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Streszczenie

Rozwdj uktadédw naczyniowego i hematopoetycznego w czasie organogenezy odbywa sie
jednocze$nie. Podczas waskulogenezy, cze$¢ komérek nie podlega procesowi réznicowania
sie, a pozostaje na bardzo wczesnym etapie ,,zakotwiczona” w strukturach tkankowych,
okre$lanych jako nisze tkankowe komérek macierzystych i progenitorowych. Obecnos$é
naczyt krwiono$nych w obrebie niszy tkankowych jest cecha charakterystyczna, ktéra
pozwala na identyfikacje niszy, a takze zapewnia jej funkcjonowanie. Wchodzgce w sktad
biostruktury $ciany naczyti zylnych i tetniczych tunica: intima, media i adventitia przez
diugi czas byly definiowane, jako mechaniczne bariery oddzielajace $wiatlo naczynia od
lokalnego $rodowiska tkankowego. Badania z zakresu biologii naczyt z ostatniego okresu
wykazaly, ze $ciana naczynia jest dynamiczng biostruktura, ktéra zawiera w komérki ma-
cierzyste, opisywane jako rezydentne/spoczynkowe macierzyste i progenitorowe komdorki
$cian naczyn krwiono$nych (VW-SC/PC). Rézne obszary naczynia zawieraja heterogenne
populacje komérek WV-SC/PC, a najwazniejsze z nich opisywane sg jako strefy: okotosréd-
btonkowa i waskulogenna. Liczne do$wiadczenia prowadzone in vitro i in vivo wskazuja,
ze aktywno$¢ komdrek macierzystych nie jest ograniczona wytacznie do organogenezy,
ale przejawia sie w okresie postnatalnym, gdzie odpowiada za homeostaze, przebudowe
oraz regeneracje $ciany naczynia. Uwaza sie réwniez, ze komérki WV-SC/PC moga by¢
zaangazowane w progresje i rozwéj chordéb naczyniowych np. tworzenie neointima.

W pracy podsumowano wiadomosci o fenotypie komérek mezenchymalnych i progenito-
rowych, rozmieszczeniu i biologicznych wlasciwosciach VW-SC/PC w tunica: intima, media
i adventitia. Uwaza sie, ze w niedalekiej perspektywie nisze z komérkami VW-SC/PC moga
sie sta¢ zrédlem pozyskiwania komdrek macierzystych i progenitorowych do wykorzystania
w naczyniowej bioinzynierii tkankowej, jako alternatywa wobec tradycyjnych metod rewa-
skularyzacyjnych.

® Postepy Hig Med Dosw (online), 2013; 67 982



Korta K. i wsp. — Komarki macierzyste i progenitorowe...

Summary

Development of vascular and hematopoietic systems during organogenesis occurs at the same
time. During vasculogenesis, a small part of cells does not undergo complete differentiation but
stays on this level, “anchored” in tissue structures described as stem cell niches. The presence
of blood vessels within tissue stem cell niches is typical and led to identification of niches
and ensures that they are functioning. The three-layer biostructure of vessel walls for artery
and vein, tunica: intima, media and adventitia, for a long time was defined as a mechanical
barrier between vessel light and the local tissue environment. Recent findings from vascular
biology studies indicate that vessel walls are dynamic biostructures, which are equipped with
stem and progenitor cells, described as vascular wall-resident stem cells/progenitor cells
(VW-SC/PC). Distinct zones for vessel wall harbor heterogeneous subpopulations of VW-SC/
PC, which are described as “subendothelial or vasculogenic zones”. Recent evidence from in
vitro and in vivo studies show that prenatal activity of stem and progenitor cells is not only
limited to organogenesis but also exists in postnatal life, where it is responsible for vessel wall
homeostasis, remodeling and regeneration. It is believed that VW-SC/PC could be engaged in
progression of vascular disorders and development of neointima. We would like to summarize
current knowledge about mesenchymal and progenitor stem cell phenotype with special
attention to distribution and biological properties of VW-SC/PC in biostructures of intima,
media and adventitia niches. It is postulated that in the near future, niches for VW-SC/PC
could be a good source of stem and progenitor cells, especially in the context of vessel tissue
bioengineering as a new alternative to traditional revascularization therapies.
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Wykaz skrotow:  ACE - enzym konwertujacy angiotensyne (angiotensin converting enzyme); AGM - aorta-gonad-

-mesonephros; BM-EPC - komorki progenitorowe srédbtonka naczyniowego ze szpiku kostnego
(bone marrow — endothelial progenitor cells); C-EPC - cyrkulujgce-komorki progenitorowe sréd-
btonka naczyniowego (circulating endothelial progenitor cells); CEACAM-1 - molekuta adhezji
komorkowej antygenu karcynoembrionalnego 1 (carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecule 1); CFU - jednostki formowania kolonii (colony forming units); CXCL — C-X-C ligand;
CXCR - C-X-C receptor; ECM - macierz miedzykomorkowa (extra cellular matrix); ESC — embrio-
nalne komérki macierzyste (embrionic stem cells); FACS - fluorescencyjny sorter komérkowy
(fluorescence-activated cell sorting); FGF — czynnik wzrostu fibroblastéw (fibroblast growth factor);
FGFR - receptor czynnika wzrostu fibroblastow (fibroblast growth factor receptor); GFP - bial-
ko zielonej fluorescencji (green fluorescent protein); GM-CSF - granulocytowo-makrofagowy
czynnik wzrostu (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor); HAEC - ludzkie komorki
srédbtonka aorty (human aortic endothelial cell); HDA1 - ludzki antygen skoéry 1 (human dermal
antigen 1); HLA — czasteczki klasy | gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej cztowieka (human
leukocytes antigens class | molecules); HSC - komérki macierzyste hematopoezy (hematopoietic
stem cells); HSCT - transplantacje komdrek macierzystych hematopoezy (hematopoietic stem
cell transplantation); HUVEC - ludzkie komorki srédbtonka zyty pepowinowej (human umbilical
vein endothelial cells); ISCT — Miedzynarodowe Towarzystwo Terapii Komoérkowej (International
Society For Cell Therapy); KGF — czynniki wzrostu keratynocytéw (keratinocyte growth factor);
MPP - biatka metaloproteinaz (metaloproteinase proteins); MSC — mezenchymalne komorki
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macierzyste (mesenchymal stem cells); NG2 - neuralny antigen glejowy 2 (neural glial antigen 2);
PDGF-B - czynnik wzrostu pochodzenia tozyskowego B (placenta-derived growth factor-B); PVC
— komorki perywaskularne (perivascular cells); PBMC - komérki jednojadrzaste krwi obwodowej
(peripheral blood mononuclear cells); SCID - ciezkie ztozone niedobory odpornosci (severe combi-
ned immunodeficiency); SCL - komorki macierzyste biataczki (stem cell leukemia); SDF-1 — czynnik
wzrostowy pochodzenia stromalnego 1 (stromal derived factor-1); Shh — sygnalizacja Shh (donic
hedgehog), SMC - komérki miesnidwki gtadkiej (smooth muscle cells); a-SMA - a-aktyna miesni
gtadkich (a-smooth muscle actin); SMP - komorki progenitorowe mie$ni gtadkich (smooth muscle
progenitors); UCB - krew pepowinowa (umbilical cord blood); UC-EPC — komérki progenitorowe
srodbtonka naczyniowego z krwi pepowinowej (umbilical cord-endothelial progenitor cells);
UEA-1 - aglutynina Ulex Europeaus 1 (Ulex Europaeus Agglutinin-1); VEGF — czynnik wzrostu
srédbtonka naczyniowego (vascular endothelial growth factor); VESC — komérki srédbtonka zyty
odpiszczelowej (vessel endothelial saphenous cell); VTB-E - naczyniowa bioinzynieria tkankowa
(vascular tissue bioenginery); VW-MPSC - multipotencjalne komérki macierzyste sciany naczynia
(vessel wal-multipotent stem cell); VW-SC/PC — komorki macierzyste/komorki progenitorowe

sciany naczynia (vessel wall-stem cell/progenitor cell).

