Artykut pogladowy/Review article

Kardiologia Polska
2011; 69, 6: 601-609
ISSN 0022-9032

Komorki macierzyste w klinicznych
badaniach kardiologicznych

Stem cells in cardiological clinical trials

Krzysztof Przybycien!, Zdzistawa Kornacewicz-Jach!, Bogustaw Machaliriski?

TKlinika Kardiologii, Pomorski Uniwersytet Medyczny, Szczecin
2Zaktad Patologii OgoInej, Pomorski Uniwersytet Medyczny, Szczecin

Abstract

Stem cell-based therapy is a novel therapeutic strategy introduced into cardiology, although there are not any established
standards within the stem/progenitor cell type employed, their preparation, rout of administration as well as methods controlling
the pathophysiological and clinical parameters after the cell application. The aim of the present work was a complex metaana-
lysis of the clinical trials carried out in this field. Over 1000 patients with myocardial infarction as well as circulatory failure have
been treated with stem cell-based therapy so far, but the obtained results are not concordant. Progress within cell biology and
biotechnology give hopes for development of more effective therapeutic approaches. Identification and isolation of cardiac-
-specific stem/progenitor cells may deliver new perspectives for such therapy in the nearest future.
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WSTEP

Historia komorek macierzystych (stem cells) ma juz ponad
100 lat. Pod koniec XIX wieku termin stem cells pojawit sie
w kontekscie dwoch zagadnient. Theodor Boveri i Valentin
Hacker uzyli tej nazwy w celu okreslenia komérek zaanga-
zowanych w produkcje komoérek ptciowych. Natomiast
w 1896 r. Artur Pappenheim uzyt terminu stem cell do opi-
sania komorki prekursorowej hematopoezy, zdolnej do réz-
nicowania sie w kierunku erytrocytéw i leukocytow. W po-
dobnym rozumieniu nazwy tej uzyt Alexander Maximow
na Kongresie Towarzystwa Hematologicznego w Berlinie
w 1908 r. [1].

Od tego czasu pojecie ,komoérka macierzysta” ulegto
pewnym zmianom. Obecnie pod pojeciem komorki macie-
rzystej, czyli tzw. komérki pnia (stem cells) rozumie sie ko-
morki, ktore charakteryzujg sie jednoczesnie zdolnoscia do
samoodnowy i mozliwoscig réznicowania sie do r6znych ty-
pow komorek dojrzatych [2].

Ze wzgledu na zdolnoé¢ do réznicowania komoérki ma-
cierzyste dzieli sie na:
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totipotentne — takie, ktére moga ulec zr6znicowaniu
do kazdego typu komérek, w tym komoérek tworzacych
tkanki tzw. poptodu (fozysko, sznur pepowinowy, btony
ptodowe);

pluripotentne — takie, ktére moga da¢ poczatek kazde-
mu typowi komoérek dorostego organizmu z wyjatkiem
komérek poptodu;

multipotentne — takie, ktére moga da¢ poczatek kilku
réznym typom komorek, z reguty o podobnych wiasci-
wosciach i pochodzeniu embrionalnym z tego samego
listka zarodkowego;

unipotentne — inaczej komorki, ktére moga réznicowac
tylko do jednego typu komoérek dojrzatych.

Ze wzgledu na pochodzenie komérki macierzyste dzieli
sie na:

— embrionalne komérki macierzyste (ESC, embryonic stem
cells) — wyprowadzone z komérek embrionalnych;
moga by¢ totipotentne (pochodza z kilkukomérkowego
embrionu) lub pluripotentne (pochodza z wezta zarod-
kowego blastocysty);
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— somatyczne (doroste) komorki macierzyste (ASC, adult
stem cells) — znajdowane w tkankach dorostych organi-
zméw; komorki te moga by¢ pluripotentne, np. bardzo
mate, podobne do embrionalnych (VSEL), multipoten-
tne (jak np. komérki hematopoetyczne — HSC czy me-
zenchymalne — MSC) lub unipotentne (np. komorki
owalne watroby, satelitowe miesni szkieletowych).
Embrionalne komoérki macierzyste sa to komoérki, kto-

re moga da¢ poczatek wszystkim tkankom organizmu. Ko-

morki macierzyste 1-5-dniowego zarodka (embrionu) moga
rozwinac sie w dowolny typ komérek i teoretycznie zastapic
uszkodzone komérki. U ssakéw embrionalne komérki ma-
cierzyste sa wyprowadzane z komoérek wezta zarodkowego
blastocysty lub z wyhodowanych zarodkéw zwierzat lub lu-
dzi. Jednak wykorzystywanie komérek embrionalnych zwia-
zane najczesciej ze zniszczeniem zarodka jest bardzo kon-

trowersyjne pod wzgledem etycznym [3].

W 2006 r. Klimanskaya i wsp. [4] doniesli o wyhodowa-
niu 2 linii komérek macierzystych z embrionu, bez jego znisz-
czenia. Technika ta polega na pobraniu 1 komérki na bardzo
wczesnym etapie rozwoju embrionu, a nastepnie jej namno-
Zeniu poza organizmem. Procedura ta przypomina techniki
wykorzystywane w trakcie zaptodnienia in vitro, kiedy row-
niez pobiera sie pojedyncze komorki do badan genetycznych
wykonywanych przed implantacja zarodka.

