
Kardiologia Polska 2005; 63: 4 (supl. 2)

SESJA X 
SOBOTA 22.10, 13.05–14.15
KOMÓRKI MACIERZYSTE 
– ANGIOGENEZA,
WASKULARYZACJA

54

Impaired mobilisation 
of CXCR4+/CD34+ stem cells early 
in acute myocardial infarction 
is associated with low left
ventricular ejection fraction 
and high nt-probnp levels after 
1 year of follow-up
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BBaacckkggrroouunndd:: Stem cells are mobilised into the peripheral
blood early in acute myocardial infarction (AMI). In patients
with low left ventricular ejection fraction (LVEF) and high
levels of NT-proBNP in the acute phase of AMI the
mobilisation of CD34/CXCR4+ cells is significantly impaired,
however there is no data concerning the long-term follow-up. 

The aim of the study was to correlate the early
mobilisation of CD34+, CD117+, CXCR4+, c-met+ stem cells in
patients with STEMI treated with primary PCI with LVEF, 
NT-proBNP levels, hematopoietic cytokines, cardiopulmonary
exercise test results in one-year follow-up.

MMeetthhooddss:: 40 patients with STEMI (<12 hours) treated with
primary PCI were enrolled. Blood samples were obtained on
admission, after 24 hours and 7 days as well as after 1 year
(12-16 months). The stem cells number was measured using
FACS and concentrations of NT-proBNP, SDF-1, G-CSF, VEGF,
IL-6 and HGF were measured using ELISA kits.
Echocardiography was carried out on admission and after 1
year and the cardiopulmonary exercise test after 1 year. 

RReessuullttss:: In patients with baseline LVEF ≤40% as well as
with NT-proBNP levels in the highest tertile, the number of
mobilised CXCR4+/CD34+ stem cells on admission was
significantly lower in comparison to patients with LVEF >40%
(p<0.03) and NT-proBNP levels in the lowest tertile (p<0.001).
Moreover, patients with LVEF ≤40 after 1 year had lower
baseline CXCR4+ cell counts than patients with LVEF>40%

during the follow-up visit (p<0.03). The baseline number of
CXCR4+ cells was positively correlated with LVEF after 1 year
(r=0.55; p<0.03). The peak number of mobilised CXCR4+ stem
cells early in STEMI was also significantly positively correlated
with the number of circulating CD34+, CXCR4+ and CD117+ cells
after 1 year (CD34+: r=0.35, p<0.05; CXCR4+: r=0.38; p<0.03;
CD117+: r=0.4, p<0.02) and patients with low baseline CXCR4+

cell counts had a lower number of CD34+, CD117+ and CXC4+ cells
as well as higher levels of NT-proBNP after 1 year (all p<0.03). 

No significant correlations between baseline stem cells
number and exercise test results were found.

CCoonncclluussiioonn:: The impaired mobilisation of stem cells early
in STEMI is associated with lower LVEF, higher levels of NT-
proBNP and lower circulating stem cells number after 1 year. 
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Powstawanie wysp krwiotwórczych
w sercu jako wczesny etap 
waskulogenezy płodowej

AAnnnnaa  RRaattaajjsskkaa11,,  EEll¿¿bbiieettaa  CCzzaarrnnoowwsskkaa22

1 Katedra i Zak³ad Anatomii Patologicznej, Akademia Medyczna,

Warszawa
2 Zak³ad Patomorfologii, Centrum Zdrowia Dziecka, Warszawa

Pierwszymi strukturami naczyniowymi w sercu p³odowym
s¹ skupienia angioblastów i erytroblastów, które pojawiaj¹ siê,
zanim jeszcze system kr¹¿enia uzyska dro¿noœæ z systemem
naczyniowym serca. Do niedawna utrzymywa³ siê pogl¹d, ¿e
erytroblasty i angioblasty powstaj¹ ze wspólnej komórki pro-
genitorowej b¹dŸ erytroblasty powstaj¹ z migruj¹cych angio-
blastów, podobnie jak w woreczku ¿ó³tkowym zarodków.
Zgodnie z tym pogl¹dem serce p³odowe b¹dŸ narz¹d przedna-
sierdziowy jako dostawca angioblastów powinny byæ narz¹-
dem hematopoetycznym. Postanowiliœmy sprawdziæ ten po-
gl¹d. Badaliœmy serca p³odowe przed i tu¿ po zawi¹zaniu siê
pierwszych wysp krwiotwórczych oraz narz¹d przednasier-
dziowy ultrastrukturalnie i za pomoc¹ markerów hematopoezy
(CD34, CD45, c-myb) oraz markerów póŸnych komórek proge-
nitorowych erytropoezy (Terr119). Zastosowaliœmy równie¿
markery komórek œródb³onka naczyniowego (angioblastów),
takie jak PECAM1, VE-katherynê oraz lektynê Griffonia simpli-

