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Streszczenie: Btona owodniowa znajduje si¢ po wewnetrznej stronie tozyska. Sktada si¢ ona z trzech
warstw: nabtonka, blony podstawnej i beznaczyniowej warstwy komorek mezenchymalnych. Populac-
je komorek nablonkowych oraz mezenchymalnych btony owodniowej wykazuja ekspresje markerow
komorek macierzystych: Oct4, Nanog, TRA1-60 i TRA1-81 oraz nestyny i Musashi-1 — markeréw
komorek macierzystych uktadu nerwowego. Komorki te maja wiasciwosci przejsciowe migdzy pluri-
i multipotencja. Standardowym postgpowaniem w celu okreslenia pluripotencji izolowanych komorek
jest ich hodowla w $rodowisku sprzyjajacym réznicowaniu w kierunku tkanek wywodzacych sig¢ ze
wszystkich listkéw zarodkowych. Dla komorek mezenchymalnych zalecane przez Mesenchymal and
Tissue Stem Cell Committee of the International Society for Cellular Therapy kierunki r6znicowa-
nia w tkanki kostna, chrzgstng i thuszczowa. Dzigki hodowli komorek nablonkowych owodni w od-
powiednich §rodowiskach moga one réznicowaé¢ w kierunku: komérek nerwowych, hepatocytow,
komorek B trzustki oraz kardiomiocytow. Obserwowano tez réznicowanie komoérek mezenchymal-
nych owodni w kierunku komorek neuronalnych, srodbtonkowych i kardiomiocytow. Badania z zasto-
sowaniem modeli zwierzgcych, pokazaty potencjalng zdolno$¢ tych komoérek do udziatu w regeneracji
uszkodzonych narzadow. W ciagzy btona owodniowa wydziela czynniki, pelnigce réoznorodne funkcje
m.in. czynniki o dziataniu odnawiajacym nabtonek, czynniki ktére maja wlasciwosci antyangiogenne
i przeciwnowotworowe oraz czynniki immunomodulujace i przeciwzapalne. Blona owodniowa ma
takze wlasciwos$ci antywirusowe i bakteriostatyczne. Cechy te powoduja, ze zar6wno btona owodnio-
wa jak i obydwie populacje izolowanych z niej komorek sa intensywnie badane z mysla o wykorzys-
taniu ich w przeszczepach i regeneracji narzadow.
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Summary: Amniotic membrane (AM) is a translucent biological structure. It consists of three main
histological layers: the epithelial layer, the basement membrane and the avascular, mesenchymal
tissue. Amniotic epidermal cells (AEC) and amniotic mezenchymal stromal cells (AMSC), express
stem cells markers : Oct4, Nanog, TRA1-60 and TRA1-81. They express nestin and Musashi-1 as
well which are markers of stem cells of nervous system. Cells of amniotic membrane have pluri- and
multipotent properties. According to Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the Interna-
tional Society for Cellular Therapy pluripotency of cells define typical experiments of differentiation
into cartiliage, chondrocyte and adipose tissue. AEC when cultured in specified media differentiated
to: neurons, hepatocytes, B pancreatic cells, kardiomiocytes. AMSC were differentiated to: neurons,
epithelium, and kardiomiocytes. Animal model experiments confirmed the ability of grafted amnion
cells to participate in regeneration of injured organs. During pregnancy AM secretes many peptides
which play different role in organism. These are factors that can stimulate epithelialization, and have
anty-angiogenic and anty-tumor effects. AM release immunomodulating and anty-inflammatory fac-
tors too. Besides amnion membrane secrets peptides with anty-bacterial and anty-viral properties.
All these properties prompt researchers to use isolated cells and whole amniotic membranes for
transplantation in regenerative medicine.

Key words: placenta, amnion, AM, AEC, AMSCs

Wykaz stosowanych skrotow: ABCG - (ang. ABC transporter ATP-binding cassette
sub-family G); ANP — (ang. Atrial Natriuretic Peptide); AEC — (ang. Amniotic Epitheli-
al Cell); ALCAM- (ang. Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule); AM — (ang. Am-
nion Membrane); AMSCs — (ang. Amniotic Mezenchymal Stromal Cells); bFGF — (ang.
Basic Fibroblast Growth Factor); BrdU — (ang. 5-bromo-2’-deoxyuridine); CA-1 — (ang.
Carbonic Anhydrase 1); CA125 — (ang. Carbohydrate Antigen 125); CCL2/MPC-1 —
(ang. Chemokine Ligand 2); CCL5/RANTES — (ang. Chemokine Ligand 5); CNP-azy
— (ang. 2’3 -cyclic nucleotide 3’ phosphodiesterase); ¢InT — (ang. Troponin T type 2);
Cx26 — (ang. Gap junction beta 2 protein); CXCL9/MIG — (ang. Chemokine Ligand 10);,
CXCL10/1P-10 — (ang. Chemokine Ligand 10); EGF — (ang. Epidermal Growth Factor);
Gap-43— (ang. growth associated protein 43); HGF — (ang. Hepatocyte Growth Factor),
HGFR - (ang. Hepatocyte Growth Factor Receptor); HNF-3y — (ang. Hepatocyte Nuclear Fac-
tor); iPSc — (ang. induced Pluripotent Stem cells); KGF — (ang. Krertinocyte Growth Factor),
KGFR - (ang. Krertinocyte Growth Factor Receptor); Kv4.3 — (ang. potassium volt-
age-gated channel, Shal-related subfamily, member 3); MIF — (ang. Macrophage Mi-
gration Inhibitory Factor); MRP — (ang. Multidrug Resistance Protein); NF-M — (ang.
Neurofilament M subunit); NSE — (ang. Neuronal Enolase), Oct 4 — (ang. octamer-bind-
ing transcription factor 4); PAX-6 — (ang. paired box gene 6); PEDF — (ang. Pigment
Epithelium-Derived Factor); PDGF — (ang. Platelet-Derived Growth Factor); PDX-1
— (ang. Pancreatic and Duodenal homeobox 1); SCID — (ang. Severe Combined Immu-
nodeficiency); SDF — (ang. Stromal Cell-Derived Factor); SICAM-1 — (ang. soluble Inter-
cellular Adhesion Molecule 1); SLPI — (ang. Secretory Leukocyte Peptidase Inhibitor);
SSEA 4 — (ang. Stage Specyfic Embryonic Antigen 4); TFF — (ang. Trefoil Factor Family
peptide); TGF — (ang. Transforming Growth Factor); TIMP — (ang. Tissue Inhibitor of Met-
alloprotease); TNF — (ang. Tumor Necrosis Factors); TRA — (ang. Tumor Rejection Antigen);
VEGF - (ang. Vascular Endothelial Growth Factor)
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BUDOWA I FUNKCJE BLONY OWODNIOWEJ

