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PRACA POGLADOWA

Charakterystyka komorek macierzystych
wystepujacych w tozysku ludzkim

Characteristics of stem cells occurring in human placenta

Karolina Smorzyk

STRESZCZENIE

Potencjalnie, tak duzy narzad jak fozysko ludzkie powinien by¢ wydajnym
zrodtem komorek macierzystych. Pobieranie tozyska nie budzi kontrower-
sji. Izolacja komorek z poszczegblnych warstw tego narzgdu jest proce-
sem kilkuetapowym. Z czesci ptodowej tozyska ludzkiego wyizolowano:
komorki nabtonka owodni (hAEC), mezenchymalne komoérki podscieli-
ska owodni (hAMSC), mezenchymalne komorki podscieliska kosmowki
(hCMSC) oraz komorki trofoblastu kosmowki (hCTC). Wsrod tych ko-
morek wykazano obecno$¢ komoérek macierzystych posiadajacych cechy
pluripotencjalnosci. Pochodzace z tozyska komorki macierzyste wykazuja
ekspresje markeréw specyficznych dla embrionalnych komoérek macie-
rzystych (SSEA-3, SSEA-4, TRA1-60, TRA1-81), a takze majg zdolnos¢ do
réznicowania sie w kierunku komoérek reprezentujacych trzy listki zarod-
kowe: mezoderme, endoderme i ektoderme, np. do adipocytéw, osteo-
blastow, chondrocytéw, endoteliocytow, komoérek miesnia szkieletowe-
go, kardiomiocytow, neuronéw, komorek glejowych, komorek trzustki
i hepatocytow. Komorki izolowane z tozyska ludzkiego charakteryzujg sie
niskg immunogennoscia i nie wykazujg tendencji do transformacji nowo-
tworowej po przeszczepieniu zwierzetom doswiadczalnym. Komoérki ma-
cierzyste pochodzace z tozyska ludzkiego wydaja sie¢ wartoSciowg popula-
cja komorek dla medycyny regeneracyjnej oraz w leczeniu wielu chorob,
do tej pory nieuleczalnych.

SEOWA KLUCZOWE
komorki macierzyste, tozysko ludzkie, hAAEC, hAMSC, hCMSC

ABSTRACT

Such a large organ as human placenta could be potentially a very effi-
cient source of stem cells. In addition, taking of this organ is not inva-
sive and controversial process. Isolation of cells from different layers of
the placenta is divided into several stages. From fetal part of human
placenta hAEC (human amniotic epithelial cells), hAMSC (human am-
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niotic mesenchymal stromal cells), hCMSC (human chorionic mesenchymal stromal cells)
and hCTC (human chorionic trophoblastic cells) can be isolated. Among these cells are pre-
sent stem cells, which are characterized by pluripotency. Stem cells derived from placenta ex-
press markers specific for embryonic stem cells (SSEA-3, SSEA-4, TRA1-60, TRA1-81), and they
have the ability to differentiate towards cells representing three germ layers: mesoderm, endo-
derm and ectoderm, for example: adipocytes, osteoblasts, chondrocytes, endotheliocytes, skele-
tal muscle cells, cardiomyocytes, neurons, glial cells, pancreatic cells and hepatocytes. Cells iso-
lated from human placenta are also characterized by low immunogenicity and tumorigenici-
ty after implantation to the animals. Placenta-derived stem cells seem to be valuable population
of cells for regenerative medicine and in a treatment of terminal diseases.

KEY WORDS
stem cells, human placenta, hAEC, hAMSC, hCMSC

wdrozeniu zarodkowych KM do terapii ko-
morkowej [2,4,6].

Lozysko ludzkie umozliwia rozwdj ptodu, bio-
rac udziat w wymianie gazowej, odzywianiu,
usuwaniu szkodliwych metabolitow i wydziela-
niu hormonéw. Pod koniec trwania cigzy ma
ono ksztatt dysku o Srednicy 15-20 cm, grubo-
Sci 2-3 cm i wadze 0,5-0,6 kg. Tak duzy narzad
jest potencjalnie bardzo wydajnym Zrodtem
komorek. Pobieranie tozyska nie budzi kontro-

WSTEP

Komorki macierzyste (KM) dzigki swym uni-
kalnym cechom stwarzaja nadzieje na opraco-
wanie skutecznych metod terapii choréb nie-
uleczalnych. Takie cechy, jak potencjalnie nie-
ograniczona liczba podzialéw oraz mozliwos¢
réznicowania do wyspecjalizowanych typow
komoérek reprezentujacych kazdy z trzech list-

kow zarodkowych moga spowodowac, ze KM
stang sie podstawowym narzedziem w medy-
cynie regeneracyjnej. Wymaga to jednak efek-
tywnych i prostych metod izolacji duzej liczby
komorek oraz sterowania ich proliferacja i r6z-
nicowaniem [1,2]. Wspotczesnie KM pobiera
sie z wielu tkanek, m.in. ze szpiku kostnego,
krwi pepowinowej, krwi obwodowej, tkanki
facznej, miesni szkieletowych czy miazgi zeba
[2,3,4]. Ze wzgledu na zdolnosci r6znicowa-
nia, KM dzieli sie na totipotencjalne, pluripo-
tencjalne, multipotencjalne i unipotencjalne
[5]. Tylko embrionalne KM w poczatkowym
stadium rozwoju sg totipotencjalne, czyli zdol-
ne do réznicowania do wszystkich typéw ko-
morek organizmu oraz poptodu [5]. Pobieranie
KM zarodkowych na etapie blastocysty wywo-
luje jednak wiele problemoéw natury etycznej,
religijnej i prawnej, poniewaz przerywa natu-
ralny rozwéj zycia ludzkiego. Dlatego poszu-
kuje si¢ niezarodkowych KM, cechujacych sie¢
pluripotencjalnoscig. Ograniczeniem stosowa-
nia KM pozazarodkowych s3 inwazyjne me-
tody pobierania, mata liczba komorek, ktora
zmniejsza si¢ dodatkowo z wiekiem, oraz ry-
zyko zanieczyszczenia komorkami matczyny-
mi. Zastosowanie w praktyce medycznej KM
pochodzacych z tozyska ludzkiego mogtoby
zapobiec wielu problemom, towarzyszacym

wersji moralnych i etycznych [2,4].

