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Streszczenie

Wstęp: Jednym z rodzajów komórek stosowanych w terapii 
komórkowej są endotelialne komórki progenitorowe (EPCs), 
które biorą udział w neoangiogenezie oraz regeneracji mięśnia 
sercowego po zawale serca. W ostatnim naszym badaniu zo-
stała opracowana szybka i skuteczna metoda izolacji EPCs ze 
szpiku kostnego. 
Cel: Zbadanie wpływu endotelialnych komórek progenitoro-
wych, wyizolowanych przy udziale aptamerów, na unaczynie-
nie i funkcję serca in vivo. 
Materiał i metody: Bezpośrednio po uzyskaniu szpiku kost-
nego oraz krwi obwodowej od zdrowych świń, EPCs inkubo-
wano z Dynabeads® i izolowano przy udziale aptamerów albo 
przeciwciał CD31. Następnie wywołano sztuczny zawał serca 
i podano EPCs izolowane przy udziale aptamerów albo prze-
ciwciał u grup badawczych. Frakcję wyrzutową lewej komory 
serca (LVEF) określano przy użyciu echokardiografii. Cztery ty-
godnie po zawale serca przeprowadzano histologiczną ocenę 
mięśnia sercowego. 
Wyniki: W grupie, która otrzymała dosercowo wyizolowane 
przy udziale aptamerów EPCs, wykazano istotny wzrost liczby 
naczyń włosowatych o dużej średnicy światła. Cztery tygodnie 
po zawale serca nie wykazano istotnej różnicy w pomiarach 
LVEF wewnątrz grup, jak i pomiędzy grupami. 
Wnioski: Endotelialne komórki progenitorowe izolowane przy 
udziale aptamerów przyczyniły się do poprawy unaczynienia 
mięśnia sercowego po zawale. Opracowana przez nas nowa 
metoda terapeutyczna może w przyszłości zwiększyć skutecz-
ność terapii komórkowej u pacjentów z zawałem serca. 
Słowa kluczowe: terapia komórkowa, aptamery, niedokrwie-
nie mięśnia sercowego.
 

Abstract 

Background: One of the cell sources valuable for cardiac stem 
cell therapy is endothelial progenitor cells (EPCs) because of 
their favourable properties. These cells may contribute to neo-
angiogenesis and regenerate infarcted myocardium. In the 
previous study, a rapid and efficient method was established 
for direct isolation of EPCs from porcine bone marrow. 
Aim: To examine the influence of aptamer-isolated EPCs in 
vivo on vascularization and cardiac function. 
Material and methods: Immediately after obtaining bone mar-
row or peripheral blood from healthy pigs endothelial proge-
nitor cells were isolated. The EPCs were incubated with Dy-
nabeads®, which were coated either with aptamer or CD 31 
antibodies. Subsequently myocardial ischaemia was induced 
and then the groups were treated with either aptamer-isolated 
EPCs or antibody-isolated EPCs. LVEF was quantified by echo-
cardiography. After four weeks, histological examinations were 
assessed. 
Results: The group receiving aptamer-isolated EPCs demon-
strated significantly more large-sized capillaries than the other 
groups (p ≤ 0.05). Four weeks after myocardial infarction, the 
change in LVEF did not show any significance within or betwe-
en all four groups. 
Conclusions: Our results showed that transplantation of apta-
mer-isolated EPCs after myocardial infarction improves angio-
genesis. This new therapeutic method may bring greater effi-
cacy of cellular cardiomyoplasty after myocardial infarction. 
Key words: cardiac stem cell therapy, aptamers, myocardial 
ischaemia.
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Wstęp