Doktadny opis budowy i funkcji tozyska mozna znalez¢ w podrecznikach em-
briologii [2, 3, 13]. W niniejszej publikacji wigc zagadnienie rozwoju tozyska zosta-
nie pomini¢te. Rycina 1 obrazuje rozwoj tozyska i blony owodni u cztowieka.

Btona owodni (AM) w dojrzatym tozysku jest cienkg warstwa znajdujaca si¢ po
wewnetrznej stronie tozyska otaczajaca embrion/ptéd. AM otacza jam¢ owodniowa
wypetniong ptynem owodniowym, nie ma naczyn limfatycznych, unerwienia ani mie-
$ni [19]. Na poczatku ciazy przezycie komorek owodni mozliwe jest dzigki kontaktowi
tej btony z ptynem kosmoéwkowym z zewnetrznej strony oraz ptynem owodniowym
od wewnatrz, dodatkowo za wymiane gazowa i dostarczanie sktadnikéw odzywczych
odpowiadaja znajdujace si¢ na powierzchni tej blony naczynia krwionosne. Wymie-
nione procesy zachodza m.in. na drodze dyfuzji [2, 19]. Grubos¢ blony owodniowe;j
waha si¢ od 0,02 do 0,5 mm. Btona ta sktada si¢ z trzech warstw: nabtonka, btony pod-
stawnej 1 beznaczyniowej warstwy komorek mezenchymalnych. Pojedyncza warstwa
komorek nabtonkowych kontaktuje si¢ z ptynem owodniowym 1i jest przytwierdzona
do blony podstawnej. W sktad btony podstawnej wchodzi kolagen typu I, II, 1 V.
Btona podstawna zbudowana jest w duzej mierze z proteoglikanow bogatych w siar-
czany heparanu, co stanowi przepuszczalng barier¢ dla makroczasteczek. Najglebsza
warstwe owodni tworza mezenchymalne fibroblastopodobne komorki otoczone sub-
stancja migdzykomorkowa. Duza zawarto$¢ kolagenu w tej warstwie powoduje, ze
niektorzy autorzy wyrdzniajg zewnetrzng warstwe mezenchymalng tzw. ,,zona spon-
gioza”. Strefa ta przypomina budowa histologiczng gabke, ze wzglgdu na duza zawar-
to$¢ proteoglikanow i glikoprotein, a obecna tam sie¢ niewloknistego kolagenu typu
IIT nadaje jej wytrzymatos$¢ i graniczy bezposrednio z warstwa kosmowki. Pozwala to
fatwo oddzieli¢ mechanicznie owodnie od kosméwki [31].

