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chirurgia estetyczna

Izolacja i potencjał do różnicowania
ludzkich mezenchymalnych komórek
macierzystych z tkanki tłuszczowej
zebranej metodą liposukcji przy użyciu
strumienia wody

Przy kła dem no wo cze snych opa trun ków
są hy dro ko lo i dy. W ich skład wcho dzą naj -
cze ściej: kar bo ksy me ty lo ce lu lo za, że la ty na,
pek ty ny, hy dro po li me ry oraz hy dro fo bo wy
po li i zo bu ty len. Isto tą dzia ła nia opa trun ku jest
za pew nie nie wil got ne go śro do wi ska w obrę -
bie ra ny. Hy dro ko lo id wią że wo dę oraz po -
chła nia wy sięk. Wil got ne śro do wi sko umoż li -
wia szyb ką pro li fe ra cję ke ra ty no cy tów i na -
skór ko wa nie ra ny.

Tkan ka tłu szczo wa jest zbu do wa na
z róż nych ty pów ko mórek (adi po cy tów, ko -
mórek en do te lial nych, fi bro bla stów, ko -
mórek krwi i ko mórek krwio-po chod nych
oraz z ko mórek ma cie rzy stych tkan ki tłu -
szczo wej ad MSC [adi po se tis sue de ri ved Me -

sen chy mal Stem Cell])[3-6]. En zy ma tycz ne tra -
wie nie tkan ki tłu szczo wej oraz usu nię cie adi -
po cy tów pro wa dzi do otrzy ma nia tzw. frak -
cji SVF (Stro mal Va scu lar Frac tion), którą
z suk ce sem uży wa no w róż nych za sto so wa -
niach kli nicz nych, ta kich jak uzu peł nia nie
prze szcze pów tłu szczu, le cze nie nie trzy ma -
nia mo czu czy ran prze wle kłych[7-10]. 

Zuk i wsp. ja ko pierw si opi sa li ad MSC[6].
Dzię ki zdol no ści do sa mo od na wia nia się
oraz róż ni co wa nia mul ti po tent ne go, ad MSC
ma ją du że zna cze nie w ho me o sta zie i re ge -
ne ra cji tka nek[11]. Ludz kie ad MSC bez po śre -
dnio róż ni cu ją się w oste o bla sty i ko mór ki
en do te lial ne na mo de lu zła ma nia nie cią głe -
go[12]. W ba da niach po je dyn czych przy pad -

Za bieg li po suk cji zy skał na zna cze niu dzię ki te ra peu tycz ne mu za sto so -
wa niu wy i zo lo wa nej tkan ki tłu szczo wej do prze szcze pów au to lo gicz -
nych[1,2]. Z te go wzglę du, wła ści wo ści wy i zo lo wa nej tkan ki, ta kie jak
wiel kość czą stek tłu szczu, ży wot ność, licz ba adi po cy tów oraz in nych
ko mórek tkan ki tłu szczo wej lub struk tur funk cjo nal nych (np. na czyń
krwio no śnych) po win ny zo stać do kła dnie zba da ne. 
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ków ludz kie ad MSC by ły z suk ce sem sto so -
wa ne do le cze nia zna czą cych de fek tów skle -
pie nia cza szki[13] i szczęk[14]. Co wię cej, ad -
MSC po zo sta ją w miej scu prze szcze pu
przez dłu gi okres cza su[15,16].

W po rów na niu do szpi ku ko st ne go, tkan -
kę tłu szczo wą moż na po bie rać w du żych ilo -
ściach, z du żą ilo ścią ko mórek ma cie rzy stych
oraz przy mniej szym uszko dze niu miej sca
po bie ra nia[17]. Ad MSC wy stę pu ją w stę że niu
oko ło 50.000 ko mórek na ml tkan ki tłu szczo -
wej (oko ło 7% ko mórek w tkan ce roz pu -
szczo nej en zy ma tycz nie)[18,19], co sta no wi 100
ra zy więk szą licz bę niż licz ba me zen chy mal -
nych ko mórek ma cie rzy stych (MSC [Me sen -
chy mal Stem Cell]) izo lo wa nych ze szpi ku ko -
st ne go[17]. Za sto so wa nie ko mórek ma cie rzy -
stych orga ni zmów do ro słych nie sta no wi
pro ble mu etycz ne go, w prze ci wień stwie do
za rod ko wych ko mórek ma cie rzy stych. Po -
nad to ad MSC speł nia ją wszy st kie cha rak te ry -
sty ki MSC zde fi nio wa ne przez In ter na tio nal
So cie ty for Cel lu lar The ra py, The In ter na tio -
nal Fe de ra tion of Adi po se The ra peu tics and
Scien ces, i in ne[20,21]. 

Tkan ka tłu szczo wa mo że być po bie ra na
róż ny mi me to da mi, ta ki mi jak re sek cja, kon -
wen cjo nal na li po suk cja, aspi ra cja strzy kaw -
ką, i in ne[2]. Po szcze gól ne me to dy sto so wa -
ne w li po suk cji mo gą wpły wać na ży wot -
ność ko mórek obe cnych w po bie ra nej tkan -
ce[22,23]. Li po suk cja za po mo cą stru mie nia
wo dy (WAL [Wa ter-jet As si sted Li po suc tion])
sta no wi pro ce du rę po le ga ją cą na za sto so -
wa niu roz two ru w for mie cien kie go, pul sa -
cyj ne go, skie ro wa ne go stru mie nia w kształ -
cie wa chla rza[24,25]. Ka niu la sto so wa na pod -
czas ope ra cji skła da się z dwóch ka na łów,
które umoż li wia ją jed no cze sną in fil tra cję
roz two ru na sią ko we go oraz aspi ra cję po ja -
wia ją ce go się roz two ru wo dy i tłu szczu.
Tym sa mym ilość pły nu in fil tro wa ne go do
tkan ki jest znacz nie mniej sza niż pod czas
kla sycz nej pro ce du ry li po suk cji, co zmniej -
sza ry zy ko ubocz nych ob ja wów ze stro ny

