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Streszczenie: W pracy przedstawiono najwazniejsze aspekty réznicowania in vitro komorek prekursoro-
wych izolowanych z tkanki thuszczowej, w kierunku tkanek pochodzacych z mezodermy, a takze endo-
i ektodermy, swiadczace o ich szerokim potencjale do naprawy uszkodzonych tkanek. Dzigki swoim
cechom komorki te moga znalez¢ zastosowanie w inzynierii tkankowe;j i terapii komdrkowe;.

Stowa kluczowe: somatyczne komdrki macierzyste, tkanka tluszczowa, multipotencja, pluripotencja,
réznicowanie in vitro, inzynieria tkankowa, terapia komdrkowa.

Summary: The most important aspects of adipose tissue-derived stem cells in vitro differentiation into
tissues of mesodermal, endodermal and ectodermal origin were summarized in the paper, showing their
wide potential to repair damaged tissues. Thanks to their characteristic, the cells may be applied in tissue
engineering and cell-based therapy.

Key words: adult stem cells, adipose tissue, multipotency, pluripotency, in vitro differentiation, tissue
engineering, cell-based therapy.

Wykaz skrotow: ADD1/ SREBP1¢ (adipocyte determination- and differentiation-dependent factor-1/sterol
regulatory element binding protein-1) — czynnik transkrypcyjny zwiazany z okresleniem i réznicowa-
niem adipocytow/ biatko wiazace elementy regulatorowe genow enzymow bioracych udzial w syntezie
steroli; ADSC (adipose-derived stem cells, adipose-derived stromal cells, adipose-derived mesenchymal
progenitor cells) — mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace ze zrgbu tkanki thuszczowej; aP2
(adipocyte fatty acid-binding protein 2) — bialko wiazace kwasy tluszczowe; BMMSC (bone marrow
mesenchymal stem cells) — mezenchymalne komodrki macierzyste pochodzace ze szpiku kostnego;
BMP-2, -4, -6, -7 (bone morphogenic protein 2, 4, 6, 7) — biatko morfogenetyczne kosci 2,4, 6, 7;
C/EBP a, 8,0 (CCAAT/enhancer binding protein «, /3, 8) — bialko «, 3, 0 wiazace sekwencj¢ wzmacnia-
jaca CCAAT:; CD (cluster of differentiation) — gronko réznicowania; COX-2 (cyclooxygenase 2) — cyklo-
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oksygenaza 2; DKk-1 (DickkopfT) — biatko sekrecyjne, inhibitor szlaku Wnt/3-katenina; DIx5 (distal-less
homeobox) — czynnik transkrypcyjny z motywem homeodomeny; DMSO (dimethy! sulfoxide) — sulfo-
tlenek dimetylu; EGF (epidermal growth factor)— czynnik wzrostu naskorka; ERK (extracellular signal-
regulated kinase) —kinaza zalezna od sygnatu zewnatrzkomorkowego; FGF-2 (fibroblast growth factor
2)—czynnik 2 wzrostu fibroblastow; GFAP (glial fibrillary acidic protein) — kwasne bialko fibrylarne
gleju; GLP-1 (glucagon-like peptide-1) — peptyd glukagonopodobny 1; GVHD (grafi-versus-host dise-
ase) — choroba ,,przeszczep przeciwko gospodarzowi”; HGF (hepatocyte growth factor) — czynnik
wzrostu hepatocytow; HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) — ludzkie komorki srodbtonka
zyly pepowinowej; IBMX (isobutylmethylxanthine) — izobutylometyloksantyna; IGF-1 (insulin-like growth
factor 1)—insulinopodobny czynnik wzrostu 1; IL-3, IL-6 (interleukins 3, 6) — interleukiny 3, 6; JNK (c-
jun N-terminal kinase) — kinaza domeny N-koncowej biatka Jun; KLF-S (Krippel-like transcription
factor) — czynnik transkrypcyjny z motywem palca cynkowego; KROX-20 (Krox-20 homolog Dro-
sophila) — czynnik transkrypcyjny z motywem palca cynkowego; LDL (low density lipoproteins) —
lipoproteiny o niskiej gestosci; MAP-2 (microtubule-associated protein-2) — biatko 2 zwigzane z mikro-
tubulami; MRFs (myogenic regulatory factors) — rodzina czynnikdw regulatorowych miogenezy, np.
MyoD, Myt5, MRF4; MSC (mesenchymal stem cells) — mezenchymalne komoérki macierzyste; Neu N
(neuron specific enolase) — neuronalna enolaza; Osx (osterix) — czynnik transkrypcyjny osteriks, z
motywem palca cynkowego; PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1)— inhibitor 1 aktywatora plazmi-
nogenu; Pax-3, -7 (paired box domain proteins) — czynniki transkrypcyjne z rodziny Pax; PLA (proces-
sed lipoaspirate cells) —komorki otrzymane droga lipoaspiracji; PLGF (placental growth factor)—tozy-
skowy czynnik wzrostu; PPAR-y (peroxisome proliferator-activated receptor ) — receptor jadrowy y
aktywowany przez proliferatory peroksysomow, odpowiedzialny za anabolizm i lipogenez¢ kwasow
tluszczowych; receptor dla glitazonéw; R-Smad (receptor-regulated Smads) —jedna z klas biatek Smad,
biatko sygnatowe szlaku TGF- i czynnik transkrypcyjny; Runx-2 (runt-related transcription factor 2)
— osteogenny czynnik transkrypcyjny; RXRe (retinoid X receptor @) — receptor a kwasu retinowego;
SCF (stem cell factor) — czynnik wzrostu komdrek macierzystych; Shh (Sonic hedgehog) — czynnik
transkrypeyjny z rodziny hedgehog; Smad-1, -4 i -5 (biatka Smad 1, 4, 5, kombinacja nazw MAD i
SMA) — biatka sygnatowe szlaku TGF-f i czynniki transkrypcyjne; STRO-1 — marker komorek prekur-
sorowych zr¢bu szpiku kostnego; SVF (adipose stromal-vascular cell fraction) — frakcja podporowo-
naczyniowa tkanki thuszczowej; TAZ (transcriptional coactivator with PDZ-binding motif) — koaktywa-
tor transkrypcyjny z motywem wiazacym domen¢ PDZ; Tbx3 (7-box transcription factor 3) — czynnik
transkrypceyjny 3 rodziny T-box; TGF-8 (transforming growth factor /) — transformujacy czynnik
wzrostu 8; VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) — czasteczka adhezyjna komorek srodbtonka 1,
CD106; VEGF (vascular endothelial growth factor) — srodbtonkowy czynnik wzrostu; Wnt — szlak Wnt,
kombinacja nazw homologicznych genow Wg (wingless) i Int.

