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Streszczenie: W pracy przedstawiono gtowne zrodta, sposoby izolacji oraz hodowle multipotencjalnych
komorek progenitorowych tkanki tluszczowej, z uwzglednieniem odmiennych wiasciwosci komorek w
zaleznosci od metody pobrania, pochodzenia tkanki czy czasu hodowli. Podsumowano ich charaktery-
styke molekularng i wystepowanie markeréw powierzchniowych, na podstawie pismiennictwa.

Stowa kluczowe: somatyczne komorki macierzyste, mezenchymalne komorki macierzyste, multipoten-
cjalne komorki macierzyste, tkanka ttuszczowa, frakcja podporowo-naczyniowa

Summary: Main sources, isolation methods and culturing of multipotent adipose tissue-derived stem cells were
described in the paper, considering distinct properties depending on isolation technique, source and time in the
culture. Based on literature their molecular properties and surface markers presence were summarized.

Key words: adult stem cells, mesenchymal stem cells, multipotent stem cells, adipose tissue, stromal
vascular fraction

Wykaz skrotéw: ABCG2 (ATP-binding cassette subfamily G member 2) — cztonek 2 podrodziny G
transporterow ABC; ADSC (adipose-derived stem cells, adipose-derived stromal cells, adipose-derived
mesenchymal progenitor cells) —mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace z tkanki thuszczowej;
BMMSC (bone marrow mesenchymal stem cells) —mezenchymalne komdrki macierzyste pochodzace ze
szpiku kostnego; CDs (clusters of differentiation) — gronka roznicowania; DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium) —pozywka DMEM; DMEM/MCDB (Dulbecco's Modified Eagle's Medium/MCDB) —
pozywka DMEM/MCDB; ECM2 (extracellular matrix protein 2) — biatko 2 macierzy zewnatrzkomor-
kowej; FGF-2 (fibroblast growth factor 2) — czynnik 2 wzrostu fibroblastow; HGF (hepatocyte growth
factor)— czynnik wzrostu hepatocytow; HLA-DR, HLA-A, HLA-B, HLA-C (human leukocyte antigen
DR, 4, B, C) —ludzki antygen leukocytarny DR, A, B, C; HOXAS, HOXB6 (homeobox A5, B6) — geny
homeoboksu A5, B6; ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) — czasteczka adhezji migdzykomorko-
wej 1, CD54; ID1 (inhibitor of DNA binding I)— inhibitor 1 wiazania DNA; IGF-1 (insulin-like growth
factor 1)—insulinopodobny czynnik wzrostu 1; JAK3 (Janus kinase 3) —kinaza Janusowa 3; JNK (c-jun
N-terminal kinase) — kinaza c-Jun; MEK/ERK (mitogen/extracellular signal-regulated kinase (MEK)/
extracellular signal-regulated kinase (ERK)) — kinazy szlaku MEK/ERK; MEM (Modified Eagle's Me-
dium) — pozywka MEM; MMP 2 (matrix metalloproteinase 2) — metaloproteinaza 2 macierzy; MSC
(mesenchymal stem cells) — mezenchymalne komdrki macierzyste; NFIB (nuclear factor I/B) — czynnik



518 J. OLKOWSKA-TRUCHANOWICZ

jadrowy I/B; PBS (phosphate buffered saline) — bufor PBS, buforowana sl fizjologiczna; PDGF (plate-
let-derived growth factor) — plytkopochodny czynnik wzrostu; PLA (processed lipoaspirate cells) —
komorki otrzymane droga lipoaspiracji; SCFR (stem cell factor receptor) — receptor czynnika komorek
macierzystych, CD117, c-kit; SPARC (secreted protein acidic and rich in cysteine) — osteonektyna;
STAT1 (signal transducer and activator of transcription 1) — czynnik transkrypcyjny 1 posredniczacy
w dzialaniu cytokin i czynnikow wzrostu; STRO-1 — antygen komorek prekursorowych zrgbu szpiku
kostnego; SVF (adipose stromal-vascular cell fraction) — frakcja podporowo-naczyniowa tkanki thusz-
czowej; TGF-B (transforming growth factor /) — transformujacy czynnik wzrostu §; TIMP 1, TIMP 3
(tissue inhibitor of metalloproteinase 1, 3) — inhibitory tkankowe metaloproteinazy 1, 3; TNF-& (tumor
necrosis factor @) — czynnik martwicy nowotworow a; VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) —
czasteczka adhezji srédbtonka 1, CD106; VEGF (vascular endothelial growth factor) — naczyniowo-
srédblonkowy czynnik wzrostu; VLA-4 (very late antigen 4) — bardzo pdzny antygen 4, integryna 4 1,
CD49d/CD29; VLA-5 (very late antigen 5) — bardzo p6zny antygen 5, integryna aﬁl, CD49¢/CD29.