ukła du ser co wo-na czy nio we go. Umoż li wia
to uzy ska nie po żą da ne go efek tu este tycz ne -
go oraz bez pie czeń stwa pa cjen ta, przy jed -
no cze snej ochro nie zbie ra nej tkan ki tłu -
szczo wej. Prze pro wa dzo ne przez nas ba da -
nia mia ły na ce lu spraw dze nie ja ko ści au to -
lo gicz nych prze szcze pów otrzy ma nych przy
po mo cy WAL i wska za ły na za cho wa nie
zdol no ści do róż ni co wa nia ko mórek ma cie -
rzy stych wy i zo lo wa nych z tkan ki WAL.
W tym ce lu zba da li śmy ży wot ność, licz bę
oraz po ten cjał róż ni co wa nia do adi po cy tów
i oste o cy tów ko mórek ad MSC, wy i zo lo wa -
nych z tkan ki po zy ska nej me to dą WAL.

Me to dy

Je śli nie za zna czo no in a czej, wszy st kie
pla sti ki po cho dzi ły z Gre i ner Bio-One (Fric -
ke nhau sen, Niem cy), a od czyn ni ki che micz -
ne z Sig ma-Al drich (Ste i nhe im, Niem cy). 

Daw cy

Ba da nie obej mo wa ło 13 pa cjen tów (1
męż czy zna i 12 ko biet) w okre sie 27 mie się -
cy od sierp nia 2012 do paź dzier ni ka 2014 r.
Pa cjen ci pod pi sa li for mu larz świa do mej zgo -
dy na udział w ba da niu. Ba da nie zo sta ło za -
ak cep to wa ne przez ko mi tet etycz ny Ro stock
Uni ver si ty Me di cal Cen ter pod nu me rem
A2013-0112 i speł nia wy ma ga nia etycz ne
zde fi nio wa ne przez World Me di cal As so cia -
tion Dec la ra tion of Hel sin ki.

Aspi ra cja ludz kiej tkan ki tłu szczo wej

Pro ce du ra li po suk cji zo sta ła prze pro wa -
dzo na we dług pro to ko łu BE AU LI opi sa ne go
w Ue ber re i ter i wsp.[26]. Pul sa cyj ny stru mień
wo dy był sto so wa ny do in fil tra cji z jed no cze -
sną aspi ra cją. Do in fil tra cji sto so wa no 3 za -
kre sy, od 90 ml na mi nu tę ± 15% do 130
ml na mi nu tę ± 15%. Roz twór do in fil tra cji
sta no wił kla sycz ny roz twór Kle i na, ogrza ny
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do 37-38°C. Ka niu le do zbie ra nia mia ły ze -
wnę trz ną śre dni cę 38 mm oraz ostre koń ce.
Po pierw szej in fil tra cji nie ma po trze by sto -
so wa nia prze rwy przed roz po czę ciem aspi -
ra cji. Ne ga tyw ne ci śnie nie aspi ra cji by ło do -
sto so wy wa ne do 500 mbar. 

Oce na ży wot no ści tkan ki wy i zo lo wa nej
me to dą WAL 

Do oce ny ży wot no ści po bra nej tkan ki
wy ko na no bar wie nie na ko mór ki ży we/mar -
twe we dług pro ce du ry opi sa nej wcze śniej[27].
Po bra na tkan ka by ła przez 10 mi nut in ku bo -
wa na z podło żem ho dow la nym Dul bec -
co’s Mo di fied Ea gle Me dium (DMEM, Li fe
Tech no lo gies, Darm stadt, Niem cy) uzu peł -
nio nych 3 �M Ho echst 33342 (trój chlo rek
Bis-ben zi mi de H33342), 500 nM jod kiem
pro py dy ny, oraz 1 �M estrem ace to ksy me ty -
lo kal ce i ny (Li fe Tech no lo gies). Tkan ki by ły
na stęp nie ana li zo wa ne za po mo cą mi kro sko -
pii flu o re scen cyj nej (Carl Ze iss Mi cro sco py
GmbH, Göttin gen, Niem cy), sto su jąc nie bie -
skie, zie lo ne i czer wo ne fil try emi syj ne. Ma -
ksi ma emi syj ne barw ni ków wy no si ły 460 nm
(Ho echst 33342), 516 nm (kal ce i na) i 617
nm (jo dek pro py dy ny). Ma ksi ma eks cy ta cji
wy no si ły 360 nm (Ho echst 33342), 496 nm
(kal ce i na) oraz 535 nm (jo dek pro py dy ny).