Blona owodniowa w trakcie cigzy funkcjonuje jako bariera, przez ktorag odbywa
si¢ transport wody i substancji rozpuszczalnych oraz czynnikow bioaktywnych, ta-
kich jak cytokiny np. IL4 czy czynniki wzrostu. Glowna jednak funkcjg btony owo-
dniowej jest ochrona ptodu i zapewnienie przyjaznego srodowiska, dostarczajacego
wolnej przestrzeni do swobodnego wzrostu. Jest to mozliwe dzigki jej specjalnej bu-
dowie, w sktad ktorej wchodza kolageny typu I, II i III oraz elastyna [19]. Ponad-
to, w trakcie porodu nabtonek btony owodniowej ma zdolno$¢ do produkcji prosta-
glandyn, zwlaszcza prostaglandyny E2 oraz enzyméw odpowiedzialnych za synteze
prostaglandyn np. fosfolipaz i syntetaz prostaglandyn, co umozliwia rozpoczgcie
1 podtrzymanie skurczow macicy. W trakcie cigzy komorki AEC odpowiadajg za state
podtrzymywanie odpowiedniego st¢zenia jonow wodorowych (pH) plynu owodnio-
wego na poziomie 7.10, dzieki obecnosci w tych komorkach izoenzyméw anhydraz
weglowych CA-11CA-2[19, 31].
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RYCINA 1. Rozwoj tozyska i blony owodni u cztowieka (Jura 1983, zmienione). A — blastocysta wszcze-
pia si¢ czesciowo do zrebu $luzoéwki macicy. Trofoblast rdznicuje si¢ do cyto- i1 syncytiotrofoblastu.
W wezle zarodkowym wyrdzniaja si¢ komorki epi- i hipoblastu. Pomigdzy epiblastem a cytotrofobla-
stem pojawia si¢ szczelina — zawigzek jamy owodni. B —jama owodni od strony trofoblastu jest wyscie-
lona amnioblastami. Do jamy blastocysty wnikaja komérki mezodermy pozazarodkowej tworzac btong
Hausera. Powstaje pierwotny pecherzyk zoltkowy. W syncytiotrofoblascie tworza si¢ zatoki. C — w me-
zodermie pozazarodkowej powstaja szczeliny pozazarodkowej jamy ciata, rozdzielajace mezoderme na
plat Scienny 1 plat trzewny. Trofoblast z pozazarodkowa mezoderma $cienng tworza kosmowke. Blona
Hausera jest wyscielona od strony $wiatla pierwotnego pecherzyka zottkowego komorkami pozazarod-
kowej endodermy. Zatoki syncytiotrofoblastu wypetiaja si¢ krwia pochodzaca z naczyn krwiono$nych
$luzowki macicy. D — na skutek rozrostu jaja ptodowego i powigkszenia si¢ pozazarodkowej jamy cia-
Ta, zarodek z owodnia i pecherzykiem zoéttkowym laczy si¢ za pomoca szypuly brzusznej z kosmowka.
Syncytiotrofoblast przeksztatca si¢ w kosmki pierwotne, ktore sa optukiwane przez krew wynaczyniong
z naczyn krwiono$nych $luzéwki macicy. ab — amnioblasty, bH — blona Hausera, ct — cytotrofoblast, eb —
epiblast, en — endoderma, hb —hipoblast, jc — pozazarodkowa jama ciata, jow — jama owodni, jpzp — jama
pierwotnego pecherzyka zottkowego, jpzw — jama wtdrnego pecherzyka zottkowego, k — kosmowka,
ms$ —mezoderma $cienna, mt — mezoderma trzewna, no$ — naczynia krwiono$ne §luzowki, n§ — nabtonek
$luzowki macicy, ow — owodnia, pzw — pgcherzyk zottkowy wtorny, szb — szyputa brzuszna, st — syncy-
tiotrofoblast, $m — §luzowka macicy, zt — zatoki syncytiotrofoblastu (Jura 1983, zmienione)
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FIGURE 1. Development of placenta and amnion membrane in humans (Jura 1983 changed). ab — am-
nioblasts, bH — Heuser’s membrane, ct — cytotrophoblast, eb — epiblast, en — endoderm, hb —hipoblast,
jc — extraembryonic coelom, jow — amniotic cavity, jpzp — primitive yolk sack cavity, jpzw — secondary
yolk sack cavity, k — chorion, m§ — somatopleuric mesoderm, mt — splanochronopleuric mesoderm, n$ —
mucosa’s epithelium, ow — amnion, pzw — secondary yolk sack, szb — peduncle, st — syncytiotrophoblast,
$m — materna mucosa, zt — syncytiotrophoblast sinus

FENOTYP KOMOREK OWODNI

W btonie owodniowej mozna wyrdzni¢ dwie populacje komorek: nablonkowe
komorki owodni (ang. Amnion Epithelial Cells, AEC) oraz mezenchymalne ko-
morki owodni (ang. Amnion Mesenchymal Stromal Cells, AMSC).

Typowe markery komorek kazdej z tych populacji przedstawia tabela 1.

Komorki nablonkowe owodni majg na swojej powierzchni mikrokosmki, ktére
prawdopodobnie odpowiadaja za aktywne wydzielanie oraz transport na zewnatrz
i do wnetrza komorki. Komorki te maja duze jadro z wielkim homogennym ja-
derkiem oraz liczne pecherzyki pinocytarne w cytoplazmie. Ekspresja markerow
endodermalnych tj. glikoproteiny CA 125, receptora dla oksytocyny oraz desminy,
wskazuje na ich pluripotencjalny charakter. Zawieraja takze receptor dla erytro-
poetyny oraz sama erytropoetyne [19, 31].

AEC moga by¢ tatwo izolowane za pomocag trawienia enzymatycznego.
Subpopulacje AEC zawieraja markery obecne na embrionalnych komoérkach ma-
cierzystych np. SSEA3 i SSEA4 ma okoto 15-50% oraz TRA1-60 i TRA1-80
ma 5- 10%. Taki rozktad ekspresji markerow sugeruje, ze komorki nabtonkowe
owodni znajduja si¢ w roznym stadium zréznicowania. Po 10 miesigcach ksig¢zy-
cowych cigzy wigkszos¢ komodrek ma juz stopien zréznicowania dojrzatych ko-
morek nabtonkowych i jedynie 5-10% komorek zachowuje wiasciwosci komorek
macierzystych [21]. Wg Izumi i wsp. owodnie w drugim trymestrze zawieraja
30- 40% komorek macierzystych o ekspresji TRA 1-60 i TRA1-81, podczas gdy
owodnie tuz przed porodem tylko 5% [12].