Wsrtep

Organogeneza uktadu sercowo-naczyniowego i hemato-
poetycznego przebiega jednoczesnie w okresie embrio-
nalnym. W tym samym czasie w obrebie zachodzacych
przemian mozna wyodrebnié proces waskulogenezy,
czyli formowania sie struktur pierwotnego uktadu
naczyniowego z wykorzystaniem komérek o charak-
terze macierzystym i progenitorowym. Oba uktady:
naczyniowy i hematopoetyczny w okresie embrional-
nym formuja sie i réznicuja ze wspdlnej masy komo-
rek pochodzenia mezodermalnego, ktéra nazywana
jest hemangioblastem. Definicja hemangioblastu jest
niejednoznaczna. Dotychczasowe wyniki badan wska-
zuja, ze komdrki z ekspresja markeréw CD34*, CD309",
CD133" moga niewystarczajaco odzwierciedlaé wtasci-
wosci hemangioblastu. W opinii niektérych autoréw
komérki z ekspresja CD34, CD309*, CD133* stanowig
jedynie boczng populacje, ktérej wasciwosci biologiczne
zblizone sa z linig hematopoetyczng [34,36]. Powyz-
sze obserwacje wskazuja, ze istotne jest prowadzenie
badati zmierzajacych do zdefiniowania markerdw, ktére
pozwolityby na ustalenie precyzyjnej granicy miedzy
linig naczyniowa i hematopoetyczna, a takze opisanie
markeréw typowych dla komdrek macierzystych i pro-
genitorowych.

W okresie prenatalnym wzmozona aktywnos$¢ komdrek
macierzystych i progenitorowych prowadzi do powsta-
nia pierwszych, pierwotnych struktur naczyniowych.
W kolejnych etapach procesu ontogenezy dochodzi do
réznicowania komérek i nadawania im ,,funkcjonalnego
przeznaczenia”.

W zyciu postnatalnym jedynie niewielka liczba komé-
rek w obrebie zréznicowanych tkanek narzadéw sta-
nowi tzw. pule spoczynkowych komérek macierzystych
lub progenitorowych. Komdrki te nie zostaty poddane
procesowi definitywnego réznicowania sie, lecz zostaly
,zakotwiczone” w $§rodowisku zréznicowanych tkanek
i narzaddéw [29].

Przez dlugi czas panowalo przekonanie, ze powstawanie
naczyt krwiono$nych w okresie prenatalnym i zwiagzana
z nim aktywno$¢ komérek macierzystych sg zjawiskami
ograniczonymi do etapu organogenezy [74,77,78]. Pierw-
sze informacje o zdolnosciach regeneracyjnych naczyn
krwionos$nych w zyciu postnatalnym pojawity sie w 1988
r., kiedy to Simionescu M. i Simionescu M.L.W. sfor-
mutowali hipoteze, wedtug ktérej w obrebie tréjwar-
stwowej biostruktury naczynia krwiono$nego: tunica
intima, tunica media i tunica adventitia moga sie znajdo-
wa( populacje komérek o zdolno$ciach regeneracyjnych
[68,69,70]. Obecnie prawdopodobieristwo wystepowania
komdrek o potencjale regeneracyjnym w obrebie bio-
struktury naczynia krwiono$nego jest udokumentowane
[1,17,24,25,26,34,39,40,49,50,59,79,80,81,83,88]. Zaanga-
zowanie uktadu krwiono$nego w organogeneze [77,78]
oraz zdolnosci regeneracyjne $ciany naczynia wywo-
tane np. warunkami hemodynamicznymi wynikajgcymi
z przeptywu krwi to tylko niektére przyktady potwier-
dzajace teze, ze $ciana naczynia zaréwno w okresie
prenatalnym, jak i postnatalnym jest biostruktura dyna-
miczng [2]. W obu przypadkach aktywno$¢ komérek
macierzystych lub progenitorowych jest niezbednym
czynnikiem ksztaltujacym i utrzymujgcym prawidtowa
homeostaze $ciany naczynia.

Komdrki o réznym potencjale i na réznym etapie rézni-
cowania, opisane w biostrukturze naczyn, przedstawiane
sg jako rezydentne/spoczynkowe macierzyste i proge-
nitorowe komérki $cian naczyr krwiono$nych VW-sc/
PC [1,14,24,29,39,41,48,54,79,81,83,86,88]. Identyfika-
cja komdérek progenitorowych dla $rédbtonkéw naczy-
niowych we krwi obwodowej C-EPC [3], szpiku kostnym
BM-EPC, krwi pepowinowej UC-EPC, a takze odkrycie
klastréw komérek macierzystych i progenitorowych
w obrebie zréznicowanych tkanek i narzadéw [29,73,79]
stanowi wystarczajacy dowdd, ze mechanizmy, ktérych
aktywno$¢ pozwala na rozwdj organizmu w okresie
zycia prenatalnego sa réwniez obecne i aktywne w zyciu
postnatalnym [88]. Komérki VW-SC/PC spoczywajace
w $rodowisku nisz komérkowych zréznicowanych tka-
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nek i narzadéw, w tym réwniez w obrebie biostruktur
naczyn zylnych i tetniczych, sa najprawdopodobniej
pierwsza bezposrednig formg zaangazowana w rekon-
strukcje tkankowe w przypadku uszkodzenia lub zmian
wywotanych chorobg, na bardzo wczesnych etapach jej
rozwoju [80,86]. Nalezy podkreslié, ze wyniki bada na
modelach in vitro i in vivo wykazaty, ze VW-SC/PC moga
by¢ réwniez zaangazowane w rozwdj chordb naczynio-
wych i nowotworowych [11].

Zastosowanie komérek macierzystych i progenito-
rowych do celéw terapeutycznych jest przedmiotem
zainteresowania specjalistéw z zakresu transplantolo-
gii, angiologii i angiochirurgii oraz biologéw i biotech-
nologdw, ktérzy wspdlnie podejmuja sie idei tworzenia
tzw. naczyniowej bioinzynierii tkankowej VTB-E. Tra-
dycyjne interwencje chirurgiczne oraz farmakotera-
pia u czesci pacjentéw ze schorzeniami naczyniowymi
zawodza, zwlaszcza w terapii naczyn o $rednicy poni-
zej 10 mm. Wykorzystanie VTB-E w celu rekonstrukcji
naczyniowych moze sie okaza¢ skutecznym narzedziem
terapeutycznym, a takze ograniczy¢ lub wyeliminowaé
powiktania wynikajace z tradycyjnego leczenia rewasku-
laryzacyjnego [46].

Waskulogeneza

Waskulogeneza, czyli proces formowania sie i powsta-
wania pierwotnego uktadu naczyniowego w wyniku
agregacji komérek macierzystych podczas embrioge-
nezy rozpoczyna sie tuz po gastrulacji, kiedy pierwotne
komérki tylnej i bocznej mezodermy rozpoczynaja
migracje wzgledem pierwotnego pecherzyka zdttko-
wego (yolk sac). Komdrki mezodermy agreguja i roz-
poczynaja tworzenie tzw. wysp krwiotwérezych (blood
islands). Wyspy krwiotwdrcze stanowig jednolita mase
komérek, ktére w kolejnym etapie podlegaja proce-
sowi réznicowania sie. Komérki usytuowane w centrum
wysp krwiotwdrczych staja sie zawigzkiem pierwotnego
uktadu hematopoetycznego, natomiast komérki usy-
tuowane obwodowo staja sie Zrédtem komérek uktadu
sercowo-naczyniowego, tzw. angioblastéw. Angioblasty
w obrebie wysp krwiotwdrczych ulegaja dalszej reorga-
nizacji, co prowadzi do formowania sie pierwszych tzw.
prymitywnych splotéw naczyniowych (vascular plexus)
[13,41,75, 85]. To na poziomie angioblastéw i formowa-
nia sie pierwotnych splotéw naczyniowych dochodzi
najprawdopodobniej do uruchomienia molekularnych
i genetycznych mechanizméw odpowiedzialnych za
powstanie tréjwarstwowej biostruktury naczyn krwio-
nosnych, a takze definiowania §rédbtonka zylnego i tet-
niczego [41,43,49,50].

W kolejnych etapach waskulogenezy migracja i rézni-
cowanie angioblastéw z réznych obszaréw mezodermy
doprowadzaja do powstania matych i duzych struktur
naczyniowych i limfatycznych, endokardium oraz aorty
grzbietowej (dorsal aorta) [41,45,59,84]. Aorta grzbie-
towa znajduje sie w obrebie regionu AGM, ktéry rozwija
sie z mezodermalnej paraaortycznej otrzewnej trzew-

nej (splanchnopleura). Obszar AGM, w obrebie, kté-
rego znajduje sie aorta ptodowa, zawiazki genitaliéw
oraz pranercze (mesonephros) jest szczeglnie intere-
sujacym obszarem z punktu widzenia rozwijajacego sie
uktadu naczyniowego embrionu. Na wczesnym etapie
waskulogenezy dochodzi tu do uruchomienia mechani-
zméw, w wyniku ktérych $ciana aorty przejmuje aktyw-
no$¢ proliferacyjng stajac sie zrédtem dla pierwotnych
komdrek hematopoezy [72,85] (ryc.1). Uruchomianie
aktywno$ci hematopoetycznej komérek $cian aorty pto-
dowej koreluje z pojawieniem si¢ ekspresji genu Runx-
1, ktéry najprawdopodobniej inicjuje mechanizm tzw.
przejscia $rédbtonkowo-hematopoetycznego (endothe-
lial hematopoietic transition) [38,59,75,76,77,78]. Aktyw-
no$¢ hematopoetyczna biostruktur aorty ptodowej
jest przej$ciowa, gdyz w kolejnych etapach embrioge-
nezy pierwotne komérki hematopoezy migruja i zasie-
dlaja docelowe dla nich nisze w jamach szpikowych.
Przej$ciowa aktywno$¢ proliferacyjna $ciany aorty
potwierdza wspdlny i $ci$le zalezny rozwéj uktadu ser-
cowo-naczyniowego oraz hematopoetycznego, co jest
waznym dowodem na istnienie ich wspdlnego przodka,
hemangioblastu [13,41,54].