Transplantacja komórek macierzystych stanowi obie-
cującą metodę leczenia w terapii choroby niedokrwiennej 
serca i profilaktyce przewlekłej niewydolności serca [1], po-
nieważ transplantowane komórki macierzyste są zdolne 
różnicować się w kardiomiocyty i dojrzałe komórki endote-
lialne oraz mogą indukować regenerację mięśnia sercowe-
go poprzez mechanizmy parakrynne [2]. W naszym badaniu 
podaliśmy dosercowo endotelialne komórki progenitorowe 
(EPCs). Są to dojrzałe komórki, które mogą być izolowane 
ze szpiku kostnego, krwi obwodowej lub pępowinowej oraz 
tkanki tłuszczowej [3]. Komórki te mają zdolność proliferacji, 
samoponawiania się, różnicowania się w endotelialną linię 
komórkową oraz wykazują oporność na zmiany środowisko-
we [4]. W ostatnich latach celem przewodnim badań zdaje 
się być izolacja optymalnego typu komórek do transplanta-
cji komórkowej. Do klasycznych metod izolacji EPCs należy 
m.in. metoda adherencyjna i negatywna selekcja. Jednak wy-
starczającą liczbę EPCs można uzyskać wyłącznie w wyniku 
hodowli komórkowej na mediach z określonymi czynnikami 
wzrostu [5]. Zatem jest potrzebna szybka i skuteczna me-
toda do izolacji komórek macierzystych zarówno w celach 
terapeutycznych, jak i w inżynierii tkankowej. W ostatnich 
naszych badaniach opracowaliśmy szybką i skuteczną me-
todę bezpośredniej izolacji EPCs przy udziale aptamerów ze 
szpiku kostanego świń [6, 7]. W porównaniu z przeciwciałami 
aptamery wykazują wysokie powinowactwo, specyficzność  
i selektywność wiązania określonych cząsteczek docelowych, 
jak również nie wywołują odpowiedzi immunologicznej i są 
szybciej syntezowane, a ich biodostępność i farmakokine-
tyka może być modyfikowana [8]. Ze względu na korzystne 
właściwości i łatwy proces syntezy i selekcji aptamery znaj-
dują zastosowanie w diagnostyce i terapii. 

Cel pracy

Celem pracy było zbadanie wpływu EPCs, wyizolowa-
nych przy udziale aptamerów, na unaczynienie i funkcję 
serca in vivo.

Materiał i metody

Charakterystyka ogólna projektu 
badawczego

Wszystkie badania zostały przeprowadzone zgodnie  
z rekomendacją Federacji Europejskiego Towarzystwa 
Badań na Zwierzętach Laboratoryjnych (FELASA) oraz za-
twierdzone przez Komisję Etyczną do spraw Doświadczeń 
na Zwierzętach przy Uniwersytecie w Tuebingen. Zwierzęta 
były randomizowane do 4 grup. W grupie I (4 zwierzęta) 
został sztucznie wywołany zawał serca, natomiast w gru-
pie II (u kolejnych 4 zwierząt) dodatkowo wstrzyknięto 
0,9-procentowy roztwór NaCl w obszar zainicjowawnego 
zawału serca. Obydwie grupy służyły jako grupa kontrolna 
dla 2 grup badawczych (grupa III i IV). Przy czym w gru-
pie III (6 zwierząt) podano dosercowo EPCs wyizolowane 
ze szpiku kostnego przy użyciu aptamerów, zaś w grupie 
IV (5 zwierząt) EPCs z krwi obwodowej, wyizolowane przy 

użyciu przeciwciał CD31. We wszystkich grupach przepro-
wadzono badanie echokardiograficzne w celu oceny frakcji 
wyrzutowej lewej komory serca (LVEF) przed zawałem ser-
ca oraz pooperacyjnie w tygodniowych odcinkach czasu. Po 
4-tygodniowym okresie obserwacji zwierzęta zostały pod-
dane eutanazji.

Izolacja i barwienie Epos

Przed interwencją chirurgiczną pobrano szpik kostny po-
przez punkcję kości udowej w grupie III, a w grupie IV krew 
obwodową z żyły głównej doczaszkowej. Komórki szpiku  
i krwi obwodowej bezpośrednio po pobraniu izolowano me-
todą wirowania w gradiencie gęstości na Histopaque 1.077 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Wyizolowane EPCs inkubo-
wano z 5 mg M280 Streptavidin Dynabeads® (Invitrogen, 
D-Karlsruhe), które były pokryte 20 μl (100 μM) aptameru 
36 albo przeciwciałami CD31 skierowanymi przeciwko EPCs, 
zgodnie z badaniami Hoffmanna i wsp. [7]. 4 × 107 komó-
rek barwiono przyżyciowym barwnikiem fluorescencyjnym 
PKH26 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). 

