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Izolacja | potencjat do réznicowania
ludzkich mezenchymalnych komaorek
macierzystych z tkanki tfuszczowe]
zebrane] metoda liposukgji przy uzyciu
strumienia wody

Zabieg liposukcji zyskal na znaczeniu dzieki terapeutycznemu zastoso-
waniu wyizolowanej tkanki tluszczowej do przeszczepéw autologicz-
nych!'?. Z tego wzgledu, wtasciwosci wyizolowanej tkanki, takie jak
wielkos¢ czastek tluszczu, zywotnos¢, liczba adipocytéw oraz innych
komérek tkanki ttuszczowej lub struktur funkcjonalnych (np. naczyn

krwionosnych) powinny zosta¢ dokfadnie zbadane.

Przyktadem nowoczesnych opatrunkéw
s3 hydrokoloidy. W ich sktad wchodza naj-
czesciej: karboksymetyloceluloza, zelatyna,
pektyny, hydropolimery oraz hydrofobowy
poliizobutylen. Istotg dzialania opatrunku jest
zapewnienie wilgotnego Srodowiska w obre-
bie rany. Hydrokoloid wigze wode oraz po-
chtania wysiek. Wilgotne $rodowisko umozli-
wia szybka proliferacje keratynocytéw i na-
skérkowanie rany.

Tkanka ttuszczowa jest zbudowana
z réznych typdw komaorek (adipocytéw, ko-
morek endotelialnych, fibroblastéw, ko-
morek krwi i komorek krwio-pochodnych
oraz z komdrek macierzystych tkanki ttu-
szczowej adMSC [adipose tissue derived Me-

senchymal Stem Cell])**\. Enzymatyczne tra-
wienie tkanki tluszczowej oraz usuniecie adi-
pocytéw prowadzi do otrzymania tzw. frak-
gi SVF (Stromal Vascular Fraction), ktora
z sukcesem uzywano w réznych zastosowa-
niach klinicznych, takich jak uzupetnianie
przeszczepdw tluszczu, leczenie nietrzyma-
nia moczu czy ran przewlektych”'%,

Zuk i wsp. jako pierwsi opisali adMSC®,
Dzieki zdolnosci do samoodnawiania sie
oraz réznicowania multipotentnego, adMSC
majg duze znaczenie w homeostazie i rege-
neracji tkanek!'". Ludzkie adMSC bezposre-
dnio réznicujg sie w osteoblasty i komaorki
endotelialne na modelu ztamania nieciagte-
gol'”. W badaniach pojedynczych przypad-
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kéw ludzkie adMSC byty z sukcesem stoso-
wane do leczenia znaczacych defektéw skle-
pienia czaszki"? i szczek!'). Co wiecej, ad-
MSC pozostajg w miejscu przeszczepu
przez diugi okres czasut'>'®l,

W pordéwnaniu do szpiku kostnego, tkan-
ke tluszczowa mozna pobiera¢ w duzych ilo-
$ciach, z duzg iloécig komdrek macierzystych
oraz przy mniejszym uszkodzeniu miejsca
pobieranial”. AMSC wystepuja w stezeniu
okoto 50.000 komorek na ml tkanki ttuszczo-
wej (okoto 7% komdrek w tkance rozpu-
szczonej enzymatycznie)'®'”, co stanowi 100
razy wieksza liczbe niz liczba mezenchymal-
nych komérek macierzystych (MSC [Mesen-
chymal Stem Cell]) izolowanych ze szpiku ko-
stnego!'l. Zastosowanie komodrek macierzy-
stych organizmdw dorostych nie  stanowi
problemu etycznego, w przeciwienstwie do
zarodkowych komadrek macierzystych. Po-
nadto adMSC speiniajg wszystkie charaktery-
styki MSC zdefiniowane przez International
Society for Cellular Therapy, The Internatio-
nal Federation of Adipose Therapeutics and
Sciences, i innel?!.

Tkanka tfuszczowa moze by¢ pobierana
réznymi metodami, takimi jak resekcja, kon-
wencjonalna liposukcja, aspiracja strzykaw-
ka, i innel. Poszczegdlne metody stosowa-
ne w liposukcji moga wptywad na zywot-
nos¢ komaorek obecnych w pobieranej tkan-
ce®? Liposukcja za pomocag strumienia
wody (WAL [Water-jet Assisted Liposuction))
stanowi procedure polegajacg na zastoso-
waniu roztworu w formie cienkiego, pulsa-
cyjnego, skierowanego strumienia w ksztat-
cie wachlarza®*1. Kaniula stosowana pod-
czas operadji skfada sie z dwdch kanatéw,
ktére umozliwiajg jednoczesna infiltracje
roztworu nasigkowego oraz aspiracje poja-
wiajacego sie roztworu wody i ttuszczu.
Tym samym ilo$¢ plynu infiltrowanego do
tkanki jest znacznie mniejsza niz podczas
klasycznej procedury liposukgji, co zmniej-
sza ryzyko ubocznych objawdw ze strony