Izo la cja i ho dow la ad MSC

Jak opi sa no po prze dnio[28], tkan kę tłu -
szczo wą tra wio no sto su jąc 1,6 mg/ml ko la -
ge na zy NB4 (SE RVA, He i del berg, Niem cy),
mie sza ni nę obo jęt nej pro te a zy oraz ko la ge -
na zy I i II w so li fi zjo lo gicz nej bu fo ro wa nej
fo sfo ra na mi (PBS) z so la mi wap nia i ma gne -
zu (PAA La bo ra to ries, Co el be, Niem cy).
W se rii eta pów płu ka nia w PBS z 10% cie -
lę cą su ro wi cą pło do wą (FCS; PAN Bio tech,
Ai den bach, Niem cy) i wi ro wa nia, z po zo -
sta ło ści tkan ki tłu szczo wej od dzie la się SVF.
Na tym eta pie licz bę ko mórek SVF oraz za -

war tość ko mórek CD34 oce nia no za po -
mo cą cy to me trii prze pły wo wej (patrz część
cy to me tria prze pły wo wa). Ko mór ki uwol -
nio ne z tra wio nej tkan ki by ły in ku bo wa ne
przez 24 go dzi ny w stan dar do wych wa run -
kach ho dow li (5% CO2 i 37°C w wil got nej
at mo sfe rze). Ko mór ki CD34-do dat nie izo -
lo wa no z frak cji ko mórek przy le ga ją cych do
pla sti ku przy uży ciu im mu no ma gne tycz ne -
go te stu se lek cyj ne go (Li fe Tech no lo gies).
Pod czas pro ce du ry se lek cji, licz bę ko mórek
przy le ga ją cych do pla sti ku przez 24 go dzi -
ny oraz licz bę ko mórek przy le ga ją cych
i CD34+ okre śla no przy uży ciu licz ni ka
Scep ter (Merck KGaA, Darm stadt, Niem -
cy). Po nie waż se lek cja przy uży ciu ku lek jest
stan dar do wą pro ce du rą po zy ski wa nia ko -
mórek do do świad czeń, nie wy ko na no pro -
ce du ry ana li zy za po mo cą cy to me trii prze -
pły wo wej. Po trzech pa sa żach, ad MSC wy -
sia no w gę sto ści 20.000 ko mórek na cm2.
Brak my ko plazm po twier dzo no mi kro sko -
po wo po wy zna ko wa niu DNA. 

Ad MSC ho do wa no w stan dar do wym
podło żu ho dow la nym, podło żu sty mu lu ją -
cym róż ni co wa nie w kie run ku adi po cy tów
lub w kie run ku oste o cy tów. Stan dar do we
podło że sta no wił DMEM, z du żym stę że -
niem glu ko zy, Glu ta MAX-I, uzu peł nio ny 1%
pe ni cy li ny/strep to my cy ny (100 U na ml i 100
�g na ml; oba Li fe Tech no lo gies), oraz 10%
FCS. Do sty mu la cji w kie run ku adi po cy tów
do stan dar do we go podło ża do da wa no 500
�M 3-izo bu ty lo-1-me ty lo ksan ty ny (SE RVA),
10 �M in su li ny, 1 �M de ksa me ta zo nu oraz
200 �M in do me ta cy ny (Flu ka, Se el ze &
Buchs, Niem cy). Do sty mu la cji w kie run ku
oste o cy tów podło że stan dar do we uzu peł -
nia no 0,25 g/l kwa sem askor bi no wym, 1 �M
de ksa me ta zo nem, oraz 10 �M �-gly ce ro fo -
sfo ra nu (Flu ka). Po osią gnię ciu kon flu en cji
roz po czy na no in ku ba cję w podło żu stan dar -
do wym i róż ni cu ją cym, ozna cza jąc dzień 0,
po czym ho dow lę kon ty nu o wa no przez 35
dni. Podło ża zmie nia no co 2-3 dni. 
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Ana li za me to dy cy to me trii 
prze pły wo wej 

Ce lem po li cze nia po pu la cji ko mórek
CD34+ we frak cji SVF, wy i zo lo wa ne za wie -
si ny ko mórek po zy ska ne od 7 pa cjen tów
zna ko wa no za po mo cą ze sta wu CD34
(Stem-Kit, Beck man-Co ul ter, Kre feld,
Niem cy). Ze staw Stem-Kit Re a gents skła da
się z 2-ko lo ro we go flu o re scen cyj ne go
(CD45-FITC/CD34-PE) od czyn ni ka, za wie -
ra ją ce go prze ciw cia ła mo no klo nal ne, 2-ko lo -
ro we go flu o re scen cyj ne go od czyn ni ka kon -
trol ne go (CD45-FITC/kon tro la izo ty po wa-
PE), spraw dza ją ce go nie spe cy ficz ne wią za nie
prze ciw cia ła mo no klo nal ne go CD34-PE,
barw ni ka spraw dza ją ce go ży wot ność (7-
ami no-ak ty no my cy na-D/7-AAD), od czyn ni -
ka do li zy ery tro cy tów (chlo rek amo nu) oraz
tzw. flu o ro ku lek do oce ny cał ko wi tej licz by
ko mórek CD34+. Pro bów ki wy peł nia no 20
�l mie sza ni ny CD45-FITC (klon J33) 
i CD34-PE (klon 581) oraz 20 �L roz two ru
7-AAD, do da wa no 100 �l za wie si ny ko -
mórek i in ku bo wa no 15 mi nut w tem pe ra tu -
rze po ko jo wej (20°C) w ciem no ści. Dru gą
in ku ba cję przez 10 mi nut pro wa dzo no po
do da niu 2 ml od czyn ni ka li zu ją ce go. 100
�l flu o ro sfer Stem-Co unt do da wa no do za -
wie si ny ko mórek bez po śre dnio przed po -
mia rem przy dłu go ści fa li 488 nm w cy to me -
trze prze pły wo wym.

FC500 Flow Cy to me ter (Beck man-Co -
ul ter) wy po sa żo nym w la ser ar go no wy 20
mW. Ana li zę pro wa dzo no zgo dnie ze zmo -
dy fi ko wa nym pro to ko łem ISHA GE[29] dla
po je dyn czej plat for my ana li zy[30]. Ko mór ki
se lek cjo no wa no w kie run ku ko mórek
CD45 i 7-AAD-ujem nych, że by wy klu czyć
leu ko cy ty i ko mór ki mar twe. Ży we ko mór -
ki CD34 i flu o ro sfe ry li czo no przy uży ciu
opro gra mo wa nia CXP (Beck man-Co ul ter).
Licz bę ko mórek ma cie rzy stych wy li czo no
na pod sta wie stę że nia flu o ro sfer do star czo -
nych w ze sta wie. 