Hemangioblast
Organogeneza uktadu sercowo-naczyniowego oraz

hematopoetycznego podczas zycia embrionalnego staty
sie inspiracja do poszukiwan wspdlnego ,,przodka”,
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Ryc. 1 Schemat przedstawia mase komdrek pochodzenia mezodermalnego
(1), z ktérych w wyniku proceséw roznicowania sie dochodzi
do formowania pierwotnego uktadu sercowo-naczyniowego
z komérek usytuowanych obwodowo oraz pierwotnego uktadu
hematopoetycznego z komdrek centralnych (2). W dalszym etapie
wspélnego rozwoju obu uktadéw dochodzi do zasiedlenia komérek
i wystapienie chwilowej aktywnosci hematopoetycznej przez $ciane
aorty ptodowej (3)
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bipotencjalnej komdérki, tzw. hemangioblastu, ktéry jest
poczatkiem linii komérek hematopoetycznych oraz linii
komérek prowadzacej do powstania zréznicowanych
komdrek $rédbtonkéw naczyniowych [13,41] (ryc.2).
Badania eksperymentalne z wykorzystaniem embrionéw
danio pregowanego, myszy, a takze ludzkich embrional-
nych komérek macierzystych ESC dowodzg obecnosci
komérek o bipotencjalnym profilu réwniez w okresie
postnatalnym [6,12]. Obecnie wiadomo, ze hemangio-
blast nie jest komdrka przej$ciowa, ktéra wystepuje
wylacznie podczas embriogenezy [12,41,75,85]. Obecno$é
hemangioblastu potwierdzono pod wzgledem fenoty-
powym i molekularnym w komérkach i tkankach zréz-
nicowanych. W komérkach ESC wykazano kilka genéw
i markeréw, ktére uczestnicza w regulacji i réznicowa-
niu wladciwosci komérki hemangioblastu: gen Runx-1,
gen komdrki macierzystej biataczki SCL, gen mezoder-
malny T oraz enzym konwertujacy angiotensyne ACE/
CD143 [54,59,71].

Na podstawie profilu molekularnego i fenotypowania
zidentyfikowano populacje komérek bipotencjalnych
w okresie postnatalnym. Ludzkie komérki o charakterze
bipotencjalnym zostaty wyizolowane z krwi pepowino-
wej UCB w oparciu o antygeny CD34" oraz CD34", CD309",
zkomorek szpiku kostnego z ekspresjg CD133* oraz mobi-
lizowanych komérek jednojadrzastych krwi obwodowe;j
PBMC o fenotypie CD133*. Wszystkie wymienione popu-
lacje komérkowe poddane odpowiednim czynnikom réz-
nicujg sie do komérek hematopoetycznych i komdrek
$rédblonkéw naczyniowych [11,55].

Mezenchymalne komérki macierzyste

Mezenchymalne komérki macierzyste (mesenchymal
stem cell/MSC) i ich potencjal biologiczny opisano na
poczatku lat 70 ub.w. w szpiku kostnym. Wedlug Mie-
dzynarodowego Towarzystwa Terapii Komdérkowej
ISCT, MSC definiuje sie, jako komérki z ekspresja SH-4/
CD73*, Thy-1/CD90", SH-2/CD105* [1,4,8,19]. Dopuszcza
sie, ze w obrebie subpopulacji MSC moze sie pojawiaé
ekspresja innych markerdw, takich jak: CD44", c-kit/
CD117%, CD166°, Stro-17, CD10%, CD13*, CD49", CD146",
oraz CD271" [4,23]. Uwaza sie, ze obecno$é markera
CD271, najlepiej definiuje MSC pochodzenia szpiko-
wego, natomiast ekspresja CD146 moze by¢ pomocna
w identyfikacji pozaszpikowych komdrek MSC [19,21].
Wykazano réwniez, ze wczesne, niepoddane réznico-
waniu MSC, wykazuja ekspresje CD166. Klasyczna linia
MSC nie powinna wykazywac ekspresji markeréw zwig-
zanych z linig hematopoetyczna: CD11b, CD14, CD19,
CD79a, CD33, CD34, CD45,CD133,CD309, HLA-DR, czy tez
markera komérek $rédbtonka CD31. llo$ciowo MSC sta-
nowia 0,01-0,0001% jednojadrzastych komérek szpiku
kostnego, a ich poziom obniza sie wraz z wiekiem [4,23].
Komérki MSC w warunkach in vitro sg adherentne, pod-
dane dziataniu odpowiednich czynnikéw wzrostowych
réznicuja sie do linii osteoblastéw, adipocytéw oraz
chondrocytéw. Hodowla komérek MSC w warunkach in
vitro jest ograniczona i po 40 pasazach obserwuje sie spa-

dek aktywnosci telomerazy, potencjatu proliferacyjnego
i tendencji do zmian nowotworowych [3,4,6]. MSC opi-
sano i zidentyfikowano poza szpikiem kostnym w obre-
bie nisz tkankowych skéry, ko$ci, mieéni, ptuc, watroby,
naczyn krwiono$nych, w krwi pepowinowej oraz krwi
obwodowej [4,8,23,73].

Komérki progenitorowe $rédblonkéw naczyniowych

(endothelial progenitor cell/EPC)

Termin angiogenezy zostal po raz pierwszy zastosowany
przez Folkmana, ktéry opisat go jako formowanie sie
nowych naczyn krwiono$nych z juz istniejacych w cza-
sie obserwacji unaczynionych guzéw nowotworowych
[27]. Od czasu wprowadzenia definicji na poczatku lat
70 ub.w. postep wiedzy znaczaco wzrdst. Przetomowym
odkryciem rzucajacym nowe spojrzenie na mechanizmy
angiogenezy byly opublikowane przez Asahara i wsp.
wyniki badan z 1997 r. Opisane przez badaczy C-EPC byty
potwierdzeniem stawianej hipotezy, ze proces neowasku-
laryzacji nie jest ograniczony do zycia embrionalnego [3].
Wykazano, ze komérki macierzyste pochodzace z krwi
obwodowej i szpiku kostnego w okre$lonych warunkach
mogga sie réznicowacd i jako C-EPC pelnié funkcje regenera-
cyjne [56]. Asahara i wsp. pierwsi udowodnili, ze komérki
macierzyste o fenotypie CD34*, CD309" izolowane z krwi
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Ryc. 2. Réznicowanie sie komdrek pochodzenia mezodermalnego oraz
wspdlne pochodzenie i rozw6j komérek uktadu naczyniowego
i hematopoetycznego
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obwodowej oraz stymulowane czynnikiem wzrostu $réd-
blonka naczyniowego VEGF moga w warunkach in vitro
réznicowaé sie do komérek $rédbtonka naczyniowego.
W modelach zwierzecych obserwowano udziat komdrek
CD34', CD309" w formowaniu nowych naczyn, czyli tzw.
neoangiogenezy. Opisane przez grupe badawczg Asahary
komérki C-EPC wystepuja w niewielkiej liczbie i stanowia
zaledwie 0,01-0,0001% jednojadrzastych komérek krwi
obwodowej PBMC, w przeciwiefistwie do ich odpowiedni-
kéw w szpiku kostnym, tzw. BM-EPC, opisanych niedtugo
po C-EPC, ktére stanowiag 1-5% komdrek zrebu szpiku
kostnego [42].