uktadu sercowo-naczyniowego. Umozliwia
to uzyskanie pozadanego efektu estetyczne-
go oraz bezpieczenstwa pacjenta, przy jed-
noczesnej ochronie zbieranej tkanki tfu-
szczowe]. Przeprowadzone przez nas bada-
nia miaty na celu sprawdzenie jakosci auto-
logicznych przeszczepdw otrzymanych przy
pomocy WAL i wskazaty na zachowanie
zdolnosci do réznicowania komdrek macie-
rzystych wyizolowanych z tkanki WAL.
W tym celu zbadalismy zywotnos¢, liczbe
oraz potencjaf réznicowania do adipocytéw
i osteocytow komodrek adMSC, wyizolowa-
nych z tkanki pozyskanej metoda WAL.

Metody

Jesli nie zaznaczono inaczej, wszystkie
plastiki pochodzity z Greiner Bio-One (Fric-
kenhausen, Niemcy), a odczynniki chemicz-
ne z Sigma-Aldrich (Steinheim, Niemcy).

Dawcy

Badanie obejmowalo |3 pacjentéow (|
mezczyzna i |2 kobiet) w okresie 27 miesie-
cy od sierpnia 2012 do pazdziernika 2014 r.
Pacjenci podpisali formularz $wiadomej zgo-
dy na udziat w badaniu. Badanie zostato za-
akceptowane przez komitet etyczny Rostock
University Medical Center pod numerem
A2013-0112 i spefnia wymagania etyczne
zdefiniowane przez World Medical Associa-
tion Declaration of Helsinki.

Aspiracja ludzkiej tkanki ttuszczowej

Procedura liposukgji zostata przeprowa-
dzona wedtug protokotu BEAULI opisanego
w Ueberreiter i wsp.”¢. Pulsacyjny strumien
wody byt stosowany do infiltracji z jednocze-
sng aspiracja. Do infiltracji stosowano 3 za-
kresy, od 90 ml na minute = 15% do 130
ml na minute = 15%. Roztwdr do infiltracji
stanowit klasyczny roztwor Kleina, ogrzany
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do 37-38°C. Kaniule do zbierania mialy ze-
whnetrzng $rednice 38 mm oraz ostre konce.
Po pierwszej infiltracji nie ma potrzeby sto-
sowania przerwy przed rozpoczeciem aspi-
racji. Negatywne ci$nienie aspiracji byto do-
stosowywane do 500 mbar.

Ocena zywotnosci tkanki wyizolowanej
metodqg WAL

Do oceny zywotnosci pobranej tkanki
wykonano barwienie na komérki zywe/mar-
twe wedtug procedury opisanej wczesniej”.
Pobrana tkanka byta przez 10 minut inkubo-
wana z podtozem hodowlanym Dulbec-
co’'s Modified Eagle Medium (DMEM, Life
Technologies, Darmstadt, Niemcy) uzupet-
nionych 3 uM Hoechst 33342 (trdjchlorek
Bis-benzimide H33342), 500 nM jodkiem
propydyny, oraz | uM estrem acetoksymety-
lo kalceiny (Life Technologies). Tkanki byty
nastepnie analizowane za pomocg mikrosko-
pii fluorescencyjnej (Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Géttingen, Niemcy), stosujac niebie-
skie, zielone i czerwone filtry emisyjne. Ma-
ksima emisyjne barwnikdéw wynosity 460 nm
(Hoechst 33342), 516 nm (kalceina) i 617
nm (jodek propydyny). Maksima ekscytadji
wynosity 360 nm (Hoechst 33342), 496 nm
(kalceina) oraz 535 nm (jodek propydyny).