IZOLACJA, HODOWLA | MORFOLOGIA KOMOREK
Z CZESCI PEODOWEJ £EOZYSKA

W czesci ptodowej tozyska wyrdznia si¢ owod-

nie pokryta nabtonkiem i zro$nietg z kosmow-
ka, wraz z ktérg tworzy ptyte kosméwkowa.
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Ryc. 1. Plyta kosmowkowa tozyska ludzkiego (barwienie
hematoksyling i eozyna) bedaca miejscem lokalizacji komaérek
hAEC (nabtonek owodni), hAMSC (mezoderma owodni), hCMSC
(mezoderma kosméwki) i hCTC (trofoblast kosmowki).

Fig. 1. The chorionic plate of the human placenta (hematoxy-
lin/eosin staining), which is the location of cells hAEC (amniotic
epithelium), hAMSC (amniotic mesoderm), hCMSC (amniotic
mesoderm), hCMSC (chorionic mesoderm) and (chorionic tro-
phoblast).
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Z tkanek tych mozna wyizolowa¢ kilka popu-
lacji komoérek, takich jak: pochodzace z epi-
blastu komorki nabtonka owodni (human am-
niotic epithelial cells - hAEC); mezenchymalne
komorki podscieliska owodni (human amnio-
tic mesenchymal stroma cells — hAMSC); mez-
enchymalne komoérki podscieliska kosmoéwki
(chorionic mesenchymal stromal cells —hCMSC)
pochodzace z hipoblastu oraz komoérki trofo-
blastu kosmoéwki (chorionic trophoblastic cells
— hCTC) (ryc. 1) [1,2]. Btona owodni ma po-
wierzchnie od 700 do 1200 cm? [6]. Komorki
nabtonka owodni w trakcie rozwoju sg odda-
lone od centrum organogenezy, nie otrzymuja
czynnikéw wzrostu, odpowiednich sygnatow
do réznicowania i dlatego najdtuzej zachowu-
ja cechy pluripotencjalnosci [7].

W celu izolacji komérek tozysko powinno by¢
pobrane w trakcie cesarskiego ciecia, ponie-
waz wykazano mniejsze ryzyko zanieczysz-

czenia bakteriami tak pobranego narzadu,
w przeciwienstwie do tozyska pobranego
w trakcie porodu naturalnego [1]. Izolowanie
komorek z tozyska przebiega w kilku fazach
(ryc. 2). Jednym z podstawowych etapow jest
trawienie enzymatyczne, przy czym izolacja
komorek z poszczegdlnych warstw tozyska
moze rozni¢ si¢ zastosowanymi enzymami,
takimi jak: dyspaza, trypsyna czy kolagenaza,
ich stezeniami oraz czasem inkubacji z enzy-
mem. Hodowle KM in vitro prowadzane sg
z zastosowaniem réznych pozywek oraz czyn-
nikoéw wzrostu [4,8,9].

Hodowle przeprowadza si¢ zwykle w tempe-
raturze 37°C przy zawartosci 5% CO, w at-
mosferze inkubatora [8] Odpowiednia ggstos¢
komorek w hodowli, wynoszaca od 1 do 1,2
x 10%/cm?, umozliwia interakcje miedzy nimi,
a takze powoduje spowolnienie procesu sta-
rzenia si¢. W hodowli stosuje si¢ pozywke

I

| przygotowanie fragmentu tkanki |

| kilkakrotne przeptukanie PBS |

| pocigcie na kawatki |

trawienie enzymatyczne

hAEC hAMSC
dyspaza Il trypsyna + kolagenaza
lub lub
trypsyna+EDTA kolagenaza + DNaza
lub lub

1. dyspaza, pozniej
kolagenaza + DNaza, aby
uzyska¢ hAMSC i hCMSC
2. pozostaty materiat trawi

si¢
trypsyna
[1,4,5]

dyspaza, pézniej
kolagenaza + DNaza
[1.4]

hCMSsC
dyspaza Il +PBS +kolagenaza
Il /kolagenaza A

hCTC
1. dyspaza, pézniej
kolagenaza +

lub DNaza, aby uzyska¢
kolagenaza + DNaza hAMSC i hCMSC
lub 2. pozostaty materiat
dyspaza, pézniej trawi sie
kolagenaza + DNaza trypsyna
[147] [4]

| zawieszenie w pozywce |

| filtrowanie |

| odwirowanie komoérek |

+ 14 x 10°hCMSC, 184 # 61x 10°hCTC [4,9,10].

x 108hCTC [4,9,10].

Ryc. 2. Schemat izolacji komérek z czedci ptodowej fozyska ludzkiego. Poczatkowo mechanicznie oddziela sie owodnie od kosmowki,
a nastepnie materiat oczyszcza sie z krwi przez kilkakrotne przeptukanie PBS z penicyling i streptomycyna. W dalszych etapach tkanki tnie sie
na mate kawatki, ktore traktuje sie odpowiednimi enzymami. Uzyskany materiat z poszczegdlnych proceséw enzymatycznych filtruje sie przez
sito i odwirowuje w temperaturze 4°C. Wykazano, ze z pojedynczego tozyska mozna otrzymac 24 + 10 x 10°hAMCS, 147 £ 42 x 10°hAEC, 21

