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Amnijska membrana v tkivnem inzenirstvu
in regenerativni medicini

Amniotic membrane in tissue engineering

and regenerative medicine

Mateja Erdani Kreft, UrSka Dragin

Izviecek

Izhodis¢a: Tkivno inZenirstvo postaja vse bolj
pomembno podrodje regenerativne medicine,
saj terapevtski izdelki tkivnega inZenirstva po-
nujajo moznosti za ucinkovito zdravljenje ali
obnovo poskodovanih ali okvarjenih tkiv. Za-
radi primarne naloge, da §¢iti razvijajo¢i se plod
pred izsusitvijo in zagotavlja primerno okolje za
razvoj ploda, ima amnijska membrana $tevilne
biologke in mehanske lastnosti, ki so za tkivno
inZenirstvo izrednega pomena.

Zakljucki: Pric¢ujoci prispevek opisuje lastnosti
amnijske membrane, kot so nizka imunogenost,
antimikrobno delovanje, pospesevanje epiteliza-
cije in zaviranje brazgotinjenja tkiva, ter mehan-
ske lastnosti, ki so za dober nosilec v tkivnem
inZenirstvu nujne. Amnijska membrana je tudi
vir mati¢nih celic, ki so podobno kot embrional-
ne maticne celice pluripotentne, a ne tumoroge-
ne. Prav te $tevilne zelo zaZelene lastnosti dajejo
amnijski membrani velike moznosti za uporabo
v tkivnem inzenirstvu in tudi regenerativni me-
dicini.

Abstract

Background: Tissue engineering is becoming
an increasingly important field of regenerative
medicine as it develops the biological substi-
tutes for the purpose of restoring, maintaining
or improving tissue function. Since the primary
function of amniotic membrane is to surround
and protect an embryo, the amniotic membrane’s
biological and mechanical properties categorize
it as an attractive biomaterial for tissue engineer-
ing.

Conclusions: We describe the properties of am-
niotic membrane, which has low immunogenic-
ity, anti-microbial, anti-fibrotic, anti-scarring, as
well as reasonable mechanical properties and ep-
ithelialization stimulating effects. The amniotic
membrane is also a source of stem cells, which
like the embryonic stem cells are pluripotent, but
not tumorogenic. These various properties ren-
der the amniotic membrane a suitable source of
cells or matrix for tissue engineering and regen-
erative medicine.

Uvod

Ampnijska membrana (amnion) je ekstra-
embrionalna (plodova) ovojnica, ki obdaja
s plodovnico napolnjeno amnijsko votlino,
v kateri plava plod. V evoluciji je klju¢no
prispevala k razvoju kopenskih vretencarjev
- amniotov (plazilcev, pti¢ev in sesalcev),
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saj omogoc¢a od vodnega okolja neodvisen
razvoj. Njena osnovna naloga je zascita plo-
da pred izsusitvijo ter zagotavljanje okolja,
v katerem se le-ta lahko razvija brez cez-
mernih vplivov iz okolice." Zgrajena je iz
epitela amnijske membrane, ki meji na plod,
debelejse bazalne lamine in avaskularne
strome iz kompaktne, fibroblastne in gobaste
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Uporabo amnijske
membrane za raziskavo
z naslovom »Gojenje
urotelijskih celic na
amnjski membrani ter
izolacija in diferencijacija
amnijskih maticnih celic
v urotelijske celice« je
odobrila Komisija za
medicinsko etiko na seji
15. decembra 2009.

Slika 1: Shematski prikaz

zgradbe dveh plodovih
ovojnic, amniona in
horiona.
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plasti (Slika 1). Enoskladen epitel amnijske
membrane gradijo amnijske epitelne celice
(AEC). Amnijska membrana ne vsebuje Zil
in Zivcev. Vse hranilne snovi ter kisik preha-
jajo z difuzijo iz amnijske tekoc¢ine oziroma
iz spodaj lezecega endometrija (decidualne
membrane). Bazalna lamina amnijske mem-
brane je ena najdebelejsih lamin v clove-
skem telesu in v ¢asu nosecnosti predstavlja
oporo za plod. Avaskularna stroma, ki meji
na bazalno lamino, se nadalje deli na kom-
paktno plast s $tevilnimi vzporedno name-
$¢enimi kolagenskimi vlakni (prevladujejo
kolageni tipa I, III, V in VI), plast fibrobla-
stov, v kateri fibroblasti kolagen sintetizirajo,
ter gobasto plast. Slednja, ki je zaradi velike
mnozine proteoglikanov in glikoproteinov
gobastega izgleda, meji na horion, najbolj
zunanjo plodovo ovojnico (Slika 1). Poveza-
va med membranama je rahla, zato je loc¢itev
amnijske membrane od spodaj lezecega ho-
riona enostavna.’

