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Cardiac regeneration: a possible goal
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SUMMARY

Cardiac regeneration has long been considered an arduous to achieve goal in experimental cardiology
and a holy grail in the clinic. Failure of clinical trials using adult stem cells and lack of evidence of the ac-
tual existence of such cells have fueled the conclusion that the heartis an irreversibly post-mitotic organ.
A possible manner to overcome this problem is the implantation of exogenously grown cardiomyocytes
obtained from the differentiation of embryonic stem cells or induced pluripotent stem cells in the labora-
tory. These cells can be implanted either as suspensions or after the formation of contractile myocardial
tissue. An alternative approach is to reawaken the endogenous capacity of cardiomyocytes to proliferate,
based on the observation that, in contrast to mammals, other species continue to regenerate their hearts
throughout life, and that the mammalian heart itself has regenerative capacity until birth. In these cases,
regeneration occurs through the proliferation of already formed cardiomyocytes, which partially revert
their terminal differentiation and re-enter the cell cycle. The recent success of both approaches in large
animals now fuels the excitement that cardiac regeneration is indeed possible. A few technical hurdles,
however, need to be solved before clinical application is eventually successful.

Key words: Cardiac regeneration, experimental cardiology, embryonic stem cell, cardiomyocyte, cardiac

failure.

Introduzione

Esiste un bisogno impellente di trovare
nuove terapie per lo scompenso cardiaco
che in molti pazienti € causato da un infarto
al miocardio o da altre patologie che causa-
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no la perdita di cardiomiociti. Nonostante
I'affinamento dell’approccio farmacologico
allo scompenso e il successo delle terapie
meccaniche di supporto (1), la prognosi di
questa condizione rimane infausta, con un
tasso di mortalita che continua a essere sti-
mato intorno al 40% dei pazienti soltanto a 4
anni dopo la diagnosi (2), peggiore quindi
che nella maggior parte dei tumori. Lo
scompenso cardiaco € anche particolar-
mente costoso, se si considera che assorbe
i1 2-3% della spesa dei servizi sanitari nazio-
nali nei paesi industrializzati, con una proie-
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zione a pitt che raddoppiare nei prossimi 20
anni (3, 4).

Se si considerano i farmaci attualmente
disponibili per lo scompenso cardiaco, que-
sti sono progrediti in maniera soltanto mar-
ginale da meta degli anni 90, quando sono
stati introdotti i sartani, antagonisti dei re-
cettori per I'angiotensina Il (5). La terapia e
ancora basata sull'utilizzo cardine di ACE
inibitori e beta-bloccanti, il cui sviluppo
data alla meta degli anni ’70. Mentre viene
orarisposta molta speranza nell’effetto car-
diovascolare inatteso, e alquanto sorpren-
dente, degli inibitori di SGLT2 (glifozine)
(6), non esiste ancora alcuna spiegazione
molecolare in grado di giustificare questo
effetto. Per quanto riguarda la relativamen-
te recente combinazione tra inibitori del
recettore dell’angiotensina e della neprilisi-
na (ARNI) (7), questa si basa su due farma-
ci anch’essi individualmente sviluppati ne-
gli anni ’90. Per lo scompenso cardiaco,
non soltanto un numero considerevole di
piccole molecole chimiche e fallito in trial
clinici di fase III (8), ma non esiste a tutt’og-
gi nessuna terapia biologica, comprenden-
do in questa categoria anticorpi monoclo-
nali, proteine ricombinanti, terapia genica e
terapia cellulare (9). Pit1in generale, nell’in-
tero campo delle malattie cardiache, non si
e di fatto assistito alla rivoluzione che le te-
rapie biologiche hanno consentito in altri
settori della medicina, in particolare nel
campo delle malattie oncologiche e reuma-
tologiche.