Izolacja i hodowla adMSC

Jak opisano poprzednio?, tkanke tfu-
szczowa trawiono stosujac 1,6 mg/ml kola-
genazy NB4 (SERVA, Heidelberg, Niemcy),
mieszaning obojetnej proteazy oraz kolage-
nazy | i Il w soli fizjologicznej buforowanej
fosforanami (PBS) z solami wapnia i magne-
zu (PAA Laboratories, Coelbe, Niemcy).
W serii etapow ptukania w PBS z 10% cie-
lecg surowicg ptodowg (FCS; PAN Biotech,
Aidenbach, Niemcy) i wirowania, z pozo-
statosci tkanki ttuszczowej oddziela sie SVF.
Na tym etapie liczbg komorek SVF oraz za-
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warto$¢ komodrek CD34 oceniano za po-
mocg cytometrii przeptywowej (patrz czesé
cytometria przeptywowa). Komdérki uwol-
nione z trawionej tkanki byty inkubowane
przez 24 godziny w standardowych warun-
kach hodowli (5% CO; i 37°C w wilgotnej
atmosferze). Komorki CD34-dodatnie izo-
lowano z frakcji komdrek przylegajacych do
plastiku przy uzyciu immunomagnetyczne-
go testu selekcyjnego (Life Technologies).
Podczas procedury selekgji, liczbe komorek
przylegajacych do plastiku przez 24 godzi-
ny oraz liczbe komdrek przylegajacych
i CD34+ okreslano przy uzyciu licznika
Scepter (Merck KGaA, Darmstadt, Niem-
cy). Poniewaz selekcja przy uzyciu kulek jest
standardowg procedurg pozyskiwania ko-
morek do doswiadczen, nie wykonano pro-
cedury analizy za pomoca cytometrii prze-
ptywowej. Po trzech pasazach, adMSC wy-
siano w gestosci 20.000 komorek na cm?.
Brak mykoplazm potwierdzono mikrosko-
powo po wyznakowaniu DNA.

AdMSC hodowano w  standardowym
podfozu hodowlanym, podiozu stymuluja-
cym réznicowanie w kierunku adipocytéw
lub w kierunku osteocytéw. Standardowe
podfoze stanowit DMEM, z duzym steze-
niem glukozy, GlutaMAX-I, uzupetniony 1%
penicyliny/streptomycyny (100 U na mli 100
ug na ml; oba Life Technologies), oraz 10%
FCS. Do stymulacji w kierunku adipocytow
do standardowego podioza dodawano 500
uM 3-izobutylo- | -metyloksantyny (SERVA),
[0 uM insuliny, I uM deksametazonu oraz
200 puM indometacyny (Fluka, Seelze &
Buchs, Niemcy). Do stymulacji w kierunku
osteocytow poditoze standardowe uzupet-
niano 0,25 g/l kwasem askorbinowym, | uM
deksametazonem, oraz 10 uM B-glycerofo-
sforanu (Fluka). Po osiggnieciu konfluencji
rozpoczynano inkubacje w podtozu standar-
dowym i réznicujacym, oznaczajac dzien O,
po czym hodowle kontynuowano przez 35
dni. Podtoza zmieniano co 2-3 dni.



Analiza metody cytometrii
przeptywowej

Celem policzenia populacji komérek
CD34+ we frakcji SVF, wyizolowane zawie-
siny komérek pozyskane od 7 pacjentdw
znakowano za pomocg zestawu CD34
(Stem-Kit, Krefeld,
Niemcy). Zestaw Stem-Kit Reagents skiada
sie z 2-kolorowego fluorescencyjnego
(CD45-FITC/CD34-PE) odczynnika, zawie-
rajacego przeciwciafa monoklonalne, 2-kolo-
rowego fluorescencyjnego odczynnika kon-
trolnego (CD45-FITC/kontrola izotypowa-
PE), sprawdzajgcego niespecyficzne wigzanie
przeciwciala monoklonalnego CD34-PE,
barwnika sprawdzajacego zywotnos$¢ (7-
amino-aktynomycyna-D/7-AAD), odczynni-
ka do lizy erytrocytéw (chlorek amonu) oraz
tzw. fluorokulek do oceny catkowitej liczby
komorek CD34+. Probéwki wypetniano 20
pl mieszaniny CD45-FITC (klon ]33)
i CD34-PE (klon 581) oraz 20 pL roztworu
7-AAD, dodawano 100 ul zawiesiny ko-
morek i inkubowano |5 minut w temperatu-
rze pokojowej (20°C) w ciemnosci. Drugg
inkubacje przez 10 minut prowadzono po
dodaniu 2 ml odczynnika lizujgcego. 100
ul fluorosfer Stem-Count dodawano do za-
wiesiny komorek bezposrednio przed po-
miarem przy diugosci fali 488 nm w cytome-
trze przeptywowym.

FC500 Flow Cytometer (Beckman-Co-
ulter) wyposazonym w laser argonowy 20
mW. Analize prowadzono zgodnie ze zmo-
dyfikowanym protokotem [ISHAGEP? dla
pojedynczej platformy analizy®®. Komdrki
selekcjonowano w  kierunku komorek
CDA45 i 7-AAD-ujemnych, zeby wykluczy¢
leukocyty i komdrki martwe. Zywe komor-
ki CD34 i fluorosfery liczono przy uzyciu
oprogramowania CXP (Beckman-Coulter).
Liczbe komodrek macierzystych wyliczono
na podstawie stezenia fluorosfer dostarczo-
nych w zestawie.

