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I Streszczenie
Wprowadzenie i cel pracy. Krazace komorki srodbtonka (CECs) sg to komorki, ktére pojawiaja sie we krwi obwodowej na
skutek ztuszczania sie $rédbtonka naczyn w przebiegu schorzen uktadu sercowo-naczyniowego, nowotworéw, zakazen
czy zapalen. U oséb zdrowych komérki te nie wystepuja we krwi obwodowej lub ich liczba jest bardzo mata. Celem pre-
zentowanej pracy jest podsumowanie doniesien dotyczacych CECs — chordb, w przebiegu ktérych dochodzi do wzrostu
liczby tych komorek we krwi obwodowej oraz sposobéw ich detekgji.
Skrécony opis stanu wiedzy. CECs mozemy obecnie uznac za wiarygodny, nieinwazyjny marker uszkodzenia srédbtonka
naczyn. Liczba tych komérek jest podwyzszona w wielu schorzeniach przebiegajacych z dysfunkcja srédbtonka takich
jak: ostry zespot wiericowy, zapalne choroby naczyn, zakazenia, cukrzyca, obturacyjny bezdech senny czy nowotwory.
W badaniach dowiedziono réwniez, ze liczba CECs koreluje z zaostrzeniem choroby i jej rokowaniem. Przy pomocy oceny
liczby CECs obserwuje sie odpowiedz na terapig, takze przeciwnowotworowa. Do izolacji CECs stosowane sg obecnie dwie
metody - immunomagnetyczna oraz z wykorzystaniem cytometrii przeptywowe;j.
Podsumowanie. Okreslenie liczby CECs we krwi obwodowej staje sie pomocne w ocenie klinicznej choréb, prognozowa-
niu ich przebiegu oraz w ocenie skutecznosci stosowanego leczenia. Istotne wydaje sie prowadzenie dalszych badan nad

wystepowaniem CECs w réznych schorzeniach oraz ujednolicenie metod ich detekgji z krwi obwodowe;j.

I Stowa kluczowe

Srédbtonek naczyniowy, krazace komorki srédbtonka, marker dysfunkcji Srédbtonka
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Krazace komorki srédbtonka (CECs - circulating endothe-
lial cells) sg to komorki pojawiajace sie we krwi obwodowej
na skutek ztuszczania sie $rddblonka naczyn w przebiegu
takich schorzen jak zakazenia, zapalenie, nowotwory czy
choroby uktadu sercowo-naczyniowego. U oséb zdrowych
nie wystepuja lub mozna je wykry¢ w bardzo niskiej liczbie
- 0d 0 do 10 CECs mL" (metoda immunomagnetyczna),
co moze $wiadczy¢ o naturalnym procesie zluszczania sie
$rédbtonka naczyn [1]. Krazace komorki srodblonka zosta-
ty po raz pierwszy opisane w latach 70. [2]. Od tego czasu
publikowane byly liczne badania uznajace CECs za nowy,
wiarygodny, nieinwazyjny marker uszkodzenia i dysfunkeji
$rédblonka naczyn.

Prezentowana praca zawiera podsumowanie doniesien do-
tyczacych krazgcych komoérek §rédblonka, schorzen, w prze-
biegu ktorych dochodzi do wzrostu liczby tych komorek,
a takze doniesien na temat sposobdéw ich izolacji z krwi
obwodowej. Istotne wydaje si¢ przyszlo$ciowe spojrzenie
na kliniczne wykorzystanie oznaczania krazacych komérek
srédbtonka we krwi obwodowe;j.

