Udzial tkanki facznej w gojeniu zawalu serca

The role of the connective tissue in healing process in myocardial infarction
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Abstract

Myocardial infarction is followed by the inflammatory response of mezenchymal tissue leading to the debridement of
the necrotic area as well as to initiation of repair followed by scar formation. The healing is a complex sequence of events
consisted of four overlapping phases. Repair of the heart is under control of local and systemic regulatory factors. The
knowledge of the mechanism of myocardial infarction allows to develop new strategies aimed at minimizing necrotic area
and optimizing cardiac repair. This approach gives a chance to reduce the complications of myocardial infarction and to im-
prove the quality of patients life.

Streszczenie

Odczyn zapalny bedacy konsekwencja zawatu serca prowadzi do oczyszczenia obszaru martwicy oraz inicjuje gojenie i two-
rzenie blizny. Gojenie zawatu jest ztozonym procesem sktadajacym sie z czterech faz. Procesy naprawcze zachodza pod kontro-
13 czynnikdow miejscowej i systemowej regulacji (mediatory zapalenia, czynniki wzrostu, uktad dokrewny). Poznanie mechani-
zmoéw gojenia zawatu pozwoli na opracowanie nowych strategii redukujgcych obszar martwicy i poprawiajacych gojenie. Po-

zwoli to na ograniczenie powiktah choroby i poprawe jakosci zycia pacjentéw.

Czynniki srodowiskowe oraz zaburzenia wewnatrz-
ustrojowe moga powodowaé uszkodzenie struktury
i funkcji narzadéw lub tkanek. Procesy naprawcze pro-
wadza do wypetnienia uszkodzonego miejsca tkanka
taczna i powstania blizny, ktéra pozwala na zachowanie
integralnosci uszkodzonego organu, ale jego funkcja
nie jest w petni odtworzona. Przebieg gojenia w ukta-
dzie krazenia jest w znacznym stopniu uwarunkowany
czynnikami lokalnymi i nie jest identyczny we wszyst-
kich jego czedciach [1]. Dzieki postepom w leczeniu za-
watu serca (terapia trombolityczna, leczenie antyaryt-
miczne) coraz wiecej pacjentow przezywa faze ostra za-
watu serca i wchodzi w okres gojenia, a jest to réwno-
znaczne ze wzrostem czestosci powiktafn zawatu. Po-
znanie mechanizméw gojenia umozliwi stworzenie no-
wych metod terapii pozwalajacych ograniczy¢ powikta-
nia zawatu. Gojenie zawatu serca jest procesem ztozo-
nym i sktada sie z czterech naktadajacych sie faz.
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Faza uszkodzenia, martwica tkanki

Zahamowanie doptywu krwi powoduje $mier¢ kar-
diomiocytéw. Juz w pierwszych minutach niedokrwienia
obserwujemy duzy spadek ATP w komorkach i uposle-
dzenie ich kurczliwosci. Po ok. 6 godz. nastepuje uwol-
nienie z martwych kardiomiocytébw markeréw zawatu
serca: troponiny T, kinazy kreatyninowej (izoenzymu CK-
MB), transaminazy glutamino-szczawiooctowej (GOT),
dehydrogenazy mleczanowej (LDH) oraz biatka wigzace-
go kwasy ttuszczowe (FABP - fatty acid binding protein).
Smier¢ kardiomiocytéw w obszarze niedokrwionym mo-
ze przebiegaé w mechanizmie apoptozy lub nekrozy.
Obecnie uwaza sie, ze apoptoza, okreslana jako progra-
mowana $mieré¢ komorki, pojawia sie gtdwnie miedzy 6.
a 8. godz. zawatu. Natomiast nekrotyczng Smier¢ komé-
rek stwierdzano miedzy 12. godz. a 4. dobg zawatu. Ba-
dania przeprowadzone u ludzi zmartych na zawat poka-
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zaty obecnos¢ licznych komérek apoptotycznych zlokali-
zowanych w obwodowej strefie zawatu [2]. Eksperymen-
ty na zwierzetach ujawnity, ze w centralnym obszarze za-
watu od 5% do 33% komobrek ginie w mechanizmie
apoptozy. Gtéwnym czynnikiem powodujacym apoptoze
w ognisku niedokrwienia jest hipoksja, ktora zwieksza
ekspresje biatka p53 [3]. Apoptozie ulega réwniez 0,7%
komérek zlokalizowanych poza ogniskiem zawatu w nie-
objetej niedokrwieniem czesci miesnia sercowego. Zjawi-
sko to stwierdzono pomiedzy 3. i 28. dniem. W miejscach
tych po Smierci komérek rozpoczyna sie wtdknienie. Po-
nadto, stres oksydacyjny po reperfuzji zwieksza ilos¢ ko-
morek apoptotycznych w sercach zwierzat. Doswiadcze-
nia przeprowadzone na myszach udowodnity, ze 17B-es-
tradiol hamuje apoptoze kardiomiocytéw oraz redukuje
obszar zawatu. Badania te, obok wielu innych, sa probg
stworzenia postepowania terapeutycznego ograniczaja-
cego apoptoze w ognisku niedokrwienia.