Sztuczne wywołanie zawału serca  
i transplantacja komórkowa

Interwencję chirurgiczną przeprowadzono w znieczu-
leniu ogólnym z intubacją dotchawiczą i wentylacją kon-
trolowaną objętością. Dostęp operacyjny uzyskano poprzez 
boczną torakotomię lewostronną. Sztuczny zawał serca wy-
wołano poprzez podwiązanie pierwszej gałęzi diagonalnej 
odchodzącej od gałęzi międzykomorowej przedniej (LAD). 
W godzinnym odstępie czasu wstrzyknięto dosercowo 1 ml 
0,9-procentowego NaCl (grupa II) albo 4 × 107 EPCs (grupa 
III i IV) w obrębie strefy granicznej niedokrwienia mięśnia 
sercowego. 

Ocena histologiczna

Cztery tygodnie po zabiegu chirurgicznym zwierzęta pod-
dano eutanazji poprzez podanie letalnej dawki NaCl, którą 
poprzedzono głęboką sedacją. Po eksplantacji serca pobra-
no 4 biopsje z obszaru mięśnia sercowego zaopatrywanego 
przez pierwszą gałąź diagonalną i 2 kontrolne z prawej ko-
mory serca (5 × 5 × 5 mm). W naszym badaniu nie przepro-
wadzono oceny wielkości obszaru sztucznego zawału serca 
za pomocą diagnostyki obrazowej. Cztery biopsje zamrożono 
w płynnym azocie, a następnie utrwalono w Tissue Freezing 
Medium i pocięto mikrotomem na skrawki 10-mikrometrowe. 
Zamrożone skrawki oceniano pod mikroskopem fluorescen-
cyjnym (powiększenie 20 ×). Natomiast 2 pozostałe biopsje 
utrwalono w 4-procentowym formaldehydzie, po czym po-
cięto na 5-mikrometrowe skrawki i zabarwiono odczynni-
kiem Masson Trichrome (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). 
W mikroskopie świetlnym (powiększenie 40 ×) oceniano 
gęstość kapilar w 5 polach każdego preparatu parafinowe-
go. Wyróżniono 2 rodzaje kapilar: o średniej i dużej średnicy 
światła, które oceniono na podstawie zawartości erytrocy-
tów w świetle kapilary; odpowiednio 2–5 i 6–10 erytrocytów. 
Przy czym średnica erytrocytu wynosi 7–8 μm.
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Analiza statystyczna

Uzyskane dane przedstawiono jako wartość średnią 
± odchylenie standardowe. Gęstość kapilar oceniono za 
pomocą jednoczynnikowej analizy wariancji. Natomiast 
pomiar powtarzalny analizy wariancji zastosowano do po-
równania LVEF pomiędzy kolejnymi pomiarami. Za pomo-
cą testu Bonferroni analizowano zależność pomiędzy LVEF  
a gęstością kapilar. Jeżeli test jednorodności wariancji nie 
był znaczący, użyto nieparametrycznego testu U Manna- 
-Whitneya albo Kruskala-Wallisa. Za poziom istotności 
przyjęto p ≤ 0,05. Analizę statystyczną wykonano przy uży-
ciu Excel 2007 i SPSS software (wersja 15.0).

Wyniki

Funkcja serca

Pomiary tygodniowe frakcji wyrzutowej lewej komory 
serca różniły się istotnie zarówno wewnątrz (p ≤ 0,001), jak  
i pomiędzy grupami (p ≤ 0,01), ale nie wykazano żadnych 
statystycznie istotnych interakcji pomiędzy grupami. Zna-
leziono również istotną różnicę w pomiarze LVEF przed za-
wałem serca i kolejnymi pomiarami po zawale (p ≤ 0,05). 
Natomiast pomiary LVEF pomiędzy tygodniem drugim a trze-
cim i trzecim a czwartym nie różniły się istotnie. We wszyst-
kich grupach wartość LVEF wzrosła istotnie po zawale serca  
w dwutygodniowym okresie czasu, a następnie nie zmieniła 
się istotnie statystycznie aż do czwartego tygodnia (ryc. 1.). 