Tkivno inZenirstvo je interdisciplinarno
razvojno-raziskovalno podroéje, ki z na-
menom razvoja tkivnih ali organskih na-
domestkov zdruzuje razlicne naravoslovne
vede. Tkivno inZenirstvo postaja vse bolj
pomembna oblika regenerativne medicine,
saj terapevtski izdelki tkivnega inZenirstva

Amnijska tekocina

ponujajo moznosti za ucinkovito zdravlje-
nje ali obnovo poskodovanih ali okvarjenih
tkiv. Razvoj kompleksnih tridimenzionalnih
struktur in vitro, ki jih lahko uporabimo za
obnovo, vzdrzevanje ali izboljsanje nekate-
rih funkcij tkiv ali organov, so omogocila
predvsem najnovejsa znanstvena spoznanja
in dosezki v celi¢ni in molekularni biologiji,
fiziologiji, imunologiji, biokemiji, kirurgiji
in tehnologiji polimerov. Vodilo tkivnega
inZenirstva je zagotoviti rast in diferenci-
acijo tkivno specificnih celic na razli¢no
oblikovanih nosilcih iz biolosko skladnih
(biokompatibilnih) in biolosko razgradljivih
(biodegradabilnih) materialov (Slika 2).

Lastnosti amnijske membrane

Amnijska membrana ima Stevilne biolo-
Ske lastnosti, ki so za tkivno inZenirstvo izre-
dnega pomena. Med drugim ima nizko imu-
nogenost, zavira razvoj mikrobov, pospesuje
epitelizacijo, preprecuje brazgotinjenje tkiva
ter ima primerne mehanske lastnosti.”

Najpomembnejsi dejavnik pri izbiri
primernega nosilca za uporabo v tkivnem
inZenirstvu je biokompatibilnost s tem se
izognemo morebitnim zavrnitvenim reakci-
jam.’ Pomembne so tudi mehanske lastnosti

Epitel amnijske membrane
Bazalna lamina

Kompakina plast

Flast fibroblastov AMMION

Endometrij

Gobasta plast

MreZasta plast

Bazalna lamina

Trofoblast HORION
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Slika 2: Shematski
prikaz razvoja tkivnega
nadomestka in vitro.

nosilca - stabilnost, elasticnost, prepustnost
in plasti¢nost* ter lastnosti, ki omogocajo
pritrditev celic ter sproscanje razli¢nih ra-
stnih faktorjev.®

Pritrditev celic na nosilec je v veliki meri
odvisna od komponent zunajceli¢cnega ma-
triksa nosilca. Prisotnost ali odsotnost do-
lo¢enih molekul zunajcelicnega matriksa,
kot so kolagen, laminin in fibronektin, ima
velik vpliv na pritrditev in rast mati¢nih ce-
lic.® Celice se na molekule zunajceli¢nega
matriksa pritrdijo preko receptorskih mo-
lekul, integrinov. Zunajceli¢cna domena teh
transmembranskih receptorjev se povezu-
je z molekulami zunajcelicnega matriksa,
medtem ko je znotrajcelicna domena po-
vezana s citoskeletom, ki se nato povezuje z
jedrno ovojnico, membranami organelov ter
z razli¢nimi encimi. Integrini so pomembni
tako pri samem pritrjanju celic kot pri pre-
nosu signala v notranjost celice. Vplivajo na
procese pomembne pri celi¢nem transportu,
torej endocitozi in eksocitozi, ter na celicno
proliferacijo in diferenciacijo®. Zunajceli¢ni
matriks, ki ga izlocajo AEC, oblikuje bazal-
no lamino. Le-ta vsebuje vse pomembne
ligandne molekule, ki omogocajo povezavo
z integrini, npr. kolagen tipa III in IV, ter la-
minin, fibronektin, entaktin, kar pomeni, da
predstavlja ugoden substrat za pritrditev in
nadaljnjo delitev celic.