Dotychczasowe wyniki badati nie pozwalaja na precy-
zyjna definicje EPC. Immunofenotypowanie z wyko-
rzystaniem markeréw powierzchniowych pozwala na
wyodrebnienie subpopulacji EPC, ktérych wtasciwo-
$ci biologiczne sprawdza sie w testach klonogennych
[9,57]. Uwaza sie, ze komérki zdolne do tworzenia
nowych naczyr krwiono$nych niezaleznie od cech
immunofenotypowych nalezy definiowa¢ jako komérki
EPC [37,57,66]. Szeroki profil markeréw stwierdza-
nych na powierzchni komérek zréznicowanych,
nieznajomos$¢ markerdéw typowych dla komérek pro-
genitorowych, odkrycie EPC w szpiku kostnym, w krwi
pepowinowej, krwi obwodowej oraz w obrebie struk-
tur nisz tkankowych innych narzadéw, czyni je popu-
lacja wyjatkowo heterogenng. Zmienno$¢ fenotypowa
komérek EPC koreluje z mozliwo$ciami biologicznymi,
ktdre przejawiaja sie tworzeniem wyspecjalizowanych
populacji komdérkowych o cechach: regeneracyjnych,
syntetyzujacych czynniki wzrostowe, mobilizujgcych
inne populacje komérkowe do wspomagania lokalnej
angiogenezy oraz bedacych zrédlem dla zréznicowa-
nych komérek $rédbtonka [9,55].

Analiza subpopulacji EPC mozliwa jest réwniez dzieki
metodom hodowli komérkowych, ktére pozwalaja na
ocene morfologii, zdolnosci réznicowania i potencjatu
proliferacyjnego. Testy klonogenne EPC wykazaly obec-
nos¢é tzw. wezesnych komérek EPC, ktére charaktery-
zujg sie zdolnoscia formowania kolonii CFU do 10 dni
w hodowlach oraz komérek EPC okreslanych jako pdzne-
-EPC, ktére wykazujg zdolno$é CFU nawet po okoto 4
tygodniach hodowli. Wczesne EPC wykazuja zmniej-
szong ekspresje CD133* w stosunku do hemangioblastu.
Ponadto wykazuja ekspresje CD309°, CD34" oraz mar-
keréw charakterystycznych dla komérek $rédbtonka
np: CD31, CD62, CD144/VE-kadheryna, eNOS, VWF oraz
komérek hematopoetycznych CD14, CD45. Catkowita
utrata ekspresji CD133 okre$la pézne komérki EPC,
a pojawienie sie CD144 wyznacza etap réznicowania
sie do komérek $rédbtonkéw naczyniowych. Wczesne
komdrki EPC wykazuja silniejszy potencjat integracyjny
z naczyniami krwiono$nymi w testach in vivo, a pézne
EPC cechuje zwiekszona tendencja do tworzenia struk-
tur przypominajacych naczynia krwiono$ne w testach
in vitro [64]. W obrebie EPC potwierdzono réwniez eks-
presje innych markeréw, takich jak receptor czynnika
wzrostu fibroblastéw FGFR, CD38, CD117/c-kit, CXCR4,

VWF, CD144/VE-kadheryna, CD202b/Tie-2/TEK, UEA-1
[9,37,42,55,58,66,72,82].

Profil markeréw powierzchniowych ludzkich i mysich
EPC jest zblizony, ale nie na tyle zgodny, aby model zwie-
rzecy odzwierciedlat zjawiska zachodzace w organizmie
ludzkim, co stanowi dodatkowe utrudnienie w ocenie,
oznaczaniu EPC oraz badaniu ich biologicznych wtasci-
wosci [82]. Wcigz aktualnym pozostaje wiec pytanie:
jaki jest rzeczywisty immunofenotyp subpopulacji EPC,
ktéry wyrdznia komérki odpowiedzialne za konkretne
efekty biologiczne [9,82]?

Nisze komérek macierzystych i progenitorowych
w biostrukturze écian naczyf krwiono$nych

Pojecie niszy tkankowych z komérkami o charakterze
macierzystym/progenitorowym najlepiej opisano na pod-
stawie mikrosiedliska szpiku kostnego. Nisze tkankowe ze
spoczynkowymi komérkami macierzystymi i progenito-
rowymi w obrebie zréznicowanego $rodowiska tkanko-
wego stanowig struktury macierzy miedzykomérkowej
ECM: zawarte w niej metaloproteinazy oraz czynniki
wzrostu, populacje komdrek, ktére kontroluja i reguluja
wiasciwosci biologiczne niszy. Kontrola komérek macie-
rzystych/progenitorowych zakotwiczonych w $§rodowisku
niszy moze sie odbywa¢ za pomoca receptoréw sygnaliza-
¢ji miedzykomdérkowej, ktére definiuja stopieti dywersyfi-
kacji, potencjat réznicowania, proliferacji oraz mobilizacji
[29,41,48,59]. Przedstawione wyzej przyktady srodowiska
i regulacji funkcjonowania niszy tkankowych sg najcze-
$ciej prezentowanymi w podejmowanych prébach defini-
¢ji niszy tkankowej. Definicja niszy tkankowej jest trudna
do sprecyzowania, gdyz charakter, profil sposobéw regu-
lacji funkcjonowania niszy moze zalezeé¢ réwniez od
lokalizacji tkankowej i narzagdowej [49]. Prowadzone sa
badania, ktére majg na celu wyjasnienie komunikacji
miedzy mobilizacja komérek z jam szpikowych, a $rodo-
wiskiem tkankowym np.: rola czynnikéw wzrostowych
iich receptoréw w procesach adhezji i deadhezji, chemo-
taksji i mobilizacji [9,28]. Czynnik pochodzenia stromal-
nego typu 1, SDF-1/CXCL12 i jego receptor CXCR4/CD184
sg modelowym przykltadem procesu oddziatywar i mobili-
zacji komérek macierzystych i progenitorowych ze §rodo-
wiska szpiku kostnego do $rodowiska tkankowego [7,28].
Wykazano, ze ekspresja SDF-1 w tunica media oraz tunica
adventitia na zasadzie chemotaksji powoduje mobilizacje
komdrek macierzystych i progenitorowych z jam szpi-
kowych i promuje hiperplazje w uktadzie naczyniowym.
Aktywacje szlaku CXCR-4-SDF-1 zaobserwowano réwniez
w przypadku przebudowy $ciany naczyti krwiono$nych
pluc u pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym [52]. Akty-
wacja szlaku SDF-1-CXCR4 moze by¢ spowodowana lokal-
nym niedotlenieniem, czy tez urazami mechanicznymi
komdrek srédbtonka naczyniowego. W procesie mobiliza-
cji komdrek macierzystych i progenitorowych z jam szpi-
kowych do niszy tkankowych moga by¢ zaangazowane
réwniez inne czynniki wzrostowe, np. granulocytowo-
-makrofagowy czynnik wzrostu GM-CSF, czynnik wzrostu
fibroblastéw FGF lub VEGF [7,9,15,28].
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Istnienie nisz z komdérkami macierzystymi i progenito-
rowymi na réznych poziomach zréznicowania zaobser-
wowano i opisano w obrebie wielu narzadéw. Obecnosé
komponentu naczyniowego wydaje sie integralnym
sktadnikiem nisz tkankowych. Ostatnie badania wska-
zujg, ze réwniez biostruktury, z ktérych zbudowane sa
naczynia krwiono$ne tunica: intima, media i adventitia
majg komdrki macierzyste/progeniterowe $cian naczy
(vascular wall-stem cell/progenitor cell) VW-SC/PC
zakotwiczone w niszach tkankowych. Tilki i wsp. zapro-
ponowali definicje VW-SC/PC, jako komérek, ktdre pod-
dane odpowiednim czynnikom réznicujacym staja sie
Zzrédtem komoérek $rddblonka, komérek miesnidwki
gladkiej SMC oraz fibroblastéw, czyli gtéwnych sktadni-
kéw biostruktury naczynia [81]. Strefa okoto$rédbton-
kowa na granicy tunica intima i media oraz waskulogenna
(vasculogenic zone) zlokalizowane na granicy tunica
media i adventitia to obszary wystepowania niszy komé-
rek VW-SC/PC o duzym stopniu heterogennosci (ryc.3).
W obrebie biostruktur naczyniowych wykazano obec-
no$¢ niszy z komérkami progenitorowymi miesni gtad-
kich SMP, komdrkami macierzystymi hematopoezy HSC,
komérkami MSC, nerwowymi komérkami macierzystymi
NSC, komérkami mezangium, komérkami linii rozrod-
czej oraz z komérkami macierzystymi odpowiedzialnymi
za inicjowanie proceséw nowotworowych [81].

Komérki macierzyste/progenitorowe w tunica intima
Tunica intima stanowi wewnetrzng warstwe naczynia zyl-

nego i tetniczego. Jest to pojedyncza warstwa komdrek
$rédbtonka osadzona na blonie podstawnej i wsparta

sktadnikami ECM, ktéra bezpo$rednio kontaktuje sie ze
$wiatlem naczynia. Tunica intima uwazana byta przez
dlugi czas za w pelni zréznicowang biostrukture, mecha-
niczna bariere, ktéra oddziela przeptywajaca krew od
lokalnych tkanek. Obecnie tunica intima przedstawia sie
zupetnie inaczej.