Doroste (somatyczne) komorki macierzyste znajduja
sie we wzglednie niewielkich ilosciach w szpiku kostnym, trzu-
stce, watrobie, naskérku, rogéwce i siatkéwce oka oraz in-
nych tkankach i narzadach, gdzie sg odpowiedzialne za ich
regeneracje. Multi- lub unipotentne moga sie przeksztatcac
w komérki okreslonych szeregéw komoérkowych, zazwyczaj
w obrebie tkanki, z ktérej pochodza. Chociaz posiadaja ogra-
niczong zdolnos¢ réznicowania w rézne narzady/tkanki, wy-
kazuja cechy dajace im istotna przewage nad komoérkami
embrionalnymi w zastosowaniu terapeutycznym. Przede
wszystkim nie tworza potworniakéw ani innych nowotwo-
réw, zwlaszcza niezréznicowanych pochodzenia zarodkowe-
go, wzglednie czesto spotykanych po aplikacji komérek em-
brionalnych. Moga by¢ ponadto pobrane z wiasnego organi-
zmu pacjenta, dzieki czemu nie istnieje ryzyko ich odrzuce-
nia. Dodatkowo pozyskanie dorostych komérek macierzystych
nie wiaze sie ze zniszczeniem embrionu, wiec nie wywotuje
kontrowersji etycznych. Komorki macierzyste somatyczne
zastepuja wyspecjalizowane, dojrzate komérki, ktére obumie-
raja w sposob naturalny. Niestety, w warunkach naturalnych
komérki macierzyste somatyczne w wiekszosci narzadéw nie
sa w stanie efektywnie zregenerowac rozlegtych uszkodzen
powstatych w wyniku choréb [2].

Innym Zrédtem pozyskania pluripotentnych komérek
macierzystych jest krew pepowinowa, ktéra stanowi jedyne
Zrodto komérek macierzystych niewymagajace uzywania
metod inwazyjnych u dawcy. Do niedawna fozysko i pepo-
wina, a wraz z nimi komérki macierzyste mogty by¢ wyko-

rzystywane jedynie tuz po porodzie. Obecnie krew pepowi-
nowa moze by¢ przechowywana przez kilkadziesiat lat i do-
stepna, gdy zajdzie potrzeba leczenia. Metoda ta nie budzi
kontrowersji natury etycznej. Ponadto przy zastosowaniu
komoérek z krwi pepowinowej nie ma ryzyka, ze zostang znisz-
czone przez uktad odpornosciowy gospodarza, od ktérego
pochodza, a ryzyko przeksztafcenia sie ich w nowotwor jest
zdecydowanie mniejsze lub nawet wykluczone. Aktualnie nie
ma jednak badan klinicznych z ich wykorzystaniem w kar-
diologii [5].

W 2006 r. grupa uczonych pod kierunkiem Takahashie-
go i Yamanaki zidentyfikowata (w doswiadczeniach na my-
szach) grupe gendw, ktore s wiaczone w komérkach macie-
rzystych zarodkowych, a wytagczone w komérkach dojrzatych
[6]. W dalszych badaniach wykazano, ze wiaczenie 4 genéw
w komorce ludzkiej skory powoduje, ze ,cofa sie w rozwo-
ju” i zyskuje wlasnosci komérek embrionalnych. Komaérki te
nazwano indukowanymi pluripotentnymi komérkami macie-
rzystymi (iPS, induced pluripotent stem cells). Komérki iPS,
podobnie jak komérki zarodkowe, moga sie przeksztatci¢
w dowolny typ dojrzatej komérki i proliferowac w sposéb nie-
ograniczony. Staba strong komorek iPS jest to, ze 2 z 4 ge-
néw wykorzystywanych do tworzenia komérek iPS to tzw.
onkogeny, co oznacza, ze istnieje duze ryzyko, ze komorki
iPS ulegna nowotworzeniu. Co wiecej, do przeniesienia tych
4 genéw do komorki dojrzatej wykorzystywano czasteczki
retrowirusa, co rowniez wigze sie z ryzykiem nowotworzenia
powstatych komérek iPS. W 2008 r. naukowcy doniesli jed-
nak, ze udato sie stworzy¢ komorki iPS bez udziatu onkoge-
now i retrowirusa [7].

Obecnie bardzo duze nadzieje wiaze sie z odkrytymi
w szpiku dorostych myszy tzw. bardzo matymi komaérkami
szpikowymi o cechach komérek embrionalnych (VSEL, very
small embryonic-like stem cells) [8]. Sa to stosunkowo nielicz-
ne, bardzo mate komérki o srednicy 3-5 um wykazujace
cechy morfologiczne typowe dla komérek embrionalnych.
Dalsze badania wykazaty, ze podobne komérki wystepuja
rowniez w ludzkiej krwi pepowinowej i innych tkankach
u cztowieka (szpik kostny, serce, trzustka itp.). Takie nie-
dojrzate komorki cechuje szerokie spektrum réznicowania
(w kierunku komoérek/tkanek nalezacych do 3 listkoéw zarod-
kowych) oraz obecnos¢ antygenéw powierzchniowych typo-
wych dla komérek ESC.