Il problema della perdita
dei cardiomiociti

Sta diventando progressivamente sem-
pre piu chiaro che uno dei problemi princi-
pali che sottendono allo sviluppo dello
scompenso cardiaco € legato al progressi-
vo invecchiamento della popolazione e alla
mancanza di capacita rigenerativa del cuo-

re. Linfarto acuto del miocardio puo porta-
re a morte fino il 25% dei cardiomiociti del
ventricolo sinistro, corrispondente a circa 1
miliardo di cellule (10). La riperfusione me-
diante cateterismo coronario percutaneo
ripristina il flusso ma puo essa stessa causa-
re morte dei cardiomiociti tramite I'indu-
zione di stress ossidativo improvviso (11).
Oltre a queste condizioni di morte acuta dei
cardiomiociti, virtualmente tutte le altre
malattie cardiache portano anche a morte
le cellule cardiache in maniera progressiva.
Questo € il caso delle condizioni da sovrac-
carico del ventricolo sinistro, come la car-
diomiopatia ipertensiva (12) o la stenosi
aortica (Hein et al., 2003), o la morte avvie-
ne in corso di miocardite (13), sindrome di
Takotsubo (14) e cardiomiopatia peri-par-
tum (15). La morte dei cardiomiociti € una
costante che accompagna virtualmente an-
che tutte le forme di cardiomiopatie su base
ereditaria, inclusa la distrofia muscolare di
Duchenne (16), la cardiomiopatia di Danon
(17), o la cardiomiopatia dovuta a difetti
della desmina (18). Esistono ampie eviden-
ze di perdita di cardiomiociti sia nei pazien-
ti con cardiomiopatia dilatativa che in quelli
con cardiomiopatia ipertrofica o con car-
diomiopatia aritmogenica del ventricolo
destro (ARVD/C) (19). Infine, muore un
considerevole numero di cardiomiociti du-
rante gli interventi di cardiochirurgia, in
particolare dopo la riperfusione, e nei pa-
zienti trattati con terapie antineoplastiche,
in particolare utilizzando antracicline (20).
Pit1in generale, la perdita di cardiomiociti &
un inevitabile correlato dell'invecchiamen-
to alivello cardiaco (21).

La perdita di cardiomiociti, acuta o croni-
ca, non € accompagnata nei mammiferi, e
quindi nell’'uomo, da una significativa gene-
razione di nuove cellule. Questa conclusio-
ne deriva da almeno tre livelli di evidenza
scientifica. Primo, la datazione con carbonio
14 del DNA umano indica che il tasso di rin-
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novamento dei cardiomiociti in individui di
oltre 70 anni & di meno del 50%, il che di fatto
indica che lamaggior parte di queste cellule
in un individuo adulto é 1a stessa generata al
momento della nascita (22). Secondo, misu-
razioni ottenute tramite imaging con spet-
trometria di massa (una tecnologia, peral-
tro, non di comune utilizzo) hanno indicato
che il tasso di riproduzione dei cardiomioci-
ti é di circa 1% per anno, con aumento a circa
il 3% dopo un infarto del miocardio; questi
valori sono in linea con quelli ottenuti con la
datazione usando lisotopo del carbonio.
Terzo, la medesima informazione é stata an-
che ottenuta in diversi studi che hanno ana-
lizzato il tasso di sintesi del DNA, quale indi-
catore della duplicazione delle cellule, diret-
tamente nel cuore del topo (23).

La mancanza di rinnovamento del cuore
riflette I'incapacita di replicarsi dei cardio-
miociti. Queste cellule si duplicano attiva-
mente durante la vita embrionale, fetale e
quella immediatamente seguente alla na-
scita, ma cessano di farlo repentinamente
nei primi giorni o settimane dopo la nascita
(24). Di conseguenza, il cuore é capace di
rigenerarsi se danneggiato prima e imme-
diatamente dopo la nascita, ma cessa di far-
lo successivamente. Ad una settimana dopo
la nascita nel topo, un danno al miocardio
invariabilmente riparato con la formazione
di una cicatrice. Osservazioni simili sono
anche riportate nei maiali (25). Un caso
aneddotico in un neonato che era andato
incontro a un infarto cardiaco per una con-
dizione familiare che predisponeva alla
trombosi indica che una simile caratteristi-
ca rigenerativa e propria anche dell'uomo
nell'immediato periodo postnatale (26).

