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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

Rafat Wyderka, Wojciech Wojakowski, Joanna Ciosek,
Anna Zebzda, Anna Michatowska,

Katarzyna Maslankiewicz, Marcin Majka, Andrzej Ochata,
Mariusz Z. Ratajczak, Michat Tendera

Il Katedra i Klinika Kardiologii, Slaska Akademia Medyczna,
Katowice

Background: 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 PCl with LVEF,
NT-proBNP levels, hematopoietic cytokines, cardiopulmonary
exercise test results in one-year follow-up.

Methods: 40 patients with STEMI (<12 hours) treated with
primary PCl 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 Kkits.
Echocardiography was carried out on admission and after 1
year and the cardiopulmonary exercise test after 1 year.

Results: 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%
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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.

Conclusion: 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 krwiotworczych
w sercu jako wczesny etap
waskulogenezy plodowe;j
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Pierwszymi strukturami naczyniowymi w sercu ptodowym
sg skupienia angioblastow i erytroblastow, ktére pojawiaja sie,
zanim jeszcze system krazenia uzyska droznos¢ z systemem
naczyniowym serca. Do niedawna utrzymywat sie poglad, ze
erytroblasty i angioblasty powstaja ze wspélnej komorki pro-
genitorowej badz erytroblasty powstajg z migrujacych angio-
blastéw, podobnie jak w woreczku Zzéttkowym zarodkéw.
Zgodnie z tym pogladem serce ptodowe badzZ narzad przedna-
sierdziowy jako dostawca angioblastéw powinny by¢ narza-
dem hematopoetycznym. PostanowiliSmy sprawdzi¢ ten po-
glad. Badalismy serca ptodowe przed i tuz po zawiazaniu sie
pierwszych wysp krwiotwdrczych oraz narzad przednasier-
dziowy ultrastrukturalnie i za pomoca markeréw hematopoezy
(CD34, CD45, c-myb) oraz markeréw pdznych komérek proge-
nitorowych erytropoezy (Terrll9). Zastosowalismy réwniez
markery komérek srodbtonka naczyniowego (angioblastow),
takie jak PECAM1, VE-katheryne oraz lektyne Griffonia simpli-
cifolia I. W zadnym z badanych przypadkéw serc ptodowych
myszy (10 dpc-13 dpc) nie stwierdzilismy obecnosci markeréw
hematopoezy we wczesnych wyspach krwiotwérczych serca
ani w narzadzie przednasierdziowym (9,5-10 dpc). Morfolo-
gicznie réwniez nie znalezliSmy podobiefistwa erytroblastow
wysp do wczesnych komérek hematopoezy ptodowej oraz wy-
kluczylismy obecnosé komérek hematopoetycznych w narza-
dzie przednasierdziowym. Znalezlismy natomiast w wyspach
krwiotwérczych pdzniejsze markery komérek progenitorowych
krwi. Komérki te znajdowaty sie na tym samym etapie erytro-
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poezy jak komérki krwi z krazenia systemowego (zawieraty ja-
dra komoérkowe oraz resztki organelli cytoplazmatycznych —
aparatu Golgiego i siatki szorstkiej). Co wiecej, znajdowalismy
rowniez pojedyncze erytroblasty, bez kontaktu z angioblastami
lub takie, ktére dopiero zaczynaty tworzy¢ taki kontakt (wy-
pustki komérkowe siegajace do zblizajacego sie angioblasta).
Pojedyncze erytroblasty znajdowane przez nas byty zlokalizo-
wane pod wsierdziem lub byty uchwycone w momencie prze-
chodzenia przez wsierdzie (diapedeza). Postulujemy, ze erytro-
blasty wysp krwiotworczych nie powstaja in situ z angiobla-
stow, lecz przechodza do serca z kragzenia ogélnego i tam two-
rza kontakt z angioblastami.
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Réznicowanie sie komorek
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Komérki progenitorowe moga réznicowac sie w specyficz-
nych warunkach w komérki réznych tkanek, np. w komarki
srédbtonka naczyn, co obserwowane jest w procesie angiogene-
zy. Sktadniki pokarmowe dostarczane organizmowi z codzienna
dieta, w tym B-karoten, jego pochodne i kwas retinowy w ko-
operacji z kwasami ttuszczowymi i ich metabolitami stanowia
naturalne Zrédto substancji wptywajacych na réznicowanie sie
tkanek organizmu. Celem pracy byto wykazanie wptywu -karo-
tenu na angiogeneze w modelach in vitro i in vivo.