Poza wykorzystaniem komérek macierzystych pozyski-
wanych ze szpiku kostnego lub miesni szkieletowych w re-
generacji miesnia sercowego w niektérych badaniach korzy-
sta sie takze z puli komoérek krazacych we krwi obwodowej
po dodatkowej stymulacji w celu ich mobilizacji. Uzywa sie
do tego najczesciej czynnika wzrostu granulocytéw [9].

Komorki progenitorowe sg kolejnym typem komorek
wykorzystywanych w badaniach klinicznych. Naleza do nich
np. mioblasty szkieletowe stosowane u pacjentéw z pogor-
szeniem funkcji serca. Podobnie jak w przypadku komérek
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szpikowych ich dos¢ powszechne zastosowanie w bada-
niach klinicznych jest spowodowane wzglednie dobrze zna-
nymi i prostymi technikami izolacji i hodowli. Niestety, ko-
morki te nie integruja sie w pefni elektrycznie z migsniem
sercowym z powodu braku ekspresji koneksyny 43 na po-
wstatych widknach miesniowych isa potencjalnie arytmo-
genne [2, 10].

O przydatnosci komorek macierzystych w terapii komor-
kowej decyduja m.in. ich zdolnosci do proliferacji i r6znico-
wania. Utrzymanie przez komorki macierzyste zdolnosci do
samoodnawiania wymaga zaangazowania wielu szlakéw sy-
gnalizacyjnych i czynnikéw transkrypcyjnych. Do najlepiej
poznanych nalezg szlaki Notch, Wnt i Shh [5, 11].

Szlak sygnalizacyjny Notch stanowi ewolucyjnie konser-
watywny, a wiec uniwersalny mechanizm regulacji aktywno-
Sci gendw, pozwalajacy na kontrolowanie proliferacji i rozni-
cowania komérek. Biatka Notch tworza rodzine receptoréw
btonowych. Aktywacja szlaku Notch jest konieczna do utrzy-
mania zdolnoéci komérek macierzystych do samoodnawia-
nia przez zahamowanie proceséw réznicowania [12]. W kon-
troli réznicowania komoérek macierzystych, oprocz szlaku
Notch, wazna role odgrywaja takze szlaki sygnalizacyjne Wnt
i Shh. Szlak sygnalizacyjny Wnt funkcjonuje w komérkach
macierzystych r6znych tkanek, zapewniajac im zdolno$¢ do
samoodnawiania i ochrone przed réznicowaniem. Szlak sy-
gnalizacyjny aktywowany przez biatko Shh stanowi mecha-
nizm zaliczany do podstawowych elementéw regulacji roz-
woju embrionalnego ssakéw. Szlak ten jest zaangazowany
takze w kontrole proliferacji i determinacje réznicowania
komdrek macierzystych, zwtaszcza mezenchymalnych i neu-
ronalnych.

Kontrole proliferacji i réznicowania komdrek macierzy-
stych niezwiazang z aktywacja receptoréw zapewniaja obecne
w komérce czynniki transkrypcyjne, m.in. Octamer 4 (Oct-4)
i Nanog. Czynnik Oct-4 aktywuje proliferacje i utrzymuje
komorki w stanie niezréznicowanym. In vivo ulega ekspresji
jedynie w komérkach wezta zarodkowego blastocysty i jest
niezbedny do zapewnienia komérkom pluripotencjalnosci.
W hodowlach in vitro obecnos$¢ czynnika transkrypcyjnego
Oct-4 stwierdza sie wytacznie w komérkach macierzystych
o charakterze pluripotentnym, natomiast nie wystepuje on
w dojrzatych, wyspecjalizowanych komérkach. Czynnik Oct-4
jest uniwersalnym wewnatrzkomérkowym znacznikiem plu-
ripotentnych komarek macierzystych [13, 14]. Biatko Nanog
ulega ekspresji w embrionalnych komérkach macierzystych
i jest uznawane za gféwny czynnik samoodnawiania tych ko-
morek, utrzymujacy je w stanie pluripotencji. Prawidfowe
funkcjonowanie biatka Nanog wymaga czesto obecnosci do-
datkowych czynnikéw transkrypcyjnych. W hodowlach ko-
moérkowych Oct-4 wraz z biatkiem Nanog sa wystarczajace
do utrzymania embrionalnych komérek macierzystych w sta-
nie niezréznicowanym [15].

KOMORKI MACIERZYSTE W KARDIOLOGII

W terapii komérkowej z wykorzystaniem komérek macierzy-
stych w dziedzinie kardiologii najwieksze doswiadczenie ist-
nieje w badaniach z wykorzystaniem komorek progenitoro-
wych miesni szkieletowych oraz komérek macierzystych szpi-
ku kostnego (zaréwno linii hematopoetycznej, jak i mezen-
chymalnej).