Lincapacita del cuore dei mammiferi di
rigenerarsi nella vita adulta ¢ in palese con-
trasto con quanto accade in alcuni pesci e
negli anfibi, nei quali la capacita rigenerati-
va persiste durante tutta la vita (27, 28). A
questo proposito, € interessante osservare

come la rigenerazione in questi animali
sostenuta dalla de-differenziazione limitata
e parziale dei cardiomiociti preesistenti e
non dalla presenza o dal reclutamento di
cellule staminali (29, 30). Nel topo adulto,
esiste ancora un limitato stimolo rigenerati-
vo nella regione che circonda un infarto
(23, 31), ma questo é abortivo e il numero
di nuovi cardiomiociti che si vengono a for-
mare € largamente al di sotto di quanto sa-
rebbe necessario per ottenere la formazio-
ne di una quantita sufficiente di tessuto
miocardico in grado di avere un impatto dal
punto di vista clinico.

Negli ultimi 10 anni la ricerca dei motivi
per cui i cardiomiociti sono in grado di re-
plicarsi prima e immediatamente dopo la
nascita mentre perdono questa capacita
successivamente é stata intensa. E opinio-
ne prevalente in questo momento che la
perdita di capacita proliferativa € legata a
una serie di eventi molecolari e biochimici
che avvengono in maniera subitanea al mo-
mento della nascita stessa. Laumento nel
post-carico pressorio a livello delle camere
cardiache (32), la mancanza di fattori o cel-
lule prodotte dalla madre (come le cellule
T-regolatorie (33)), 'aumento improvviso
della tensione di ossigeno (il cuore del feto
nel ventre della madre é un organo veno-
so) (34), il cambiamento repentino nella
situazione ormonale (35) o I'improvviso
cambiamento dell’assetto metabolico dal
consumo di zuccheri (glicolisi) a quello di
acidi grassi (beta ossidazione dei lipidi)
(36) sono tutti eventi potenzialmente cor-
relati con la perdita di capacita proliferati-
va dei cardiomiociti. Con ogni probabilita, i
motivi sono molteplici e combinatori di
questi fattori. Di fatto, dopo la nascita, la
stimolazione dei cardiomiociti risulta in un
aumento delle loro dimensioni e nell’as-
semblaggio della struttura sarcomerica
(ipertrofia) anziché nella duplicazione cel-
lulare.
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Fattori € vie metaboliche
che regolano la proliferazione
dei cardiomiociti

Non diversamente da tutti gli altri tipi di
cellule, la regolazione della proliferazione
dei cardiomiociti nella vita fetale e neonata-
le dipende dall’azione combinata di molte-
plici fattori che, dall’esterno della cellula,
segnalano attraverso la membrana plasma-
tica e inducono delle vie di trasduzione del
segnale che alla fine arrivano al nucleo e
stimolano I’entrata delle cellule nel ciclo
cellulare. Le principali di queste vie di se-
gnalazione sono riassunte in questa sezio-
ne e riassunte nella Figura 1.

Fattori di crescita e loro recettori

Sono diversi i fattori di crescita in grado
di stimolare la proliferazione dei cardio-
miociti embrionali e neonatali, condizioni
nelle quali la duplicazione di queste cellule
puo avvenire spontaneamente. Queste in-

RNA Citochine
non codificanti NRG1
miR-199a-3p, miR-590 Fstl1 Fattori che
miR-302~367 FGF regolano
miR-17~92 PDGF il ciclo cellulare
anti-miR-15 IL-6 E2Fs
IncRNAs Cyclins A2, B1,D1, D2
anti-IncRNAs CDK1, CDK4
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Pathway
di trasduzione
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Wnt/B-catenin —> *
Moy Proteine
Hippo/YAP :
IGF/Akt della matrice
extracellulare
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Replicazione dei cardiomiociti

cludono linterleuchina 6 (IL-6) (37, 38),
platelet-derived growth factor (PDGF)
(39), alcuni membri della famiglia del fibro-
blast growth factor (FGF) (40, 41), follista-
tin-like 1 (Fstll) (42) e neuregulin-1
(NRG1) (43-45). La capacita di controllare
in maniera paracrina la proliferazione dei
cardiomiociti € stata anche riportata per
fattori secreti dalle cellule T regolatorie
(33) e dai monociti residenti nel parenchi-
ma cardiaco (46). Infine, la duplicazione
dei cardiomiociti &€ anche stimolata da cam-
biamenti nella composizione della matrice
extracellulare, in particolare mediati dalla
proteina agrin (47). Questo fattore, che é
un componente della matrice extracellula-
re neonatale, stimola la proliferazione dei
cardiomiociti attraverso un meccanismo
che coinvolge il disassemblaggio del com-
plesso cui € ancorata da un lato la laminina
e dall’altro la distrofina (il dystrophin-
glycoprotein complex, DGC (47)).

