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Inventia se refera la medicina, in special la cardiologia clinica si experimentald si poate fi aplicatd pentru evaluarea
afectiunilor endoteliale a vaselor coronare si capacitatii lor de regenerare.

Alterarea endoteliald a vaselor coronare este cauza oportuna a afectiunilor ischemice ale cordului si insuficientei
cardiace, precum si a sindromului coronar acut si a complicatiilor lui fatale: infarctul miocardic acut si tromboembolia.
De asemenea afectarea endoteliului contribuie la o remodelare detrimentald a vasului, datoritda activarii proliferatiei,
hiperplaziei si hipertrofiei structurilor vasculare, fenomene modulate de factorii endoteliali, prin ce i mai mult se
amplifica disabilitatea functionala a bazinului coronar.

Conceptual, alterarea endoteliald este determinata de procesul de arterioscleroza, si in special de destabilizarea placii
ateromatoase, care la randul siau conduce la expansiunea alterarilor endoteliale.

Diagnosticul prompt si veritabil al alterdrilor endoteliale a vaselor coronare este o problema dificila a cardiologiei,
rezolvarea careia consemneaza intreprinderea la timp a masurilor de profilaxie primara si secundara a evenimentelor
coronariene sau corectia conduitei terapeutice existente, avand ca scop final ameliorarea calitatii vietii si a indicilor
morbiditatii si mortalitatii.

Arsenalul actual al posibilititilor de estimare directd sau indirectd a alterdrii endoteliale a coronarelor insuma
urmatoarele entitati:

Determinarea serica a fibrinogenului §i a D-dimerului, ca marcheri ai tulburarii hemostazei si are o semnificatie
estimabild similard metodei precedente [1].

Determinarea sericd a homocisteinei, ca un marcher al trombogenezei [2]. Conceptual este validat rolul activarii
sistemelor celular si umoral de inducere a perturbarilor reologice a sangelui in patogenia afectiunilor endoteliale,
inclusiv coronare. Testul respectiv poseda o informatiune relativa doar despre un factor de risc al afectarii endoteliale
determinate de dezaranjamentele hemostazei.

Determinarea sericd a colesterolului (LDL, VLDL, HDL) si a proteinei C reactive, ca marcheri biochimici ai
aterosclerozei [3].

Dezavantajele constau in aceea ca are un caracter prolix referitor la gradul de afectare ateroscleroticd a endoteliului
vaselor coronare, nu coreleaza autentic cu gradul disabilitatii endoteliale si nu apreciaza potentialul sistemului natural
celular reparativ al endoteliului. Totodata acesti marcheri au o specificitate si o sensibilitate relativ joasa, deci pot avea
valori neinsemnat deviate de la norma in prezenta unei ateroscleroze coronare notabile, mai ales cadnd ultima se
datoreaza cu precadere tulburarilor hemostazei.

Coronarografia, o metoda invaziva, informativa in vederea aprecierii topografice a alterarilor coronare si a gradului de
stenoza, dar care nu indica despre capacitatea de regenerare a endoteliului coronar si endocardic. Totodata, este o
metoda traumatica si foarte costisitoare. La pacientii cu afectiuni endoteliale coronariene atestate prin coronarografie
(A2 — ramura arterei coronaria sinistra este cu elemente de obstructie si degenerescentd aterosclerotica asociatd de
injurii endoteliale) am depistat dupa metoda propusd diminuarea semnificativa a numarului de celule endoteliale
predecesoare (progenitoare) circulante. Aceasta se coreleaza si cu evidentele morfologice obtinute de noi in examenul
ultrastructural al bioptatelot endoteliale coronariene — B2 — endoteliocitele sunt structural dezaranjate, estropiate, cu
spatii interendoteliocitare majorate [4]. Dar, de mentionat, ca coronarografia nu permite de a evalua capacitatea virtuala
de reparare a defectelor coronariene, deci de a oferi sugestii de prognoza si de optimizare a conduitei terapeutice. Acest
deziderat poate fi rezolvat prin metoda propusa, fiind la aceastd conotatie determinata abilitatea celulelor endoteliale
progenitoare (predecesoare) circulante de adeziune si proliferare in cultura de celule.

