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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Rany przewlekle sg dzi§ ogromnym problemem medycznym, spotecznym i ekonomicznym.
Szczegblnie dotyczy to starszych pacjentéw badZ oséb obciazonych chorobami nowotworo-
wymi, metabolicznymi i autoimmunologicznymi. We wspdtczesnej medycynie regeneracyjnej
trwaja usilne poszukiwania metod, ktére przyspieszatyby gojenie ran przewlektych (stopy
cukrzycowe, owrzodzenia, oparzenia).

W inzynierii tkankowej poszukiwania nowych rozwigzati stymulujacych procesy gojenia ran
opieraja sie na terapiach komérkowych, ktére sa czesto wspierane czynnikami wzrostu i r6z-
nego rodzaju rusztowaniami. W ten sposéb sa tworzone substytuty skéry ztozone z auto- lub
alogenicznych komérek (macierzystych lub zréznicowanych) oraz biodegradowalnych rusz-
towan majacych na celu wypelnienie ubytku tkanki oraz stymulacje gojenia ran.

W pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat wlasciwosci biologicznych komdrek
macierzystych tkanki ttuszczowej (adipose-derived stem cells, ASCs), metod ich izolacji oraz
mozliwo$ci wykorzystania w terapii ran przewlektych. Tkanka ttuszczowa wydaje sie boga-
tym Zrédtem komérek macierzystych o wielorakiej przydatnosci terapeutycznej na réznych
etapach naprawy przewlekle uszkodzonych tkanek. Ponadto, zwrécono szczeg6lng uwage na
wydzielane przez ASCs cytokiny, czynniki wzrostu oraz egzosomy, ktére jak sie uwaza, maja
decydujace znaczenie dla obserwowanych skutkéw klinicznych. W pracy opisano takze podjete
badania kliniczne z wykorzystaniem ASCs.

W leczeniu trudno gojacych sie ran z zastosowaniem terapii komérkowych coraz cze$ciej
ocenia si¢ bezpieczenistwo, powtarzalnosé i jako$¢ pozyskiwanych komérek macierzystych.
Zanim komérki ASCs znajda szerokie i powszechne zastosowanie w terapiach klinicznych,
wiele zagadnien z ich biologii musi jeszcze by¢ poznanych.
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Summary

Chronic wounds seem to be a big problem for the medicinal, social and commercial area,
especially for elder patients or people with cancer, metabolic or autoimmune diseases. In this
respect, in the modern regenerative medicine there are intensive studies on methodologies
that stimulate healing of chronic wounds (diabetic foots, ulcers, burns).

In tissue engineering new solutions in wound healing are based on cellular therapies which
consisting of growth factors and various types of scaffolds. In this way, there are created skin
substitutes which are composed of cellular auto/allografts (stem cells and differentiated cells)
and most commonly biodegradable scaffolds; they aim is not only to fill the tissue but also to
stimulate wound healing.

In this article we demonstrate the current knowledge about biological properties of Adipose-
-derived Stem Cells (ASCs), methods of their isolation and potential for use in therapies for
non-healing wounds. Adipose tissue seems to be an attractive and abundant stem cells source
with therapeutic applicability in diverse phase of the repair and regeneration of the chronically
damaged tissues. Additionally, it is believed that secreted by ASCs growth factors, cytokines
and exosomes are decisive in the clinical effects. In this review, we also present the current
clinical trials using stem cells derived from adipose tissue.

Increasingly, the use of cell therapy in wound healing treatment draws attention to the safety,
reproducibility and quality of stem cells. Researches go on and therapy approaches are possible
but the detailed knowledge of the ASCs biology must be thoroughly investigated before these
cells would be widely used in the clinical trials.
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index); DFU - zespot stopy cukrzycowej (diabetic foot ulcers); ECM — macierz zewnatrzkomérkowa
(extracellular matrix); EMA/CAT - European Medicines Agency/Committee for Advanced Therapies;
ESCs — embrionalne komorki macierzyste (embryonic stem cells); HIF-1 - czynnik indukowany
przez hipoksje; iPSCs — indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste (induced pluripotent
stem cells); PBMC - mononuklearne komorki krwi obwodowej (peripheral blood mononuclear
cell); PRP - osocze bogato-ptytkowe (platelet rich plasma); SCs — komdrki macierzyste (stem
cells); SSCs — somatyczne komdrki macierzyste (somatic stem cells); SVF - frakcja macierzy tkanki
thuszczowej/frakcja stromalna (stromal vascular fraction).
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WSTEP

0d wielu lat zwraca sie uwage na problem trudno goja-
cych sie ran, ktére pojawiaja sie w ciggu catego zycia
wérdd 1-2% populacji ludzi w krajach rozwijajacych sie
[45]. Oddziatywanie $§rodowiska zewnetrznego powo-
duje, ze ochronna funkcja skéry oraz jej zdolnosci
regeneracyjne wydajg sie krytyczne w obronie catego
organizmu. Odpowiedzig na wszelkiego rodzaju uszko-
dzenia integralno$ci skéry jest indukcja procesu gojenia,
na ktéry sktadaja sie powiazane ze soba procesy: reakcja
zapalna, proliferacja komdrek, odbudowa struktury. Gdy
dochodzi do zaburzen wymienionych procesdéw, czas
naprawy znacznie sie wydtuza i powstajg trudno gojace
sie/przewlekte rany, ktére po 21 dniach nie wykazuja
cech gojenia [37, 89, 91, 97, 101]. Na przebieg procesu
gojenia wplywaja réwniez m.in. rodzaj urazu, stan rany
(obecnos¢ infekcji, martwicy, wysieku, obrzeku $rédt-
kankowego w ranie oraz chroniczne urazy), stan zdrowia
(m.in. niedozywienie, ogélne ostabienie, towarzyszace
choroby uktadowe, metaboliczne, nowotworowe), uwa-
runkowania genetyczne, styl zycia pacjenta (m.in. oty-
to$¢, niedobdr witaminy C) [48, 91].

U oséb powyzej 60. roku Zycia wystepowanie ran prze-
wlektych wzrasta i dotyczy okoto 3% populacji w kra-
jach uprzemystowionych [49]. Wzrostowi odsetka oséb
z ranami przewleklymi sprzyja zwiekszajaca sie zacho-
rowalno$é¢ na cukrzyce, otyto§é, nowotwory, scho-
rzenia naczyniowe, choroby autoimmunologiczne [9,
51]. Dotyczy to szczegdlnie pacjentéw po radioterapii
i chemioterapii oraz u zdiagnozowanych z odlezynami,
zespotem stopy cukrzycowej (diabetic foot ulcers, DFU);
czy owrzodzeniem zylnym. U prawie 10% pacjentéw
z cukrzycg diagnozuje sie DFU [79], natomiast przewle-
kte owrzodzenie podudzi dotyczy 1-4% Europejczykéw
[48]. Zaawansowana postaé DFU wymaga statej wielo-
specjalistycznej hospitalizacji. Wystepowanie trudno
gojacych sie ran w przebiegu wielu choréb opéznia
leczenie i wydtuza terapie, a to zwieksza koszty opieki
zdrowotnej [35]. Jedna z przyczyn wystepowania owrzo-
dzenia stép i rozwiniecia DFU sg zaburzenia proliferacji
i migracji komérek w miejscu gojenia [79] oraz wytwa-
rzania macierzy zewnatrzkomérkowej (extracellular
matrix, ECM) [1]. W owrzodzeniach zylnych i odlezynach
problem dotyczy gtéwnie ukrwienia tkanki oraz uposle-
dzonego wytwarzania czynnikéw wzrostu. Procesy te
ograniczaja odbudowe naskérka i ziarninowanie [84,
88]. Istnieje zatem ciggla potrzeba poszukiwania nowych
metod leczenia trudno gojacych sie ran. W poszukiwania
od kilku lat wpisuja sie badania nad mozliwo$ciami rege-
neracyjnymi komdrek macierzystych pozyskiwanych
zréznych zrédet, w tym z tkanki ttuszczowe;j.