W komorkach nabtonkowych odkryto mRNA dla markeréw lekooporno-
$ci 1 bialek z nimi zwigzanych tj. ABCG2 (CD338) oraz MRP1, ABCCl1, 2, 5.
Wyniki badan in vitro sugeruja, ze zadaniem tych komorek jest ochrona owod-
ni przed ksenobiotykami, a nie ochrona embrionu. Wniosek ten jest uzasadnia-
ny rozmieszczeniem transporterow ABC. Antygeny te sa rozmieszczone wzdluz
komorek owodni, zar6wno w warstwie powierzchniowej jak i bazalnej komorek.
Sugeruje to, ze usuwaja one toksyny z wngtrza komorek, a nie maja wpltywu na
usuwanie toksyn z ptynu owodniowego [1].
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TABELA 1. Obecno$¢ markeréw w populacji komoérek nabtonkowych (AEC) i mezenchymalnych
(AMSC) btony owodniowej (+ obecno$¢ markera, — brak markera, NT nie badano)

TABLE 1. Presence of cells’ antygens on Amniotic Epithelial Cells (EAC) and Amniotic Mezenchyma
Stroma Cells (AMSC) (+ marker present, — marker absent, NT not tested)

MARKER AEC AMSC REFERENCJE
CD105 + + [5,21,24]
CD106 - + (5, 24]

CD90 + + [5, 6,21, 24]
CD73 + + [6, 21, 24]
CD44 + + [5, 6,21, 24]
CD29 + + (5,6, 19,21, 24]

HLA ABC + + (5, 24]

CD13 + + (5,21, 24]
CD10 + + [21]
CD166 + + [21, 24]
CD49d - + [24]
CD49¢ + + [24]
HLA DR - - (5,21, 24]
CD49¢ NT + [24]
CD54 + + [5,21]
CD14 - - [24]
CD34 - - [5,21,24]
CD45 - - (21,24 ]
CD31 - - [21,24]
CD133 - - [21,24]
CD3 - - [24]
HLA G + + [9, 19, 31]
EMBRIONALNE MARKERY
KOMOREK
MACIERZYSTYCH
Oct-4 + + [6,21,24,31]
SSEA3 + NT [24]
SSEA4 + + [6, 24]
TRA 1-60 + + [21, 24]
TRA 1-81 + + [21, 24]
SOX 2 + NT [21,24]
NANOG + NT [21,24]
SSEAI - NT [24]
INNE
CD324 + + [24]
CD140b + + [24]
CD349 - - [24]
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Mezenchymalne komodrki owodni maja fenotyp posredni migdzy komoérkami
nabtonkowymi i mezenchymalnymi. Cechami nabtonkowymi tych komoérek sa:
powierzchniowe mikrokosmki typu niejelitowego, obecnos¢ w cytoplazmie lami-
niny oraz polaczenia migdzykomorkowe. Do cech typowo mezenchymalnych nale-
73: bogato rozwinigta rER (szorstka siateczka wewnatrzplazmatyczna) z uktadem
charakterystycznym dla komoérek mezenchymalnych oraz krople ttuszczu. Cechy
te wydaja si¢ potwierdza¢ pluripotencj¢ tych komérek [25]. Ponadto Kobayashi
i wsp. [15] opisali istnienie subpopulacji komoérek mezenchymalnych owodnio-
wych zwanej SP (ang. Side Population). Populacja SP stanowi okoto 0.1 do 0.2%
izolowanych komorek i charakteryzuje si¢ intensywnym transportem barwnikow
fluorescencyjnych poza komorke, co jest uwazane za jedng z cech komorek ma-
cierzystych. Populacja SP ma wysoka ekspresja markerow: CD13, CD29, CD44,
CD46, CD49b, CD49c, CD49¢, CD59, CD140a (PDGFRa) i CD166 (ALCAM),
a niska ekspresjg CD49d i CD51.

Zaréwno populacje komorek nabtonkowych jak i mezenchymalnych z btony
owodniowe] maja ekspresj¢ markerow uktadu nerwowego: Musashi-1, a takze
nestyny [19].

CZYNNIKI WYDZIELANE PRZEZ OWODNIE

W trakcie ciazy blona owodniowa wydziela czynniki petnigce roznorodne funk-
cje.Poniewazkomorkinabtonkoweowodnisasiadujaz ptynemowodniowym, mozna
przypuszczac, ze niektore substancje znajdujgce si¢ w ptynie owodniowym sg cze-
sciowoprodukowaneprzezbtongowodniowa,a czesciowoprzezrozwijajacysieptod.

W ptynie owodniowym pobranym od matek w $srodkowym trymestrze odkry-
to SDF-1a. Autorzy pracy [32] sugeruja, ze st¢zenie tego czynnika w ptynie owo-
dniowym podczas cigzy moze by¢ skorelowane z wczesniactwem, nizszg masa
urodzeniowa i nizszg wartoscig w skali Apgar. Z drugiej strony nie znaleziono
SDF-1 w nadsaczach z hodowli komorek owodni [11]. Tak rézne obserwacje
moga wynika¢ z réznic §rodowiska in vivo 1 in vitro. Inne obserwacje $wiadcza
0 obecnosci w ptynie owodniowym IL-6 i IL-8 [19]. Interleukiny IL-6 i IL-8 sa
zaliczane do cytokin zapalnych, wiec jezeli ptyn owodniowy byt pobierany w sta-
nie stresu jakim jest porod ich poziom moze rosnac.