WSTEP

Inzynieria tkankowa oferuje potencjalne metody naprawy uszkodzonych tkanek
ludzkich i jest dynamicznie rozwijajaca si¢ dziedzina medycyny rekonstrukcyjne;j.
Poszukiwane sa nowe zrédta komorek, ktére moglyby znalezé zastosowanie w
regeneracji tkanek i narzadow. Pozyskiwanie komorek embrionalnych, ktore zdolne
sq do przeksztalcania si¢ w komorki dowolnego rodzaju, jest kontrowersyjne z
etycznego punktu widzenia. Obecne badania koncentruja si¢ zatem na mozliwosci
zastosowania somatycznych komorek macierzystych (ang. adult stem cells), obec-
nych w organizmie dorostego cztowieka w réznych narzadach i odpowiadajacych
m.in. za ich naprawe. Mezenchymalne komodrki macierzyste — MSC (ang. mesen-
chymal stem cells) izolowane z tkanek dorostych majg zdolnos¢ do réznicowania
in vitro w kierunku m.in. kosci, chrzastki, tkanki thuszczowej, miesni szkieletowych



ROZNICOWANIE KOMOREK PREKURSOROWYCH Z TKANKI TLUSZCZOWE]... 219

[2]. MSC obecne w zrgbie tkanki tluszczowej, w tzw. frakcji podporowo-naczyniowe;j
tkanki — SVF (ang. stromal-vascular fraction), okreslane sa jako PLA (ang.
processed lipoaspirate cells), komorki macierzyste lub stromalne tkanki thuszczowej
— ADSC (ang. adipose-derived stem cells, ang. adipose-derived stromal cells)
lub mezenchymalne komorki prekursorowe tkanki thuszczowej (ang. adipose-derived
mesenchymal progenitor cells) [39].

Jako zrodlo komorek prekursorowych tkanka thuszczowa budzi ogromne nadzieje,
szczegblnie ze wzgledu na dostepnosé materiatu w duzej ilosci, mala inwazyjnos¢ metody
pobrania, prostg izolacj¢ i hodowle komdrek z pobranej tkanki [51], a jednoczesnie zdolnosé
wyizolowanych komorek do powielania i ré6znicowania w wiele typow tkanek [39].

ROZNICOWANIE ADSC

Mezenchymalne komdrki macierzyste wykazuja multipotencjg, poniewaz zdolne sa
do réznicowania w obrebie jednego listka zarodkowego, w tym przypadku mezodermy.
W wyniku tego procesu powstaja, w zaleznosci od warunkow srodowiska, adipocyty,
fibroblasty, miocyty, osteocyty, chondrocyty, a wigc zachodzi réznicowanie tkankowo
specyficzne (ang. lineage-specific differentiation). Roznicowanie moze by¢ takze
»przetaczone” pomiedzy komorkami o mezodermalnym pochodzeniu, tzn. moze dojs$é
do ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych specyficznych dla innych tkanek i roézni-
cowaniu np. fibroblastow czy miocytow w kierunku adipocytéw (transdyferencjacja
z ang. trans-differentiation) [33, 51]. Zjawisko to jest zwigzane z plastycznoscia
komorek w obrebie tkanek jednego listka zarodkowego.