Metody: Do badan zostaty uzyte ludzkie komarki progeni-
torowe AC133* izolowane z mononuklearnej frakcji komérek
z krwi pepowinowej przy uzyciu MACS Kit i inkubowane
z VEGF (50ng/ml) i SCF (100ng/ml) w celu otrzymania wcze-
snych progenitorowych komorek $rédbtonka (EPC). Wychwyt
B-karotenu byt badany metoda HPLC. Apoptoze oceniano
przez pomiar aktywnosci kaspaz przy uzyciu testu Apo Fluor
TM Green Kit. Do badania proliferacji zastosowano test Elisa
BrdU. Ekspresje genéw analizowano metodg oligonukleotydo-
wych mikromacierzy i potwierdzana przy uzyciu metody Real-
-Time PCR. Chemotaksje mierzono przy uzyciu komory Boyde-

na. Wptyw czynnikéw na réznicowanie sie komérek obserwo-
wano w modelu tubulogenezy in vitro. Angiogeneza w in vivo
byta badana w podskdrnie wstrzyknietym matrigelu myszom
skarmianym pasza z dodatkiem lub bez dodatku B-karotenu.
Wyciete z matrigelu skrawki byty wybarwiane hematoksyling
i eozyng oraz immunohistochemicznie z uzyciem przeciwcia-
ta przeciwko antygenowi komérek endotelialnych CD31
(PECAM). Analizowano ilosciowo zardéwno ilos¢ wrosnietych
naczyn, jak i pojedynczych komérek srédbtonka.

Wyniki: Nie wykazano istotnego wptywu B-karotenu na
procesy proliferacji, apoptozy i réznicowania sie komérek EPC
w badaniach in vitro. Istotnym wydaje sie fakt, ze badane
substancje silnie aktywuja proces migracji zarbwno w mode-
lu angiogenezy in vitro, jak i in vivo. Analiza wynikéw micro-
arrayu wykazata, ze B-karoten reguluje geny zwiazane z regu-
lacja cyklu komérkowego i aktywacja szlakéw wewnatrzko-
morkowego przekazu sygnatu regulowanych przez mate biat-
ka G oraz szlaki Ras/Rho/Rac. Prezentowane dane wykazujg-
ce promigracyjne dziatanie B-karotenu moga sugerowac role
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, Wt/194/P/L
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Wplyw kwaséw tluszczowych

na réznicowanie komorek
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tluszczowe;j
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Wprowadzenie: Tkanka ttuszczowa jest zrodtem subpo-
pulacji komorek zwanej SVF (stromal vascular fraction). Celem
badan jest sprawdzenie wptywu aktywatoréw PPARy (wol-
nych kwaséw ttuszczowych) na réznicowanie komérek SVF
w kierunku adipocytéw, jak i komérek srédbtonka.

Metody: Markery btony komérkowej progenitoréw tkanki
ttuszczowej zostaty scharakteryzowane przy uzyciu cytometrii
przeptywowej oraz RT-PCR. R6znicowanie komérek w kierun-
ku $réodbtonka badane byto analiza tworzenia tubul (metoda
Methocult). Do zidentyfikowania akumulacji lipidéow w doj-
rzatych adipocytach stosowano barwienie czerwienia olejo-
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wa. Komorki SVF traktowane byty kwasem arachidonowym
(AA), palmitynowym (PA), eikozapentaenowym (EPA) oraz te-
tradecyltioacetowym (TTA) w stezeniach 1-100uM. Cytotok-
sycznos¢ kwasow ttuszczowych mierzona byta przez wydzie-
lanie LDH do medium. W celu zbadania wptywu FFA na proli-
feracje komorek progenitorowych zmierzono poziom syntezy
DNA przez wbudowanie BrdU. Zbadano réwniez wptyw kwa-
séw ttuszczowych na ekspresje gendw.