Vie di trasduzione del segnale

E noto che almeno tre principali vie di
trasduzione del segnale possono prendere
parte nella regolazione della proliferazione
dei cardiomiociti durante la vita embriona-
le, fetale e immediatamente dopo la nascita.
Durante lo sviluppo embrionale, la prolife-
razione dei cardiomiociti &€ regolata dal
pathway di Wnt e della p-catenina. In assen-
za di Wnt, i livelli della B-catenina nel cito-
plasma sono bassi, dal momento che que-
sta proteina viene distrutta da un comples-
so proteico che comprende la proteina
GSK-3p (48). Nei cardiomiociti, I'inibizione
di GSK-3p utilizzando tecniche genetiche
(49) o grazie all’effetto dell'inibitore biochi-
mico BIO (50) determina la stabilizzazione
dei livelli di p-catenina e la conseguente tra-
slocazione di questa proteina nel nucleo,
dove agisce da co-attivatore trascrizionale

Figura | - Proteine intracellulari ed extracellulari, geni e RNA non-
codificanti che regolano la proliferazione dei cardiomiociti e la rige-
nerazione cardiaca.

dei membri della famiglia del T cell factor
(TCF)/Lymphoid enhancer factor (LEF),
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cui consegue l'attivazione della prolifera-
zione cellulare.

Un secondo meccanismo importante
che regola la proliferazione dei cardiomio-
citi € quello che deriva dall’attivazione della
via di trasduzione del segnale regolata da
Notch. Questa via richiede il contatto cellu-
la-cellula, dal momento che dipende dal le-
game del recettore Notch, espresso dai
cardiomiociti, con uno dei suoi interattori,
in particolare la proteina Jagged1 nel cuo-
re. A questa interazione fa seguito la traslo-
cazione del dominio intracellulare del re-
cettore Notch (Notch intracellular domain,
ICD) nel nucleo, dove questa proteina agi-
sce da co-attivatore trascrizionale (51).
Questa via di trasduzione del segnale rego-
la la proliferazione dei cardiomiociti duran-
te la vita fetale e neonatale (52-54).

Una terza via biochimica essenziale nella
regolazione dei cardiomiociti converge
nell’attivazione di un altro co-attivatore tra-
scrizionale, la proteina YAP, e il suo fattore
strutturalmente simile TAZ. Queste protei-
ne rappresentano gli effettori del pathway di
Hippo, noto per controllare la proliferazione
di molteplici tipi cellulari nell'organismo, in-
cluse diverse cellule tumorali. Nei cardio-
miociti usciti dal ciclo cellulare, la proteina
YAP ¢ mantenuta inattiva da parte di una se-
rie di protein-chinasi che prevengono la sua
traslocazione all'interno del nucleo e stimo-
lano altresi la sua degradazione. Queste chi-
nasi includono le proteine LATS1/2 e il loro
co-fattori MOB1 e MST1/2 (quest'ultimo
chiamato Hippo nella Drosophila, da cui il
nome della via metabolica), insieme all’ulte-
riore co-fattore SAV1. Altre proteina-chinasi
con attivita inibitoria comprendono le protei-
ne TAOKI1 e STKL38. La regolazione trami-
te la via di Hippo rappresenta la principale
modalita con cui le cellule rispondono agli
stimoli meccanici, in grado di trasdurre la
sensazione di stiramento e tensione dalla
matrice extracellulare fino allinterno del

nucleo della cellula. La delezione per via ge-
netica di MST1, SAV1 e LATS determina un
aumento del numero delle cellule (iperpla-
sia cellulare) (55), mentre, al contrario, I'ipe-
respressione di MST1 (56) o LATS2 (57)
causa cardiomiopatia dilatativa dopo la na-
scita. Allo stesso modo, animali transgenici
che esprimono una forma sempre attiva di
YAP (YAPS112A) sviluppano proliferazione
anormale dei cardiomiociti (58, 59).

