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Steszczenie

Tto: W ostatnich latach nastapit znaczacy postgp w terapeutycznych zastosowaniach wyizolowanej tkanki ttuszczowej do autologicznych przeszczepdw ttuszczu oraz

wykorzystaniu mezenchymalnych komorek macierzystych tkanki ttuszczowej (adMSC). Metoda liposukcji z uzyciem strumienia wody (WAL) stanowi pierwsza

procedure zbierania tkanki thuszczowej oraz dostarczania korzystnego efektu kosmetycznego potaczona z wysokim poziomem ochrony tkanki. Tkanka pobrana metoda

WAL byta skutecznie stosowana w procedurach przeszczepow.

Cele: Niniejsze badanie miato na celu potwierdzenie zywotnosci tkanki oraz okresleni

e ilosci i zdolnosci do réznicowania komorek macierzystych w tkance.

Metody: Integralno$¢ tkanki otrzymanej metoda WAL sprawdzano za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej. Zawartos¢ adMSC sprawdzano poprzez izolacj¢ komorek

z tkanki. Zdolno$¢ do réznicowania komorek mezenchymalnych badano za pomoca metod immunocytochemicznych.

Wyniki: Frakcja tkanki WAL z okolic powigzi wykazywata wysoki stopien Zywotnosci
z czego wynika, ze tkanka WAL zawierata duza liczb¢ komorek macierzystych. Co

rdéznicowania.

oraz zawierata przecigtnie 2.6x10*5 komérek CD34-dodatnich na mililitr tkanki,

wigcej, adMSC wyizolowane z tkanki WAL wykazywaty typowy potencjat do

Whioski: Tkanka tluszczowa otrzymana metoda WAL nadaje si¢ do autologicznych przeszczepow tluszczu poniewaz zachowuje zywotnos¢ tkanki. Tym samym,

stanowi wazne zrodto do izolacji komorek macierzystych adMSC z zachowana zdolnoscia do multipotentnego réznicowania sig.

Poziom udowodnienia: 3

Przyjeto do druku 6 kwietnia 2015r.

Zabieg liposukcji zyskat na znaczeniu dzigki terapeutycznemu
zastosowaniu ~ wyizolowanej  tkanki  tluszczowej  do
przeszczepow autologicznych. L2z tego wzgledu, wlasciwosci
wyizolowanej tkanki, takie jak wielko$¢ czastek thuszczu,
zywotnos¢, liczba adipocytow oraz innych komorek tkanki
thuszczowej lub  struktur funkcjonalnych (np. naczyn
krwiono$nych) powinny zosta¢ doktadnie zbadane.

Tkanka tluszczowa jest zbudowana z réznych typow komorek
(adipocytow, komorek endotelialnych, fibroblastow, komoérek krwi
i komorek krwio-pochodnych oraz z komérek macierzystych tkanki
[adMSC]). Enzymatyczne trawienie tkanki
tluszczowej oraz usunigcie adipocytéow prowadzi do otrzymania
tzw. frakcji SVF, ktora z sukcesem stosowano w rdéznych
zastosowaniach klinicznych, takich jak uzupetnianie

tluszczowej
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przeszczepow thuszczu, leczenie nietrzymania moczu czy ran

przewlektych. 7-10

Zuk 1 wsp. jako pierwsi opisali adMSC.° Dzigki zdolnosci do
samoodnawiania si¢ oraz roznicowania multipotentnego,
adMSC maja duze znaczenie w homeostazie i regeneracji

tkanek. '! Ludzkie adMSC bezposrednio rdznicuja si¢ w

osteoblasty 1 komorki endotelialne na modelu ztamania

nieciagtego. 2°W badaniach pojedynczych przypadkow,

ludzkie adMSC byly z sukcesem stosowane do leczenia
znaczacych defektow sklepienia czaszki 3 szczek. 4 Co

wigcej, adMSC pozostaja w miejscu przeszczepu przez dlugi

okres czasu. |’ 16

W poréownaniu do szpiku kostnego, tkanke thuszczowa
mozna pobiera¢ w duzych iloSciach, z duza iloscig komoérek
macierzystych oraz przy mniejszym uszkodzeniu miejsca
pobierania. 17 adMSC wystepuja w stezeniu okoto 50.000

komorek/ml tkanki thuszczowej (okoto 7% komorek w tkance

rozpuszczonej enzymatycznie), 18,19 ¢o stanowi 100x wieksza

liczbg niz liczba mezenchymalnych komorek macierzystych

(MSC) izolowanych ze szpiku kostnego. 17" Zastosowanie
komorek macierzystych organizméw dorostych nie stanowi
problemu etycznego, w przeciwienstwie do zarodkowych
komorek macierzystych. Ponadto, adMSC spehniaja wszystkie
charakterystyki MSC zdefiniowane przez International Society