WSTEP

Narzady dorostego czlowieka stanowig rezerwuar somatycznych komorek macierzystych
(ang. adult stem cells). Wsrod nich wyréznia sie hematopoetyczne i mezenchymalne komorki
macierzyste, komoérki prekursorowe jelit, watroby, trzustki, oka, skory i tkanki nerwowej [1].
Mezenchymalne komorki macierzyste — MSC (ang. mesenchymal stem cells) izolowane z
tkanek dorostych maja zdolnos¢ do réznicowania w kierunku kosci, chrzastki, tkanki tuszczowe;,
migsni szkieletowych podczas hodowli w odpowiednich warunkach ze specyficznymi hormonami
i czynnikami wzrostu. Obecne sa u dorostego cziowieka w zrebie szpiku kostnego jako frakcja
komorek niechematopoetycznych, mozna je takze znalez¢ w okostnej, tkance thiszczowej i skorze
[1]. Od ponad 25 lat obiektem badan byly przede wszystkim komorki mezenchymalne
pochodzace ze szpiku — BMMSC (ang. bone marrow mesenchymal stem cells) czesto
okreslane jako podporowe komorki szpiku — MSC (ang. marrow stromal cells). W ostatnich
latach wzrosto zainteresowanie mezenchymalnymi komérkami macierzystymi pochodzacymi z
tkanki tluszczowej, ktore wehodza w sklad frakeji podporowo-naczyniowej tej tkanki (zrab,
komorki nieakumulujace thuiszczow). Komorki te okreslane sa mianem ADSC (ang. adipose-
derived stem cells, adipose-derived stromal cells lub adipose-derived mesenchymal
progenitor cells) [27]. Uzywany termin frakcja podporowo-naczyniowa tkanki thuszczowej —
SVF (ang. adlipose stromal-vascular cell fraction) ma zastosowanie do okreslenia subpopulacji
komorek otrzymanych bezposrednio po trawieniu tkanki thuszczowej kolagenaza i oddzieleniu
adipocytéw i erytrocytow [38]. Réwniez komorki pierwotnie nazywane preadipocytami
prawdopodobnie naleza do populacji tych komoérek [27]. W pismiennictwie spotykany jest takze
termin PLA (ang. processed lipoaspirate cells) okreslajacy komorki izolowane z fragmentu
tkanki pobranej droga lipoaspiracji [50, 49].

~ TKANKATEUSZCZOWA
JAKO ZRODL.O KOMOREK MACIERZYSTYCH

Frakcja podporowo-naczyniowa (SVF) tkanki thuszczowej jest heterogenng miesza-
ning komdrek $rdédblonka, komérek migsni gladkich, perycytow, leukocytow, komorek
tucznych i prekursoréw adipocytdw. Ponadto zawiera liczng populacje multipoten-
cjalnych komorek macierzystych (ADSC) zdolnych do réznicowania in vitro w
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komorki pochodzenia mezodermalnego (adipocyty, chondrocyty, osteocyty, miocyty)
[17, 49]. Taka mieszanina hodowana w warunkach podtrzymujacych wzrost komérek
mezenchymalnych, staje si¢ populacja bardziej jednorodng [14].