SUBSTYTUTY SKORY

Obecnie w chirurgii sa wykorzystywane rézne tech-
niki leczenia ran m.in.: hydrochirurgie (oczyszczanie
za pomoca wysokoci$nieniowego strumienia roz-
tworu NaCl), miejscowg terapie podci$nieniowg (MTP),

przeszczepy skéry czy tez terapie z wykorzystaniem
larw much Phaenicia sericata. W powaznych uszkodze-
niach, wstepne oczyszczanie rany jest niewystarcza-
jace i wymagana jest réwniez odbudowa ubytku tkanek
[91]. W zwigzku z tym inzynieria tkankowa koncentruje
sie na projektowaniu i wykorzystaniu funkcjonalnego
odpowiednika skdry tzw. substytutu skéry, ktéry sktada
sie z biotechnologicznego opatrunku (rusztowania, sca-
foldu) oraz komérek [19]. Rusztowaniem komérek moga
by¢ zele kolagenowe czy hydrozele (zaprojektowane na
bazie naturalnych, syntetycznych badZ naturalno-syn-
tetycznych materiatéw) wzbogacone o rézne czynniki
wzrostu czy antybiotyki. Przyktadem takich rusztowan
sa polimery hydrofilowe kwasu hialuronowego, algi-
nianéw czy siarczanéw chondroityny [70]. Materiatem
komdérkowym w substytutach skéry sa gtéwnie keraty-
nocyty lub fibroblasty pochodzace od pacjenta (auto-
przeszczep) lub innej osoby (aloprzeszczep) [19]. Uwaza
sie, ze hodowane in vitro i przeszczepiane keratynocyty
w zelu fibrynowym sg bezpiecznym Zrédlem komérek
do leczenia ran przewlektych [59]. W ostatnich latach
podejmowane sg préby zastosowania réwniez komérek
macierzystych (stem cells, SCs), w tym pochodzacych
z tkanki ttuszczowej zéttej (adipose-derived stem cells,
ASCs) [117]. Hodowane w zelu komdrki umozliwiajg uzu-
pelnienie ubytku w miejscu uszkodzenia, a takze wydzie-
lajac aktywne biologiczne czynniki wptywaja na komdérki
biorace udzial w gojeniu sie rany [33, 114].

Wykorzystanie do produkgcji zeli nowych technologii,
takich jak: elektroprzedzenie (otrzymywanie nanowtd-
kien z zastosowaniem wysokiego napiecia), separacja
faz, samoorganizowanie do struktur wtéknistych, umoz-
liwito zaprojektowanie rusztowan architektonicznie
zblizonych do naturalnie wystepujacej macierzy zewna-
trzkomérkowej [110]. Zwlaszcza hydrozele peptydowe,
czyli projektowane peptydy zawierajace naprzemiennie
aminokwasy hydrofobowe i hydrofilowe, sg istotng pro-
pozycja, poniewaz przez samoorganizacje mogag tworzy¢
usieciowane kowalencyjne i niekowalencyjne wigzania
chemiczne oraz sa zdolne do spontanicznego organizo-
wania sie w nanofibryle o $rednicy okoto 10 nanome-
tréw [43, 116]. Taka struktura rusztowania przypomina
organizacje biatek tworzacych macierz zewnatrzkomér-
kowa, umozliwiajac hodowle komérek w tréjwymiaro-
wym rusztowaniu (hodowla 3D) [41, 116]. W systemie
3D komérki przylegaja calg powierzchnig do elementéw
rusztowania, dzieki czemu struktura wptywa na istotne
réznice w ich morfologii w poréwnaniu z hodowla
w systemie 2D [104]. Rozwdj biomateriatléw umozliwit
powstanie nowych metod wytwarzania tréjwymiaro-
wych rusztowan do hodowli komdérek, takich jak: bio-
printing (tworzenie tréjwymiarowego druku za pomoca
biologicznych materiatéw), patterning (modelowa-
nie struktur biologicznych za pomoca odwzorowania),
organ-on-a-chip (projektowanie modeli tkankowych za
pomocg mikrouktadéw) [110].

Wykorzystywanie ASCs w badaniach tréjwymiarowych,
zelowych rusztowan dostarcza wielu istotnych infor-
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macji o ich biologii, zwtaszcza o ich mozliwosciach réz-
nicowania sie w inne komérki. Wydaje sie, ze warunki
decydujace o ich przyleganiu (adhezji) do rusztowa-
nia w istotny sposéb wplywaja na ten proces. Adhezja
komérek wptywa na ich przezycie, proliferacje, migracje,
oddziatywania miedzykomérkowe [28]. Ponadto dzieki
kontrolowanym wtasciwo$ciom fizyko-chemicznym zeli
oraz metodom ich wytwarzania (biofabrykacji), wiele
biomateriatéw indukuje réznicowanie in vitro komérek
ASCs w kierunku adipocytéw, osteocytéw, chondrocy-
téw, miocytéw oraz komdrek §rédbtonka [22].

Kolagenowe zele wspomagajg proliferacje komérek
przez oddzialywanie z integrynami wystepujacymi
w btonie komdérkowej. ASCs maja silng ekspresje réz-
nych podtypéw integryn rozpoznajacych sekwencje
RGD (sekwencja trzech aminokwasdéw: argininy, glicyny,
kwasu asparaginowego) obecng w biatkach macierzy
miedzykomérkowej np. witronektynie, fibronektynie,
fibrynogenie, osteopontynie [78]. Badania fibroblastéw
oraz innych komérek hodowanych w siatkach kolageno-
wych wykazaty takze, ze komérki przebudowujg wiékna
kolagenu, przypominajace organizacje matrycy kola-
genu podczas gojenia skéry [64].

W hodowli 3D ASCs wykorzystuje sie takze Matrigel
(komercyjnie dostepng zelowa matryce membranowa
ztozona z biatek wydzielanych przez komérki mysiego
miesaka), matryce kolagenowg typu I, mieszanine kola-
genu i chitozanu oraz gabki kolagenowe [104]. Naturalne
biomateriaty sa preferowane ze wzgledu na zgodnosé
tkankowg (biokompatybilno$¢) oraz na biodegradacje.
Obiecujacymi modelami na konstrukty dla ASCs wydaja
sie réwniez syntetyczne polimery kwasu mlekowo-gli-
kolowego (PLGA) [3, 87]. Rany leczone zelami fibryny
i glikolu polietylenowego (PEG) zawierajacymi ASCs
wykazaty wczeéniejsze odkladnie sie kolagenu, przebu-
dowe rany oraz zwiekszenie liczby naczy w ranie [115].
Obecnie dostepne w lecznictwie sg zaréwno preparaty
komérkowe np. Epicel™ (keratynocyty, Genzyme Tissue
Repair Corporation, Cambridge, MA, USA), Dermograft™
(fibroblasty, Advanced Tissue Sciences, Inc, La Jolla, CA,
USA), jak i bezkomérkowe substytuty skéry np. Integra™
(bydlecy kolagen i siarczan chondroityny-6; Life Science
Corporation, Plainsboro, NJ, USA) [19]. Wedlug Meruane
i wsp. wzbogacenie komercyjnie dostepnego bezkomér-
kowego substytutu skéry Integra™ w autologiczne ASCs
poprawia regeneracje skéry przez zwiekszenie tworze-
nia naczyn i syntezy kolagenu [74].

