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Matiéne celice iz maséobnega
tkiva in njihova uporaba

Stem cells from adipose tissue and their use

Ariana Barli¢, KreSimir Bozikov

Povzetek: Podkozno mascobno tkivo predstavlja privlacen vir prednisSkih celic predvsem zaradi svoje lahke dostopnosti, obilnosti in
sposobnosti samoobnavljanja. Izvira iz mezodermalne kli¢ne linije in vsebuje stromalno vaskularno frakcijo (SVF — Stromal Vascular Fraction)
celic, ki jo zlahka izoliramo. Ta heterogena populacija celic vsebuje poleg endotelijskih celic, gladko-misi¢nih celic, pericitov, levkocitov in pre-
adipocitov, tudi populacijo multipotentnih mezenhimskih mati¢nih celic imenovanih mati¢ne celice iz masc¢obnega tkiva (ASC — Adipose-derived
Stem Cells). ASC imajo sposobnost diferenciacije v celi¢ne linije mezodermalnega izvora t.j. v adipocite, osteoblaste, hondrocite in miocite.
Interes za uporabo ASC v medicini strmo naras§¢a zaradi njihove sposobnosti razmnozevanja in diferenciacije v in vitro pogojih. Adipogen
potencial ASC bi lahko izkoristili za rekonstrukcije mehkih tkiv. Osteogen potencial bi lahko izkoristili pri tezko celecih se zlomih kosti. Z uspe$no
hondrogeno diferenciacijo bi lahko z ASC zdravili poSkodbe hrustanca in artritis. Raziskave kazejo, da delujejo tudi imunosupresivno, kar bi
lahko izrabili za zdravljenje razli¢nih avtoimunskih bolezni. Kljub velikemu potencialu za uporabo ASC v klinicne namene se je potrebno
zavedati, da ostaja odprtih Se veliko pomembnih znanstvenih in medicinskih vprasanj. V preglednem prispevku podajamo najnovejsa dognanja
na podro¢ju ASC in primere njihove uporabe v kliniki.

Kljuéne besede: mascobno tkivo, mezenhimske maticne celice, diferenciacijski potencial; regenerativna medicina

Abstract: Subcutaneous adipose tissue represents an attractive source of progenitor cells due to its easy availability, abundance and the ability
of self-renewal. It originates from mesodermal cell layer and contains stromal-vascular cell fraction (SVF), which can be easily isolated. This
heterogeneous population of cells contains endothelial cells, smooth-muscle cells, pericytes, leukocytes, pre-adipocytes, and a population of
multipotent mesenchymal stem cells, named adipose-derived stem cells (ASC). ASC have the ability to differentiate into cells of mesodermal
origin — adipocytes, osteoblasts, chondrocytes and myocytes. Because of their high proliferative rate and differentiation capability in in vitro
conditions, interest for their use in medicine is increasing rapidly. Adipogenic potential may have many uses in soft-tissue reconstruction. Their
osteogenic potential could aid repair bone non-union fractures. If successful chondrogenesis could be achieved, ASC could be used to treat
cartilage lesions and arthritic joints. According to recent investigations ASC possess immunosuppressive characteristics. Therefore, different
autoimmune diseases could be treated. However, despite the initial enthusiasm over their use for clinical purposes, many scientific and medical
issues still need to be resolved. In this review we summarize the latest findings about ASC and examples of their clinical use.
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'l UVOd kirurSki postopek pridobivanja masc¢obnega tkiva manj invaziven.
Poleg tega lahko pridobimo tudi vecje koli¢ine izhodi§¢nega materiala
z vecjim stevilom predhodniskih celic, saj ima vecina odraslih ljudi
razvitega sveta viSek podkoznega mascevja. V estetski kirurgiji je
liposukcija najpogostejsi operativni poseg, kjer naenkrat odstranimo
tudi ve¢ litrov mascobe. Kot bo opisano kasneje, so MSC iz
mascobnega tkiva, imenovane ASC, multipotentne in predstavljajo
potencial za velik obseg terapevtskih aplikacij. Poleg krvodajalcev, ki
mascobno tkivo (1). MSC so v srediséu znanstvene pozornosti  garujejo kri, bi lahko v prihodnosti pacienti, po opravijeni liposukciji
predvsem zaradi svojega klinicnega potenciala za potrebe  |inoaspirat darovali kot »magcobodajalci«. Poleg avtologne uporabe
regenerativne medicine in drugih celicnih terapij. Nahajajo se v skoraj  (celice odvzete in uporabliene pri isti osebi) je potencial ASC tudi v
vseh do sedaj testiranih tkivih organizma. Poleg kostnega mozga in pripravi alogenskih presadkov (celice odvzete eni osebi in
popkovni¢ne krvi predstavlja najpomembnejsi alternativni vir MSC uporablijene pri drugi osebi), saj kaze, da imajo te celice
mascobno tkivo (2). V primerjavi z aspiracijo kostnega mozga je sam imunosupresivne lastnosti. Ugotovili so, da ASC v in vitro pogojih ne

