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Streszczenie: Badania nad medycznym zastosowaniem mezenchymalnych komorek macierzystych z
tkanki thuszczowej sg obecnie bardzo intensywne. Wiele nadziei wiaze si¢ z regeneracyjnymi i immuno-
modulacyjnymi mozliwosciami tych komorek. Niniejszy artykul stanowi przeglad literatury na temat
komorek mezenchymalnych z tkanki thuszczowej, ich potencjalu do odtwarzania wielu rodzajow tkanek
oraz modulowania odpowiedzi odpornosciowej organizmu. Krotko opisano rowniez fenotyp, wystepo-
wanie 1 warunki izolacji, jednakze gldéwny nacisk polozony zostal na mozliwosci klinicznego zastosowa-
nia tych komorek.

Stowa kluczowe: mezenchymalne komorki macierzyste tkanki thuszczowej, regeneracja, roznicowanie,
immunomodulacja, tkanka thuszczowa, zastosowanie medyczne.

Summary: Many studies on medical application of adipose-derived mesenchymal stem cells are currently
performed. Regenerative and immunomodulatory properties of these cells are very promising. In this
paper we review the literature concerning difterentiation potential of adipose-derived stem cells and their
effects on immune response. We demonstrate the clinical application of these cells and, shortly, their
phenotype and isolation methods.

Key words: adipose-derived mesenchymal stem cells, regeneration, differentiation, immunomodulation,
adipose tissue, medical application.

WSTEP

Bialg 1 brunatng tkankg tluszczowsq zasiedlaja somatyczne komorki macierzyste
pochodzenia mezenchymalnego — ADSC (adipose-derived stem cells). Maja one
zdolnos¢ roznicowania si¢ w rozne typy komorek, dzigki czemu moga odtwarzac
wiele tkanek, m.in. tkanke kostna, chrzgstna, tluszczowa, migsniowg czy nerwowa.
Ze wzglgdu na te wlasciwosci, tkanka tluszczowa jest obecnie rozpatrywana jako
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istotne zrodlo komoérek macierzystych, ktore mogg by¢ wykorzystane w medycynie
regeneracyjnej [76]. Oprocz tego ADSC wykazuja wlasciwosci immunomodulacyjne,
co sprawia, ze ich potencjalne zastosowanie poszerza si¢ o terapi¢ chorob
autoimmunizacyjnych [5,13]. Szczegolne zainteresowanie tymi komérkami wynika z
faktu ich duzej dostgpnosci oraz relatywnie latwego 1 nicinwazyjnego pozyskiwania.

KOMORKI MEZENCHYMALNE

Wsrod komorek macierzystych, inaczej zwanych komérkami pnia, wyrézni¢ mozna
embrionalne komorki macierzyste — ESC (embryonic stem cells) oraz somatyczne,
doroslte” komoérki macierzyste — ASC (adult stem cells) obecne w tkankach
dorostych organizmow. Wsrdd somatycznych komorek macierzystych mozna
wyodrgbni¢ wiele rodzajow w zaleznosci od miejsca pochodzenia: hematopoetyczne
komoérki pnia — HSC (hematopoetic stem cells), komérki macierzyste szpiku
kostnego — BMSC (bone marrow stem cells), komorki satelitowe migsni poprzecznie
prazkowanych, nerwowe komorki macierzyste oraz bgdace tematem niniejszej pracy
— komorki mezenchymalne tkanki tluszczowej (ADSC). Somatyczne komorki
macierzyste zazwyczaj uwaza si¢ za multipotentne, czyli takie, ktore moga si¢
roznicowaé tylko w komorki pochodzace z jednego, tego samego listka zarodkowego.
Jednak ich potencjal roznicowania jest bardzo niejednorodny, np. komorki satelitowe
migsni poprzecznie prazkowanych sa unipotentne — moga przeksztalcac si¢ tylko w
jeden typ komorek, podczas gdy komorki mezenchymalne z tkanki tluszczowej zdaja
si¢ by¢ nawet pluripotentne [84].

Mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace z tkanki tluszczowej zostaly
po raz pierwszy opisane przez Zuk i in. w 2001 roku [86] i wlasciwie od dekady
stanowia bardzo ,.goracy” temat badan eksperymentalnych we wszystkich labora-
toriach $wiata, a ich potencjalne, korzystne dzialanie badane jest praktycznie w
kazdej dziedzinie medycyny, od choréb autoimmunizacyjnych poczawszy, a na
kosmetologii skonczywszy. Co sprawia, ze ADSC ciesza si¢ az takim zaintereso-
waniem? Otoz przyczynia si¢ do tego kilka faktow. Po pierwsze, sa one bardzo
latwo dostgpne 1 wystepuja w duzych ilosciach w ludzkim organizmie. Odsetek
ADSC w tkance tluszczowej przekracza znacznie odsetek komoérek macierzystych
w szpiku kostnym (5% do 0,01%) [19]. Po drugie, i moze najwazniejsze, ADSC
maja wlasciwie nieograniczony potencjal roznicowania — nie tylko w kierunku
komérek o tym samym, mezodermalnym pochodzeniu, ale rowniez w komorki
pochodzenia ektodermalnego i endodermalnego.