for Cellular Therapy, the International Federation of Adipose

Therapeutics and Sciences, i inne. 20,21

Tkanka thuszczowa moze by¢ pobierana roznymi metodami,
takimi jak resekcja, konwencjonalna liposukcja, aspiracja

strzykawka, 1 inne. 2 Poszczegdlne metody stosowane w
liposukcji moga wplywac¢ na zywotno$¢ komorek obecnych w
pobieranej tkance. 22,23 Liposukcja za pomoca strumienia wody
(WAL) stanowi procedure polegajaca na zastosowaniu roztworu

w formie cienkiego, pulsacyjnego, skierowanego strumienia w

ksztatcie wachlarza. 2% 2% Kaniula stosowana podczas operacji

sktada si¢ z dwoch kanalow, ktore umozliwiaja jednoczesng
infiltracj¢ roztworu nasigkowego oraz aspiracj¢ pojawiajacego
si¢ roztworu wody i tluszczu. Tym samym, ilo$¢ ptynu
infiltrowanego do tkanki jest znacznie mniejsza niz podczas
klasycznej procedury liposukcji, co zmniejsza ryzyko
ubocznych objawdw ze strony uktadu sercowo-naczyniowego.
Umozliwia to uzyskanie pozadanego efektu estetycznego oraz
bezpieczenstwa pacjenta, przy jednoczesnej ochronie zbieranej
tkanki thuszczowej. Przeprowadzone przez nas badania miaty
ma celu sprawdzenie jakosci autologicznych przeszczepow
otrzymanych przy pomocy WAL i wskazaly na zachowanie
zdolno$ci do  réznicowania  komorek  macierzystych
wyizolowanych z tkanki WAL. W tym celu zbadalismy
zywotnos¢, liczbg oraz potencjat réznicowania do adipocytow i
osteocytow komorek adMSC wyizolowanych z tkanki
pozyskanej metoda WAL.

METODY

Jesdli nie zaznaczono inaczej, wszystkie plastiki pochodzity z
Greiner Bio-One (Frickenhausen, Niemcy), a odczynniki
chemiczne z Sigma-Aldrich (Steinheim, Niemcy).

Dawcy

Badanie obejmowato 13 pacjentéw (1 mezczyznai 12 kobiet) w
okresie 27 miesigcy od sierpnia 2012 do pazdziernika 2014 r.
Pacjenci podpisali formularz $wiadomej zgody na udzial w
badaniu. Badanie zostalo zaakceptowane przez komitet etyczny
Rostock University Medical Center pod numerem A2013-0112,
i spelnia wymagania etyczne zdefiniowane przez World Medical
Association Declaration of Helsinki.

Aspiracja ludzkiej tkanki ttuszczowej

Procedura liposukcji zostata przeprowadzona wg protokotu

BEAULI opisanego w Ueberreiter i wsp.. 26 Pulsacyjny
strumien wody byl stosowany do infiltracji z jednoczesna
aspiracjg. Do infiltracji stosowano 3 zakresy, od 90 ml/minute
+ 15% do 130 ml/ minut¢ + 15%. Roztwor do infiltracji stanowil
klasyczny roztwor Kleina, ogrzany do 37 - 38°C. Kaniule do
zbierania mily zewnetrzna Srednicg 38 mm oraz ostre konce. Po
pierwszej infiltracji, nie ma potrzeby stosowania przerwy przed
rozpoczgciem aspiracji. Negatywne ci$nienie aspiracji byt
dostosowywany do 500 mbar.

Ocena zywotnosci tkanki wyizolowanej metoda
WAL

Do oceny zywotno$ci pobranej tkanki, wykonano barwienie na

komorki zywe/martwe wg procedury opisanej wczesniej. 27

Pobrana tkanka byta przez 10 minut inkubowana z podlozem
hodowlanym Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
Life Technologies, Darmstadt, Niemcy) uzupelnionych 3 uM
Hoechst 33342 ( trojchlorek Bis-benzimide H33342), 500 nM
jodkiem propydyny, oraz 1 uM estrem acetoksymetylo kalceiny
(Life Technologies). Tkanki byly nast¢pnie analizowane za
pomocg mikroskopii fluorescencyjnej (Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Gottingen, Niemcy) stosujac niebieskie, zielone i
czerwone filtry emisyjne. Maksima emisyjne barwnikow
wynosity 460 nm (Hoechst 33342), 516 nm (kalceina), i 617 nm
(jodek propydyny). Maksima ekscytacji wynosily 360 nm
(Hoechst 33342), 496 nm (kalceina), oraz 535 nm (jodek
propydyny).

