poczatkowo sadzono (a wynikato to z badan
przedklinicznych), ze komodrki pochodzenia szpikowego transplantowane do obszaru
graniczacego z zawalem, transrdznicuja si¢ na zasadzie zainicjowania miogenezy in
vivo czy tez neoangiogenezy [19], jednak pdzniej stwierdzono, ze fenomen trans-
réznicowania komoérek szpikowych (jesli w ogdle przebiega u ludzi), jest nader
rzadkim zjawiskiem [17]. Obecnie przyjmuje sie, ze za poprawe parametrow funkcjo-
nalnych (hemodynamicznych) serca w wyniku implantacji BMSC odpowiedzialne
sa raczej inicjowane przez nie mechanizmy parakrynowe (ryc. 1).

Ogolnie rzecz ujmujac obecnos$¢ antygenu powierzchniowego CD34" stala sie
wyrdznikiem dla podziatu na dwie podstawowe subpopulacje komodrek. Komorki
majace ten marker naleza do grupy hematopoetycznych i endotelialnych, dodatkowo
marker CD 133 identyfikuje progenitorowe komorki endotelialne [31], za$ nieobec-

Rekrutacja kemérek

Transréznicowanie Fuzja komérek Efekt parakrynowy macierzystych
(progenitorowych)

Anty-apoptoza

Kardiomiogeneza . Neowaskularyzacja Remodelowanjie mac_ierzy
pozakomaorkowej

Regeneracja miesnia sercowego

RYCINA 1. Mechanizmy terapii komorkami macierzystymi
FIGURE 1. Therapeutic mechanism with stem cells
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no$¢ antygenu CD 34 definiuje komérki MSC oraz multipotencjalne (MASC) [22].
Dodatkowo, pozyskane dane wskazuja, ze progenitorowe komoérki srodbtonkowe (jak
i HSC) moga by¢ dodatkowo mobilizowane (ze szpiku) do krazenia (a stad do
miokardium) i w ten sposob bra¢ udzial w neowaskularyzacji pozawatowego
miokardium [3, 27], czy regeneracji srédblonka [32].

Komorki mezenchymalne (negatywne w stosunku do antygenu CD 34), jakkolwiek
zdolne do réznicowania w kardiomiocyty, sa nadal trudne do zdefiniowania
genotypowego. Maja one caly panel okreslajacych ich markerow, takich jak:
CD 29, CD 90, CD 44 czy CD 73, ale nie maja jednego selektywnego markera
dla ich selekcji. Proby przedkliniczne, jak i catkiem niedawno przedsi¢brane proby
kliniczne z implantowanymi MSC, wskazuja na zwigkszona perfuzje miokardium,
redukcje apoptozy (kardiomiocytdw po zawale), jak i pomniejszenie pola zawatu [2].
Pomimo ze MSC maja pewien potencjat do transrdéznicowania (w kardiomiocyt),
funkcjonalne kardiomiocyty w miejscu implantacji po $wiezym zawale, obserwowane
sa raczej rzadko. Dyskutujac ich pewna przewage nad BMSC, nalezy zwlaszcza
podnies¢ mozliwos¢ ich allogenicznego zastosowania, ze wzgledu na ich uprzywilejo-
wanie immunologiczne (brak indukcji odpowiedzi immunologicznej), ze wzgledu na
nietypowa ekspresj¢ antygenow zgodnosci tkankowej i mozliwos$¢ wydzielania
immunosupresyjnych cytokin [23]. Oczywiscie, komodrki multipotencjalne szpiku
(MASC) majac zdolnos$¢ do wielokierunkowego réznicowania, rowniez moga prze-
ksztalca¢ si¢ w kardiomiocyty i by¢ aplikowane w sercu, te sytuacje utrudnia fakt
braku swoistych markeréw dla ich jednoznacznej identyfikacji [44].

Zachecajace wyniki badan przedklinicznych przy uzyciu réznych podtypow
uzyskiwanych komoérek szpikowych wywotaty serie prob klinicznych (co najmniej
kilkadziesiat), zwlaszcza w zawatach Swiezych i zwlaszcza u pacjentow ze
schorzeniami naczyn wiencowych, a dotychczas uzyskane wyniki zostana
poddane interpretacji w podrozdziale poswigconym badaniom klinicznym [1, 12].