Wyniki: Scharakteryzowanie komoérek SVF uwidocznito
heterogennos¢ tej subpopulacji (komérki CD34, CD45, CD14,
CD31-pozytywne). Podobne wyniki uzyskano, badajac ekspre-
sje gendw charakterystycznych dla adipocytéw: PPARYy,
C/EBPa, LPL, ap2, jak réwniez dla srédbtonka: eNOS, vWF,
CD31, CD34. Zaobserwowano réwniez tendencje tych komé-
rek do réznicowania zaréwno w kierunku adipocytéw, jak
i komérek srédbtonka. W stezeniach nietoksycznych dla ko-
moérek wolne kwasy ttuszczowe nie miaty wptywu na prolife-
racje progenitoréw tkanki ttuszczowej. 24-godzinna inkuba-
cja komoérek SVF z wybranymi kwasami ttuszczowymi nie spo-
wodowata znaczacej réznicy w ekspresji genow.

Wnhioski i plany na przysztos¢: Nasze wyniki wykazuja, ze
populacja komérek progenitorowych izolowanych z ludzkiej
tkanki ttuszczowej nie jest jednorodna. Ta populacja (w odpo-
wiednich warunkach) moze réznicowac sie zaréwno do adipo-
cytéw, jak i komoérek srédbtonka. Wolne kwasy ttuszczowe nie
wptywaty na proliferacje komérek SVF, a 24- godzinna inku-
bacja z nimi nie spowodowata zmiany ekspresji genéw. Planu-
jemy przedtuzy¢ inkubacje (48, 72 godz.) z FFA, jak réwniez
sprawdzi¢ ich wptyw na r6znicowanie. Zbadanie wptywu wol-
nych kwaséw ttuszczowych na réznicowanie progenitoréw
tkanki ttuszczowej moze w przysztosci pozwoli¢ na uzycie
tych komoérek w terapii naprawczej tkanek.
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Mechanizmy patologicznej
angiogenezy w zespole
metabolicznym x na modelu
transgenicznych myszy
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Metaboliczny zespét X charakteryzowany przez: insulino-
opornosc (hiperinsulinemia, hiperglikemia, dyslipidemia), oty-
tosé (wzrost poziomu triglicerydéw i wolnych kwaséw ttusz-
czowych) oraz podwyzszony poziom cytokin (leptyna, adipo-
nektyna, TNFa) prowadzi do dysfunkcji srodbtonka naczyn,
ktérej konsekwencja jest patologiczna angiogeneza.
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Cel badan: Zdefiniowanie powiazania miedzy wybranymi
biochemicznymi parametrami zespotu metabolicznego i an-
giogeneza.

Metody: Do badan zostaty uzyte modele mysie prezentu-
jace rozne cechy zespotu metabolicznego: myszy z wytaczo-
nym genem RXRo. w hepatocytach (dyslipidemia, hiperlepty-
nemia), myszy NZO (otytos¢, insulinoopornosé, hiperinsuline-
mia) oraz kontrolne szczepy SJL, Balb/c i C57/B1/6. Myszy by-
ty skarmiane standardowa i wysokottuszczowg pasza przez
siedem tygodni. Podczas skarmiania zwierzeta byty wazone
oraz miaty mierzone parametry biochemiczne w surowicy
(glukoza, triglicerydy i cholesterol). W 6. tygodniu skarmiania
zwierzetom zostat podskornie wstrzykniety matrigel (kontrol-
ny i zawierajacy bFGF lub VEGF). Po szesciu dniach poduszki
matrigelowe zostaty wyciete i wybarwione immunohistoche-
micznie (CD31+). Wyniki immunohistochemii zostaty przed-
stawione jako liczba naczyn z i bez Swiatta oraz liczba kom6é-
rek srodbtonka penetrujgcych matrigel.