Obserwacje Schwartza i Beneditta dostarczyly informa-
cji o zdolnosci réznicowania i proliferacji komérek $réd-
btonkéw naczyn krwiono$nych, migracji i regeneracji
w chwili miejscowego uszkodzenia. Trzy lata pézniej ta
sama grupa wykazata, ze komérki §rédbtonka naczyn
krwionos$nych poddane bodZcom stymulujgcym lub imi-
tujgcym zranienie ulegaja wzmozonej aktywacji. Zaob-
serwowano, ze w obrebie tunica intima wystepuja klastry
komérek o podwyzszonym potencjale proliferacji i wzro-
stu, opisywane w literaturze jako: high turnover regions
lub growth centers [63,64,65].

Ingram i wsp. uwazaja, ze regeneracyjna aktywnosé
tunica intima, pod wptywem czynnika uszkadzajacego,
jest rezultatem obecnych w niej klastréw VW-SC/PC.
Grupa Ingrama wykazata, ze komdrki §rédbtonka wywo-
dzgce sie z ludzkiej zyly pepowinowej, HUVEC oraz ludz-
kiej aorty, HAEC wykazuja wtasciwosci komédrek EPC.
Komorki $rédbtonka po izolacji z naczyt poddawano
analizie za pomoca réznicujgcych testéw proliferacyj-
nych i klonogennych, a nastepnie poréwnano z wta-
$ciwos$ciami EPC wyizolowanymi z krwi pepowinowej.
Potencjat proliferacyjny pojedynczych komérek HUVEC,
HAEC oraz EPC krwi pepowinowej siegat odpowiednio 52,
53 i 55%. Komdrki EPC krwi pepowinowej wykazywaty
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natomiast znacznie wiekszy potencjat tworzenia kolonii
CFU (47%) w stosunku do HUVEC (28%) oraz HAEC (27%).
Fenotypowanie §rédbtonkédw wykazato profil markerdéw:
CD31%, CD105*, CD141°, CD144", CD146", vVIWF oraz CD309*
typowy dla EPC. Komérki nie wykazywaty natomiast eks-
presji markeréw hematopoetycznych: CD14-, CD45~ [34].

Grupa Fanga i wsp. dostarczyta kolejnych dowodéw
potwierdzajacych potencjat regeneracyjny obecny
w tunica intima. Badacze wykazali, ze intima $ciany
naczynia u myszy szczepu C57BL/6] zawiera klastry
komdérkowe, ktére opisali, jako doroste komérki macie-
rzyste §rédbtonkéw naczyniowych VESC. Komdrki VESC
zostaly opisane przez grupe badawcza w $rédbtonkach
zylnych i tetniczych nerki, §ledziony oraz ptuc. Do celéw
badawczych wyizolowano $rédblonek ze $ciany naczyn
ptuc myszy C57BL/6]. Izolacji dokonano na podstawie
markeréw Lin, CD31*, CD105%, Sca-1*, CD117*. W celu
wykluczenia komérek linii hematopoetycznej, komdrki
oczyszczono z komdrek CD45". Komdrki po enzymatycz-
nej izolacji poddano hodowli z dodatkiem VEGF. Bada-
cze obserwowali jednostki CFU oraz ekspresje markeréw
$rédbtonkowych: CD31%, CD105%, CD144", vWF, ale brak
ekspresji markeréw hematopoetycznych, takich jak
CD45". Komdrki o duzej aktywno$ci CFU, zwlaszcza $réd-
btonki CD117* wyznakowano barwnikiem fluorescencyj-
nym GFP. Komérki poddano analizie na obecno$¢ innych
markeréw $rédbtonka. Wykazano obecno$é: CD144,
CD106%, CD309*, VEGFR-1, CD104" oraz CD34". Komdrki
po okoto 14 dniach hodowli znakowano GFP i prze-
szczepiono do szczepu dzikiego C57BL/6J-wt, bez GFP.
Dodatkowo podzielono je na populacje komérek CD117*
i CD117-. Okazato sie, ze komérki CD117* byly obecne
we krwi, a nawet wykazywaty zdolno$¢ inkorporacji do
funkcjonujacych juz naczyn. Komérki CD117" nie wyka-
zywaly juz takich wha$ciwo$ci. Na podstawie zgroma-
dzonych wynikéw badacze postawili teze, Ze w obrebie
zréznicowanych $rédbtonkéw $ciany naczynia znajduje
sie bardzo mata liczba komdrek o charakterze komdérek
macierzystych i progenitorowych, tzw. VESC zdolnych
do inicjowania angiogenezy oraz inkorporacji do funk-
cjonujagcych juz naczyh w $rodowisku in vivo [26].

Grupa Fanga i wsp. w 2005 roku przedstawita wyniki
badan, w ktérych prezentuje obecnosé komérek CD105%,
CD317,CD34", CD11a’, CD11b", CD45 izolowanych ze $ciany
aorty ptodowej. Komérki w warunkach hodowli in vitro
z dodatkiem VEGF réznicowaly sie do komdrek $réd-
btonka. Pod wptywem medium réznicujacego komérki po
3 tygodniach hodowli wykazaly ekspresje CD31*, CD202b*
oraz VWF, co potwierdzono w analizie FACS oraz western-
-blotting. Podanie komérek do mysich modeli uszkodze-
nia skdry inicjowato procesy angiogenne, a same komdérki
obserwowano w naczyniach, co potwierdzono metoda
immunohistochemiczng na obecno$é markeréw $réd-
blonka: CD31, vVWF oraz mie$niéwki: a-SMC [25].

Powyzsze przyktady dowodza, ze obserwowana na
poczatku lat 70 ub.w. zdolno$¢ zréznicowanych komé-
rek tunica intima do regeneracji, proliferacji i migracji nie

wynika wytacznie z biologicznych wlasciwosci srédbton-
kéw. Okazuje sie, ze zréznicowany $rédbtonek zawiera
niewielki odsetek komérek o charakterze macierzystym
i progenitorowym, ktére stymulowane odpowiednim
$rodowiskiem czynnikéw wzrostowych wykazuje zdol-
nosci proliferacji i regeneracji w testach in vitro i in vivo.

Komérki macierzyste/progenitorowe w tunica media

Tunica media, zbudowana z komérek mieéni gladkich,
SMC, stanowi o sile skurczowej i rozkurczowej naczynia,
nadaje i reguluje ton przeptywu krwi, uczestniczy w kon-
trolowaniu stabilno$ci mechanicznej. W uktadzie tetni-
czym jest ona silniej rozwinieta niz w zylnym. Istnieje
hipoteza, wedtug ktérej komérki SMC tunica media pod
wplywem zmian naczyniowych wywotanych procesem
chorobowym ulegaja réznicowaniu z postaci spoczynko-
wej do aktywnej proliferacyjnej. Uwaza sie, ze proces ten
moze wynikaé z aktywno$ci komérek progenitorowych
mie$ni gladkich PMC, ktére uczestnicza w procesie pro-
liferacji i migracji komérek z tunica media do strefy oko-
tosrédbtonkowej tunica intima. Aktywno$¢ komérek PMC
moze odpowiadaé za formowanie si¢ zmian naczynio-
wych np. powstawanie neointimy [30,47,51].

Kolejne dowody potwierdzajace istnienie VW-SC/PC
pochodza z eksperymentéw wykonanych na segmentach
$cian naczyti izolowanych z tetnicy tuku aorty, tetnicy
piersiowej oraz udowej. Eksperymentalnie udowod-
niono, ze komérki izolowane ze $§cian wspomnianych
naczyn wykazuja ekspresje markeréw Oct-4, Stro-1, Sca-1
oraz Notch-1, charakterystycznych dla MSC. Fenotypowa-
nie komérek nie wykazato obecno$ci markeréw komérek
hematopoetycznych oraz srédbtonkéw naczyniowych.
W testach in vitro komérki poddane czynnikom réznicu-
jacym rozwijaty sie do linii komérek SMC, adipocytéw
oraz chondrocytéw [47,51].