3.4. Komorki macierzyste krwi pgpowinowej oraz tozyska

Osobna kategoria komorek to komorki macierzyste z tzw. narzadoéw przejsciowych.
Lozysko i/lub naczynia pgpowinowe sa obfitym zrodlem komorek macierzystych, jednak
w obu przypadkach, co najwyzej stanowia nie do konca zidentyfikowang ich mieszaning.
Na przyklad krew pgpowinowa jest w zasadzie mieszaning podobna do tej w przypadku
opisywanych komorek szpikowych, w ktérej znajduja sie komorki o potencjale
hematopoetycznym, mezenchymalnym, a takze multipotencjalnym oraz (nie do konca
udowodnionej) puli komoérek pluripotencjalnych. W przypadku komorek macierzystych
pochodzacych z tozyska, sprawe komplikuje fakt wieku (ciazowego) tozyska oraz dualizm
ich pochodzenia, tj. matczynego i ptodowego. Proby z uzyciem tych komoérek do regeneracji
migsnia sercowego sa do tej pory nieliczne i limitowane z podanych wzgledow.

3.5. Progenitorowe komorki macierzyste tkanki thuszczowe;j

Tkanka thuszczowa jest obfitym i fatwo dostgpnym zZrodlem komorek macierzys-
tych organizmu dorostego (ASC), ktore moga zosta¢ wykorzystane do regeneracji
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miesnia sercowego. Oprocz komoérek linii adipocytopochodnej, tkanka thuszczowa
zawiera komorki o charkterystyce mezenchymalnej (MSC) oraz progenitorowej
endotelialnej (EPC). Podobnie jak w przypadku komérek pochodzenia szpikowego,
komorki mezenchymalne tkanki thuszczowej moga réznicowaé si¢ w kardiomiocyty
i komorki srodblonka [24, 25]. Dane eksperymentalne sugeruja, ze uzyskane z tkanki
tluszczowej MSC moga implantowa¢ do miokardium, nabywaé fenotyp migsnia
sercowego w tkance pozawalowej i polepsza¢ funkcje miesnia sercowego [15],
jednak ich potencjat terapeutyczny w poréwnaniu z komérkami MSC z innych zrodet
pozostaje nie do konca okreslony.

3.6. Progenitorowe komorki migsnia sercowego — CSC

W migsniu sercowym dorostego organizmu ludzkiego (a takze i innych ssakdw)
wyodrebniono pule komorek macierzystych [5], ktérych pochodzenie nie do konca
jednak pozostaje wyjasnione (rezerwa tkankowa?, krazace komorki szpikowe?,
pozostatos¢ po okresie rozwojowym?). Szereg autorow wykazuje obecnos¢ CSC
(ang. Cardiac Stem Cells) lub CPC (ang. Cardiac Progenitor Cells), ktdére majq
zdolno$¢ do samoodnowy, daja si¢ klonowaé oraz rdznicowaé w rézne podtypy
kardiomiocyta, miesni gladkich czy komoérek srddbtonka [4]. Komorki te identyfikuje
si¢ markerami c-kit (u ssakow) oraz sca-1 (u myszy) i podlegaja one propagacji
oraz réznicowaniu w hodowli in vitro. Progenitorowe komorki serca izoluje sie
zwykle po interwencji chirurgicznej lub tez z biopsji endomiokardialnej, a nastgpnie
dokonuje si¢ ich ekspansji ex vivo. W modelach eksperymentalnych (przedklinicz-
nych) z zaindukowanym zawatem, mobilizuje si¢ i implantuje CPC, ktore nastepnie
nabywaja fenotyp dojrzatego miesnia sercowego lub tez naczyniowy (Srodblonkowy)
w pozawalowym miokardium, polepszajac jego funkcje [8].