Wyniki: Immunohistochemiczne analizy wybarwionych
skrawkéw matrigelu pokazaty wptyw bFGF na tworzenie na-
czyn i chemotaksje komérek srédbtonka do matrigelu. VEGF
nie stymulowat angiogenezy in vivo. Myszy Balb/c wykazaty
wyzszg odpowiedZ angiogenng na bFGF niz myszy z objawa-
mi zespotu metabolicznego X. Wysokottuszczowa pasza uwy-
datniata réznice pomiedzy zwierzetami z zespotem metabo-
licznym a kontrolnymi. Pasza nie wywarta istotnego wptywu
na poziom odpowiedzi angiogennej w badanych modelach
zwierzecych.

Projekt finansowany przez Komitet Badan Naukowych,
grant Nr: PBZ-MIN-005/P04/2002/5
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Odpowiedz naczynia na uszkodzenie
mechaniczne podczas zabiegu
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zwierzecia z wywolang cukrzyca
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Angioplastyka wienicowa (PTCA) jest zabiegiem polegaja-
cym na mechanicznym poszerzaniu lub udraznianiu zwezonej
lub zamknietej tetnicy wiencowej. Pomimo zastosowania
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stentéw uwalniajacych leki, zwezenie naczynia w miejscu po-
szerzania okreslane mianem restenozy stanowi nadal czynnik
istotnie ograniczajacy dtugotrwata skutecznosé angioplastyki
wiencowej.

Restenoza jest ztozonym procesem patologicznym, w wy-
niku ktérego dochodzi do zmniejszenia Swiatta tetnicy po-
przez przerost srédbtonka oraz warstwy miesniowej. Przerost
ten jest spowodowany przez rozrost komérek miesni gtadkich
naczyfh (VSMC) w warstwie miesniowej, jak réwniez ich mi-
gracje do srédbtonka naczyh w miejscu interwencji. Jednocze-
$nie dochodzi do zwiekszenia zawartosci macierzy miedzyko-
morkowej w obu warstwach.

Cukrzyca jest powaznym czynnikiem ryzyka dla wszyst-
kich chorych, ktérzy przebyli zabieg PTCA. Jak wykazano
w wielu doniesieniach, czesto$¢ wystgpienia restenozy u tych
chorych ksztattuje sie na poziomie od 49% do 71%.

Celem pracy jest ocena zmian w Scianie tetnicy szyjnej
wspolnej na modelu zwierzecym poprzez okresSlenie odpowie-
dzi naczyn na uszkodzenie. Oceniony zostat stopien zniszcze-
nia srodbtonka, pogrubienie btony wewnetrznej naczynia, tzw.
neointimy, zmiana $rednicy naczynia, typ i nasilenie nacieku
zapalnego oraz stopief endotelializacji w miejscu interwencji.

Badanie przeprowadzono na modelu zwierzecym z wyko-
rzystaniem zdrowych szczurdéw rasy Wistar oraz szczurdw
z wywotana cukrzyca (przy zastosowaniu streptozotocyny),
u ktérych tetnica szyjna wspélna poddana zostata zabiegowi
standardowego rozprezania balonu

do angioplastyki. Badane zwierzeta podzielono na trzy
grupy w zaleznosci od okresu obserwacji — 7, 14 lub 28 dni.

Oceny stopnia zwezenia naczynia w roéznych punktach
czasowych dokonywano za pomocg programu IAMETER
(stworzonego na potrzeby badania). Stopien proliferacji okre-
slano poprzez znakowanie komérek bromohexyurydyna
(BrdU) na 24 godz. przed pobraniem tetnicy. Oznaczano in-
deks proliferacji w celu okreslenia czestosci replikacji oraz cza-
sowej i przestrzennej migracji komoérek Sciany naczynia
w miejscu uszkodzenia.

Dokonano oceny histopatologicznej tetnicy w 7., 14. i 28.
dobie po zabiegu. Oceniano stopien uszkodzenia Srédbtonka,
naciek zapalny, stopief endotelializacji w miejscu uszkodze-
nia, nasilenie stenozy w miejscu uszkodzenia. Okreslano sto-
pien proliferacji komorek.

Dziatanie mechaniczne jest silnym czynnikiem uszkadza-
jacym naczynie i wyzwalajacym proces naprawczy, prowadza-
cy do zwezenia Swiatta w miejscu przeprowadzenia zabiegu
angioplastyki.
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