W ognisku martwicy stosunkowo wczesnie rozpoczy-
na sie degradacja kolagenu. Juz 1-3 godz. po podwiaza-
niu naczyh wiencowych u szczuréw, w niedokrwionej
czesci serca nastepuje spadek poziomu kolagenu nieroz-
puszczalnego. Zjawisko to wigze sie ze wzrostem ekspre-
sji metaloproteinaz (MMPs) w obszarze zawatu bezpo-
Srednio po podwigzaniu tetnicy wieficowej. Synteza i ak-
tywacja MMPs jest powodowana przez lokalne i ogélno-
ustrojowe czynniki regulacyjne, takie jak cytokiny (TNF-o,
IL-1), katecholaminy, angiotensyna Il i endoteliny. Wzrost
aktywnosci MMPs powoduje, nastepujaca w 2. dobie nie-
dokrwienia, zwyzke poziomu tkankowego inhibitora me-
taloproteinaz (TIMPs). Nastepnie zawartos¢ TIMPs opa-
da, osiagajac niskie wartosci w 14. dobie zawatu. Wcze-
sna ekspansja zawatu moze by¢ efektem nadmiernego
rozktadu biatka kolagenowego. Aktywacja MMPs decy-
duje o prawidtowym przebiegu zapalnej fazy gojenia za-
watu. U myszy transgenicznych pozbawionych MMP-9
stwierdzono zmniejszony naptyw makrofagéw do ogni-
ska martwicy i redukcje poziomu kolagenu, ale zmianom
tym towarzyszyta znacznie mniejsza ilos¢ pekniec serca
po zawale [4]. Migracja leukocytéw, fibroblastéw, miofi-
broblastéw i komérek srodbtonka mozliwa jest dzieki de-
gradacji macierzy miedzykomérkowej obszaru martwicy.
Opisywany proces zalezy nie tylko od metaloproteinaz,
ale rowniez od plazminy. W obszarze martwicy u myszy
pozbawionych plazminogenu stwierdzono obecnos¢
martwych miocytéw do 5. tygodnia zawatu oraz brak mi-
gracji komoérek zapalnych, miofibroblastéw i komaorek
srédbtonka, a zawartos¢ kolagenu w ziarninie byta
zmniejszona. Mimo Ze liczba komérek w obszarze zawa-
tu u myszy pozbawionych plazminogenu byta znacznie
mniejsza niz w grupie kontrolnej, to jednak ich parame-
try okreslajace wzrost lub apoptoze nie ulegaty zmianie.
Stwierdzono réwniez mniejsza aktywnos¢ metaloprote-
inaz MMP-9 i MMP-2 u badanych myszy [5].

Kardiomiocyty sa komérkami catkowicie zroznicowa-
nymi (tzw. postmitotycznymi), dlatego tez uwaza sie, ze
nie moga proliferowaé w uszkodzonym mieéniu serco-
wym. Powszechnie sadzi sie, ze podczas proceséw na-
prawczych w sercu tylko komérki niemiesniowe, ktore za-
chowaty zdolnos¢ do podziatéw mitotycznych, sa odpo-
wiedzialne za wypetnienie uszkodzonej przestrzeni i wy-
tworzenie blizny. Jednakze ostatnie dane sugeruja, ze
miocyty serca moga powtdrnie ulega¢ podziatom komor-
kowym i wchodzi¢ w cykl komérkowy. Badania pacjentéw
zmartych na zawat serca dowiodty obecnosci wrzecion
kariokinetycznych, kariokinezy i cytokinezy w kardiomio-
cytach. Zwiekszong ekspresje antygenu jadrowego Ki-67,
ktérego obecnos¢ jest dowodem podziatéw komérko-
wych, stwierdzono w 5% miocytéw strefy okotozawato-
wej [6]. Obecne w sercu miocyty proliferujgce moga po-
chodzi¢ z dwoch zrédet: wielopotencjalnych komérek
pnia, ktérych obecnos¢ stwierdzono w sercu dorostych lu-
dzi, myszy i szczuréw lub komérek pnia krazacych we
krwi i osiedlajacych sie w sercu [7]. Uwaza sie, ze komor-
ki macierzyste szpiku moga osiedlac sie strefie uszkodze-
nia i roznicowac sie do miocytoéw. Zjawisku temu sprzyja-
ja SCF (stem cell factor) i niektére cytokiny. Proliferacje
miocytéw sercowych mozna wywotaé eksperymentalnie
poprzez manipulacje genetyczne pierwotnych hodowli
komérek miesnia sercowego (wprowadzenie genéw dla
FGF2, TAG, tsTAG ii) lub dodanie substancji egzogennych
do hodowli komérkowej (FGF-1, FGF-2, IGF, EGF, TGF-B,
IL-1B ii). Wywotanie kontrolowanej kardiomiogenezy
w sercu dorostych osobnikéw jest szansa na opracowanie
nowej metody leczenia zawatu serca.