cifolia I. W ¿adnym z badanych przypadków serc p³odowych
myszy (10 dpc–13 dpc) nie stwierdziliœmy obecnoœci markerów
hematopoezy we wczesnych wyspach krwiotwórczych serca
ani w narz¹dzie przednasierdziowym (9,5–10 dpc). Morfolo-
gicznie równie¿ nie znaleŸliœmy podobieñstwa erytroblastów
wysp do wczesnych komórek hematopoezy p³odowej oraz wy-
kluczylismy obecnoœæ komórek hematopoetycznych w narz¹-
dzie przednasierdziowym. ZnaleŸliœmy natomiast w wyspach
krwiotwórczych póŸniejsze markery komórek progenitorowych
krwi. Komórki te znajdowa³y siê na tym samym etapie erytro-
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poezy jak komórki krwi z kr¹¿enia systemowego (zawiera³y j¹-
dra komórkowe oraz resztki organelli cytoplazmatycznych –
aparatu Golgiego i siatki szorstkiej). Co wiêcej, znajdowaliœmy
równie¿ pojedyncze erytroblasty, bez kontaktu z angioblastami
lub takie, które dopiero zaczyna³y tworzyæ taki kontakt (wy-
pustki komórkowe siêgaj¹ce do zbli¿aj¹cego siê angioblasta).
Pojedyncze erytroblasty znajdowane przez nas by³y zlokalizo-
wane pod wsierdziem lub by³y uchwycone w momencie prze-
chodzenia przez wsierdzie (diapedeza). Postulujemy, ¿e erytro-
blasty wysp krwiotwórczych nie powstaj¹ in situ z angiobla-
stów, lecz przechodz¹ do serca z kr¹¿enia ogólnego i tam two-
rz¹ kontakt z angioblastami. 
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Różnicowanie się komórek 
progenitorowych z krwi 
pępowinowej pod wpływem
ββ-karotenu
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Komórki progenitorowe mog¹ ró¿nicowaæ siê w specyficz-
nych warunkach w komórki ró¿nych tkanek, np. w komórki
œródb³onka naczyñ, co obserwowane jest w procesie angiogene-
zy. Sk³adniki pokarmowe dostarczane organizmowi z codzienn¹
diet¹, w tym β-karoten, jego pochodne i kwas retinowy w ko-
operacji z kwasami t³uszczowymi i ich metabolitami stanowi¹
naturalne Ÿród³o substancji wp³ywaj¹cych na ró¿nicowanie siê
tkanek organizmu. Celem pracy by³o wykazanie wp³ywu β-karo-
tenu na angiogenezê w modelach in vitro i in vivo. 

MMeettooddyy::  Do badañ zosta³y u¿yte ludzkie komórki progeni-
torowe AC133+ izolowane z mononuklearnej frakcji komórek
z krwi pêpowinowej przy u¿yciu MACS Kit i inkubowane
z VEGF (50ng/ml) i SCF (100ng/ml) w celu otrzymania wcze-
snych progenitorowych komórek œródb³onka (EPC). Wychwyt
β-karotenu by³ badany metod¹ HPLC. Apoptozê oceniano
przez pomiar aktywnoœci kaspaz przy u¿yciu testu Apo Fluor
TM Green Kit. Do badania proliferacji zastosowano test Elisa
BrdU. Ekspresjê genów analizowano metod¹ oligonukleotydo-
wych mikromacierzy i potwierdzana przy u¿yciu metody Real-
-Time PCR. Chemotaksjê mierzono przy u¿yciu komory Boyde-