WYSTEPOWANIE I IZOLACJA ADSC

Mezenchymalne komorki macierzyste wystgpuja zarowno w bialej, jak 1 w brunatnej
tkance tluszczowej. Jednak biala tkanka tluszczowa zawiera wigeej komorek pnia o
wysokiej aktywnosci proliferacyjnej. Po wyizolowaniu, mozna je w warunkach in vitro
szybko namnozy¢ [66]. Ich potencjal rdéznicowania jest rowniez wyzszy niz komorek
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otrzymanych z brunatnej tkanki tluszczowej [54]. Wystepuja tez pewne roéznice w
fenotypic ADSC w zaleznosci od tkanki, z ktdrej pochodza. Wlasciwosci ADSC z
bialej tkanki tluszczowej sa takze zroznicowane — komorki tkanki tlhuszczowej
podskomej proliferuja szybciej, ale roznicuja wolniej niz komorki tkanki thuszczowej
trzewnej [51]. Te obserwacje wskazuja, ze organizm ludzki dysponuje bogatym zrodlem
komorek macierzystych, ktore stanowig populacje heterogenna pod wzgledem
czynnosciowym. Z¢ wzgledu na potencjalne zastosowanie terapeutyczne, glgbsze
poznanie wlasciwosci ADSC jest sprawa ogromnej wagi.

Poniewaz odsetek ludzi otylych w populacji $wiatowej stale wzrasta, mozna
powiedzie¢, ze dostepnos¢ ADSC wlasciwie ciagle si¢ zwigksza. Co wigeej, ADSC
sq komorkami macierzystymi najlatwiejszymi do otrzymania. Do izolacji tych
komorek tkanka thuszczowa pobierana jest metoda liposukcji. Liposukcja jest metoda
relatywnie malo inwazyjna 1 ludzie poddaja si¢ jej dobrowolnie ze wzgledow czysto
estetycznych. Tak wigc bez problemu mozna ja wykonywaé rowniez dla celow
medycznych, czyli pobiera¢ ADSC do przeszczepdw autologicznych. Thuszez pobrany
podczas liposukeji plucze si¢ w odpowiednich buforach, po czym trawi w roztworze
kolagenazy 1. Po odpowiednich wirowaniach (optymalne jest wirowanie przy 1200g)
[38] otrzymuje si¢ gorng frakcje adipocytow oraz sedymentujaca frakcje komorek
zrebowych — SVF (stromal vascular fraction), w ktorej znajduja si¢ m.in. ADSC.
Frakcja SVF jest jednak bardzo heterogenna i poza ADSC moze zawieraé komorki
endotelialne (dojrzale 1 progenitorowe), komérki migsniowki gladkiej, perycyty,
fibroblasty oraz komoérki hematopoetyczne [42] (ryc.1). Dlatego w nastgpnym ctapic
zmierza si¢ do otrzymania populacji komorek wzbogaconej w ADSC. W tym celu
stosuje si¢ dwie metody. Najczescie] wykorzystuje si¢ zdolnos¢ ADSC do adhezji i
hoduje si¢ komorki frakcji SVF w plastikowych butelkach hodowlanych w podlozu
DMEM Iub DMEM/F12 z 10% surowica. W miarg trwania hodowli przezywaja
glownie przylegajace do podloza ADSC, a inne komoérki ging. Zwykle po kilku

Pobranie tkanki thiszczowe) —— Phikanie i trawienie —— Wirowanie
podczas liposukcji/operacji 1 zebranie frakeji SVF

Hodowla ADSC,

Badania in vitro «———— Rozmicowanie «———— proliferacja komédrek

l

Zastosowanie w klinice

RYCINA 1. Schemat izolacji komorek ADSC: SVF — frakcja komorek zr¢bowych, ADSC — komorki
mezenchymalne z tkanki thuszczowe;j

FIGURE 1. Schematic illustration of ADSC isolation: SVF — stromal-vascular fraction, ADSC — adipose-
derived stem cells
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pasazach hodowla zawiera wlasciwie wylacznie ADSC. Inny sposob otrzymania
wysoko oczyszczonej populacji ADSC polega na usunigciu komorek endotelialnych
1 hematopoetycznych, ktére znakuje si¢ przeciwcialami rozpoznajacymi charakterys-
tyczne dla tych linii markery powierzchniowe (CD45 1 CD31) [42]. Bardzigj
szczegolowe informacje na temat izolacji 1 wplywu warunkéw hodowli na wlasci-
wosci ADSC mozna znalez¢ w pracy przegladowej, ktora ukazala si¢ w Postgpach
Biologii Komorki w 2008 roku [49].