Na powierzchni blony owodniowej znajduje si¢ szereg czynnikdw, ktore maja
wlasciwosci antyangiogenne sg to: endostatyna i trombospondyna-1, tkankowy
inhibitor metaloproteinazy (TIMP-1, -2, -3, —4), antagonista dla receptora IL-1
oraz IL-10 i PEDF. W trakcie przeszczepdéw btony owodniowej w miejsce uszko-
dzonej rogéwki m.in. obecnos$¢ tych czynnikow zapobiega tworzeniu naczyn
krwiono$nych na powierzchni odnawiajacej si¢ rogowki [18, 30]. Blona owodnio-
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wa, zarowno w hodowli jak i po przeszczepie do rogowki, wydziela TFF3 (ang.
Trefoil Factor Family peptide 3) 1 TFF2 (ang. Trefoil Factor Family peptide?2). Bi-
atka te maja wlasciwosci wspomagajace regeneracje rogowki, zapobiegajac apop-
tozie komorek rogowki oraz wspomagajac jej reepitelializacje [28].

W plynie owodniowym ludzkim wykryto rowniez obecno$¢ neurotransmiterow
i czynnikéw neurotroficznych. Do substancji tych naleza: acetylocholina, katecho-
lamina, transporter dopaminy i receptor dopaminy. Czynniki te sg produkowane
1 wydzielane przez komoérki AEC, zardwno czlowieka jak i matp naczelnych. Row-
niez w badaniach nadsaczy z hodowli tych komoérek wykryto wymienione wyzej
czynniki. Prawdopodobnie uczestniczg one w trakcie wezesnego ksztalttowanie si¢
uktadu nerwowego zarodka [27].

Payne i wsp. udowodnili, ze komoérki nabtonkowe owodni w hodowli oraz po
przeszczepieniu do ran oparzeniowych, wydzielaja PDGF, VEGF, angiogening,
TGF-P2 oraz tkankowy inhibitor mataloproteazy 112 (TIMP1 i TIMP2) [26]. Ba-
dania wspolnych hodowli ludzkich AEC z nerwowymi komorkami siatkowki oka
oraz transplantacja tych komorek do matp z uszkodzeniem rdzenia kr¢gowego, su-
gerujg mozliwo$¢ produkeji czynnikow z rodziny EGF. Autorzy proponuja istnienie
nie odkrytej dotad izoformy EGF produkowanej przez nabtonkowe komorki owod-
ni cztowieka [33].

Z obserwacji in vitro wynika, ze komorki mezenchymalne owodni wydzielaja:
IL-6, CCL2/MPC-1 oraz niewielka ilos¢ CXCLS8/IL-8. Komorki te nie produkuja:
TNF, CXCL10/IP-10, CXCL9/MIG, CCL5/RANTES [18]. Komorki mezenchymal-
ne z btony owodniowej obok MIF (GIF, DERG6), IL-8, Serpiny E1 (PAI-1), GROa
(CXCL1) oraz IL-6, wydzielaja rowniez: sSICAM-1 (CD54), MCP-1 (CCL2) [11].

Czynnikami o dziataniu odnawiajacym nabtonek, a wykrywanymiw hodowlach
zaréwno przez AEC i AMSC sa: TGF-a, EGF, KGF, HGF, bFGF, KGFR i HGFR.
Komorki owodni w hodowli produkuja takze substancje o dziataniu przeciwzapal-
nym: antagonist¢ receptora IL-2, IL-10 oraz endostatyng, ktore hamuja podziaty
komorek nablonkowych, angiogeneze i wzrost nowotworéw. Btona owodniowa
ma takze wlasciwosci anty-wirusowe i bakteriostatyczne. Stymulowane komorki
owodni wydzielaja: B3-defensyne, SLPI i elafing [19].

MOZLIWOSCI PRAKTYCZNEGO WYKORZYSTANIA OWODNI

Zaréwno cata btona owodniowa jak i populacje izolowanych z niej komorek sa
intensywnie badane z mys$la o ich wykorzystaniu w przeszczepach i regeneracji na-
rzadow. Komorki te maja wlasciwos$ci przejsciowe miedzy pluri- i multipotencjal-
nymi komorkami [22]. Komorki pluripotencjalne maja zdolnos¢ do réznicowania
si¢ w tkanki wywodzace si¢ z trzech listkow zarodkowych: endodermy, mezoder-
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my i ektodermy. Uwaza si¢ jednak, ze komorki plutipotencjalne blony owodniowe;j
nie s3 w stanie zroznicowac si¢ w kosmowke. Komorki wyizolowane z owodni, po
przeszczepieniu nie tworzg potworniakow (teratomy), co dodatkowo sprzyja ich
wykorzystaniu w medycynie regeneracyjnej [22, 31].

Standardowym postepowaniem w celu okreslenia pluripotencji izolowanych
komorek jest ich hodowla w warunkach stymulujacych réznicowanie w kierunku
tkanek wywodzacych si¢ ze wszystkich listkdéw zarodkowych. Dla komorek me-
zenchymalnych zalecane przez Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of
the International Society for Cellular Therapy tkanki to: tkanka kostna, chrzgstna
oraz thuszczowa [7]. Obecnie na rynku sa juz dostepne komercyjnie gotowe ze-
stawy pozywek z cytokinami i czynnikami wzrostu niezbednymi do réznicowania,
w zwigzku z czym autorzy niniejszej pracy postanowili poming¢ ten kierunek ba-
dan. Ponizej opisane zostang inne, niekomercyjne badania.