Wiele danych potwierdza, ze ADSC maja wielokierunkowa plastycznos$é rozwojowa
[23, 39, 55, 64]. Wykazano ich zdolno$¢ do réznicowania w komorki pochodzenia
mezodermalnego, poréwnywalng z mezenchymalnymi komorkami macierzystymi ze szpiku
kostnego — BMMSC (ang. bone marrow mesenchymal stem cells) [60, 64].
Potwierdzono takze zdolnos¢ komorek prekursorowych tkanki thuszczowej lub pewnej
grupy komorek w ich populacji do pluripotencji, czyli réznicowania w kierunku komdrek
pochodzacych ze wszystkich trzech listkow zarodkowych, np. neurondéw, komorek
endokrynowych trzustki, hepatocytow, komorek $rddbtonka i kardiomiocytow [51].

Podloze molekularne i czynniki transkrypcyjne uruchamiane w trakcie réznico-
wania poszczegdlnych tkanek o pochodzeniu mezodermalnym zostaly szeroko opisane
[3, 4, 28, 32, 40, 51, 52, 57]. Stwierdzono jednak, ze zanim komdrka wejdzie na
droge takiego specyficznego roznicowania (ang. lineage-specific differentiation)
zostaje ukierunkowana, czy ,,przeznaczona” (ang. commitment) w kierunku swojego
pochodzenia, za pomoca niezidentyfikowanych regulatorow molekularnych (ang.
molecular rheostats), ktore moduluja sygnal molekularny (ryc. 1). Zaproponowany
model zaklada, ze czasteczki te, prawdopodobnie bedace czynnikami transkryp-
cyjnymi, decyduja o ,,przeznaczeniu” MSC w okreslonym kierunku, hamujac przy
tym ich rozwoj w innym kierunku i w ten sposdb zachowuja rownowage pomigdzy
réznymi programami réznicowania [19, 51].
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RYCINA 1. Roéznicowanie mezenchymalnych komorek macierzystych: etap ukierunkowania pod
wplywem nadrzednych czynnikow regulujacych (czynnikdw transkrypcyjnych komorek macierzystych)
i etap terminalnego réznicowania pod wplywem specyficznych czynnikoéw réznicujacych

FIGURE 1. Mesenchymal stem cell differentiation: commitment stage and terminal differentiation

Dotad jedynie czynnik transkrypcyjny, produkt genu 74Z, zostat zidentyfikowany
jako wczesny regulator tego rodzaju. Koaktywuje on transkrypcje genow zalezna
od innego czynnika transkrypcji, runx-2, kluczowego dla osteogenezy. Jednoczesnie
hamuje transkrypcje genow zalezna od PPAR-y, aktywowanego podczas adipoge-
nezy (ryc 2). Poprzez modulacje ekspresji TAZ w hodowli pierwotnych MSC
kierowano je na drogg osteo- lub adipogenezy [19, 51].

Do tej pory nie zidentyfikowano innych nadrzednych czynnikéw, determinujacych
losy komorek w okreslonym kierunku i sprowadzajacych je na droge tkankowo
specyficznego réznicowania [51].

ROZNICOWANIE W KIERUNKU OSTEOBLASTOW

Réznicowanie ADSC in vitro uzaleznione jest od stworzenia odpowiedniego
srodowiska poprzez dodanie do pozywek, np. réznych czynnikoéw wzrostu, najczesciej
zestawu kilku substancji (tab. 1). Réznicowanie w kierunku osteoblastéw wymaga
dodania do pozywki hodowlanej deksametazonu, witaminy D,, BMP-2, fosforanu
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TABELA 1. Czynniki roznicujace i specyficzne czasteczki uruchamiane podczas wybranych programow
roznicowania DSC [19, 51, 64]

TABLE 1. Factors triggering the differentiation and specific molecules activated during selected ADSC
differentiation programs

Kierunek Czynniki réznicujace Specyficzne czynniki transkrypcyjne

réznicowania uruchamiane podczas réznicowania

ADSC

Adipocyt Insulina, IBMX, deksametazon, rozyglitazon, PPAR y/RXRa, ADD1/SREBPI1c,
indometacyna C/EBPa, 3, v, KROX-20, KLF-5

Osteoblast Deksametazon, 1a,25-dihydroksycholekalcyferol | Runx-2, BMP-2,0sx, Tbx3,Notch-1,
(witamina D,), kwas askorbinowy (witamina C), |Menin, Shh, DIx5, Msx2
[-glicerofosforan, BMP-2, kwas walproinowy

Chondrocyt |Insulina, deksametazon, kwas askorbinowy BMP-4, -6, -7, TGFp-3, FGF-2,
(wit.C), TGFB-1, -2, -3, BMP-6, -7, FGF-2 Brachyury, Sox-9
Miocyt Deksametazon, hydrokortyzon MyoD, Myf5, miogenina, MRF4,

MEF2, Pax3, Pax7

glicerolu, kwasu askorbinowego lub kwasu walproinowego. Wczesna aktywacja ERK,
a nastgpnie JNK, kinaz aktywowanych mitogenami, powoduje réoznicowanie MSC
w kierunku osteoblastow, blokuje zas réznicowanie w kierunku adipocytéw [51].