Okre śle nie licz by ko mórek

Licz bę ko mórek w tkan ce otrzy ma nej od
8 osób okre śla no me to dą bar wie nia fio le tem
kry sta licz nym, jak opi sa no po prze dnio[28].
Fio let kry sta licz ny bar wi DNA z ła dun kiem
ne ga tyw nym dzię ki przy cią ga niu jo nów[31]

w spo sób li nio wy[32]. 

Ana li za róż ni co wa nia
me zen chy mal ne go

Ana li za róż ni co wa nia do adi po cy tów
We wnątrz ko mór ko wą aku mu la cję li pi -

dów w ad MSC wy i zo lo wa nych od 5 osób
wy kry wa no za po mo cą bar wie nia flu re scen -
cyj ne go wa ku o li li pi do wych po 14 dniach
ho dow li, jak opi sa no po prze dnio[33]. W tym
ce lu ko mór ki prze płu ki wa no PBS i utrwa la no
w 4% pa ra for mal de hy dzie (PFA). Po prze -
płu ka niu PBS, ko mór ki in ku bo wa no w roz -
two rze Bo di py (1 �g na ml 150 mM Na Cl,
Li fe Tech no lo gies) w ciem no ści. Na stęp nie
ko mór ki płu ka no w PBS i H2O. In ten syw -
ność flu o re scen cji mie rzo no w czyt ni ku pły -
tek (TE CAN, Cra il she im, Niem cy) przy dłu -
go ści fa li eks cy ta cji 480 nm oraz dłu go ści fa li
emi sji 515 nm. Do ku men ta cję przy uży ciu
mi kro sko pu flu o re scen cyj ne go wy ko na no
ce lem udo ku men to wa nia po wsta wa nia wa -
ku o li we wnątrz ko mórek za po mo cą Axio -
cam MRc po łą czo nej z Axio Sco pe.A1 (Carl
Ze iss Mi cro sco py GmbH). 

Ana li za róż ni co wa nia do oste o cy tów 
Po miar ak tyw no ści fo sfa ta zy al ka licz nej

(ALP) w wy i zo lo wa nych ad MSC z 6 pa cjen -
tów oraz za war tość wap nia w ma cie rzy ze -
wną trz ko mór ko wej (ECM) w ad MSC wy i zo -
lo wa nych z 4 pa cjen tów po słu żył do wy kry cia
róż ni co wa nia oste o ge nicz ne go, jak opi sa no
po prze dnio[28]. Aby otrzy mać do ku men ta cję
fo to gra ficz ną ak tyw no ści ALP (wą tro ba/ko -
ści/izo en zym z ne rek), ko mór ki zna ko wa no
roz two rem 67 mM 2-ami no-2-me ty lo-1.3-
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pro pa ne dio lu (AM PED), 2,7 mM fo sfo ra nu na -
fto lu AS-MX i 2,7 mM so li Fast Red Vio let LB
w H2O. Po miar ak tyw no ści ALP wy ko na no
po 21 dniach ho dow li, prze płu ku jąc ko mór ki
so lą fi zjo lo gicz ną bu fo ro wa ną Tris oraz bu fo -
rem per ma bi li zu ją cym (1% Twe en 20 i 100
mM flu o rek fe ny lo me ta no sul fo ny lu w H2O)
oraz in ku bu jąc z roz two rem sub stra tu dla ALP
(10 mM pa ra-ni tro fe ny lo fo sfo ran (pNPP), 100
mM AM PED, i 5 mM MgCl2 w H2O przez 1
go dzi nę w stan dar do wych wa run kach ho dow -
li. Aby za trzy mać ak tyw ność ALP, do da wa no 
2 M Na OH. Ab sor ban cję su per na tan tu mie -
rzo no w czyt ni ku mi kro pły tek (an thos Mi kro -
sy ste me) przy dłu go ści fa li 405 nm. Ce lem
do ku men ta cji od kła da nia wap nia w ECM, ko -
mór ki zna ko wa no 30 mM czer wie nią ali za ry -
no wą S roz pu szczo ną w H2O. Obra zy wy ko -
na no przy uży ciu ka me ry Axio Cam ICc1 po -
łą czo nej z Axio vert 25 (Carl Ze iss Mi cro sco py
GmbH). Po miar za war to ści ECM opar ty na
kom ple kso wa niu Ca2+ przez orto-kre zol fta -
le i nę wy ko na no po 35 dniach. Po prze płu ka -
niu ko mórek w PBS-ie i utrwa le niu w 4% PFA
pod grza nym do 37°C, ko mór ki płu ka no
w H2O, a na stęp nie do da wa no bu for kre zol -
fta le i no wy (0,1 mg/ml kom pleks orto-kre zol -
fta le i no wy, 1 mg/ml 8-hy dro ksy chi non oraz
6% 37% HCl w H2O). Po 5 mi nu tach in ku -
ba cji w tem pe ra tu rze po ko jo wej (19°C do
21°C) do da wa no bu for AMP (15% 2-ami no-
2-me ty lo-1-pro pa nol [AMP] w H2O, pH
10,7) oraz in ku bo wa no przez 15 mi nut
w tem pe ra tu rze po ko jo wej (20°C). Gę stość
optycz ną su per na tan tu oce nia no za po mo cą
czyt ni ka mi kro pły tek (an thos Mi kro sy ste me)
przy 580 nm.