OPIS STANU WIEDZY

Srédblonek nie tylko wysciela $ciane naczyn, stanowigc
naturalng bariere miedzy tkankami organizmu a krwig,
odgrywa takze kluczowg role w regulacji cisnienia tetnicze-
go, w angiogenezie oraz w hemostazie, wydzielajac szereg
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substancji aktywnych biologicznie. Na powierzchni $§réd-
blonka znajduja si¢ liczne receptory dla molekut biatkowych,
takich jak czynniki wzrostu czy czynniki krzepnigcia, dla
metabolitéw (np. tlenek azotu), hormonéw (np. endoteli-
na) czy genéw. Srédblonek naczyn mozemy podzieli¢ na 3
oddzielne kompartmenty pod wzgledem czynnosciowym:
komorki $rodblonka $ciany naczyniowej, krazace komorki
$rédbtonka, ktore ulegly ztuszczeniu w wyniku uszkodze-
nia $ciany naczyniowej i krazace progenitorowe komorki
$rédblonka (EPCs - endothelial progenitors cells) [3]. EPCs
to komorki, ktére migruja ze szpiku kostnego do miejsc rege-
neracji srodblonka lub nowotworzenia naczyn [4]. Wykazuja
one ekspresje glikoproteiny CD133. Uwaza sie, ze istnieje
odwrotna korelacja miedzy liczbg CECs a EPCs.

Kiedy dochodzi do wzrostu liczby krazacych
komérek srédbtonka we krwi obwodowej?

Krazace komorki srodblonka mozemy obecnie uznaé za mar-
ker uszkodzenia $rédbtonka naczyn. Liczba CECs koreluje
z osoczowymi markerami uszkodzenia §rodblonka naczyn,
takimi jak czynnik von Willebranda (aWf), rozpuszczalne
E-selektyny czy rozpuszczalna trombomodulina [5]. Istotne
wydaje sie ustalenie, w jakich schorzeniach dochodzi do
wzrostu krazacych komdrek $rédblonka oraz czy ich liczba
koreluje z zaostrzeniem choroby, rokowaniem i odpowiedzig
na terapie.