Kostni mozeg je do nedavnega predstavljal glavni vir odraslih
mati¢nih celic. Poleg hematopoetskih mati¢nih celic vsebuje mozeg
tudi predhodnike stromalnih celic, ki jih imenujemo mezenhimske
mati¢ne celice (MSC - Mesenchymal Stem Cells). Te multipotentne
celice imajo pri ustreznih pogojih gojenja sposobnost diferenciacije v
celice mezodermalnih tkiv, kot so skeletne miSice, kost, hrustanec in
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izzovejo aloreaktivnosti nekompatibilnih limfocitov. Poleg tega zavirajo
reakcijo mesanih limfocitov (MLR - Mixed Lymphocyte Reaction) ter z
mitogeni stimulirano razmnozevanje limfocitov (3, 4). Glede na
rezultate Studije izvedene na misih lahko z ASC nadziramo tudi
bolezen presadka proti dajalcu (GvHD — Graft-versus-Host-Disease),
ki nastane kot reakcija na alogensko presaditev kostnega mozga (5).
Alogenska uporaba celic odstira torej nove perspektive klinicne
uporabe ASC.

2 Pridobivanje matiénih celic iz
maséobnega tkiva

Mascobno tkivo je sestavljeno iz zrelih adipocitov, preadipocitov,
fibroblastov, celic gladkih misic Zzil, endotelijskih celic, monocitov,
makrofagov in limfocitov. SVF mascobnega tkiva je vedno bolj v
sredi$¢u pozornosti raziskav, ker predstavlja bogat vir ASC (6).

Zaradi velike zmede v sami terminologiji (adipocitne prekurzorske
celice, preadipociti, odrasle mati¢ne celice iz masc¢obe (ADAS -
adipose tissue-derived adult stem cells), stromalne celice iz
mascobe, procesirane lipoaspiratne celice (PLA - processed
lipoaspirate cells),...) so leta 2004 na drugem zasedanju IFATS
(International Fat Applied Technology Society) sklenili, da te celice
imenujemo mati¢ne celice iz mas¢obnega tkiva — ASC (adipose-
derived stem cells). Termin se nana$a na populacijo izoliranih celic, ki
so sposobne pritrievanja na plasti¢cne povrsine (gojilne posode) in
ohranjajo multipotentno sposobnost diferenciacije.

Na izkoristek izolacije mati¢nih celic iz mascobnega tkiva vpliva veliko
dejavnikov:

e starost in debelost donorja

Povec¢an BMI (body mass index) korelira z manjSanjem izkoristka
izolacije mati¢nih celic na gram mascobnega tkiva. Prav tako je
povec¢an BMI povezan s slabo sposobnostjo diferenciacije celic (7).
Staranje naj ne bi vplivalo na Stevilo celic ampak naj bi se odrazalo na
njihovi zmanjs$ani sposobnosti za proliferacijo in diferenciacijo (8).