Swoiste biatka powierzchniowe i wewnatrzkomérkowe
pozwalaja odrézni¢ fenotyp HSC lub MSC od dojrzatych,
zroznicowanych komérek obecnych we krwi. Wiekszos¢
markeréw stanowia biatka transbtonowe, ktérych domeny
zewnetrzne sg eksponowane na powierzchni komoérek, sta-
nowiac swoiste antygeny. Biatko CD34 jest uniwersalnym
markerem ludzkich hematopoetycznych komérek macie-
rzystych i progenitorowych i wystepuje na niedojrzatych
komérkach krwiotwérczych. W miare ich réznicowania eks-
presja biatka CD34 stopniowo sie zmniejsza i dojrzate ko-
morki (np. limfocyty, monocyty czy granulocyty) nie wyka-
zuja juz tego antygenu na swej powierzchni. Innym marke-
rem wczesnych komoérek hematopoetycznych jest biatko
CD133. Nalezy jednak uwzgledni¢ fakt, ze ekspresje wy-
mienionych antygenéw opisano takze na powierzchni in-
nych typéw komérek macierzystych i progenitorowych, np.
VSEL czy progenitorow endotelialnych (EPC). Niewatpliwie
charakterystycznym antygenem dla szeregu hematopoetycz-
nego jest biatko CD45, obecne jednak nie tylko na komor-
kach macierzystych i progenitorowych, lecz réwniez na doj-
rzatych elementach morfotycznych krwi. W odréznieniu od
HSC mezenchymalne komorki macierzyste nie prezentuja
jednego, swoistego biatka markerowego. Profile ekspresji
MSC wskazuja na obecnos¢ jednego lub kilku z takich bia-
tek, jak: CD44, CD73, CD90, CD105 oraz brak ekspresji
biatka CD34 [2].

Drogi podania

Obecnie istnieje mozliwos¢ aplikacji komérek macierzystych/

/progenitorowych do serca kilkoma drogami [16-19]:

— podanie dozylne — ze wzgledu na mata efektywnos¢
nie jest wykorzystywane, chociaz teoretycznie mozliwe;

— podanie dowierficowe — jest najprostsza i najmniej ob-
ciazajaca metoda podania zawiesiny komérek macierzy-
stych. Zawiesine podaje sie przez cewnik bezposrednio
do tetnicy dozawatowej. Problemem w tej metodzie jest
zatrzymanie komorek macierzystych w strefie zawatowej,
a nawet w samym miesniu sercowym. Aby zwolni¢ prze-
ptyw krwi i dtuzej utrzymac¢ zawiesing komérek macie-
rzystych w tetnicy zawatowej, $wiatfo naczynia zamyka
sie na kilka minut przez napetnienie balonu do 2—4 at-
mosfer. Czes¢ badaczy w celu uzyskania tego samego
efektu w podobny sposéb zamyka Swiatfo zatoki wieri-
cowej. Wiadomo, ze w chwili uszkodzenia tkanki zaczy-
naja produkowac czynniki chemotaktyczne dla komé-
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rek macierzystych, ale ich wydzielanie z czasem maleje.
Hofmann etal. [20], badajac redystrybucje komérek szpi-
ku po podaniu dowieficowym miedzy 5. a 10. dniem
zawatu, stwierdzit, Zze tylko okoto 1,3-2,6% podanych
komdrek pozostaje w miesniu sercowym, a reszta zasie-
dla watrobe i $ledzione. Dlatego tez metoda ta jest wy-
korzystywana gtéwnie u pacjentéw z ostrym zawatem
serca i nie jest zalecana w terapii pacjentéw z przeby-
tym zawatem serca;

— podanie przez bezposrednie nastrzykniecie epicardium
(podczas operacji lub pod kontrola torakotomu). Droga
ta jest wykorzystywana gtéwnie podczas operacji kardio-
chirurgicznych, np. podczas implantacji pomostéw aor-
talno-wiericowych. Komérki macierzyste sg dostarczane
bezposrednio do miesnia sercowego w obszar blizny lub
na jego obrzeza. Teoretyczng przewaga takiej metody
jest zmniejszenie udziatu mechanizméw chemotaktycz-
nych przy odnalezieniu przez komérki macierzyste miej-
sca docelowego;

— podanie przez bezposrednie nastrzykniecie endocardium
— takze polega na bezposrednim dostarczeniu komo-
rek do miesnia sercowego, ale do strony wewnetrznej
lewej komory. O ile podanie od strony epicardium pod-
czas operadji jest stosunkowo proste, o tyle wykonanie
nastrzykniecia od strony endocardium wymaga specjali-
stycznego oprzyrzadowania. Do tego celu stuzy cewnik
do iniekgji transendokardialnych MYOSTAR. Jest to spe-
cjalny cewnik zaopatrzony w igfe, ktéry wprowadza sie
do lewej komory droga wsteczng przez aorte i zastawke
aortalng. Ponadto metoda ta wymaga uzycia systemu
mapowania endokawitarnego w celu znalezienia strefy
martwicy i strefy okotozawatowej. Do tego celu wyko-
rzystuje sie system NOGA, ktory umozliwia tworzenie
map elektromechanicznych lewej komory;

— droga podania od strony zatoki wieficowej, czyli poprzez
zyly wiencowe — takze pozwala na podanie zawiesiny
komorek bezposrednio do miesnia sercowego, ale row-
niez wymaga odpowiedniego oprzyrzadowania, czyli
cewnika zaopatrzonego w igte, i duzego doswiadczenia
w precyzyjnej manipulacji cewnikiem.