na. Wp³yw czynników na ró¿nicowanie siê komórek obserwo-
wano w modelu tubulogenezy in vitro. Angiogeneza w in vivo
by³a badana w podskórnie wstrzykniêtym matrigelu myszom
skarmianym pasz¹ z dodatkiem lub bez dodatku β-karotenu.
Wyciête z matrigelu skrawki by³y wybarwiane hematoksylin¹
i eozyn¹ oraz immunohistochemicznie z u¿yciem przeciwcia-
³a przeciwko antygenowi komórek endotelialnych CD31 
(PECAM). Analizowano iloœciowo zarówno iloœæ wroœniêtych
naczyñ, jak i pojedynczych komórek œródb³onka. 

WWyynniikkii::  Nie wykazano istotnego wp³ywu β-karotenu na
procesy proliferacji, apoptozy i ró¿nicowania siê komórek EPC
w badaniach in vitro. Istotnym wydaje siê fakt, ¿e badane
substancje silnie aktywuj¹ proces migracji zarówno w mode-
lu angiogenezy in vitro, jak i in vivo. Analiza wyników micro-
arrayu wykaza³a, ¿e β-karoten reguluje geny zwi¹zane z regu-
lacj¹ cyklu komórkowego i aktywacj¹ szlaków wewn¹trzko-
mórkowego przekazu sygna³u regulowanych przez ma³e bia³-
ka G oraz szlaki Ras/Rho/Rac. Prezentowane dane wykazuj¹-
ce promigracyjne dzia³anie β-karotenu mog¹ sugerowaæ rolê
tego czynnika w angiogenezie. 

Projekt sponsorowany przez EU F5 DLARFID 

QLTR-2001-00183 i STEC QLK3-CT-2002-30307, 

PBZ-MIN-005/P04/2002/5, 501/KL/438/L, W£/194/P/L
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Wpływ kwasów tłuszczowych 
na różnicowanie komórek 
progenitorowych ludzkiej tkanki
tłuszczowej
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WWpprroowwaaddzzeenniiee::  Tkanka t³uszczowa jest Ÿród³em subpo-
pulacji komórek zwanej SVF (stromal vascular fraction). Celem
badañ jest sprawdzenie wp³ywu aktywatorów PPARγ (wol-
nych kwasów t³uszczowych) na ró¿nicowanie komórek SVF
w kierunku adipocytów, jak i komórek œródb³onka. 

MMeettooddyy::  Markery b³ony komórkowej progenitorów tkanki
t³uszczowej zosta³y scharakteryzowane przy u¿yciu cytometrii
przep³ywowej oraz RT-PCR. Ró¿nicowanie komórek w kierun-
ku œródb³onka badane by³o analiz¹ tworzenia tubul (metoda
Methocult). Do zidentyfikowania akumulacji lipidów w doj-
rza³ych adipocytach stosowano barwienie czerwieni¹ olejo-
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w¹. Komórki SVF traktowane by³y kwasem arachidonowym
(AA), palmitynowym (PA), eikozapentaenowym (EPA) oraz te-
tradecyltioacetowym (TTA) w stê¿eniach 1-100µM. Cytotok-
sycznoœæ kwasów t³uszczowych mierzona by³a przez wydzie-
lanie LDH do medium. W celu zbadania wp³ywu FFA na proli-
feracjê komórek progenitorowych zmierzono poziom syntezy
DNA przez wbudowanie BrdU. Zbadano równie¿ wp³yw kwa-
sów t³uszczowych na ekspresjê genów. 

WWyynniikkii:: Scharakteryzowanie komórek SVF uwidoczni³o
heterogennoœæ tej subpopulacji (komórki CD34, CD45, CD14,
CD31-pozytywne). Podobne wyniki uzyskano, badaj¹c ekspre-
sjê genów charakterystycznych dla adipocytów: PPARγ, 
C/EBPα, LPL, ap2, jak równie¿ dla œródb³onka: eNOS, vWF,
CD31, CD34. Zaobserwowano równie¿ tendencjê tych komó-
rek do ró¿nicowania zarówno w kierunku adipocytów, jak
i komórek œródb³onka. W stê¿eniach nietoksycznych dla ko-
mórek wolne kwasy t³uszczowe nie mia³y wp³ywu na prolife-
racjê progenitorów tkanki t³uszczowej. 24-godzinna inkuba-
cja komórek SVF z wybranymi kwasami t³uszczowymi nie spo-
wodowa³a znacz¹cej ró¿nicy w ekspresji genów. 