Fig. 2. Isolation scheme of cells from fetal part of human placenta. Initially, amnion from the chorion is separated mechanically, then the mate-
rial is purified from the blood by flushing several times with PBS, penicillin and streptomycin. In further stages the tissue is cut into small pieces,
which are treated with respective enzymes. The resulting material from various enzymatic processes, is filtered trouhg the sieve and centrifuged
at 4°C. It was shown that from the single placenta can be obtained 24 =+ 10 x 10°hAMCS, 147 + 42 x 10°hAEC, 21 + 14 x 10°hCMSC, 184 =+ 61
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DMEM lub K-DMEM z dodatkiem pirogronia-
nu sodu, ptodowej surowicy bydlecej (5-10%),
L-glutaminy, 2-merkaptoetanolu, antybioty-
kow, antymykotykéw, aminokwaséw endo-
gennych i czynnikéw wzrostu, m.in. naskor-
kowego czynnika wzrostu (epidermal growth
factor — EGF), zasadowego czynnika wzrostu
fibroblastow (basic fibroblast growth factor —
bFGF) lub transformujgcego czynnika wzrostu
(transforming growth factor — TGF) [9]. Komo6rki
nabtonka owodni proliferuja od 2 do 6 pasazy
i charakteryzuja si¢ Srednig wielkoScia i szes-
ciennym ksztattem [1]. Po barwieniu barwni-
kiem May-Grunwalda-Giemsy uwidaczniaja
sie centralnie lub ekscentrycznie potozone
jadro z 1-2 jaderkami oraz obfita cytoplazma
zawierajaca wakuole. hAEC wykazuja homo-
genng morfologie, ale heterogenny fenotyp, co
moze $wiadczy¢ o obecnosci roznych subpopu-
lacji komorek [2]. Natomiast hAMSC i hCMSC
proliferuja od 5 do 10 pasazy, przy czym dtuzej
z tkanki pobranej w trymestrze I niz w III [10].
Proliferacja hAMSC juz po 2 pasazu ulega spo-
wolnieniu [1]. hCMSC i hAMSC wykazuja
morfologie fibroblastéw, ktoéra utrzymuje sie
do konca proliferacji [4].

hAEC i hAMSC wydajg si¢ by¢ lepszym Zrod-
tem KM niz hCTC poniewaz zawierajg tylko
komorki pochodzenia ptodowego. Badania
polimorfizmu locus D1580 wykazaty bowiem,
ze populacje hCTC zawieraty zaréwno ptodo-
we, jak i matczyne allele, a hAMSC i hAEC
tylko allele ptodowe. Co ciekawe, hCMSC po-
czatkowo wykazywaly obecnos¢ tylko alleli
ptodowych, lecz po 2-3 tygodniach hodowli
pojawily sie takze matczyne. Obecnos¢ alle-
lu matczynego $wiadczy o mozliwosci zanie-
czyszczenia krwig matki podczas izolacji lub
aktywnej inwazji komérek matki do kosmow-
ki w trakcie ciazy [4].

Dodanie do hodowli czynnikéw wzrostu peini
bardzo wazng funkcje, podobnie jak podczas
trwania fizjologicznej cigzy, ktorej towarzyszy
wzrost poziomu EGF w plynie owodniowym.
Komorki w obecnosci czynnikéw wzrostu
szybko tworza pojedyncza warstwe przylega-
jaca do naczynia, a Sredni czas podwojenia
komoérek w tym wypadku wynosi 38,4 godzi-
ny. Bez czynnika wzrostu proliferacja ustaje
i tworzg sie olbrzymie komoérki wielojadrowe
(giant multinuclear cells). Silny wzrost komo-
rek in vivo moze by¢é hamowany przez IL-6,
dlatego postuluje sig, ze za proliferacje moze
odpowiada¢ réwnowaga miedzy EGF a IL-6
[3,6,11].

MARKERY KOMOREK IZOLOWANYCH Z tOZYSKA
LUDZKIEGO

W 2006 r. The Mesenchymal and Tissue Stem
Cell Committee of the International Society of
Cellular Therapy przyjeto nastepujace kryteria
definiujace ludzkie mezenchymalne KM: zdol-
no$¢ do adhezji do podloza, wystepowanie
specyficznych antygendéw powierzchniowych,
r6znicowanie w kierunku jednej lub wiecej
linii komoérkowych, np. w kierunku komoé-
rek kosci, komorek chrzestnych, adipocytow
i komorek naczyn oraz zdolno$¢ formowania
kolonii fibroblastow (fibroblast colony forming
units — CFU-F) [12]. Wprowadzono takze de-
finicje immunofenotypowa dla ludzkich me-
zenchymalnych KM, ktora okreSla, ze przy-
najmniej 95% populacji tych komoérek powin-
no wykazywac¢ ekspresje markeréw CD105
(biatko E9), CD73 (L-VAP-2) i CD90 (Thyl),
a antygeny CD45 (LCA - leukocyte common
antygen), CD34 (gp105-120), CD14 (LPS-R),
CD11, CD79a (Ig-a), CD19 (Leu-12) i HLA
klasy II (antygen gtéwnego uktadu zgodnosci
tkankowej cztowieka) powinny by¢ obecne
w mniej niz 2% tej populacji [11].

W 2008 r. objeto tymi kryteriami takze ko-
morki wyizolowane z tozyska, przyjmujac
ze zanieczyszczenie materiatem matczynym
w probce nie powinno przekraczaé 1% [1]. Ko-
morki macierzyste z tozyska charakteryzuja sie
ekspresja marker6w zaréwno mezenchymal-
nych, hematopoetycznych, jak i zarodkowych.
Jednak poszczegblne komorki reaguja w roz-
nym stopniu z przeciwcialami przeciw okre-
Slonym antygenom, co sugeruje, ze znajdujq
sie na r6znych etapach zr6znicowania [6].