IZOLOWANE KOMORKI NABLONKOWE BLONY OWODNI

AEC in vitro w zalezno$ci od okre§lonych warunkéw roznicujg sie w komorki
przypominajace komorki: neuronalne, watrobowe, komorki trzustki oraz serca.

Komorki neuronalne

AEC hodowane w warunkach sprzyjajacych réznicowaniu si¢ w komoérki neu-
ronalne (np. w pozywce z dodatkiem witaminy A oraz FGF) wykazywaty ekspresje
specyficznej dla neurondow enolazy, neurofilamentow-M, biatka zwigzanego z mi-
krotubulami, zasadowego biatka mieliny oraz nestyn¢ i dekarboksylazy kwasu gluta-
minowego [21]. Biatka te sg uwazane za markery komorek glejowych i nerwowych.
W innym badaniu hodowane komorki wykazywaty ekspresje genow oligodendrocy-
tow, bialka proteolipidu oraz CNP-azy [21]. W warunkach hodowli r6znicujacej ko-
morki nablonkowe owodni maja ekspresje: acetylocholiny, katecholaminy, dopami-
ny, activiny i nogginu [19].Prawidlowo zamrozone AEC zachowuja swoj potencjat
do réznicowania nawet do 30 lat po odmrozeniu. [zolowane w 1974 roku komorki
po odmrozeniu przyjmowaty morfologi¢ neuronalng i miaty ekspresje: p-11I-tubu-
liny, Gap-43, NF-M, TAU i synaptofizyny [21]. Przeszczepy tych komoérek do mo-
delu zwierzecego choroby Parkinsona zaowocowaty wydzielaniem: ketacholaminy
i czynnika wzrostu nerwow, neurotrofiny-3 oraz mozgowego czynnika wzrostu [ 19,
21]. Ponadto, przeszczepione komorki miaty zdolnos¢ do wydzielania dopaminy.
Badania na szczurzych nabtonkowych komoérkach owodni wykazaty zdolnos¢ tych
komorek do roznicowania si¢ w komorki przypominajace neurony, zarowno w ho-
dowli jak i po podaniu ich do mézgu szczura [29]. Podobne wyniki uzyskano dla
modelu szczurzego udaru moézgu. Podanie do médzgu komorek nablonkowych



646 Z. GRZYWOCZ, A. GAWRYLUK, B. NOSZCZYK

owodni spowodowato migracje tych komoérek do obszaru uszkodzenia i poprawito
funkcje behawioralne zwierzat. Istniejg takze doniesienia poprawy pamieci u my-
szy z chorobg Alzheimera, ktérym podano nablonkowe komoérki owodni [21].

Komorki watroby i przewodu zoélciowego

In vitro nabtonkowe komorki z owodni stymulowane w kierunku hepatocytow
maja ekspresje: albuminy, al-antytrypsyny, cytokeratyny 18, syntetazy glutaminu,
karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej, cytochromoéw: P450, 2D6 oraz 3A4,
a takze HNF-3y. Badania immunohistochemiczne prowadzonych hodowli potwier-
dzity obecnos¢ albuminy i glikogenu w komoérkach. Podobne wyniki uzyskano dla
badan in vivo. Komoérki hAEC byly wszczepiane do myszy z uposledzong odporno-
$cia, co sprzyjalo przyjeciu si¢ ksenoprzeszczepu. U myszy z takim przeszczepem
wykryto ludzkg al-antytrypsyne w krazeniu. Autorzy uznali ten wynik za dowod na
wszczepienie si¢ 1 prawidlowe funkcjonowanie podanych komorek jako komorek
o charakterze hepatocytow [21]. Takze zwierzgtom z marskos$cia watroby wywo-
fang lekami podano ludzkie AEC i zaobserwowano brak zwioknienia w watrobie.
Rezultat ten moze sugerowac efekt immunosupresyjny i przeciwzapalny podanych
komorek. Z drugiej jednak strony autorzy pracy wykryli u biorcow ludzka albumi-
ng, co sugerowatoby wszczepienie si¢ i roznicowanie komorek. Prawdopodobnie
wiec zaobserwowane wyniki moga by¢ zwigzane z obydwoma zjawiskami. Takze
badania na szczurzej owodni potwierdzity zdolno$¢ komorek nablonkowych owod-
ni do wszczepiania si¢ w watrobe i pozostawania tam przez 30 dni. Przeszczepy
do jamy otrzewnej myszy hAEC uprzednio poddanych réznicowaniu w kierunku
hepatocytow, ujawnity zaro6wno przezycie tych komorek jak i produkcje albumi-
ny [19].W mysim modelu zastoju z6lci wywolanym chemicznie podawano AEC.
W watrobie obserwowano obecnos¢ struktur podobnych do przewodu zotciowego,
zbudowanych z komodrek mysich z ekspresja CK7 — markera cholangiocytow. Wy-
niki te sugerujg wlasciwosci stymulujace budowe kanatow zoétciowych z komorek
AEC, a nie ich bezposrednie wbudowywanie w tworzong strukture [21].