Regolatori del ciclo cellulare

In maniera non dissimile da tutti gli altri
tipi cellulari, la regolazione della prolifera-
zione dei cardiomiociti € anche controllata
da una serie di attivatori e inibitori del ciclo
cellulare che convergono, nella loro azione,
sul controllo delle chinasi regolate da cicli-
na (Cyclin/CDK). Numerose pubblicazioni
negli ultimi anni hanno dimostrato come
I'iperespressione dei fattori di trascrizione
della famiglia di E2F (60-62), o della ciclina
D1 o D2 (63-65) possono determinare iper-
proliferazione dei cardiomiociti. Risultati
analoghi sono determinati dalla soppressio-
ne dell’espressione degli inibitori delle chi-
nasi dipendenti da cicline p21WAFL/CIPL
p27KP1 e p57XIP2 (66), 0 da quella di Meisl,
un fattore di trascrizione omeotico che atti-
va l'espressione di pl6™NKi e p2]1WAFI/CIPL
(67). Topi transgenici che esprimono alti li-
velli di ciclina A2 (68, 69), cdk2 (70), ciclina
D1 (63) e ciclina D2 (71, 72) sviluppano
iperproliferazione dei cardiomiociti.

Cellule staminali € geni che
stimolano la rigenerazione cardiaca

A partire dagli anni 2000, la comunita
cardiologica ha iniziato a sviluppare un
grande interesse verso lo sviluppo di strate-
gie atte a stimolare la rigenerazione cardia-
ca. Sedotte dall'idea, largamente erronea,
che tutti gli organi potessero contenere cel-
lule staminali e che queste addirittura circo-
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lassero nel sangue, diverse sperimentazioni
cliniche si sono basate sulla somministra-
zione di presunte cellule staminali prelevate
dal midollo osseo (cellule totali, purificate
per esprimere I'antigene c-kit o marcatori di
cellule mesenchimali stromali (73, 74)) su-
bito dopo I'infarto del miocardio o in corso
di scompenso cardiaco conclamato. Altre
sperimentazioni si sono anche basate sulla
presunta e altrettanto erronea idea che il
cuore stesso potesse contenere cellule sta-
minali con potenziale rigenerativo (75, 76).

Nonostante un’evidenza del tutto margi-
nale di un possibile beneficio, legato so-
stanzialmente a un transitorio effetto para-
crino (77, 78), I'esito di queste sperimenta-
zioni si e rivelato largamente fallimentare.
Esiste oggi un consenso esteso sulla con-
clusione che non esistono cellule staminali
in grado di rigenerare il cuore se non nelle
prime fasi dello sviluppo embrionale, e cer-
tamente non nel midollo, nel cuore o in altri
organi adulti (79). Una commissione d’in-
chiesta che ha analizzato alcune delle speri-
mentazioni originali ha rivelato 'esistenza
di incongruenze tali da richiedere la ritrat-
tazione di un numero considerevole di stu-
di scientifici originariamente pubblicati an-
che in riviste di primo piano (http://circ.
ahajournals.org/content/129/16/e466.
full. pdf+html) e messo in dubbio la corret-
tezza di altri (http://dx.doi.org/10.1016/
S0140-6736(14)60608-5).