Ocena angiogenezy

Ilościową ocenę neowaskularyzacji przeprowadzono czte-
ry tygodnie po zawale serca. Średnica światła naczynia włoso-
watego wynosiła 0,014–0,035 mm oraz 0,056–0,070 mm dla 
kapilar o średniej i dużej średnicy. W grupie III, która otrzy-
mała EPCs wyizolowane przy udziale aptamerów, znaleziono 
istotnie większą liczbę kapilar o dużej średnicy w porówna-
niu z pozostałymi grupami (p ≤ 0,05). Natomiast liczba kapilar  
o średniej i dużej średnicy w grupie I, II i IV nie wykazały istot-
nych różnic (ryc. 2.).

Śledzenie znakowanych fluorescencyjnie 
Epos

Jedynie w grupie III wykazano luźno rozproszone barwio-
ne EPCs w obszarze perfuzji. W żadnej z grup nie zaobserwo-
wano Dynabeads pod mikroskopem fluorescencyjnym.

Dyskusja

Bezpośrednia izolacja komórek macierzystych stanowi 
obecnie duży problem w transplantacji komórek macie-
rzystych u osób z chorobą niedokrwienną mięśnia serco-
wego. W naszym badaniu zastosowaliśmy po raz pierwszy 
opisaną powyżej metodę izolacji EPCs in vivo, przy czym 
porównaliśmy ją z klasyczną techniką separacji z zasto-
sowaniem przeciwciał. Tylko w grupie z przeszczepionymi 
EPCs wyizolowanymi przy udziale aptamerów wykazaliśmy 
istotny wzrost gęstości naczyń włosowatych, podobnie jak 
Kawamoto i wsp. [9] i Schuster i wsp. [10]. W naszym ba-

Ryc. 1. Frakcja wyrzutowa lewej komory serca przed zawałem ser-
ca (ZS) i po nim
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daniu ocenialiśmy także frakcję wyrzutową lewej komory 
serca. Choć we wszystkich grupach LVEF wzrosła do warto-
ści wyjściowej sprzed zawału serca, pomiar LVEF w grupie  
z wyizolowanymi przy udziale aptamerów EPCs nie wy-
kazał statystycznej istotności w porównaniu z pozostały-
mi grupami. Nasze wyniki dotyczące LVEF pokrywają się  
z badaniami Strauera i wsp., Janssensa i wsp., ASTAMI oraz 
BOOST [11–14], ale nie z wynikami Assmusa i wsp., Bartu-
nek i wsp., Chena i wsp., Fernandez-Avilesa i wsp., Meluzina 
i wsp. oraz Schachingera i wsp. [15–20]. Na wyżej wymienio-
ną rozbieżność wyników mogą wpływać następujące czyn-
niki: metody izolacji, liczba komórek czy czas transplantacji 
komórek macierzystych. W większości badań klinicznych 
zastosowano tę samą metodę izolacji komórek – wirowanie 
w gradiencie Ficoll [12–14, 16, 17, 20]. Jedynie w badaniach 
ASTAMI i BOOST użyto całkowicie odmiennych technik izo-
lacji, co mogłoby wyjaśnić istotnie mniejszą liczbę komó-
rek mezenchymalnych uzyskanych w badaniu ASTAMI [21].  
W naszym badaniu użyliśmy aptameru 36 do izolacji EPCs, 
który wykazuje wysoką zdolność wiązania EPCs (72,8%), za-
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równo in vitro, jak i in vivo [7]. Ponadto transplantowaliśmy 
EPCs w dniu izolacji bez dodatkowej inkubacji, która mo-
głaby wpłynąć na funkcję komórek. Odmienne wyniki koń-
cowe przeprowadzonych badań można tłumaczyć również 
liczbą przeszczepionych komórek macierzystych. W naszym 
badaniu transplantowaliśmy 4 × 107 EPCs. Dla porównania 
Kawamoto i wsp. podali przy użyciu katetera  NOGA taką 
samą liczbę komórek (autologiczne EPCs) i wykazali istotny 
wzrost zarówno neowaskularyzacji, jak i LVEF w badanej 
grupie [9]. W badaniach klinicznych z mniejszą liczbą trans-
plantowanych komórek tylko Strauer potwierdził istotny 
wpływ MNCs na funkcję serca [13]. Natomiast w badaniach 
TOPCARE-AMI i BOOST, w których podano większą liczbę 
komórek, nie znaleziono żadnej korelacji między liczbą ko-
mórek i skutecznością leczenia [11, 14]. W przeciwieństwie 
do powyższych badań Meluzin i wsp. i Lipinski i wsp. wy-
kazują związek między liczbą wstrzykiwanych komórek  
a funkcją serca [15, 22]. 