W badaniach komoérek izolowanych z tozysk
ludzkich wykazano, ze zardéwno na hAEC
jak i na hAMSC oraz hCMSC pojawiajg sie
takie markery, jak CD105, CD90, CD73,
CD44 (ECMR 3 - extracellular matrix recep-
tor-3), CD29 (VLA-beta — very late activation
antygen-beta), HLA-ABC, CD13(gp150), CD10
(gp100), CD166 (ALCAM - activated leukocyte
cell adhesion molecule), CD49e (VLA-5 — very
late activation antigen 5). Wszystkie te popula-
cje cechuje brak ekspresji dla CD14, markera
charakterystycznego dla monocytéow, CD34,
CD45, HLA-DR i CD133 (PROML1 - prominin-
like-1), ktore znajduja si¢ na komorkach glio-
blastomy, a takze CD117 (c-kit) oraz CCR4
(CC - chemokine receptor 4). Nieobecnos¢ eks-
presji CD34 $wiadczy o braku zanieczyszcze-
nia hematopoetycznymi KM pochodzacymi
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z krwi pepowinowej [1,3,10]. Ekspresja CD90
(Thy-1) w $wiezo wyizolowanych hAEC jest
na niskim poziomie, jednak szybko wzrasta
podczas hodowli i juz po 6 dniach jest obec-
na na 50% komorek [3,6]. Swiezo wyizolowa-
ne hAEC nie wykazuja ekspresji wimentyny,
ktéra jest uznawana za marker fibroblastow,
miocytow, komoérek Sroédbtonka i komorek
nerwowych, jednak w trakcie trwania hodow-
li reaguja one z przeciwciatem przeciw temu
antygenowi. Cytokeratyna, bedaca markerem
komorek nabtonka, a takze CD9 (p24) oraz in-
tegryny a6 i B1 wystepuja w prawie wszystkich
komorkach nabtonka owodni [6]. Dodatkowo
na hAEC obecne s3g FOXD3 (forkhead box D3),
GDEF3 (growth/differentiation factor-1), CD349,
POUSEF1 (POU domain, class 5, transcription fac-
tor 1), CFC1 (FRL-1), DPPA3 (developmental
pluripotency-associated protein 3), PROM1 (prom-
inin 1), PAX6 (paired box 6), CD140b (PDG-
FRB - provided platelet-derived growth factor
receptor, beta polypeptide), GCTM2, ABCG2/
BCRP (ATP-binding cassette transporter G2,
BCRP1), CD9, CD24 (SCLC - surface antigen
cluster-4), E-kadheryna (CD324) oraz c-met
(receptor HGF) [1,3,6,10]. Takie markery, jak
CD54 (ICAM-1 - intercellular adhesion molecu-
le 1), CD349, CD140b i CD271 (PDL1 - pro-
grammed death-1 ligand 1) wykazuja ekspresje
tylko na hAMSC i hCMSC. Ponadto hAMSC
i hCMSC charakteryzuja si¢ brakiem ekspre-
sji CD3, CD31 (PECAM-1 - platelet-endothelial
cell adhesion molecule 1) oraz CD324. Ekspresja
antygenéow CD49d (integryna o4), CD49c (in-
tegryna a 3) i CD71 (OKT9) na hAMSC odr6z-
nia je od hAEC [1,8,10].

Potencjalnym markerem mezenchymalnych
KM jest CD271 (LNGEFR-low-affinity nerve
growth factor receptor), poniewaz komorki ce-
chujace si¢ jego ekspresja charakteryzuje wy-
soki potencjat klonogenny i réznicowania do
komorek kosci i tkanki ttuszczowej. Wykaza-
no, ze ekspresja antygenu CD271 w hAMSC
i hCMSC byta na zmiennym poziomie. Ekspre-
sja CD271 w populacji mezenchymalnych KM
szpiku kostnego (BM-MSC — bone marrow-de-
rived mesenchymal stem cells) byta z reguty na
wyzszym poziomie w poréwnaniu z komor-
kami tozyskowymi. Podczas trwania hodowli
hAMSC i hCMSC ekspresja CD271 zanikata,
hCTC i hAEC w ogble nie wykazywaty ekspre-
sji tego markera. BM-MSC, cechujace sie eks-
presja CD271, wykazujg zwiekszong zdolnos¢
do formowania jednostki CFU-F w poréwna-
niu z komérkami niewykazujacymi ekspresji

CD271. Podobne wyniki uzyskano dla hAMSC
i hCMSC W wigkszosci przypadkéw hAMSC
i hCMSC charakteryzujace sie obecnoscig an-
tygenu CD271 cechuje zwigkszona zdolnos¢
réznicowania w kierunku komorek kosci [4].
Z porownania ekspresji markeréw KM zarod-
kowych z markerami obecnymi w populacji
hAEC wynika, ze wykazuja one podobny profil
ekspresji. KM zarodkowe wykazuja ekspresje
SSEA (stage-specific embryonic antigens), TRA
(tumor rejection antigen), Oct-4 (octamer-bind-
ing transcription factor 4, POU5F1), SOX2 (SRY
—sex determining region Y-box 2), Lefty-A (lefty-2
— left-right determination factor), TDGEF-1 (tera-
tocarcinoma-derived growth factor-1), Nanog,
FGEF-4 (fibroblast growth factor-4), REX-1 (Zfp-
42) oraz telomerazy i aktyniny [3,6]. Obecnos-
cia SSEA1 charakteryzuje si¢ 20% populacji
komorek zarodkowych, a 50-80% komorek
wykazuje ekspresje SSEA-3, SSEA-4, TRA1-60
oraz TRA1-81 [6]. Te same antygeny wyste-
puja w populacji hAEC. Oct-4, SOX-2 oraz
Nanog s3 uwazane za markery pluripotencjal-
nych KM [3]. Jedynym markerem komorek
embrionalnych obecnym w hAMSC jest Oct-
-4. Ekspresja Oct-4 jest wyzsza w hAMSC niz
w BM-MSC [13]. Natomiast tylko mata czes¢
populacji hCMSC charakteryzuje sie ekspresija
antygenu SSEA-4 [1]. Wykazano, ze komoérki
kosmowki sg negatywne dla TRA1-60 i TRA1-
81 [7].

Oct-4 nalezy do regulatoréow transkrypcji
iwraz z antygenem Nanog jest odpowiedzialny
za pluripotencjalno$¢ i samoodnawianie ludz-
kich komorek zarodkowych. Ekspresje tego
markera wykazuja KM embrionalne, komor-
ki raka zarodkowego, oocyty i spermatogonie.
W hAEC, antygen Oct-4 lokuje si¢ zar6wno
w jadrze, jak i cytoplazmie [6]. Przy wysokiej
gestosci komoérek hAEC ekspresja Oct-4 i Na-
nog wzrasta w ciggu 12-15 dni hodowli [3].
Okoto 10-20% populacji hAEC cechuje si¢
obecnoscia TRA1-60 i TRA1-81. Komoérki wy-
kazujace ekspresje tych antygenéw s3 réwno-
miernie rozmieszczone w hodowli, nie tworzg
grup i nie ma tez zwiazku miedzy ekspresjg
tych markeréow a czeScig tozyska, z ktérego
komorki te zostaly wyizolowane [7]. Charak-
terystyczne epitopy R-3GalNAcal-3Galal-4Ra
dla antygenu SSEA-3 oraz NeuAco2-3Galal-
3GalNAcal-3Galal-4R dla SSEA-4, wykazu-
jacych ekspresje w hAEC, s3 odpowiedzialne
za wzrost aktywnosci integryn [14]. Integryny
wchodzg w interakcje z receptorem naskoérko-
wego czynnika wzrostu (epidermal growth fac-
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tor receptor — EGFR) i angazujg si¢ w prolifera-
cje i proces starzenia si¢ komorek [6]. Sugeruje
sie, ze roznice miedzy epitopami antygenow
SSEA-3 i SSEA-4 wskazuja na inny etap zr6zni-
cowania komorek [7].