La formazione di nuovi cardiomiociti, pe-
raltro, puo essere ottenuta da cellule stami-
nali embrionali (ES) o cellule funzionalmen-
te analoghe a queste ottenute con la tecnolo-
gia delle cellule iPS. Questi nuovi cardiomio-
citi possono essere iniettati nel cuore infar-
tuato per ottenerne una parziale rigenerazio-
ne. Questo approccio e stato utilizzato in al-
cuni interessanti esperimenti preliminari
nelle scimmie a Seattle (80, 81) ed ¢ attual-
mente perseguito a livello di sperimentazio-
ne clinica. Le principali problematiche di

questa strategia sono due. Primo, che i car-
diomiociti che si ottengono in laboratorio
dalle cellule ES o iPS hanno caratteristiche
largamente embrionali, e quindi si integrano
con difficolta con il tessuto miocardico pree-
sistente; secondo, che I'inoculo di un nume-
ro cosi grande di cellule, tale da rigenerare
un cuore adulto (dell’'ordine di un miliardo di
cellule), causa importanti fenomeni aritmici
nelle prime due settimane dall'inoculo.

Una strategia pitt complessa, ancora ba-
sata sull’utilizzo di cellule ES o iPS, consi-
ste nella formazione di foglietti tri-dimen-
sionali di tessuto cardiaco in grado di inte-
grare cardiomiociti, fibroblasti e, potenzial-
mente, anche altri tipi cellulari (82, 83).
Questo approccio € molto promettente per
ottenere strati di miocardio contrattile, che
possono essere suturati dall’esterno al tes-
suto infartuato o cicatriziale, ottenendo an-
che una minima (almeno per ora) integra-
zione elettrica e funzionale con il preesi-
stente miocardio. Le prime sperimentazio-
ni cliniche con questo tipo di tessuto inge-
gnerizzato sono attualmente in corso a Go-
ettingen, in Germania.

L’idea di ovviare alla perdita di tessuto
miocardico per un danno acuto (infarto) o
cronico mediante la somministrazione di
nuovi cardiomiociti € intuitiva, ma non ne-
cessariamente riflette quanto accade in na-
tura nelle condizioni in cui avviene la rige-
nerazione cardiaca. Come discusso in pre-
cedenza, sia i mammiferi alla nascita sia
pesci e anfibi rigenerano un danno al mio-
cardio mediante la proliferazione delle cel-
lule cardiache esistenti. Per decenni, tutta-
via, si e ritenuto impossibile che questo
possa avvenire anche nel cuore adulto di
un mammifero. Tuttavia, recenti risultati
sperimentali hanno infranto questo para-
digma. Topi transgenici in grado di riattiva-
re YAP o inibire la proteina Salvador, in co-
fattore di MSTt-1 (cfr. in precedenza) sono
in grado di rigenerare il proprio miocardio
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anche quando il danno € gia stato riparato
con una cicatrice (59, 84, 85). Inoltre, la ri-
generazione miocardica é stata anche os-
servata somministrando un cocktail di fat-
tori in grado di stimolare I'ingresso dei car-
diomiociti nel ciclo cellulare (86). Nel loro
insieme, questi studi indicano che proba-
bilmente la strada pit1 percorribile per otte-
nere la rigenerazione cardiaca € quella di
risvegliare il potenziale proliferativo dei
cardiomiociti adulti sopravvissuti a un dan-
no, proprieta che pesci e anfibi mantengo-
no per tutta la vita.

Riattivare la proliferazione dei cardio-
miociti per rigenerare il cuore € possibile in
alcuni modelli murini. Ad esempio, questo
avviene in topi geneticamente modificati in
cui 'espressione di YAP viene attivata a di-
stanza di molti giorni dall'infarto, o in topi in
cuiviene deleto il gene per la chinasi inibito-
ria Mst-1 o quello che codifica per il cofatto-
re di Mst-1 Salvador (59, 84, 85). Inoltre, ri-
generazione miocardica e stata osservata
dopo il trasferimento di alcuni geni che co-
dificano per proteine che regolano il ciclo
cellulare e quindi stimolano i cardiomiociti
a proliferare (86). Questi approcci, tuttavia,
sono complicati da trasferire alla clinica
nell'uomo, visto che richiedono un’alta effi-
cienza di trasferimento genico, non posso-
no essere controllati nel tempo e pongono
problemi di sicurezza se i vettori che vengo-
no utilizzati per il trasferimento genico do-
vessero anche trasdurre altri tipi cellulari o
cellule di tumori gia esistenti e latenti.