Podejmowane sa préby wzbogacania bezkomérkowych
substytutéw skéry w krétkie funkcjonalne peptydy lub
inne elementy np. dendrymery, liposomy, nanocza-
steczki srebra, zlota, miedzi, wegla, ktére oddziatuja
na komérki w okolicy rany [57]. Na przyktad zdolnosci
ASCs (migracja, proliferacja i wydzielanie angiogennych
czynnikéw wzrostu) moga by¢ zwiekszone w $rodowisku
opartym o hydrozelowy peptyd RADA16-I (AcN-RADA-
RADARADARADA-CONH,) wzbogacony krétkimi funk-
cjonalnymi peptydami np. SKPPGTSS (zwieksza migracje

komdrek macierzystych szpiku), FHRRIKA (wigze hepa-
ryne), PRGDSGYRGDS (zwieksza adhezje komdrkowa)
[69].

POZYSKIWANIE ASCS

W medycynie regeneracyjnej duzym ograniczeniem jest
pozyskanie odpowiednio duzej liczby komdrek do tera-
pii [67]. W czasie gojenia obecno$é komdrek prekursoro-
wych oraz licznych wytwarzanych przez nie czynnikéw
wzrostu zwieksza liczbe pozostatych komérek oraz pro-
ces ich migracji do miejsca gojenia [12]. Komdrki macie-
rzyste wykazuja duzg zdolnos$¢ do podziatéw i potencjat
do réznicowania w kierunku dojrzatych komdrek. SCs
ze wzgledu na pochodzenie dzieli sie na embrionalne
komérki macierzyste (embryonic stem cells, ESCs) oraz
na somatyczne komérki macierzyste (somatic stem cells,
SSCs) [104].

Pochodzenie somatycznych komérek macierzystych
obejmuje: naskérek, szpik kostny, tkanke ttuszczowa,
okolice mieszkéw wtosowych, $rédbtonek. Sposréd
wymienionych, tkanka ttuszczowa budzi szczegdlne
zainteresowanie ze wzgledu na dostepno$¢ oraz mozli-
wo$¢ otrzymania duzej liczby komérek ASCs. Ponadto,
pozyskiwanie ASCs ma mniej ograniczen bioetycznych
w porédwnaniu do komdrek embrionalnych oraz mniej-
sze koszty w poréwnaniu do indukowanych pluripoten-
cjalnych komdrek macierzystych (induced pluripotent
stem cells, iPSCs) [6, 38, 50].

Po raz pierwszy wyizolowali komérki ASCs z tkanki
ttuszczowej Rodbell i Jones w latach sze$édziesiatych
ub.w. [94, 95, 96]. Zainteresowanie ASCs wzrastalo wraz
z rozwojem technik usuwania tkanki ttuszczowej (lipo-
sukcji) oraz opracowaniem metody ich namnazania
i réznicowania w inne komérki [119]. Pobieranie mate-
riatu klinicznego z tkanki ttuszczowej prostymi proce-
durami w znieczuleniu miejscowym jest mniej bolesne
oraz zapewnia wiekszy komfort pacjentowi w poréw-
naniu z pozyskiwaniem komérek macierzystych szpiku
kostnego (bone marrow stem cells, BMSCs) [50].

Zabiegi liposukcji indukuja silne rozdzielenie tkanki
[47] i umozliwiaja pobranie lipoaspiratu [112], ktdry jest
zrédtem komdrek macierzy tkanki ttuszczowej (stro-
mal vascular fraction, SVF) [11]. Niejednorodna grupa
komérek SVF poza mezenchymalnymi komérkami
macierzystymi zawiera, preadipocyty, fibroblasty, peri-
cyty, komérki hematopoetyczne, leukocyty, komdrki
tuczne oraz komérki mieéni gtadkich i §rédbtonka [14,
66]. Wedtug niektdrych autoréw preadipocyty (komérki
progenitorowe adipocytéw), poza mezenchymal-
nym pochodzeniem, mogg sie réznicowaé z komérek
szpiku i fibroblastéw [14, 20, 40]. Nie wykazano istot-
nych réznic w ekspresji antygenéw powierzchniowych
charakterystycznych dla ASCs w zalezno$ci od metod
liposukgji, tzn. z uzyciem np. liposukcji z ultradzwiekami
czy wylacznie recznego zasysania i ptukania. Jednak, po
liposukcji potaczonej z ultradZwiekami zaobserwowano
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wzrost liczby komérek CD34* oraz spadek ich zywotnosci
i zdolnosci do proliferacji [8].

Do pozyskania komérek z tkanki ttuszczowej wykorzy-
stuje sie metody nieenzymatyczne i enzymatyczne [29].
Dostepne sa aparaty do izolacji SVF, ktére coraz czesciej
sa wykorzystywane w badaniach klinicznych i zabiegach
w chirurgii plastycznej i rekonstrukeyjnej. Wykorzystuja
metody mechanicznej i enzymatycznej separacji komd-
rek [83, 90]. W tej technice po mechanicznym rozdrob-
nieniu materiatu, poddawany jest dziataniu enzyméw
(trypsyna, dyspaza czy kolageneza typuIiII) w tempera-
turze 37° C 30-120 min. Ponadto, w procedurach zwraca
sie uwage na parametry przygotowywania i neutralizo-
wania enzymdw, a takze ptukania/wirowania komdrek
[2, 10, 32, 58, 100]. Po izolacji komérki SVF umieszcza sie
w naczyniach hodowlanych, a kolejne wymiany pozy-
wek oczyszczaja hodowle z nieadherentnych komdrek
pozostawiajac adherentne ASCs (ryc. 1) [34]. Przed zato-
zeniem hodowli, zaleca sie réwniez lize erytrocytéw [2].
Wyselekcjonowane w czasie hodowli komérki sg namna-
zane w mediach przeznaczonych do hodowli ASCs,
a swoja macierzysto$¢ zachowuja jeszcze dtugo (do 15
i wiecej pasazy, w przyblizeniu okoto 15 tygodni) [38, 50].

4

Pobranie materiatu podczas
planowanych zabiegéw 9
z zakresu chirurgii ogdlnej
i plastycznej

Warstwa oleista ——>
Tkanka ttuszczowa —>

Warstwa wodna ~——>
Osad komérek ——>

metod mechanicznych
i enzymatycznych

Pozyskanie frakcji SVF

Izolacja komérek za pomoca

CHARAKTERYSTYKA | BIOLOGICZNE WEASCIWOSCI ASCS

W ostatniej dekadzie ogromne zainteresowanie ASCs
dotyczy przede wszystkim ich wtasciwos$ci biologicz-
nych, ktére wspomagaja regeneracje kosci, tkanki
nerwowej, wysp trzustkowych, mieénia sercowego.
Podejmowane sa préby ich wykorzystania w leczeniu
chorych z udarami mézgu, choroba Parkinsona, Alzhe-
imera czy retinopatii [90]. ASCs wspomagaja réwniez
regeneracje skdory przez stymulacje angiogenezy, wia-
$ciwosci parakrynne, przeciwzapalne, przeciwbakte-
ryjne i immunomodulacyjne zapobiegaja powstawaniu
blizn przerostowych [6, 15]. Z tego tez wzgledu komérki
te sa wykorzystywane w procesie gojenia ran zaréwno
ostrych, jak i przewlektych oraz pojawiajacych sie pod-
czas leczenia onkologicznego [6, 15, 24].