* mesto odvzema tkiva

Narejenih je vel S&tudij, vendar na to vpraSanje ni dokoncnega
odgovora, saj imata izhodi§¢na velikost biopsije in metoda izolacije
stromalne vaskularne frakcije mo¢an vpliv na kon&no $tevilo izoliranih
celic (9). V glavnem velja, da je idealen vir mas¢obnega tkiva za
izolacijo mati¢nih celic podkozna trebuSsna masCoba miajse,
nedebele zenske.

¢ nacin odvzema

Mascobo lahko odstranimo z izrezanjem ali liposukcijo. Liposukcijo so
prvi priceli uporabljati v Franciji. Metoda se je hitro razsirila po vsem
svetu (10). Studije kaZejo, da je koli&ina preadipocitov pridobljenih z
liposukcijo vecja kot pri izrezani mascobi (11). Tehniko liposukcije ter
nac¢in procesiranja masCobe pred ponovnim avtolognim
vbrizgavanjem (liposkulpturiranje), ki omogoca visoko prezivetje
celic, je opisal Coleman (12). Z uporabo 2 ali 3 mm kanule in
negativnim podtlakom, ki ga dosezemo s pomocjo 10 ml brizge kar
najmanj poskodujemo celice v lipoaspiratu. Lipoaspirat je tudi bolj
kontaminiran z drugimi tipi celic (endotelijske celice, fibroblasti,...) kot

odrezan kos mascobe, kar s stalisS¢a priprave ozilienega tkivno
inzenirskega pripravka predstavlja dodatno prednost. Vecji tkivno
inzenirski pripravki morajo biti namre¢ oziljeni, da se celice v
notranjosti nosilca lahko prehranjujejo (13).

¢ shranjevanije tkiva pred izolacijo

Obic¢ajno je od odvzema tkiva in izolacije celic nek ¢asovni zamik, ki
vpliva na izkoristek celic. Po enodnevnem hranjenju vzorca v
hladilniku je prezivetje celic v aspiratu liposukcije bistveno boljSe kot
pri odrezani masc¢obi (11).

e izolacija celic in nasajevanje

Prvi korak izolacije celic iz lipoaspirata je razgradnja tkiva s
kolagenazo tipa I. Pri odrezanem kosu mas¢obe moramo le-to najpre;j
narezati na manjSe koSc¢ke in Sele nato encimsko obdelati. Po
inaktivaciji encima suspenzijo filtriramo, da odstranimo nerazgrajeno
tkivo. Vzorec centrifugiramo in dobimo SVF kot pelet celic na dnu
centrifugirne posode, ki je dobro lo¢en od plavajoce plasti prostih
lipidov in skoraj homogene populacije zrelih adipocitov (14).

Izolirane celice SVF se nasadijo v gojilno posodo, kjer se zelo hitro
pritrdijo. Celice za rast in razmnozevanje potrebujejo gojilni medij z
dodatkom seruma, ki je CloveSkega ali zivalskega izvora. Ko celice
prerastejo priblizno 80% dna gojilne posode, jih presadimo v novo,
vecjo posodo. Po potrebi lahko celice zamrznemo v tekoCem dusiku,
pri ¢emer se njihova sposobnost razmnozevanja in diferenciacije
ohrani (15).

Slika 1: Vzorec lipoaspirata (A) in vzorec po obdelavi v laboratoriju; s
puscico je oznacen pelet izoliranih celic — SVF (B).

Figure 1: Lipoaspirate sample (A) and sample after treatment in
laboratory; an arrow points to pellet of isolated cells — SVF

(B).
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3 Diferenciacijski potencial ASC
Eksperimentalni podatki in vitro ter in vivo $§tudij kazejo na
multipotentnost ASC ljudi in drugih zivalskih vrst.