Pomembna znacilnost amnijske mem-
brane kot nosilca je, da zavira vnetno reak-

Donorske celice iz tkiva

Nosilec
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cijo ter brazgotinjenje tkiva. Amnijska mem-
brana zavira delovanje transformirajocega
rastnega faktorja beta (TGF-f). Ta normal-
no povzroci aktiviranje fibroblastov, kar na-
dalje vodi v fibrozo in nastanek brazgotine.
Omenjeno delovanje amnijske membrane
ne razlozi le dejstva, da amnijska membra-
na kot nosilec uravnava celjenje poskodb
ter obenem pospesuje rekonstrukcijo tkiva,
ampak tudi zakaj se morebitne poskodbe za-
rodka med nosec¢nostjo zacelijo brez nastan-
ka brazgotin.” Najve¢ja ovira pri presaditvah
tkiv ali organov je zavrnitvena reakcija, pri
kateri imunski sistem prejemnika prepozna
presadek kot tujek ter ga napade, kar vodi
v vnetni odziv. V primeru rekonstrukcije
tkiv s presaditvijo amnijske membrane pa
do vnetja ne pride. Ugotovili so, da amnijska
membrana na ve¢ nacinov zavira vnetne re-
akcije. Tako na primer stroma amnijske me-
brane zavira izrazanje potencialnih vnetnih
proteinov, kot sta citokina interlevkin-1a in
interlevkin-1P.* Epitel amnijske membrane
pa izraza razli¢ne protivnetne proteine, kot
so npr. antagonist receptorja za interlev-
kin-1, inhibitorji metaloproteinaz - TIMP
-1, -2, -3, -4 ter protivnetni citokin inter-
levkin-10.”> Pri zaviranju vnetne reakcije je
klju¢no tudi delovanje hialuronske kisline,
ki je v amnijski membrani prisotna v velikih
koli¢inah. Hialuronska kislina deluje kot li-
gand za dolocene receptorje, npr. receptorje
CD44 na limfocitih ter tako igra pri rekon-

|

Izolirane celice v kulturi

Vsaditev v
organizem

709



PREGLEDNI CLANEK/REVIEW

Slika 3: Amnijske
epitelne celice (AEC),
slikane z vrsti¢nim
elektronskim
mikroskopom pri (A)
man;jsi in (B) vegji
povecavi. Povrsina AEC je
povecana z mikrovilom
podobnimi izrastki.
Pustice oznalujejo
prekinjene tesne stike.
Tak3ne prekinitve lahko
povzrocajo razli¢ni
dejavniki, med drugim
glukokortikoidi, ki se
nahajajo v amnijski
tekoCini v pozni
nosecnosti.>? Merilce
10 pm.
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strukciji tkiv pomembno vlogo pri »lovlje-
nju« celic imunskega sistema.®

Amnijska membrana deluje tudi antimi-
krobno. AEC namrec sintetizirajo in izlo¢ajo
B3-defenzin.'* Ta spada med antimikrobne
peptide, ki jih na svojih povrsinah navadno
izrazajo epitelne celice in levkociti ter je po-
memben del prirojenega imunskega odzi-
va.'?