Beckman-Coulter,

Okreslenie liczby komdrek

Liczbe komdrek w tkance otrzymanej od
8 0sob okreslano metoda barwienia fioletem
krystalicznym, jak opisano poprzednio®®.
Fiolet krystaliczny barwi DNA z tadunkiem
negatywnym dzieki przyciaganiu jondwt!
W sposéb liniowyF?,

Analiza réznicowania
mezenchymalnego

Analiza réznicowania do adipocytéw

Wewnatrzkomdrkowsa akumulacje lipi-
déw w adMSC wyizolowanych od 5 oséb
wykrywano za pomocg barwienia flurescen-
cyjnego wakuoli lipidowych po 14 dniach
hodowli, jak opisano poprzednio®®. W tym
celu komérki przeptukiwano PBS i utrwalano
w 4% paraformaldehydzie (PFA). Po prze-
ptukaniu PBS, komorki inkubowano w roz-
tworze Bodipy (I ug na ml 150 mM NadCl,
Life Technologies) w ciemnosci. Nastepnie
komorki ptukano w PBS i H;O. Intensyw-
nos¢ fluorescencji mierzono w czytniku pty-
tek (TECAN, Crailsheim, Niemcy) przy diu-
gosci fali ekscytacji 480 nm oraz diugosci fali
emisji 515 nm. Dokumentacje przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego wykonano
celem udokumentowania powstawania wa-
kuoli wewnatrz komdrek za pomocg Axio-
cam MRc potaczonej z Axio Scope Al (Carl
Zeiss Microscopy GmbH).

Analiza réznicowania do osteocytéw

Pomiar aktywnosci fosfatazy alkalicznej
(ALP) w wyizolowanych adMSC z 6 pacjen-
téw oraz zawarto$¢ wapnia w macierzy ze-
whnatrzkomérkowej (ECM) w adMSC wyizo-
lowanych z 4 pacjentéw postuzyt do wykrycia
réznicowania osteogenicznego, jak opisano
poprzednio®. Aby otrzyma¢ dokumentacje
fotograficzng  aktywnosci ALP  (watroba/ko-
scifizoenzym z nerek), komadrki znakowano
roztworem 67 mM 2-amino-2-metylo-1.3-
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propanediolu (AMPED), 2,7 mM fosforanu na-
ftolu AS-MXi 2,7 mM soli Fast Red Violet LB
w HyO. Pomiar aktywnosci ALP wykonano
po 21 dniach hodowli, przeptukujac komdrki
solg fizjologiczng buforowang Tris oraz bufo-
rem permabilizujagcym (19 Tween 20 i 100
mM fluorek fenylometanosulfonylu w H,O)
oraz inkubujac z roztworem substratu dla ALP
(10 mM para-nitrofenylofosforan (pNPP), 100
mM AMPED, i 5 mM MgCl, w H,O przez |
godzine w standardowych warunkach hodow-
li. Aby zatrzymac aktywno$¢ ALP, dodawano
2 M NaOH. Absorbancje supernatantu mie-
rzono w czytniku mikroptytek (anthos Mikro-
systeme) przy diugosci fali 405 nm. Celem
dokumentacji odktadania wapnia w ECM, ko-
morki znakowano 30 mM czerwienig alizary-
nowa S rozpuszczong w H,O. Obrazy wyko-
nano przy uzyciu kamery AxioCam ICcl po-
taczonej z Axiovert 25 (Carl Zeiss Microscopy
GmbH). Pomiar zawartosci ECM oparty na
kompleksowaniu Ca2+ przez orto-krezolfta-
leine wykonano po 35 dniach. Po przepfuka-
niu komdrek w PBS-ie i utrwaleniu w 4% PFA
podgrzanym do 37°C, komorki ptukano
w H,O, a nastepnie dodawano bufor krezol-
ftaleinowy (O, 1 mg/ml kompleks orto-krezol-
ftaleinowy, | mg/ml 8-hydroksychinon oraz
6% 37% HCl w H,O). Po 5 minutach inku-
bacji w temperaturze pokojowej (19°C do
21°C) dodawano bufor AMP (15% 2-amino-
2-metylo- | -propanol [AMP] w H;O, pH
10,7) oraz inkubowano przez |5 minut
w temperaturze pokojowej (20°C). Gestos¢
optyczng supernatantu oceniano za pomoca
czytnika mikroptytek (anthos Mikrosysteme)
przy 580 nm.