W cytowanej wczesniej pracy Fang i wsp. przedstawiaja,
ze komérki CD309, CD105%, CD34" izolowane ze $ciany
ludzkiej aorty ptodowej oprécz potencjatu proangiogen-
nego i zdolnosci tworzenia dojrzatych komdrek $rédbton-
kéw, maja mozliwosé réznicowania sie do komérek SMC.
Komorki po enzymatycznym trawieniu $ciany naczynia
i hodowli poddano fenotypowaniu. Analiza nie wyka-
zata markeréw charakterystycznych dla miesniéwki:
a-SMA, MHC I oraz kalponiny. Natomiast hodowla
komérek w medium réznicujgcym z dodatkiem PDGF-
-BB powodowata ekspresje markeréw miesniéwki u 80%
komérek. Komdrki wykazywaty ekspresje czynnika vWF
oraz a-SMA, co nadawato im mieszany charakter mioan-
giogenny. Podanie komérek do mysiego modelu ekspe-
rymentalnego poprzez zyte ogonowg wzmagato proces
neoangiogenezy i gojenia ran w skdrze. Na podstawie tego
zjawiska mozna stwierdzié, ze poza wlasciwo$ciami angio-
gennymi komorki doskonale radzity sobie z zasiedlaniem
miejsc ich przeznaczenia [25].

Komérki izolowane z tunica intima zyly odpiszczelowej
pacjentéw z zylakami, na granicy tunica media i adven-
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titia, czyli tzw. strefy waskulogennej zawieraja komérki
VW-SC/PC z ekspresjg CD34" oraz CD117*. Komérki pod-
dane hodowli, a nastepnie fenotypowaniu wykazaty eks-
presje markeréw MSC: CD44*, CD90", CD105*, natomiast
nie wykazano u nich ekspresji markeréw linii hematopo-
etycznej. W testach klonogennych komérki tworzg CFU
po 2-3 tygodniach hodowli, a poddane czynnikom rézni-
cujacym rozwijaty sie w linie osteoklastéw, osteoblastéw
i chondroblastéw. W §rodowisku réznicujacym obserwo-
wano tworzenie struktur naczyniopodobnych, a takze
ekspresje genu komdrek MSC, Oct-4 [18, 83].

Podsumowujac, VW-SC/PC obecne w tunica media s3
komdérkami, ktére maja wlasciwoéci proangiogenne,
charakter komérek MSC, a takze maja mozliwo$¢ rézni-
cowania sie w komdrki mie$ni gtadkich oraz inne popu-
lacje komérkowe. Zaobserwowano réwniez, ze w obrebie
tunica media wystepuja komdrki, ktére nie wykazuja cech
linii hematopoetycznej [83].

Komérki macierzyste/ progenitorowe w funica
adventitia

Tunica adventitia jest najbardziej zewnetrzng warstwa
naczynia krwiono$nego, bogatg w fibroblasty, kolagen
i system okotonaczyniowych witékien nerwowych o nie-
uporzadkowanej strukturze. Podobnie jak w przypadku
pozostatych biostruktur naczynia, tunica adventitia uwa-
zana byla za bariere oddzielajacg naczynie od lokalnego
$rodowiska tkankowego, w czym nie dopatrywano sie
szczegblnego znaczenia [31]. Poznanie molekularnych
i genetycznych mechanizméw odpowiedzialnych za jej
formowanie pozwolito odkry¢ jej dynamizm oraz zaan-
gazowanie w rézne procesy biologiczne, takie jak: udziat
w rekonstrukcji naczyniowej, po$rednictwo w sygna-
lizacji miedzy komponentami naczynia, a lokalnym
$rodowiskiem tkankowym, transport komérek uktadu
immunologicznego do $rodowiska tkankowego, czy tez
kontrola i nadawanie tonu naczyniowego przez oddzia-
tywanie na tunica media [31,32]. Bezposredni kontakt
tunica adventitia z lokalnym $rodowiskiem tkankowym
powoduje, ze sygnaty o zmianach patologicznych zacho-
dzgcych w $wietle naczynia oraz w tunica intima i media
moga by¢ przesytane za pomoca jej komponentéw do
pozanaczyniowego $rodowiska tkankowego. Tunica
adventitia moze uczestniczy¢ w regeneracji lokalnego
srodowiska tkankowego na wczesnych etapach rozwoju
choroby, a na poziomie bardziej zaawansowanym w two-
rzeniu neointimy [31,32,49,50].

Na podstawie obecnych doniesiefi uwaza sie, ze tunica
adventitia jest najwiekszym rezerwuarem VW-SC/PC.
W 2004 r. Hu i wsp. opisali, ze tunica adventitia aorty
szczepu myszy Apo E ~/-ma komérki z profilem Sca-17,
CD34%, CD117%, CD309*. Komdérki te poddane dziata-
niu czynnika PDGF-BB ulegaja réznicowaniu do SMC
w warunkach in vitro. Populacja fibroblastéw Sca-17,
inkorporowana do eksperymentalnych przeszczepéw
naczyt myszy Rosa26 migrowala przez tunica adventitia
do tunica media. Komdrki tracity ekspresje Sca-1, a naby-

waly fenotyp SMC. Po 4 tygodniach od przeszczepu
obserwowano ich obecno$¢ réwniez w neointimie, gdzie
promowaly jej progresje [33,82].

Sainz i wsp. wyizolowali populacje komérek progenitoro-
wych z aorty myszy ApoE -/~ o profilu markeréw Sca-1°,
CD1177'%%, Lin", CD347'°%, Komérki te poddane czynni-
kom, takim jak: VEGF lub PDGF-BB/TGF-f1 ulegaty réz-
nicowaniu do komdrek $rédbtonka oraz SMC, ale nie
do HSC. W celu obserwacji zachowania komérek Sca-1*
w warunkach in vivo, komérki podawano myszom, u kté-
rych fibroblasty $ciany aorty nie wykazywaly ekspresji
Sca-1. Po 4 tygodniach od transplantacji obserwowano
obecno$¢ komérek Sca-1+, ktérych udziat w formowaniu
sie neointimy stanowit do 30% [62].

Zaobserwowano réwniez, ze migracja komodrek z tunica
adventitia i ich udzial w formowaniu neointimy moze
by¢ regulowana poprzez sygnalizacje sonic-hedgehog
Shh, ktéra zaangazowana jest w tworzenie pierwotnych
struktur naczyniowych. Passman i wsp. opisali popula-
cje z ekspresja Sca-1*, CD309*, CD34", CD117, CD140b",
zlokalizowane w subregionie adventitia. U myszy trans-
genicznych Shh”/- zaobserwowano znacznie mniej
komérek Sca-1%, co oznacza, ze sygnalizacja Shh moze
by¢ zaangazowana w regulacje procesu zasiedlania
komérek Sca-1* do tunica media, gdzie przyczynity sie
do formowania neointimy [57].

Uwaza sie, ze najwiekszy zaséb VW-SC/PC znajduje sie
w strefie waskulogennej na granicy tunica media i adven-
titia, réwniez w obrebie samej tunica adventitia. Zengin
i wsp. po raz pierwszy wprowadzili termin tzw. strefy
waskulogennej w oparciu o badania ludzkich $cian
naczyn zylnych i tetniczych. Ze $ciany naczynia podda-
nej enzymatycznemu trawieniu wyizolowano komérki
CD34" oraz wysortowano na podstawie markera CD105
w celu wykluczenia zréznicowanych komdérek $réd-
blonka. Nastepnie wykonano modyfikacje tetniczego
testu pierscieniowego na bazie kolagenu typu I w celu
okreslenia potencjatu angiogennego komdrek. Zaobser-
wowano, ze po 3-4 dniach hodowli dochodzi do formowa-
nia sie pierwszych struktur o charakterze naczyniowym.
Po okoto 14 dniach hodowli komérki wykazywaty eks-
presje antygenédw CD34", CD309*, CD202b’. Nastepnie
obserwowano ekspresje CD144, biatka okludyny, cha-
rakterystycznego dla $cistych potaczerr komérkowych
oraz CD66a/CEACAM1 wystepujacego na aktywowa-
nych komérkach $rédbtonkéw naczyniowych. Potencjat
angiogenny komorek na réznych etapach testu potwier-
dzono poprzez hodowle in vitro, gdzie z dodatkiem
czynnika VEGF tworzyly system mikronaczyn po trans-
plantacji do mysich modeléw nowotworowych. Komérki
takze opisano w naczyniach zylnych i tetniczych z pro-
staty, $ledziony, serca, mdézgu oraz nerki [88].