BMP-2

Stymulacja ekspresji genu/ \ Hamowanie ekspresji genu

osteokalcyna aP2
Roéznicowanie w kierunku Brak roznicowania
osteoblastow w kierunku adipocytow
Osteoblast Adipocyt

RYCINA 2. Dzialanie ,,molekularnego regulatora™ na przykladzie czynnika TAZ. TAZ aktywuje Runx-
2, czynnik transkrypcyjny kluczowy dla osteogenezy, a hamuje PPARy, kluczowy dla adipogenezy, co
doprowadza do r6znicowania w kierunku osteoblastow

FIGURE 2. Molecular rheostat activity — the example of TAZ. TAZ coactivates Runx-2-dependent
osteogenic differentiation and inhibits PPARy-dependent adipogenic differentiation
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W jednej z prac, porownujacej bezposrednio BMMSC i ADSC, wykazano stabsza
zdolnos¢ ADSC do réznicowania w kierunku osteoblastow i chondroblastow [20].
Jednak wigkszos$¢ doniesien sugeruje, ze ADSC i BMMSC maja taka sama zdolnosé
do réznicowania w kierunku komoérek kosci [51, 54]. W przypadku ADSC ta
zdolnos$¢ utrzymuje si¢ bez wzgledu na wiek dawcy [54]. Podczas poréwnania
komorek progenitorowych z dwoch roznych zrédel wykazano, ze ADSC izolowane
z tkanki tluszczowej trzewnej maja wigksza zdolnos$¢ do réznicowania w kierunku
osteoblastow niz te z tkanki thuszczowej podskornej [41].

Ludzkie [51, 58] oraz mysie [15] ADSC nabywaja podczas roznicowania cech
osteoblastow: uczestnicza w mineralizacji macierzy zewnatrzkomorkowej, produkuja
osteokalcyne i fosfataze zasadowsq [51], reaguja takze na obcigzenie mechaniczne
[58]. W dalszym procesie roznicowania zdobywaja wlasciwosci typowe dla komérek
osteogennych, takie jak: odpowiedz na naprezenie Scinajace ptynu [26], dalszy wzrost
ekspresji genu fosfatazy zasadowej, a pod wplywem obciazenia mechanicznego
wykazuja wzrost ekspresji genow osteopontyny, kolagenu typu I i cyklooksygenazy
COX-2. Wyniki te sugeruja, ze ADSC majg zdolno$¢ do réznicowania w kierunku
wrazliwych na sily mechaniczne komorek kosci i tym samym moga by¢ wykorzystane
do celow inzynierii tkankowej. Stwierdzono, ze ADSC hodowane na tr6jwymiarowych
rusztowaniach, zaréwno kolagenowych [17], polimerowych, jak i ceramicznych [31]
prezentowaly cechy charakterystyczne dla osteoblastow: ekspresje fosfatazy zasado-
wej, sekrecj¢ osteokalcyny i odktadanie fosforanéw wapnia [17, 31].

Zidentyfikowano czynniki transkrypcyjne Menin, Shh i Notch-1 aktywne podczas
nabywania fenotypu osteogennego. Nie sa natomiast znane nadrzedne czynniki je
regulujace. BMP-2 w pozywce stymuluje osteogeneze [11, 27, 49, 51], pobudza
ekspresje genu osteopontyny, najobficiej wystepujacego niekolagenowego biatka
macierzy zewnatrzkomorkowej kosci oraz genu Runx-2 (poprzez TAZ), ktory jest
czynnikiem transkrypcyjnym dla osteokalcyny [19, 27]. Aktywacja receptora BMP-2
wywoluje efekt plejotropowy: aktywacje biatek R-Smad, aktywacje kinaz, modulowanie
aktywnosci osteogennych czynnikdéw transkrypcyjnych, m.in. Runx-2 i Osx [49]. Runx-
2 jest zatem centralnym regulatorem kosciotworzenia i wpltywa na wzrost komorek i
ekspresje genow charakterystycznych dla fenotypu komoérki podlegajacej roznicowaniu
osteogennemu [32]. Czynnik transkrypcyjny Tbx3 odgrywa istotng rolg¢ w rdéznicowaniu
w kierunku osteoblastow i proliferacji ludzkich ADSC [29] wedtug nieznanego
mechanizmu. Kwas walproinowy hamuje deacetylaze histondw, wplywajac na rozluz-
nienie chromatyny i réznicowanie ludzkich progenitoréw z tkanki thuszczowej w sposdb
zalezny od dawki. W réznicujacych komorkach ADSC traktowanych tym kwasem
zwigksza si¢ ekspresja gendéw dla osteriks, osteopontyny, BMP-2, runx-2 [7].
Natomiast FGF-2 hamuje réznicowanie ADSC w kierunku komoérek kosci [44],
stymulujac jednoczesnie roznicowanie w komorki chrzastki.