ASCs nalezag do komérek mezenchymalnych zwigza-
nych z tkankami pochodzenia mezodermalnego. Komi-
tet ds. Mezenchymalnych i Tkankowych Komdrek
Macierzystych Miedzynarodowego Towarzystwa Tera-
pii Komdrkowej w 2006 r. przedstawil minimalne kryte-
ria charakteryzujace ASCs. Nalezg do nich adherentny
wzrost w standardowych warunkach hodowlanych;

Wysianie komdrek SVF do butelek
hodowlanych w pozywce dla ASCs

N2

Oczyszczanie hodowli
poprzez wyptukanie komérek
nieadherentnych i dalsza hodowla ASCs

Ryc. 1. Pozyskiwanie komdrek macierzystych z tkanki ttuszczowej. A - pierwotna hodowla ludzkich SVF. Heterogenna grupa komérek bezposrednio po izolacji.
B - wydtuzone, przylegajace do dna naczynia hodowlanego komérki ASCs po 96 h inkubacji. Zdjecia wykonano z uzyciem mikroskopu odwrdéconego Nikon DS-Fi1.

Powiekszenie 40x (opracowanie i badanie wtasne)
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wysoka ekspresja (powyzej 95%) antygenédw: CD73 (ekto-
-5-nucleotydaza), CD90 (Thy-1), CD105 (glikoproteina
Endoglin) oraz bardzo niska ekspresja (ponizej 2%) anty-
gendw komdrek krwi i rédbtonka: CD14, CD34 (markery
komérek hematopoetycznych) oraz CD11b, CD45 (mar-
ker leukocytéw), CD79a i CD19 (markery powierzchniowe
limfocytéw B), HLA-DR, a takze zdolno$¢ do réznicowa-
nia w warunkach in vitro w osteocyty, adipocyty i chon-
drocyty [7, 16, 25].

Jednym z najwiekszych probleméw dotyczacych ASCs
jest brak zgodnosci co do charakterystyki ich immunofe-
notypu, na ktéry sktadat by sie ujednolicony zestaw mar-
keréw swoistych dla tych komérek. W tabeli 1 zebrano
wystepujgce w pi§miennictwie markery pozytywne i nega-
tywne komérek ASCs [7, 18, 25, 63, 75, 86]. ASCs wykazuja
immunofenotyp podobny do mezenchymalnych komé-
rek szpiku kostnego, z ktérymi dzielg nastepujgce anty-
geny: CD29 (integryna 1, receptor fibronektyny), CD49
z podjednostka ¢, CD147 (immunoglobulina BSG), CD166
(czasteczka adhezji komdrek aktywowanych limfocytami)
oraz HLA-ABC (biatka klasy I gtéwnego uktadu zgodnosci
tkankowej, MHC). Stwierdzono réwniez wyrazne rdz-
nice w hodowlach ASCs miedzy ekspresjg CD10 (btonowa
metaloendopeptydaza, neprilysin), CD45, CD34 i ze zwig-
zanymi z nimi biatkami, np. CD146 (MUC-18), CD106 (cza-
steczka adhezji komérek $rédbtonka), CD36 (receptory
typu scavenger), CD49 z podjednostka f czy PODXL (podo-
calyxin-like protein 1) [63, 75, 86]. Do negatywnych mar-
keréw ASCs wedtug niektérych autoréw mozna zaliczyé
takze HLA-DR [55, 75, 76].

ASCs 0 odmiennym fenotypie moga wykazywaé zréz-
nicowane mozliwo$ci stymulacji gojenia sie ran [82].
W zwigzku z tym wydaje sie, ze sortowanie ASCs o okre-
$lonym immunofenotypie bedzie waznym elementem
w zwiekszaniu przydatno$ci klinicznej przeszczepia-
nych komérek. Rozwédj nowych technologii opartych
na metodach cytofotometrii umozliwit juz powstanie
komercyjnie dostepnych zestawéw do izolacji komérek
mezenchymalnych (np. BD Stemflow™; Human MSC Ana-
lysis Kit, PE Human, USA) i pluripotencjalnych (np. BD
Stemflow™; Human Pluripotent Stem Cell Sorting and
Analysis, Human Induced Pluripotent Stem Cell Analy-
sis and Sorting Kit, USA).

Z dotychczasowych badan nad komérkami ASCs wynika,
ze ich biologiczne wtasciwosci (zdolno$¢ do namnazania
sie, réznicowania w inne komérki) mogg zaleze¢ od typu
tkanki ttuszczowej (brunatna lub biata/zétta), anato-
micznej lokalizacji, sposobu izolacji, warunkéw hodowli,
a takze cech osobniczych (wieku, pici) [7, 71].

Wykazano, ze komérki te wydtuzaja swéj cykl komér-
kowy w czasie dtugotrwatej hodowli [50, 71]. ASCs stymu-
lujg powstawanie naczyn krwiono$nych przez wydzielanie
proangiogennych czynnikéw oraz hamuja apoptoze komé-
rek $rédbtonka [93]. Zaobserwowano takze, ze zmniejszaja
indukowane przez chemioterapeutyki obumieranie tkanek,
dzieki hamowaniu apoptozy komérek [103, 112].

ASCs jako komdrki macierzyste wykazuja potencjat
do réznicowania w kierunku komérek ttuszczowych
(adipogeneza), kostnych (osteogeneza), chrzestnych
(chondrogeneza), mie$niowych (miogeneza, kardiomio-
geneza), hepatocytéw (hepatogeneza), komdrek $réd-
btonka (angiogeneza) i tkanki nerwowej (neurogeneza)
[17, 81, 93, 105, 106, 109]. Proces réznicowania in vitro
ASCs zachodzi w czasie dlugotrwatej hodowli komérek
w mediach wzbogaconych o rézne czynniki stymulu-
jace réznicowanie. ASCs ukierunkowywane na chondro-
blasty sag hodowane w warunkach duzego zageszczenia
komorek, w pozywce zawierajacej insuline, askorbinian,
deksametazon oraz transformujacy czynnik wzrostu
beta (TGF-p), natomiast réznicowanie do osteoblastéw
odbywa sie w medium bogatym w p-glicerofosforan,
deksametazon i witamine D3. Zaréwno w chondroge-
nezie, jak i w osteogenezie hodowle typu 3D zwiekszaja
odktadanie sktadnikéw ECM. W czasie réznicowania
chondroblastéw intensywnie odktadana jest macierz
zawierajgca liczne glikozaminoglikany oraz kolagen,
w tym przede wszystkim kolagen typu I1. Podczas oste-
ogenezy zachodzi mineralizacja ECM (odktadanie wap-
nia, osteokalcyny) oraz wzrost aktywnosci fosfatazy
alkalicznej [50, 71]. Proces réznicowania ASCs w inne
komorki ocenia sie na podstawie obecnosci charaktery-
stycznych markeréw z uzyciem cytometrii przeptywo-
wej, barwiert immuno- lub histochemicznych (ryc. 2).
W zréznicowanych komdérkach jest oceniana ekspresja
gendéw oraz zdolno$¢ do sekrecji cytokin charaktery-
stycznych dla danej, ukierunkowanej w hodowli zrézni-
cowanej populacji komérek [108, 113].