Tkanke tluszczowa jako zrodto komodrek macierzystych charakteryzuje wiele
korzystnych wlasciwosci. Wigkszos¢ opublikowanych doniesien dotyczy tkanki thusz-
czowej pozyskanej z warstwy podskornej, przewaznie podczas liposukeji. W trakcie
przypadku mozliwy jest powtarzalny dostgp do pobieranego materiatu za pomoca prostego
zabiegu, przeprowadzanego w miejscowym znieczuleniu [38]. Znaczenie ma zatem jak
najmniejsza inwazyjnos¢ metody, ograniczenie bolu i dyskomfortu pacjenta. Ponadto
mozliwa jest prosta izolacja komoérek z pobranej tkanki, oparta na trawieniu
enzymatycznym [38]. Co wigcej, z tkanki thuszczowej mozna uzyska¢ duza liczbe
komorek w poréwnaniu ze szpikiem kostnym [49]. Wyizolowane komorki daja si¢ tatwo
hodowac i utrzymuja swoje cechy przez wiele pasazy, charakteryzuja si¢ zdolnoscia do
powielania i roznicowania w obrebie jednego listka zarodkowego (do multipotencji) [36].
Wiekszo$¢ danych potwierdza teze, ze ADSC maja pordéwnywalng z BMMSC zdolno$é¢
do réznicowania w tkanki pochodzenia mezodermalnego [45, 49, 38]. Istnieja takze mniej
liczne doniesienia potwierdzajace zdolnos¢ tych komorek lub pewnej puli komorek sposrod
nich do réznicowania w tkanki o pochodzeniu endodermalnym i ektodermalnym. Ma to
ma swiadczy¢ o ich potencjale do przeksztalcania sie w komorki pochodzace ze
wszystkich trzech listkéw zarodkowych (o pluripotencji) [1, 38]. Ponadto ADSC nie
r6znia si¢ od BMMSC morfologia, fenotypem immunologicznym, odsetkiem izolowanych
komorek, czgstoscia tworzenia kolonii [17,11], kinetyka wzrostu, stopniem starzenia si¢
komoérek w hodowli ani wydajnoscia transdukcji genéw [45].

IZOLACJA I HODOWLA A WEASCIWOSCI KOMOREK

Pierwszg izolacj¢ komorek prekursorowych z tkanki tlhuszczowej, pochodzacej
od gryzoni opisal juz w 1964 roku Rodbell [35]. P6zniej ta metoda zostata zaadapto-
wana do izolacji komorek progenitorowych z ludzkiej tkanki thuszczowej [9, 24, 18,
37]. W 2001 roku zmieniono procedurg izolacji ADSC z wykorzystaniem materiatu
z liposukceji [7] oraz potwierdzono zdolnos¢ tych komorek do réznicowania sig, a
tym samym ich zastosowania w terapii klinicznej [7, 50, 37].

ADSC mozna fatwo wyizolowa¢ z materiatu pobranego droga resekcji chirurgicznej,
lipoaspiracji z uzyciem ultradzwiekdéw czy lipoaspiracji z uprzednim wstrzykiwaniem
ptynu rozbijajacego komorki tluszczowe, a nastgpnie hodowaé w standardowych
warunkach [38, 50]. Material pobrany droga chirurgiczna musi zosta¢ rozdrobniony
sterylnie w celu otrzymania fragmentéw wielkosci 0,5—1 cm?®. Pobrang tkanke nalezy
przeptukaé¢ sterylnym PBS i trawi¢ przy pomocy kolagenazy I 0,5-2 godziny w
temperaturze 37°C w warunkach wytrzasania. Po etapie filtracji na nylonowych sitach
dla oddzielenia wigkszych, niestrawionych fragmentéw tkanki i wirowaniu, pobiera si¢
oddzielone, osiadle na dnie komorki zrgbu. Erytrocyty wskutek wirowania znajduja si¢
w warstwie powyzej SVF (mozna je uprzednio usuna¢ specjalnym buforem do lizy),
natomiast adipocyty z wypelniajacym je thuszczem gromadza si¢ na powierzchni
odwirowanej mieszaniny. Komorki frakcji stromalnej zawiesza si¢ w standardowej
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pozywce, np. DMEM, i te, ktére ulegna adhezji do butelek hodowlanych stanowia
populacje ADSC. Komorki takie moga by¢ hodowane in vitro maksymalnie przez
okoto 15 pasazy, a takze przechowywane w stanie zamrozonym w —140°C [38].