Kanoniczny szlak sygnalizacyjny Wnt/B-katenina odgrywa istotng rolg w
dojrzewaniu osteoblastoéw z komorek prekursorowych kosztem adipogenezy oraz w
zwigkszaniu masy kosci. Jednak pozywka z dodatkiem czynnika Wnt3a, dziatajacego
poprzez ten szlak zwigkszata proliferacje¢ ludzkich BMMSC i ADSC [6] hamujac
réwnoczesnie ich réznicowanie w kierunku osteoblastow. Biatko Dkk-1 (Dickkopfl),
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hamujace szlak kanoniczny Wnt, zwigkszato natomiast proliferacje ludzkich BMMSC. Moze
to sugerowac, ze Wnt3a daje réznorodne wyniki w zaleznosci od poziomu aktywacji szlaku
sygnalowego [6]. W kontekscie regulacji roznicowania za pomoca jakiego$ nadrzednego
czynnika transkrypcyjnego Wnt3a i fS-katenina wydaja si¢ by¢ istotnymi mediatorami
bioracymi udzial w hamowaniu réznicowania ADSC w kierunku osteogennym [6, 51].

Komorki pobudzane do przeksztalcania si¢ w osteoblasty moga znalez¢ zastoso-
wanie w regeneracji szkieletu w przypadku dziedzicznych wad kosci (np. osteoge-
nesis imperfecta — wrodzona tfamliwos¢ kosci), osteoporozy lub uszkodzen spowodo-
wanych nowotworem lub urazem [35, 51].

ROZNICOWANIE W KIERUNKU CHONDROCYTOW

ADSC moga roznicowa¢ w kierunku komorek majacych fenotyp zblizony do
chondrocytéw, produkujacych agrekan i kolagen typu II, specyficznych dla chrzastki
w obecno$ci pozywek zawierajacych BMP-6, BMP-7, FGF-2, TGF-81, TGF-32,
TGF-33, deksametazon i IGF-1 [51]. Wykazano, ze ADSC izolowane z tkanki
podskdrnej, hodowane wstepnie w pozywce dla chondrocytow, syntetyzuja czasteczki
macierzy chrzastki: kolagen typu I, typu VI i siarczan chondroityny, a takze utrzy-
muja te zdolnos¢ po przeniesieniu na rusztowaniach z alginianu do myszy bezgrasi-
czych [51]. Ponadto wykazano, ze komorki mezenchymalne ze stawowej tkanki thuszczowej
wykazuja wigkszy potencjatl chondrogenny niz MSC z tkanki thuszczowej podskornej
(wigksza ekspresja STRO-1 i CD106, wyzszy odsetek proliferacji i wydajnos¢ tworzenia
kolonii, wieksza ilos¢ produkowanej macierzy chrzastki) [37].

Podczas roznicowania ADSC w kierunku chondrocytow aktywacji ulegaja geny
nastepujacych czynnikdw: Brachyury (cztonek rodziny czynnikéw transkrypcyjnych
T-box), BMP-4, TGF-83, Smad-1, -4 i -5. Natomiast nieznane sa nadrzedne
regulatory dla tych czastek, sprowadzajace ADSC na droge chondrogenna.
BMP-6 dodany do pozywki pobudza ekspresje¢ agrekanu-1 i fancucha a1 kolagenu
typu I [12], dlatego wydaje si¢ by¢ waznym z punktu widzenia inzynierii tkankowej
czynnikiem wzrostu. BMP-7, takze nalezacy do nadrodziny TGF-3, indukuje
réznicowanie chondrocytow, pobudza ekspresj¢ genu agrekanu [27], uwazanego za
marker réznicowania tych komdrek. Jednoczesnie FGF-2 stymuluje chondrogeneze,
a takze proliferacje komorek ADSC [5].

Oprocz specyficznych czynnikow niezbednych do réznicowania w kierunku
komorek chrzastki, znaczenie maja zastosowane sztuczne substytuty macierzy
zewnatrzkomorkowej oraz trojwymiarowe srodowisko w hodowli. Do otrzymania
chrzastki i kosci z ADSC najlepsze wydaja si¢ by¢ rusztowania fibrynowe, z
ortofosforanu wapnia oraz z aglomeratu czasteczek chitozanu, naturalnej pochodnej
chityny, otrzymywanego z pancerzy skorupiakéw morskich [16, 20, 34].

Réznicowanie ADSC w kierunku chondrocytéw moze dostarczy¢ komoérek do
reperacji chrzastki w polaczeniach kosci, np. w chorobie zwyrodnieniowej stawow
oraz w rekonstrukcji ucha i nosa [35, 51].
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ROZNICOWANIE W KIERUNKU ADIPOCYTOW

Ten typ réznicowania zachodzi in vitro pod wplywem insuliny, izobutylo-
metyloksantyny (IBMX), deksametazonu, rozyglitazonu i indometacyny. ADSC poddane
dzialaniu tych czynnikow wykazuja cechy typowe dla dojrzatych adipocytow: zdolnosé¢
lipolityczna po stymulacji katecholaminami, aktywnos¢ antylipolityczng przez a2-adreno-
receptory, sekrecje typowych adipokinin (adiponektyna, leptyna). Ponadto zdolnos¢
réznicowania utrzymuje si¢ przez wiele pasazy [10]. Wykazano w tym procesie udziat
specyficznych dla powstawania tkanki thuszczowej czynnikoéw transkrypcyjnych: PPARy/
RXRa (ang. peroxisome proliferator-activated receptor ylretinoid X receptor «),
ADDI1/SREBPIlc (ang. adipocyte determination- and differentiation-dependent
Jactor-1/sterol regulatory element binding protein-1) czy C/EBP a, 8, 6 (CCAAT/
enhancer binding protein «, 4, 0) [51].