Również czas transplantacji komórek może odgrywać 
ważną rolę w terapii komórkowej. W naszym badaniu prze-
szczepialiśmy komórki bezpośrednio po ich wyizolowaniu, 
podobnie jak Kawamoto i wsp. [9]. W innych badaniach 
klinicznych podawano MNCs dowieńcowo w ciągu 7 dni 
albo po 14 dniach. Tylko w tych ostatnich badaniach osią-
gnięto istotny wzrost funkcji serca [16, 18, 19], natomiast 
pozostałe badania kliniczne różniły się wynikami [11–15, 17, 
20]. Dotychczas idealny czas transplantacji komórek nie zo-
stał zdefiniowany. Strauer i wsp. sugerują, że okres między 
7. a 14. dniem jest najlepszy na transplantację komórek, 
gdyż bezpośrednio po zawale serca reakcja zapalna domi-
nuje nad fazą zdrowienia [13]. Natomiast Janssens i wsp. 
twierdzą, że zwężenie naczyń po reperfuzji oraz ograniczo-
ny homing w pierwszych dniach po zawale może sprzyjać 
transplantacji komórek [12]. Ponadto kwestionuje się zdol-
ność komórek progenitorowych szpiku do różnicowania się 
w kardiomiocyty [23, 24], a dokładny mechanizm poprawy 
funkcji i perfuzji serca nie jest jeszcze znany. W 2008 r. Fla-
herty przedstawił badanie, w którym pierwszy raz wykaza-
no zdolność różnicowania się niefrakcjonowanych MNCs in 
vitro bez hodowli z kardiomiocytami [25]. Również homing 
EPCs może mieć wpływ na LVEF. Chociaż w badaniu Schäfe-
ra i wsp. wykazano gęste nagromadzenie komórek w ob-
szarze krioblizny, w naszym badaniu homing był niewielki, 
a beads nie zaobserwowano. Należy dodać, że nasze ba-
danie przeprowadziliśmy cztery tygodnie po transplantacji 
komórek, a Schäfer po 20 godzinach [26]. Podsumowując,  
w naszym badaniu wykazaliśmy istotną neowaskularyza-
cję w grupie, w której przeszczepiliśmy wyizolowane przy 
udziale aptamerów EPCs. 

Wnioski

W naszym badaniu wykazaliśmy, że wyizolowane przy 
udziale aptamerów EPCs w porównaniu z EPCs wyizolowa-
nymi przy użyciu przeciwciał przyczyniły się do istotniejsze-
go wzrostu gęstości naczyń włosowatych o dużej średnicy, 
ale nie wpłynęły na poprawę funkcji serca. Na powyższe 
wyniki mógł wpłynąć niewielki homing komórek. Poza tym 

należy zauważyć, że w przeprowadzeniu naszego badania 
posłużyliśmy się młodymi świniami, które wykazały dużą 
zdolność regeneracji funkcji serca. Nasze badanie jest 
pierwszym, które zastosowało nową technikę izolacji ko-
mórek macierzystych in vivo, dlatego są konieczne dalsze 
badania, które ulepszyłyby i wyjaśniły mechanizmy trans-
plantacji komórek macierzystych izolowanych przy udzia-
le aptamerów. W przyszłości technika izolacji przy udziale 
aptamerów może przynieść nowe perspektywy w zakresie 
terapii komórkowej.
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