Hattori [8] opracowal metod¢ wzbogacenia frakcji izolowanych komoérek myszy w
prekursory osteoblastow wykorzystujac réznice w adhezji komorek. Komorki, ktore przycze-
pialy sie juz po pot godzinie od czasu umieszczenia ich w butelce pokrytej warstwa kolagenu
typu L, uznano za populacje, ktéra roznicowata w kierunku osteoblastow lub adipocytow z
wiekszg efektywnoscia niz frakcje niewyselekcjonowane. Do klinicznego zastosowania
najbardziej korzystna wydaje si¢ by¢ izolacja ADSC i ich natychmiastowe podanie
pacjentowi, podczas jednego zabiegu. Eliminowatoby to relatywnie dluga procedure hodowli
komorek, jednak skutkowaloby podaniem heterogennych izolatéw SVF, jako ze nie istnieja
na razie skuteczne metody oddzielenia komérek macierzystych z tej frakeji [10]. Dla podjecia
funkcji regeneracyjnej izolaty SVF powinny zatem zawiera¢ wystarczajaca liczbe komorek
zdolnych do roéznicowania [10].

Fibroblastyczne ADSC sa podobne pod wzgledem morfologii do MSC z innych
tkanek, zarowno podczas izolacji jak i hodowli [25]. Na proliferacj¢ oraz zdolnos¢
réznicowania wyizolowanych komorek moga wpltyna¢ takie czynniki, jak: wiek dawcy,
typ tkanki thuszczowej (z6lta czy brunatna), lokalizacja (podskdrna czy trzewna tkanka
tluszczowa), sposob pobrania, warunki hodowli, ekspozycja na plastik, wyjsciowa
gestos¢ wysianych komorek, sktad pozywek hodowlanych [38].

Wykazano, ze sklad komorkowy SVF i zdolnos¢ komorek tej frakeji do roznicowania
u gryzoni mogg roézni¢ si¢ w zaleznoscei od pierwotnej lokalizacji tkanki thuszczowej [31].
Takze potencjal osteogeniczny ADSC izolowanych z tkanki thuszczowej trzewnej krolika
byl wiekszy niz komorek pochodzacych z tkanki podskornej [30].

W przypadku przeniesienia fragmentu skory wraz z podskorna tkanka ttuszczowa z okolicy
brzucha w wierzchni region dloni, w przypadku tego samego pacjenta, doszto do powigkszania
si¢ miejsca przeszczepienia autologicznego przeszczepu z kazdym przybieraniem na wadze
w okolicy brzusznej [6]. Przeniesione adipocyty mogly zachowaé wtasciwosci
charakterystyczne dla miejsca pochodzenia, zwiazane z réznym metabolizmem tkanek:
aktywnoscia lipolityczna, sktadem kwasow tluszczowych, profilem ekspresji genow [38]. Nie
jest jasne, czy ADSC stosowane w terapii komdrkowej rowniez moga wykazywac réznice
metaboliczne w zaleznosci od zrodta pobrania, czy jako komorki progenitorowe, zalezne sa
raczej od srodowiska (niszy), w ktorym zostang umiejscowione.