Deci, toate acestea metode sus mentionate, care astazi reprezintd esalonul intai in diagnosticul afectiunilor endoteliale
nu oferd posibilitatea de apreciere a capacitatii sistemului celular de reparatie a defectelor endoteliale, care este
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reprezentat in mod natural de celulele endoteliale predecesoare (CEP). Deci, nu poseda valoare prognosticd si un
sufragiu concludent pentru directionarea conduitei terapeutice in vederea obtinerii unui reviriment notabil in acest sens.
Problema pe care o rezolva inventia consta in aceea ca afectiunile coronariene sunt determinate de alterarea endoteliului
coronarian care faciliteazd remodelarea detrimentala a vaselor inimii §i care anticipeaza evolutia simptomaticd a
maladiei, fiind totodatd cel mai fidel predictor al prognozei ei. Evaluarea diagnostica a leziunilor coronariene este o
problema de alerta a cardiologiei si care impune necesitatea unor teste de apreciere si a potentialului de regenerare a
injuriilor coronariene pentru corectiile adecvate ale masurilor de profilaxie secundara si tertiard. Metoda propusa este o
metoda neinvaziva, care evidentiaza afectarile vaselor coronariene si totodata pronosticul afectiunilor prin determinarea
numarului de celule endoteliale predecesoare de origine medulara in sange si numarului de celule vii in cultura.
Esenta inventiei constd in determinarea numarului de celule endoteliale predecesoare de origine medulara in sénge,
precum si in determinarea in vitro a valorii procentuale de celule aderate la substratul celular si numarului de celule vii
in culturd la a 7-ea zi §i, in cazul in care valorile respective obtinute sunt mai mici de 65 celule/mL, 84% si 350
celule/mm’, se constata o afectare a unei sau doud artere coronare si o capacitate scizutd de regenerare a afectiunilor
endoteliale.
Rezultatul inventiei constd in stabilirea numarului de celule endoteliale predecesoare de origine medulard in sange si
numarului de celule vii in cultura, care determina un tablou mai evident a afectiunilor vaselor coronariene si totodata
este o metodd de explorare in vitro (este necesar doar sangele pacientului) care nu invocd careva complicatii
pacientului.
Ansamblul de elemente necesare pentru obtinerea rezultatului garantat de inventie:
1. Prezenta liganzilor pentru marcherii hematopoietici (CD34, CD14, CD 133), cat si pentru marcheri endoteliali
(VEGFR2-receptorul sau Flk1/KDR, CD31- receptor pentru PECAM) pentru identificarea CEP din sangele pacientului.
Acesti liganzi pot fi procurati de la diferite firme si companii biomedicale, dat fiind cé ei sunt comercializati si utilizati
intr-o gama foarte variata de bioestimare a diferitor celule ce poseda marcherii susnumiti.
autohtone.
3. Echipamentul tehnic standard de investigare a CEP identificate prin liganzii mentionati in cultura de celule, care este
inca 40 ani in urma s-a consemnat fenomenul de crestere a endoteliului sub actiunea unor componente ale sangelui
(Stump M.M., Jordan G.L., Debakey M.E., Halpe T.B. Endothelium grown from circulating blood on isolated
intravascular Dacron Hub. Am J Pathology, 1963, 43, 361-367). Actualmente s-a precizat in acest context rolul CEP.
Ele au origine medulard si se considerd cd sunt originate de hemangioblastul maduvei oaselor, celula primara
embrionara, si sunt stocate in sinusurile capilare din maduva. CEP, astfel, contin atdt marcheri hematopietici (CD34,
CD14, CD 133), cat si marcheri endoteliali (VEGFR2-receptorul sau Flk1/KDR, CD31- receptor pentru PECAM,
molecula de adeziune endoteliala a plachetelor, expresatd pe celulele endoteliale coronare si cardiace). Sechestrarea lor
in sange se produce sub actiunea diferitor stimuli, eliberati cu predilectie in conditii de hipoxie, ischemie, stress,
activarea sistemului neuroendocrin si citokinic, printre ei VEGF, fiind recunoscut ce mai potent factor. Luand sediul in
locul defectului endotelial coronar (mecanismele acestui fenomen nu sunt incad pe deplin cunoscute) CEP diferentiaza,
prolifereaza si preiau fenotipul celulelor endoteliale mature, asigurand astfel cresterea stratului endotelial, regenerarea
alteratiei si restabilirea functiei respective. Acest proces natural se desfasoard incontinuu, dar in diferite conditii
patologice procesul de regenerare a stratului endotelial este deapreciat, fapt ce poate rezulta din:

o cliberarea subdenivelata a CEP din miezul osos hematopoietic;

e micsorarea capacitatii lor de aderare la endoteliocitele alterate in baza expresiei joase a marcherilor endoteliali de pe
suprafata CEP sau a moleculelor de adeziune intercelulara de pe suprafata endoteliocitelor;

e capacitatea proliferativd precard a CEP, care fiind totusi aderate si cantonate in locul alterarii vasului coronar
demonstreazi un coeficient de diviziune celulari jos si deci o crestere slabd a endoteliului. In acest context se poate
prezuma si prezenta unui fenotip endotelial strupiat, deci cu o abilitate joasa de sinteza a monoxidului de azot (NO),
factorul endotleial oportun in modelarea proceselor de remodelare vasculara si cardiaca.

De mentionat ca injectia CEP la animale cu diferite modele de ischemie cardiacd a crescut neovascularizatia (Carmen
Urbich, Stefanie Dimmeler. Endithelial progenitor cells. Functional characterization. // Trends Cardiovasc Med, 2004,
14, 2-318)
Asadar, este evident, cd determinarea indicelui numeric al CEP circulante in singe la pacientii suspectati la afectiuni
endoteliale coronare poate fi o metoda originala si de mare consideratiune in plan de evaluare a gradului de afectare
endoteliald a coronarelor, dacd in realitate se consemneaza o corelatie semnificativd a modificarilor lui cu alterarile
structurale coronare atestate prin cea mai informativa metoda actualmente de diagnostic in acest sens, coronarografia. Si
tot atdt de important este evaluarea indicelui functional a CEP circulante (i.e. capacitatea lor de aderare si proliferare) de
asemenea in corelatie cu profunzimea alterarilor coronariene in examenul de coronarografie, dat fiind ca perturbarile
acestui indice aduc la apel capacitatea diminuata a regenerarii endoteliale, chiar dacad indicele numeric nu suporta
devieri considerabile.

Aceste optiuni conceptuale au consemnat esenta metodei propuse. Interesul fatd de studiul indicilor cantitativ si

functional al CEP a fost initial determinat de cresterea numerica marcata a acestor celule in sange la pacientii cu tumori,

ce conduce la o angiogeneza sporita, productie exagerata de NO si hiperemie arteriald regionald marcata, rezultanta intr-

0 aprovizionare elevatd cu oxigen a cresterii necontrolate a celulelor tumorale (Vajkoczy P., Blum S., Lamparter M., et
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al. Multistep nature of microvascular recruiment of ex vivo-expanded embryionic endothelial progenitor cells during
tumor angiogenesis. J Exp Med, 2003, 197, 1755-1765).

Material si metode.

La 24 pacienti (barbati, varsta cuprinsa intre 42-54 ani; 49+4) cu alterare endoteliald coronard documentatd prin
coronarofrafie s-a estimat indicele numeric al CEP dupa metoda astazi acceptata (Quirici N., Soligo D., Caneva L. et al.
Differentiation and expansion of endothelial cells from human bone marrow CD133" celsl. Br ] Haematol, 2001, 115,
186-94).

Indicele functional al CEP s-a estimat in cultura de celule, fiind la aceastd conotatie apreciata capacitatea de aderare
dupa procentul CEP atagate de substratul cultural, precum si capacitatea de proliferare dupa numarul CEP la ziua 7-ea
de culturd in 1 mm® (Quirici N., Soligo D., Caneva L. et al. Differentiation and expansion of endothelial cells from
human bone marrow CD133" celsl. Br ] Haematol, 2001, 115, 186-94).