WWnniioosskkii  ii ppllaannyy  nnaa  pprrzzyysszz³³ooœœææ:: Nasze wyniki wykazuj¹, ¿e
populacja komórek progenitorowych izolowanych z ludzkiej
tkanki t³uszczowej nie jest jednorodna. Ta populacja (w odpo-
wiednich warunkach) mo¿e ró¿nicowaæ siê zarówno do adipo-
cytów, jak i komórek œródb³onka. Wolne kwasy t³uszczowe nie
wp³ywa³y na proliferacjê komórek SVF, a 24- godzinna inku-
bacja z nimi nie spowodowa³a zmiany ekspresji genów. Planu-
jemy przed³u¿yæ inkubacjê (48, 72 godz.) z FFA, jak równie¿
sprawdziæ ich wp³yw na ró¿nicowanie. Zbadanie wp³ywu wol-
nych kwasów t³uszczowych na ró¿nicowanie progenitorów
tkanki t³uszczowej mo¿e w przysz³oœci pozwoliæ na u¿ycie
tych komórek w terapii naprawczej tkanek. 
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Mechanizmy patologicznej 
angiogenezy w zespole 
metabolicznym x na modelu 
transgenicznych myszy
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Metaboliczny zespó³ X charakteryzowany przez: insulino-
opornoœæ (hiperinsulinemia, hiperglikemia, dyslipidemia), oty-
³oœæ (wzrost poziomu triglicerydów i wolnych kwasów t³usz-
czowych) oraz podwy¿szony poziom cytokin (leptyna, adipo-
nektyna, TNFα) prowadzi do dysfunkcji œródb³onka naczyñ,
której konsekwencj¹ jest patologiczna angiogeneza. 

CCeell  bbaaddaaññ::  Zdefiniowanie powi¹zania miêdzy wybranymi
biochemicznymi parametrami zespo³u metabolicznego i an-
giogenez¹. 

MMeettooddyy::  Do badañ zosta³y u¿yte modele mysie prezentu-
j¹ce ró¿ne cechy zespo³u metabolicznego: myszy z wy³¹czo-
nym genem RXRα w hepatocytach (dyslipidemia, hiperlepty-
nemia), myszy NZO (oty³oœæ, insulinoopornoœæ, hiperinsuline-
mia) oraz kontrolne szczepy SJL, Balb/c i C57/B1/6. Myszy by-
³y skarmiane standardow¹ i wysokot³uszczow¹ pasz¹ przez
siedem tygodni. Podczas skarmiania zwierzêta by³y wa¿one
oraz mia³y mierzone parametry biochemiczne w surowicy
(glukoza, triglicerydy i cholesterol). W 6. tygodniu skarmiania
zwierzêtom zosta³ podskórnie wstrzykniêty matrigel (kontrol-
ny i zawieraj¹cy bFGF lub VEGF). Po szeœciu dniach poduszki
matrigelowe zosta³y wyciête i wybarwione immunohistoche-
micznie (CD31+). Wyniki immunohistochemii zosta³y przed-
stawione jako liczba naczyñ z i bez œwiat³a oraz liczba komó-
rek œródb³onka penetruj¹cych matrigel. 

WWyynniikkii:: Immunohistochemiczne analizy wybarwionych
skrawków matrigelu pokaza³y wp³yw bFGF na tworzenie na-
czyñ i chemotaksjê komórek œródb³onka do matrigelu. VEGF
nie stymulowa³ angiogenezy in vivo. Myszy Balb/c wykaza³y
wy¿sz¹ odpowiedŸ angiogenn¹ na bFGF ni¿ myszy z objawa-
mi zespo³u metabolicznego X. Wysokot³uszczowa pasza uwy-
datnia³a ró¿nice pomiêdzy zwierzêtami z zespo³em metabo-
licznym a kontrolnymi. Pasza nie wywar³a istotnego wp³ywu
na poziom odpowiedzi angiogennej w badanych modelach
zwierzêcych. 