Tempo proliferacji i czas podwojenia populacji zalezne sa natomiast od procedury
pozyskania tkanki podczas zabiegu. W przypadku liposukcji z zastosowaniem
ultradzwigkow wyniki byly mniej korzystne od resekcji czy liposukcji po uprzednim
wstrzykiwaniu ptynu [28, 14]. Metabolizm i zywotnos¢ komorek nie réznig si¢ w
przypadku zastosowania standardowej liposukcji (pompy ssacej) i z uzyciem strzykaw-
ki [41]. Materiat otrzymany po lipoaspiracji zawiera zywe komorki [32]. Jest to
wygodniejsza metoda izolacji, m.in. z powodu zachowania wigkszej sterylnosci
pobieranego materiatu. Nawet bezposrednie zamrozenie w —140°C materiatu z
lipoaspiracji pozwala na otrzymanie wysokiego odsetka komorek zdolnych do réznico-
wania [33]. PLA otrzymane z lipoaspiracji cechuja si¢ multipotencja. Sa zdolne do
réznicowania w tkanki o pochodzeniu mezenchymatycznym [49].
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Wykazano, ze zdolnos¢ przylegania i proliferacji ADSC izolowanych od mlodych
dawcow jest wieksza [40]. U starszych dawcow zaobserwowano natomiast znaczne
wahania zdolnosci proliferacyjnych w zaleznosci od pacjenta [29], jednak zdolnosé¢
ADSC do roéznicowania pozostaje bez zmian bez wzgledu na wiek dawcy [40].

Réwniez procedura izolacji, jak i uzyte odczynniki, np. kolagenaza réznego
pochodzenia, moga wplyna¢ na otrzymanie populacji komoérek o odmiennych cechach
[38]. Przy roznicowaniu w kierunku adipocytow niska gegstos¢ wyjsciowa komorek
zwigksza wydajnos¢ tego procesu. Podobny skutek ma zastosowanie pozywki
DMEM/MCDB w porownaniu z a-MEM. Oba rodzaje pozywki sa roéwnie
efektywne w przypadku réznicowania w kierunku osteoblastow [20]. Stwierdzono,
ze pozywki dedykowane dla komodrek mezenchymalnych niwelujg roznice w tempie
proliferacji ADSC od réznych pacjentow [29]. Ponadto, sktad pozywek wptywa na
zréznicowanie ekspresji genéw. W przypadku ADSC znaleziono ich kilkaset [20].
Kontakt z plastikiem i czas jego trwania ma réwniez wplyw na ekspresje markerdw
powierzchniowych [27]. Niska zawartos¢ wapnia w pozywce oraz duze stgzenie
przeciwutleniaczy zwigkszaja tempo wzrostu i dlugos¢ zycia ADSC [21].

ADSC wykazuja podobna do BMMSC zdolnos¢ do réznicowania. Niektore ich
cechy, jak utrzymywanie potencjatu proliferacyjnego w hodowli oraz czgstos¢ tworzenia
kolonii, sa lepsze w poréwnaniu z BMMSC [20, 41]. Proliferacj¢ ADSC moga
stymulowac¢ in vitro: czynnik wzrostu fibroblastéw — FGF-2 (ang. fibroblast growth
factor-2) poprzez receptor FGF-2; sfingozylfosforylcholina oraz ptytkopochodny czynnik
wzrostu — PDGF (ang. platelet-derived growth factor) poprzez aktywacje kinazy
c-Jun — JNK (ang. c-jun N-terminal kinase), a takze onkostatyna M poprzez
aktywacje kinaz MEK/ERK (ang. mitogen/extracellular signaling kinase/
extracellular signal-regulated kinase) oraz poprzez szlak JAK3/STAT1 (ang. Janus
kinase 3/Signal Transducer and Activator of Transcription 1) [2, 12, 15, 42].

FGF-2 jest znanym czynnikiem stymulujacym proliferacje komorek i podtrzymujacym
zdolno$¢ roznicowania MSC. ADSC wydzielaja FGF-2 droga autokrynna utrzymuja w
ten sposob zdolnos¢ do samoodnowy. Wraz z namnazaniem si¢ komérek w hodowli spada
z czasem tempo proliferacji, klonogennos¢ i potencjal réznicowania. Jest to zwiazane ze
spadkiem ekspresji autokrynnego FGF-2, ktory moze zosta¢ zastapiony przez egzogenny
FGF-2 w pozywce. Traktowanie ADSC wydzielajacych FGF-2 specyficznym inhibitorem
receptora dla FGF znacznie obniza ich klonogennos$¢ i potencjat proliferacyjny. Ponadto
hamowanie kinazy 1 aktywowanej mitogenami (MEK1) ogranicza potencjal klonogenny
ADSC, lecz nie wplywa na ich zdolno$¢ do roznicowania. Wskazuje to na przynajmniej
czgsciowe uczestnictwo szlaku ERK1/2 w samoodnowie komoérek ADSC uzaleznionej od
FGF-2 [47]. Dhugos¢ zycia komorek progenitorowych z tkanki thuszczowej moze zostaé
wydluzona poprzez nadekspresj¢ genu ludzkiej telomerazy [13].