Do wzrostu liczby krazacych komorek srodbtonka we krwi
dochodzi w schorzeniach ukladu sercowo-naczyniowego,
takich jak ostry zespét wiencowy, nadci$nienie ptucne, ane-
mia sierpowatokrwinkowa, jak tez w chorobach naczyn
obwodowych. Obserwowano wiekszg liczbe CECs w ostrym
zespole wienncowym niz w dlawicy piersiowej stabilnej. Poza
tym zauwazono, ze w ostrym zespole wiencowym dochodzi
do znacznego wzrostu liczby krazacych komoérek srodblonka,
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ktéry korelowal ze wzrostem stezenia czynnika von Wil-
lebranda [6]. Podwyzszong liczbe¢ CECs zaobserwowano
takze w zakazeniu riketsja, cytomegalowirusem oraz we
wstrzasie septycznym. Zaburzenia immunologiczne, takie
jak toczen rumieniowaty ukladowy, choroba Kawasaki,
choroba Behceta, rowniez wplywaja na wzrost liczby krg-
zacych komorek srédbtonka we krwi. W przypadku tocznia
rumieniowatego ukiadowego wzrost liczby CECs koreluje
ze stopniem uszkodzenia §rédbfonka naczyn, z nasileniem
objaw6w chorobowych, a takze moze stanowi¢ czynnik prze-
widywania przedwczesnego rozwoju zmian miazdzycowych
[3]. W okresie zaostrzenia choroby liczba CECs jest wyzsza,
aw okresie remisji znacznie nizsza, wigc zjawisko to moze by¢
wykorzystane w monitorowaniu skuteczno$ci stosowanego
leczenia [7]. W przypadku ANCA-dodatnich zapalen naczyn
réwniez dochodzi do wzrostu liczby krazacych komérek
srodblonka w ostrej fazie choroby, a ich spadek obserwuje
sie w przypadku skutecznego leczenia immunosupresyjnego
[8]. Podobng sytuacje opisywano w twardzinie ukladowej,
w przebiegu ktoérej dochodzilo do wzrostu liczby CECs, co
korelowalo z aktywnoscia choroby oraz obecnoscia powiktan
narzagdowych takich jak nadci$nienie ptucne [9]. W przypad-
ku obturacyjnego bezdechu sennego dowiedziono, ze wzrost
liczby krazacych komorek srédbtonka koreluje ze wzrostem
stezenia czynnika von Willebranda i czynnika tkankowego
(TF - tissue factor). Po o§miotygodniowej terapii stalym
dodatnim ci$nieniem w drogach oddechowych (nCPAP -
nasal continuous positive airway pressure) zaobserwowano
znaczny spadek liczby CECs i poziomu czynnika tkankowe-
go [10]. W cukrzycy typu 1 i 2 dochodzi do wzrostu liczby
krazacych komorek $rédbtonka, co $wiadczy o toksycznym
dzialaniu przewleklej hiperglikemii na srodbtonek naczynio-
wy. W badaniach zauwazono korelacje miedzy liczbg CECs
a poziomem hemoglobiny glikowanej (Hb, ) w przebiegu
cukrzycy typu 1 [11], a brak takiego zwiazku w cukrzycy
typu 2 [12]. Opisywano wzrost liczby krazacych komédrek
$rédbtonka u chorych po transplantacji szpiku kostnego lub
nerki, a takze w przebiegu raka piersi i w chtoniakach [13].
W onkologii obserwuje si¢ proces angiogenezy we wzroscie
guzow i w przerzutach nowotworowych. Zauwazono, ze licz-
ba CECs moze stac si¢ istotnym markerem w monitorowaniu
terapii przeciwnowotworowej przy uzyciu lekéw hamujgcych
angiogeneze [14]. Badania Del Papa i wsp. dowiodly, iz terapia
statynami powoduje zmniejszenie liczby krazacych CECs
[15], co posrednio moze $§wiadczy¢ o poprawie funkcji §rod-
blonka naczyniowego. Udowodniono wzrost liczby CECs
w przebiegu nadci$nienia wrotnego i marsko$ci watroby
[16]. Zmiana liczby CECs obserwowana jest takze w réznych
postaciach chordb nerek, moze by¢ uzytecznym markerem
uszkodzenia srodblonka i odrzucenia przeszczepu u chorych
po transplantacji nerki [17].

Poszczegdlne schorzenia charakteryzuja sie réznym
wzrostem liczby krazacych komorek srodblonka we krwi.
Znaczny wzrost CECs byl obserwowany w ukladowych za-
paleniach naczyn, w zakazeniu riketsja czy cytomegalo-
wirusem. W schorzeniach z ograniczonym uszkodzeniem
$rédblonka naczyn, jak w przypadku przeprowadzonego za-
biegu angioplastyki wiencowej, liczba CECs byla nieznacznie
podwyzszona [13]. Obserwowana jest takze roézna kinetyka
wzrostu tych komoérek. Przy rozpoznaniu zakrzepicy zyt
glebokich liczba CECs znaczgco wzrosta, natomiast po 9-15
miesigcach od ostrego incydentu liczba ta istotnie zmalala
[18]. Rola CECs, wplyw tych komorek na $ciang naczyniows

iinne elementy morfotyczne krwi nie s3 do konca poznane.
Ich dzialanie prozapalne nie jest udowodnione. Ekspresja
czynnika tkankowego na powierzchni CECs moze powo-
dowac¢ aktywacje kaskady krzepniecia. Wydaje sie wiec, ze
niektore subpopulacje CEC moga si¢ przyczynia¢ do rozwoju
uszkodzenia naczyn krwiono$nych przez inicjowanie pro-
cesow prozakrzepowych [7]. Dodatkowo zwigkszona liczba
CECs u pacjentdw z nowotworami §wiadczy o duzym obrocie
komorek endotelium i zaburzonej angiogenezie w obrebie
guza oraz jest zwigzana ze zwickszong objetoscig naczyn
krwionosnych [19].