Wykonywano takze proby podania komérek macierzy-
stych do roztworu kardiopleginy podczas operacji kardiochi-
rurgicznych.

Aktualnie zadna z powyzszych metod nie uzyskata jed-
noznacznej opinii jako metoda preferencyjna.

KOMORKI MACIERZYSTE

W KARDIOLOGICZNYCH

BADANIACH KLINICZNYCH

U cztowieka rozrézniono ok. 260 typéw komorek. Wsrod
nich aktualnie rozr6znia sie (m.in. na podstawie ich cech fe-
notypowych) ok. 30 réznych subpopulacji komérek macie-
rzystych. Do najwazniejszych z punktu widzenia terapii ko-
morkowej naleza komorki hematopoetyczne z powierzchow-

nymi antygenami: CD34, CD133, CD45, CD117, komérki
mezenchymalne z biatkami: CD44, CD73, CD90, CD105
oraz brakiem ekspresji biatka CD34 (odpowiadaja za regene-
racje kosci, wiezadet, miesni, Sciegien, tkanki tacznej i thusz-
czowej) oraz komorki endotelialne z powierzchownymi mar-
kerami: CD133 i CD34 (odpowiadaja za regeneracje endo-
telium) [2].

Zainteresowanie komoérkami macierzystymi wsréd kar-
diologdéw wzrosto, kiedy stwierdzono obecnos¢ chromoso-
moéw Y w miesniu sercowym u mezczyzn, ktérym przeszcze-
piono serce od zefiskich dawcow [21]. Zaobserwowano tak-
ze, ze komorki miesnia sercowego wykazuja mitotyczna
aktywnos¢ po zawale serca. Rozpoczely sie badania nad re-
generacja uszkodzonego przez zawat serca z wykorzystaniem
komérek macierzystych/progenitorowych szpiku, komérek
progenitorowych miesni szkieletowych, a takze embrional-
nych komérek macierzystych.

Poczatkowo komérkami uzywanymi do regeneracji mie-
$nia sercowego po zawale byty mioblasty miesni szkieletowych.
Pierwsze doniesienia o praktycznym ich zastosowaniu u czfo-
wieka pochodzg z 2003 r., a w Polsce w 2004 r. jako pierwsi
komoérek tych uzyli Siminiak i wsp. z Poznania [22]. W wigk-
szosci przeprowadzonych na tym modelu badan stwierdzono
istotny wzrost kurczliwosci lewej komory, jednak uzycie tych
komérek powodowato powstanie trwatych arytmii komoro-
wych w ok. 40% przypadkéw. Pacjenci ci musieli dodatkowo
przyjmowac leki antyarytmiczne (najczesciej amiodaron) lub
mie¢ implantowany kardiowerter-defibrylator (ICD). Nie jest
znany dokfadny mechanizm tego zjawiska, ale przypuszcza sie,
ze u jego podfoza lezy brak integracji elektrycznej wszczepio-
nych komérek z komérkami miesnia sercowego z powodu
braku ekspresji koneksyny 43 [16]. Implantowane mioblasty
hamuja rozchodzenie pobudzenia i zwalniaja przewodzenie,
ktore lezy u podstaw zjawiska reentry i komorowych zaburzen
rytmu. Ponadto ostatnie doniesienia z 2008 i 2009 r. z 2 ran-
domizowanych préb nie wykazaly istotnej poprawy funkgji
skurczowej lewej komory (tab. 1).

Komérki embrionalne, w zaleznosci od stadium rozwo-
ju cztowieka, moga wykazywac cechy totipotentne lub pluri-
potentne i te wiasciwosci powoduja, ze mogtyby by¢ one
szczegOlnie atrakcyjne dla badan nad regeneracja miesnia
sercowego. Dotychczas opublikowano kilka badan doswiad-
czalnych przeprowadzonych na zwierzetach dotyczacych
regeneracji miokardium przy uzyciu komérek embrionalnych.
Charakteryzuja sie one jednak stosunkowo niskim tempem
réznicowania do dojrzatych, funkcjonalnych komérek mie-
$nia sercowego, a takze stwarzajg mozliwos¢ nowotworze-
nia [28]. Dlatego tez wiekszos¢ badan klinicznych opiera sie
na uzyciu zawiesiny komérek macierzystych szpiku kostne-
go lub endotelialnych komérek macierzystych.