Sta ty sty ka i przed sta wie nie da nych

Wszy st kie po mia ry wy ko ny wa no
w trzech po wtórze niach. Da ne przed sta wio -
no ja ko wy kre sy li nio we i słup ko we, jak rów -
nież tzw. box plot przy uży ciu opro gra mo wa -
nia R do po mia rów sta ty stycz nych oraz two -

rze nia wy kre sów[34]. Przed sta wio ne da ne sta -
no wią me dia ny z do dat ni mi i ujem ny mi słup -
ka mi błę dów, sta no wią cy mi od po wie dnio
trze ci i czwar ty kwar tyl. Po nie waż więk szość
da nych nie wy ka zy wa ła roz kła du nor mal ne go,
istot ność róż nic po mię dzy dwo ma ze sta wa mi

Ryc. 1. Tkan ka tłu szczo wa zna ko wa na na ko -
mór ki ży we/mar twe bez po śre dnio po izo la cji za
po mo cą me to dy WAL (A; zie lo ne: ży we ko mór ki,
czer wo ne: mar twe ko mór ki, nie bie skie: ją dra ko -
mór ko we); szcze gół wy i zo lo wa nej tkan ki po ka zu -
ją cy struk tu rę przy po mi na ją cą na czy nia (B); za -
wie si na ko mórek po wsta ją ca po tra wie niu en zy -
ma tycz nym tkan ki (C). Więk szość ko mórek wy ka -
zy wa ła in ten syw ne zie lo ne zna ko wa nie – ko mór ki
ży we. Wy kry to sze reg struk tur na czy nio-podob -
nych (strzał ki). Wy kry to tyl ko kil ka mar twych ko -
mórek (flu o re scen cja czer wo na).
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da nych li czo no przy uży ciu nie pa ra me trycz -
ne go te stu Mann-Whit ney'a U. Po ziom istot -
no ści wy zna czo no przy war to ści o niż szej lub
rów nej 0,05 (P � .05) i li czo no, sto su jąc R.

Wy ni ki

Śre dnia wie ku pa cjen tów wy no si ła 42 la -
ta (za kres 24-59 lat). Wszy scy pa cjen ci cha -
rak te ry zo wa li się do brym zdro wiem i po -
trze bo wa li po pra wy kon tu ru jed ne go lub
wię cej z ob sza rów: ra mio na, bio dra, po ślad -
ki, brzuch, dol na i gór na część ple ców, uda,
we wnę trz na i ze wnę trz na stro na ud. Śre dni
in deks ma sy cia ła wy no sił 25,8 (za kres 21-
35). Czas od izo la cji tkan ki do izo la cji ko -
mórek wy no sił mniej niż 20 go dzin.

Ży wot ność po bra nej tkan ki

Cał ko wi te zna ko wa nie ko mór ki ży -
we/mar twe tkan ki WAL pro wa dzi ło do uzy -

ska nia znacz nej emi sji zie lo nej flu o re scen cji
tkan ki, co wska zu je na jej ży wot ność, na to -
miast ją dra ko mórek zna ko wa ły się na nie -
bie sko (Ry ci na 1A). Cien kie zie lo ne li nie
w for mie „ob wódek” w pre pa ra tach
odzwier cie dla ją sfe rycz ny kształt doj rza łych
adi po cy tów. Naj więk sza część adi po cy tów
jest wy peł nio na po je dyn czą, nie wy zna ko wa -
ną wa ku o lą tłu szczo wą, ze wzglę du na po -
wią za ny z orga nel la mi brak ak tyw no ści este -
ra zy, wy ma ga ny do ak ty wa cji flu o ro fo ru.
Wy kry to tyl ko kil ka mar twych ko mórek (Ry -
ci na 1B, czer wo na flu o re scen cja). W tkan ce
otrzy ma nej me to dą WAL wy kry to struk tu ry
na czy nio po dob ne w tkan ce WAL (bia łe
strzał ki, Ry ci na 1A i B). Tra wie nie ko la ge na -
zą tkan ki WAL pro wa dzi ło do za wie si ny po -
je dyn czych ko mórek, prze waż nie ży wych
(Ry ci na 1C).

Licz ba ko mórek w po bra nej tkan ce

Po przy go to wa niu za wie si ny po je dyn -
czych ko mórek, SVF otrzy my wa no po przez
usu wa nie adi po cy tów. SVF za wie rał śre dnio

Ryc. 2. Oce na ilo ści ko mórek po róż nych eta pach
róż ni co wa nia (ilość ko mórek w SVF; ilość ko mórek
CD34+ w SVF;  ilość ko mórek przy le ga ją cych do
pla sti ku po 24 godzinach ho dow li; ilość ko mórek
przy le ga ją cych do pla sti ku i CD34+ po 24
godzinach ho dow li; n = 7). SVF za wie ra śre dnio
6,1 × 105 ko mórek na ml ze bra nej tkan ki tłu -
szczo wej oraz śre dnio 2,6 × 105 ko mórek
CD34+ na ml tkan ki. Po 24 godzinach ho dow li,
śre dnio 0,8 × ko mórek na ml tkan ki przy le ga ło do
pla sti ku, z cze go śre dnio 0,45 × 105 ko mórek na
ml tkan ki  by ło CD34 do dat nich.