Izolacja krazacych komérek srédbtonka z krwi
obwodowej
Wyrézniamy dwie metody pozwalajace na wyizolowanie
krazacych komoérek srodblonka z krwi obwodowej — metoda
immunomagnetyczna i cytometria przeptywowa. Obie maja
swoje ograniczenia, gtéwnie z uwagi na wystepowanie CECs
we krwi w bardzo matej liczbie oraz brak swoistego marke-
ra na ich powierzchni. Metoda immunomagnetyczna jest
stosowana od dawna, jednak uwazana jest za czasochtonng
i wymagajacg intensywnej pracy laboratoryjnej. Polega ona
na izolacji komorek z krwi obwodowej przy pomocy czastek
paramagnetycznych powlekanych odpowiednimi przeciw-
cialami przeciwsrédblonkowymi, najczesciej anty-CD146 [3].
Cytometria przeplywowa natomiast jest dostepna i szybka
technikg, ktéra pozwala na jednoczesne oznaczanie wielu
markeréw oraz rozrdznienie populacji komorek. Metoda ta
charakteryzuje sie wieksza czuloscig, jednak przy jej stoso-
waniu moze dochodzi¢ do przeszacowania liczby komorek,
zuwagi na wystepowanie fatszywie pozytywnych wynikéow.
W grupie kontrolnej 0s6b zdrowych liczba CECs wykrywana
technika cytometrii przeptywowej byta wielokrotnie wyzsza
niz przy uzyciu metody immunomagnetycznej [3, 13].
Liczba krazacych komoérek srédbtonka oznaczana metoda
immunomagnetyczng uludzi zdrowych nie przekracza 10/ml
[1], wazny jest wiec poczatkowo wychwyt tych komorek przy
uzyciu czutej metody, a nastepnie ich identyfikacja za pomoca
odpowiednich markeréw $rédblonkowych. Niewystarczajaca
jest identyfikacja CECs za pomocg jednego markera, nie-
zbedne jest oznaczenie kilku antygendw btonowych. Krazace
komorki srédblonka wykazuja ekspresje glikoproteiny bo-
nowej CD146, zwanej takze S-Endo-1, ktora jest najbardziej
rozpowszechnionym markerem wystepujacym na komor-
kach $rodbtonka. Antygen ten nie jest jednak specyficzny,
gdyz wystepuje takze na perycytach, fibroblastach szpiku
kostnego, widknach nerwowych, aktywowanych limfocy-
tach T, na komdrkach nowotworowych (czerniaka ztosliwe-
go, raka gruczolu krokowego) [20, 21]. Ekspresja antygenu
CD133 wskazuje na pochodzenie komoérek ze szpiku, jest
charakterystyczna dla progenitorowych komérek §rodblonka
(EPCs), nie wystepuje natomiast na krazacych komérkach
srodbtonka. Podobnie brak ekspresji glikoproteiny CD45 na
krazacych komorkach srodblonka pozwala na odrdznienie
ich od leukocytow, dojrzatych erytrocytéw i ptytek krwi
[1, 12]. CECs wykazuja ponadto ekspresj¢ antygenu CD31
iCD34 [22]. Do oddzielenia martwych komoérek z zawiesiny
mozna uzy¢ 7-aminoactinomycyny D (7-AAD) [23].
Krazace komorki srodbtonka mozemy podzieli¢ na grupy
w zaleznosci od ich fenotypu powierzchniowego. Dojrzate
krazgce komorki srodbtonka (mature CECs) sg definiowane
jako CD34+, CD146+, a CD45- 1 CD133-, aktywowane (acti-
vated CECs) wykazujg dodatkowo ekspresje glikoproteiny
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CD106, a spoczynkowe (resting CECs) charakteryzuja sie
brakiem tej ekspresji. Poza tym mozemy wyr6zni¢ apopto-
tyczne krazace komorki srédbtonka (apoptotic CECs), ktore
wykazuja ekspresje aneksyny V [23].