Campagnolo i wsp. w zyle odpiszczelowej wykazuja
obecno$¢ komérek CD34*, CD31", ktére opisujg jako
komérki progenitorowe wywodzace sie z zyly odpisz-
czelowej SVP obecne w obrebie tunica adventitia i vasa
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vasorum. Po enzymatycznym trawieniu $ciany naczynia,
inkubacji z medium réznicujacym wyhodowano wyse-
lekcjonowane komérki, a nastepnie poddano analizie
FACS. Komérki CD34*, CD31°, vVWF w obecno$ci medium
nabywaja fenotypu komdrek mezenchymalnych/peri-
cytédw (ekspresja genu Sox-2), a w testach klonogennych
wykazuja silny potencjat proliferacyjny, a takze zdolno$é
wieloliniowego réznicowania sie. Na powierzchni komé-
rek SVP wykazano réwniez jednoczesng ekspresje mar-
keréw komdrek MSC , CD117* oraz EPC, CD133*. Komdrki
w testach in vitro wykazuja zdolno$¢ réznicowania sie do
komdrek §rédbtonkéw naczyniowych i SMC. SVP okazaly
sie réwniez Zrédlem czynnikéw wzrostowych. Komérki
SVP podane do mysich modeli transplantacyjnych
wzmagaja neowaskularyzacje u zwierzat przez oddziaty-
wanie na inne populacje komérek spoczynkowych niszy.
Zaobserwowano, ze podanie inhibitoréw receptoréw
Tie-2 oraz PDGFR-B, ktdre sg odpowiedzialne réwniez za
udziat w kapilarogenezie i ksztattowaniu biostruktury
naczynia koreluje ze znacznym obnizeniem potencjatu
migracyjnego i neowaskularyzacyjnego w poréwnaniu
do grupy zwierzat, ktérym domie$niowe podanie komé-
rek inicjowato neowaskularyzacje w mysich modelach
niedokrwiennych. Obecno$¢ komérek SVP w biostruk-
turze naczynia potwierdzano nawet 14 dni po przepro-
wadzonych transplantacjach [10].

Podobne rezultaty zaobserwowat zespét Fanga, ktéry
izolowat komérki CD309*, CD105%, CD34 - z ludzkiego
materiatu tetniczego. Komdrki po izolacji hodowane
w obecnosci VEGF oraz PDGF po inkorporacji do zwie-
rzecych modeléw wzmagajg progresje procesu neowa-
skularyzacji i réznicowanie sie do komdrek $rédbtonka
oraz SMC. Komdrki réznicuja sie réwniez do linii adipo-
cytéw, czy osteoblastéw [25].

Corselli i wsp. na materiale ze stromalnej frakcji naczy-
niowej wykazali, ze tunica adventitia naczyn zylnych i tet-
niczych zawiera komérki CD34%, CD31", CD146°, CD45",
ktére wykazujg cechy MSC. Komdrki nie wykazuja
ekspresji markeréw komérek srédbtonka, perycytéw
oraz hematopoetycynych, ale maja markery klasycz-
nych MSC: CD44*, CD73%, CD90" i CD105". Ich inkorpora-
cja w zwierzecych modelach do$wiadczalnych koreluje
dodatnio ze wzmozona aktywnoscia regeneracyjng
naczyn [16,17].

Z kolei zespét Kleina opisuje w tetnicach ludzkich
mezenchymalne, multipotencjalne komdrki macierzy-
ste §ciany naczynia VW-MPSC z obszaru strefy wasku-
logennej oraz tunica adventitia. Komérki VW-MSCP
wykazuja ekspresje klasycznych markerédw komdrek
MSC: CD44*, CD90*, CD74" oraz brak markeréw CD34,
CD45". Komérki VW-MPSC maja zdolno$¢ réznicowa-
nia sie do perycytéw oraz SMC, co wedtug badaczy
moze by¢ rezerwuarem komdérek np. do rekonstrukcji
$ciany naczynia. Identyfikacja VW-MPSC zostata dodat-
kowo potwierdzona poprzez barwienie immunohisto-
chemiczne fragmentéw $ciany tetnicy na obecno$é
a-SMA oraz kolokalizacje z markerem MSC, CD73 oraz

RGS5, markerem aktywowanych perycytéw. W obrebie
strefy waskulogennej zaobserwowano réwniez ekspre-
sje genu Sox-2 oraz CD90*, nestyny i CD44*, W kolejnym
etapie wykonano tetnicze testy pier$cieniowe, ktére
po dwdch dniach wykazaty obecno$é markera perycy-
téw NG2*, CD90", ale brak ekspresji markeréw $rédbton-
kowych: CD34 i CD146. Podanie komdrek CD44* in vitro
oraz in vivo do mysich modeli SCID wzmagato tworzenie
struktur naczyniowych. Przypuszcza sie, ze komérki
VW-MPSC CD44" moga by¢ zaangazowane w proces
rekonstrukcji i utrzymywania prawidtowej homeostazy
$ciany naczynia, co wynika np. ze zdolnosci réznico-
wania sie do SMC i perycytéw oraz wbudowywania sie
komérek do biostruktury naczynia [40].

Badania eksperymentalne na modelach zwierzecych
oraz wyniki prac klinicznych wskazuja, ze w obrebie
tunica adventitia moga sie¢ znajdowaé nisze tkankowe
z populacjami komérek macierzystych/progenitoro-
wych o silnym potencjale angiogennym. Interesujace
jest to, ze aktywno$¢ wspominanych komérek moze
by¢ zaangazowana w proces tworzenia systemu mikro-
skopijnego unaczynienia, obserwowany u pacjentéw
z miazdzyca. Wzmozona neoangiogeneza oraz gesto$é
mikrounaczynienia w tunica adventita wydaje sie kore-
lowaé z postepem miazdzycy i formowaniem neointimy
[53,84].

Nisze tkankowe tunica adventitia z komdérkami VW-SC/
PC odgrywajg wazng role w procesie prawidlowej home-
ostazy naczynia i w utrzymywaniu kontaktu z lokalnym
$rodowiskiem tkankowym. Sg Zrédtem komérek macie-
rzystych i progenitorowych na réznych poziomach roz-
woju, co potwierdzono poprzez opisanie heterogennej
,strefy waskulogennej”. Wstepne informacje dowodza,
ze tunica adventitia moze by¢ zaangazowana w rozwoju
choréb naczyniowych, a jednym z powodéw moze by¢
wzmozona aktywno$¢ proliferacyjna komdrek VW-SC/
PC [31].

Perycyty

Perycyty/komérki $cienne/komérki Rougeta definio-
wane sa najczesciej jako okotosrédbtonkowe komdrki,
ktére opisano poczawszy od mikronaczyn i kapi-
lar naczyniowych, az po duze naczynia krwionosne.
Komdrki te umiejscowione sg wzdtuz komdrek $réd-
btonka, z ktérymi dzielg wspdlnie btone podstawna
oraz polaczone sa licznymi potaczeniami miedzykomdor-
kowymi. W wiekszych naczyniach moga wystepowaé
w obrebie tunica adventitia, a ich charakter morfolo-
giczny i fizjologiczny jest swoisty narzadowo [6]. Pery-
cyty to zrédto czynnikéw wzrostowych, ktédre reguluja
proces formowania ,,tuby naczyniowe;j”, nadajg ksztatt
i $wiatto naczyniu, reguluja jego ton, oddziatywaja na
komérki §rédbtonka regulujac ich proliferacje i migracje.
W duzych naczyniach perycyty spotykane sa réwniez
w tunica media i tunica adventitia. Perycyty sa zrédlem
czynnikéw wzrostowych, ktére regulujg angiogeneze
oraz utrzymujg homeostaze naczyniowg i uczestnicza

991



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2013; tom 67: 982-995

w syntezie sktadnikéw ECM. Sekrecja przez perycyty
czynnika wzrostu pochodzenia ptytkowego typu B PDGF-
-B kontroluje proces tzw. kapilarogenezy, czyli tworzenia
splotéw naczyniowych przez wbudowywanie komérek
$rédbtonka do biostruktury naczynia. Synteza PDGF-
-B przez perycyty oddziatuje réwniez na réznicowanie,
proliferacje i migracje EPC. Myszy transgeniczne pozba-
wione perycytéw wykazujg liczne anomalie naczyniowe,
np. nieregularna i chaotyczna strukture naczyniows, czy
tez zmiany w potaczeniach miedzykomérkowych [6,15].
Perycyty sa komérkami zdecydowanie wyrdzniaja-
cymi sie fenotypowo na tle calej biostruktury naczynia,
gdyz nie wykazuja ekspresji markeréw komérek $réd-
btonka i hematopoetycznych, takich jak CD31, CD34,
CD144, czynnik vVWF, UEA1 oraz CD45. Natomiast na ich
powierzchni obserwuje sie ekspresje CD146, NG2, PDGF-
-B, fosfataze alkaliczna oraz ludzki antygen dermalny 1
HDA1 [16,22].

Biorac pod uwage zaangazowanie perycytéw w kapi-
larogeneze, regulacje $rédbtonkéw i innych komé-
rek biostruktury naczynia poprzez sekrecje czynnikéw
wzrostowych, utrzymywanie prawidtowej homeostazy
$ciany naczynia czyni je potencjalnym Zrédtem komd-
rek o wtasciwos$ciach regeneracyjnych. W literaturze
naukowej perycyty oraz komérki blisko z nimi spokrew-
nione, wykazujace wtasciwosci regeneracyjne okre$lane
sa komérkami perywaskularnymi PVC lub nazywane sa
potomkami komdrek MSC okresu postnatalnego [16,17].