Zaobserwowano, ze zdolno$é do réznicowania ASCs
w inne komérki, szczegblnie chondrocyty i osteocyty
moze zaleze¢ od parametréw osobniczych, takich jak
wiek, warto$é wskaznika masy ciata (body mass index,
BMI) [18, 30, 68, 71] oraz od miejsca pochodzenia tkanki
thuszczowej, czyli jej anatomicznej lokalizacji [23, 99,
102]. Zatem, na podstawie zbieranych informacji o ASCs
wydaje sie, ze nie jest to jednorodna grupa komdrek,
aich zréznicowanie zalezy od wielu czynnikéw.

CYTOKINY WYDZIELANE PRZEZ ASCS

W wielu pracach wykazano, iz nadsacza z hodowli ASCs
wplywajg na migracje i proliferacje réznego rodzaju
komdrek (keratynocytéw, fibroblastéw, leukocytéw,
tabela 2), a zawarte w nich cytokiny aktywujg m.in.
makrofagi oraz poprawiaja ziarninowanie i unaczynie-
nie rany [26, 42].

Pozywki z hodowli ASCs zawieraja liczne cytokiny, takie
jak: VEGF, HGF, TGF-P, KGF, bFGF, GM-CSF, ktére stymu-
lujg in vitro proliferacje i migracje komérek $rédbtonka,
pierwotnych keratynocytéw i fibroblastéw [77, 118].
VEGF stymulujac angiogeneze przyczynia sie do two-
rzenia naczyn u pacjentéw z niedokrwieniem i towarzy-
szaca zakrzepica oraz u 0séb chorujacych na cukrzyce
[61, 62]. W czasie gojenia pod wplywem dziatania ASCs,
stwierdza sie tworzenie nowych naczyn i naptyw BMSCs,
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Tabela 1. Zestawienie pozytywnych i negatywnych markeréw ASCs okreslajacych ich fenotyp na podstawie pismiennictwa (opracowanie wtasne wg 7, 16, 25, 63, 75, 86)

Markery pozytywne ASCs

Markery negatywne ASCs

(D 9 (biatko z rodziny tetraspanin)

(D10 (MME, neprilysin)
(D 11a (integryna alfa 1, antygen limfocytow LFA-1)

(D 13 (ANPEP, aminopeptydaza M)

(D 15 (Lewis X, glikan)
(D 26 (DPP4, dipeptydylopeptydaza V)
(D 29 (ITGB1, integryna-P1, receptor dla fibronektyny)
(D 36 (receptor typu scavenger)

(D 40 (marker komdrek prezentujacych antygen, receptor dla rodziny TNF)
(D 44 (czasteczka adhezji komdrkowej typu homing/receptor dla kwasu
hialuronowego)

(D 46 (biatko regulatorowe uktadu dopetniacza)

(D 47 (integrin associated protein, IAP, sygnat,,do not eat me” dla makrofagéw)
(D 49b (ITGA2, integryna-a2)

(D 49 (ITGA3, integryna-a3)

(D 49d (ITGA4, integryna-a4)

(D 49e (ITGAS, integryna a5, receptor fibronektyny)

(D 51 (receptor fibronektyny, avf3)

(D 54 (ICAM1, czasteczka adhezji miedzykomdrkowej)

(D 55 (DAF, regulator uktadu dopetniacza)

(D 58 (LFA-3, czasteczka adhezji komérkowej na komérkach prezentujacych
antygeny)

(D 59 (biatko regulatorowe uktadu dopetniacza)

(D 61 (integryna-a3)

(D 65 (ligand dla selektyny CD62L)

(D 71 (receptor transferyny)

(D 73 (NT5E, ekto-5-nukleotydaza)

(D 80 (marker komdrek prezentujacych antygen)

(D 81 (antygen TAPA-1, biatko z rodziny tetraspanin)

(D 86 (marker komdrek prezentujacych antygen)

(D 90 (THY1, antygen Thy-1)

(D 95 (receptor dla FAS)

(D 98 (transporter aminokwasow LAT1)

(D 99 (glikoproteina MIC2, E2 antygen)

(D 105 (ENG, glikoproteina Endoglin)

(D 138 (Syndecan-1)

(D 140a (PDGFRA, receptor PDGF alfa)

(D 140b (PDGFRB, receptor PDGF beta)

(D 144 (VE kadheryna )

(D 147 (basigin, czasteczka adhezyjna)

(D 164 (sialomucyna, czasteczka adhezji komérkowej)

(D 166 (ALCAM, czasteczka adhezyjna)

(D 200 (glikoproteina btonowa 0X-2)

(D 207 (receptor dla biatka C uktadu dopetniacza)

(D 271 (NGFR, receptor czynnika wzrostu nerwéw)
HLA-ABC (biatka klasy | gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej)

Markery komdrek srodbtonka
(D 31 (PECAMT, czasteczka adhezji komdrek Srédbtonka)
(D 106 (VCAM1, adhezja komérek $rodbtonka)

Markery leukocytow
(D 3 (marker limfocytow T)
(D 4 (marker limfocytéw pomocniczych, monocytow, makrofagow, komdrek
dendrytycznych)
(D 5 (marker limfocytéw TiB1)
(D 7 (marker dojrzatych limfocytow T i tymocytéw)
(D 8 (marker limfocytéw cytotoksycznych, NK)
(D 8a (marker limfocytéw cytotoksycznych)
(D 11a (antygen zwiazany z funkcja limfocytow)
(D 11b (ITGAM, antygen zwiazany z leukocytami)
(D 11c (integryna aX)
(D 16 (marker fagocytéw: monocytéw makrofagéw, neutrofiléw)
(D 18 (marker powierzchniowy makrofagéw i limfocytéw)
(D 19 (marker powierzchniowy limfocytéw B)
(D 20 (marker limfocytow B)
(D 38 (marker limfocytéw T, B, NK)
(D 45 (PTPRC, marker leukocytow)
(D 79a (marker powierzchniowy limfocytéw B)

Markery hematopoetyczne
(D 14 (marker hematopoetyczny)
(D 34 (antygen progenitorowych komérek hematopoetycznych)
(D 133 (marker hematopoetyczny)

Pozostate markery negatywne
(D 15 (stage-specific embryonic antigen 1, SSEA1)
(D 41a (integryna-allb)
(D 49f (ITGA6, integryna-a5)
(D 50 (czasteczka adhezji miedzykomdrkowej, ICAM-3)
(D 56 (czasteczka adhezji komdrek nerwowych)
(D 61 (receptor fibronektyny, avB3)
(D 62E (selektyna E)
(D 62L (selektyna L)
(D 62P (selektyna P)
(D 104 (integryna-p4)
(D 146 (MUC-18, MCAM czasteczka adhezyjna)
(D 195 (receptor C-C chemokin typu 5)
(D 243 (P-glikoproteina 1)
HLA-DR (biatka klasy Il gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej)

ktére indukuja kaskade wydzielania nastepnych czyn-
nikéw wzrostu stymulujacych proliferacje keratyno-
cytéw i fibroblastéw [31, 61, 77, 85, 118]. Wykazano, ze
wspdlna hodowla komdrek ASCs i fibroblastéw stymu-
luje fibroblasty do migracji, réznicowania i sekrecji kola-
genu. W zwigzku z tym metody stymulujace zwiekszenie
wydzielania cytokin przez ASCs moga sprzyjaé proce-
sowi gojenia [53].