PODSUMOWANIE

Krazace komorki §rédblonka stajg si¢ wiarygodnym mar-
kerem uszkodzenia $§rédbtonka naczyn. Okreslenie liczby
CECs we krwi moze pomé6c w ocenie klinicznej choréb,
prognozowaniu ich przebiegu oraz w ocenie skutecznosci
stosowanego leczenia. Nalezy podkresli¢ istotnos¢ prowadze-
nia dalszych badan nad krazacymi komérkami srédbtonka,
celem udoskonalenia i ujednolicenia metod ich detekcji we
krwi. Cytometria przeplywowa wydaje sie przyszlo$ciowa
metodg identyfikacji CECs, pomimo braku jednego, swoi-
stego dla tych komorek antygenu.

PISMIENNICTWO

1.Boos CJ, Lip GY, Blann AD. Circulating endothelial cells in cardiovas-
cular disease. ] Am Coll Cardiol. 2006; 48(8): 1538-1547.

2.HladovecJ, Rossmann P. Circulating endothelial cells isolated together
with platelets and the experimental modification of their counts in rats.
Thrombosis Res. 1973, 3(6): 665-674.

3.KluzJ, Adamiec R. Krazace komorki srédblonka w zapalnych chorobach
naczyn. Adv Clin Exp Med. 2007; 16(1): 95-104.

4.DuF, Zhou ], Gong R, Huang X, Pansuria M, Virtue A, Li X, Wang H,
Yang XF: Endothelial progenitor cells in atherosclerosis. Front Biosci.
2012 June 1; 17: 2327-2349.

5.Goon PKY, Boos CJ, Stonelake PS, Blann AD, Lip GYH. Detection
and quantification of mature circulating endothelial cells using flow
cytometry and immunomagnetic beads A methodological comparison.
Thromb Haemost. 2006; 96: 45-52.

6.Lampka M, Grabczewska Z, Jendryczka—Mackiewicz E, Hotynska—Iwan
L, Sukiennik A, Kubica J i wsp. Circulating endothelial cells in coronary
artery disease. Kardiol Pol. 2010; 68(10): 1100-1105.

7.Robak E, Kierstan MK, Kulczycka L, Sysa-Jedrzejowska A. Rola komorek
$rédblonka w patogenezie ukladowego tocznia rumieniowatego. Postepy
Hig Med Dosw. 2007; 61: 413-419.

8.Woywodt A, Streiber F, de Groot K, Regelsberger H, Haller H, Haubitz
M. Circulating endothelial cells as markers for ANCA-associated
small-vessel vasculitis. Lancet. 2003; 361: 206-210.

9.Del Papa N, Colombo G, Fracchiolla N, Moronetti LM, Ingegnoli F, Ma-
glione W. Circulating endothelial cells as a marker of ongoing vascular
disease in systemic sclerosis. Arthritis Rheum. 2004; 50(4): 1296-1304.
10.El1Solh AA, Akinnusi ME, Berim IG, Peter AM, Paasch LL, Szarpa KR.
Hemostatic implications of endothelial cell apoptosis in obstructive
sleep apnea. Sleep Breath. 2008; 12(4): 331-337.

11. Asicioglu E, Gogas Yavuz D, Koc M, Ozben B, Yazici D, Deyneli O i wsp.
Circulating endothelial cells are elevated in patients with type 1 diabetes
mellitus. Eur ] Endocrinol. 2010; 162(4): 711-717.

12.McClung JA, Naseer N, Saleem M, Rossi GP, Weiss MB, Abraham NG
i wsp. Circulating endothelial cells are elevated in patients with type
2 diabetes mellitus independently of HbA(1)c. Diabetologia. 2005;
48(2): 345-350.

13.Dignat-George F, Sampol ], Lip G, Blann AD. Circulating endothelial
cells: realities and promises in vascular disorders. Pathophysiol Haemost
Thromb. 2003/2004; 33(5-6): 495-499.