W hodowli hAEC nad pojedyncza warstwa
komorek przylegajacych do naczynia, mozna
zauwazy¢ powstanie tzw. matych grudek (small
clusters), struktur podobnych do kul zarodko-
wych (embryoid bodies) powstajacych z em-
brionalnych KM. Komorki ,,matych grudek”
charakteryzuja si¢ nieobecnoscig telomerazy,
prawidtowym kariotypem, brakiem onkogen-
nosci, a sktadniki odzywcze z innych komorek
nie s3 niezbedne do utrzymania w nich ekspre-
sji Oct-4 i Nanog. Odwrotna sytuacja dotyczy
kul zarodkowych, ktore cechuja sie aneuploi-
dia, posiadajg telomeraze, a po wszczepieniu
ich do organizmu tworzg potworniaki. Wyka-
zano, ze w hodowli ekspresja markeréw KM,
m.in. Oct-4 i Nanog, ujawnia si¢ gléwnie w
,matych grudkach” [6]. Takie markery, jak
SSEA-3, SSEA-4 oraz TRA1-60 i TRA1-81 ule-
gaja ekspresji w 2% populacji komoérek przy-
legajacych do naczynia. Jednak prawie 100%
»matych grudek” cechuje sie ekspresja SSEA-4,
a 5-15% z nich wykazuje obecnos¢ SSEA-3,
TRA1-60 oraz TRA1-81. Wydaje sig, ze bardziej
zréznicowane komorki przylegajace do naczy-
nia tracg markery na skutek zmniejszonej eks-
presji (down regulation). Prawdopodobnie war-
stwa komorek przylegajaca do naczynia pelni
funkcje zywiciela, wspomagajac réznicowanie
lub utrzymujac komoérki w stanie niezr6znico-
wanym poprzez wydzielenie czynnikéw wzro-
stu [3]. W innym badaniu zarodkowe KM byty
hodowane na populacji hAEC Komorki za-
rodkowe utrzymywaty niezr6znicowany cha-
rakter, poniewaz wykazywaty ekspresje mar-
kera Oct-4 i byty zdolne do réznicowania do
komorek trzech listkéw zarodkowych. Wydaje
sie, ze interakcje miedzy KM, a komoérkami
warstwy odzywczej moga by¢ wykorzystane
do utrzymywania cech macierzystosci [6].
Badania ostatnich lat dowiodty, ze komérki fo-
zyska zawierajg ograniczong liczbe antygenow
gtownego uktadu zgodnosci tkankowej, ktore
s3 niezbedne do indukcji odpowiedzi immuno-
logicznej. Dzieki temu nie s3 one rozpoznawa-
ne przez uktad odpornosciowy, nie wywotuja
reakcji immunologicznej i moga zostaé uzy-
te klinicznie do przeszczepu allogenicznego.
hAMSC, hCMSC z 1'i III trymestru oraz hAEC
charakteryzuja sie niskim poziomem ekspresji
HLA-A, B i C klasy Ia oraz brakiem ekspresji

HLA-DR, klasy II. Dodatkowo komorki owod-
ni wykazuja ekspresje antygenu HLA-G, klasy
Ib, ktéry hamuje odpowiedZ immunologiczna.
HLA-G faczy sie bezposrednio z hamujacym
receptorem na komoérkach NK oraz posiada
peptyd wiazacy HLA-E, co pozwala hamowa¢
komorki NK (natural killer). HLA-G indukuje
takze apoptoze aktywowanych limfocytow
T CD8+ (CD8 = Leu2) oraz zwalnia prolifera-
cje limfocytow T CD4+ (CD4 = Leu3 ) [1,15].

ROZNICOWANIE KOMOREK tOZYSKOWYCH

Komoérki hAEC, hAMSC i hCMSC s3 zdolne
do roznicowania w kierunku komorek wszyst-
kich trzech listkow zarodkowych, co Swiadczy
o ich pluripotencjalnosci (tab. I). Najwieksze
zdolnosci réznicowania wykazujg populacje
hAEC i hAMSC Mozna kierowa¢ tym rozni-
cowaniem przez zastosowanie odpowiedniej
pozywki indukcyjnej [1,16].

hAEC zr6znicowane in vitro w kierunku hepa-
tocytow charakteryzujg sie ekspresja czynni-
kow transkrypeyjnych HNF (hepatocyte nucle-
ar factors): HNF3y, HNF 4a, HNF-1, CEBP «
i B (CCAAT —enhancer-binding proteins a and p),
PXR (pregnane X receptor), CAR (constitutive
androstane receptor) oraz obecnoScig watrobo-
wo-specyficznych genow takich, jak geny dla
albuminy, ol-antytrypsyny, glukozo-6-fosfa-
tazy, aminotransferazy tyrozyny, syntazy glu-
taminy, transtyretyny, CPS-1 (carbamoyl pho-
sphate synthase I), PEPCK (phosphoenolpyruva-
te carboxykinase) i genéw odpowiedzialnych za
metabolizm lekéw (CYP: 1A1, 1A2, 2A6, 2B6,
2C8, 2C9, 2D6, 2E1, 3A4, 3A7 i 7A1 - cyto-
chrome P450) [1,6,17,18]. 33% hAEC zr6zni-
cowanych do hepatocytow wykazuje ekspresje
genéw albumin i HNF40, a 60% - genu CY-
P1A, czyli tak jak w ludzkich hepatocytach. Ko-
morki wykazujace ekspresje genu dla albumin
posiadaja dwa jadra i przypominaja hepatocy-
ty prawdziwej watroby [3]. Zidentyfikowano
w nich takze geny biatek transportowych dla:
P-glikoproteiny, MRP1/ABCC1 (multidrug resi-
stance protein 1), ABCG2, BSEP (bile salt export
pump), UGT1A1 (uridine diphosphate glucuro-
nosyl transferase 1A1) i OTC (ornithine trans-
carbamylase) oraz ekspresje nabtonkowych
cytokeratyn 8 i 18 [1,8].