Izolacja 1 hodowla adMSC

Jak opisano poprzednio, 28 tkanke thuszczowa trawiono stosujac
1.6 mg/ml kolagenazy NB4 (SERVA, Heidelberg, Niemcy),
mieszaning obojetnej proteazy oraz kolagenazy 11 II w soli
fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS) z solami wapnia
i magnezu (PAA Laboratories, Coelbe, Niemcy). W serii
etapoéw plukania w PBS z 10% cielgca surowicg ptodowa (FCS;
PAN Biotech, Aidenbach, Niemcy) i wirowania, z pozostato$ci
tkanki tluszczowej oddziela si¢ SVF. Na tym etapie liczbg
komoérek SVF oraz zawartos¢ komorek CD34 oceniano za
pomocag cytometrii przeptywowej (patrz czg§¢ cytometria
przeptywowa). Komorki uwolnione z trawionej tkanki byty



Meyer i wsp.

Inkubowane przez 24 h w standardowych warunkach hodowli

(5% CO2 i 37°C w wilgotnej atmosferze). Komorki CD34-
dodatnie izolowano z frakcji komorek przylegajacych do
plastiku przy uzyciu immunomagnetycznego testu selekcyjnego
(Life Technologies). Podczas procedury selekcji, liczbe
komorek przylegajacych do plastiku przez 24 h oraz liczbe
komorek przylegajacych i CD34+ okreSlano przy uzyciu
licznika Scepter (Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy). Poniewaz
selekcja przy uzyciu kulek jest standardowa procedura
pozyskiwania komodrek do doswiadczen, nie wykonano
procedury analizy za pomoca cytometrii przeplywowej. Po
trzech pasazach, adMSC wysiano w gestosci 20.000 komoérek na
cm’. Brak mykoplazm potwierdzono mikroskopowo po
wyznakowaniu DNA.

AdMSC hodowano w standardowym podtozu hodowlanym,
podlozu stymulujgcym roéznicowanie w kierunku adipocytow
Iub w kierunku osteocytow. Standardowe podtoze stanowit
DMEM, z duzym stgzeniem glukozy, GlutaMAX-],
uzupetniony 1% penicyliny/streptomycyny (100 U/ml i 100
pg/ml; both Life Technologies), oraz 10% FCS. Do stymulacji
w kierunku adipocytow, do standardowego podltoza dodawano
500 puM 3-izobutylo-1-metyloksantyny (SERVA), 10 uM

insuliny, 1 yM deksametazonu oraz 200 M indometacyny
(Fluka, Seelze & Buchs, Niemcy). Do stymulacji w kierunku
osteocytow, podtoze standardowe uzupetiano 0.25 g/l kwasem
askorbinowym, 1 pM deksametazonem, oraz 10 uM pP-
glycerofosforanu (Fluka). Po osiagnigciu konfluencji,
rozpoczynano inkubacje w podlozu standardowym i
réznicujagcym, oznaczajgc dzien 0, po czym hodowlg
kontynuowano przez 35 dni. Podloza zmieniano co 2-3 dni.

Analiza metoda cytometrii przeptywowej

Celem policzenia populacji komoérek CD34+ we frakcji SVF,
wyizolowane zawiesiny komorek pozyskane od 7 pacjentow
znakowano za pomocg zestawu CD34 (Stem-Kit, Beckman-
Coulter, Krefeld, Niemcy). Zestaw Stem-Kit Reagents sktada
si¢ z 2-kolorowego fluorescencyjnego (CD45-FITC/CD34-PE)
odczynnika zawierajacego przeciwciala monoklonalne, 2-
kolorowego fluorescencyjnego odczynnika kontrolnego (CD45-
FITC/kontrola izotypowa-PE) sprawdzajacego niespecyficzne
wigzanie przeciwciala monoklonalnego CD34-PE, barwnika
sprawdzajacego  zywotno$¢  (7-amino-aktynomycyna-D/7-
AAD), odczynnika do lizy erytrocytow (chlorek amonu) oraz
tzw. fluorokulek do oceny catkowitej liczby komérek CD34+.
Probowki wypetniano 20 pl mieszaniny CD45-FITC (klon J33)
oraz CD34-PE (klon 581) oraz 20 pL roztworu 7-AAD,
dodawano 100 pl zawiesiny komorek i inkubowano 15 minut w
temperaturze pokojowej (20°C) w ciemnosci. Drugg inkubacjg
przez 10 minut prowadzono po dodaniu 2 ml odczynnika
lizujacego. 100 ul fluorosfer Stem-Count dodawano do
zawiesiny komorek bezposrednio przed pomiarem przy
dhugodci fali 488 nm w cytometrze przeptywowym