K spoznanju o nizki imunogenosti amnij-
ske membrane so pomembno prispevale
$tudije imunskih odzivov med nosec¢nostjo.
Glede na to, da polovico genoma zigote se-
stavlja DNA oceta, ima zarodek semialogene
antigene. To pomeni, da telo matere zarodek
lahko prepozna kot tujek in ga izloci. Kljub
temu v vecini primerov pride do normalne
vzpostavitve nosecnosti. Iz tega lahko skle-
pamo, da verjetno obstajajo mehanizmi,
ki §¢itijo zarodek pred imunskim odzivom
materinega telesa. Ugotovili so, da je glavni
dejavnik, ki preprecuje zavrnitev trofoblasta
antigen HLA-G. Izrazata ga trofoblast ter
AEC, najdemo pa ga tudi v amnijski teko-
¢ini. Menijo, da antigen HLA-G s tem, da
deluje kot ligand za inhibitorne receptorje
na naravnih celicah ubijalkah in makrofa-
gih, povzro¢a imunsko toleranco.'> K pre-
precevanju zavrnitve zarodka prispeva tudi
dejstvo, da tako celice trofoblasta kot AEC
ne izrazajo polimorfnih antigenov HLA-
-A, -B, -C. Ti bi namre¢, s tem ker antigene
predstavljajo citotoksi¢nim limfocitom T,
lahko izzvali specifi¢ni imunski odziv."* Za-
radi specifi¢nega delovanja antigena HLA-G
ter odsotnosti antigenov HLA-A, -B, -C je v
primeru zdravljenja s presaditvijo amnijske
membrane kot nosilca moznost zavrnitve
tkiva zaradi imunske reakcije manjsa.

Pri izbiri nosilca so pomembne tudi nje-
gove mehanske lastnosti. Tako na primer

vedja elasti¢nost nosilca poveca moc le-tega,
kar je klju¢nega pomena pri premagovanju
stresa, ki nastane zaradi rasti tkiva.'* Elasti¢-
nost ter druge biomehanske lastnosti zunaj-
celicnega matriksa so odvisne od razmerja
med kolageni, proteoglikani ter elastini.'®
Za amnijsko membrano je znacilna velika
elasticnost in posledicno moc¢, saj mora med
nosecnostjo prenesti hidrostatski pritisk
amnijske teko¢ine.'®

Priprava in uporaba intaktne
in gole amnijske membrane

Amnijska membrana se kot nosilec lah-
ko uporablja z epitelom (intaktna amnijska
membrana) ali brez epitela (gola amnijska
membrana). Odloditev, ali uporabiti intak-
tno ali golo amnijsko membrano, je odvisna
od razli¢nih dejavnikov, med drugim tudi
od tipa celic oziroma tkiva, ki ga Zelimo
gojiti.”> Tako je na primer prisotnost epitela
amnijske membrane pomembna predvsem
zaradi razli¢nih rastnih faktorjev, ki jih te
celice izlo¢ajo'” (Slika 3). Po drugi strani, pa
so mnogi mnenja, da epitelne celice ovirajo
enotno razprostiranje celicnih nadomestkov
ter zmanj$ajo moznost tvorbe hemidezmo-
somov, ki so pomembni za pritrditev celic
na bazalno lamino.*®

Za pripravljanje gole amnijske membra-
ne se trenutno uporabljajo tri metode. Pri
prvi se za rahljanje povezav med celicami
epitele in bazalno lamino uporablja kelator
dvovalentnih (kovinskih) ionov etilendia-
minotetraocetna kislina (EDTA), pri drugi
pa se uporablja encim dispaza, ki razgradi
sestavine bazalne lamine, ki se povezuje-
jo s celicami epitela. Po obeh postopkih je
nato potrebno $e mehansko odstranjeva-
nje (strganje) epitelnih celic.'® V raziskavi,
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kjer so primerjali razlicne tehnike razga-
ljanja amnijske membrane, so ugotovili, da
nobena od dveh tehnik ni optimalna, saj v
obeh primerih pride do poskodb bazalne
lamine." Dispaza sicer u¢inkovito odstrani
epitelne celice, vendar s specificnim delo-
vanjem na proteine bazalne lamine kot so
laminin, kolagen IV in fibronektin, porusi
integriteto amnijske membrane®® in jo tako
naredi manj primerno za nadaljnjo uporabo.
Uporaba EDTA pa naj bi bila v preveliki meri
odvisna od kasnej$ega mehanskega strganja
celic epitela.’® Ker sta se obe tehniki, pred-
vsem zaradi kasnejsega strganja, za katerega
se je izkazalo, da najbolj poskoduje povrsi-
no bazalne lamine, izkazali za neprimerni,
so raziskovalci ponudili tretjo, primernejso
metodo - uporabo encima termolizina. Ta,
brez potrebe po kasnejsem strganju, u¢inko-
vito odstrani AEC in ob tem ohranja integri-
teto bazalne lamine. Sklepajo, da termolizin
v primerjavi z dispazo deluje bolj specifi¢no,
zaradi ¢esar so poskodbe amnijske membra-
ne manjse.”!