Udato sie takze zréznicowaé hAEC do hepa-
tocytow, po wprowadzeniu ich do watroby
myszy z ciezkim ztozonym niedoborem od-
pornosci (SCID - severe combined immuno de-
ficiency). Podobnie jak w badaniach in vitro,
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co 3 dni) w90 % [9]

Tabela I. Przyktadowe czynniki indukujace réznicowanie poszczegdlnych populacji komérek izolowanych z czesci ptodowej tozyska ludz-
kiego. Czynniki egzogenne, czynniki wzrostu lub zwigzki chemiczne indukuja zmiany w ekspresji genéw i morfologii komérek, co wptywa na
r6znicowanie danego typu komaorek w okreslonym kierunku [6]. W hodowlach pozywke indukujaca réznicowanie wymienia sie okresowo (np.

Table I. Examples of factors which can induce differentiation of cell populations isolated from the fetal part of human placenta. Exogenous
factors, growth factors or chemical compounds induce changes in the gene expression and cell morphology, thus inducing the differentiation
of the cells [6]. Culture medium inducing the differentiation is exchanged periodically (e.g. every 3 days) in 90% [9]

Komaorki

Kornorkl Hepatocyty Komorid K;;.\rdlo- KOmOI’k.I Adipocyty Komérki kosci migsni Komorkll Srodbtonek
tozyska nerwowe  miocyty trzustki . chrzastki
szkieletowych
hAEC HGF, FGF-2,  ATRA (ang. kwas merkaptoetanol, IBMX (izobutylo-  deksametazon, - hydrokortyzon insulina, TGF -
onkostatyna,  trans-all-  askorbinowy [3] pirogronian sodu, metoksyksantyna), a, 25-dehydroksy- [8] B1, kwas
deksametazon, retinoic nikotynamid, deksametazon, witamina D3, askorbinowy
s6l sodowa acid) [17] pokrycie naczynia insulina, kwas askobinowy, 17
heparyny [16] do hodowli indometacyna [8]  B-glicero-
kolagenem | [8] fosfataza [8]
hAMSC ATRA[8] - HBR nikotynamid [20] indometacyna, B-glicero- deksametazon, insulina, TGF VEGF, 2%
(mieszanina insulina, fosfataza, kwas ~ hydrokortyzon 1, kwas FBS [13]
estru deksametazon, askorbinowy, (8] askorbinowy
hialuronianu, IBMX, 1,25-(0H)2 D3, 18]
kwasu amfoterycyna B, po deksametazon,
mastowego 3 dniach zamienia  amfoterycyna B [9]
i retinowego) sie na pozywke
[19] utrzymujaca
adipocyty bez
zawartosci IBMX
i hoduje sie przez 14
dni[9]
hCMSC jak dlahAMSC - - - jak dla hAMSC jak dla hAMSC jak dlahAMSC  jak dla -
hAMSC

uzyskane komorki produkowaty i uwalniaty
albuminy, al-antytrypsyne i AFP (a-fetoprotein)
oraz magazynowaty glikogen. Albumina byta
wykrywana zar6wno w surowicy, jak i ptynie
otrzewnowym. Badane hepatocyty charakte-
ryzowaty sie ekspresja HNF3y, HNF40, CEBP
a i B oraz ekspresja gendéw cytochromu P450
[6,19].

Wszystkie typy komorek tozyskowych opisa-
nych w niniejszej pracy wykazujg mozliwos¢
zroznicowania sie w kierunku komoérek ukta-
du nerwowego zaréwno in vitro [19], jak i in
vivo [20]. Hodowane w pozywce indukujacej,
hAEC wykazuja ekspresje gendéw markerow
charakterystycznych dla komoérek nerwowych
i glejowych (nestyna, GAD - glutamic acid de-
carboxylase, GFAP - glial fibrillary acidic prote-
in), produkuja specyficzne biatka, a takze maja
zdolnos¢ do syntezy i uwalniania neurotrans-
miterdw, takich jak: acetylocholina, katecho-
loaminy i dopamina oraz neurotrofiny (BDNF
- brain-derived neurotrophic factor) [3,20,21].
Wykazano, ze az 90% tych komorek reaguje
z przeciwciatem przeciw GFAP, a 5% z CNP

(cyclic nucleotide phosphodiesterase) [3]. W ba-
daniach na matpach, ktérym przecieto rdzen
kregowy, udowodniono, ze hAEC bez stoso-
wania immunosupresji wspieraly regenera-
cje aksonow, zapobiegaty $mierci przecietych
aksonéw i nie wywolywaty stanu zapalnego
przez okoto 120 dni. Zwierzeta wykazywa-
ly stopniowa poprawe funkcji ruchowej we-
dtug skali BBB (Basso, Beattie and Brensnahn),
osiggajac wynik 19 punktéw, czyli tylko
0 2 punkty mniej niz zwierzeta zdrowe, co
Swiadczy o neuroprotekcyjnym dziataniu
hAEC w ostrej fazie urazu, naprawie drogi pi-
ramidowej, korowo-rdzeniowej i pozapirami-
dowej, w pniu mozgu, odpowiedzialnych za
poruszanie sie. Wydaje sie, ze korzystne efekty
wystepuja dzieki wydzielaniu czynnikoéw neu-
rotroficznych [1].

W innym badaniu wszczepiono hAEC szczuro-
wi w modelu doswiadczalnym choroby Parkin-
sona i udowodniono hamujgcy wptyw tych ko-
morek na Smieré komorek nerwowych [20,22].
Z kolei hAEC po podaniu ich do prgzkowia
myszy w podobnym modelu do§wiadczalnym
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chorobe Parkinsona dziatalty neuroprotekcyj-
nie, funkcjonowaty jak komorki nerwowe oraz
poprawiaty funkcje behawioralne zwierzat do-
Swiadczalnych [23]. hAEC byly takze podawa-
ne szczurom z niedroznoscia tetnicy Srodkowej
mozgu i wykrywano je w miejscu niedokrwio-
nego obszaru. Okazato sig, ze rowniez w tym
przypadku poprawialy one funkcje nerwowe
i przyczynity si¢ do zmniejszenia wielkosci za-
watu [24]. W innym eksperymencie wykazano,
ze hAEC po wszczepieniu do niedokrwionego
hipokampa r6znicujg si¢ do komoérek o cechach
komorek nerwowych. Ludzkie mezenchymalne
komorki owodni i kosmoéwki sg takze zdolne
do tworzenia komoérek neuronopodobnych,
lecz petnienie przez nie charakterystycznych
funkcji nerwowych nie zostato do tej pory udo-
wodnione [25].