Komoérki trzustki
Obserwowano, ze nablonkowe komoérki owodni mogg si¢ takze rdéznicowac
w kierunku komorek B trzustki. Komorki te majg podwyzszona ekspresje genow:
pdx-1, pax-6, nkx2.2, insuliny i glukagonu [21]. Takze po przeszczepianiu takich ko-
morek do myszy z cukrzyca zaobserwowano normalizacj¢ poziomu glukozy w su-
rowicy krwi do kilku miesiecy po transplantacji [19]. Badania te zostaty potwier-
dzone przez wykrycie obecnosci c-peptydu zaleznego od glukozy w krwi [10, 21].
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Komorki serca

Zdolnos$¢ serca do autoregeneracji jest bardzo powolna, dlatego tez szuka
si¢ innych zrodet komoérek majacych zdolnosé do naprawy uszkodzonego narza-
du. Jednym z nich moze by¢ owodnia [21]. Komérki owodni w hodowli maja
ekspresj¢ specyficznych dla kardiomiocytéw czynnikow transkrypcyjnych tj.
GATAA4, oraz markerow takich jak: lekki tancuch miozyny (MLC 2a, MLC-2v,
cTnl), ¢cTnT, specyficzna dla serca a-podjednostka L-typu kanalu wapniowego
(alc) i kanatu potasowego Kv4.3 oraz Nkx2.5 czy przedsionkowego peptydu na-
triuretycznego (ANP) [19]. Ponadto, hAEC hodowane na warstwie mysich em-
brionalnych kardiomiocytow roznicuja si¢ w kierunku komorek serca, wykazujac
obecno$¢ a-aktininy oraz zdolno$¢ do spontanicznych skurczéw. Wykazano, ze
ekspresja a-aktininy w roznicujacych si¢ z AEC kardiomiocytach jest charakte-
rystyczna dla niedojrzatych komorek serca. /n vivo badania przeprowadzone na
komorkach ze szczurzej owodni wszczepionych do szczura znacznie poprawialy
funkcjonowanie serca. Efekt ten byt prawdopodobnie zwigzany z wlasciwosciami
parakrynnymi lub immunomodulujacymi wszczepionych komorek, poniewaz tyl-
ko kilka AEC zréznicowato si¢ do kardiomiocytow [21].

Inne komorki

Przeprowadzano rowniez eksperymenty dotyczace regeneracji pluc z zasto-
sowaniem AEC. Do myszy SCID z uszkodzeniem ptuc wywotanym bleomycyna
wstrzykiwano ludzkie komoérki nabtonkowe z owodni. Komorki te hamowaty stan
zapalny i1 wtoknienie uszkodzonych ptuc [21].Co ciekawe nabtonkowe komorki
owodni maja rowniez na swojej powierzchni Cx26 oraz pomp¢ jodowo potasowa.
AEC moga wigc stuzy¢ jako narzedzie do leczenia patologii ucha wewnetrznego.
Badania na modelu zwierzgcym potwierdzily na tych komoérkach obecnos¢ mar-
keréw fibrocytow $limaka kostnego po 3 tygodniach od transplantacji [19, 31].

IZOLOWANE KOMORKI MEZENCHYMALNE Z BLONY OWODNI

Z blony owodni (ang. Amniotic Membran, AM), za pomocg trawienia enzy-
matycznego, mozna takze izolowa¢ mezenchymalne komorki. Wykazano, ze ko-
morki te majg wlasciwosci pluri- i multipotencjalne [6, 22, 24]. Mezenchymalne
komérki owodni (AMSC) hodowane w odpowiednich warunkach majg zdolnos¢
do réznicowania si¢ w komorki: neuronalne, serca i miedzyneuronalne.
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Komérki neuronalne

AMSCs hodowane w odpowiednich warunkach wykazywaly morfologi¢ i eks-
presje markerow charakterystycznych dlakomorek neuronalnych. Komorki te takze
wydzielaty dopaming [4]. U szczurow z ogniskowym niedotlenieniem mézgu, po
przeszczepieniu stymulowanych hAMSCs, obserwowano poprawg behawioralng.
Komorki AMSC wyznakowane BrdU znaleziono w moézgach wzdhuiz miejsca nie-
dotlenieniai w poblizu miejsca podania. Komorki te nie tylko dzielity si¢ in vivo ale
takze miaty na swojej powierzchni marker — specyficzng enolaze neuronéw (NSE).
Niezaobserwowanoglejakowaniinfiltracjilimfocytowdomiejscauszkodzenia[17].

Komérki iPS

Pierwsze ludzkie indukowane komorki pluripotencjalne iPS (ang. induced Plu-
ripotent Stem cells) uzyskano z komoérek somatycznych fibroblastow [30]. Jednak
od pewnego czasu w literaturze trwa dyskusja czy komorki te rzeczywiscie ,,prze-
programowano” czy tez od poczatku w hodowli znajdowaly si¢ komorki o cha-
rakterze komoérek embrionalnych [14, 34, 35]. Pomimo tych niejasno$ci, metoda
uzyskania iPS jest obecnie szeroko stosowana dla komorek z réznych tkanek. Ko-
morki mezenchymalne z owodni stanowig mieszang, heterogenng populacj¢ [14,
34, 35] nadajaca si¢ do przeprogramowania w indukowane komorki pluripoten-
cjalne. Kalifornijski zespol badawczy pod przewodnictwem Yang’a wprowadzit
do hAMSCs wektor zawierajacy czynniki: Oct4, Sox2, KIf2 oraz c-Myc tworzac
lini¢ komorek zwang MiPSCs. Komorki te z sukcesem przeszczepiono myszom,
jak réwniez zréznicowano in vitro w kierunku kardiomiocytow [8].