Lotul de referinta 1 au constituit 15 persoane sanatoase, barbati, aproximativ de aceiasi varsta (48+5 ani), la care in
acelasi maniera s-au determinat indicii numeric si functional al CEP.

Rezultate obtinute.

1. Caracteristica indicelui cantitativ (tabelul 1).

Numarul de celule endoteliale predecesoare circulante in sange la persoane sanatoase si la pacientii cu afectiuni
endoteliale coronare si corelarea celui din urma cu numarul de artere coronare alterate

Tabelul 1

Persoane Pacienti cu afectiuni | Coeficientul de corelare
Indice sdnatoase endoteliale coronare | cu numarul de artere

n=15 n=24 coronare alterate
Numarul CEP

35,76+24,13 r=-0,602

CD34+/VEGF2+ 86,67+21,72 ’ ’ ’
gn 1 ml sange : p<0,006 p<0.05

La pacientii cu afectiuni coronare numarul de CEP este concludent redus (mai mult de 2 ori, p<0,006) in sénge vs
persoanele sanatoase. Important de mentionat ca declinul lor cantitativ este in corelatie semnificativa (r = -0,602,
p<0,05) cu numarul arterelor alterate decelate in angiografie.

Deci, la pacientii cu alterare coronariana numarul micsorat al CEP circulante poate fi o cauza concludenta a remodelarii
detrimentale a vaselor coronare, cel putin in temeiul unui substrat celular redus de reparatie a endoteliului, iar depistarea
acestui fenomen este o optiune diagnostica autentica a profunzimei alterarilor vasculare in bazinul coronarian.

2. Caracteristica indicelui functional (tabelul 2). Ea este foarte importanta, deoarece, dupa cum s-a mentionat mai sus
decrementul numeric poate fi compensat printr-o capacitate de adeziune si proliferare potenta.

Valorile indicelui functional al celulelor endoteliale predecesoare in culturad reluate de la persoane sanatoase si de la
pacienti cu afectiuni endoteliale coronare si corelarea celor din urma cu numarul de artere coronare alterate.

Tabelul 2
Persoane Pacienti cu afectiuni | Coeficientul de corelare
Indice sdnatoase endoteliale coronare | cu numarul de artere
n=15 n=24 coronare alterate
Procentul CEP 92.0748.1 52,72+25,8 r=- 0,695
atagate de substratul celular ’ ’ p<0,00142 p<0,05
Numarul CEP 94,88+35,53 r=-0,716
in culturd/1 mm?2 la ziua 7 496,66+146,99 p<0,0009 p<0,05

2.A. Capacitatea de adeziune a CEP la pacientii cu afectiuni coronare este semnificativ diminuata, procentul celulelor
aderate fiind cu 43% deapreciat vs indicele de referinta. Acest indice de asemenea coreleaza semnificativ cu numarul de
artere coronare afectate (r=-0,695, p<0,05).

2.B. Capacitatea proliferativa a CEP de la pacientii cu afectiuni coronare este de circa 4 ori mai slaba (p<0,0009) si
coreleaza semnificativ cu numarul de artere coronare alterate (r=- 0,716, p<0,05).

Deci, la pacientii cu alterare coronariand micsorarea numarului CEP circulante este asociat de abilitatea lor notabil
redusa vis-a-vis de aderarea la sediul in regiunile alterative ale coronarelor (in mod natural anume aici creste expresia
diferitor molecule de adeziune intercelulara de captare a CEP circulante), precum si de proliferare, necesara pentru
asigurarea cresterii ulterioare a endoteliului structural afectat. Astfel valoarea joasd a indicelui functional indubitabil
indica despre o capacitate subminata de regenerare a endoteliului coronar despre ce elocvent consemneaza si corelarea
semnificativd cu numarul arterelor coronare afectate. Aceastd evidentd fortificd valoarea diagnosticd a indicului
cantitativ si ofera informatie autenticd despre regenerarea virtuald a endoteliului, fapt ce constituie avantajul oportun
fatd de metoda de aur de diagnostic a injuriilor coronare §i insuma sufragii argumentate referitor la corectia terapeutica
imprimis prin administrarea remediilor ce augmenteaza aderarea si proliferarea ECP, e.g. statine si estrogeni. Cu toate
acestea metoda propusa este incomparabil mai ieftind fatd de coronarografie, dat fiind costul unei probe estimat la circa
1500 lei i poate fi efectuata la o instruire rapida 1n acest sens a specialistilor.