Odczyn zapalny

Zapalenie jest okreslane jako miejscowy proces
obronny obejmujacy zmiany w mikrokrazeniu oraz re-
akcje komérek mezenchymy. Odczyn zapalny spowodo-
wany niedokrwieniem miesnia sercowego rozpoczyna
sie od aktywacji uktadu dopetniacza, uwolnienia wol-
nych rodnikéw oraz cytokin. Kardiolipina oraz biatka
mitochondrialne pochodzace z martwych kardiomiocy-
tow moga aktywowaé¢ uktad dopetniacza. Nie wiado-
mo, ktéry z mechanizméw aktywacji uktadu dopetnia-
cza (drogi klasyczna, properdynowa i lektynowa) ma
podstawowe znaczenie w inicjacji odpowiedzi zapalnej
podczas zawatu serca. Natomiast w doswiadczalnym
niedokrwieniu serca i reperfuzji stwierdzono dominacje
lektynowej drogi aktywacji uktadu dopetniacza. Zablo-
kowanie aktywacji uktadu dopetniacza w doswiadczal-
nym zamknieciu tetnicy wiefcowej zwierzat zmniejsza-
to obszar zawatu miesnia sercowego [8]. Sktadniki do-
petniacza sa chemoatraktantami dla leukocytéw. Ak-
tywnos¢ chemotaktyczna chtonki pobranej z niedo-
krwionego serca jest hamowana przez przeciwciata
skierowane przeciw sktadnikowi C5a dopetniacza [9].
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Wolne rodniki tlenowe (ROS) moga powstawac w ob-
szarze niedokrwionym podczas rozwoju reakcji zapalnej
oraz reperfuzji miesnia sercowego. Wolne rodniki tleno-
we s3 odpowiedzialne za uszkodzenie kardiomiocytéw,
komérek srédbtonka oraz potencjalizacje procesu zapal-
nego toczacego sie w niedokrwionym sercu (pobudzajg
sekrecje cytokin, dziatajg chemotaktycznie dla leukocy-
téw, powoduja aktywacje uktadu dopetniacza, zwieksza-
ja ekspresje selektyny P, pobudzaja synteze chemokin
oraz zwiekszajg zdolnos¢ wigzania neutrofili). Uszkodze-
nia wywotane przez wolne rodniki pojawiaja sie juz
w ciggu 40 min trwania reperfuzji. Doswiadczenia prze-
prowadzone na psach pokazaty, ze podanie enzyméw
antyoksydacyjnych (dysmutazy ponadtlenkowej i katala-
zy) zmniejszato stopief uszkodzenia serca i obszar zawa-
tu tylko wowczas, kiedy substancje te zostaty podane od-
powiednio wczesnie (15 min przed udroznieniem naczy-
nia wiehcowego). Infuzja obydwu substancji w 40 min
reperfuzji nie miata zadnego znaczenia leczniczego [10].
U myszy transgenicznych z nadekspresja zaleznej od
miedzi i cynku dysmutazy ponadtlenkowej stwierdzono
mniejsze uszkodzenie serca powodowane przez niedo-
krwienie w poréwnaniu z kontrolg [11]. Zastosowanie re-
kombinownej dysmutazy ponadtlenkowej u pacjentéw
z zawatem serca leczonych trombolitycznie lub za pomo-
cg angioplastyki wiencowej nie udowodnito wptywu an-
tyoksydantéw na poprawe funkgji lewej komory [12]. Réz-
ne wnioski wyptywajace z prac doswiadczalnych i klinicz-
nych mozna ttumaczy¢ wiekszym prawdopodobien-
stwem zaistnienia zmian nieodwracalnych u ludzi, u kté-
rych niedokrwienie trwa dtuzej i nie moze by¢ precyzyjnie
kontrolowane jak w modelach doswiadczalnych na zwie-
rzetach. W badaniach in vitro udowodniono réwniez, ze
podanie melatoniny podczas reperfuzji znaczaco zmniej-
szato poziom wolnych rodnikéw w sercu oraz hamowato
apoptoze komdrek miesniowych serca [13]. Ponadto hor-
mon ten redukowat czestos¢ arytmii podczas reperfuzji.
Zjawisko to mozna wyttumaczy¢ antyoksydacyjnym dzia-
taniem hormonu szyszynki oraz pobudzeniem aktywnosci
antyoksydantéw przez melatonine. Warto wspomnieg¢, ze
niektore leki (B-blokery, blokery kanatéw wapniowych,
benzodiazepiny oraz niesterydowe leki przeciwzapalne)
zmniejszaja stezenie endogennej melatoniny.

Odpowiedz? zapalna komérki jest regulowana na po-
ziomie genomu przez czynniki transkrypcyjne, takie jak
NF-s Iks- NF-cg, jest grupa biatek wptywajacych na eks-
presje genéw odpowiedzialnych za procesy zapalne,
wzrostowe oraz adhezji. NF-; potaczony jest z Iy
w nieaktywny kompleks, ktory dopiero po pobudzeniu
komérki (wolne rodniki, cytokiny) ulega rozpadowi.
W efekcie tego, aktywny NF-.; przemieszcza sie z cyto-
plazmy do jadra, taczac sie z promotorem genu docelo-
wego i aktywujac jego transkrypcje. Aktywacje NF-g
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w zawale serca potwierdzono eksperymentalnie [14].
Natomiast zahamowanie czynnika transkrypcyjnego
podczas niedokrwienia i reperfuzji redukowato odpo-
wied? zapalng i zmniejszato obszar zawatu serca [15].
Istotnym Zrédtem mediatoréw zapalenia, chemokin
i czynnikéw wzrostu w niedokrwionym miesniu serco-
wym sg komorki tuczne. Postuluje sie, Ze czynnikami od-
powiedzialnymi za degranulacje mastocytéw w niedo-
krwionym sercu sa wolne rodniki tlenowe, adenozyna
i element uktadu dopetniacza C5a. W badaniach histolo-
gicznych udowodniono gwattowna degranulacje komé-
rek tucznych w obszarze niedokrwienia. W chtonce ze-
branej z serca pséw, u ktérych wywotano niedokrwienie
i reperfuzje, ujawniono, po okresie niedokrwienia, istot-
ny wzrost histaminy i TNF-o.. Uwolniony z mastocytéw
TNF-o. pobudza synteze IL-6 w komorkach jednojadrza-
stych. Przeciwciato blokujace TNF-o. hamuje wzrost IL-6
w obszarze niedokrwienia, a u myszy z deficytem TNF-o
stwierdzono mniejsza ekspresje chemokin i czynnikéw
adhezji [16]. Ponadto, u myszy transgenicznych pozba-
wionych receptorow dla TNF-ot (TNFR1/TNFR2), u ktérych
podwiazano tetnice wiencowa, wykazano znacznie wiek-
szy obszar zawatu i wzrost liczby apoptotycznych miocy-
tow w poréwnaniu z grupa kontrolng. Doswiadczenia te
pokazuja ochronny wptyw TNF-o. w niedokrwionym ser-
cu [17]. Mediatory zapalenia wydzielane z komérek tucz-
nych biorg réwniez istotny udziat w inicjacji i regulacji
proceséw gojenia. Dabrowski i wsp. w badaniach ran
skornych stwierdzili, ze stabilizatory komérek tucznych
hamuja gojenie ran i zmniejszaja poziom kolagenu
w ziarninie [18]. Histamina, dziatajgc poprzez receptory
H2, pobudza gojenie ran i kolagenogeneze [19].
Dopetniacz, wolne rodniki, TNF-c. i NF-.5 s3 odpowie-
dzialne za wzrost ekspresji chemokin w niedokrwionym
sercu (Rycina 1.). Chemotaktyczne cytokiny dziatajg przez
receptory btonowe sprzezone z biatkiem G. Maja wptyw
na regulacje angiogenezy, naptyw leukocytéw, gojenie
zawatu serca oraz uczestnicza w przebudowie nieobjetej
zawatem czesci miednia sercowego [20] Chemokiny
z podrodziny CXC posiadajace sekwencje aminokwasoéw
ELR wykazuja wtasciwosci chemotaktyczne dla neutrofi-
li. W eksperymentalnym zawale serca stwierdzono
wzrost syntezy IL-8 (Interleukina -8) i GRO-o (growth re-
lated oncogene). IL-8 zwieksza przyleganie neutrofili do
izolowanych komoérek miesniowych, a komorki zapalne
powoduja efekt cytotoksyczny. Natomiast doSwiadczalne
blokowanie dziatania IL-8 zmniejszato martwicg kom6é-
rek w sercu poddanym niedokrwieniu i reperfuzji, ale nie
wptywato na infiltracje neutrofili do pola martwicy.
Chemokiny z grupy CXC (ELR-) okreslane sa jako
czynniki angiostatyczne. W modelu doswiadczalnym nie-
dokrwienia z reperfuzjg stwierdzono wzrost zawartosci
IP-10 (Interferon-yinducible Protein 10) — znanego czynni-
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Rycina 1. Chemokiny (chemotaktyczne cytokiny) sa grupa biatek zasadowych o masach czasteczkowych od 8 do
14 kDa i zblizonej strukturze trzeciorzedowej. Posiadaja one przewaznie 4 cysteiny tworzace dwa mostki dwu-
siarczkowe. W oparciu o liczbe aminokwaséw pomiedzy dwoma cysteinami chemokiny podzielono na rodziny.
W rodzinie chemokin CXC sg wyr6znione 2 podrodziny w zaleznosci od obecnosci w amino-koncowej czesci cza-
steczki tréjaminokwasowego motywu kwas glutaminowy-leucyna-arginina (ELR). Uwaza sie, ze obecnos¢ (ELR+)
lub brak sekwencji (ELR-) ma istotny wptyw na dziatanie chemokiny. Rysunek przedstawia podziat chemokin,
ktérych obecnost i zadania, jakie spetniajg w zawale serca, zostaty doswiadczalnie potwierdzone. (I - synteza
chemokiny indukowana, K — konstytutywny charakter wydzielania chemokiny, w nawiasach podano symbole re-
ceptoréw dla danej chemokiny). Grafika: T. Staszewska.
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ka angiostatycznego. Przypuszcza sie, ze czynnik ten ma
za zadanie opdzni¢ angiogeneze do momentu zakoncze-
nia oczyszczania rany z fragmentéw martwych komarek.
Natomiast poziom mRNA dla IP-10 spada w ciggu 24
godz. od momentu rozpoczecia reperfuzji. SDF-1 (Stromal
Derived Factor-1) to chemokina z tej samej grupy charak-
teryzujaca sie wptywem na angiogeneze oraz komorki
pnia, ktérej obecnos¢ stwierdzono w obszarze zawatu
serca u szczura. Rola SDF-1 prawdopodobnie wiaze sie
z regulacja naptywu komérek pnia do pola martwicy.
W eksperymentalnym zawale serca stwierdzono rowniez
wzrost poziomu chemokin z grupy CC tzn. MCP-1 (mono-
cyte chemoattractant protein-1), RANTES (Regulated
Upon Activation Normal T-cell Expressed and Secreted),
MIP (Macrophage Inflammatory Protein).