Pridobivanje in shranjevanje
amnijske membrane

Amnijsko membrano odvzamemo v ste-
rilnih razmerah pri nacrtovanih porodih s
carskim rezom. Posteljico takoj po carskem
rezu izpiramo s sterilno pripravljeno fiziolo-
$ko raztopino z dodanimi antibiotiki in an-
timikotiki, nato pa notranjo amnijsko plast
lo¢imo od horiona.”® V primeru, da bi radi
uporabili le epitelne celice amnijske mem-
brane AEC, jih osamimo po eni od opisanih
metod razgaljanja amnijske membrane.

Ceprav je v uporabi tudi sveza amnijska
membrana, je za zagotovitev primerne ka-
kovosti in ohranjenosti membrane pripo-
rocljiva posebna obdelava in sterilizacija le-
-te. Za ohranjanje in shranjevanje amnijske
membrane je v uporabi ve¢ razlicnih metod,
kot so na primer hipotermi¢no shranjevanje
pri 4 °C ali pri -80 °C, suho zamrzovanje in
y-sterilizacija.> Dolocenih postopkov shra-
njevanja, kot je na primer shranjevanje s
pomocjo glicerola pri 4°C, celice amnijske
membrane ne prezZivijo.** Viabilnost celic
amnijske membrane je odvisna tako od se-
stave medija kot tudi od temperature, pri
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kateri je membrana shranjena.”® Raziskave
so pokazale, da se viabilnost celic amnijske
membrane med shranjevanjem manjsa.**

Splosno mnenje je, da so AEC v amnij-
ski membrani shranjeni pri -80°C, v pri-
merjavi z AEC v amnijski membrani takoj
po porodu manj imunogene, zato se veli-
ko raziskovalcev posluzuje tako shranjene
amnijske membrane. Po drugi strani pa pri
takem nacinu shranjevanja po dveh mese-
cih preZivi le nekaj ve¢ kot 50 % celic.’® Da
bi se izognili taksnim problemom, so razvili
nov nacin shranjevanja. S pomocjo dolgo-
valovnih infrardecih valov ter mikrovalov
so pripravili suho amnijsko membrano. V
primerjavi z amnijskimi membranami, ki so
na temperaturi - 80 °C lahko shranjene ne-
kaj manj kot 3 mesece, lahko suho amnijsko
membrano neomejeno dolgo hranimo kar
na sobni temperaturi.'

Amnijska membrana kot
nosilec za rast in diferenciacijo
urotelijskih celic

Urotelij je epitel, ki prekriva vecino spo-
dnjega dela secil, to je proksimalno se¢ni-
co, se¢ni mehur, se¢evod in ledvi¢ni meh.?”
Urotelijske celice Ze ve¢ let tudi uspes$no
gojijo v razmerah in vitro, kjer lahko celice
dosezejo visoko stopnjo diferenciacije. **7**
V primeru razli¢nih poskodb ali prirojenih
anomalij se¢nega mehurja je za rekonstruk-
cijo se¢nega mehurja potrebno dodatno tki-
vo. Ponavadi se v takem primeru uporablja
segment Crevesne stene (enterocistoplasti-
ka) oziroma razli¢ni sinteti¢ni materiali.*’
V zadnjih letih se je kot primeren matriks
za rast in proliferacijo urotelijskih celic zacel
uporabljati kolagen,** vedno bolj obetavna
pa postaja tudi uporaba amnijske mem-
brane. Sharifiaghdas s sod.>® je v raziskavi
primerjal rast urotelijskih celic na brezceli¢-
nem kolagenskem matriksu z rastjo celic na
amnijski membrani in peritoneju. Ugotovil
je, da je proliferacija celic, gojenih na kola-
genskem matriksu, intenzivna in da celice
ze v 3. dnevu dosezejo plato. Nato se za¢ne
vakuolizacija, ki ji sledi apoptoza. V naspro-
tju s kolagenom je bila proliferacija celic na
peritoneju v prvih treh dneh precej manjsa,
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Amnijske epitelne celice