Statystyka i przedstawienie danych

Wszystkie  pomiary  wykonywano
w trzech powtdrzeniach. Dane przedstawio-
no jako wykresy liniowe i stupkowe, jak réw-
niez tzw. box plot przy uzyciu oprogramowa-
nia R do pomiaréw statystycznych oraz two-

6/

Ryc. I. Tkanka tluszczowa znakowana na ko-
morki zywe/martwe bezposrednio po izolagji za
pomocg metody WAL (A; zielone: zywe komdrki,
czerwone: martwe komdrki, niebieskie: jgdra ko-
morkowe); szczegdt wyizolowanej tkanki pokazu-
jgcy strukture przypominajgcq naczynia (B); za-
wiesina komorek powstajgca po trawieniu enzy-
matycznym tkanki (C). Wiekszos¢ komdrek wyka-
zywadla intensywne Zielone znakowanie — komarki
zywe. Wykryto szereg struktur naczynio-podob-
nych (strzalki). Wykryto tylko kilka martwych ko-
morek (fluorescencja czerwona).

rzenia wykresow?", Przedstawione dane sta-
nowig mediany z dodatnimi i ujemnymi stup-
kami btedéw, stanowiacymi odpowiednio
trzeci i czwarty kwartyl. Poniewaz wigkszo$¢
danych nie wykazywata rozktadu normalnego,
istotnos¢ réznic pomiedzy dwoma zestawami



danych liczono przy uzyciu nieparametrycz-
nego testu Mann-Whitney'a U. Poziom istot-
nosci wyznaczono przy wartosci o nizszej lub
réwnej 0,05 (P <.05) i liczono, stosujac R.

Wyniki

Srednia wieku pacjentéw wynosita 42 la-
ta (zakres 24-59 lat). Wszyscy pacjenci cha-
rakteryzowali sie dobrym zdrowiem i po-
trzebowali poprawy konturu jednego lub
wigcej z obszaréw: ramiona, biodra, poslad-
ki, brzuch, dolna i gérna czes¢ plecéw, uda,
wewnetrzna i zewnetrzna strona ud. Sredni
indeks masy ciata wynosit 25,8 (zakres 21-
35). Czas od izolagji tkanki do izolagji ko-
morek wynosit mniej niz 20 godzin.

Zywotnos¢ pobranej tkanki

Catkowite znakowanie komérki zy-
we/martwe tkanki WAL prowadzito do uzy-

x 10% komdrek/m| taknki
O = N W Bk @D N @

SVF CD34+  Adherentne Adherentne, CD34+

Ryc. 2. Ocena ilosci komdrek po réznych etapach
réznicowania (ilos¢ komdrek w SVF; ilos¢ komdrek
CD34+ w SVF; ilos¢ komdrek przylegajgcych do
plastiku po 24 godzinach hodowli; ilos¢ komdrek
przylegajgcych do plastiku i CD34+ po 24
godzinach hodowli; n = 7). SVF zawiera srednio
6,1 X 105 komdrek na ml zebranej tkanki tiu-
szczowej oraz srednio 2,6 X 105 komdrek
CD34+ na ml tkanki. Po 24 godzinach hodowli,
srednio 0,8 X komdrek na ml tkanki przylegato do
plastiku, z czego $rednio 0,45 X |05 komdrek na
ml tkanki byfo CD34 dodatnich.

skania znacznej emisji zielone] fluorescendji
tkanki, co wskazuje na jej zywotnos¢, nato-
miast jadra komdrek znakowaly sie na nie-
biesko (Rycina IA). Cienkie zielone linie
w formie ,obwddek” w preparatach
odzwierciedlajg sferyczny ksztatt dojrzatych
adipocytéw. Najwieksza czed¢ adipocytdw
jest wypetniona pojedyncza, niewyznakowa-
na wakuolg tluszczows, ze wzgledu na po-
wigzany z organellami brak aktywnosci este-
razy, wymagany do aktywadji fluoroforu.
Wykryto tylko kilka martwych komérek (Ry-
cina IB, czerwona fluorescencja). W tkance
otrzymanej metoda WAL wykryto struktury
naczyniopodobne w tkance WAL (biale
strzatki, Rycina IA i B). Trawienie kolagena-
z3 tkanki WAL prowadzito do zawiesiny po-
jedynczych komorek, przewaznie zywych
(Rycina 1C).

