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Rewolucyjnym odkryciem ostatnich lat byto doniesienie, ze
miesier sercowy dorostych ludzi nie jest koficowo zréznico-
wanym narzadem. Obalono dotychczasowy paradygmat,
a nowa definicja okresla serce jako organ o powolnym, ale
zachowanym przez cafe Zycie potencjale regeneracyjnym [1].
Oceniasig, ze u zdrowych os6b na 10° kardiomiocytow przy-
pada 14 komérek zdolnych do podziatu, a liczba ta znacznie
wzrasta u 0s6b z ostrym zawatem serca (AMI) i u pacjentow
z kardiomiopatig [2]. Odkrycie to byto silnym impulsem do
rozpoczecia badan, ktérych ukoronowaniem miato by¢ zre-
generowanie uszkodzonego fragmentu miokardium i odwré-
cenie skutkéw niewydolnosci serca. Dotychczas wielkie na-
dzieje wiazano z komérkami macierzystymi szpiku kostnego
(BMCs, bone marrow-derived cells). Ogromny entuzjazm
zwigzany z mozliwosciami terapeutycznymi zainicjowat se-
rie badan klinicznych, mimo ze dane z eksperymentéw prze-
prowadzonych na zwierzetach byty zbyt skape [3-8]. Wyniki
uzyskane w badaniach klinicznych sg niejednoznaczne
[9-13], a wyniki metaanaliz wskazuja, ze u pacjentéw z AMI
terapia BMCs przynosi korzysci w postaci miernego wzrostu
(2-3%) frakcji wyrzutowej lewej komory (LVEF) [14], przy
czym efekt ten jest silniej widoczny w grupie pacjentow
z rozleglym zawatem [15]. Terapia zastoinowej niewydolno-
Sci serca (CHF, congestive heart failure) za pomoca BMCs wy-
kazuje podobna skutecznos¢, jednak liczba badan jest tu
znacznie mniejsza [16-18]. Istotny postep w dziedzinie tera-
pii komérkowej stanowi odkrycie rezydentnych komérek ma-
cierzystych serca (CSC, cardiac stem cells). Ich obecno$¢ po-
twierdzono zaréwno u zwierzat [19], jak i u ludzi [20, 21].
Odkrycie to stworzyfo nowe perspektywy, szczegblnie w le-
czeniu CHF. Niniejszy artykut ma na celu przedstawienie
obecnego stanu wiedzy na temat biologii i mozliwosci zasto-
sowania CSC w badaniach klinicznych.

ODNOWA MIOKARDIUM
Przez wiele lat uwazano, ze kardiomiocyty u os6b dorostych
nie maja zdolnosci do podziatu, a serce traktowano jako cat-

kowicie zr6znicowany narzad. Liczba komoérek miata by¢ Sci-
Sle okreslona w 3.—6. miesigcu po urodzeniu [2], a kazde
uszkodzenie miokardium wigzano z procesem nieodwracal-
nej utraty kardiomiocytéw. Zastanawiajace byfo jednak to,
ze w sercu dorostych ludzi obserwowano $rednio 80% kar-
diomiocytéw jednojadrowych i 20% dwujadrowych [22]. Po-
nadto w zwierzecym modelu zawatu serca stwierdzono wzrost
ilosci cykliny E, A, B [2], DNA oraz zaobserwowano proces
kariokinezy i cytokinezy kardiomiocytow [23, 24]. Wszystkie
te elementy wskazujg na zdolnos¢ tych komérek do podzia-
tu. Za istnieniem procesu odnowy komérek miesnia serco-
wego przemawiaja dane dotyczace apoptozy kardiomiocytéw.
Systematyczny spadek liczby kardiomiocytéw w ciagu trwania
zycia doprowadzitby do widocznego ubytku masy migsnia, dla-
tego tez stwierdzono, ze proces apoptozy musi by¢ w jakis spo-
s6b bilansowany. Dopiero badania zespotu Piero Anversy [22]
dostarczyty przekonujacych dowodéw na obecnoé¢ dzielacych
sie kardiomiocytéw zaréwno u os6b zdrowych, jak i z uszko-
dzonym miokardium. P6Zniejsze eksperymenty udowodnity ist-
nienie CSC zdolnych do r6znicowania sie we wszystkie kompo-
nenty strukturalne miesnia sercowego [25]. Dowiedziono po-
nadto, Ze zjawisko regeneracji jest bardziej nasilone przy niedo-
krwiennym uszkodzeniu miokardium [26]. Istniejg rowniez
dowody nato, ze oprocz CSC ludzkie dojrzate kardiomiocyty moga
ponownie wejs¢ w cykl komérkowy [22]. Wszystkie przedstawio-
ne powyzej mechanizmy daja mozliwos¢ regeneracji serca.