MSC poddane wstepnie roznicowaniu w kierunku adipocytéw przyczepione do
sfer (kul) z polimeru kwasu mlekowego i glikolowego, wszczepione do myszy
bezgrasiczych, formujg z powodzeniem w miejscu implantacji tkanke thuszczowa [8].

Terapia komorkowa z wykorzystaniem ADSC moze znalezé zastosowanie w
leczeniu przetok jelita u pacjentow z chorobg Lesniowskiego-Crohna (przewlekly,
nieswoisty proces zapalny $ciany przewodu pokarmowego). W doswiadczeniu
wstepnym z podaniem autologicznych ADSC z liposukcji udato si¢ zamknaé 6 z 8
przetok bedacych wynikiem stanu zapalnego u 5 pacjentow [14].

Zastosowanie komorek, ktore nie sa jeszcze adipocytami, niesie wiele korzysci
w porownaniu z dojrzalymi komorkami tkanki thuszczowej. Komorki progenitorowe
przypominaja fibroblasty i nie maja duzych kropli thuszczu w cytoplazmie, sa mniejsze
niz adipocyty i dzigki temu pozwalaja na szybsza rewaskularyzacj¢ przeszczepienia.
Ze wzgledu na mniejsze zuzycie tlenu, a tym samym lepsze dotlenienie i lepsze
ukrwienie tkanki, moga znalez¢ zastosowanie w inzynierii tkankowej. Przeszczepione
utrzymuja zdolnos$¢ do réznicowania w adipocyty in vivo, podczas gdy same dojrzale
adipocyty daja gorsze wyniki — dochodzi m.in. do kurczenia si¢ przeszczepionej tkanki
lub powstania torbieli (cyst) thuszczowych [18].

Uszkodzenia tkanek migkkich po urazach, oparzeniach i zabiegach chirurgicznych
stanowia wyzwanie dla chirurgii plastycznej i rekonstrukcyjnej. Nadal nieosiagalne sa
sztuczne ani biologiczne implanty odpowiednie do naprawy tkanek miekkich po rozleglych
urazach, a wykorzystanie autologicznych komdrek progenitorowych tkanki thuszczowej w
potaczeniu z adipocytami budzi wielkie nadzieje na zastosowanie ich np. w rekonstrukc;ji
piersi po usunieciu gruczoléw z powodu nowotworu lub do poprawy ich symetrii.

ROZNICOWANIE W KIERUNKU MIOCYTOW
I KARDIOMIOCYTOW

W 2005 roku opisano [47] po raz pierwszy zdolnos¢ ADSC do regeneracji
migsnia 1 ekspresji dystrofiny w mysim modelu dystrofii mi¢sniowej Duchenne'a.
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Poprzez uzycie mediow indukcyjnych komorki izolowane z tkanki tluszczowej
wytwarzaja miotubule charakterystyczne dla komorek migsnia szkieletowego. Maja
ponadto faktyczna zdolnos¢ rekonstrukceji tych migsni. Do tego niezbedny jest jednak
bezposredni kontakt réoznicowanych komorek z komorkami migsniowymi [30, 46].
Podczas réznicowania dochodzi do aktywacji miogennych czynnikow regulatorowych
z rodziny MRF: MyoD, Myt5, MRF4 czy miogeniny [51].

Roéznicowanie w kierunku kardiomiocytow indukowano w hodowli w pozywce
p&iptynnej metylocelulozowej zawierajacej interleukiny IL-3 i IL-6 oraz SCF (ang.
stem cell factor). Komorki zrebu (SVF) tkanki tluszczowej wykazywaly podczas
tego procesu fenotyp podobny do kardiomiocytéw: ekspresj¢ gendw markerowych
komorek migs$nia sercowego i aktywnos¢é rozrusznikowa (stymulatora) serca. Odpo-
wiadaty rowniez na pobudzenie adrenergiczne i cholinergiczne [42].

Wigkszos¢ badan jednak, szczegdlnie in vivo, dostepnych jest tylko na mysich
modelach. Pokrycie miokardium warstwa komérek ADSC u myszy z wrodzonym
uszkodzeniem miokardium, skutkowato ich réznicowaniem w kierunku kardiomio-
cytow, angiogeneza, ekspresja specyficznych markeréw kardiomiocytéw i poprawie-
niem funkcji serca [36, 56]. W mysim modelu zawatu serca, gdzie podawano komorki
izolowane z mysiej brunatnej tkanki tluszczowej, region pozawalowy zostat zreduko-
wany, a wydolno$¢ serca usprawniona [62].