FC500 Flow Cytometer (Beckman-Coulter) wyposazonym

w laser argonowy 20 mW. Analiz¢ prowadzono zgodnie ze

29

zmodyfikowanym protokotem ISHAGE dla pojedynczej

platformy analizy. O Komorki selekcjonowano w kierunku
komorek CD45 i 7-AAD-ujemnych, zeby wykluczy¢ leukocyty i
komorki martwe. Zywe komérki CD34 i fluorosfery liczono przy
uzyciu oprogramowania CXP (Beckman-Coulter). Liczb¢ komorek
macierzystych wyliczono na podstawie stgzenia fluorosfer

dostarczonych w zestawie.

Okreslenie liczby komorek

Liczbe komorek w tkance otrzymanej od 8 osdb okreslano
metoda barwienia fioletem krystalicznym, jak opisano

poprzednio. 28 Fiolet krystaliczny barwi DNA z tadunkiem
negatywnym dzi¢ki przycigganiu jonow 3w sposob liniowy. 32

Analiza r6znicowania mezenchymalnego

Analiza réznicowania do adipocytow

Wewnatrzkomérkowa —akumulacje lipidow w  adMSC
wyizolowanych od 5 0s6b wykrywano za pomoca barwienia
flurescencyjnego wakuoli lipidowych po 14 dniach hodowli, jak

opisano poprzednio. 3w tym celu, komorki przeptukiwano
PBS i utrwalano w 4% paraformaldehydzie (PFA). Po
przeplukaniu PBS, komérki inkubowano w roztworze Bodipy
(1 pg/ml 150 mM NaCl, Life Technologies) w ciemnosci.
Nastgpnie, komorki plukano w PBS i HO. Intensywnosc
fluorescencji mierzono w czytniku ptytek (TECAN, Crailsheim,
Niemcy) przy dlugosci fali ekscytacji 480 nm oraz dtugosci fali
emisji 515 nm.  Dokumentacje przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego ~ wykonano  celem udokumentowania
powstawania wakuoli wewnatrz komoérek za pomoca Axiocam
MRc potaczonej z Axio Scope.Al (Carl Zeiss Microscopy
GmbH).

Analiza réznicowania do osteocytow

Pomiar aktywnosci fosfatazy alkalicznej (ALP) w
wyizolowanych adMSC z 6 pacjentdw oraz zawarto$¢ wapnia w
macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM) w  adMSC
wyizolowanych  z 4 pacjentow postuzyt do wykrycia
réznicowania osteogenicznego, jak opisano poprzednio. 28 Aby

otrzyma¢ dokumentacj¢ fotograficzng aktywnosci  ALP
(watroba/kosci/izoenzym z nerek), komorki znakowano
roztworem 67 mM 2-amino-2-metylo-1.3-propanediolu

(AMPED), 2,7 mM fosforanu naftolu AS-MX i 2,7 mM soli

Fast Red Violet LB w H2O. Pomiar aktywnosci ALP wykonano
po 21 dniach hodowli przeptukujac komoérki sola fizjologiczng
buforowana Tris oraz buforem permabilizujacym (1% Tween 20

i 100 mM fluorek fenylometanosulfonylu w HxO) oraz
inkubujac z roztworem substratu dla ALP (10 mM para-

nitrofenylofosforan (pNPP), 100 mM AMPED, i 5 mM MgCl>

w H20 przez 1 godzing w standardowych warunkach hodowli.
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Aby zatrzymaé aktywno$¢ ALP, dodawano 2 M NaOH.
Absorbancj¢ supernatantu mierzono w czytniku mikroptytek
(anthos Mikrosysteme) przy dtugosci fali 405 nm.

Celem dokumentacji odktadania wapnia w ECM, komorki
znakowano 30 mM czerwienig alizarynowg S rozpuszczong w
H20. Obrazy wykonano przy uzyciu kamery AxioCam ICcl
potgczonej z Axiovert 25 (Carl Zeiss Microscopy GmbH).
Pomiar zawartosci ECM oparty na kompleksowaniu ca®* przez
orto-krezolftaleing wykonano po 35 dniach. Po przeptukaniu
komorek w PBS-ie i utrwaleniu w 4% PFA podgrzanym do
37°C, komorki plukano w H2O, a nastgpnie dodawano bufor
krezolftaleinowy (0.1 mg/ml kompleks orto-krezolftaleinowy,
1 mg/ml 8-hydroksychinon oraz 6% 37% HCl w H20). Po 5
minutach inkubacji w temperaturze pokojowej (19°C do 21°C),
dodawano bufor AMP (15% 2-amino-2-metylo-1-propanol
[AMP] w H20, pH 10.7) oraz inkubowano przez 15 minut w
temperaturze pokojowej (20°C). Ggstos¢ optyczng supernatantu
oceniano za pomocg czytnika mikroplytek (anthos
Mikrosysteme) przy 580 nm.