3.7. Mioblasty szkieletowe lub komoérki macierzyste pochodzenia
miogennego — MDSC

Nazwa mioblasty szkieletowe jest obecnie sformutowaniem mylacym, poniewaz
sa to wlasciwie komorki satelitowe lezace pomigdzy blaszka podstawowa a sarkolem-
ma migsnia szkieletowego, sa wigc faktyczna rezerwa tkankowa, natomiast komorki
MDSC (ang. Muscle-Derived Stem Cells) lub mioblasty (aktywowane) stanowia
poszczegodlne stadia réznicowania komorek satelitowych. Zwykle pozyskuje si¢ je
droga biopsji migsniowej, a nastepnie izoluje i poddaje propagacji ex vivo dla
uzyskania wystarczajacych liczebnosci komorek, adekwatnych do celéw implantacji
[20], najczesciej autologicznych. Mioblasty szkieletowe staly si¢ zwlaszcza atrakcyj-
nym modelem przeszczepowym dla regeneracji pozawatowego miokardium, poniewaz
modele przedkliniczne wskazywaly, ze transplantowane komoérki tworza skuteczny
przeszczep w migsniu sercowym, réznicuja si¢ (in situ) w kierunku miotubul oraz
poprawiaja funkcje (hemodynamike) pozawalowego migsnia sercowego, dostarczajac
elementu kurczliwego w obszarze blizny pozawalowej [16, 39]. Te poczatkowe,
zachgcajace dane wytyczyly droge dla pierwszych prob klinicznych, zainicjowanych
na poczatku stulecia w formule I fazy badan klinicznych [14], ktére zostaly podjete



216 M. KURPISZ

takze przez zespoty badawczo-kliniczne w naszym kraju [33, 34]. Poczatkowo
mioblastom, stosowanym w probach klinicznych towarzyszyly zabiegi pomostowania
aortalno-wiencowego, przez co wplyw samego mioblasta na regeneracj¢ miokardium
byt niejasny. Do tej pory wykonano ponad 25 réznych prob klinicznych [30], a
poczatkowy entuzjazm, jaki wzbudzalo stosowanie autologicznych mioblastow, zostal
wytlumiony skutkami ubocznymi w postaci pojawiania si¢ uporczywych arytmii, w
wyniku obnizenia ekspresji gendéw, decydujacych o potaczeniach szczelinowych
(koneksyna 43) pomiedzy kardiomiocytami narzadu biorczego a przesiedlonymi
autologicznymi mioblastami. Obecnie, proby modyfikacji genetycznej mioblastow
przez nadekspresj¢ genu koneksyny 43 wykazaly w sytuacjach modelowych (przed-
klinicznych), prawidlowos¢ tego toru myslenia [28] i wydaje si¢, ze mioblasty po
pewnych modyfikacjach stang si¢ na powrdt atrakcyjnymi kandydatami, ktére bez
transroznicowania dostarczaja naturalnych elementow kurczliwych w uleglej atrofii
tkance pozawatowego miokardium.

4. SPOSOB PODAWANIA KOMOREK MACIERZYSTYCH
DO MIEJSCA DOCELOWEGO

Sukces terapii komdrkowej zalezy od wytworzenia przeszczepu w miejscu Scisle
okreslonym i newralgicznym dla regeneracji danego narzadu oraz od przezycia jak
najwiekszej liczby zaimplantowanych komdrek. Ponadto brak znajomosci fizjologii
komorek, skorelowany z nietrafionym sposobem podania, moze wywotaé lub
spotegowac niekorzystne skutki uboczne (zarowno lokalne, jak i systemowe). Zatem,
sposob podania zalezy od charakterystyki wybranej populacji komdrek macierzystych
i sSrodowiska danego narzadu podlegajacego naprawie.