Liczba komérek w pobranej tkance
Po przygotowaniu zawiesiny pojedyn-

czych komorek, SVF otrzymywano poprzez
usuwanie adipocytéw. SVF zawierat srednio
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Ryc. 3. Proliferacja adMSC w stafych warun-
kach hodowli; adMSC hodowano przez 35 dni.
Liczbe komdrek okreslono w 0., 7., 21. i 35.
dniu. Wszystkie wartosci znormalizowano do
wartosci z dnia 0. Komdrki wykazujq statq pro-
liferacje, tj. 2,5-krotny wzrost liczby komdrek
w ciggu 35 dni hodowli (n = 8).
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6,1 X 105 na ml pobranej tkanki. Prawie po-
towe frakgji identyfikowano jako komorki
CD34+ (srednio 43%, okoto 2,6 X 105 ko-
morek na ml pobranej tkanki). Co wiecej,
srednio 18% SVF (0,8 X 105 komorek na ml
pobranej tkanki) przylegalo po 24 godzi-
nach hodowli standardowej, okoto potowa
z nich byfa adherentna i dodatnia pod katem
markera CD34 (0,45 X 105 komdrek na ml
pobranej tkanki z SVF) (Rycina 2).

Proliferacja adMSC in Vitro

Aby oceni¢ proliferacje adMSC wyizolo-
wanych z WAL podczas hodowli oraz rézni-
cowania, komérki wysiewano oraz oceniano
wzgledng liczbe komdrek po 0, 7, 21 i 35
dniach hodowli. Stwierdzono staly wzrost
liczby komdrek, a tym samym statg prolifera-
cje adMSC (Rycina 3).

Potencjat réznicowania komérek
mezenchymalnych

Réznicowanie adipogeniczne

Po 14 dniach stymulacji adipogenicznej
wykrywano formowanie sie wakuol wypet-
nionych lipidami w adMSC, podczas gdy nie
wykrywano wakuol lipidowych w adMSC
hodowanych w warunkach kontrolnych (Ry-
cina 4AB). Pomiar ilosci akumulowanego
wewnatrzkomdrkowego tluszczu wskazat na
znaczacy, 3-krotny wzrost w warunkach
réznicowania adipogenicznego (Rycina 4C).

Réznicowanie osteogeniczne

Aby oceni¢ stopien réznicowania oste-
ogenicznego, zmierzono aktywnos¢ fosfa-
tazy alkalicznej oraz ilo$¢ wapnia odiozo-
nego w ECM. W przeciwienstwie do ho-
dowli kontrolnych, wykazujgcych delikatne
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60!
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Ryc. 4. Stopien adipogenicznego réznicowania adMSC. Znakowanie wakuoli lipidowych (zielone)
oraz jqder komdrkowych (niebieskie) w niestymulowanych hodowlach kontrolnych (A) oraz adMSC
stymulowanych adipogenicznie (AS) po 4 dniach (B). Pomiar zawartosci lipidow (C, pomiar in-
tensywnosci fluorescencji; n = 5; test Mann-Whitney'a U ). Akumulacje lipidow wykazywaly tyl-

ko adMSC stymulowane adipogenicznie.
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czerwone zabarwienie (Rycina 5A), osteo-
genicznie stymulowane adMSC wykazy-
waly znaczace czerwone zabarwienie
w kierunku ALP przez 21 dni hodowli (Ry-
cina 5B). Po 35 dniach stymulacji osteoge-
nicznej znaleziono depozyty fosforanu
wapnia, ktérych nie byto w niestymulowa-
nych hodowlach kontrolnych (Rycina
5D,E). Pomiar tych markerdéw réznicowa-
nia potwierdzil znaczace zmiany w fenoty-
pie komorek: po 21 dniach réznicowania
w podifozu réznicujacym komaorki wykazy-
waly ponad 4-krotnie wieksza aktywnos¢
ALP niz komdérki hodowane w warunkach
kontrolnych (Rycina 5C). Odktadanie fo-
sforanu wapnia w adMSC stymulowanych
osteogenicznie przez 35 dni byto niemal
| 00-razy wyzsze niz to stwierdzane w ho-
dowlach kontrolnych, gdzie niemal nie
znaleziono depozytéw fosforanu wapnia
(Rycina 5F).

Dyskusja

WAL stanowi procedure liposukgji do-
starczajacg korzystny efekt estetyczny pota-
czony z ochrong tkanki oraz nizszym ryzy-
kiem powikfar kardiologicznych z powodu
matej ilosci podawanego ptynu w poréwna-
niu do konwencjonalnej procedury liposuk-
girt»353 - Co wiecej, tkanka aspirowana
metoda WAL byfa juz stosowana z powo-
dzeniem w procedurach przeszczepow’.,
Peltoniemi i wsp. zaproponowali, aby me-
toda WAL byta preferowang technika do
przeszczepdw autologicznych, poniewaz
prowadzi do uzyskania tkanki bogatej w ko-
morki macierzyste oraz umozliwia fatwa in-
iekcje, bez cisnienia, co zapobiega uszko-
dzeniu komorek??,