Stimolazione del potenziale
rigenerativo endogeno del cuore
utilizzando microRNA

Una strategia potenzialmente molto in-
teressante per ottenere la rigenerazione
cardiaca é quella di stimolare il potenziale
proliferativo dei cardiomiociti modulando il
network dei microRNA. Questi sono corti

segmenti di RNA a doppio filamento che
controllano virtualmente tutti gli aspetti
della biologia delle cellule, dallo sviluppo
alla trasformazione neoplastica, inclusa ov-
viamente la proliferazione. Il genoma uma-
no codifica per oltre 2600 microRNA diver-
si, ciascuno dei quali ha la proprieta di le-
garsi a decine o anche centinaia di RNA
messaggeri diversi, e di conseguenza dimi-
nuirne i livelli. I microRNA, quindi, rappre-
sentano una sorta di reostati che indirizza-
no il fenotipo, anche complesso, di una cel-
lula verso una specifica funzione. Dal mo-
mento che queste molecole possono esse-
re facilmente ottenute per sintesi chimica
vista la loro ridotta lunghezza (tipicamente,
da 21 a 23 nucleotidi per ciascuno dei due
filamenti, con un appaiamento imperfetto e
la presenza di estremita sporgenti), sono
disponibili collezioni di microRNA che pos-
sono essere usate per eseguire screening
in vitro al fine di identificare una specifica
funzione desiderata. Tramite questo ap-
proccio, il mio laboratorio ha identificato
una serie di microRNA che sono in grado di
stimolare la proliferazione dei cardiomioci-
ti e quindi possono essere utilizzati per la
rigenerazione cardiaca (87).

I microRNA che stimolano la prolifera-
zione dei cardiomiociti possono essere
classificati in tre diverse categorie (88). La
prima comprende molecole che sono nor-
malmente espresse nelle cellule staminali
embrionali e rivestono un ruolo importante
nel mantenimento della pluripotenza di
queste cellule. Questi comprendono mem-
bri delle famiglie dei microRNA miR-
302~367 e miR-miR-290, che possiedono la
medesima sequenza di riconoscimento per
gli mRNA bersaglio (la sequenza cosiddet-
ta “seed”, posizionata dal nucleotide 2 al nu-
cleotide 8) (89, 90). L'attivazione del cluster
miR-302-367 dopo l'infarto nel topo induce
rigenerazione cardiaca, al pari della sommi-
nistrazione di alcuni di questi microRNA
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ottenuti per via sintetica (91). Un secondo
gruppo di microRNA in grado di indurre ri-
generazione cardiaca comprende alcuni
microRNA coinvolti nella trasformazione
tumorale. Questi comprendono il cluster
miR-17~92 (anche chiamato OncomiR1)
(92, 93), e i cluster paraloghi a questo miR-
106b~25 e miR-106a~363 (94, 95). Anche in
questo caso, I'espressione per via genetica
del cluster miR-17~92 (96) o la sommini-
strazione dei membri di questo cluster miR-
19a/19b (97) determina rigenerazione car-
diaca. Un terzo gruppo di microRNA é sta-
to identificato tramite due screening che
sistematicamente hanno analizzato tutti i
microRNA umani (87, 98). Il piu studiato
dei microRNA identificati da questi studi e
miR-199a-3p, che i nostri studi hanno dimo-
strato essere efficace nello stimolare la ri-
generazione cardiaca dopo infarto sia nei
topi che nei maiali quando espresso tramite
un vettore virale AAV (87, 99) e, per ora sol-
tanto nei topi, anche mediante una singola
iniezione di microRNA sintetico veicolato
mediante I'utilizzo di lipidi (100).
Lidentificazione di microRNA con il po-
tenziale di stimolare la proliferazione dei
cardiomiociti e ottenere la rigenerazione
cardiaca é particolarmente interessante
dal punto di vista traslazionale, dal momen-
to che queste molecole possono essere svi-
luppate come dei veri e propri farmaci, in
grado di funzionare virtualmente in tutti i
pazienti anche senza personalizzazione e
estensiva manipolazione in laboratorio (al
contrario delle terapie cellulari). I microRNA
con funzione rigenerativa possono essere
somministrati come molecole sintetiche.
Evidenze gia disponibili indicano che una
singola iniezione nel miocardio infartuato,
nel topo, di miR-199a-3p o miR-590-3p usan-
do una formulazione lipidica ¢ in grado di
stimolare una risposta rigenerativa (100).
Analoghi risultati sono stati ottenuti me-
diante una singola iniezione intramiocardi-

cadi miR-19a/19b (97) o miR-302b/c (101)
o mediante la somministrazione endoveno-
sa giornaliera di miR302b/c (91), miR-
19a/19b (97) o miR-708 (102).