Wykazano, ze komérki ADSC wydzielaja wiele czynnikéw angiogennych, takich
jak: naczyniowy czynnik wzrostu $rédbtonka — VEGF (ang. vascular endothelial
growth factor), czynnik wzrostu hepatocytéw — HGF (ang. hepatocyte growth
factor) 1 insulinopodobny czynnik wzrostu | — IGF-1 (ang. insulin-like growth
factor 1) [38, 27]. Moze mie¢ to znaczenie dla zastosowania ich w terapii choréb
zwiazanych z niedokrwistoscia czy w inzynierii tkankowej, poniewaz pobudzanie
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wzrostu naczyn krwionosnych utatwia formowanie tkanki. Wydzielanie tych
czynnikéw moze by¢ zwigkszone pod wpltywem czynnika martwicy nowotworow —
TNF-a (ang. tumor necrosis factor-«) [46], ktory rowniez ulega ekspresji w ADSC
[16]. Nalezy jednak wyjasni¢, czy z uwagi na produkcje czynnikow angiogenezy
istnieje ryzyko promocji nowotworow zwigzane z zastosowaniem ADSC w terapii.
Podjeto juz proby wyjasnienia roli multipotencjalnych komorek zrebu w nowotwo-
rzeniu, gdyz ze wzgledu na swoje immunosupresyjne i proangiogenne wlasciwosci
moga, przynajmniej czesciowo, przyczyniac¢ si¢ do tego procesu. Z drugiej strony,
poniewaz MSC wzmagaja swoja migracje pod wplywem komodrek nowotworu, moga
okaza¢ sie skutecznym posrednikiem w antynowotworowej terapii genowej [19].

Wyjasnienie mechanizméw molekularnych proliferacji komorek progenitorowych
izolowanych z tkanki tluszczowej i produkcji przez nie réznych czynnikéw powinno
przyczyni¢ si¢ do opracowania skuteczniejszych metod ich izolacji, hodowli, a takze
skutecznych terapii z ich wykorzystaniem.

CHARAKTERYSTYKAMOLEKULARNA IMARKERY POWIERZCHNIOWE

Komisja ds. Mezenchymalnych i Somatycznych Komérek Macierzystych (ang.
Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee) Migdzynarodowego Towarzystwa
Terapii Komorkowej zaproponowata minimalne kryteria definiowania ludzkich
multipotencjalnych mezenchymalnych komorek podporowych [4]. Zgodnie z nimi
MSC to komorki, ktére: 1) przylegaja do plastiku w trakcie hodowli w standardowych
warunkach, 2) maja zdolnos¢ do réznicowania w kierunku osteoblastow, adipocytéw
i chondrocytow, 3) wykazuja ekspresj¢ markerow CD73, CD90 i CD105, 4) nie
wykazuja ekspresji markerow linii hematopoetycznej: c-kit, CD11b, CD14, CD19,
CD34, CD45, CD79« i ludzkiego antygenu leukocytarnego HLA-DR.

Mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace ze szpiku zostaly dokladnie
scharakteryzowane i opisane, natomiast charakterystyka fenotypowa ADSC jest nadal
niepetna. Niewiele opublikowano badan bezposrednio porownujacych ADSC z BMMSC
pod wzgledem profilu ekspresji genow oraz wystgpowania markeréw powierzchniowych
[46, 20]. Wydaja si¢ one by¢ w znacznym stopniu zblizone [25, 38]. Wiele jest natomiast
doniesien dotyczacych ekspresji genéw i markeréw powierzchniowych samych tylko
ADSC [28, 3, 41, 4, 26, 39, 23, 16]. Podejmowane sa liczne proby scharakteryzowania
fenotypu ADSC. Wsrdd analizowanych gendw i biatek znalazly si¢ rézne czynniki wzrostu
i ich receptory, integryny, biatka macierzy zewnatrzkomorkowej, proteazy, ktore
zaangazowane sa W procesy zapalne, przebudowy macierzy, angiogenezy, embriogenezy,
organogenezy, naprawy tkanek i gojenia ran [16].