Naptyw komérek zapalnych do miejsca zawatu jest
istotnym celem procesu zapalnego. Udowodniono, ze nie-
obecnosé neutrofili w ranie powoduje zwiekszenie pozio-
mu infekgji, lecz nie zmienia tempa gojenia. Natomiast
brak monocytéw/makrofagéw lub limfocytow znaczaco
opbzniajg procesy reparacyjne ran skérnych (Rycina 2.).

Badania ostatnich lat pokazuja istotng role chemokin
w regulacji naptywu komérek zapalnych do obszaru mar-
twicy (IL-8, IP-10, MCP-1). Jako pierwsze do miejsca zawa-
tu przedostaja sie neutrofile, za ktérych naptyw odpowie-
dzialne sa: IL-8, leukotrieny, PAF (Platelet Activating
Factor), uktad dopetniacza. Obecnos¢ neutrofili moze
uposledzac reperfuzje w obszarze niedokrwionym (no re-
flow phenomenon). Udowodniono réwniez, ze komarki
te przylegaja do kardiomiocytdw, a wydzielane przez nie
wolne rodniki i proteazy wywotuja efekt cytotoksyczny.
Naptyw monocytéw do obszaru gojenia odbywa sie pod
wptywem: MCP-1, C5a, TGF-B. Komorki te ulegaja trans-
formacji do makrofagéw pod wptywem M-CSF (Macro-
phage Colony Stimulating Factor). MCP-1 pobudza limfo-
cyty T do uwalniania IL-10, cytokiny odpowiedzialnej za
przebudowe istoty miedzykomoérkowe]j podczas gojenia.
Monocyty i limfocyty T s3 zrédtem czynnikéw wzrostu
i cytokin przyspieszajacych gojenie.