W pierwszej serii badan przedklinicznych (ostry zawatl serca) wydawalo sie, ze
podwyzszone sygnaly 'zasiedlania’ komorek macierzystych wyptywaja z uszkodzonego
narzadu przez czynnik 'kotwiczacy' komorki, tj. SDF-1 (ang. Stromal Derived
Factor), rozpoznajacy chemoatrakcyjne struktury receptorowe. Z kolei naczyniowo-
srédbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF) umozliwia przenikanie komorek przez $ciang
naczyniowa, ich migracj¢ oraz retencj¢ w pozawalowym miokardium [36]. Stad
poczatkowo preferowano droge dozylna podawania tych komorek. Wkrotce jednak
okazalo si¢, ze gradienty wytwarzane przez ligand SDF-1 oraz receptory dla
chemokin, nie sa u czltowieka wystarczajaco aktywne, aby wychwytywa¢ w
uszkodzonym narzadzie np. komoérki ze szpiku, podane w odleglym punkcie organizmu
droga naczyniowa. Stosujac system cewnikow, uzywany pierwotnie dla celow
koronarografii, zdecydowano si¢ na podawanie komoérek droga naczyn wiencowych,
najchetniej tych, ktére zaopatrujag miejsce pozawatowe, przez co dla komodrek
mogacych przenika¢ naczynia (np. pochodzenia szpikowego BMSC lub MSC),
sposdb ten stat si¢ obowiazujacy.

Nadal otwarta sprawa pozostaje optymalizacja sposobu podawania komorek, ktore
nie majg zdolnosci przenikania przez naczynia (np. mioblast). W tym przypadku



KOMORKI MACIERZYSTE W REGENERACJI MIESNIA SERCOWEGO 217

komorki mozna podawaé intramiokardialnie, albo poshugujac si¢ systemem nawigacji
NOGA, wzglednie przy okazji pomostowania aortalno-wiencowego (wstrzyknigcie
bezposrednie) lub droga minitorakotomii itp.

Dla pacjentow z przewleklymi stanami niedokrwienia, sygnaly do zasiedlania moga
okaza¢ si¢ zbyt stabe, tak wigc drogi systemowego podania dozylnego Iub dowienco-
wego zaopatrza miokardium w komorki macierzyste, w nader ograniczonym zakresie
(zaledwie do kilku procent z populacji wyjsciowej). W tym przypadku drogi
bezposredniego podania intramiokardialnego, przy okazji interwencji chirurgicznej
(pomostowanie), czy tez endokardialne przy pomocy cewnikdw, pozostaja metodami
z wyboru. Zwlaszcza system NOGA, z trojwymiarowym elektromechanicznym
ukltadem mapujacym, gwarantuje dotarcie cewnika wraz z komorkami do precyzyjnie
wyznaczonego miejsca docelowego i kazdym typem komorki.

Bezposrednie podawanie komorek w sasiedztwo blizny pozawalowej staje sig
kwestionowang procedura. Komorki nie maja tu warunkéw dla réznicowania
(poprzez brak sasiedztwa z kardiomiocytami), nieadekwatne jest zaopatrzenie
naczyniowe, jak rowniez brakuje komorek docelowych dla czynnikoéw parakrynowych
(kardiomiocyty czy tez rezydujace CPC). Takze implantujac komorki w bliskosci
blizny, prowokujemy ryzyko arytmii [11]. Rozwaza si¢ przeto uzycie podejs$é
bioinzynieryjnych, takich jak stosowanie tat, wkladek biologicznych czy tez macierzy
pozakomodrkowych, by polepszy¢ przezywalnosé, zasiedlenie i réznicowanie [38],
jednak brakuje prob klinicznych potwierdzajacych stusznos¢ takiego podejscia
badawczego.

5. PROBY KLINICZNE

Od poczatku wieku przeprowadzono stosunkowo duza liczbe prob klinicznych
(faza I/Il), czesto randomizowanych, jednak na stosunkowo mata skale (liczebnie)
w zawalach swiezych i odlegtych. W przypadku wykorzystania komérek pochodzenia
szpikowego, zarejestrowano ponad 75 opublikowanych préb z tego zakresu, a z
uzyciem mioblastow o ok. polowe mniej. Przyjrzyjmy si¢ opracowaniom zbiorczym
podsumowujacym dotychczas wykonane proby kliniczne [1, 12, 30].