REZYDENTNE KOMORKI MACIERZYSTE
MIESNIA SERCOWEGO (CSC)

Rezydentne CSC to niezréznicowane komorki macierzyste
wystepujace u dorostych osobnikéw, obecne z czestoscia
1 CSC na 8000-20 000 kardiomiocytéw [2]. Sa niewielkich
rozmiaréw o $redniej wielkosci 5 um i objetosci 203 + 50 um?
[26]. Charakteryzuja sie multipotencjalnoscia, klonogen-
noscig oraz zdolnoscia do podzialow w mechanizmie syme-
trycznym i asymetrycznym [1]. Wykazano, ze w sercu CSC
wystepuja gtéwnie w obrebie przedsionkéw i koniuszka,
a ich liczba zalezy od obcigzenia mechanicznego (rozmiesz-
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Rycina 1. Charakterystyka niszy komdrki macierzystej serca oraz zakres réznicowania i samoodnowy CSC

czenie jest odwrotnie proporcjonalne do sity dziafajacej na
miokardium). Komérki macierzyste serca sg ulokowane
w niszach (ryc. 1) zapewniajacych wiasciwe mikrosrodowi-
sko, a integracja jest realizowana dzieki potaczeniom miedzy-
komoérkowym, aktywnym substancjom parakrynnym i tkance
tacznej [25]. Szczegdlnie istotna wydaje sie interakcja miedzy
CSC a mezenchymalnymi komérkami macierzystymi, rowniez
obecnymi w sercu [27]. Biochemiczny dialog, jaki prowadzg ko-
morki, decyduje wiec o losie CSC (r6znicowanie, samoodno-
wa, apoptoza, starzenie) [25]. Komorki te maja takze zdolnos¢
migracji pod wptywem czynnikéw chemotaktycznych, giéwnie
czynnika wzrostu hepatocytéw (HGF) oraz czynnika wzrostu
$rédbtonka naczyniowego (VEGF) [28]. Ruch zgodny ze wzra-
stajacym gradientem stezenia HGF jest mediowany przez jego
receptor c-Met obecny na powierzchni CSC[29]; HGF w mniej-
szym stopniu promuje takze wzrost i przezywalnos¢ komérek
[29], a VEGF mediuje swoja funkcje przez aktywacje szlaku sy-
gnafowego PI13k/Akt. Innym waznym czynnikiem oddziatujacym
na CSC jest insulinopodobny czynnik wzrostu-1 (IGF-1) bedacy
sygnafem do podziafu i podtrzymania zywotnosci.

Rezydentne CSC majg zdolno$¢ do réznicowania sie
w komorki miokardium, endotelium, miesni gtadkich i fibro-
blastow [25], co umozliwia regeneracje uszkodzonego frag-
mentu miesnia sercowego i poprawe jego funkgji.

Istnieja 3 podstawowe teorie dotyczace pochodzenia
CSC [301:
— konstytutywne zasiedlanie podczas rozwoju osobniczego;
— mobilizacja komérek macierzystych do krwi i naptyw do

serca pod wplywem uszkodzenia miesnia sercowego;

— CSC jako endogenna pula komérek miokardium pocho-
dzaca z grzebienia nerwowego.