Zivéne celice

Slika 4: Med amnijskimi
epitelnimi celicami

so maticne celice
(obarvane zeleno), ki so
pluripotentne. Amnijske
maticne celice se lahko
razvijejo v celice vseh
treh zarodnih plasti.
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Jetrne celice

Srénomisicne celice

na amnijski membrani pa le malo slabsa.
Samo na amnijski membrani so urotelijske
celice razvile nekatere lastnosti normalnega
urotelija, tudi apoptoza se je pojavila ele po
14 dneh gojenja. Epitel je bil dvoskladen, z
dezmosomi med sosednjimi celicami ter
hemidezmosomi med celicami in bazalno
lamino. Da gre za urotelij, so potrdile hi-
stoloske in imunohistokemicne raziskave.
Uspesna vzpostavitev in rast kulture urote-
lijskih celic na amnijski membrani kaze na
moznost klini¢ne uporabe s tkivnim inze-
nirstvom vzgojenega urotelija v regenerativ-
ni medicini se¢nega mehurja, se¢evodov in
proksimalne se¢nice.

Kliniéna uporaba
amnijske membrane

Zaradi mnogih zazelenih lastnosti, kot
so pospesevanje epitelizacije, zaviranje vne-
tnih reakcij in brazgotinjenja ter inhibicije
angiogeneze se amnijska membrana vedno
pogosteje uporablja tudi v klini¢ne namene,
predvsem pri rekonstrukciji ocesne povrsi-
ne, ustne sluznice ter koze. 2336738

Najpogostejsa je uporaba amnijske
membrane za rekonstrukcijo ocesne povr-
$ine. Amnijsko membrano v tem primeru
lahko uporabimo kot presadek (tehnika ,,in-
lay“)*”*® ali kot terapevtsko kontaktno leco
(tehnika ,overlay“).’” Ce amnijsko mem-

brano uporabimo kot presadek, je velikost
membrane le nekoliko ve¢ja od velikosti
spremembe, ki jo Zelimo prekriti. Mem-
brano obrnemo z epitelno stranjo navzgor
- tako ima funkcijo bazalne lamine, po ka-
teri se lahko razra$cajo epitelne celice.”® Pri
globokih ulkusih rozenice, ki segajo tudi v
stromo roZenice, lahko uporabimo ve¢ plasti
amnijske membrane, s katerimi lahko zapol-
nimo poskodbo rozenice ne glede na usmer-
jenost notranjih plasti amnijske membra-
ne. Na koncu vrzel prekrijemo z amnijsko
membrano, obrnjeno z epitelno plastjo nav-
zgor.”” V primeru, da amnijsko membrano
uporabimo kot terapevtsko kontaktno leco,
pa z amnijsko membrano pokrijemo celotno
sprednjo povr$ino ocesa skupaj z rozenico,
limbusom (stikom med roZenico in belo¢ni-
co) in veznico ob limbusu. V tem primeru
je usmerjenost amnijske membrane manj
pomembna.”®> Amnijska membrana se lah-
ko uporablja tudi kot nosilec, ki pomaga pri
raz$irjanju in diferenciaciji epitelnih celic
rozenice in vitro. Po 3—4 tednih, ko se celice v
kulturi dovolj namnozijo, jih skupaj z amnij-
sko membrano prenesejo na oc¢esno povrsi-
no, kjer pride do vzpostavitve normalnega
epitela rozenice.”” Amnijsko membrano Zze
od leta 2000 v ocesni kirurgiji uspesno upo-
rabljajo tudi na Ocesni kliniki v Ljubljani.

Epitel amnijske membrane
jevir pluripotentnih
maticnih celic

Amnijske epitelne celice so mozni vir
mati¢nih celic za uporabo v tkivnem inze-
nirstvu. Nedavne $tudije so pokazale, da
nekatere AEC izrazajo podobne povrsinske
oznacevalce kot mati¢ne celice ter so prav
tako kot embrionalne mati¢ne celice pluri-
potentne.’**° To pomeni, da se iz njih lahko
razvijejo celice vseh treh zarodnih plasti. Iz
amnijskih mati¢nih celic so tako in vitro ze
uspeli razviti ektodermalne Zivéne celice,
mezodermalne sr¢nomisicne celice ter en-
dodermalne celic jeter in trebusne slinavke
(Slika 4).