Analiza ekspresji gendw za pomoca mikromacierzy wykazata nadekspresje 25 gendw w mezen-
chymalnych komérkach progenitorowych pochodzacych z tkanki thuszczowej, szpiku i pgpowiny, w
poréwnaniu z fibroblastami. Nadekspresja ta dotyczyla m.in. genu fibronektyny, biatka macierzy
zewnatrzkomoérkowe] — ECM2 (ang, extracellular matrix protein 2), czynnika jadrowego — NFIB
(ang. nuclear factor I/B), inhibitora wiazania DNA — ID1 (ang. inhibitor of DNA binding 1),
gendéw homeoboksu HOXAS, HOXB6 (ang. homeobox A5 i B6) Natomiast przy pordwnaniu
markerdw powierzchniowych MSC z tych trzech tkanek nie wykazano roznic w ich fenotypie [46].
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Wedlug innych badan
poréwnujacych BMMSC i ADSC,
wykazano roznice w ekspresji
markeréw powierzchniowych w
przypadku 24 gendéw oraz
zroznicowane wystepowanie 8
biatkowych markerow powierz-
chniowych. Jednakze odsetek
gendéw o zroznicowanej ekspresji
pomiedzy tymi dwoma zrodtami
komorek wynidst mniej niz 1%
zbadanych genéw [20, 38].

Profil wystepowania markeréw
powierzchniowych jest podobny dla
ADSC i MSC pochodzacych ze
szpiku. ADSC, podobnie jak
BMMSC, wykazuja obecnos¢
takich markerow jak: CD73, CDYO/
Thy-11CDI105/SH2, ktére shuza do
identyfikacji komorek o wielo-
kierunkowej zdolnosci do rozni-
cowania (markery komérek ma-
cierzystych). Obecne sq w ich blonie
takze takie czasteczki, jak: CD29
(integryna 3, odgrywajaca role w
angiogenezie), CD44 (receptor
kwasu hialuronowego, bioracy udziat
W T0ZWOju macierzy zewnatrz-
komdrkowej), CD49% (integryna et/
VLA-5 istotna dla adhezji komadrek
do fibronektyny), CD54 (ICAM-1,
bioraca udziat w odpowiedzi na
mediatory zapalenia i cytokiny),
CDT71, CD166 (bioraca udziat w
adhezji) i SH3 [27,43, 49, 22]. W
odroznieniu od BMMSC, ADSC
wykazuja obecnos¢ antygenu
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TABELA 1. Fenotyp molekularny ludzkich ADSC. Wykryte
i nieobecne wybrane transkrypty i markery powierzchniowe
[48, 44, 45, 16, 43, 38]. Wytluszczono czasteczki
wymagane, wykazane w kryteriach definiowania MSC [4].
* wykazujace rozmy wzor ekspresji w zaleznosci od populacji

komorek

Transkrypty i markery
powierzchniowe wykryte w
hADSC

Transkrypty i markery
powierzchniowe niewykryte
w hADSC lub wykryte

w <2% komorek

CD9

CD10

CDI13

CD29

CD44

CD49b*

CD49d*

CDA49%¢

CDS1

CD54

CD55

CD59

CD61*

CD73

CD90

CD10s

CD138*

CD140a*

CD146

CD166

HLA-A, -B, i-C (MHC Kklasy I)
Fibronektyna
Endomucyna

FGF-2, FGF-6, FGF-7
ASMA (aktyna akomorek
migsni gladkich)
Wimentyna

Kolagen typu I
SPARC (osteonektyna)
MMP 2

TIMP 1

TIMP 3

TGF-$

CD3
CD4
CDlla
CD11b
CDllc
CD14
CD15
CDl16
CD18
CD19
CD31
CD33
CD34
CD38
CD45
CD56
CD62e
CD62P
CD62L*
CD79«
CD80
CD104
CD133
CD144
HLA-DR (MHC klasy II)