Inne komorki

Przeprowadzano takze proby réznicowania meznchymalnych komoérek owodni
do komorek endotelialnych. Pomimo, ze komorki te przyjmowaly w hodowli po-
sta¢ komorek $rédbtonka, a w Matrigel-u (mieszanina bialek o konsystencji zelu
uzyskiwana z hodowli linii komorkowej mysich migsakow) tworzyty struktury
przypominajace sie¢ naczyn krwionosnych, doktadna ich analiza wykazata, ze nie
s to dojrzate komorki srodbtonka. Ekspresja gendow proangiogennych byta obni-
zona, a czynnika von Willebranta nie znaleziono. Podwyzszeniu ulegta natomiast
ekspresja czynnikow antyangiogennych [16]. Zaobserwowane wyniki moga by¢
spowodowane znanym dla komoérek mezenchymalnych zjawiskiem mimikry. Ko-
morki te, hodowane w odpowiednich mediach, przyjmujg morfologi¢ pozadanych
komorek, bez zmiany swoich wlasciwosci epigenetycznych i fizjologicznych.
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BLONY OWODNIOWE

Badania z zastosowaniem calych blon owodniowych przeprowadzane sg za-
rowno na zwierzgtach jak i w badaniach klinicznych. Btona owodniowa natozo-
na na fragment serca szczurzego z zawatem, poprawiata funkcjonowanie serca,
a efekt ten byl zwigzany z wlasciwosciami wydzielniczymi tej blony [19].

Gtowne zastosowania kliniczne bton owodniowych majg miejsce w okulisty-
ce, oparzeniach skory, a takze w chirurgii glowy, szyi, krtani, brzucha oraz uktadu
rozrodczego.

W okulistyce

W okulistyce pierwszy opisany przypadek zastosowania bltony owodniowe]
w uszkodzeniu spojowki i zrosnigciu powiek siega roku 1940. Obecnie w oku-
listyce blony owodniowe majg zastosowanie w chirurgii skrzydlika, usunigciu
nowotworu spojowki, zrosnigciu powiek, formowaniu dna oka, rekonstrukcji
oczodotu, oparzeniach chemicznych, nie gojacych si¢ wrzodow istoty wtasciwej,
catkowitego lub czesciowego braku komodrek macierzystych rabkowych oraz bo-
lesnego zwyrodnienia pecherzykowego rogéwki. Btony owodniowe sg rowniez
uzywane w okulistyce jako rusztowania ulatwiajace regeneracje oraz — ze wzgle-
du na swoje wlasciwosci promujace reepitelializacj¢ — obnizajace stan zapalny
i wtoknienie, oraz zapobiegajace powstawaniu naczyn krwionosnych na po-
wierzchni oka [19, 28].

W dermatologii
W leczeniu chorob skory wykorzystuje si¢ takie wtasciwosci btony owodnio-
wej jak: wlasciwosci antyadhezyjne, bakteriostatyczne, ochronne w przypadku
ran, redukujace bol oraz inicjujace epitelializacj¢. Wlasciwosci te zostaty po-
twierdzone w badaniu prospektywnym u chorych z owrzodzeniem zylnym nog,
w ktorym obserwowani pacjenci odczuli zmniejszenie bolu. Zaobserwowano tak-
ze zmniejszenie wldknienia i powstawanie nabtonka w miejscu ran [19, 20].

W ginekologii
W ginekologii blony owodniowe moga mie¢ zastosowanie jako pomoc w lecze-
niu zespotu Ashermana. Choroba ta objawia si¢ powstawaniem zrostow i zwtok-
nien w endometrium. Zwioknienia te leczy si¢ histeroskopowo jednakze dodat-
kowo zastosowanie bton owodniowych polepsza regeneracj¢ endometrium [19].
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PODSUMOWANIE

Kliniczne zastosowanie btony owodniowej w okulistyce, do leczenia ran,
w tym ran oparzeniowych i chirurgii stanowi tylko niewielki procent potencjatu
jaki ma zastosowanie komorek owodni oraz blon owodniowych. Ze wzgledu na
pluri- i multipotencjalne wtasnos$ci komoérek owodniowych, oraz fakt nie tworzenia
potworniakdw po ich wszczepieniu, komorki te mogg mie¢ w przysztosci szerokie
zastosowanie w transplantologii i medycynie regeneracyjnej. Wtasciwosci immu-
nomodulujace, przeciwzapalne 1 zapobiegajace wtdknieniu majg znaczenie dla chi-
rurgii i transplantologii. Wtasciwos$ci sekrecyjne owodni — bakteriostatyczne oraz
antywirusowe — mogg takze mie¢ znaczenie w farmacji. Udane proby z mrozeniem
i przechowywaniem oraz tworzeniem linii komdérkowych iPS moga w przysztosci
pozwoli¢ na wykorzystanie tych komoérek w biotechnologii. Jednak w wigkszosci
klinik poptod (tozysko wraz z blonami ptodowymi) stanowi zbgdny material, kto-
ry w standardowych procedurach ulega utylizacji. Jest to wigc ciggle niedoceniane
i stabo wykorzystywane zrodto uniwersalnych, jak si¢ wydaje, komorek i struktur.
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