ROZNICOWANIE W KIERUNKU KOMOREK SRODBLONKA
INACZYN

Wykazano, ze ADSC, tak jak BMMSC, maja zdolnos¢ do przeksztalcania sie w
komorki $rodblonka i naczyn [61]. Komorki srodblonka i preadipocyty maja wspolne
komorki progenitorowe. W trakcie rozwoju, pod wplywem czynnikdéw autokrynnych
lub parakrynnych, komérki preendotelialne i preadipocyty moga zamieniaé sig¢
nawzajem jedne w drugie w rozwijajacej si¢ tkance tlhuszczowej [1]. Oba typy
komorek poprzez ekspresje integryny anb oraz uwalnianie np. inhibitora PAI-1
wspierajg angiogenez¢ i adipogeneze [24], preadipocyty pobudzajg proliferacje
komorek srodbtonka i wydzielaja VEGF w warunkach niedoboru tlenu [1, 45], a
komorki srodbtonka zwigkszaja tempo proliferacji prekursorow adipocytow [1].

Roznicowanie komorek SVF w kierunku srodbtonka jest pobudzane obecnoscia
surowicy (pozywka dla komorek srodblonka z 2% bydleca surowica ptodowa) przy
nieobecnosci czynnikow adipogennych [1]. Wykazano w modelu in vitro, ze komorki
izolowane z frakcji SVF tkanki ttuszczowej biora udzial w tworzeniu sieci naczyn
krwionosnych razem z ludzkimi komérkami srédblonka zyly pepowinowej (HUVEC)
[1]. U myszy zaobserwowano inkorporacj¢ ADSC do naczyn, neowaskularyzacje
po niedokrwieniu, tworzenie struktur naczyniopodobnych, Swiadczace o zdolnosciach
proangiogennych tych komorek [38, 43]. Ze wzgledu na wydzielanie wielu czynnikow
pobudzajacych angiogeneze: VEGF, HGF, IGF-1, PLGF, FGF-2, TGF- i angiopo-
etyny 1 komdrki te wydaja si¢ odpowiednie do zastosowania w terapii komdrkowej
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choréb niedokrwiennych oraz jako alternatywa dla komorek mezenchymalnych
szpiku, w komorkowej terapii regeneracyjnej [39].

ROZNICOWANIE W KIERUNKU KOMOREK NERWOWYCH

Inkubacja komdrek ADSC w obecnosci kwasu walproinowego, insuliny, hydroksy-
anizolu, hydroksykortyzonu, EGF i FGF powoduje réznicowanie w kierunku neuronalnym.
Komérki wykazuja ekspresje tubuliny SIII, markera komérek nerwowych [48]. Mysie
i ludzkie ADSC nabywaja fenotyp neuronalny i produkuja kwasne biatko fibrylarne gleju
(GFAP), nestyng, neuronalna enolaz¢ (NeuN) i neurofilamenty [51]. W przypadku
hodowli komérek w obecnosci azacytydyny (pochodnej i analogu nukleozydu cytydyny)
produkowaty one biatko zwiazane z mikrotubulami MAP-2 oraz GFAP. Azacytydyna
usuwa in vitro grupy metylowe DNA, co moze powodowal aktywacje genow
wyciszonych poprzez metylacj¢. Komoérki réoznicowane w ten sposdb przywracaly in
vivo czynnos$ci ruchowe i funkcje mozgow szczuréw ze sztucznie indukowana choroba
niedokrwienng mézgu [22]. Dozylne podanie do mdzgu szczurdw transfekowanych
ludzkich komorek ADSC, ktére produkuja w nadmiarze telomeraze, skutkowato
przywroceniem funkcji tego narzadu po niedokrwieniu [21]. Istnieje zatem potencjalne
zastosowanie komorek macierzystych tkanki thuszczowej w leczeniu skutkéw urazu mézgu
i nerwéw obwodowych oraz udaru mozgu [50].

ROZNICOWANIE W KIERUNKU KOMOREK ENDOKRYNOWYCH
TRZUSTKI

W przypadku hodowli ludzkich ADSC w obecnosci aktywiny A, eksendyny 4
(agonista receptora dla peptydu glukagonopodobnego GLP-1), HGF i pentagastryny,
zachodzilo skuteczne roznicowanie w kierunku komorek endokrynowych trzustki.
Tego typu roznicowanie mozna indukowaé rowniez za pomoca amidu kwasu
nikotynowego (witaminy B,) lub duzego stezenia glukozy w pozywce. Komorki takie
wykazuja ekspresje¢ hormondw trzustki: insuliny, glukagonu i somatostatyny, moga
produkowa¢ specyficzne trzustkowe czynniki transkrypcyjne, takie jak: Isl-1 czy
czynniki transkrypcyjne biorace udzial w rozwoju tego narzadu, m.in. Pax-6, Ipf-1,
Ngn-3. Komorki te moga zostaé w przysztosci wykorzystane w terapii komdrkowe;j
cukrzycy typu I i II, jako komorki wydzielajace insuline [59].