Aby potwierdzi¢ wysoka zywotnosc
i liczbe komdrek macierzystych w tkance
tluszczowej pobranej metodg WAL, przea-
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Ryc. 5. Stopien zréznicowania osteogenicznego adMSC. Znakowanie ALP (czerwony) w hodow-
lach kontrolnych (A) oraz w hodowlach stymulowanych osteogenicznie (OS) po 2 | -dniowej hodowli
(B). Pomiar aktywnosci ALP (C; n = 6; test Mann-Whitney'a U). Znakowanie depozytéw wapnia
w ECM w hodowlach kontrolnych (D) oraz w hodowlach osteogenicznie indukowanych po 35
dniach (E). Pomiar zawartosci wapnia w ECM  (F, znakowanie krezolftaleing; n = 4; test Mann-
Whitney'a U). W pordwnaniu w kontrolnymi hodowlami niestymulowanymi, hodowle stymulowane
osteogenicznie wykazywaty 4-krotny wzrost aktywnosci ALP po 21 dniach oraz |00-krotnie wy-

zsze odktfadania wapnia w ECM po 35 dniach.
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nalizowalismy pobrang tkanke WAL pod ka-
tem integralnodci, wydajnosci adMSC oraz
zdolnoséci do rdéznicowania. Zakres niniej-
szego badania nie obejmowat badania in-
nych technik liposukgji, takich jak bezposre-
dnie pordwnanie tkanki wyizolowanej od
tego samego pacjenta w trakcie tej samej
procedury, ale za pomocg 2 réznych tech-
nik, co stanowi bardziej bezposrednie
podejscie do oceny techniki WAL. Niemniej
wykorzystujac dane literaturowe, procedura
WAL moze zosta¢ umieszczona w kontek-
Scie innych technik liposukgeji. Dzieki ocenie
wizualne] mozemy pokazad, ze pobieranie
metoda WAL prowadzi do uzyskania zywe;j
tkanki z zachowanymi strukturami naczynio-
podobnymi. Pozostaje to w zgodzie z po-
przednimi odkryciami, pokazujgcymi, ze
tkanka WAL skfada sie z catych agregatéw
komdrek oraz matych naczyn®. Ocena cat-
kowitej zawartosci komdrek oraz ocena
martwych i zywych komodrek moze by¢
przedmiotem przysztych badan. Stwierdzo-
no, ze procedura trawienia enzymatyczne-
go prowadzi do otrzymania zawiesiny poje-
dynczych komdrek, sktadajacych sie z adipo-
cytow oraz SVF, ze $rednig liczbg 6,1 X 105
komorek na ml tkanki WAL. Stwierdzono
réznice w liczbie komorek w SVF dla réz-
nych tkanek oraz réznych technik pobiera-
nia. Przykfadowo, srednio 3 X 105 ko-
morek SVF na ml tkanki stwierdzono po li-
posukgji innej WALP?, 6 X 105 po liposuk-
qji za pomoca ultradzwiekdw oraz 7 X 105
po resekgji tkanki ttuszczowe]*. Poniewaz
SVF stanowi heterogenng mieszanine ko-
morek, a zawartos¢ SVF nie stanowi bezpo-
sredniego miernika zawarto$ci komorek
macierzystych, przeanalizowano zawartos¢
komorek CD34-dodatnich w SVF. Marker
CD34 zostal wczesniej zidentyfikowany
w komérkach prekursorowych w zdrowym
szpiku kostnym osoby dorostej*, za$ prze-
ciwcialo Stro-1 byto czesto stosowane do
izolacji MSC i wytworzone przy uzyciu