5.1. Proby kliniczne w zawatach ostrych

U takich pacjentow zwykle wykonuje si¢ randomizowane proby kliniczne z
podaniem dowiencowym autologicznych komérek szpikowych. Najczgsciej pacjenci
ci przechodza tzw. koronaroplastyke naczynia zaopatrujacego miejsce zawatu z
wszczepieniem stentu. Dotychczas wykonane proby (komorki szpikowe) dostarczaja
kontrowersyjnych danych postugujac si¢ matymi populacjami pacjentow (zwykle
ponizej 200) i réznig si¢ dawka i preparatyka podawanych komorek, czasem
implantacji (od dokonanego zawatu) i ocena funkcji migs$nia sercowego. Co najwaz-
niejsze, jak dotad przy podawaniu komorek pochodzenia szpikowego, nie wykryto
powazniejszych skutkow ubocznych.
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W wyniku przeprowadzonych meta-analiz (z grupa randomizowanych pacjentow)
stwierdzono potencjalne korzysci dowiencowego podawania komodrek szpikowych
(BMSC), poprawiajacych w zawale ostrym frakcje wyrzutowa lewej komory o ok.
3-4% (poprawa umiarkowana, ale statystycznie znamienna) oraz niewielkie
pomniejszenie wielkosci blizny pozawatowej i wymiaréw lewej komory (zmniejszenie
remodelingu lewej komory) [1]. Poprawa ta jest porownywalna z polepszeniem
frakcji wyrzutowej — EF (ang. Ejection Fraction) stwierdzanym w badaniu
REPAIR-AMI (Remodeling in Acute Myocardial Infarction) [29]. Korzysci terapii
z uzyciem komorek macierzystych sa wigksze w przypadkach powazniejszej
dysfunkcji lewej komory, aczkolwiek podsumowujac uzyskane wyniki, mozna pokusié
siec o wniosek, ze poprawa hemodynamiki serca w wyniku terapii za pomoca
komorek macierzystych jest ogdlnie porownywalna z wynikami uzyskiwanymi przy
uzyciu innych procedur, jak np. reperfuzja, stosowanie inhibitoréw enzymatycznych
konwertujacych angiotensyng, blokujacych receptory angiotensynowe i inne [26].
Obecnie kontynuowane sa proby kliniczne (SWISS-AMI, BOOST-2) na wigksza
skale, ktore z pewnoscia zweryfikuja dotychczasowe meta-analizy i by¢ moze
dostarcza nowych danych na temat optymalnego czasu i dawki podawanych
komorek.

5.2. Proby kliniczne w przewlektym niedokrwieniu miokardium

Jak dotad, tylko kilka matych, randomizowanych, kontrolowanych prob klinicznych,
zarejestrowano z uzyciem komorek macierzystych przy leczeniu dusznicy opornej
na leczenie (w wyniku przewleklego niedotlenienia miokardium). W prdobach tych
wykorzystywano komorki szpikowe wprowadzajac je bezposrednio do miokardium
za pomoca tréjwymiarowego mapowania elektromechanicznego (NOGA), prowadza-
cego kateter [21, 41]. Losordo i wsp. testowali trzy dawki preparatu G-CSF mobili-
zujacego ze szpiku komorki o fenotypie CD34". Demonstrowali oni trend obnizajacy
czestos¢ atakdw dusznosci oraz zwigkszonej zdolnosci do ¢wiczen, jakkolwiek bez
zadnych zmian w perfuzji badanej przy uzyciu SPECT [10]. Inne dwie proby
kliniczne z wykorzystaniem jednojadrzastych komoérek szpikowych wykazaty
znamienne, ale umiarkowane polepszenie zdolnosci do wysitku fizycznego, jak rowniez
podwyzszenie frakcji wyrzutowej lewej komory (LVEF) [42,43]. Takze znamienne
polepszenie wynikow w perfuzji ocenianej metoda SPECT zaobserwowano w
badaniach Ramshorsta i wsp. [43]. Przyczyny kontrowersji nie zostaly wyjasnione,
by¢ moze zwiazane jest to z heterogennoscia badanych grup, dawka uzytych
komoérek czy roznicy w podejsciu metodologicznym do wynikow uzyskanych z
badania SPECT. Najwazniejsze, ze w tych prébach klinicznych nie wykazano
skutkow ubocznych, w tym arytmii, wykonujac bezposrednie intramiokardialne
podania komorek. W ostatnich dwoch badaniach z uzyciem oceny migsnia sercowego
za pomocg rezonansu magnetycznego wskazano na podobny wzrost frakcji
wyrzutowej (3—5%) z zastosowaniem dwoch roznych prob implantacji komorek
pochodzenia szpikowego [42, 43].
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5.3. Préby kliniczne w kardiomiopatii niedokrwiennej — podsumowanie