Niewykluczone jest takze wspdfistnienie wymienionych
mechanizméw. Sugeruje sie, ze komérki uzupetniajace pule
sercowych CSC wywodzg sie ze szpiku kostnego. Kilka po-
pulacji, w tym komorki zrebu szpiku (MSC) i mafe komorki
o fenotypie zarodkowych komérek macierzystych (VSEL),
moga ulega¢ mobilizacji do krwi oraz migracji do miokardium
[30]. Za istnieniem tego procesu przemawia zjawisko chime-
ryzmu w przeszczepionych sercach, opisane przy badaniu
serc zmarlych biorcoéw plci meskiej, dla ktorych dawca serca
byta kobieta. Minami i wsp. [31] oraz Quaini i wsp. [32] po-
twierdzili obecnos¢ kardiomiocytéw, komérek miesni gtadkich
i Srodbtonka posiadajacych chromosom Y, co wskazuje na mi-
gracje komorek z tkanek biorcy. Kontrowersje budzi nadal oce-
na ilosciowa tego zjawiska oraz to, czy proces zapewnia po-
wstanie znaczacej dla funkgji serca liczby elementéw kurczli-
wych [33]. Chimeryzm obserwuje sie réwniez u kobiet beda-
cych biorcami szpiku kostnego od mezczyzn. Komorki
z chromosomem Y odnaleziono bowiem w obrebie naczyn
wiecowych oraz w samym miokardium [34, 35].

Wspétczesne metody identyfikacji CSC wykorzystuja
obecnos¢ specyficznych markeréw powierzchniowych
(CD31, CD34, c-kit, Sca-1, FIk-I/KDR), czynnikow transkryp-
cyjnych (Isl-I, Wnt-1, Tbx-18, Oct-4), zdolno$¢ wydalania
barwnika Hoechst (komérki SP) oraz tworzenie sfer podczas
hodowli in vitro [20, 36]. Mimo szerokiego spektrum marke-
row wydaje sie, ze jest to homogenna grupa komorek,
a optyczna mnogos¢ wynika z réznych metod identyfikacji
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zastosowanych przez poszczegdlnych badaczy. Z pewnoscia
mozna natomiast stwierdzi¢, ze CSC wystepuja w sercu i moga
réznicowac sie w dojrzate, funkcjonalne kardiomiocyty [1].

Sercowe komorki SP

(CSP, cardiac side-population)

Ta subpopulacja rezydentnych komdrek macierzystych ser-
ca posiada zdolno$¢ wydalania barwnika Hoechst [19], co
zawdzieczajg obecnosci ATP-zaleznego biatka transportuja-
cego w bfonie cytoplazmatycznej [37]. Komérki o podob-
nym charakterze znaleziono réwniez w wielu innych tkan-
kach, lecz CSP sa odrebne pod wzgledem fenotypowym
i genetycznym [1]. W badaniach przeprowadzonych na zwie-
rzetach potwierdzono zdolno$¢ CSP do réznicowania sie
w kardiomiocyty zaréwno in vitro, jak i in vivo po implantagji
[38]. W zwierzecym modelu zawatu serca stwierdzono wzrost
ilosci CSP po uszkodzeniu miokardium [39]. Szczeg6lng pod-
grupe CSPs stanowig komorki CD31-, poniewaz bardzo fatwo
réznicujg sie w kierunku kardiomiocytéw i maja zdolnos¢
skurczu in vitro [40]. U myszy wystepuja 1 na 30 000 komé-
rek serca [40].

Komorki c-kit dodatnie

C-kit (CD117) to receptor dla czynnika komérek macierzy-
stych (SCF, stem cell factor) stosowany jako marker powierzch-
niowy dla identyfikacji komérek macierzystych. Komorki
c-kit™ zostaly opisane po raz pierwszy w 2003 roku przez
Beltramiego, ktory stwierdzit ich znaczna koncentracje w ko-
niuszku i w przedsionkach serca szczura [21]. Bearzi i wsp.
[41] zidentyfikowali je réwniez u ludzi, udowadniajac réw-
nocze$nie wszystkie cechy komoérek macierzystych (samo-
odnowa, klonogennos¢, multipotencjalnos¢). Bardzo istotnym
doniesieniem z tej samej pracy byto udokumentowanie, ze
nowe kardiomiocyty i naczynia powstaja po implantacji ludz-
kich c-kit* CSC zwierzetom [41]. Tillmanns i wsp. [42] wyka-
zali zdolnoé¢ réznicowania c-kit* CSC w komorki miesni gfad-
kich i endotelium tetnic wieicowych, a w mniejszym stop-
niu réwniez w kardiomiocyty. Podstawowym problemem
w badaniach nad komérkami c-kit* jest trudno$¢ w ich izola-
cji, o czym $wiadczy r6zna wydajnos¢ uzyskania tych komo-
rek przez poszczegdlnych badaczy. Konieczna jest wiec stan-
daryzacja procedur izolacji, przechowywania, hodowli i kon-
troli jakosci. Na podstawie przeprowadzonych dotychczas
badan klinicznych z BMCs mozna stwierdzi¢, ze parametry
te sq bardzo istotne [1].