Poleg tega so amnijske mati¢ne celice
klonogene, torej lahko tvorijo kolonijo klo-
nov, ki imajo enake lastnosti kot izvorna ce-
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Slika 5: Epitelne celice
amnijske membrane v
primarni celi¢ni kulturi
oblikujejo tri populacije
celic: bazalne, vmesne
(sferoidi) in povrsinske
celice.
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lica, ter ob transplantaciji ne tvorijo terato-
mov.*® Miki in sodelavci®® predvidevajo, da
amnijske mati¢ne celice niso tumorogene
zato, ker za razliko od embrionalnih matié¢-
nih celic ne izrazajo telomeraze.

V primerjavi z embrionalnimi mati¢nimi
celicami je pridobivanje amnijskih mati¢nih
celic razmeroma nezahtevno. V razmerah
in vitro AEC oblikujejo tri populacije celic:
1. bazalne celice, ki se pritrjajo na podlago;
2. vmesne celice, ki tvorijo hiperplasti¢ne
skupke celic (t.i. sferoide); ter 3. povrsinske
celice, ki so prosto v mediju (Slika 5 ).

Predvideva se, da bazalne AEC sluzijo
kot substrat za pritrditev ter po vsej verje-
tnosti z izlo¢anjem razli¢nih faktorjev po-
magajo pri indukciji oziroma vzdrzevanju
nediferenciranih vmesnih AEC v sferoidih.
Z imunoznacevanjem so prav v celicah, ki
tvorijo sferoide, dokazali prisotnost oznace-
valcev mati¢nih celic. Na plazmalemi amnij-
skih mati¢nih celic so dokazali prisotnost
SSEA-3 in SSEA-4 (Stage-Specific Embry-
onic Antigen), specifi¢cnih ogljikohidratnih
antigenov na glikolipidih in glikoproteinih.
Prisotna sta bila tudi TRA 1-60 in TRA 1-81
(Trafalgar) ogljikohidratna antigena na pro-
teoglikanih. V amnijskih mati¢nih celicah
sta bila izrazena transkripcijska dejavnika
Oct-4 in nanog, ki sta nujna za samoobnovo
in pluripotentnost.*

Povrsinske celice
Sferoidi

Bazalne celice

Amnijske mati¢ne celice imajo pomemb-
ne prednosti v primerjavi z embrionalnimi
in odraslimi mati¢nimi celicami (Tabela 1).

Med drugim je bilo ugotovljeno, da je v
sklopu ene amnijske membrane vec kot 100
milijonov AEC.*® Torej bi bilo v primeru
uporabe amnijske membrane za tkivno in-
zenirstvo potencialnih mati¢nih celic ve¢
kot dovolj. Poleg tega je pridobivanje in
uporaba amnijskih mati¢nih celic eti¢no
sprejemljivejSa od pridobivanja in uporabe
embrionalnih mati¢nih celic.

Zakljuki

V prispevku smo opisali $tevilne lastno-
sti amnijske membrane, zaradi katerih je
primerna za uporabo v tkivhem inZenirstvu
in regenerativni medicini. Poleg tega, da je
amnijska membrana primerna kot nosilec,
vsebuje tudi mati¢ne celice, ki so pluripo-
tentne, imajo visok proliferacijski potencial,
a so za razliko od embrionalnih mati¢nih
celic netumorogene. Amnijska membrana
je torej pomemben vir mati¢nih celic, ki jim
pri zdravljenju razli¢nih bolezni pripisujejo
vse vecji pomen. Zelo obetajo¢o uporabo
amnijske membrane pri zdravljenju posko-
dovanih in prizadetih tkiv bo omogocilo
predvsem skupno delo strokovnjakov raz-
li¢nih strok, tako medicinskih kot bioloskih,
kemijskih in inZenirskih.

Tabela 1: Primerjava amnijskih mati¢nih celic z embrionalnimi in odraslimi mati¢nimi celicami.

Embrionalne Odrasle Amnijske
maticne celice maticne celice maticne celice

Proliferacijski potencial visok
Zavrnitvena reakcija da
Tumorska transformacija verjetna
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nizek visok
ne ne
manj verjetna ni prisotna
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