Komoérki hAMSC mozna réznicowac in vitro
w  kierunku komoérek S$roédbtonka naczyn
krwionos$nych. Utrzymywane w pozywce indu-
kujacej zmieniaty morfologie juz w 4 godzinie,
a struktury podobne do kapilar pojawiaty sie
po 20 godzinach. Po podaniu VEGF (vascular
endothelial growth factor) r6znicowanie nasilato
sie w 2, 4 i 20 godzinie. W komoérkach zr6zni-
cowanych do sré6dbtonka wykazano ekspresje
receptora VEGF-1, VEGF-2, ICAM-1 (inter-cel-
lular adhesion molecule receptor 1) i CD34 oraz
wykryto w cytoplazmie ziarnistoSci zawierajg-
ce czynnik von Willebranda [13].

Poprzez indukowanie r6znicowania hAEC
i hAMSC uzyskano komorki kardiomiocyto-
podobne [3,26]. Hodowane na odpowiednich
pozywkach hAEC wykazywaty ekspresje ge-
néw specyficznych dla komoérek Sciany przed-
sionka i komor serca m.in. lekkich taficuchow
miozyny 2 (myosin light chain-2A and 2V
— MLC-2A i MLC-2V) oraz czynnikéw trans-
krypcyjnych GATA-4 (GATA binding protein 4)
i NKX 2.5 (NK2 transcription factor related),
a w badaniu immunohistochemicznym wy-
kazano obecno$¢ o-aktyniny, ktérej poziom
byt taki sam, jak w kardiomiocytach pocho-
dzacych z embrionalnych KM [3,6]. Udowod-
niono takze zdolnos$¢ réznicowania hAMSC
w kierunku kardiomiocytéw in vivo, wszcze-
piajac je do serca szczura po zawale, gdzie wy-
kazaty zdolnos¢ do przezycia przez okoto dwa
miesigce. Ludzkie komoérki owodni i kosmow-
ki traktowano mieszaning estru hialuronianu,
kwasu mastowego i retinowego (HBR — mixed
ester of hyaluronan, butyric and retinoic acids).
Uzyty czynnik zwiekszat ekspresje genow cha-
rakterystycznych dla mig$nia sercowego, takich

jak: GATA4 i NKX 2.5 oraz produkcje biatek,
tancuchoéw ciezkich miozyny i a-aktyny, a tak-
ze ekspresje czynnika von Willebranda. Prze-
szczepienie tych komorek szczurowi z zawatem
mig$nia sercowego spowodowato zwigksze-
nie liczby kapilar, normalizacje funkcji lewej
komory, zmniejszenie powstatej blizny oraz
ograniczyto wielko$¢ zawatu. Postuluje sig, ze
zmiany powstajgce po transplantacji ludzkich
komorek owodni i kosmowki byty wywotane
lokalna sekrecja czynnikéw angiogenezy, anty-
apoptozy i mitogenezy [27].

Wykazano ponadto, ze hAEC hodowane przez
24 tygodnie w obecnosci amidu kwasu niko-
tynowego przeksztatcaja sie w komorki trzust-
ki. Zr6znicowane w ten sposéb hAEC wszcze-
piono do trzustki myszy obcigzonej cukrzycg
indukowang streptozotocyng. Podanie zr6zni-
cowanych komorek wplyneto na uregulowa-
nie hiperglikemii [28]. hAEC zr6znicowane do
komorek trzustki charakteryzowaty sie ekspre-
sja genow insuliny i glukagonu oraz Nkx 2.2
(NK2 homeobox 2), PDX-1 (pancreatic and duo-
denal homeobox 1) i PAX-6 (paired box 6). Nie
wykryto do tej pory aktywnosci proinsuliny
i c-peptydu [3].

Wszystkie trzy typy komoérek — hAEC, hAMSC
i hCMSC - s3 zdolne do réznicowania w kie-
runku komoérek tkanki tacznej, co tatwo wyka-
za¢ stosujac odpowiednie barwienia. Po trzech
tygodniach hodowli w pozywce indukcyjnej
w kierunku adipocytéw hCMSC i hAMSC
charakteryzowaty sie obecnoscia lipidow za-
barwionych sudanem czerwonym [4]. Po za-
stosowaniu pozywki indukujacej w kierunku
komorek kosci, w hodowli trwajacej od 3 do 4
tygodni [8], hAMSC i hCMSC zawieraly ztogi
wapnia, ktore uwidacznia barwienie von Kossa
[29]. Zréznicowane hCMSC charakteryzowaty
sie obecnoscig aktywnej fosfatazy zasadowe;j.
hAMSC byly zdolne przeksztatcac¢ sie w kie-
runku komoérek kosci tylko w trakcie trwania
pierwszego pasazu. Po indukcji do komorek
kosci hAMSC i hCMSC cechowaty si¢ ekspre-
sja osteopontyny [4].

Natomiast w komoérkach mezenchymalnych
owodni i kosmowki, po indukcji w kierunku
komorek mies$ni szkieletowych, w hodowli
trwajacej takze od 3 do 4 tygodni, zidentyfiko-
wano w badaniu RT-PCR czynniki transkryp-
cyjne MyoD i miogening; MyoD w komérkach
pojawial sie po 7 dniach, a miogenina po
2 tygodniach. Barwienie metodami immuno-
histochemicznymi wykazato po 3 tygodniach
hodowli obecnos$¢ desminy [10].
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Po 3 tygodniach hodowli w pozywce indukuja-
cej roznicowanie w kierunku komoérek chrzast-
ki, hAMSC i hCMSC cechowaty sie obfitag ma-
cierza pozakomoérkowg barwiaca sie btekitem
toluidyny i wykazujaca metachromazje, a zna-
kowanie immunohistochemiczne ujawniato
obecnos¢ kolagenu typu II [4,10].