Proliferacja komoérek i synteza macierzy
miedzykomoérkowej

Zapalenie ma na celu uprzatniecie martwych komoé-
rek i wytworzenie pierwotnego medium, w ktérym zacho-
dzi¢ beda procesy reparacyjne. W fazie zapalnej gojenie
jest zahamowane. IL-10, wydzielana przez limfocyty i po-
budzane endotoksyng monocyty, jest mediatorem sygna-
lizujacym zakonczenie fazy zapalnej i rozpoczecie repara-
cji. Gtéwnym jej zrédtem w miejscu zawatu miesnia ser-
cowego u pséw sg limfocyty CD5 [21]. IL-10 powoduje
wzrost syntezy metaloproteinaz i tkankowych inhibito-
row metaloproteinaz (TIMP). W monocytach pobranych
z chtonki niedokrwionego serca stwierdzono wzrost po-
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ziomu mRNA dla TIMP Zjawisko to nie byto widoczne
u zwierzat, ktérym podano przeciwciata skierowane prze-
ciwko IL-10 [22]. Ponadto IL-10 pobudza proces angioge-
nezy. IL-10, hamujac wydzielanie prozapalnych cytokin, re-
dukuje odczyn zapalny i zmniejsza obszar martwicy.
W zawale u myszy pozbawionych mozliwosci syntezy
IL-10 stwierdzono wiekszy niz w kontroli odczyn zapalny
zwigzany ze wzrostem naptywu neutrofili do miejsca za-
watu, wzrost poziomu TNF-o. i ICAM-1 [23]. Podobna role
spetnia TGF-B, hamujac ekspresje chemokin [24] oraz ak-
tywujac geny odpowiedzialne za regulacje wtdknienia.
Komérki tuczne sa istotnym Zrédtem mediatoréw
zapalenia, bedacych réwniez regulatorami procesow re-
paracyjnych. Pobudzajace dziatanie histaminy na proli-
feracje fibroblastéow i synteze kolagenu stwierdzono in
vitro [25]. Inne mediatory pochodzace z mastocytow,
np.: heparyna, prostaglandyny, czynniki wzrostu, row-
niez wptywaja na procesy tworzenia tkanki tacznej ziar-
nistej i angiogeneze. W sercu niedokrwionym z naste-
pujaca reperfuzja znaleziono duza liczbe komérek tucz-
nych zwtaszcza w miejscach, gdzie martwe miocyty by-
ty zastepowane tkanka taczna ziarnista. Nie stwierdzo-
no natomiast proliferacji mastocytéw w gojacym sie
sercu [26]. Komorki tuczne obecne w obszarze gojenia
pochodza z komérek hematopoetycznych pnia CD34+.
Niedojrzate prekursory mastocytéow kraza we krwi,
skad przechodza do obszaru gojenia pod wptywem SCF.
Wzrost poziomu mRNA dla SCF stwierdzono podczas
niedokrwienia i reperfuzji miesnia sercowego [26].
Hipoksja, kwasica oraz wysoki poziom kwasu mleko-
wego pojawiajace sie w ognisku niedokrwienia stanowia
impuls do neoangiogenezy. Szczegélna role przypisuje sie
hipoksji. Sensorem poziomu tlenu jest w komérce hydrok-
sylaza prolinowa i asparaginowa. Wspomniane enzymy
kontroluja ekspresje HIF-1 oraz HIF-2, czynnikéw trans-
krypcyjnych, ktérych synteza jest pobudzana przez niedo-
tlenienie. Czynniki HIF zwiekszajg ekspresje VEGF (Vascu-
lar Endothelial Growth Factor), ktéry pobudza tworzenie
naczyn. Badanie wykonane na niedokrwionym sercu pod-
danym reperfuzji pokazato, ze mimo warunkéw sprzyjaja-
cych angiogenezie, tworzenie naczyn ulega opdznieniu
i rozpoczyna sie dopiero po 24 godz. od momentu rozpo-
czecia reperfuzji. Badania eksperymentalne pokazaty, ze
w okresie niedokrwienia zwieksza sie poziom TGF-o., kto-
ry pobudza ekspresje genu dla IP-10. Wzrost poziomu
mRNA dla dziatajacego angiostatycznie IP-10 juz w pierw-
szych godzinach reperfuzji zostat udowodniony doswiad-
czalnie. Dopiero po 24 godz. nastepuje spadek stezenia
IP-10. Frangogianis [24] uwaza, ze wzrost angiogenezy
w tym czasie wigze sie z przewaga VEGF i IL-8 (Rycina 3.).
Hamowanie ekspresji czynnikéw angiostatycznych powo-
dowane jest réwniez przez TGF-B. Podczas gojenia zawa-
tu serca obok angiogenezy zachodzi rowniez neowaskulo-
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Rycina 2. Gtéwnym celem zapalenia jest dostarczenie komoérek zapalnych do miejsca uszkodzenia. Emigra-
cja komérek do obszaru zapalenia jest procesem wieloetapowym poprzedzonym przez aktywacje $réd-
btonka przez mediatory zapalenia. Badania anatomopatologiczne udowodnity, Ze do obszaru objetego za-
watem naptywaja leukocyty wielojadrzaste, monocyty/makrofagi i limfocyty. Komérki te fagocytuja uszko-
dzone lub martwe miocyty, moga wywierac efekt cytotoksyczny oraz wydzielaja czynniki regulujace reak-
cje zapalna i gojenie. (ICAM-1 — Intercellular Adhesion Molecule-1, Macl — integryna CD11b/CD18, PECAM —
Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule, JAM — Junctional Adhesion Molecule). Pozostate objasnienia
w tekscie. Grafika: T. Staszewska.
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geneza inicjowana przez naptywajace i rdznicujace sie do
komarek $rédbtonka komérki macierzyste [27].

Podczas gojenia zawatu z otaczajacej ognisko niedo-
krwienia zdrowej tkanki naptywaja fibroblasty. W tkance
tacznej ziarnistej, powstajacej podczas gojenia zawatu
serca spotykane sg natomiast miofibroblasty (fibroblast-
like cell), komoérki pochodzenia mezenchymatycznego
posiadajace cechy fenotypowe charakterystyczne dla fi-
broblastéw oraz komérek miesniowych. Identyfikacja
miofibroblastow mozliwa jest za pomoca mikroskopii
elektronowej (wrzecionowaty ksztatt, bogate retikulum
endoplazmatyczne granularne, miofilamenty oraz obec-
nos¢ na powierzchni komérki substancji przypominaja-
cej btone podstawng) oraz testéw immunologicznych
(obecnosé a-aktyny i vimentyny oraz brak miozyny, kal-
poniny i desminy). Miofibroblasty pojawiaja sie w bliznie
u cztowieka 4-6 dni po zawale i s3 one gtéwnym Zro-
dtem kolagenu. W ranach skérnych komérki te ulegaja
apoptozie w 4.-6. tygodniu gojenia, natomiast w bliznie
pozawatowe] spotykano je nawet po 17-20 latach. Nasze
doswiadczenia wskazuja rowniez, ze komorki izolowane
z blizny pozawatowej do celéw hodowli in vitro sa miofi-
broblastami, charakteryzujacymi sie znacznie bardziej
aktywnym metabolizmem niz komérki pochodzace ze
zdrowego miesnia sercowego. Obecnie wiadomo, ze na-
ptywajace do rany fibroblasty ulegaja, pod wptywem
TGF-B1, transformacji fenotypowej do miofibroblastow
[28]. Dodanie TGF-B1 do hodowli fibroblastéw, pobra-
nych z serca, powodowato trwaty wzrost syntezy kolage-
nu w hodowli. Efekt ten wiazat sie z inicjowaniem prze-
miany fenotypowej fibroblastow do miofibroblastéw,
ktore charakteryzuja sie znacznie szybsza syntezg tego
biatka (Rycina 3.). Przemiana fenotypowa badanych ko-
morek byta nieodwracalna, a TGF-B1 nie wptywat na sto-
pien syntezy tego biatka po transformacji.