Do metod tych nalezy przede wszystkim stworzenie
warunkéw niedotlenienia (hipoksji) [61] w hodowli
in vitro ASCs, co powoduje zwiekszenie sekrecji VEGF,
HIF-1a i bFGF [16] oraz stymuluje proliferacje komdrek
$rédbtonka [93]. Medium z hodowli ASCs w warunkach
hipoksji jest wykorzystywane w schorzeniach zwigza-
nych z zapaleniem skéry [77, 118]. ASCs w warunkach
niedotlenienia zachowujg morfologie i zdolno$¢ do réz-
nicowania w inne komdrki [4, 13, 36, 107].
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Ryc. 2. Ocena zdolnosci ASCs do réznicowania sie in vitro w adipocyty (A), osteocyty (B), chondrocyty (C). PoszczegéIne typy zréznicowanych komérek
pochodzace z ASCs (po drugim pasazu) hodowano w mediach rdznicujacych przez 14 dni, a nastepnie identyfikowano na podstawie barwien histochemicznych: (A)
ASCs hodowane w medium Gibco™ StemPro™ Adipogenesis Differentiation Kit (Gibco by Life Technology, Grand Island, NY, USA) w kierunku adipocytéw wybarwione
krople thuszczu czerwienig oleista; (B) ASCs hodowane w medium Gibco™ StemPro™ Osteogenesis Differentiation Kit (Gibco by Life Technology, Grand Island, NY,
USA) w kierunku osteocytow wybarwione ztogi wapnia czerwienia alizarynowa; (C) ASCs hodowane w medium Gibco™ StemPro™ Chondrogenesis Differentiation
Kit (Gibco by Life Technology, Grand Island, NY, USA) w kierunku chondrocytéw w postaci zageszczonych komorek (kultury mikromasowej) wybarwione
glikozaminoglikany btekitem alcjariskim; (D) ASCs hodowane w medium podstawowym Gibco™ MesenPRO RS™ Medium (Gibco by Life Technology, Grand Island, NY,
USA) bez swoistych czynnikéw réznicujacych. Zdjecia wykonano z uzyciem mikroskopu odwrdconego Zeiss oraz Nikon DS.-Fi1. Powiekszenie 200x (badania wfasne)

ASCs réznicujgc sie zmieniaja ekspresje wielu biatek i wha-
$ciwosci sekrecyjne. Podczas réznych etapéw adipogenezy
in vitro komérki wytwarzajg inne adipokiny, a to zmienia
sktad ECM. Ponad 50% zidentyfikowanych, podczas rézni-
cowania ASCs w kierunku adipocytéw, biatek sekrecyjnych
jest zwigzanych z endokrynng, energetyczng i termoregu-
lacyjna rola tkanki thuszczowej [80, 120].

Zaobserwowano, ze regeneracje moze przyspieszy¢
wzrost sekrecji, takich czynnikéw wzrostu jak: bFGF,
IGF-1, PDGF-BB [27]. Dodane do zeli synergistycznie
wzmacniajg efekt stymulujacy proliferacje ASCs i powo-
duja przyspieszenie regeneracji, co odgrywa wazng role
we wczesnej fazie gojenia [27]. Spo$réd licznych czynni-
kéw wzrostu szczegdlnie rodzina PDGF odgrywa wazna
role w gojeniu, poniewaz przedstawiciele tej grupy
np. dimer PDGF-D dziala jako silny mitogen komérek

mezenchymalnych. Wykazano takze, ze PDGF-D stymu-
luje namnazanie, migracje komérek ASCs, a takze sekre-
cje czynnikéw wzrostu przez te komérki. [46]. Zatem
PDGF-D moze by¢ wykorzystany jako $rodek pobudza-
jacy dzialanie parakrynne przeszczepianych ASCs dla
takich czynnikéw jak: VEGF, FGF1, FGF5, LIF, INHBA,
IL-11 i HBEGF [46].

Bardzo wazna cechg komérek ASCs jest ich immuno-
modulacyjny wplyw na komérki uktadu immunolo-
gicznego oraz brak/bardzo niska immunogenno$é, co
ma ogromne znaczenie w ich zastosowaniu w trudno
gojacych sie ranach [7, 21, 52, 73]. Frakcja komdrek SVF
z tkanki thuszczowej wytwarza wiecej cytokin (IL-6, -8,
-12, eotaksyny i TGF-) zwigzanych z dziataniami immu-
nomodulujacymi w poréwnaniu do BMSCs [73]. Wspélna
hodowla (ko-kultura) jednojadrzastych komérek krwi
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obwodowej (peripheral blood mononuclear cell, PBMC)
i ASCs hamuje réznicowanie komérek dendrytycznych
oraz zwieksza stezenie przeciwzapalnych cytokin [21,
73]. Lipopolisacharyd stymuluje ASCs do wydzielania
czynnikéw wzrostu, takich jak Fit-3 ligand, G-CSF, GM-
-CSF, M-CSF, IL-7 [52]. Wplyw najwazniejszych czynni-
kéw wydzielanych przez ASCs na komérki zaangazowane
w gojenie ran ilustruje ryc. 3.

Mimo ogromnych mozliwo$ci wykorzystania ASCs
w leczeniu trudno gojacych sie ran, istnieje potencjalne
ryzyko ich spontanicznej transformacji nowotworo-
wej. Dtugotrwata hodowla komérek SCs, w tym ASCs,
zwieksza podatno$¢ na starzenie sie i niestabilno$é
genetyczna, co moze spowodowaé zmiany w chromoso-
mach [46, 56, 98]. Z tego wzgledu tak duze zaintereso-
wanie wzbudzaja badania nad wta$ciwo$ciami mediéw
z hodowli ASCs, ktére sa tatwo dostepne i bogatym zré-
dtem licznych czynnikéw wzrostu. Szczegdlna uwage
zwracaja obecne w nich egzosomy, pecherzyki o boga-
tym sktadzie, poniewaz przyczyniaja sie do zwiekszenia
dziatania parakrynnego ASCs [44]. Obecnie mozliwe jest
zastosowanie miniwyciskarek (mini-extruder) do zwiek-
szenia wydzielania egzosoméw w poréwnaniu do natu-

Keratynocyty:

Stymulacja proliferacji i migracji

bFGF, KGF, GM-CSF,
HGF, TGF-B, VEGF

ralnych proceséw sekrecyjnych komdérki. Dzieki tym
metodom mozliwe jest przyspieszenie gojenia bez bez-
posredniego aplikowania ASCs na uszkodzona skére [44,
54]. Nadsacza z hodowli ASCs maja mniejsze ogranicze-
nia bezpieczeristwa w poréwnaniu z przeszczepianymi
zywymi komérkami macierzystymi aplikowanymi bez-
posrednio na rane.

BADANIA KLINICZNE | BEZPIECZENSTWO TERAPII
ZWYKORZYSTANIEM ASCS

ASCs sg bardzo czesto wykorzystywanymi komdrkami
w terapii wielu choréb, gtéwnie o podtozu zapalnym,
choréb serca, uszkodzen neurologicznych, rekonstruk-
cji tkanek miekkich, regeneracji chrzastek i ko$ci. Podej-
mowane sg takze préby ich stosowania w leczeniu ran
przewlektych o réznej etiopatogenezie, wlaczajac w to
owrzodzenia powstate z powodu chordb krazenia, prze-
wlekte rany powstajace w przebiegu: cukrzycy typu 1,
zaburzen endokrynnych, stanédw zapalnych, rozlegtych
oparzeri (tabela 3) [6, 90].