Prospettive cliniche

I1 concetto che la rigenerazione del mu-
scolo cardiaco possa essere ottenuta trami-
te 'impianto di cardiomiociti ottenuti in la-
boratorio a partire dalle cellule staminali
embrionali o mediante la stimolazione del
potenziale proliferativo dei cardiomiociti &
decisamente una prospettiva innovativa ed
eccitante. Mette in discussione diverse de-
cadi di osservazioni che avevano ritenuto
che il danno miocardico non fosse reversi-
bile e offre speranze di trattamento a un va-
sto numero di pazienti con cardiomiopatia
ischemica post-infarto. Nel caso dei cardio-
miociti derivati dalla cellule staminali, i
principali problemi che devono essere ri-
solti riguardano la difficolta di ottenere
grandi numeri di cellule, laloro immunoge-
nicita e quindi la necessita di immunosop-
primere il ricevente al pari di un trapianto
d’organo, e il fatto che i cardiomiociti deri-
vati dalle cellule ES o iPS hanno caratteri-
stiche embrionali e quindi immature, per
cui laloro integrazione elettrica e meccani-
ca nel tessuto cardiaco dove vengono iniet-
tate € problematica e ha il potenziale di ge-
nerare gravi aritmie.

Nel caso della rigenerazione cardiaca
ottenuta stimolando la capacita endogena
dei cardiomiociti di proliferare, il problema
principale e quello dell’efficienza del trasfe-
rimento genico al miocardio. Fattori con
attivita stimolante la proliferazione posso-
no essere iniettati tramite cateterismo co-
ronario immediatamente dopo la PCI, o
mediante mini toracotomia, o direttamente
nel miocardio per via transendocardica uti-
lizzando sistemi come il NOGA e il catetere
Myostar (103). Per quanto riguarda I'effi-
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cienza di internalizzazione di microRNA
all'interno delle cellule cardiache, questo si
puo avvalere degli enormi progressi fatti in
questo campo grazie all'introduzione in te-
rapia delle nanoparticelle lipidiche (lipid
nanoparticles, LNP) ottenute con la tecno-
logia SNALP (Stable Nuclei Acid Lipid Par-
ticle) (104). Questa tecnologia consente la
generazione di particelle formate da un gu-
scio lipidico che, al suo interno, pu6 conte-
nere acidi nucleici, in particolare mRNA,
short interfering RNA (siRNA) o microRNA.
Questa ¢ la stessa tecnologia che ha con-
sentito, nel 2018, I'approvazione clinica del-
la prima terapia basata su un siRNA (per
I'amiloidosi epatica dovuta all’accumulo di
transtiretina) (105) e, nel corso del 2020,
dei vaccini per COVID-19 di Pfizer/BioN-
Tech e Moderna. Le LNP che si formano
grazie alla tecnologia SNALP godono del
fatto che uno dei lipidi utilizzati ha carica
positiva a pH acido, in modo da complessar-
si con gli acidi nucleici (mRNA, microRNA,
siRNA) che portano una carica uniforme-
mente negativa grazie ai fosfati dello sche-
letro degli acidi nucleici. A pH fisiologico,
invece, la carica esterna della particella di-

RIASSUNTO

venta neutra, riducendo la tossicita e gli ef-
fetti avversi, mentre 'acido nucleico rima-
ne intrappolato all'interno.

Se la rigenerazione cardiaca potra essere
ottenuta sostituendo le cellule perse dal-
I'esterno o piuttosto stimolando la prolife-
razione di quelle sopravvissute al danno ri-
mane oggi una eccitante sfida. Certo € che,
in ambedue i casi, il traguardo sembra oggi
come mai in passato raggiungibile.
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