Ukazujace si¢ ostatnio meta-analizy dotyczace zastosowania komorek macierzystych
W regeneracji migsnia sercowego na tle choroby niedokrwiennej (zawat ostry lub odlegly)
wskazujg na kilka interesujacych faktow dotyczacych obserwacji frakcji wyrzutowej
serca (EF), pomniejszenia pola zawatu oraz zahamowania deformacji migsnia sercowego.
W istocie donosza one o podobnych parametrach poprawy (>3% wzrasta frakcja
wyrzutowa lewej komory i o ponad 3% zmniejsza si¢ obszar pozawalowy) niezaleznie
od zastosowanych komorek szpikowych [1, 12]. Potwierdzaja to takze wyniki polskich
autoréw przedstawione w badaniach REGENT [40], ktorzy selekcjonowali macierzyste
komorki szpikowe stosujac marker CD34" badz tez cala populacje komorek
jednojadrzastych szpiku, nie wykazali pomigdzy ich dziataniem zadnych réznic.

W meta-analizie przedstawionej przez Abel-Latif i wsp. [1] stosowano komorki
szpikowe zaréwno obejmujace jednojadrzaste komorki szpiku, jak i komorki mezen-
chymalne (takze wystepujace razem w mieszaninie) oraz pule macierzystych komérek
szpikowych pozyskanych z krwi obwodowej. W pracy tej dokonywano podania komérek
szpikowych od 1 doby po zawale az do 80 miesiecy po zawale. Wykazano pozytywny
wplyw implantowanych komoérek szpikowych powyzej 5 dni od wystapienia zawatu,
przy czym liczba komorek nie wptywala na polepszenie si¢ parametrow hemodyna-
micznych, podobnie jak droga podawania tych komorek. W zasadzie jednak w ponad
90% komorki szpikowe podaje si¢ do tetnicy wiencowej, przez co analiza rdznic z
podanymi intramiokardialnie komorkami szpikowymi nie moze by¢ wilasciwie dokonana.
Pozytywny efekt podawania macierzystych komorek szpikowych nie jest obserwowany
natychmiast, ale narasta w 3—6 miesiecy po podaniu, utrzymujac si¢ zwykle przez 1
rok i zanikajac po okolo 18 miesiacach (ocena EF). Podawanie komorek szpikowych o
charakterystyce CD133" (hematopoetycznych szpiku) czy tez tzw. mezenchymalnych
komérek szpikowych, ze wzgledu na ograniczong liczb¢ prob klinicznych nie moze
stanowic¢ jeszcze podstawy do wykonywania meta-analiz.

W innej analizie statystycznej oceniano podawanie jednojadrzastych macierzystych
komorek szpikowych (BMSC) [12]. Zwraca uwage pozytywny efekt implantacji
komorek (zawal $wiezy) co najmniej po 7 dniach od dokonanego zawatu. Poprawa
parametréw hemodynamicznych serca w tej analizie wykazata zaleznos¢ od
zastosowanej liczby komérek (>100x10%/podanie). Mierzona EF wzrastala w
przedziale od 3—6 miesi¢cy od podania, jakkolwiek punkt koncowy poprawy nie zostat
jeszcze wyznaczony w omawianych prébach.

Przeprowadzone obie meta-analizy utrudnia fakt, ze frakcja wyrzutowa (gtoéwny
oceniany parametr hemodynamiczny serca) byla ustalana na podstawie badania
echokardiograficznego, jak i rezonansu magnetycznego, jakkolwiek wiadomo, ze
badania te nie mozna uwazac¢ za rownie precyzyjne i sobie rownowazne.