ASCs, $wiezo izolowane lub hodowane (pochodzenia
alogenicznego lub autologicznego) sg podawane na rane

Fibroblasty:
Stymulacja proliferacji, migracji oraz
sekrecji sktadnikow ECM

ANG, BMP, CXCL4,6,8,12, bFGF, KGF,
HGF, IGF, Interleukiny, MMP, PDGF,
PGF, THF-a, TNF-B, TGF-B, VEGF

ASCs

CXCL4,6,8,12, Eotaksyny, CCL5,
Interleukiny,PGE2, TGF-B, VEGF

Komaérki uktadu immunologicznego:
Immunomodulacja

bFGF, KGF, GM-CSF,
HGF, TGF-B, VEGF

Ly

Komdrkisradbtonka:
Stymulacja proliferacji i migracji

Udziat komérek macierzystych tkanki ttuszczowejw gojeniu ran:

1. Faza zapalenia

Poprzez wydzielanie cytokin:
O zwiekszaja zawartos¢

2. Faza proliferacji i migracji

Poprzez stymulacje proliferacji, migracji
i sekrecji komdrek wptywaja na:

3. Faza dojrzewania

O Przebudowa struktury rany
(metaloproteazy)

czynnikdw wzrostuw ranie [ odbudowe uszkodzonego naskdrka

O modulujg aktywnosé PBMC (keratynocyty)

(immunomodulacja) O ziarninowanie rany (fibroblasty)
O angiogeneze (komarki $rédbtonka)

Ryc. 3. Udziat ASCs w gojeniu ran (opracowanie wtasne wg 16, 21, 27, 52, 53, 54, 61, 65, 73,77, 93,107, 118, 120)
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Tabela 2. Wybrane cytokiny wydzielane przez ASCs i ich wtasciwosci biologiczne wobec komérek skéry, srédbtonka i ukfadu immunologicznego (opracowanie
whasne wg 16, 21,27, 52, 53, 54, 61,65, 73,77, 93, 107, 118, 120)

Cytokiny Rola cytokin w badaniach in vitro PiSmiennictwo
ANG-1,4 Stymulacja proliferacji i migragji fibroblastéw 118
BMP-4,5,8 Stymulagja proliferacji i migracji fibroblastéw 18
XCL46,8,12 Stymulacja proliferadjii rplgrafjl fibroblastéw; Zmle.lna se.krecp. tych cytokin przez ASCs w warunkach 65,73,118,120
hipoksji; Inmunomodulacyjne dziatanie wobec PBMC
Eotaksyny, CCL5 Immunomodulacyjne dziatanie wobec PBMC 73
Zwigkszenie proliferacji komérek $rédbtonka; Stymulacja proliferacji i migragji keratynocytéw i 16,27,53,54,65,77,
bFGF, KGF .
fibroblastow 93,118
Zwigkszenie proliferacji komérek srddbtonka po pobudzeniu sekredji tej cytokiny przez ASCs w
GM-CSF L e ) 77,93
warunkach hipoksji; Stymulagja proliferacji i migracji keratynocytéw
Zwiekszenie proliferacji i migracjii komarek Srédbtonka; Stymulacja proliferacji i migragji 16,52, 53,54,65,77,
HGF - )
keratynocytéw i fibroblastow 93,118
IGF Zmiana sekredji tej cytokiny przez ASCs w warunkac,h hipoksji; Stymulacja proliferacji i migracji 16,27, 65, 118
fibroblastéw
IL-1B, -6, -8, 11, -12 Immunomodulacyjne dziatanie wobec PBMC; Stymylacja proliferacji i migracji keratynocytow i 52,747,118
fibroblastéw
MMP-1, -3,-7,-8,-9,-20 Stymulagja proliferacji i migragji fibroblastow 118
PDGF Zmiana sekreqll tej cytokiny .przez AS(S \./\./.wa.runk?ch hIpOkSJIE Stymulla'qa [’)r.()llferaqlll migragji 16,27, 53, 54,118
fibroblastéw; Stymulacja proliferacji i migracji ASCs oraz ich wasciwosci sekrecyjnych
PGF Stymulacja migradji fibroblastow 53
PGE2 Immunomodulacyjne dziatanie wobec limfocytéw 2N
Zwigkszenie proliferacji komérek srodbtonka poprzez silne pobudzenie sekrecji tej cytokiny przez
TGF-B ASCs w warunkach hipoksji; Stymulacja proliferacji i migracji fibroblastéw; Immunomodulacyjne 53,73,93,118
dziatanie wobec PBMC
TNF-a, TNF-B Stymulagja proliferacji i migracji fibroblastéw 52,118
Zwigkszenie proliferacji komérek srodbtonka poprzez silne pobudzenie sekrecji tej cytokiny przez 16,5361 65.73.77. 03
VEGF ASCs w warunkach hipoksji; Stymulaja proliferacji i migracji keratynocytow i fibroblastéw; T T

Immunomodulacyjne dziatanie wobec PBMC

107,118

ANG — angiopoetyna (angiopoietin); BMP — biatka morfogenetyczne koéci (bone morphogenetic proteins); CXCL — rodzina
chemokin o motywie C-X-C (C-X-C motif family chemokine); CCL — chemokina o motywie C-C z ligandem 5 (C-C motif che-
mokine ligand 5); bFGF — podstawowy czynnik wzrostu fibroblastéw (basic fibroblast growth factor); KGF — czynnik wzrostu
keratynocytéw (keratinocyte growth factor); GM-CSF — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw
(granulocyte macrophage-colony stimulating factor); HGF — czynnik wzrostu hepatocytéw (hepatocyte growth factor); IGF
— insulinopodobny czynnik wzrostu (insulin-like growth factor); IL — interleukina (interleukin); MMP — metaloproteinazy
macierzy zewnatrzkomdérkowej (matrix metalloproteinase); PDGF — czynnik wzrostu pochodzenia ptytkowego (platelet-deri-
ved growth factor); PGF — tozyskowy czynnik wzrostu (placenta growth factor); PGE — prostaglandyna E (prostaglandin E);
TGF-B — transformujacy czynnik wzrostu beta (transforming growth factor beta); TNF — czynnik martwicy nowotworéw
(tumornecrosis factor); VEGF — czynnik wzrostu §rédbtonka naczyti (vascular endothelial growth factor).

w postaci iniekcji badZ w zelu. W terapii tego typu wyko-
rzystuje sie parakrynne dziatanie komérek ASCs zwig-
zane z wytwarzaniem wielu czynnikéw, w tym przede
wszystkim VEGF, HGF, PDGF. W badaniach przedklinicz-
nych i klinicznych udowodniono, ze czynniki te sty-
mulujg zaréwno keratynocyty, jak réwniez fibroblasty
i komérki $rédbtonka do proliferacii i migracji [15, 26].