Do dzi§ liczba badan klinicznych z wykorzystaniem ko-
morek macierzystych w terapii kardiologicznej przekroczyta
40. Wsrdd nich sa takze badania z polskich osrodkéw, jak
np. randomizowane badanie pod kierownictwem prof. Graj-
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Tabela 1. Kliniczne badania z implantacjg mioblastow szkieletowych do uszkodzonego migsnia sercowego

Autor badania Liczba pacjentow Droga podania Badana zmienna
Menasché i wsp. [23] 2003 10 tc LVEF 0,02
Paganii wsp. [24] 2003 5 e.c Przezywalnos¢ komorek -
Smits i wsp. [25] 2003 5 ec LVEF 0,009
Siminiaki wsp. [22] 2004 10 tc LVEF < 0,05
Menasché i wsp. (MAGIC) [26] 2008 63 (34) t.c LVEF 0,25
Dib i wsp. (CAUSMIC) [27] 2009 12(11) t.c LVEF 0,07
NYHA 0,004

t.c. — transepikardialnie; e.c. — endokardialnie; LVEF — frakcja wyrzutowa lewej komory; NYHA — New York Heart Association

Tabela 2. Kliniczne badania nierandomizowane z zastosowaniem komorek macierzystych w regeneracji uszkodzonego zawatem
miesnia sercowego

Badania Typ komorek Grupa badana Droga podania
nierandomizowane (kontrolna)

Hamano [31] 2001 BMC 5 t.c. (CABG)
Fuchs [32] 2003 BMC 10 e.c. (NOGA)
Li[33] 2003 BMC 8 t.c. (CABG)
Tse [34] 2003 BMC 8 e.c. (NOGA)
Perin [35] 2004 BMC 14.(9) e.c. (NOGA)
Fernandez-Avilés [36] 2004 BMC 20(13) i.C.
Galinanes [37] 2004 BMC 14 t.c. (CABG)
Ozbaran [38] 2004 CPC (G-CSF) 6 t.c. (CABG)
Pompilio [39] 2004 G-CSF(CD133+) 4 t.c. (CABG)
Stamm [40] 2004 BMC 12 t.c. (CABG)
TOPCARE-AMI [41] 2004 BM/CPC 30/29 i.C.
Kuethe [42] 2004 BMC 5 ic.
Bartunek [43] 2005 EPC(CD133+) 19(16) ic
Boyle [44] 2005 G-CSF (CD34+) 5 i.C.
IACT study [45] 2005 BMC 18(18) ic.
Katritsis [46] 2005 MSC+EPC 11(11) ic.
Sudrez de Lezo [47] 2005 CD34+ G-CSF 13 s.C.
TOPCARE-CHD [48] 2006 BM/CPC 35/33(23) i.C.
ABCD [49] 2006 BMC 24.(20) ic.
Manginas [50] 2007 EPC(CD133+,133-,34+) 12(12) ic.
TABMMI [51] 2007 BMC 10 e.c
BALANCE [52] 2009 BMC 62 (62) ic.
TOPCARE-DCM [53] 2009 BMC 33 i.C.
Srimahachota [54] 2009 BMC 5 i.C.

BMC — komdrki szpiku kostnego; CPC — krazgce komorki progenitorowe; EPC — endotelialne komorki progenitorowe; G-CSF — czynnik wzrostu
granulocytéw; MSC — mezenchymalne komdrki macierzyste; t.c. — transepikardialnie; e.c. — endokardialnie; i.c. — dowiencowo; s.c. — podskdrnie;
CABG — pomostowanie aortalno-wierficowe; NOGA — system umozliwiajacy tworzenie map elektromechanicznych lewej komory

ka z Poznania [29] czy wieloosrodkowe randomizowane ba-  serca. Najbardziej popularna metoda podania jest podanie
danie REGENT pod kierownictwem prof. Tendery z Katowic ~ dowieficowe, najczesciej potaczone z czasowa inflacja balo-
[30]. W badaniach nad wykorzystaniem komérek macierzy-  nu w $wietle naczynia, ktéra ma zapobiec zbyt szybkiemu
stych w kardiologii wziefo juz udziat ponad 1000 pacjentéw  wyptukaniu podanych komérek. Dotychczasowe nierando-
z ostrym i przebytym zawafem serca oraz niewydolnoécia ~mizowane badania przedstawiono w tabeli 2.
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Tabela 3. Randomizowane badania z komdrkami macierzystymi nad regeneracjg miesnia sercowego

Badania Typ komorek Grupa badana Droga CETERE]
randomizowane (kontrolna) podania zmienna