5.4. Proby kliniczne w zastoinowej niewydolnosci serca

Do tej pory dwa randomizowane badania kliniczne wykonano w tej jednostce
chorobowej (uzywajac autologicznych komorek pochodzenia szpikowego lub
mioblastow). W probie klinicznej TOPCARE-CHD, pacjenci z zawatem odleglym
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(ponad 3 miesigce) otrzymywali dowiencowo komorki szpikowe lub krazace (we
krwi) macierzyste komorki progenitorowe. U pacjentow po implantacji komorek
szpikowych (ale nie krazacych progenitorowych), wykazano umiarkowane aczkolwiek
statystycznie znamienne podwyzszenie (2,9%) frakcji EF [21], w 3 miesiace po
podaniu komorek i nie zaobserwowano istotnych zmian w rozmiarach lewej komory.

U pacjentow z zastoinowa niewydolnoscia serca, w wyniku ubytku kardiomio-
cytow po przebytym zawale, mozna oczekiwa¢, ze implantacja komoérek z zachowa-
nymi wlasciwosciami kurczliwymi moze doprowadzi¢ do repopulacji akinetycznego,
uleglego atrofii miokardium, przywracajac funkcje mechaniczng w tym regionie.
Préby klinicznej z uzyciem mioblastow szkieletowych dokonano na pacjentach z
kardiomiopatig niedokrwienna przy okazji zabiegu pomostowania aortalno-wiencowego
(bezposrednie wstrzykiwanie mioblastow na otwartym sercu). W tej probie pod
nazwa MAGIC (ang. Myoblast Autologous Grafting in Ischaemic Cardio-
myopathy) dokonano oceny bezpieczenstwa i efektywnosci procedury podajac 4x10%
oraz 8x10% komoérek versus placebo [37]. Z powodu niebezpieczenstwa arytmo-
gennego, u wszystkich pacjentow implantowano defibrylator-kardiowerter przed
zabiegiem. Po 6 miesiacach nie wykryto jednak znamiennych roéznic w regionalnej
badz globalnej funkcji lewej komory, postugujac si¢ metoda echokardio-graficzna,
nie wykryto tez znaczacych réznic w indukowaniu arytmii w badanych 3 podgrupach.
Jednakze u pacjentéw otrzymujacych wyzsza dawke komorek macierzystych
wykryto znaczacy (znamienny) spadek koncowo-diastolicznej oraz koncowo-
systolicznej objetosci serca, co sugeruje odwrdcenie trendu niekorzystnego remode-
lingu migsnia sercowego.

6. PODSUMOWANIE

Stosowanie komodrek macierzystych nadal uwazane jest za atrakcyjna metode w
medycynie regeneracyjnej. Obecne trudnosci spowodowane sg brakiem mozliwosci
precyzyjnego ich fenotypowania, przez co duza liczba wykonywanych préb klini-
cznych staje si¢ nieporownywalna z prowadzonymi meta-analizami. Z drugiej strony
trwajq prace nad dramatyczna poprawa odsetka osiedlania tych komérek w miejscu
docelowym, obecnie niewielkie ich odsetki, ktére 'kotwiczone' sa w narzadach, co
najwyzej 'skazane sg' na czynno$¢ parakrynowa, a nie zastepcza wobec zuzytych
komorek czy patologicznych struktur. Modyfikacje genetyczne komoérek macie-
rzystych staja si¢ nastepna modna dziedzing w dazeniu do poprawienia efektywnosci
komorek macierzystych, jak i proba wykorzystania ich tropizmu w transportowaniu
innych substancji. Liczba mozliwych wariantéw implantacji komorek macierzystych
zwigksza sie wraz z nastepnymi odkryciami i by¢ moze, tak jak w przypadku
ustalenia optymalnego sktadu dla lekow chemioterapeutycznych w ubieglym stuleciu,
musza mina¢ dwie/trzy dekady upartych badan w celu optymalizacji schematow
leczniczych, wynikajacych z prowadzonych terapii komdrkowych u cztowieka.
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