Optiuni de interpretare a datelor obtinute prin metoda propusa
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1. Gradul de micsorare a indicelui numeric al EPC in sange fatd de valoarea lui normala acceptatd de noi prin aceasta
metoda (circa 90 celule/ml) indicd in proportii directe gradul de afectare endoteliald a coronarelor, i.e. numarul de
artere coronare alterate.

2. Daci la aceasta se asociaza si diminuarea capacitatii de adeziune a CEP in culturd se semnifica tulburarea in conditii
naturale a sediului CEP circulante si cantonarea lor in zona alterarii endoteliale a coronarelor §i ca repercusiune se
evidentiaza o posibilitate virtuala redusa de regenerare a endoteliului.

3. Daca in cultura celulara se deceleaza capacitatea proliferativa scazutd a CEP se concluzioneaza despre un randament
mic de diviziune celulara in sens reparativ si se evidentiazd de asemenea o posibilitate virtuala redusa de regenerare a
endoteliului.

4. Evaluarea indicelui cantitativ, si in special a indicelui functional, meritda a fi o masurd de valoare pronosticad
ultimativa in estimarea riscului sechelelor coronare dezvoltate dupa Bypass coronarian, imprimis restenozarea.

5. Metoda propusa poate fi utilizatd in diagnosticul §i prognozarea actiunilor detrimentale ale factorilor de risc a
afectiunilor cardiovasculare: diabetul zaharat, dislipidemiile, fumatul, sindromul metabolic X, hipodinamia.

Exemplul 1

Pacientul N., 47 ani, suspectat la afectiune endoteliald coronara.

Estimari: 1. Examenul de coronarografie indica despre afectarea a 2 artere coronare ale arterei descendente stanga. 2.
Nivelul colesterolului total sanguin la limita de sus admisibila (5,45 mmol), iar proteina C-reactiva in valori normale. 3.
Nivelul homocisteinei si a fibrinogenului - normal. 4a. Numarul de celule enodeliale predecesoare de origine medualra
in 1 ml de sénge se estimeaza la 21. 4b. Procentul lor de aderare la substratul celular este de 29%, iar numarul lor in
cultura la ziua 7-ea se estimeaza la 69.

Exemplul 2

Pacientul N., 50 ani, suspectat la afectiune endoteliald coronara.

Estimari: 1. Examenul de coronarografie indica despre afectarea unei artere coronare din bazinul arterei diagonale. 2.
Nivelul colesterolului total sanguin si proteina C-reactiva in valori normale. 3. Nivelul homocisteinei si a fibrinogenului
- normal. 4a. Numarul de celule enodeliale predecesoare de origine medualra in 1 ml de sange se estimeaza la 31. 4b.
Procentul lor de aderare la substratul celular este de 44%, iar numarul lor in cultura la ziua 7-ea se estimeaza la 85.
Concluzie:

La ambii pacienti cu afectiuni endoteliale coronare documentate prin coronarografie valorile markerilor standardului
diagnostic (colesterolul, proteina C-reactiva, homocisteina, fibrinogen) nu sunt deviate. Prin metoda propusa s-au
apreciat valori diminuate ale numarului de celule endoteliale predecesoare de origine medulard in sange sub 86
celule/ml (medie normald) si a indicelui functional: capacitatea de aderare sub 92% (medie normald) §i capacitatea
proliferativa sub 490 (medie normala).

Indicii cantitativ si functional coreleaza autentic cu numarul de artere coronare alterate decelate in coronarografie.