FENOTYPADSC

Doniesienia dotyczace zdefiniowania markerow powierzchniowych wystegpujacych
swoiscie na ADSC sg niespojne. Z wielu wynika, iz charakterystycznymi czastecz-
kami powierzchniowymi tych komoérek sa CD90 i CD105, jednak dane na temat
poziomu ekspresji tych czasteczek na ADSC czgsto si¢ rdznia [42,44.83]. Z kolei
informacje dotyczace szeregu innych markerow powierzchniowych nie zawsze sa
potwierdzane. Pomimo to Migdzynarodowe Towarzystwo Terapii Komorkowych (77e
International Society for Cellular Therapy) okreslilo jasne kryteria dotyczace
definiowania komoérek mezenchymalnych, w tym i komorek mezenchymalnych
pochodzacych z tkanki tluszczowej (tab. 1). W tych kryteriach wymienione sa trzy
glowne warunki: przyleganie do podloza, zdolnos¢ do rdéznicowania in vitro oraz

TABELA 1. Minimalne kryteria definiowania komoérek mezenchymalnych (wg zalecen
The International Society for Cellular Therapy )
TABLE 1. Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal stem cells (7he International Society
Jor Cellular Therapy statement)

Przyleganie do plastiku

Ekspresja ( 95%) CD105, CD90, CD73

Brak ekspresji (ponizej 2%) CD45, CD34, CD11b/CD14, D79¢/CD19, HLA-DR
Roznicowanie in vitro w kierunku osteoblastow, chondrocytow i adipocytow

DWW N~

ckspresja nastgpujacych czasteczek powierzchniowych: CD90 (Thy-1), CD105
(endoglina) oraz CD73 (ckto-5'-nukleotydaza). Aby uznaé, ze komorki sa pochodzenia
mezenchymalnego, poziom ekspresji tych czasteczek powinien by¢ wigkszy badz rowny
95%, a ckspresja markerow nieswoistych dla tej linii, tj. CD45, CD34, CD11b lub
CD14, CD79a lub CDI19 oraz HLA-DR, musi by¢ nizsza niz 2% [14]. Wsrdd
czasteczek ,,wykluczajacych™ CD45 jest markerem leukocytow, CD34 komorek
progenitorowych hematopoezy oraz komorek endotelialnych, CD11 oraz CD14 ulegaja
ckspresji na makrofagach i monocytach, CD79¢ 1 CD19 to markery limfocytow B,
zas HLA-DR wystgpuje na komoérkach mezenchymalnych tylko po stymulacji
IFN-y. Inne markery wystgpujace na powierzchni ADSC, co do ktorych doniesienia
literaturowe sa dos¢ spdjne, to HLA-ABC, CD29, CD49¢, CD51 [31].
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POTENCJAL ROZNICOWANIA

Tkanka tluszczowa pochodzi ze srodkowego listka zarodkowego 1, podobnie jak
szpik kostny, zawiera frakcj¢ komorek mezenchymalnych zdolnych do réznicowania
1 samoodnawiania [46]. Mezenchymalne komorki macierzyste tkanki tluszczowej,
zgodnie ze swoim pochodzeniem, wykazuja in vitro zdolnosé¢ do tzw. trans-
dyferencjacji, czyli do réznicowania w inne komorki pochodzenia mezodermalnego,
a wigc w: chondrocyty, osteoblasty, adipocyty, miocyty [86] oraz kardiomiocyty [78].
Jednakze, co jest szczegolnie interesujace, mogg si¢ roznicowac rowniez w komorki
pochodzenia ektodermalnego, np. neurony [30], oligodendrocyty [59]. komorki
Schwanna [34,79], komorki naskorka [70], oraz endodermalnego, jak hepatocyty czy
komorki wysepek trzustkowych [63.68]. W swietle tych danych wydaje si¢ wigc,
iz ADSC moga by¢, podobnie jak ESC, komoérkami pluripotentnymi, a nie
multipotentnymi [84]. Kierunki réznicowania ADSC przedstawiono na rycinie 2.

komoérki mezenchymalne z thanki
thiszezowej

komorki pochodzenia ektodermalnego | | komorki pochodzenia endodermalnego

v

neurony hepatocyty

oligodendrocyty komoérki pochodzenia mezodermalnego komorki beta trzustki

komdrki Schwanna
komdrki naskorka adipocyty
chondrocyty
osteoblasty
miocyty
kardiomiocyty

fibroblasty

RYCINA 2. Kierunki réznicowania komorek mezenchymalnych z tkanki thuszczowej
FIGURE 2. Difterentiation capacity of adipose-derived stem cells
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Adipogeneza

Wicle obserwacji wskazuje, ze ADSC mogg by¢ wykorzystane do regeneracji
tkanek migkkich. Ubytki w tkankach migkkich sa ogromnym problemem natury
estetycznej odbijajacym si¢ szeroko na zdrowiu psychicznym pacjentéw, a co za
tym idzie, na stanie calego organizmu [8]. Jak dotad brak jest implantow nadajacych
si¢ do efektywnej korekeji uszkodzen tkanek migkkich nastgpujacych np. po wycigeiu
guza czy w efekcie glebokich oparzen. T¢ luke moga wypelni¢ preadipocyty 1
ADSC, ktére ze wzgledu na swoje wlasciwosci wydaja si¢ by¢ dobrym materialem
do autologicznych przeszczepow korekcyjnych. W przeciwienstwie do adipocytow
dojrzalych preadipocyty nie zawieraja duzych kropli tluszczu, co sprawia, ze
przeszczep latwiej ulega rewaskularyzacji. Zuzywaja rowniez mniej tlenu, dzigki
czemu majq wigksze szanse na przezycie, zanim nastapi waskularyzacja przeszczepu.
Natomiast dojrzale adipocyty maja znacznie wigksze zapotrzebowanie na tlen i z
tego powodu po przeszczepie sa w stanie przezy¢ zaledwie 4 dni [73]. Co wigcej,
przeszczepy dojrzalych adipocytéw czesto powoduja powstawanie blizn oraz cyst
olejowych. Tych nieprawidlowosci nie obserwuje si¢ po przeszczepach ADSC, ktore
roznicuja si¢ w prawidlowa tkanke thuszczowa [61].