Orientacja przestrzenna komérek naptywajacych do
obszaru gojenia jest kontrolowana przez aparat gene-
tyczny komérki, a jej zaburzenie moze powodowac wy-
stapienie powiktan zawatu, np. niewydolnos¢ serca, roz-
strzen komory, pekniecie serca. Blankenteijn i wsp. zi-
dentyfikowali gen rfz2 odpowiedzialny za kontrole
orientacji przestrzennej komérek w bliznie po zawale
serca [29]. Najwieksza ekspresje genu rfz2 stwierdzono
w miofibroblastach w 2. tygodniu po zawale. Zauwazo-
no réwniez, ze zwiekszona ekspresja genu wystepowata
tylko podczas migracji komérek, natomiast po zatrzy-
maniu sie komorki i utworzeniu w ranie struktur rowno-
legtych podobnych do tych, jakie spotyka sie w bliznach
dojrzatych, biatko rfz2 powraca do poziomu podstawo-
wego. Podobne zmiany stwierdzono w przypadku dvl-1.
Biatka kodowane przez gen rfz2 zostaty zidentyfikowa-
ne jako receptory dla rodziny biatek Wnt. Pobudzenie re-
ceptora (rfz2) przez biatko Wnt powoduje hamowanie,
za posrednictwem przekaznika dvl-1, aktywnosci 3B-ki-
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nazy syntetazy glikogenu (GSK3p). Kinaza ta jest odpo-
wiedzialna za fosforyzacje B-kateniny, a jej zahamowa-
nie blokuje degradacje B-kateniny i powoduje wzrost jej
poziomu w komérce. B-katenina razem z VE kadheryna
jest odpowiedzialna za przyleganie komérek [30].

Naptywajace do rany miofibroblasty rozpoczynaja
synteze sktadnikéw macierzy pozakomorkowej, ktérymi
s3: 1) biatka wtokniste (kolagen i elastyna) spetniajace
funkcje strukturalne oraz biatka adhezyjne (fibronekty-
na i laminina), 2) proteoglikany (PG) ztozone z polisa-
charydowych tancuchéw kowalencyjnie potaczonych
z rdzeniem biatkowym. Zwigzki te sg odpowiedzialne za
wytworzenie odpowiedniej struktury macierzy pozako-
morkowej, ktéra wptywa na czynnos¢ komoérek.

Czasteczki kolagenu sa zbudowane z 3 tahcuchéw po-
lipeptydowych skreconych wokét siebie. Istotnym etapem
syntezy kolagenu sa modyfikacje posttranslacyjne (gliko-
zylacja i hydroksylacja), ktére majg wazne znaczenie dla
zapewnienia wiasciwosci biatka. Warunkiem hydroksyla-
gji jest odpowiednia sekwencja hydrolizowanego tanhcu-
cha. W przyktadowym tancuchu -x-pro-gly- aminokwas
w pozycji x decyduje o hydroksylacji proliny. Przedwczesne
wytworzenie potréjnej helisy uniemozliwia hydroksylacje.
Natomiast szybkos¢ hydroksylacji decyduje o tempie two-
rzenia potréjnej spirali. Zmniejszenie ilosci hydroksyproli-
ny o 20% powoduje obnizenie temperatury topnienia ko-
lagenu ponizej 37°C i Swiadczy o obnizeniu stabilnosci
biatka, podwyzszeniu jego podatnosci na proteolize
i zmniejszeniu jego powinowactwa do innych sktadnikéw
macierzy miedzykomérkowej. Hydroksyprolina jest ami-
nokwasem charakterystycznym dla kolagenu, totez za-
wartos¢ kolagenu catkowitego w tkance moze by¢ ozna-
czona na podstawie okreslenia ilosci tego aminokwasu.
Angiotensyna, dziatajac przez receptory AT1, zwieksza eks-
presje hydroksylazy prolinowej w sercu. Nadmierna gliko-
zylacja biatka hamuje jego rozpad i sprzyja jego groma-
dzeniu. Wtasciwosci mechaniczne zalezg nie tylko od ilo-
Sci biatka, ale rowniez jego polimeryzacji tzn. wytworzenia
wigzah krzyzowych miedzy czasteczkami kolagenu i for-
mowania wtékien. Mtody kolagen ulega polimeryzacji, da-
jac dojrzate wtokno zapewniajace ranie odpowiednia wy-
trzymato$¢ mechaniczng (Rycina 4.).

Wzrost poziomu mRNA dla kolagenu u krélika jest
widoczny 2 dni po zawale, a pierwsze czasteczki biat-
ka sg obecne w 3. dniu gojenia. Dojrzate wtékna kola-
genowe stwierdza sie dopiero w 7. dniu zawatu. We
wczesnym etapie gojenia dominuje kolagen typu Il
ktérego szczyt stwierdzono miedzy 11. a 28. dniem po
zawale, natomiast najwyzszy poziom kolagenu typu
| obserwowano miedzy 21. a 28. dniem gojenia. Oby-
dwa biatka wystepuja w postaci wtdkien, a ich obec-
nos¢ gwarantuje utrzymanie odpowiednich parame-
trow mechanicznych blizny. Przewaga typu | kolagenu
nad typem lll skorelowana jest z wieksza odpornoscia
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Rycina 3. Tworzenie tkanki tgcznej ziarnistej w polu martwicy miesnia sercowego. Okres ten charakteryzu-
je sie naptywem do rany: monocytéw/makrofagow, limfocytéw i komérek tucznych, bedacych zrodtem cy-
tokin i mediatoréw regulujgcych proliferacje, migracje komorek, synteze istoty miedzykomérkowej i angio-
geneze. Ponadto, w ranie rozpoczyna sie neoangiogeneza zalezna od réwnowagi miedzy czynnikami an-
giogennymi i angiostatycznymi. Do obszaru zawatu naptywaja rowniez fibroblasty ulegajace transformacji
do miofibroblastow, ktére sg gtéwnym Zrodtem kolagenu i innych elementéw istoty miedzykomaorkowe;j.