ROZNICOWANIE W KIERUNKU KOMOREK WATROBY

Czynnik wzrostu hepatocytéw HGF, onkostatyna M i sulfotlenek dimetylu (DMSO)
indukuja w ADSC fenotyp hepatocytdw, co przejawia si¢ ekspresja albuminy czy
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a-fetoproteiny [53]. HGF, ktéry jest mitogenem oddzialujacym poprzez receptor
c-Met o aktywnosci kinazy tyrozynowej, odgrywa ogromna rol¢ w rozwoju zarodko-
wym i regeneracji watroby. Onkostatyna M reguluje roznicowanie hepatocytéw jako
czlonek rodziny cytokin IL-6 [51]. Jednak molekularne mechanizmy tego réznicowania
sa nadal niejasne. Réznicowane komorki maja takze zdolno$¢ pobierania lipoprotein o
niskiej gestosci (LDL) i produkcji mocznika [53]. Podane dozylnie myszom wykazuja
integracje z watroba, szczegdlnie po usunieciu fragmentu tego narzadu w celu
pobudzenia regeneracji [25]. Moga znalez¢ zastosowanie przy leczeniu przewlek-tych
zaburzen watroby, do regeneracji i transplantacji hepatocytéw [51].

ROZNICOWANIE W KIERUNKU KOMOREK KRWI

Komorki izolowane z tkanki tluszczowej nie sg postrzegane jako komorki o
nieograniczonej zdolnosci do rozwoju w komorki krwi, lecz raczej jako wspomagajace
szpik kostny w procesie hematopoezy. Sytuacja taka miata miejsce w przypadku
réznicowania hematopoetycznych komorek prekursorowych w mielocyty i limfocyty
B, kiedy to ADSC podtrzymywaly proces catkowitego réznicowania tych komdrek
[9, 51]. Dzigki ich obecnosci przezywaly myszy poddane napromieniowaniu letalng
dawka [9]. Ze wzgledu na immunosupresyjne wihasciwosci ADSC [63] mozliwa
wydaje si¢ w przyszlosci terapia komoérkowa przeciw chorobie ,,przeszczep
przeciwko gospodarzowi” — GVHD (ang. grafi-versus-host disease) [13], kiedy
obecne w przeszczepie limfocyty dawcy niszezg tkanki biorcy.

TABELA 2. Przyklady zastosowan terapeutycznych ADSC w przyszlosci, w odniesieniu do
specyficznych dla poszczegdlnych tkanek programéw réznicowania komoérek macierzystych
[35, 51]. Wiele z nich pozostaje jak dotad teoretycznymi

Kierunek réznicowania
ADSC

Zastosowanie terapeutyczne (choroby lub zaburzenia)

Osteoblasty

dziedziczne wady kosci, urazy szkieletu, nowotwor, osteoporoza

Chondrocyty zwyrodnienie stawow, rekonstrukcja chrzastki nosa i uszu

Adipocyty uszkodzenia tkanek migkkich po urazach i zabiegach
hirurgicznych, przetoki uktadu pokarmowego

Miocyty pourazowa rekonstrukcja tkanek, dystrofie migsniowe

Kardiomiocyty regeneracja migsnia sercowego po zawale

Komorki srodblonka

neowaskularyzacja, choroby niedokrwienne

Komorki nerwowe

udar, urazy mézgu i nerwoéw obwodowych

Komorki endokrynowe

cukrzyca typu I i Il

Hepatocyty

regeneracja watroby, przewlekle zaburzenia watroby

Komorki hematopoetyczne

wsparcie dla komorek szpiku kostnego, GVHD
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PODSUMOWANIE

Molekularne podstawy réznicowania komoérek izolowanych z tkanki thuszczowe;j
w kierunku tkanek mezodermalnych zostaly dobrze poznane, czynniki transkrypcyjne
i kluczowe zdarzenia inicjujace te procesy nie sa jednak jeszcze w petni wyjasnione
[51]. W jeszcze mniejszym stopniu poznano podstawy réznicowania w kierunku
tkanek pochodzenia innego niz mezodermalne. Chociaz wiele z proponowanych
zastosowan medycznych pozostaje jak dotad jedynie w teorii, komdrki ADSC, ze
wzgledu na wstepnie wykazang zdolnos$¢ rozwoju w kierunku tkanek pochodzacych
ze wszystkich trzech listkow zarodkowych, wykazuja duzy potencjal dla inzynierii
tkankowej (tab. 2). Terapia z wykorzystaniem komoérek macierzystych tkanki
tluszczowej moze w przysztosci znalez¢ zastosowanie w przypadku wielu choréb
dziedzicznych i degeneracyjnych, np. kosci, chrzastki czy uklfadu miesniowo-
szkieletowego, dystrofiach migsniowych, chorobach sercowo-naczyniowych i
neuronalnych, chorobach watroby, cukrzycach, jak i w inzynierii tkankowej przy
rekonstrukceji tkanek migkkich i ukladu mig$niowo-szkieletowego po urazach lub
nowotworach [35].
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