Adipogeneza jest zalezna przede wszystkim od receptora sterydowego — PPARy
(peroxisome proliferator-activated receptor y), ktory wystepuje w jadrze komor-
kowym, nalezy do rodziny receptorow aktywowanych przez proliferatory peroksy-
somow 1 pelni funkcje czynnika transkrypcyjnego. O kluczowej roli PPARy w
adipogenezie swiadczy fakt, ze w konsekwencji indukowanej doswiadczalnie
nadekspres;ji tego czynnika w fibroblastach czy miocytach, komorki te przeksztalcaja
si¢ w adipocyty [61]. W warunkach in vitro, podczas roznicowania ADSC w kierunku
adipocytow, dochodzi do aktywacji PPARy 1 powstania komorek, ktore wykazuja
cechy normalnych, dojrzalych adipocytow — zdolnos¢ do lipolizy po stymulacji
katecholaminami oraz sekrecji typowych adipokin, takich jak: adiponektyna czy leptyna.
Dzi¢ki temu, ze ADSC zachowuja potencjal adipogeniczny nawet po wiclu pasazach
[11], mozna z nich tworzy¢ banki komorek do odtwarzania tkanki tluszczowej.

Chondrogeneza

W warunkach in vitro ADSC przeksztalcaja si¢ w chondrocyty w hodowli
peletkowej (pellet culture), a takze wowczas gdy sa hodowane na roznorakich
rusztowaniach (np. agarozowych, zelatynowych, alginowych [4]). W podlozu
chondrogenicznym, zawierajacym TGF-3, deksametazon, insuling oraz askorbinian,
roznicujace si¢ ADSC wykazuja ekspresje¢ typowych markerow chondrogenezy —
Sox9, agrekanu, kolagenu 2 oraz wytwarzaja glikozaminoglikany macierzy zewnatrz-
komorkowej (GAG). Na ten proces wplywaja rowniez morfogeniczne biatka kosci
— BMP (bone morphogenic proteins) — BMP-6 oraz BMP-7. ADSC stymulowane
bialkiem BMP-7 wykazuja zwigkszona ekspresje agrekanu [36], zas BMP-6 zwigksza
ckspresj¢ zardwno agrekanu, jak 1 kolagenu II [17].

Zdolnos¢ ADSC do chondrogenezy potwierdzono rowniez iz vivo, w badaniach z uzyciem
zwierzat doswiadczalnych. Wykazano, ze przeszczepione krolikom ADSC wytwarzaja
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agrekan, kolagenu II, GAG 1 tworza nowa chrzastke [15]. Jak dotad, niestety, nie udalo si¢
jeszeze wyhodowa¢ z ADSC chrzastki majacej fizjologiczne wlasciwosci biomechaniczne.
W wielu pracach porownywano potencjat chondrogeniczny ADSC z innymi typami komorek
macierzystych. Wyniki tych prac dokumentuja, Ze jest on nizszy niz potencjal chondrogeniczny
komorek macierzystych ze szpiku kostnego [77]. Z drugiej jednak strony, inni badacze
udowodnili, ze w poréwnaniu z chondrocytami, powstajacymi z komorek macierzystych
pepowinowej tkanki lacznej (tzw. galarety Whartona), roznicujace si¢ ADSC wytwarzaja
macierz zewnatrzkomorkowa bardziej zblizona do tej produkowang) przez dojrzale, prawidiowe
chondrocyty [27]. Te obserwacje wskazuja, ze ADSC moga by¢ wykorzystane do regeneracji
chrzastki, ale konieczne sq dalsze badania zmierzajace do opracowania takich warunkow
chondrogenezy, aby otrzyma¢ tkanke jak najbardziej zblizona do fizjologiczngj.

Jesli te problemy zostana rozwiazane, to dzigki wlasciwosciom chondrogenicznym
ADSC moga znalez¢ zastosowanie przede wszystkim do odtwarzania zniszczonej
chrzastki stawowej w chorobach reumatycznych, takich jak:: choroba zwyrodnieniowa
stawow (ChZS) oraz reumatoidalne zapalenie stawoéw (RZS). Obie choroby sa nie
tylko powaznym problemem medycznym, ale takze spolecznym i ekonomicznym.
Ocenia si¢, ze w Polsce na przewlekla ChZS cierpi az 17% populacji oséb dorostych
1 jest ona najczgstsza przyczyna orzeczen rentowych z powodu nieurazowych choréb
ukladu ruchu [64]. Z kolei na RZS choruje w Polsce okolo 400 tys. osob, a
niepelnosprawnosc¢ lub kalectwo dotyka wigkszos¢é chorych [65]. Jest wigc
oczywiste, ze w leczeniu tych chorob istotnym celem jest nie tylko dazenie do
ograniczania procesow destrukeji struktur stawow, ale takze przywracanie prawidlo-
wych procesow naprawczych.