Koméorki Sca-1 dodatnie

W wiekszosci badan u myszy CSC wykazuja ekspresje Sca-1,
natomiast watpliwosci budzi uzywanie tego antygenu do iden-
tyfikacji CSCs u ludzi [1]. Sca-1 jest antygenem mysim i jak
dotad nie opisano jego funkgji u ludzi ani nie wykazano prze-
konujaco struktury i funkgji epitopu, z ktérym wiaze sie prze-
ciwciafo anty-Sca-1 [1].

Komodrki zdolne do tworzenia kardiosfer

Te podgrupe CSC odrézniono ze wzgledu na unikatowa zdol-
no$¢ tworzenia sfer podczas hodowli in vitro. Ich obecnos¢
potwierdzono w bioptatach serc zwierzat i ludzi [20]. Cha-
rakteryzuja sie ekspresja markeréw komoérek endotelium
i komérek macierzystych [20]. Z tego powodu kardiosfery
traktuje sie jako ukfad heterogenny. Badania na myszach
w modelu zawatu serca z wykorzystaniem tego podtypu CSCs
wykazaty polepszenie funkcji serca i wytworzenie nowych
kardiomiocytéw oraz komoérek endotelium [1].

Komorki Isl-1 dodatnie

Komorki wykazujace ekspresje Isl-1, czynnika transkrypcyj-
nego szczegblnie aktywnego podczas rozwoju zarodkowe-
go, majg zdolnoé¢ transformacji w kardiomiocyty, miesnie
gladkie i endotelium [43]. Komérki macierzyste serca wyka-
zujace obecnos¢ Isl-1 stwierdzono dotychczas u szczuréw,
myszy, a takze u ludzi [44]. W rozwoju osobniczym Isl-1 sta-
nowi bardzo wazny czynnik, niezbedny do prawidtowego
rozwoju serca [45]. Niska liczebno$¢ w obrebie miokardium
dorostych osobnikéw stanowi jednak ograniczenie w zasto-
sowaniu Isl-1* CSC w terapii [1].

Komorki Wnt-1 i Tbx-18 dodatnie

Sa to, podobnie jak Isl-1, czynniki transkrypcyjne. Komoérki
dodatnie pod wzgledem Wnt-1 i Tbx-18 maja zdolnos¢ r6z-
nicowania sie w migsnie gtadkie, komérki endotelium i kar-
diomiocyty [1]. Dotychczasowo zidentyfikowano je tylko
u myszy [1].

Nalezy podkresli¢, ze powyzszy podziat CSC na podgru-
py jest sztuczny i wynika z réznych metod ich identyfikacji
stosowanych przez poszczegélne grupy badaczy.

Rezydentne komorki macierzyste/progenitorowe serca
stanowia bardzo obiecujaca alternatywe dla komérek egzo-
gennych, gdyz przewyzszajg je pod wzgledem wydajnosci
réznicowania w dojrzate, funkcjonalne kardiomiocyty. Pod-
stawowym ograniczeniem jest jednak uzyskanie odpowied-
niej ilosci komorek, szczegolnie u pacjentéw z istniejaca cho-
roba serca. Zasadniczy wydaje sie tutaj sposéb pobrania ko-
morek, gdyz Kubo i wsp. [46] wyizolowali komérki c-kit*
z 36 na 37 ludzkich serc i udowodnit, ze liczba CSC wzrasta
okoto 4-krotnie u chorych z CHF. W kwestii pobrania CSC
warte uwagi sa réwniez wyniki badar nad wptywem antracy-
kliny na rozwoj kardiomiopatii w przebiegu zmniejszenia puli
tych komérek u pacjentéw nowotworowych. Dane sugeruja
mozliwo$¢ odwrdcenia negatywnych skutkow zastosowanej
terapii przez zabezpieczenie odpowiedniej ilosci autologicz-
nych CSC przed wigczeniem leczenia i ich p6Zniejszej apli-
kacji [47].