Statystyka i przedstawienie danych

Wszystkie pomiary wykonywano w trzech powtdrzeniach. Dane
przedstawiono jako wykresy liniowe i stupkowe, jak rowniez
tzw. box plot przy uzyciu oprogramowania R do pomiarow
statystycznych oraz tworzenia wykresow. Przedstawione
dane stanowia mediany z dodatnimi i ujemnymi stupkami
btedow stanowigcymi, odpowiednio, trzeci i czwarty kwartyl.
Poniewaz wigkszo$¢ danych nie wykazywala rozkladu
normalnego, istotno$¢ roéznic pomigdzy dwoma zestawami
danych liczono przy uzyciu nieparametrycznego testu Mann-
Whitney’a U. Poziom istotno$ci wyznaczono przy wartosci o
nizszej lub rownej 0 .05 (P< .05) i liczono stosujac R.

WYNIKI

Srednia wieku pacjenta wynosita 42 lata (zakres 24-59 lata).
Wszyscy pacjenci charakteryzowali si¢ dobrym zdrowiem i
potrzebowali poprawy konturu jednego lub wigcej z obszarow:
ramiona, biodra, posladki, brzuch, dolna i gorna czes$¢ plecow,
uda, wewnetrzna i zewnetrzna strona ud. Sredni indeks masy
ciata wynosit 25.8 (zakres 21-35). Czas od izolacji tkanki do
izolacji komoérek wynosit mniej niz 20 h.

Zywotno$¢ pobranej tkanki

Catkowite znakowanie komorki zywe/martwe tkanki WAL
prowadzito do uzyskania znacznej emisji zielonej fluorescencji
tkanki, co wskazuje na jej zywotno$¢, natomiast jadra komorek
znakowaly si¢ na niebiesko (Rycina 1A). Cienkie zielone linie
w formie ,,obwddek” w preparatach odzwierciedlaja sferyczny
ksztatt dojrzatych adipocytow. Najwicksza czes¢ adipocytow
jest wypetniona pojedyncza, niewyznakowang wakuola

Rycina 1. Tkanka tluszczowa znakowana na komérki zywe/martwe
bezposrednio po izolacji za pomoca metody WAL (A; zielone: zywe
komorki, czerwone: martwe komorki, niebieskie: jadra komorkowe);
szczegol wyizolowanej tkanki pokazujacy strukturg przypominajaca
naczynia (B); zawiesina komorek powstajaca po trawieniu
enzymatycznym tkanki (C). Wigkszos¢ komorek wykazywata intensywne
zielone znakowanie - komorki zywe. Wykryto szereg struktur naczynio-
podobnych (strzatki). Wykryto tylko kilka martwych komorek
(fluorescencja czerwona).
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Rycina 2. Ocena ilosci komoérek po roznych etapach
roznicowania (ilos¢ komorek w SVF; ilos¢ komorek CD34+ w
SVF; ilos¢ komorek przylegajacych do plastiku po 24h hodowli;
ilo$¢ komorek przylegajacych do plastiku i CD34+ po 24h
hodowli; n =7). SVF zawiera $rednio 6.1 x 10° komoérek na ml
zebranej tkanki thuszczowej oraz §rednio 2.6 x 10° komorek
CD34+ na ml tkanki. Po 24h hodowli, $rednio 0.8 x komoérek na

ml tkanki przylegato do plastiku, z czego $rednio 0.45 x 10°
komorek na ml tkanki byto CD34 dodatnich.

tluszczowa, ze wzgledu na powigzany z organellami brak
aktywnosci esterazy, wymagany do aktywacji fluoroforu.
Wykryto tylko kilka martwych komoérek (Rycina 1B, czerwona
fluorescencja). W tkance otrzymanej metoda WAL wykryto
struktury naczynio-podobne w tkance WAL (biale strzatki,
Rycina 1A and B). Trawienie kolagenaza tkanki WAL
prowadzito do zawiesiny pojedynczych komoérek, przewaznie
zywych (Rycina 1C).