Osteoblastogeneza

Réznicowanie ADSC w osteoblasty zachodzi in vitro podczas hodowli w podlozu
osteogenicznym, zawierajacym deksametazon, 1,25-hydroksywitaming D3, glicero-
fosforan i askorbinian. Po okolo 2—-4 tygodniach hodowli w komérkach ulegaja
ekspresji geny charakterystyczne dla osteoblastow, kodujace Runx-2, Osterix,
BMP-2, osteopontyng, osteoklacyng. Stwierdza si¢ réwniez aktywnos¢ fosfatazy
alkalicznej oraz odkladanie fosforanu wapnia. Tak zroznicowane komorki dobrze
przylegaja do réznych rodzajow podloz i rusztowan. Zachowujg réwniez zdolnosci
osteogeniczne zarowno w warunkach in vitro, jak 1 in vivo. Podobnie do dojrzalych
osteoblastow sa one wrazliwe na nacisk mechaniczny, ktory indukuje w nich eks-
presje¢ gendéw kodujacych kolagen Il oraz cyklooksygenazg 2 (COX-2) [35].
Wydaje si¢, 1z potencjal osteogeniczny ADSC jest podobny do potencjalu komoérek
macierzystych szpiku kostnego [25], jednakze doniesienia na ten temat nie sg
jednoznaczne [26]. Z praktycznego punktu widzenia interesujace jest, ze ADSC z
tkanki tluszczowej trzewnej odznaczaja si¢ wigksza zdolnoscig do roznicowania w
osteoblasty niz ADSC z tluszczu podskdrnego [51].

Wobec tego, ze ADSC maja potwierdzone wlasciwosci osteogeniczne, moga one
znalez¢ szerokie zastosowanie terapeutyczne, np. w chorobach przebiegajacych z
destrukcja kosci (np. RZS), przeszczepach kosci, w celu uzupehiania ubytkoéw kostnych
po zlamaniach, czy w przypadku korekeji nieprawidlowych zrostow kosci. Badania na
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zwierzgtach dostarczaja bardzo zachgcajacych wynikow, potwierdzajacych te mozliwosci.
Po pierwsze Cowan 1 wsp. jako pierwsi wykazali, ze ADSC zachowuja zdolnos¢ do
osteoblastogenezy in vivo [10]. Z kolei badania Petersona i wsp. udowodnily, ze ADSC
transfekowane genem BMP-2 1 wszczepione myszom docieraly do migjsca uszkodzenia
kosci 1 skutecznie ja regenerowaly [52]. Co wigcej, sa juz przyklady zastosowania takiej
terapii u ludzi, aczkolwiek jak na razie malo liczne [40].

Miogeneza i kardiomiogeneza

W odpowiednich warunkach in vitro, ADSC moga roznicowac si¢ tez w miocyty
1 kardiomiocyty. Roznicowanie w miocyty (miogeneza) nastgpuje podczas hodowli
ADSC w podlozu zawierajacym 5% surowicg konska i kortykosteroidy (hydro-
kortyzon lub/i deksametazon). W takich hodowlach réznicujace si¢ komorki ulegaja
fuzji 1 tworza wielojadrowe tubule migsniowe (miotuby), wykazuja rowniez ekspresje
markeréw miogenezy [42]. Jednak potencjal ADSC do miogenezy nie jest tak duzy
jak innych komérek mezenchymalnych [67]. Pomimo to, stosujac ADSC przepro-
wadzono pomyslne doswiadczenia na mysim modelu dystrofii migsniowej Duchen-
ne'a. Domigsniowe podanie tych komorek chorym myszom doprowadzilo po 6
miesigcach do pojawienia si¢ genu dystrofiny az w 90% miofibrylli [57], co
przemawia za mozliwoscia terapeutycznego wykorzystania ADSC w tej chorobie.