Dokfadne poznanie profilu CSCs, ich funkcji w regional-
nej homeostazie i odnowie miesnia sercowego sa kluczowe
dla planowanych badan klinicznych z ich zastosowaniem.
Grupa chorych, ktérzy mogliby odnies¢ korzys¢ z terapii CSC,
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Rycina 2. Proces pozyskania, hodowli i aplikacji komérek macierzystych/progenitorowych miesnia sercowego u pacjentéw

z kardiomiopatig niedokrwienng

sa pacjenci z CHF, a w mniejszym stopniu z zawatem serca
Wynika to z faktu, ze potrzeba odpowiednio duzo czasu na
wyizolowanie, hodowle i aplikacje komérek (ryc. 2), dlatego
mozliwosci zastosowania tej metody w stanach ostrych sg
niewielkie. Dopracowanie wyzej wymienionych elementéw
(od uzyskania komérek do podania) wydaje sie kluczowe
i decydujace dla koficowego wyniku leczenia [1]. Rozwaza-
ne sa nastepujace sposoby implantacji CSC: posredni (poda-
nie do naczyn) i bezposredni (wstrzykniecie do miokardium).
Kazdy z nich ma swoje wady i zalety — aplikacja do uktadu
naczyniowego moze by¢ mafo wydajna u pacjentow z prze-
wlektg choroba serca, gdzie proces zagniezdzania komoérek
wydaje sie niewielki; podanie bezposrednie jest natomiast
trudniejsze technicznie w przypadku metody przezskornej [1].
Obecnie trwaja juz 3 badania kliniczne z wykorzystaniem
CSC u ludzi (http://clinicaltrials.gov; NCT00474461,
NCT00893360, NCT00981006) [48-50].

Badania Kubo i wsp. [46] wskazuja, iz mimo ze komorki
c-kit™ byty izolowane od pacjentéw z zaawansowana cho-
roba serca w hodowli in vitro wysoki odsetek réznicowat sie
w kardiomiocyty. Sugeruje to, ze komoérki rezydentne moga
by¢ w jakis sposéb lokalnie hamowane w nieznanym dotad
mechanizmie. Wydaje sie, ze przezywalnos¢ aplikowanych

komérek i ich zdolnos¢ réznicowania w dojrzate kardiomio-
cyty nie sa jedyng przyczyng poprawy funkcji serca (obser-
wowana < 72 h od podania komérek) [51]. Coraz czesciej
podnosi sie wiec kwestie dziatania parakrynnego komérek
macierzystych [51]. Ostatnie doniesienia wskazuja, ze dowien-
cowe podanie CSC aktywuje endogenna pule CSC nawet
30 dni po okluzji tetnicy przy wspotistniejacej bliznie poza-
wafowej. Skutkuje to poprawa funkcji lewej komory i korzyst-
nymi zmianami strukturalnymi (wzrost iloéci funkcjonalnego
miokardium w obszarze pozawatowym oraz zmniejszona ilos¢
tkanki tacznej w rejonie okotozawatowym). Za parakrynnym
mechanizmem przemawia bardzo niska liczba komérek po-
chodzacych z egzogennej puli CSC (kardiomiocyty, komorki
endotelium i miesnie gfadkie naczyn), a takze wzrost ilosci
biatka wytwarzanego przez endogenne CSC przy widocznym
efekcie klinicznym. Dane te sugeruja mozliwos¢ zastosowa-
nia CSCs u pacjentéw z kardiomiopatig niedokrwienna [52].

Program operacyjny Innowacyjna Gospodarka, grant POIC
01.02-00-109/09 , Innowacyjne metody zastosowania komé-
rek macierzystych w medycynie”, grant Servier 2010 oraz granty
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego 0651/P01/2007/32
i 2422/P01/2007/32.
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