Wyniki prowadzonych dotad badat klinicznych wska-
zujg na bezpieczefstwo przeszczepiania komdrek
ASCs, jak réwniez na ich stosunkowo duzg skuteczno$é
w leczeniu ran przewlektych [62, 84]. Badania te doty-
cza przede wszystkim ran przewlektych powstatych
z powodu niedokrwienia [60, 72], a podanie komdrek
ASCs powodowato nie tylko szybsze gojenie rany, ale
réwniez zmniejszato dolegliwo$ci bélowe. Podejmuje
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Tabela 3. Wybrane badania kliniczne z wykorzystaniem ASCs w terapii trudno gojacych sie ran

Badanie Oficjalna nazwa badania

Rodzaj badania

Faza

Liczba
pacjentow

Pismiennictwo

,Evaluating the safety and feasibility of using
autologous Adipose-derived stromal cells
(ASCs) on adults with stage Il or IV pressure
ulcers”

Odlezyny

Interwencyjny

12

NCT02375802

,,A Comparative Clinical Trial for the Repair
of Chondral Knee Defects: Transplantation
of Autologous Cultured Chondrocytes vs.
Autologous Mesenchymal Stem Cells Derived
From Adipose Tissue”

Defekty chrzastki
stawowej

Interwencyjny

30

NCT01399749

,,A Phase | Clinical Study to Evaluate the Safety
of ALLO-ASC-DFU in the Patients With Diabetic
Foot Ulcers”

Stopa cukrzycowa

Interwencyjny

NCT02394886

,,A Phase | Clinical Study to Evaluate the Safety
of Allogeneic Adipose-derived Stem Cells in
the Subjects With Deep Second-degree Burn

Wound”

Oparzenia

Interwencyjny

NCT02394873

A Follow-up Study to Evaluate the Safety for
the Patients With ALLO-ASC-DFU Treatment in
Phase 1 Clinical Trial of ALLO-ASC-DFU-101"

Stopa cukrzycowa

Obserwacyjny

NCT03183726

,,A Randomized, Controlled, Parallel Group,
Blinded, Feasibility Study of the TGl Adipose-
derived Stromal Cell (ASC)-Coated ePTFE
Vascular Graft for Femoral-tibial Bypass
Grafting”

Niedokrwienie
korficzyn dolnych

Interwencyjny

60

NCT01305863

Rekonstrukcja piersi ,,Breast Implant”

Obserwacyjny

57000

NCT00443274

A Follow-up Study to Evaluate the Safety for
the Patients With ALLO-ASC-DFU Treatment in
Phase 1 Clinical Trial of ALLO-ASC-BI-101"

Oparzenia

Obserwacyjny

NCT03183622

A Follow-up Study to Evaluate the Safety for
the Patients With ALLO-ASC-DFU Treatment in
Phase 2 Clinical Trial of ALLO-ASC-BI-201"

Oparzenia

Obserwacyjny

30

NCT03183648

. A Phase | Open-labeled, Single-arm, Single-
Trudno gojace sie centred Study to Test the Safety of ADSC-
rany SVF-002 in Subjects With Soft Tissue Defects or
Abnormal Wound Healing”

Interwencyjny

10

NCT02590042

,,Safety and Efficacy Evaluation of Tissue
Engineered Construct Based on Allogeneic
Oparzeniallilll Adipose-derived Multipotent Mesenchymal
stopnia Stromal Cells and Platelet-poor Plasma Fibrin
Hydrogel to Treat the Patients With Burn
Wounds”

Interwencyjny

20

NCT03113747

Informacje opracowane na podstawie miedzynarodowej bazy badan klinicznych (opracowanie wtasne wg ClinicalTra-

ils.gov) (http://clinicaltrails.gov 22.11.2017).

sie réwniez préby podawania komérek ASCs z osoczem
bogatoptytkowym (platelet-rich plasma, PRP). Rezultaty
sa obiecujace; u pacjentéw, ktérzy byli poddani taczonej
terapii szybciej zamykaly sie rany i zwiekszato ukrwienie
koticzyny [92]. Wydaje sie, iz podanie PRP z ASCs moze
dziataé synergistycznie powodujac uwalnianie z ptytek
krwi czynnikéw wzrostu, takich jak: PDGF-BB, TGF-p,
VEGF i EGF [9].

Parametrami, ktére sg oceniane w badaniach klinicznych
to najczesciej: wielko$¢ i gleboko$¢ rany (czas zerowy
i 1,2,3,4 tygodnie), czas odtworzenia naskérka (1,2,4
tygodnie) oraz ocena tworzenia blizny (,,Vancouver Scar
Scale”) [https://clinicaltrails.gov/(22.11.2017)].

Warto jednak podkresli¢, ze w wiekszo$ci prowadzonych
badaniach klinicznych z uzyciem ASCs wykluczani sa
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pacjenci obciazeni dodatkowymi chorobami (np. AIDS)
lub powiktaniami cukrzycowymi. Stad nietatwa w ocenie
wydaje sie rzeczywista skuteczno$¢ terapii ASCs w trud-
niejszych przypadkach klinicznych.

Nalezy réwniez doda¢, iz wcigz istniejg obawy zwigzane
z ryzykiem kancerogenezy przez przeszczepiane ASCs.
Wynika to z potencjalnego dziatania biologicznego tych
komdrek, ktére moga stymulowaé proliferacje innych
komérek, indukowaé neoangiogeneze oraz tworzy¢
lokalng immunosupresje [90, 111]. Stad w wielu badaniach
klinicznych wylgczani sa pacjenci onkologiczni. Poza tym
rézne sposoby izolacji i warunki hodowli ASCs in vitro
sprawiaja, ze jest to materiat biologicznie zréznicowany.
Wedtug EMA/CAT (European Medicines Agency/Commit-
tee for Advanced Therapies) dziatania in vitro moga zmie-
nia¢ wtaciwoéci komérek ASCs i niesé ryzyko dziatar
niepozadanych, dlatego komdrki ASCs sa traktowane jako
sprodukty lecznicze do zaawansowanej terapii” i podle-
gaja restrykcyjnym zasadom stosowania u ludzi (Regu-
lation (EC) No 1394/2007) [5]. Jednak, jak dotad nie ma
dowodéw na to, ze terapia z uzyciem ASCs niesie ryzyko
nowotworzenia lub innych ciezkich dziatan niepozada-
nych. Z pewno$cia konieczne sg wieloletnie, doktadne
obserwacje kliniczne potwierdzajace bezpieczeristwo
i skuteczno$¢ terapeutyczna ASCs, jak réwniez wyja$nia-
jace mechanizm dziatania tych komdrek.

PODSUMOWANIE

Trudno gojace sie rany to bardzo wazny problem wspdt-
czesnej opieki zdrowotnej. Nie tylko ciggle rosnaca

PISMIENNICTWO

liczba 0séb w wieku podesztym, ale réwniez zwieksze-
nie zachorowalno$ci na choroby cywilizacyjne powo-
duje, ze wzrasta liczba chorych ze zdiagnozowana
przewlekta rang. Mimo ciagtego postepu w leczeniu
powaznych uszkodzen, przez wykorzystywanie réznego
rodzaju opatrunkéw czy substytutéw skéry, skutecz-
nos¢ stosowanych metod jest niewystarczajgca. Jednym
z obiecujacych rozwiazan w ciezkich przypadkach ran
chronicznych wydaje sie wykorzystanie komdrek macie-
rzystych tkanki thuszczowej - ASCs. W przeciwieristwie
do ludzkich komérek macierzystych szpiku kostnego,
mozna je pozyskiwaé w wiekszej liczbie. Poza tym ich
zdolno$¢ do réznicowania w inne komdrki (osteocyty,
chondrocyty) umozliwia ich wykorzystanie w regenera-
¢ji tkanek i narzadéw. Ogromne znaczenie majg réwniez
zdolnosci sekrecyjne tych komérek, co sprawia, ze nad-
sacza znad hodowli ASCs sg Zrédtem licznych czynnikéw
wzrostu wspomagajacych proces gojenia.

Bezpieczeristwo, jako$¢ komérek (standaryzacja metod
izolacji i hodowli, okreslenie fizjologicznego fenotypu),
jak réwniez restrykcyjne regulacje prawne wydaja sie
dzisiaj najwiekszymi wyzwaniami przed szerokim zasto-
sowaniem ASCs w rutynowej terapii. Jednak komérki
ASCs majg ogromny potencjat kliniczny, dzieki ktéremu
mogga sie sta¢ podstawg wspédlczesnej inzynierii tkanko-
wej i medycyny regeneracyjne;.
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