blizny na rozcigganie. Natomiast obecnos¢ kolagenu
typu IV stwierdzano juz po 3. dniu gojenia ze szczytem
pomiedzy 7. a 11. dniem. Pézniej zawartosé tego biat-
ka spada. Kolagen typu IV nie formuje wtdkien, a jego
funkcja polega na tworzeniu podscieliska dla komérek.
Zawartos¢ kolagenu catkowitego rosnie podczas kilku
tygodni gojenia. Po 4 tygodniach reparacji poziom ko-
lagenu w bliznie jest 5 razy wiekszy w poréwnaniu
z pozostata czescia serca.

Synteza kolagenu kontrolowana jest przez miejsco-
we i ogélnoustrojowe uktady regulacji. TGF-B1 nie tylko
powoduje transformacje fibroblastéw, ale nasila tez eks-
presje czynnika CTGF (Connective Tissue Growth Factor).
CTGF, ktérego zawartos¢ zwieksza sie w zawale u szczu-
réw, pobudza synteze kolagenu typu |, fibronektyny

i zwieksza ekspresje integryn w fibroblastach. Czynnik
ten, okreslany jako marker wtbknienia w sercu, jest
prawdopodobnie wydzielany przez miofibroblasty. Po-
nadto inne czynniki wzrostu, takie jak PDGF, EGF, TGF-0,
bFGF, IGF zwiekszaja poziom kolagenu w tkance. Nato-
miast zawartos¢ tego biatka jest obnizana przez TNF-o.

Poziom mRNA dla angiotensynogenu i reniny w ser-
cu wzrasta juz we wczesnym okresie zawatu. Ponadto
w miejscu zawatu zawartos¢ ACE i angiotensyny Il wie-
lokrotnie przekracza poziom spotykany w zdrowych
tkankach, a gestos¢ receptoréw AT1 jest réwniez wiek-
sza. W hodowlach miofibroblastéw i gojacym sie zawa-
le serca, angiotensyna Il zwieksza ekspresje TGF-B1,
zmniejsza aktywnos¢ MMP-1 i podwyzsza synteze
TIMP-1. Podanie inhibitoréw ACE lub zablokowanie re-
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Rycina 4. Synteza kolagenu. Szczegblne znaczenie dla zapewnienia odpowiednich wtasciwosci biatka ma hy-
droksylacja lizyny i proliny, katalizowana przez hydroksylazy prolinowa i lizynowa (w obecnosci tlenu, Fe*,
o-ketoglutaranu i kwasu askorbinowego). Glikozylacja polega na przeksztatceniu reszt hydroksylizynowych do
galaktozylohydroksylizyny i glikozylohydroksylizyny. Na zewnatrz komérki nastepuje odciecie telopeptydéw od
czasteczki kolagenu. Wytrzymatosé mechaniczna biatka zalezy od ilosci wytworzonych wigzan krzyzowych. Pro-
ces ten jest katalizowany przez oksydaze lizylowg w obecnosci Cu*. Grafika: T. Staszewska.
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Rycina 5. Glikozoaminoglikany (GAG) tacza sie z biatkami rdzeniowymi, tworzac proteoglikany (PG). PG sta-
bilizuja wtokna kolagenowe, czynigc je mniej podatnymi na proteolize. Ponadto, GAG zapewniaja odpo-
wiednie uwodnienie tkanki, a takze moga taczy¢ sie z lipaza, czynnikami wzrostu, inhibitorami proteaz, jo-
nami metali oraz biatkami adhezyjnymi (lamining i fibronektyna), wptywajac w ten sposéb na srodowisko
miedzykomérkowe i czynnos¢ komérek. Dziatanie heparynazy moze np. uwalnia¢ czynnik wzrostu (GF),
umozliwiajac jego kontakt z receptorem i zainicjowanie proliferacji. GAG, wigzac sie z czynnikami trans-
krypcyjnymi (TF), moga regulowac ekspresje gendw oraz stabilizowaé mRNA. Grafika: T. Staszewska.

ceptoréw AT1 obniza zawartosé hydroksyproliny w bliz-
nie u zwierzat doswiadczalnych. Efekt ten moze by¢
rowniez zalezny od bradykininy, ktéra obniza poziom
kolagenu i zmniejsza wytrzymatos¢ mechaniczng blizny.

Prace Fraccarollolo i wsp. pokazaty udziat endoteli-
ny w regulacji wtéknienia w polu zawatu. Endotelina
ma dziatanie mitogenne na fibroblasty, zwieksza syn-
teza kolagenu typu | i lll oraz hamuje aktywnos¢ kola-
genolityczna. Endotelina poprzez receptory Et, zwiek-
sza akumulacje kolagenu w obszarze zawatu, przyspie-
szajac jego gojenie. Natomiast zablokowanie recepto-
ra Et, powodowato obnizenie ekspresji genéw dla | i Il
typu kolagenu, TGF-B1 oraz zwiekszenie aktywnosci
metaloproteinaz. Obnizenie zawartosci kolagenu
w bliznie byto prawdopodobnie przyczyna wiekszej
ekspansji zawatu. [31].

Hormon wzrostu zwieksza zawartos¢ kolagenu w bliz-
nie i obniza czestos¢ wystepowania tetniakéw serca.