V in vitro pogojih je pod vplivom razliénih kemijskih dejavnikov in
rastnih faktorjev diferenciacija mati¢nih celic iz mas¢obnega tkiva v
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mezodermalne celi¢ne linije, kot so adipociti, hondrociti, skeletni
miociti in osteoblasti, relativno enostavna (14). Nekateri raziskovalci
opisujejo tudi njihovo sposobnost diferenciacije v celi¢ne linije ekto- in
endodermalnega tipa kot so neuroni in Schwannove celice (16, 17),
hepatociti (18), pankreati¢ne celice (19) in endotelijske celice (13).

Zaradi sposobnosti diferenciacije v tako razlicne celi¢ne tipe so
mati¢ne celice iz mas¢obnega tkiva potencialno uporabne v klini¢ne
namene za zdravljenje najrazli¢nejsih stanj. Sposobnost diferenciacije
ASC v adipocite bi lahko izrabili za rekonstrukcijo mehkih tkiv dojke ter
drugih defektov, ki so nastali kot posledica razli¢nih poskodb, kirurske
odstranitve tkiva ali opeklin. Hondrogen potencial celic bi lahko
izkoristili za popravilo hrustancnega tkiva v sklepih in medvretencni
plo&¢ici, ter za rekonstrukcijo u$esnih in nosnih defektov. Z
diferenciacijo ASC v kostne celice bi lahko popravljali poskodbe
kostnih defektov, ki so posledica prirojenih napak ali razli¢nih
poskodb in tumorjev. Ob uspesni diferenciaciji v celi¢ne linije endo- in
ektodermalnega tipa bi bile ASC primerne za zdravljenje Sirokega
spektra najrazli¢nejSih bolezenskih stanj kot so npr. regeneracija
sréne misice, ishemi¢ne bolezni Zilja, poskodbe mozgan in perifernih
zivcev, diabetes tipa 1, kroni¢na odpoved jeter,... (6). Pri tem se je
potrebno zavedati, da je v vecini primerov do dejanske uporabe v
kliniéni praksi Se dale¢. Odprtih je namre¢ Se veliko pomembnih
neresSenih znanstvenih in medicinskih vprasanj. Odkriti je potrebno
klju¢ne molekularne poti in mehanizme, ki usmerjajo ASC v dolo¢eno
celicno linijo, zagotoviti njihovo migracijo v poskodovano tkivo ali
organ v in vivo okolju, prepreciti mozno spontano transformacijo celic
v organizmu ter v konéni fazi postaviti temelje za proizvodni proces, ki
bo zagotavljal ustrezno kvaliteto pridobljenih celic v skladu z
zahtevami dobre proizvodne prakse (GMP) (6, 20, 21).

Slika 2: Mikroskopski posnetki maticnih celic iz mascobnega tkiva
(merilo 100 um): nediferencirane maticne celice (A), celice
diferencirane v adipogeno smer z lipidnimi vakuolami (B) in
celice diferencirane v osteogeno smer s temno obarvanmi
depoziti kalcija (C).

Figure 2: Microscopic images of adipose-derived stem cells (scale
bar 100 um): non-differentiated stem cells (A), cells
differentiated into adipocyte lineage with lipid vacuoles (B)
and cells differentiated into osteogenic lineage with dark
colored calcium deposits (C).
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4 Kliniéna vporaba danes

V danasnji klinicni praksi se mati¢ne celice iz masS¢obnega tkiva
uporabljajo najveckrat neizolirane - pomeSane med mascobo, ki jo
vbrizgavamo v razli¢ne dele telesa. Coleman je s svojimi klini¢nimi
primeri pokazal, da vbrizgavanje mascobe v obraz ne poveca le
volumna ampak regenerira tudi koZo obraza (22). Ucinke
vbrizgavanja masc¢obe v dojke je opisal Delay s sodelavci (23).
Vbrizgavanje masc¢obe z mati¢nimi celicami izboljSa angiogenezo ter
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celjenje ran po obsevanju (24). Trenutno najmodernejsi nacin
aplikacije mati¢nih celic iz mas¢obnega tkiva je t.i. cell assisted
lipotransfer (CAL) metoda (25). Pri tem postopku iz polovice
aspirirane masc¢obe izolirajo mati¢ne celice (optimiziran postopek
traja priblizno 90 min), s katerimi obogatijo preostali del mas¢obe ter
vse skupaj injicirajo v mesto, ki ga zelijo zapolniti. Pri tej metodi
avtologne mati¢ne celice pospesujejo angiogenezo, kar je bistveno
za prezivetje presadka in obenem zmanj$ajo postoperativno atrofijo.
Objavljene so ze Studije vbrizgavanja CAL v obraz in dojko (25, 26).