Takze zdolnos¢ ADSC do réznicowania w kardiomiocyty zostala potwierdzona w
warunkach in vitro 1 in vivo. Spontaniczne roznicowanie ludzkich ADSC w
kardiomiocyty obserwowano hodujac je w podlozu DMEM/F12 z 10% surowica. Za
tym, ze ADSC ulegaly kardiomiogenezie przemawialo nabywanie przez te komorki
ckspresji gendw charakterystycznych dla miocytéw (troponiny I, troponiny T,
tropomiozyny 1 lekkiego lancucha miozyny II), kardiomiocytow (MEF2c, GATA4, Nkx2.5,
ANP, 3-MHC, MLC2v, ML(C2a) oraz kanalu wapniowego typu L [50]. W takich
hodowlach obserwowano rowniez rytmicznie kurczace si¢ kardiomiocyty [53]. W
roéznicowaniu ADSC w kardiomiocyty wazna role odgrywa wydzielany przez nie
naczyniowo-srodblonkowy czynnik wzrostu — VEGF (vascular-endothelial growth
factor), dzialajacy autokrynnie i parakrynnie na komoérki [78]. Przeszczep ADSC do
uszkodzonego miokardium myszy powodowal roznicowanie komérek w kardiomiocyty,
stymulowal angiogenezg¢ 1 w konsekwencji polepszal czynnos¢ serca [45]. Takze inne
badania, przeprowadzone na réznych zwierzgcych modelach zawalu migsnia sercowego,
potwierdzaja zdolnos¢ ADSC do naprawy obszarow serca objetych zawalem. U
zwierzat, ktorym przeszczepiono ADSC, stwierdzano zwigkszong liczbe kardiomiocytow
1 nasilong angiogenezg, oraz ograniczong apoptozg kardiomiocytéw 1 zmnigjszanie badz
climinacj¢ wldknienia tkanki migsniowej [50]. To korzystne dzialanie ADSC jest
spowodowane rowniez tym, ze maja one zdolnos¢ do réznicowania w komorki srodblonka
1 wlasciwosci proangiogenne. Poza wspomnianym juz VEGF, komorki ADSC wydzielaja
tez inne, zwiazane z angiogeneza czynniki: czynnik wzrostu hepatocytow (HGF),
lozyskowy czynnik wzrostu (PGF), czynnik wzrostu fibroblastow 2 (FGF-2), czynnik
transformujacy 8 (TGF-f) i angiopoetyne-1 [61].
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Neurogeneza

Komorki ADSC hodowane w duzej gestosci 1 w obecnosci surowicy moga
spontanicznie formowac zbite skupiska (kolonie), zwane . neurosferami”, zlozone z
mniejszych, okraglych komorek. Neurosfery rosna stabo przytwierdzone na powierz-
chni komorek adherentnych lub luzno plywaja. Po zebraniu i dalszej hodowli w
odpowiednim medium, réznicuja w komorki neuronopodobne [82]. W doniesieniach
opisywane sa rozne kompozycje podldéz neurogenicznych, ale najwazniejszymi
skladnikami sa: surowica i czynniki wzrostu — neuronalny czynnik wzrostu — NGF
(nerve growth factor) 1/lub neurotropowy czynnik pochodzenia mézgowego — BDNF
(brain-derived neurotrophic factor) [3,21,69]. W tym procesie réznicowania powstaja
komorki wykazujace ekspresj¢ markerow neurogenezy, m.in. MBP (myelin basic
protein), nestyny, kwasnego bialka wlokienkowego (GFAP), tubuliny SIII. Badania
przeprowadzone na zwierzgtach dokumentuja, ze wszczepienie ADSC uprzednio
poddanych neurogenezie powoduje regeneracje danych uszkodzen ukladu nerwowego
oraz poprawienie jego funkcji [6,30,32,37]. Ostatnio Wei 1 wsp. udowodnili, ze
terapeutyczne efekty podawania ADSC wynikaja z parakrynnego dzialania wydzie-
lanych przez nie czynnikow wzrostu [75]. Na podstawie wynikow tych badan podkresla
si¢, ze ADSC moga mie¢ potencjalne zastosowanie terapeutyczne w przypadku
uszkodzenia rdzenia kregowego, uszkodzenia 1 udaru mozgu.

Hepatogeneza

W podlozu hodowlanym wzbogaconym w HGF 1 zawierajacym onkostatyng M oraz
sulfotlenck dimetylu (DMSO), ADSC przeksztalcaja si¢ w komorki podobne do
hepatocytow — wytwarzaja albuming, a-fetoproteing (wczesny marker hepatogenezy),
mocznik oraz sa zdolne do pobierania lipoproteiny o niskiej gestosci — LDL (low
density lipoproteins) [63]. Podane dozylnic myszom ADSC migruja do watroby, a
migracja tych komorek nasila si¢ po czg¢sciowej hepatektomii [61]. Wiele grup
badawczych potwierdzilo juz, ze hepatocyty wyhodowane z komorek ADSC uczestnicza
w regeneracji watroby [58]. Obecnie bada si¢ molekularne mechanizmy roéznicowania
ADSC w hepatocyty [60], a takze opracowuje sposoby hodowli ADSC na okreslonych
rusztowaniach, aby uzyska¢ optymalne implanty do przeszczepow [74].

Inne kierunki roznicowania komoéorek ADSC

Opracowano takze metody uzyskiwania z ADSC komorek wysepek trzustkowych.
W roku 2006 Timper i wsp. opublikowali wyniki doswiadczen, w ktoérych otrzymali
z ADSC komorki wykazujace ekspresje markerow charakterystycznych dla komoérek
trzustki (Isl-1, Ipf-1 i Ngn3) oraz produkujace insuling, glukagon 1 somatostatyng
[68]. Takze ADSC transfekowane genem Pdx1 (czynnik transkrypcyjny odgrywajacy
istotng role w roznicowaniu komorek beta trzustki) roznicowaly w komoérki produ-
kujace insuling i obnizaly glikemi¢ in vivo [28].