Liczba komoérek w pobranej tkance

Po przygotowaniu zawiesiny pojedynczych komorek, SVF
otrzymywano poprzez usuwanie adipocytow. SVF zawieral
$rednio 6.1 x 10° na ml pobranej tkanki. Prawie potowe frakcji
identyfikowano jako komorki CD34+ ($rednio 43%, okoto 2.6
x 10° komorek na ml pobranej tkanki). Co wiecej, Srednio 18%
SVF (0.8 x 10° komérek na ml pobranej tkanki) przylegato po
24h hodowli standardowej, okoto potowa z nich byta adherentna
i dodatnia pod katem markera CD34 (0.45 x 10° komorek na ml
pobranej tkanki z SVF) (Rycina 2).

Proliferacja adMSC in Vitro

Aby oceni¢ proliferacjc adMSC  wyizolowanych z WAL
podczas hodowli oraz roznicowania, komorki wysiewano oraz
oceniano wzgledng liczbe komorek po 0, 7, 21, i 35 dniach
hodowli.

Rycina 3. Proliferacja adMSC w stalych warunkach hodowli;
adMSC hodowano przez 35 dni. Liczbe komoérek okreslono w 0,
7,21, 135 dniu. Wszystkie warto$ci znormalizowano do wartosci
z dnia 0. Komorki wykazujg statg proliferacje, tj. 2.5-krotny
wzrost liczby komorek w ciagu 35 dni hodowli (n = 8).

Stwierdzono staly wzrost liczby komorek, a tym samym stata
proliferacj¢ adMSC (Rycina 3).

Potencjat réznicowania komorek
mezenchymalnych

Roéznicowanie adipogeniczne

Po 14 dniach stymulacji adipogenicznej, wykrywano
formowanie si¢ wakuol wypeklionych lipidami w adMSC
podczas gdy nie wykrywano wakuol lipidowych w adMSC
hodowanych w warunkach kontrolnych (Rycina 4A,B). Pomiar
ilosci akumulowanego wewnatrzkomorkowego thuszczu
wskazat na znaczacy 3-krotny wzrost w warunkach
roznicowania adipogenicznego (Rycina 4C).

Réznicowanie osteogeniczne

Aby oceni¢ stopien rdznicowania osteogenicznego, zmierzono
aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej oraz ilo§¢ wapnia odtozonego w
ECM. W przeciwienstwie do hodowli kontrolnych, wykazujacych
delikatne czerwone zabarwienie (Rycina 5A), osteogenicznie
stymulowane adMSC wykazywatly znaczace czerwone zabarwienie
w kierunku ALP przez 21 dni hodowli (Rycina 5B). Po 35 dniach
stymulacji osteogenicznej, znaleziono depozyty fosforanu wapnia,
ktorych nie bylo w niestymulowanych hodowlach kontrolnych
(Rycina 5D,E). Pomiar tych markerow roznicowania potwierdzit
znaczace zmiany w fenotypie komoérek: po 21 dniach réznicowania
w podtozu réznicujacym, komorki wykazywaly ponad 4-krotnie
wigksza aktywno$¢ ALP niz komorki hodowane w warunkach
kontrolnych (Rycina 5C).
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Rycina 4. Stopien adipogenicznego roznicowania adMSC. Znakowanie wakuoli lipidowych (zielone) oraz jader komorkowych (niebieskie)
w niestymulowanych hodowlach kontrolnych (A) oraz adMSC stymulowanych adipogenicznie (AS) po 14 dnaich (B). Pomiar zawarto$ci
lipidow (C, pomiar intensywnosci fluorescencji; n = 5; test Mann-Whitney’a U ). Akumulacj¢ lipidow wykazywaty tylko adMSC

stymulowane adipogenicznie.

Odktadanie fosforanu wapnia w adMSC stymulowanych
osteogenicznie przez 35 dni byto niemal 100-razy wyzsze niz to
stwierdzane w hodowlach kontrolnych, gdzie niemal nie
znaleziono depozytow fosforanu wapnia (Rycina 5SF).

DYSKUSJA

WAL stanowi procedure liposukeji dostarczajaca korzystny
efekt estetyczny potaczony z ochrong tkanki oraz nizszym
ryzykiem powiktan kardiologicznych z powodu matej ilosci
podawanego pltynu w poréownaniu do konwencjonalnej
procedury liposukc;ji. 24,25,35,36 0 wigcej, tkanka aspirowana
metoda WAL byla juz stosowana z powodzeniem w

procedurach przeszczepow. 2637 Peltoniemi i WsD.
zaproponowali, aby metoda WAL byta preferowang technika do
przeszczepow autologicznych poniewaz prowadzi do uzyskania
tkanki bogatej w komorki macierzyste oraz umozliwia tatwa