14.Mancuso P, Bertolini F. Circulating endothelial cells as biomarkers in
clinical oncology. Microvascular Res. 2010; 79: 224-228.

15.Del Papa N, Cortiana M, Vitali C, Silvestris I, Maglione W, Comina
DP, et al. Simvastatin reduces endothelial activation and damage but is
partially ineffective in inducing endothelial repair in systemic sclerosis.
J Rheumatol. 2008; 35: 1323-1328.

16. Abdelmoneim SS, Talwalkar J, Sethi S, Kamath P, Fathalla MM, Kipp
BR i wsp. A prospective pilot study of circulating endothelial cells as
a potential new biomarker in portal hypertension. Liver Int. 2010;
30(2): 191-197.

17.Zhang K, Yin F, Lin L. Circulating Endothelial Cells and Chronic Kid-
ney Disease. BioMed Research International 2014, Article ID 364738,
doi:10.1155/2014/364738.

18. Alessio A, Beltrame MP, Flores Nascimento MC, Vicente CP, de Godoy
JAP, Santos Silva JCR, Bittar LF, Lorand-Metze I, de Paula E, Annichino-
-Bizzacchi JM. Circulating Progenitor and Mature Endothelial Cells in
Deep Vein Thrombosis. Int ] Med Sci. 2013; 10(12): 1746-1754.

19.Goon PK, Lip GY, Boos CJ, Stonelake PS, Blann AD. Circulating endo-
thelial cells, endothelial progenitor cells, and endothelial microparticles
in cancer. Neoplasia. 2006; 8: 79-88.

20.Shantsila E, Lip GYH. Circulating endothelial cells in health and di-
sease: how do we best quantify them? ] Thromb Haemost. 2008; 6(6):
1021-1024.

21.Blann AD, Woywodt A, Bertolini F, Bull TM, Buyon JP, Clancy RM.
Circulating endothelial cells. Biomarker of vascular disease. Thromb
Haemost. 2005; 93(2): 228-235.

22.Duda DG, Cohen KS, Scadden DT, Jain RK. A protocol for phenotypic
detection and enumeration of circulating endothelial cells and circula-
ting progenitor cells in human blood. Nat Protoc. 2007; 2(4): 805-810.

23.Mariucci S, Rovati B, Chatzileontiadou S, Bencardino K, Manzoni M,
Delfanti S i wsp. A six-colour flow cytometric method for simultaneous
detection of cell phenotype and apoptosis of circulating endothelial
cells. Scand J Clin Lab Invest. 2009; 69(3): 433-438.

Circulating endothelial cells as biomarker of vascular damage

I Summary

Blood circulating endothelial cells (CECs) are cells which shed from the intima of the blood vessels into blood circulation in
the course of cardiovascular diseases, cancers, infections, and inflammation. In healthy individuals, CECs are not present in
peripheral blood or they occur at very low frequency. The presented report summarizes data about CECs, various clinical
events with elevated CECs level and the methods of their quantification in the peripheral blood.

CECs are thought to be a novel, reliable, non-invasive marker of vascular damage. CECs count is significantly increased
in many pathological states connected with endothelial dysfunction, such as acute coronary syndrome, inflammatory
vascular disorders, infections, diabetes, obstructive sleep apnea, and cancer. Clinical studies confirmed a positive correlation
between the level of CECs and aggravation of the disease and its prognosis. In addition, CECs enumeration might be crucial
for defining an appropriate treatment option for patients, also in anticancer therapy. There are the two main methods of
quantification of CECs — immunomagnetic separation and flow cytometry.

CECs count in the peripheral blood becomes helpful in clinical assessment of the activity of diseases, prognosticating
their course and evaluation of the effectiveness of treatment. It is crucial to continue studies concerning the occurrence of
elevated CECs count in various diseases and reach a consensus in the identification and enumeration of CECs.
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