Komérki PVC opisano oraz analizowano w naczyniach:
mie$ni szkieletowych, tozyska, skéry, mézgu, krwi pepo-
winowej, serca, miazgi zeba i szpiku kostnego [22].
Komérki poddane hodowli in vitro, a nastepnie feno-
typowaniu wykazywaty ekspresje markeréw MSC:
CD44*, CD90", CD73%, CD105" oraz wlasciwo$ci miogenne
[20,21,22]. PVC izolowane ze $cian naczyn, hodowane
w warunkach in vitro ulegaja réwniez réznicowaniu do
linii komérek osteoblastéw, adipocytéw, chondrocytdéw,
a takze mioblastéw oraz EPC [14,16,17,19,20,21,22].

W mysim modelu do$§wiadczalnym zaobserwowano, ze
podanie komérek PVC CD146%, CD34", CD45", CD56 izo-
lowanych z mie$ni o charakterze mioendotelialnym,
przyczynia sie do regeneracji miokardium oraz wzmaga
neoangiogeneze u zwierzat [16]. Obecno$¢ PVC opisano
réwniez we krwi pepowinowej, w obrebie galarety War-
thona. Komérki PVC izolowane z tego obszaru wykazuja
ekspresje markeréw MSC, ale réwniez ESC: Oct-4, SSEA-
4, Ich podanie w modelach eksperymentalnych powo-
dowato migracje do miejsc uszkodzenia, sekrecje VEGF,
czynnika wzrostu keratynocytéw KGF oraz inicjowato
procesy rekonstrukcyjne uszkodzonych mieéni, a takze
wzmagato proces neoangiogenezy [16,17].

Z kolei zespdt badawczy Tiggesa przedstawia bada-
nia, z ktérych wynika, ze komérki PVC oraz MSC izolo-
wane z tunica adventitia tetnicy udowej myszy moga by¢
zaangazowane w proces restenozy, ktéry wystepuje po
zabiegach angioplastyki tetnic. Mechanizm i zaangazo-

wanie konkretnych populacji komérek w tym procesie
jest wciaz nie do kotica poznany. Badacze zaobserwo-
wali wzmozong aktywnosci komérek PVC CD146°, NG2*,
PDGFp-R* w mysim modelu, w ktérym wywotano uszko-
dzenie $ciany naczynia w poréwnaniu do myszy grupy
kontrolnej. Cze$¢ komérek wykazywata charakter MSC
(CD29,CD90) i byta obserwowana w neointima. Kultury
in vitro oraz eksperymenty transplantacyjne in vivo
wykazaly, ze komdérki nie sa pochodzenia szpikowego,
lecz w wyniku wzmozonej proliferacji powstajg w $ro-
dowisku biostruktury tunica adventitia. Sytuacja ta jest
podyktowana miejscowa reakcja na uszkodzenie $ciany
naczynia [80].

Wydaje sie, ze polaczenie fenotypu MSC, zdolnosé
sekrecji wielu czynnikéw wzrostowych, udziat w home-
ostazie $ciany naczynia czynig komérki PVC oraz same
perycyty atrakcyjnym, potencjalnym Zrédtem komérek
regeneracyjnych. Mozliwo$ci réznicowania sie komérek
PVC w komérki linii, takich jak osteoklasty, osteobla-
sty, adipocyty oraz komdrki miesni gtadkich dodatkowo
wzmacnia ich pozycje, jako atrakcyjnego czynnika rege-
neracyjnego.

Vasa vasorum, czyli unaczynienie §ciany naczyh
krwiono$nych

Vasa vasorum to system mikroskopijnego unaczynienia
wystepujacy przede wszystkim w obrebie tunica adven-
titia duzych naczyn krwiono$nych o $rednicy powyzej
5 mm i grubosci okoto 29 komdérek. Przebieg vasa vaso-
rum w obrebie $ciany naczyn zylnych i tetniczych jest
nieuporzadkowany i moze ulega¢ drobnym modyfika-
cjom w réznych naczyniach. Wyrdznia sie vasa vasorum:
interna, externa i vasa vasorae. Mikronaczynia vasa vaso-
rum penetruja $ciane naczynia od tunica media przez
tunica adventitia, w niektérych miejscach kontaktujac sie
z lokalnym otoczeniem odpowiadajac za kontakt tkan-
kowy, stopier perfuzji naczyniowej, ale przede wszyst-
kim za dostarczanie sktadnikéw odzywczych i tlenu
do najbardziej na zewnatrz usytuowanych komponen-
téw tkankowych naczynia [61]. Istotno$é vasa vasorum
w homeostazie i strukturze naczyti krwiono$nych jest
niekwestionowana, czego najlepszym dowodem sa eks-
perymenty, w ktérych usuwa sie te biostrukture. Usunie-
cie vasa vasorum w modelach doswiadczalnych zwierzat
powoduje nekroze tunica media, zwtaszcza jej srodkowa
i zewnetrzng cze$¢, co wskazywatoby, ze biostruktury
naczynia umiejscowione najbardziej na zewnatrz zaopa-
trywane sg przez vasa vasorum i komponenty tkankowe
adventitia [49]. Przypuszcza sie, ze vasa vasorum moze
réwniez uczestniczyé w procesie miazdzycowym, jednak
informacje te wymagaja dodatkowego potwierdzenia [5].
W obrebie vasa vasorum odnotowano aktywno$é komérek
o charakterze macierzystym i progenitorowym. Z vasa
vasorum zyty odpiszczelowej wyizolowano komdrki
z ekspresja markeréw: CD34*, Sox2*, CD31". W obrebie tej
populacji wykazano réwniez obecno$¢ komérek o cha-
rakterze MSC z ekspresja NG2*, PDGFRP". Obie populacje
poddawane czynnikom réznicujacym wykazywaty zdol-
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nosci klonogenne oraz przejawiaty cechy MSC, a inkor-
porowane do zwierzecych modeli do$wiadczalnych
inicjowaly mechanizmy regeneracyjne [10,11].

PobsumowaNIE

Wspdélczesne badania niszy z komérkami macierzy-
stymi i progenitorowymi w obrebie zréznicowanego
$rodowiska tkankowego dostarczaja informacji, z kté-
rych wynika, ze aktywno$¢ komérek macierzystych
i progenitorowych w mniejszym stopniu wystepuje
réwniez w okresie zycia postnatalnego. Biostruk-
tury naczyn zylnych i tetniczych tunica: intima, media
i adventitia sa rezerwuarem VW-SC/PC, poniewaz
czynniki érodowiskowe, takie jak np. hemodynamika
krwi wymuszaja nieustanng kontrole oraz regeneracje
$ciany naczynia w chwili uszkodzenia. Granica miedzy
funkcja naprawczg, a udzialem w promowaniu zmian
naczyniowych przez VW-SC/PC jest niejednoznaczna
i trudna do sprecyzowania. Najprawdopodobniej
aktywno$¢ naprawcza komdérek VW-SC/PC przeja-
wia sie na bardzo wczesnych etapach powstawania
choroby. Natomiast dane eksperymentalne z testéw

PismiennicTwo

in vitro i na modelach zwierzecych in vivo wykazuja,
ze komdrki te na etapie zaawansowanej choroby
naczyniowej zamiast regenerowaé, moga uczestni-
czy¢é w progresji choroby. Informacje te wskazuja,
ze niezbedne jest doktadne poznanie biologicznych
wtadciwosci nisz z komérkami WV-SC/PC. VW-SC/
PC stanowiag bogate zrédto heterogennych popula-
cji komérek, ktére poddane odpowiednim warunkom
hodowlanym moga sie sta¢ zrédtem zréznicowanych
komérek biostruktury naczyniowej, a nawet komérek
pochodzenia pozanaczyniowego. Cechy te predyspo-
nuja do wykorzystania tych komérek w naczyniowej
bioinzynierii tkankowej, dziedzinie, ktérej mozliwo-
$ci terapeutyczne moga by¢ wykorzystywane w sytu-
acjach, w ktérych tradycyjne metody chirurgii
rewaskularyzacyjnej sa niewystarczajace.

Podsumowujac, nisze komérek VW-SC/PC wydaja sie
interesujacym zrédtem pozyskiwania komérek macie-
rzystych do celéw terapeutycznych, a ich izolacja,
hodowla i réznicowanie w odpowiednim kierunku moze
sie sta¢ w niedlugiej przysztoéci alternatywa dla prze-
szczepdw komérek macierzystych hematopoezy HSCT.
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