ZASTOSOWANIE MEDYCZNE KOMOREK
Z tOZYSKA LUDZKIEGO

Wykorzystanie bton ptodowych w celach me-
dycznych ma juz 100-letnig tradycje. Pierw-
sze doniesienia o ich zastosowaniu pochodzg
z 1910 r., kiedy uzyto ich do zastapienia ubyt-
kow skory. Potem stosowano je takze do le-
czenia oparzonej i owrzodziatej skéry oraz
uszkodzonej spojowki. Obecnie podejmo-
wane s3 proby stosowania bton ptodowych
w medycynie regeneracyjnej, a ich celem jest
poprawienie lub przywrécenie funkcji komo-
rek uszkodzonych narzadow [25].

Btona owodni cechuje sie wieloma wartoscio-
wymi cechami utatwiajgcymi jej zastosowanie
kliniczne, m.in. niska immunogennoscia, dzia-
faniem antybakteryjnym, przeciwzapalnym
i antywiéknieniowym. Komorki owodni syn-
tetyzuja i uwalniajg liczne cytokiny, takie jak
TNF (tumor necrosis factor), IFN (interferon),
TGFa i B (transforming growth factor a and p),
bFGF (basic fibroblast growth factor), EGF (epi-
dermal growth factor), 11-4 (interleukin-4), 11-6
(interleukin-6), 11-8 (interleukin-8), inhibitory
metaloproteinaz, B-defensyny oraz prostaglan-
dyny [30]. Hamujg proliferacje limfocytow T
oraz roznicowanie monocytow [31], nie po-
woduja ostrego odrzucania po allotransplanta-
¢ji i przy braku leczenia immunosupresyjnego
[25], a w badaniach krétkoterminowych nie
wywotuja rozwoju nowotworow [6].

Komoérki owodni mozna stosowaé w chirurgii
narzadu wzroku, w zespole Stevensa-Johnsona,
w leczeniu ostrych oparzen, zarbwno termicz-
nych, jakialkalicznych, w pemfigoidzie ocznym
bliznowaciejagcym, przy operacji skrzydlika,
w leczeniu ran skoéry, w przewlektych owrzo-
dzeniach podudzi oraz w zabiegach chirur-
gicznych (zapobieganie zrostom) [6]. Btona
owodni jest takze stosowana w rekonstrukcji
powierzchni oka w celu pobudzenia rozwoju
prawidtowej rogéwki i nabtonka bez stoso-
wania immunosupresji. Wydaje si¢, ze komor-
ki owodni wydzielaja odpowiednie czynniki
wzrostowe promujace regeneracje wiasnych
KM rogowki pacjenta [18]. Btona owodni

moze stuzy¢ tez jako rusztowanie dla migra-
cji komorek [6]. W badaniach na zwierzetach
wykazano mozliwos$¢ leczenia choroby prze-
szczep przeciwko gospodarzowi (graft versus
host disease — GVHD) w jej fazie ostrej [32].
Prawdopodobnie hAEC bedg mogty by¢ sto-
sowane w terapii komérkowej w chorobach
watroby [1], a takze w toksykologii, w od-
krywaniu i ocenianiu metabolizmu nowych
lekéw oraz badaniu ich pod katem bezpie-
czenstwa, co zmniejszy liczbe zastosowanych
zwierzat eksperymentalnych [6,18]. Uwaza sie,
ze hAEC moga by¢ wszczepiane do chorej wa-
troby, poniewaz posiadajg wiele gené6w watro-
bowych i moga podja¢ funkcje komérek tego
narzadu. Hepatocyty powstate z hAEC cechu-
ja si¢ ekspresja ponad 30 genéw charaktery-
stycznych dla watroby, wsréd ktorych ekspresje
wykazujg geny dla: A1AT (al-antytrypsyna),
CPS-1 i UGT1AL. Jest to bardzo wazne, po-
niewaz mutacje w tych genach najczesciej sg
odpowiedzialne za schorzenia watroby, ktore
s3 obecnie korygowane droga transplantacji
narzadu. Zastosowanie hAEC powinno by¢
korzystne w chorobach watroby zwigzanych
z ubytkiem AIAT albo niezdolnoscig metaboli-
zowania i wydalania amoniaku lub bilirubiny
[1]. Populacja hAEC moze by¢ takze przydatna
w leczeniu wrodzonych choréb watroby po-
przez zastosowanie ich jako no$nika genéw
[25]. Pierwsze proby leczenia lizosomalnych
choréb spichrzeniowych wypadtly jednak nie-
zadowalajaco, a powstate zmiany miaty cha-
rakter przejsciowy. Tym niemniej wykazano
brak reakcji odrzucania oraz objawéw rozwo-
ju nowotworu [6].

Po usprawnieniu hodowli, hAEC moga sta¢
sie takze zrédtem komorek serca i watroby, co
pozwolitoby na realistyczng oceng¢ kardiotok-
sycznosci i hepatotoksycznosci, a takze umoz-
liwitoby przesSledzenie metabolizmu lekow
i ich wptywu zaré6wno na ekspresje genéw, jak
i regulacje cytochromu P450 [18]. Przeprowa-
dza sie rébwniez badania nad zastosowaniem
komorek z tozyska w takich schorzeniach, jak
choroba Parkinsona, mukopolisacharydoza
typu VII, udar niedokrwienny, urazy rdzenia
kregowego, choroba niedokrwienna i zawat
mieg$nia sercowego, kardiomiopatia rozstrze-
niowa oraz cukrzyca typu 1 [1,2,28].

Komoérki wyizolowane z tozyska moga znalez¢
szerokie zastosowanie w leczeniu ciezkich cho-
ro6b. Wydaje sie, ze KM pobrane z tego narzadu
s3 optymalng populacja komoérek dla medy-
cyny regeneracyjnej, z racji braku problemow
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natury etycznej, niskiej ekspresji antygenow
zgodnosci tkankowej oraz posiadania zdolno-

Sci r6znicowania sie do komorek trzech list-
kow zarodkowych.
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