Podj¢to juz pierwsze kliniczne proby wykorzystania tych komorek. W 2010 roku
u chorych na cukrzycg insulinozalezna przeprowadzono badanie polegajace na poda-
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waniu komorek ADSC produkujacych insuling razem z hematopoetycznymi
komorkami macierzystymi. Wyniki tych badan wskazuja na niewatpliwa korzysc¢
terapeutyczna — u chorych stwierdzono m.in. zmniejszone zapotrzebowanie na
egzogenna insuling oraz spadek stgzenia glikozylowanej hemoglobiny [72].

Udokumentowano réwniez, ze ADSC podtrzymuja regeneracje 1 roznicowanie
naskorka. Trottier 1 wsp. w 2008 roku wyhodowali in vitro ludzka skore, stosujac
ADSC jako komorki zrgbowe. Powstala warstwa epidermalna miala wszystkie
histologiczne cechy normalnego naskorka. Utworzyla si¢ takze cienka warstwa
rogowa zlozona z korneocytéw [70]. Z kolei Du 1 wsp. w zeszlorocznej pracy
dostarczaja dowodow na to, ze ADSC mozna in vitro réznicowa¢ w kierunku
keratocytow, czyli fibroblastow rogowki (corneal keratocytes) [16].

Te doniesienia wskazuja, ze ADSC moga znalez¢ szerokie zastosowanie w
medycynie, a pierwsze terapeutyczne proby z uzyciem tych komorek sa zachecajace.

WLASCIWOSCI IMMUNOMODULACYJNE

Oprécz wlasciwosci regeneracyjnych komorki mezenchymalne, a wige takze
ADSC, maja dzialaniec immunomodulacyjne. Przede wszystkim hamuja proliferacjg
limfocytow T 1 ograniczajg ich zdolnos¢ do podtrzymywania odpowiedzi immuno-
logiczno-zapalnej. W ko-hodowlach in vitro MSC zatrzymujg limfocyty T w fazie
GO0-GI1 cyklu komodrkowego [22]. Ten efekt moze by¢ jednak przelamany przez
IL-2 [81]. MSC wplywaja takze na profil cytokin wytwarzanych przez limfocyty T,
zmniejszaja wydzielanie IL-2, IFN-y, TNF-«, a zwigkszaja wytwarzanie 1L-4 [13].
Ograniczaja rowniez czynnos¢ cytotoksycznych limfocytow T — CTLs (cytotoxic
T lymphocytes), jednakze nie sa w stanie bezposrednio hamowa¢ funkcji aktywo-
wanych CTLs [56]. Mozliwe, iz MSC blokuja raczej proliferacj¢ CTLs, a nie ich
funkcje cytolityczne. Podobne, przeciwproliferacyjne dzialanie MSC obserwowano
w odniesieniu do innych komoérek ukladu immunologicznego. Wykazano, ze hamuja
one proliferacj¢ aktywowanych komorek NK oraz wytwarzanie IFN-y [1], a takze
proliferacj¢ limfocytow B, co moze by¢ czgsciowo efektem posrednim, gdyz
aktywacja limfocytow B w odpowiedzi na wigkszos¢ antygendéw jest zalezna od
limfocytow T [9]. Co bardzo istotne, MSC moga zapobiega¢ rozwojowi odpowiedzi
immunologicznej, ogranicza¢ jej przebieg i1 ulatwiaé jej wygaszanie. Immuno-
supresyjne dzialanie MSC jest konsekwencja tego, ze: (i) zarowno in vitro, jak i in
vivo podtrzymuja one powstawanie funkcjonalnych regulatorowych limfocytow T
(Treg) o fenotypie CD4°'CD25" oraz CD8'CD25+ [62], [43]. (ii) bezposrednio
oddzialuja na komorki dendrytyczne powodujac, iz zachowuja one niedojrzaly,
tolerogenny fenotyp charakteryzujacy si¢ zmniejszona ekspresja czasteczek MHC
klasy II, czasteczek kostymulujacych CD40, CD80, CD86 i obnizong sekrecja
IL-12 [12]. Co wigcej, MSC zwickszaja takze wydzielanie przeciwzapalnej IL-10
przez makrofagi, przyczyniajac si¢ do ograniczenia migracji neutrofilow i powodo-
wanego stresem oksydacyjnym zniszczenia tkanek [47]. Mezenchymalne komorki
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pnia moduluja odpowiedZz immunologiczna zaréwno przez bezposredni kontakt
komorka-komorka, jak réwniez przez wytwarzane czynniki. Migdzy innymi syntezuja
dioksygenez¢ indoleaminy (IDO) — enzym rozkladajacy tryptofan do kynurenin,
TGF-31, prostaglandyng E, (PGE)). HGF, antagonist¢ receptora dla IL-1 (IL-1Ra),
czasteczki HLA-G [74]. Wplyw komorek mezenchymalnych na komorki immuno-
kompetentne przedstawiono schematycznie na rycinie 3.