iniekcje, bez cisnienia, co zapobiega uszkodzeniu komorek. 38

Aby potwierdzi¢ wysoka zywotno$¢ i liczbg¢ komorek
macierzystych w tkance thuszczowej pobranej metoda WAL,
przeanalizowaliSmy pobrang tkanke¢ WAL pod katem
integralnosci, wydajnosci adMSC oraz zdolno$ci do
roznicowania. Zakres niniejszego badania nie obejmowat
badania innych technik liposukcji, takich jak bezposrednie
porownanie tkanki wyizolowanej od tego samego pacjenta w
trakcie tej samej procedury, ale za pomocg 2 réznych technik,
co stanowi bardziej bezposrednie podejscie do oceny techniki
WAL. Niemniej wykorzystujac dane literaturowe, procedura
WAL moze zosta¢ umieszczona w kontekscie innych technik
liposukeji. Dzigki ocenie wizualnej mozemy pokazaé, ze
pobieranie metoda WAL prowadzi do uzyskania zywej tkanki z
zachowanymi strukturami naczynio-podobnymi. Pozostaje to w
zgodzie z poprzednimi odkryciami, pokazujacymi, ze tkanka
WAL sktada si¢ z catych agregatow komorek oraz matych
naczyn. 35 Ocena catkowitej zawartosci komorek oraz ocena
martwych i zywych komoérek moze by¢ przedmiotem
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Rycina 5. Stopien zr6znicowania osteogenicznego adMSC. Znakowanie ALP (czerwony) w hodowlach kontrolnych (A) oraz w
hodowlach stymulowanych osteogenicznie (OS) po 21-dniowej hodowli (B) Pomiar aktywnosci ALP (C; n = 6; test Mann-Whitney’a
U). Znakowanie depozytow wapnia w ECM w hodowlach kontrolnych (D) oraz w hodowlach osteogeniznie indukowanych po 35 dniach
(E). Pomiar zawartoéci wapnia w ECM (F, znakowanie krezolftaleing; n = 4; test Mann-Whitney’a U). W poréwnaniu w kontrolnymi
hodowlami niestymulowanymi, hodowle stymulowane osteogenicznie wykazywaty 4-krotny wzrost aktywnosci ALP po 21 dniach oraz

100-krotnie wyzsze odktadania wapnia w ECM po 35 dniach.

przysztych badan. Stwierdzono, ze procedura trawienia
enzymatycznego prowadzi do otrzymania zawiesiny
pojedynczych komorek skladajacych si¢ z adipocytow oraz
SVF, zZe $rednig liczba 6.1 X 10° komérek na ml tkanki WAL.
Stwierdzono réznice w liczbie komorek w SVF  dla réznych
tkanek oraz roznych technik pobierania. Przyktadowo, srednio 3
x 10° komorek SVF na ml tkanki stwierdzono po liposukcji
innej WAL, 36 x 10 po liposukcji za pomoca ultradzwigkow
oraz 7 x 10° po resekcji tkanki tluszczowe;. 40 poniewaz SVF
stanowi heterogenng mieszaning komorek, a zawartos¢ SVF nie
stanowi bezposredniego miernika zawartosci  komorek
macierzystych, przeanalizowano zawarto§¢ komorek CD34-
dodatnich w  SVF. Marker CD34  zostal wczeéniej
zidentyfikowany w komorkach prekursorowych w zdrowym
szpiku kostnym osoby dorostej, 4 g przeciwciato Stro-1 byto
czgsto stosowane do izolacji MSC, i wytworzone przy uzyciu
CD34-dodatnich MSC. ** CD34 ulega ekspresji rowniez na
komorkach hematopetycznych w stanie aktywacji, ktore
przedostajg si¢ do krwioobiegu, podczas gdy hematopoetyczne
komorki macierzyste w stanie spoczynku w szpiku kostnym sa
CD34-ujemne. 43 Panel komérek CD34-dodatnich dotyczy
rowniez migsniowych komorek satelitarnych, komorek
interstycjalnych, nabtonkowych i progenitoréw $rodblonka. a4
Obecnie uwaza si¢, ze CD34 ulega ekspresji na wszystkich

. . . .45 S
komorkach periwaskularnych in situ, ~ chociaz nie zawsze na

stalym poziomie, jak pokazano dla MSC, dla ktorych poziom
ekspresji CD34 spada miar¢ w miar¢ pasazy hodowli in vitro.
46 . Frakcja SVF z tkanki WAL zawierata $rednio 2.6 x 10°
komorek CD34-dodatnich na ml tkanki ($rednio 43% SVF).