BOOST [55] 2004 BMC 30(30) i.C. LVEF NS
Chen [56] 2004 BMC 34(35) i.C. LVEF 0,01
MAGIC cell [57] 2004 BMC/CPC G-CSF 10/10(8) i.c/s.c. LVEF < 0,005
Erbs [58] 2005 CPC (G-CSF) 13(13) i.C. Wielkos¢ zawatu < 0,05
FIRSTLINE-AMI [59] 2005 G-CSF 25(25) s.C LVEF < 0,003
Hambretch [60] 2005 CPCs 13(12) I.C. LVEF < 0,05
ASTAMI [61] 2006 BMC 47 (50) ic. Wielkos¢ zawatu NS
Janssens [62] 2006 BMC 33 (34) ic. LVEF NS
MAGIC Cell-3-DES [63] 2006 BMC/G-CSF 27/20(29/20) ic. LVEF < 0,05
REPAIR-AMI [64] 2006 BMC 101(103) ic. Zdarzenia kliniczne 0,006
REVIVAL-2 [65] 2006 G-CSF 56 (58) S.C. Wielko$¢ zawatu NS
STEMMI [66] 2006 G-CSF 39(39) s.C. LVEF NS
TCT-STAMI [67] 2006 BMC 10(10) I.C. LVEF < 0,05
G-CSF-STEMI [68] 2006 G-CSF 23(21) s.C. LVEF NS
Penicka [69] 2007 BMC 17 (10) ic. LVEF NS
PROTECT-CAD [70] 2007 BMC 10/10(9) ec LVEF 0,044
FINCELL[71] 2008 BMC 40 (40) i.C. LVEF 0,03
Meluzin [72] 2008 BMC 22/22 (22) ic. LVEF 0,027
Cao [73] 2009 BMC 41 (45) i.C. LVEF 0,001
van Ramshorst [74] 2009 BMC 25(25) ec LVEF 0,03
Lai [75] 2009 BMC 22(22) ik. a NS
REGENT [30] 2009 CD34iCXCR4/BMC 80/80 (40) ic. LVEF NS
Traverse [76] 2010 BMC 30(10) ic. LVEF 0,001
Grajek [29] 2010 BMC 31(14) ic. LVEF NS

BMC — komorki szpiku kostnego; CPC — krazgce komdrki progenitorowe; EPC — endotelialne komérki progenitorowe; G-CSF — czynnik wzrostu
granulocytéw; e.c. — endokardialnie; i.c. — dowiencowo; i.k. — do kardiolpleginy; s.c. — podskérnie; LVEF — frakcja wyrzutowa lewej komory;

Cl — wskaznik sercowy

Mata liczebnos¢ i brak grup kontrolnych w czesci badan
nierandomizowanych z komérkami macierzystymi nie po-
zwalaty na wnioskowanie, czy ten rodzaj terapii daje istotne
korzysci pacjentom. Badania te pokazaty natomiast, ze tego
typu terapia jest technicznie mozliwa i stosunkowo bezpiecz-
na. W czesci z nich uzyskano zachecajace wyniki (poprawa
wydolnosci, zmniejszenie dolegliwosci wieficowych) czy re-
zultaty sugerujace poprawe kurczliwosci, co dato podstawy
do przeprowadzenia dalszych badar.

W tabeli 3 zestawiono randomizowane badania klinicz-
ne z uzyciem komoérek macierzystych do regeneracji miesnia
sercowego. W 10 z nich nie wykazano istotnej r6znicy bada-
nego parametru (najczesciej LVEF) miedzy pacjentami pod-
danymi terapii komérkowej w poréwnaniu z osobami, ktére
nie otrzymaty komérek macierzystych. Stanowi to prawie 50%
pacjentow rekrutowanych do tych badan.

Jak wida¢ z powyzszych zestawien, wyniki dotychczaso-
wych badan nie sg jednoznaczne. Jedng z przyczyn trudno-
Sci w interpretacji otrzymanych rezultatow moze stanowi¢

fakt, Ze pacjenci prawie nigdy nie s3 poddawani tylko i wy-
tacznie terapii komérkowej. Zazwyczaj taczy sie ja z proce-
durami kardiologicznymi, takimi jak rewaskularyzacja przez-
skorna czy kardiochirurgicznymi, np. pomostowaniem aor-
talno-wieficowym. Ponadto mimo Zze wiekszo$¢ badan
dotyczy pacjentéw z ostrym niedokrwieniem (zawat lub nie-
stabilno$¢ wieficowa), to czes¢ z nich wykonano u os6b
z przewleklym niedokrwieniem serca [68, 70], po przebytych
zawatach [48, 58] lub z niewydolnoscig serca na innym pod-
tozu niz niedokrwienie, np. z kardiomiopatia rozstrzeniowa
[49, 53]. Badania r6znia sie takze czasem aplikacji terapii ko-
morkowej po zawale serca (od kilku dni do kilku lat). Zwraca
tez uwage znaczna réznica wiekowa pacjentéw poddawa-
nych terapii komérkami macierzystymi. W réznych badaniach
wiek pacjentéw wynosit 18-80 lat [59, 65, 76]. Wprawdzie
komérki macierzyste maja zdolnosci samoodnowy, ale ich
liczba z wiekiem spada. Ponadto zmniejszaja sie rozne czyn-
niki ochronne zapewniajace tym komoérkom zdolnosci do
rozmnazania si¢ i odnowy.
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Kolejna réznica jest liczba podawanych komérek ma-
cierzystych. Zdrowe serce dorostego cztowieka wazy ok. 250
-350 g [77]. Blisko 80% tej masy stanowia komorki miesnio-
we, ktérych liczba wynosi ok. 10 X 10°. Jesli przyjac, ze w za-
wale ginie ok. 20% kardiomiocytéw, to do uzupetnienia ubyt-
ku potrzeba jest ok. 2 X 10? nowych komérek wazacych ok.
50 g. W przeprowadzonych badaniach liczba podawanych ko-
morek wahata sie od 2,5 X 10°do 17,8 X 107 [45, 76]. Nie-
zaleznie od rodzaju i liczby zastosowanych komoérek macie-
rzystych oraz sposobu i drogi ich podania wyniki tych badan
przemawiajacych za istotna poprawa funkcji serca i niewy-
kazujacych takiej poprawy nie réznia sie istotnie.