Ryc. 3. Pro li fe ra cja ad MSC w sta łych wa run -
kach ho dow li; ad MSC ho do wa no przez 35 dni.
Licz bę ko mórek okre ślo no w 0., 7., 21. i 35.
dniu. Wszy st kie war to ści znor ma li zo wa no do
war to ści z dnia 0. Ko mór ki wy ka zu ją sta łą pro -
li fe ra cję, tj. 2,5-krot ny wzrost licz by ko mórek
w cią gu 35 dni ho dow li (n = 8).
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6,1 × 105 na ml po bra nej tkan ki. Pra wie po -
ło wę frak cji iden ty fi ko wa no ja ko ko mór ki
CD34+ (śre dnio 43%, oko ło 2,6 × 105 ko -
mórek na ml po bra nej tkan ki). Co wię cej,
śre dnio 18% SVF (0,8 × 105 ko mórek na ml
po bra nej tkan ki) przy le ga ło po 24 go dzi -
nach ho dow li stan dar do wej, oko ło po ło wa
z nich by ła ad he rent na i do dat nia pod ką tem
mar ke ra CD34 (0,45 × 105 ko mórek na ml
po bra nej tkan ki z SVF) (Ry ci na 2). 

Pro li fe ra cja ad MSC in Vi tro

Aby oce nić pro li fe ra cję ad MSC wy i zo lo -
wa nych z WAL pod czas ho dow li oraz róż ni -
co wa nia, ko mór ki wy sie wa no oraz oce nia no
względ ną licz bę ko mórek po 0, 7, 21 i 35
dniach ho dow li. Stwier dzo no sta ły wzrost
licz by ko mórek, a tym sa mym sta łą pro li fe ra -
cję ad MSC (Ry ci na 3).

Po ten cjał róż ni co wa nia ko mórek 
me zen chy mal nych 

Róż ni co wa nie adi po ge nicz ne
Po 14 dniach sty mu la cji adi po ge nicz nej

wy kry wa no for mo wa nie się wa ku ol wy peł -
nio nych li pi da mi w ad MSC, pod czas gdy nie
wy kry wa no wa ku ol li pi do wych w ad MSC
ho do wa nych w wa run kach kon trol nych (Ry -
ci na 4A,B). Po miar ilo ści aku mu lo wa ne go
we wnątrz ko mór ko we go tłu szczu wska zał na
zna czą cy, 3-krot ny wzrost w wa run kach
róż ni co wa nia adi po ge nicz ne go (Ry ci na 4C).

Róż ni co wa nie oste o ge nicz ne
Aby oce nić sto pień róż ni co wa nia oste -

o ge nicz ne go, zmie rzo no ak tyw ność fo sfa -
ta zy al ka licz nej oraz ilość wap nia odło żo -
ne go w ECM. W prze ci wień stwie do ho -
dow li kon trol nych, wy ka zu ją cych de li kat ne

Ryc. 4. Sto pień adi po ge nicz ne go róż ni co wa nia ad MSC. Zna ko wa nie wa ku o li li pi do wych (zie lo ne)
oraz ją der ko mór ko wych (nie bie skie) w nie sty mu lo wa nych ho dow lach kon trol nych (A) oraz ad MSC
sty mu lo wa nych adi po ge nicz nie (AS) po 14 dn iach (B). Po miar za war to ści li pi dów (C, po miar in -
ten syw no ści flu o re scen cji; n = 5; test Mann-Whit ney’a U ). Aku mu la cję li pi dów wy ka zy wa ły tyl -
ko ad MSC sty mu lo wa ne adi po ge nicz nie. 
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czer wo ne za bar wie nie (Ry ci na 5A), oste o -
ge nicz nie sty mu lo wa ne ad MSC wy ka zy -
wa ły zna czą ce czer wo ne za bar wie nie
w kie run ku ALP przez 21 dni ho dow li (Ry -
ci na 5B). Po 35 dniach sty mu la cji oste o ge -
nicz nej zna le zio no de po zy ty fo sfo ra nu
wap nia, których nie by ło w nie sty mu lo wa -
nych ho dow lach kon trol nych (Ry ci na
5D,E). Po miar tych mar ke rów róż ni co wa -
nia po twier dził zna czą ce zmia ny w fe no ty -
pie ko mórek: po 21 dniach róż ni co wa nia
w podło żu róż ni cu ją cym ko mór ki wy ka zy -
wa ły po nad 4-krot nie więk szą ak tyw ność
ALP niż ko mór ki ho do wa ne w wa run kach
kon trol nych (Ry ci na 5C). Od kła da nie fo -
sfo ra nu wap nia w ad MSC sty mu lo wa nych
oste o ge nicz nie przez 35 dni by ło nie mal
100-ra zy wy ższe niż to stwier dza ne w ho -
dow lach kon trol nych, gdzie nie mal nie
zna le zio no de po zy tów fo sfo ra nu wap nia
(Ry ci na 5F). 

Dys ku sja

WAL sta no wi pro ce du rę li po suk cji do -
star cza ją cą ko rzy st ny efekt este tycz ny po łą -
czo ny z ochro ną tkan ki oraz niż szym ry zy -
kiem po wi kłań kar dio lo gicz nych z po wo du
ma łej ilo ści po da wa ne go pły nu w po rów na -
niu do kon wen cjo nal nej pro ce du ry li po suk -
cji[24,25,35,36]. Co wię cej, tkan ka aspi ro wa na
me to dą WAL by ła już sto so wa na z po wo -
dze niem w pro ce du rach prze szcze pów[26,37].
Pel to nie mi i wsp. za pro po no wa li, aby me -
to da WAL by ła pre fe ro wa ną tech ni ką do
prze szcze pów au to lo gicz nych, po nie waż
pro wa dzi do uzy ska nia tkan ki bo ga tej w ko -
mór ki ma cie rzy ste oraz umoż li wia ła twą in -
iek cję, bez ci śnie nia, co za po bie ga uszko -
dze niu ko mórek[38]. 