Projekt finansowany przez Komitet Badañ Naukowych,
grant Nr: PBZ-MIN-005/P04/2002/5
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Odpowiedź naczynia na uszkodzenie
mechaniczne podczas zabiegu
angioplastyki. Model zwierzęcy 
stenozy w naczyniu tętniczym 
zdrowym oraz naczyniu tętniczym
zwierzęcia z wywołaną cukrzycą
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Angioplastyka wieñcowa (PTCA) jest zabiegiem polegaj¹-
cym na mechanicznym poszerzaniu lub udra¿nianiu zwê¿onej
lub zamkniêtej têtnicy wieñcowej. Pomimo zastosowania
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stentów uwalniaj¹cych leki, zwê¿enie naczynia w miejscu po-
szerzania okreœlane mianem restenozy stanowi nadal czynnik
istotnie ograniczaj¹cy d³ugotrwa³¹ skutecznoœæ angioplastyki
wieñcowej. 

Restenoza jest z³o¿onym procesem patologicznym, w wy-
niku którego dochodzi do zmniejszenia œwiat³a têtnicy po-
przez przerost œródb³onka oraz warstwy miêœniowej. Przerost
ten jest spowodowany przez rozrost komórek miêœni g³adkich
naczyñ (VSMC) w warstwie miêœniowej, jak równie¿ ich mi-
gracjê do œródb³onka naczyñ w miejscu interwencji. Jednocze-
œnie dochodzi do zwiêkszenia zawartoœci macierzy miêdzyko-
mórkowej w obu warstwach. 

Cukrzyca jest powa¿nym czynnikiem ryzyka dla wszyst-
kich chorych, którzy przebyli zabieg PTCA. Jak wykazano
w wielu doniesieniach, czêstoœæ wyst¹pienia restenozy u tych
chorych kszta³tuje siê na poziomie od 49% do 71%. 

Celem pracy jest ocena zmian w œcianie têtnicy szyjnej
wspólnej na modelu zwierzêcym poprzez okreœlenie odpowie-
dzi naczyñ na uszkodzenie. Oceniony zosta³ stopieñ zniszcze-
nia œródb³onka, pogrubienie b³ony wewnêtrznej naczynia, tzw.
neointimy, zmiana œrednicy naczynia, typ i nasilenie nacieku
zapalnego oraz stopieñ endotelializacji w miejscu interwencji. 

Badanie przeprowadzono na modelu zwierzêcym z wyko-
rzystaniem zdrowych szczurów rasy Wistar oraz szczurów
z wywo³an¹ cukrzyc¹ (przy zastosowaniu streptozotocyny),
u których têtnica szyjna wspólna poddana zosta³a zabiegowi
standardowego rozprê¿ania balonu 

do angioplastyki. Badane zwierzêta podzielono na trzy
grupy w zale¿noœci od okresu obserwacji – 7, 14 lub 28 dni. 

Oceny stopnia zwê¿enia naczynia w ró¿nych punktach
czasowych dokonywano za pomoc¹ programu IAMETER
(stworzonego na potrzeby badania). Stopieñ proliferacji okre-
œlano poprzez znakowanie komórek bromohexyurydyn¹
(BrdU) na 24 godz. przed pobraniem têtnicy. Oznaczano in-
deks proliferacji w celu okreœlenia czêstoœci replikacji oraz cza-
sowej i przestrzennej migracji komórek œciany naczynia
w miejscu uszkodzenia. 

Dokonano oceny histopatologicznej têtnicy w 7., 14. i 28.
dobie po zabiegu. Oceniano stopieñ uszkodzenia œródb³onka,
naciek zapalny, stopieñ endotelializacji w miejscu uszkodze-
nia, nasilenie stenozy w miejscu uszkodzenia. Okreœlano sto-
pieñ proliferacji komórek. 

Dzia³anie mechaniczne jest silnym czynnikiem uszkadza-
j¹cym naczynie i wyzwalaj¹cym proces naprawczy, prowadz¹-
cy do zwê¿enia œwiat³a w miejscu przeprowadzenia zabiegu
angioplastyki. 
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