A

CD34-dodatnich MSC*, CD34 ulega eks-
presji réwniez na komodrkach hematope-
tycznych w stanie aktywacji, ktére przedo-
staja sie do krwioobiegu, podczas gdy he-
matopoetyczne komodrki macierzyste w sta-
nie spoczynku w szpiku kostnym sg CD34-
ujemne®., Panel komdrek CD34-dodatnich
dotyczy rowniez miesniowych komdrek sa-
telitarnych, komédrek interstycjalnych, na-
btonkowych i progenitoréw $rédbtonkat,
Obecnie uwaza sie, ze CD34 ulega ekspre-
sji na wszystkich komdrkach periwaskular-
nych in situ™!, chociaz nie zawsze na statym
poziomie, jak pokazano dla MSC, dla
ktérych poziom ekspresji CD34 spada mia-
re w miare pasazy hodowli in vitro“?. Frakcja
SVF z tkanki WAL zawierafa srednio 2,6 X
105 komorek CD34-dodatnich na ml tkanki
(Srednio 43% SVF). Wyniki otrzymane
przez inne grupy to srednio 22,5%"" — od
5% do 40% komodrek na tkankef. Zgo-
dnie z powyzszym, jedna cze$¢ komdrek
CD34+ jest pochodzenia hematopoetycz-
nego, podczas gdy pozostate komdrki to ad-
MSC. Potwierdzili to Bourin i wsp., wykry-
wajac CD34-dodatnig, ale CD45-ujemna
populacje komdrek z SVF z tkanki tluszczo-
wej, poniewaz prekursory hematopetyczne
beda pozytywne dla obu markeréw po-
wierzchniowych®®.  Obie populacje ko-
maorek moga zostac rozdzielone poprzez se-
lekcje w kierunku adherencji do standardo-
wego polistyrenu, poniewaz adMSC przyle-
gaja do plastiku®, za$ macierzyste komorki
hematopoetyczne — nie®*1, Z tego powodu
populacja CD34+ przylegajaca do plastiku
w ilosci 0,45 X 105 komdrek na ml tkanki
(8% SVF i 18,9% komorek CD34+), ktéra
wyizolowalismy z SVF 24 godziny po stra-
wieniu tkanki stanowi homogenna populacje
adMSC. Inni badacze identyfikowali 6,3% =
[,8% funkcjonalnych adMSC zawartych
w SVF z wycinanej tkanki tfuszczowej,
[,9% = 1,3% funkcjonalnych adMSC
w SVF z tkanki otrzymanej metodg liposuk-



gji z nasgczaniem oraz 0,4% = 0,1% funk-
gjonalnych adMSC w SVF z tkanki otrzyma-
nej za pomoca liposukgji ultradzwiekamit*?l,
Poréwnujac materiat otrzymany od jednego
pacjenta, zauwazalny jest szeroki zakres za-
wartoéci adMSC w SVF. Srednio stwierdza
sie 8% komodrek, jak podano powyzej,
w zakresie od 2,3% do 17,9%. Philips
i wsp. w doswiadczeniach, w ktérych tkanke
pobierano technikg Colemana, wyznaczyt
ten zakres jako 4% to 37%"°. Rdznice po-
miedzy wynikami badania wynikajg z faktu,
ze metody stosowane do analizy zawartosci
adMSC w tkance tluszczowej réznig sie dla
kazdej grupy badawczej. W tym przypadku
nie tylko metoda pobierania byfa rézna, ale
rowniez zawartos¢ adMSC okreslano meto-
dg analizy cytometrycznej SVF, za$ catkowi-
tg zawartos¢ adMSC okreslano po 24 godzi-
nach adherencji do plastiku.

Adipogeniczna stymulacja wyizolowa-
nych adMSC prowadzita do wewnatrzko-
morkowej akumulagji tfuszczu, co potwier-
dza adipogeniczny potencjat do réznicowa-
nia adMSC otrzymanych z tkanki metoda
WAL. Ponadto wykazano potencjat osteoge-
niczny po specyficznej stymulacji za pomoca
markerdw réznicowania — aktywnosci ALP
i zwapnienia ECM. Tym samym, adMSC
z tkanki uzyskanej metodg WAL wykazujg
mezenchymalny potencjat réznicujgcy. Wy-
kazano, ze zawarto$¢ komodrek macierzy-
stych w pobieranej tkance moze stanowi¢
pozytywny miernik dfugoterminowego prze-
trwania i zachowania przeszczepdw  tu-
szczuP?, Z tego powodu WAL stanowi bar-
dzo tagodna technike operacyjna, zapewnia-
jaca wygode pacjentowi oraz zywotnosc
tkanki®**®, Mozliwos¢ wzbogacania graftow
tluszczu za pomoca autologicznych komdrek
macierzystych wyizolowanych z tej samej
tkanki stanowi obiecujace zastosowanie kli-
niczne. Kolejnym waznym aspektem jest
przyszie zastosowanie komodrek macierzy-
stych w leczeniu np. zapalenia stawdw oraz

innych schorzen. Poréwnawcze badanie tka-
nek tego samego pacjenta zebranych techni-
ka WAL oraz innymi technikami liposukgji
stanowi interesujacy przedmiot do badan
w przysziosci.

Whioski

WAL stanowi procedure liposukgji do-
starczajacg korzystnych wynikéw dla komfor-
tu pacjentdéw oraz efektéw kosmetycznych.
Wykazalismy, ze tkanka otrzymana metoda
WAL stanowi wiarygodne zrédio adMSC,
dajace liczbe komodrek w zakresie liczby ko-
morek izolowanych z tkanki ttuszczowej in-
nymi technikami. AdMSC  wyizolowane
z tkanki WAL sg zywe i posiadajg potencjat
réznicowania. Z tego powodu, tkanka WAL
moze by¢ stosowana do autologicznego
przeszczepu tluszczu i stanowi odpowiednie
zrédto izolacji adMSC.
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