Aby po twier dzić wy so ką ży wot ność
i licz bę ko mórek ma cie rzy stych w tkan ce
tłu szczo wej po bra nej me to dą WAL, prze a -

Ryc. 5. Sto pień zróż ni co wa nia oste o ge nicz ne go ad MSC. Zna ko wa nie ALP (czer wo ny) w ho dow -
lach kon trol nych (A) oraz w ho dow lach sty mu lo wa nych oste o ge nicz nie (OS) po 21-dnio wej ho dow li
(B). Po miar ak tyw no ści ALP (C; n = 6; test Mann-Whit ney'a U). Zna ko wa nie de po zy tów wap nia
w ECM w ho dow lach kon trol nych (D) oraz w ho dow lach oste o ge ni cznie in du ko wa nych po 35
dniach (E). Po miar za war to ści wap nia w ECM  (F, zna ko wa nie kre zol fta le i ną; n = 4; test Mann-
Whit ney'a U). W po rów na niu w kon trol ny mi ho dow la mi nie sty mu lo wa ny mi, ho dow le sty mu lo wa ne
oste o ge nicz nie wy ka zy wa ły 4-krot ny wzrost ak tyw no ści ALP po 21 dniach oraz 100-krot nie wy -
ższe od kła da nia wap nia w ECM po 35 dniach.
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na li zo wa li śmy po bra ną tkan kę WAL pod ką -
tem in te gral no ści, wy daj no ści ad MSC oraz
zdol no ści do róż ni co wa nia. Za kres ni niej -
sze go ba da nia nie obej mo wał ba da nia in -
nych tech nik li po suk cji, ta kich jak bez po śre -
dnie po rów na nie tkan ki wy i zo lo wa nej od
te go sa me go pa cjen ta w trak cie tej sa mej
pro ce du ry, ale za po mo cą 2 róż nych tech -
nik, co sta no wi bar dziej bez po śre dnie
podej ście do oce ny tech ni ki WAL. Nie mniej
wy ko rzy stu jąc da ne li te ra tu ro we, pro ce du ra
WAL mo że zo stać umie szczo na w kon tek -
ście in nych tech nik li po suk cji. Dzię ki oce nie
wi zu al nej mo że my po ka zać, że po bie ra nie
me to dą WAL pro wa dzi do uzy ska nia ży wej
tkan ki z za cho wa ny mi struk tu ra mi na czy nio-
podob ny mi. Po zo sta je to w zgo dzie z po -
prze dni mi od kry cia mi, po ka zu ją cy mi, że
tkan ka WAL skła da się z ca łych agre ga tów
ko mórek oraz ma łych na czyń[35]. Oce na cał -
ko wi tej za war to ści ko mórek oraz oce na
mar twych i ży wych ko mórek mo że być
przedmio tem przy szłych ba dań. Stwier dzo -
no, że pro ce du ra tra wie nia en zy ma tycz ne -
go pro wa dzi do otrzy ma nia za wie si ny po je -
dyn czych ko mórek, skła da ją cych się z adi po -
cy tów oraz SVF, ze śre dnią licz bą 6,1 × 105
ko mórek na ml tkan ki WAL. Stwier dzo no
róż ni ce w licz bie ko mórek w SVF dla róż -
nych tka nek oraz róż nych tech nik po bie ra -
nia. Przy kła do wo, śre dnio 3 × 105 ko -
mórek SVF na ml tkan ki stwier dzo no po li -
po suk cji in nej WAL[39], 6 × 105 po li po suk -
cji za po mo cą ultra dźwię ków oraz 7 × 105
po re sek cji tkan ki tłu szczo wej[40]. Po nie waż
SVF sta no wi he te ro gen ną mie sza ni nę ko -
mórek, a za war tość SVF nie sta no wi bez po -
śre dnie go mier ni ka za war to ści ko mórek
ma cie rzy stych, prze a na li zo wa no za war tość
ko mórek CD34-do dat nich w SVF. Mar ker
CD34 zo stał wcze śniej zi den ty fi ko wa ny
w ko mór kach pre kur so ro wych w zdro wym
szpi ku ko st nym oso by do ro słej[41], zaś prze -
ciw cia ło Stro-1 by ło czę sto sto so wa ne do
izo la cji MSC i wy two rzo ne przy uży ciu