Wyniki otrzymane przez inne grupy to $rednio 22.5% 17 od

15% do 40% komorek na tkanke. 3 Zgodnie z powyzszym, jedna
cze$¢ komorek CD34+ jest pochodzenia hematopoetycznego,
podczas gdy pozostate komorki to adMSC. Potwierdzili to
Bourin 1 wsp. wykrywajac CD34-dodatnig, ale CD45-ujemna
populacj¢ komoérek z SVF z tkanki tluszczowej, poniewaz
prekursory hematopetyczne beda pozytywne dla obu markerow

powierzchniowych. 20 Obie populacje komérek moga zostac
rozdzielone poprzez selekcje w kierunku adherencji do
standardowego polistyrenu, poniewaz adMSC przylegaja do

plastiku 47 , za$ macierzyste komorki hematopoetyczne — nie.

48,49 7 tego powodu, populacja CD34+ przylegajaca do

plastiku w ilosci 0.45 x 10° komérek na ml tkanki (8% SVF i
18.9% komorek CD34+), ktora wyizolowaliSmy z SVF 24h po
strawieniu tkanki stanowi homogenna populacje adMSC. Inni
badacze identyfikowali 6.3% + 1.8% funkcjonalnych adMSC
zawartych w SVF z wycinanej tkanki thuszczowej, 1.9% + 1.3%
funkcjonalnych adMSC w SVF z tkanki otrzymanej metoda
liposukeji z nasaczaniem, oraz 0.4% + 0.1% funkcjonalnych
adMSC w SVF z tkanki otrzymanej za pomoca liposukcji
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ultradzwigkami. 40 Poréwnujac materiat otrzymany od jednego
pacjenta, zauwazalny jest szeroki zakres zawarto$ci adMSC w
SVF. Srednio stwierdza si¢ 8% komorek, jak podano powyzej,
w zakresie od 2,3% do 17,9%. Philips i wsp., w
doswiadczeniach, w ktorych tkank¢ pobierano technika
Colemana, wyznaczyt ten zakres jako 4% to 37%. 30 Réznice
pomiedzy wynikami badania wynikaja z faktu, ze metody
stosowane do analizy zawartosci adMSC w tkance tluszczowej
roznig si¢ dla kazdej grupy badawczej. W tym przypadku nie
tylko metoda pobierania byta rézna, ale rowniez zawarto$¢
adMSC okreslano metoda analizy cytometrycznej SVF, za$
catkowitg zawarto$¢ adMSC okreslano po 24h adherencji do
plastiku.

Adipogeniczna  stymulacja  wyizolowanych  adMSC
prowadzita do wewnatrzkomoérkowej akumulacji ttuszczu, co
potwierdza adipogeniczny potencjat do réznicowania adMSC
otrzymanych z tkanki metoda WAL. Ponadto, wykazano
potencjatl osteogeniczny po specyficznej stymulacji za pomoca
markerow réznicowania — aktywnosci ALP i zwapnienia ECM.
Tym samym, adMSC z tkanki uzyskanej metoda WAL
wykazujg mezenchymalny potencjal roznicujacy. Wykazano, ze
zawarto$¢ komorek macierzystych w pobieranej tkance moze
stanowi¢ pozytywny miernik dlugoterminowego przetrwania i

zachowania przeszczepow tluszczu. 07 tego powodu WAL
stanowi bardzo tagodna technik¢ operacyjna zapewniajaca
wygode pacjentowi oraz zywotnos¢ tkanki. 2438 Mozliwosé
wzbogacania graftow tlhuszczu za pomocg autologicznych
komorek macierzystych wyizolowanych z tej samej tkanki
stanowi obiecujgce zastosowanie kliniczne. Kolejnym waznym
aspektem to przyszle zastosowanie komorek macierzystych w
leczeniu np., zapalenia stawdéw oraz innych schorzen.
Poréwnawcze badanie tkanek tego samego pacjenta zebranych
technika WAL oraz innymi technikami liposukcji stanowi
interesujacy przedmiot do badan w przysztosci.

WNIOSKI

WAL stanowi procedur¢ liposukcji dostarczajaca korzystnych
wynikéw dla komfortu pacjentow oraz efektow kosmetycznych.
Wykazaliémy, Ze tkanka otrzymana metoda WAL stanowi
wiarygodne zrodto adMSC, dajace liczbg¢ komorek w zakresie
liczby komorek izolowanych z tkanki tluszczowej innymi
technikami. AAMSC wyizolowane z tkanki WAL sa zywe i
posiadaja potencjat roznicowania. Z tego powodu, tkanka WAL
moze by¢ stosowana do autologicznego przeszczepu thuszezu i
stanowi odpowiednie zrédto izolacji adMSC.
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