Ponadto w r6znych badaniach zwracano uwage na r6z-
norodne zmienne. W wiekszosci z nich za poprawe uznawa-
no istotny przyrost frakcji wyrzutowej lewej komory. W cze-
Sci badan dodatkowo wykonywano stress echo z dobutaming
[50, 57, 591, mierzac przyrost grubosci Sciany i liczby segmen-
tow, ktorych kurczliwos¢ ulegta poprawie. Czes¢ badan opie-
rafa sie na kontroli parametréw serca w rezonansie magne-
tycznym, scyntygrafii [38, 61, 70, 78] i/lub zywotnosci w po-
zytonowej emisyjnej tomografii komputerowej [38, 59, 62].
W czesci badan poréwnanie tych wszystkich parametréw tak-
ze dawato niejednoznaczne wyniki (np. wykazano brak istot-
nej roznicy kurczliwosci lewej komory, ale uzyskano istotng
réznice grubosci jej Sciany).

Mozna natomiast stwierdzi¢, ze dotychczas zapropono-
wane metody terapii komérkowej w kardiologii z wykorzy-
staniem komorek szpiku sg stosunkowo bezpieczne. W przy-
padku uzycia komoérek progenitorowych z migsni szkieleto-
wych nalezy sie jednak liczy¢ z mozliwoscia wystapienia za-
burzen rytmu wymagajacych niekiedy implantacji ICD.

Terapia komérkami macierzystymi w kardiologii jest na-
dal dyscypling stosunkowo mtoda i brak w niej standardéw
dotyczacych wyboru rodzaju komérek macierzystych, spo-
sobu ich przygotowania i podania, a takze nie ma jednoznacz-
nej metody i rodzaju kontrolowanych parametrow.

Niezaleznie od tego, ciagly postep w dziedzinie biologii
komorki i technologii hodowli tkankowych pozwala na umiar-
kowany optymizm, jesli chodzi o zastosowanie w przysztosci
terapii komérkowej w leczeniu choréb serca. Nadzieje daja
poszukiwania najbardziej optymalnej puli komérek macie-
rzystych majacych zdolnosci do réznicowania sie w kierun-
ku kardiomiocytéw. Mozliwe, ze badania z iPS lub VSEL przy-
niosg nowe dane na temat terapii komérkowej w kardiologii.
Nadzieje na postep w tej dziedzinie stanowi takze odkrycie
tzw. rezydentnych komérek macierzystych serca [78].

Wydaje sie, ze gtownym problemem w dalszym poste-
pie badan nad terapiag komérkowa zawatu serca jest kontrola
réznicowania réznych subpopulacji komérek macierzystych
w ludzkie kardiomiocyty w warunkach in vivo. Poznanie
wszystkich czynnikéw zawiadujacych tym procesem, doktad-
ne okreslenie mechanizméw komérkowych i molekularnych
moze leze¢ u podstaw dalszego rozwoju tego rodzaju terapii.

Kolejna wazna kwestig jest petne bezpieczenstwo zwia-
zane z zabiegiem podawania komérek w postepowaniu te-
rapeutycznym. Preferowane powinny by¢ zatem procedury
wzglednie mato inwazyjne, takie jak podanie dotetnicze, gdyz
umozliwiaja one zminimalizowanie ryzyka dalszego uszko-
dzenia tkanki migsnia sercowego czy indukcji procesu zapal-
nego w miejscu podania komérek. Mimo postepu w bada-
niach nad terapia komérkowa w schorzeniach kardiologicz-
nych dotychczasowe efekty kliniczne wydaja sie nie do kon-
ca satysfakcjonujace, zwtaszcza uwzgledniajac sukcesy
osiagane w pracach na modelach zwierzecych. Jak wskazuja
liczne przyktady, prosta transformacja zwierzecych protoko-
tow terapeutycznych na model kliniczny nie wystarcza, dla-
tego niezwykle wazne jest podejmowanie dalszych préb kli-
nicznych z wykorzystaniem lepiej zdefiniowanych populacji
komérkowych oraz ich ewentualnej wczesniejszej ekspansji
w warunkach ex vivo. Waznym obszarem dalszych badar be-
dzie niewatpliwie identyfikacja optymalnej subpopulacji ko-
moérkowej odpowiedzialnej za regeneracje tkanki miesnia
sercowego. Doktadne zdefiniowanie kontroli r6znicowania
komorek, ustalenie konfiguracji czynnikéw humoralnych wspo-
magajacych ten proces w potaczeniu z rozwojem metod umoz-
liwiajacych obserwacje komérek in vivo moga sie przyczynic
do powszechniejszego wprowadzenia terapii komorkowej i jej
standaryzacji w warunkach klinicznych.
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