CD34-do dat nich MSC[42]. CD34 ule ga eks -
pre sji rów nież na ko mór kach he ma to pe -
tycz nych w sta nie ak ty wa cji, które przedo -
sta ją się do krwio o bie gu, pod czas gdy he -
ma to po e tycz ne ko mór ki ma cie rzy ste w sta -
nie spo czyn ku w szpi ku ko st nym są CD34-
ujem ne[43]. Pa nel ko mórek CD34-do dat nich
do ty czy rów nież mię śnio wych ko mórek sa -
te li tar nych, ko mórek in ter sty cjal nych, na -
błon ko wych i pro ge ni to rów śród błon ka[44].
Obe cnie uwa ża się, że CD34 ule ga eks pre -
sji na wszy st kich ko mór kach pe ri wa sku lar -
nych in si tu[45], cho ciaż nie za wsze na sta łym
po zio mie, jak po ka za no dla MSC, dla
których po ziom eks pre sji CD34 spa da mia -
rę w mia rę pa sa ży ho dow li in vi tro[46]. Frak cja
SVF z tkan ki WAL za wie ra ła śre dnio 2,6 ×
105 ko mórek CD34-do dat nich na ml tkan ki
(śre dnio 43% SVF). Wy ni ki otrzy ma ne
przez in ne gru py to śre dnio 22,5%[17] – od
15% do 40% ko mórek na tkan kę[5]. Zgo -
dnie z po wyż szym, jed na część ko mórek
CD34+ jest po cho dze nia he ma to po e tycz -
ne go, pod czas gdy po zo sta łe ko mór ki to ad -
MSC. Po twier dzi li to Bo u rin i wsp., wy kry -
wa jąc CD34-do dat nią, ale CD45-ujem ną
po pu la cję ko mórek z SVF z tkan ki tłu szczo -
wej, po nie waż pre kur so ry he ma to pe tycz ne
bę dą po zy tyw ne dla obu mar ke rów po -
wierzch nio wych[20]. Obie po pu la cje ko -
mórek mo gą zo stać roz dzie lo ne po przez se -
lek cję w kie run ku ad he ren cji do stan dar do -
we go po li sty re nu, po nie waż ad MSC przy le -
ga ją do pla sti ku[47], zaś ma cie rzy ste ko mór ki
he ma to po e tycz ne – nie[48,49]. Z te go po wo du
po pu la cja CD34+ przy le ga ją ca do pla sti ku
w ilo ści 0,45 × 105 ko mórek na ml tkan ki
(8% SVF i 18,9% ko mórek CD34+), którą
wy i zo lo wa li śmy z SVF 24 go dzi ny po stra -
wie niu tkan ki sta no wi ho mo gen ną po pu la cję
ad MSC. In ni ba da cze iden ty fi ko wa li 6,3% ±
1,8% funk cjo nal nych ad MSC za war tych
w SVF z wy ci na nej tkan ki tłu szczo wej,
1,9% ± 1,3% funk cjo nal nych ad MSC
w SVF z tkan ki otrzy ma nej me to dą li po suk -
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cji z na są cza niem oraz 0,4% ± 0,1% funk -
cjo nal nych ad MSC w SVF z tkan ki otrzy ma -
nej za po mo cą li po suk cji ultra dźwię ka mi[40].
Po rów nu jąc ma te riał otrzy ma ny od jed ne go
pa cjen ta, za u wa żal ny jest sze ro ki za kres za -
war to ści ad MSC w SVF. Śre dnio stwier dza
się 8% ko mórek, jak po da no po wy żej,
w za kre sie od 2,3% do 17,9%. Phi lips
i wsp. w do świad cze niach, w których tkan kę
po bie ra no tech ni ką Co le ma na, wy zna czył
ten za kres ja ko 4% to 37%[50]. Róż ni ce po -
mię dzy wy ni ka mi ba da nia wy ni ka ją z fak tu,
że me to dy sto so wa ne do ana li zy za war to ści
ad MSC w tkan ce tłu szczo wej róż nią się dla
każ dej gru py ba daw czej. W tym przy pad ku
nie tyl ko me to da po bie ra nia by ła róż na, ale
rów nież za war tość ad MSC okre śla no me to -
dą ana li zy cy to me trycz nej SVF, zaś cał ko wi -
tą za war tość ad MSC okre śla no po 24 go dzi -
nach ad he ren cji do pla sti ku. 

Adi po ge nicz na sty mu la cja wy i zo lo wa -
nych ad MSC pro wa dzi ła do we wnątrz ko -
mór ko wej aku mu la cji tłu szczu, co po twier -
dza adi po ge nicz ny po ten cjał do róż ni co wa -
nia ad MSC otrzy ma nych z tkan ki me to dą
WAL. Po nad to wy ka za no po ten cjał oste o ge -
nicz ny po spe cy ficz nej sty mu la cji za po mo cą
mar ke rów róż ni co wa nia – ak tyw no ści ALP
i zwap nie nia ECM. Tym sa mym, ad MSC
z tkan ki uzy ska nej me to dą WAL wy ka zu ją
me zen chy mal ny po ten cjał róż ni cu ją cy. Wy -
ka za no, że za war tość ko mórek ma cie rzy -
stych w po bie ra nej tkan ce mo że sta no wić
po zy tyw ny mier nik dłu go ter mi no we go prze -
trwa nia i za cho wa nia prze szcze pów tłu -
szczu[50]. Z te go po wo du WAL sta no wi bar -
dzo ła god ną tech ni kę ope ra cyj ną, za pew nia -
ją cą wy go dę pa cjen to wi oraz ży wot ność
tkan ki[24,38]. Moż li wość wzbo ga ca nia gra ftów
tłu szczu za po mo cą au to lo gicz nych ko mórek
ma cie rzy stych wy i zo lo wa nych z tej sa mej
tkan ki sta no wi obie cu ją ce za sto so wa nie kli -
nicz ne. Ko lej nym waż nym aspek tem jest
przy szłe za sto so wa nie ko mórek ma cie rzy -
stych w le cze niu np. za pa le nia sta wów oraz

in nych scho rzeń. Po rów naw cze ba da nie tka -
nek te go sa me go pa cjen ta ze bra nych tech ni -
ką WAL oraz in ny mi tech ni ka mi li po suk cji
sta no wi in te re su ją cy przedmiot do ba dań
w przy szło ści. 

Wnio ski

WAL sta no wi pro ce du rę li po suk cji do -
star cza ją cą ko rzy st nych wy ni ków dla kom for -
tu pa cjen tów oraz efek tów ko sme tycz nych.
Wy ka za li śmy, że tkan ka otrzy ma na me to dą
WAL sta no wi wia ry god ne źródło ad MSC,
da ją ce licz bę ko mórek w za kre sie licz by ko -
mórek izo lo wa nych z tkan ki tłu szczo wej in -
ny mi tech ni ka mi. Ad MSC wy i zo lo wa ne
z tkan ki WAL są ży we i po sia da ją po ten cjał
róż ni co wa nia. Z te go po wo du, tkan ka WAL
mo że być sto so wa na do au to lo gicz ne go
prze szcze pu tłu szczu i sta no wi od po wie dnie
źródło izo la cji ad MSC. 
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