Badania oceniajace czynnos¢ ADSC potwierdzaja, ze rowniez te mezenchymalne
komorki macierzyste maja istotne wlasciwosci immunosupresyjne. Wykazano, ze in
vitro hamuja one proliferacj¢ allogenicznych, aktywowanych limfocytow [48.55]. W
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FIGURE 3. ADSC influence on immune cells. ADSC inhibit proliferation and effector function of T, B,
NK cells; inhibit DCs maturation thus promoting Treg cells generation; induce macrophages to IL-10
secretion contributing to neutrophils migration inhibition and oxidative stress limitation. These effects are
mediated by several factors: TGF-3, PGE - HGF, HLA-G, IL-1Ra and IDO activation, which metabolizes
tryptophan to kynurenine: IDO — indoleamine dioxygenase;, PGE .- prostaglandin 2; HGF — hepatocyte
growth factor; IL.-1Ra — IL-1 receptor antagonist; TGF-3 — transforming growth factor 8; HLA-G —
human leukocyte antigen G; Treg — T regulatory cell
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badaniach klinicznych udowodniono, ze podanie ADSC pacjentom z ostra, oporng
na terapi¢ sterydami, choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi — GvHD (graft
versus host disease), powodowalo cofnigcie choroby u 4 z 6 chorych [18].
Dobroczynny wplyw komorek ADSC obserwowano rowniez w przebiegu reumatoi-
dalnego zapalenia stawow (RZS). Gonzalez-Rey 1 wsp. w badaniach in vitro
wykazali, ze ADSC ograniczaly odpowiedz zapalng reumatoidalnych limfocytow T
oraz indukowaly limfocyty Treg [24]. Ta sama grupa opublikowala wyniki badan
na mysim modelu RZS dokumentujac, iz podanie ludzkich komérek ADSC zwickszalo
wytwarzanie i aktywacje limfocytow Treg CD4'CD25FoxP3" i rownoczesnie
hamowalo ekspansj¢ limfocytow Thl 1 Th17 o dzialaniu patogennym [23].

ZASTOSOWANIE ADSC W MEDYCYNIE I PERSPEKTYWY

Ze wzgledu na zdolnos¢ ADSC do odnowy roznych tkanck 1 wlasciwosci
imunomodulacyjne, potencjalne wykorzystania tych komorek macierzystych w
medycynie zdaje si¢ by¢ nicograniczone. Poza oczywistym uzyciem ADSC do
regeneracji tkanck pochodzenia mezodermalnego, czyli kosci, chrzastki, migsni 1
tkanki tluszczowej, dzialanie tych komorek okazuje si¢ korzystne w wielu innych
chorobach 1 stanach patologicznych — zawale serca, cukrzycy, udarze mozgu,
uszkodzeniach rdzenia krggowego 1 watroby. Prowadzone sa liczne badania
oceniajace skutecznos¢ terapeutyczng ADSC w roznych indukowanych dos$wiad-
czalnie chorobach u zwierzat, m.in. w mysim modelu choroby Huntingtona [39].
Niektore z tych prac wskazuja, ze ADSC moga znalez¢ zastosowanie nawet w
kosmetologii (niweluja powstawanie zmarszczek) [33], czy seksuologii (przywracaja
uposledzong erekcjg) [2.41].

Niezwykle wazna dziedzing medycyny, w ktorej moga by¢ wykorzystane
immunomodulacyjne wlasciwosci ADSC, sg choroby o podlozu immunologicznym,
stanowiace obecnie ogromny problem zdrowotny. Prowadzone sa juz badania oceniajace
wplyw ADSC na przebieg chorob alergicznych [7] 1 autoimmunizacyjnych [20,23].

Jak dotad opisano juz kilka prob zastosowania ADCS w praktyce klinicznej.
Pierwsze nastapilo w roku 2004, kiedy uzyto ADSC wraz z przeszczepem kosci u
kilkuletniej dziewczynki z uszkodzeniami czaszki 1 twarzy [40]. Ostatnio opublikowano
zachecajace wyniki badan klinicznych II fazy, w ktorych oceniano skuteczno$é
terapeutyczna podawania ADSC w leczeniu przetok okoloodbytniczczych w chorobie
Lesniowskiego-Crohna [20]. Inne badania kliniczne dotycza nietrzymania moczu [80],
choroby GvHD [18] oraz cukrzycy typu I [72].

Przeglad najnowszych doniesien wskazuje, ze komorki mezenchymalne z tkanki
thuszczowej staly si¢ obecnie jednym z najszerzej i najdoglebniej badanych tematow.
Czy faktycznie ich zastosowanie obejmie tak wiele dziedzin, jak mogloby si¢ dzis
wydawaé¢ — czas pokaze. Tym niemniej juz teraz mozemy mowi¢ o pewnym
przelomie w stosowaniu komorek macierzystych. Albowiem mamy do dyspozycji
ADSC - . dorosle” komoérki o szerokim potencjale réznicowania, a ich uzycie, w
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przeciwienstwie do embrionalnych komorek macierzystych, nie stwarza rozterek
etycznych. Dodawszy fakt latwej dostgpnosci ADSC oraz stale wzrastajacego
odsetka ludzi otylych, rozporzadzamy praktycznie nieograniczonym zrodlem
samoodnawiajacych si¢ komorek, ktore moga zregenerowaé bardzo wiele typow
tkanek oraz lagodzi¢ przebieg cigzkich chorob.
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