Mati¢ne celice iz mascobe so bile uporabljene tudi za rekonstrukcijo
defektov kosti (27, 28). Lendeckel s sodelavci je defekt lobanje
rekonstruiral s kombinacijo avtologne spongiozne kosti vzete iz
¢revnice ter mati¢nih celic, ki jih je prilepil s fibrinskim lepilom na
resorbilen nosilec. Nosilec so nato vstavili na mesto vrzeli. Tri mesece
po rekonstrukciji je glede na rezultate slikanja z racunalnisko
tomografijo nastalo novo kostno tkivo. Defekt je bil skoraj popolnoma
zarascen (27). Mesimaki s sodelavci je za rekonstrukcijo defekta tkiv
po hemimaksilektomiji uporabil mikrovaskularni prosti rezenj z
ektopi¢no kostjo v njem, ki jo je vzgojil s pomocCjo v prosti rezenj
vstavljenega konstrukta iz mati¢nih celic, rastnega faktorja BMP-2 in
celicnega nosilca. Po osmih mesecih je iz konstrukta nastala zrela
kost (28).

Na podroc¢ju gastroenterologije potekajo zaklju¢ne faze klini¢nih Studij
za zdravljenje kompleksnih perianalnih fistul, ki nastanejo pri Crohnovi
bolezeni in drugih podobnih stanjih. Iz rezultatov raziskave je
razvidno, da mati¢ne celice iz mascobnega tkiva zelo uspesno
sodelujejo pri zdravljenju fistul (29).

Imunosupresivni znacaj ASC so izkoristili tudi Fang s sodelavci v
klini¢ni Studiji Sestih pacientov z akutno GvHD neodzivno na steroidno
zdravljenje. Do umirjanja bolezni je prislo pri petih pacientih, od
katerih so v povpre¢nem obdobju spremljanja zdravljenja Stiridesetih
mesecev preziveli Stirje pacienti (30).

Glede na podatke ameriSskega Nacionalnega instituta za zdravje (NIH;
www.clinicaltrials.gov), poteka trenutno 14 klini¢nih $tudij z uporabo
ASC, med drugim tudi za zdravljenje diabetesa (tip 1 in 2),
kardiovaskularnih bolezni (kroni¢na ishemija miokarda, zdravljenje
pacientov po preboleli sréni kapi) in jetrne ciroze.

5 Zakljuéek

Zaradi lahke dostopnosti, Stevilénosti in sposobnosti diferenciacije v
razli¢ne celi¢ne tipe, predstavljajo ASC odli¢en vir MSC. Kljub temu,
da poteka zaenkrat Se veliko raziskav v in vitro pogojih, so se pojavile
tudi prve klini¢ne aplikacije predvsem na podrocju rekonstrukcijske
kirurgije in regenerativne medicine. Nove perspektive njihove
uporabe odstira tudi dejstvo, da podobno kot mati¢ne celice iz
kostnega mozga, delujejo imunosupresivno. Za zdravljenje razlicnih
prirojenih ali pridobljenih bolezenskih stanj, bi torej lahko uporabljali
ne le avtologne temvec tudi alogenske celice, in sicer v smislu
izrabljanja njihovega imunosupresivhega delovanja (avtoimunske
bolezni, GvHD), kot tudi potenciala diferenciacije. V prihodnosti lahko
pri¢akujemo vedno vecjo uporabo mati¢nih celic v raziskovalne in
klinicne namene. Ma&cobno tkivo zaradi koli¢ine ter enostavnega
dostopa postaja vedno bolj priljubljen vir le-teh.
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