CD243
ABCG2

MyD88

Lin

STRO-1*

¢Kit (CD117) *
CD106*

CD49d (integryna ¢, /VLA-4), podczas gdy nie maja markera MSC — CD106 (VCAM-1) [49, 44,
22]. Brak ekspresji ludzkiego antygenu leukocytamego HLA-DR (MHC Klasy II), obecnos¢ HLA-
ABC (MHC Klasy I) oraz wiasciwosci immunosupresyjne ADSC i vitro [ 34] sugeruja mozliwos¢
ich zastosowania w komdrkowej terapii allogenicznej jako altematywa dla BMMSC.

Sprzeczne doniesienia dotycza wystepowania czasteczek CD117 (c-kit/SCFR) i
STRO-1 (markery multipotencjalnosci) oraz CD106 [16, 44, 43, 38]. Obecnos¢ lub brak
niektorych markerow na powierzchni ADSC w zaleznos$ci od badanej populacji moze
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by¢ wynikiem zmiany fenotypu powierzchniowego komodrek wskutek procesu hodowli i
utraty zdolnosci komdrek macierzystych do wielokierunkowego rozwoju. Ekspozycja
komorek stromalnych tkanki thuszczowej na plastik w hodowli oraz czas tej ekspozycji
i rodzaj uzytej pozywki wydaja sie zmieniaé znaczaco fenotyp komoérek. Swiezo izolowane
ludzkie komorki frakceji podporowo-naczyniowej (SVF) wykazuja obecno$¢ markerow
charakterystycznych dla komérek hematopoetycznych i komoérek srodblonka, m.in. CD14,
CD34, CD45, CD144. Markery te zanikaja w hodowli po 3 do 5 dniach [27, 16],
prawdopodobnie wskutek wyodrebniania si¢ adherentnych ADSC ze zr¢bu. Istnieje zatem
potrzeba dokladniejszej charakteryzacji molekularnej multipotencjalnych komorek
mezenchymalnych otrzymanych z tkanki tluszczowej i odréznienia ich od pluripoten-
cjalnych prekursorow obecnych w zrebie tkanki thuszczowej [38].

Przeprowadzono takze pordwnanie obecnosci markeréw powierzchniowych na
bezposrednio izolowanych, niewyselekcjonowanych na podstawie adhezji do butelek
hodowlanych, komérkach frakcji stromalnej tkanki thuszczowej i dorostych adipocytach
za pomoca cytometrii przeplywowej [5]. W obu typach komorek wykazano obecnosé
CD10, CD13, CD34 (sic!), CD36, CD55, CD59 i CD65. Ekspresja CD36 i CD65 byla
na adipocytach dwukrotnie wigksza, natomiast CD13, CD34 i CD55 malata wraz ze
wzrostem zréznicowania, jednak CD34, uwazany za marker komorek macierzystych,
nadal byt obecny na zréznicowanych komorkach tkanki thuszczowej. Ponadto ADSC
réznicujace in vitro lub in vivo w funkcjonalne komorki pochodzenia mezodermalnego
(adipocyty, chondrocyty, osteocyty, miocyty, kardiomiocyty, komorki srodblonka i naczyn),
endodermalnego (hepatocyty i komorki endokrynowe trzustki) Iub ektodermalnego
(neurony), pod wptywem dobrze zdefiniowanych warunkéw hodowli i specyficznych
czynnikow wykazuja ekspresje specyficznych markeréw tych tkanek [22].

PODSUMOWANIE

Komorki progenitorowe izolowane z tkanki thuszczowej moga znalez¢ szerokie zastosowanie
w inzynierii tkankowej, terapii komdrkowej, a nawet terapii nowotworéw. Aby jednak skutecznie
wykorzysta¢ ich potencjal, niezbedna jest doktadna charakterystyka ich fenotypu i whasciwosci.
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