Podwyzszenie zawartosci kolagenu w bliznie obser-
wowano po wieczornym podaniu melatoniny, nato-
miast chirurgiczna lub farmakologiczna (wieczorne po-
danie metoprololu) pinealektomia wywierata efekt
przeciwny. Podawanie melatoniny pinealektomizowa-
nym szczurom normalizowato zawartos¢ kolagenu
w ziarninie. Hormon ten zwiekszat poziom biatka kola-
genowego w hodowlach miofibroblastéw izolowanych
z blizny pozawatowej. Przedstawione dowody $wiadcza
o regulacyjnym wptywie melatoniny na zawartos¢ biat-
ka kolagenowego w bliznie zawatowe;j.

Katecholaminy i glikokortykoidy zmniejszaja synte-
ze biatka kolagenowego w ranach. Katastrofalne wyni-
ki prob leczenia zawatu metyloprednizolonem wiazg sie
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z hamowaniem syntezy kolagenu przez zastosowany
lek. Cukrzyca réwniez opdznia gojenie zawatu serca.

Elastyna to biatko, ktére nadaje bliznie sprezystose,
odpornos¢ na rozerwanie oraz zapewnia odpowiedni
uktad przestrzenny w ranie. Zwiekszona ekspresja ela-
styny w ranie zwierzat transgenicznych powoduje ogra-
niczenie ekspansji zawatu, zmniejsza objetos¢ komory
i poprawia parametry hemodynamiczne serca [32].

Glikozoaminoglikany (GAG), heteropolisacharydy li-
niowe, pojawiaja sie w obszarze zawatu jeszcze przed
rozpoczeciem syntezy kolagenu (Rycina 5.). Poziom GAG
w bliznie i pozostatej czesci lewej komory ulega zmia-
nom w trakcie gojenia zawatu. Zawartos¢ GAG w sercu
zwiekszata sie, uzyskujac maksymalny poziom w 6. ty-
godniu po zawale, a w bliznie byta wtedy 40 razy wiek-
sza niz w sercu przed zawatem. Dopiero w 12. tygodniu
poziom GAG osiagat najnizsze wartosci. Podwigzanie
tetnicy wiencowej nie powodowato zmian poziomu GAG
w miesniu prawej komory oraz w skérze zwierzat pod-
czas catego przebiegu doswiadczenia. Mozna zatem sa-
dzi¢, ze mechanizm powodujacy czasowy wzrost zawar-
tosci GAG w bliznie, w miesniu lewej komory i przegro-
dzie ma charakter lokalny i nie jest uwarunkowany pro-
cesami regulacyjnymi o charakterze ogélnoustrojowym
[33]. Zwiekszenie poziomu mRNA dla biatek rdzenio-
wych roznych proteoglikanéw (biglikanu, fibroglikanu,
syndekanu-1i 4) obserwowano juz 2. dnia zawatu, a je-
go normalizacja nastepowata w 42. dniu. Wzrost synte-
zy biatek rdzeniowych proteoglikanéw obserwowano
gtobwnie do 4 tygodni po zawale, a nastepnie ich zawar-
tos¢ powracata do normy. Stezenie syndekanu we krwi
pacjentéw wzrastato w 2.-3. tygodniu zawatu.

Fibronektyna jest glikoproteing odpowiedzialng za
taczenie komérek z otaczajaca je istota pozakomérko-
wa oraz wptywajaca na wzrost i migracje komoérek. Po-
ziom mRNA dla fibronektyny i osteopontyny oraz zawar-
tos¢ wymienionych biatek byta znaczaco podwyzszona
w obszarze zawatu w stosunku do innych czesci serca.
Gtownym zrodtem obu biatek sg miofibroblasty [34]. Po-
taczenia osteopontyny z fibronektyng s3 odpowiedzial-
ne za stabilizacje i organizacje macierzy pozakomérko-
wej. Podczas zamkniecia tetnicy wiehcowej nastepuje
rowniez wzrost ekspresji genéw dla lamininy.

Przebudowa i obkurczanie sie blizny

Juz 2-3 tyg. po zawale obserwujemy wyrazng reduk-
cje liczby komoérek w polu zawatu. Apoptoza jest zjawi-
skiem odpowiedzialnym za ich eliminacje podczas goje-
nia. Obserwacje komérek w ranach skérnych i bliznach
pozawatowych sugeruja, ze miofibroblasty z obszaru za-
watu s3 mniej podatne na apoptoze. Swiadczy o tym
obecnos¢ miofibroblastéw w bliznie jeszcze wiele lat po
zawale i brak tych komérek w starych bliznach skérnych.
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Blizna w sercu staje sie ciefsza w ciggu 8 tygodni
po zawale. Proces ten (obkurczanie blizny) jest zalezny
od miofibroblastéw, a nie, jak wczesniej sadzono, od
polimeryzacji biatka kolagenowego. Badania in vitro po-
kazaty, ze stopien obkurczania sie macierzy kolageno-
wej, w ktorej sg hodowane komérki, jest proporcjonal-
ny do ich liczby. Warto réwniez podkresli¢, ze blizna jest
tkanka dynamiczna, w ktérej zachodzi ciggta przebudo-
wa macierzy miedzykomoérkowej. Zjawisko to dotyczy
zwtaszcza kolagenu. Mozemy zatem réwnolegle obser-
wowac ciaggly rozktad i synteze tego biatka.

Podsumowanie

Badania ostatnich lat wniosty wiele nowych infor-
macji pozwalajacych zrozumie¢ zjawiska zachodzace
podczas gojenia zawatu serca. Wiedza ta staje sie pod-
stawa rozwoju nowych metod terapeutycznych. Ogra-
niczenie martwicy komoérek podczas niedokrwienia
i gojenia, tonizacja odczynu zapalnego, zastosowanie
komérek macierzystych i modyfikacje macierzy poza-
komérkowej to podstawowe kierunki préb terapii za-
watu serca. Wyniki pierwszych eksperymentéw klinicz-
nych (stosowanie komérek macierzystych, przeciwciat
skierowanych przeciwko CD18) sg wyzwaniem dla
wspodtczesnej nauki, ale jednoczesnie pokazuja, ze aby
osiaggnat szybki przetom w terapii zawatu serca, nalezy
jeszcze lepiej poznat badane zjawiska.
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