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Streszczenie

Abstract

Wspdlczesna medycyna coraz wigksze nadzieje poklada w niezréznicowanych komorkach progenitorowych réznego
pochodzenia i o0 réznym stopniu plastycznosci. Ich najbardziej zasobnym, odnawialnym i niekontrowersyjnym zrédtem
wydaja si¢ tkanki tozyska i krew pepowinowa. Jedyne w tej grupie komorki nablonkowe pochodza z owodni, wykorzystywanej
czesto w calosci jako allogeniczny opatrunek biologiczny. Maja one szereg niezwyklych cech, takich jak wzgledny brak
ekspresji antygenow zgodnosci tkankowej, plastycznos¢ (umozliwiajaca roznicowanie w caly szereg komorek nabtonkowych
i mezenchymalnych) oraz brak zdolnosci do nowotworzenia. Komoérki nabtonka owodni sa jedynymi nablonkowymi
komorkami tozyska. Uwaza sig, Ze nawet w donoszonej ciazy zachowuja wlasciwosci progenitorowe (pluripotencjalne).
Wynika to prawdopodobnie z faktu, iz pomijaja réznicowanie towarzyszace gastrulacji. Cechy te przejawiaja zreszta wszystkie
komorki tozyska, réznigce si¢ od komorek nabtonka owodni jedynie nienablonkowym pochodzeniem. W hodowli komérki
nabtonka owodni charakteryzuja sie duza plastycznoscia: ulegaja stymulacji do réznicowania w kierunku adypocytéw,
chondrocytéw, osteocytéow, miocytéw, kardiomiocytéw, neurocytow, komorek trzustki i hepatocytéw. Dotychczas nie
udato si¢ jednak skierowa¢ ich rozwoju w kierunku naskorka. Uzyskanie nablonka wielowarstwowego w hodowli komorek
nabfonka owodni miatoby ogromne znaczenie dla inZzynierii tkankowej opatrunkéw biologicznych. Blony owodniowe
wykorzystywane sg w tym celu od wielu lat, jednak wskutek zlozonej struktury i wymagan metabolicznych nie ulegaja
wgajaniu - wysychaja po polozeniu na powierzchni rany. Niektore badania wskazujg natomiast, ze nablonek izolowany
z owodni moglby sie wgaja¢, nadawalby sie zatem do allogenicznych przeszczepéw.

Stowa kluczowe: komorki nablonka owodni, owodnia, inzynieria tkankowa, hodowle komérkowe, opatrunki biologiczne

In the contemporary medicine, undifferentiated progenitor cells of various origin and various degree of plasticity have
become highly promising. Their most abundant, renewable and uncontroversial sources are placental tissues and
umbilical blood. The only epithelial cells in this group come from the amnion which is used as a whole as an allogenic
biological dressing. They have a range of unusual properties, such as the relative lack of histocompatibility antigens,
plasticity (enabling their differentiation into a number of epithelial and mesenchymal cells) and the lack of neoplastic
capacity. Amniotic epithelial cells are the only epithelial cells of the placenta. It is believed that they retain their progenitor
(pluripotent) properties even in term pregnancies. This probably results from the fact that they omit the differentiation
that accompanies gastrulation. Such features are typical of all placental cells which differ from amniotic epithelial cells
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only in their non-epithelial origin. In culture conditions, amniotic epithelial cells are characterized by a considerable
plasticity: they can be stimulated to differentiate into adipocytes, chondrocytes, osteocytes, myocytes, cardiomyocytes,
neurocytes, pancreatic cells and hepatocytes. To date, however, the attempts to direct their development towards the
epidermis have not been successful. Obtaining multilayer epidermis in amniotic epithelial culture would be of considerable
importance for tissue engineering of biological dressings. Amniotic membranes have been used for this purpose for many
years, but because of their complex structure and metabolic requirements, they do not heal but dry up when applied to
the wound. Some reports, however, indicate that the epithelium isolated from the amnion could be able to heal thus being
suitable for allogenic grafts.

Key words: amniotic epithelial cells, amniotic membrane, tissue engineering, cell culture, biological dressing

CoBpeMeHHas MeAMIMHA BCe GOMbINNE HA/IeX/Ibl BO3/IaTaeT Ha HefleNMMble KIeTKY-IPeleCTBeHHIKN PAa3TNnIHOTO
HPONCXOXK/IEHNA ¥ YPOBHA ITACTYHOCTH. VIX Hanbosee pacIpoCTpaHeHHbBIM, BO300OHOB/IAEMBIM ¥ HEIIPOTHBOPEUVMBBIM
VICTOYHMKOM SIB/IIFOTCS TKaHM TIJTAlleHThI ¥ ITYTIOBMHHAA KPOBb. EIMHCTBEHHbIE 13 9TOI IPYIIIbl SIIUTENMATbHbIE KIE€TKN
HPOMCXOAAT U3 AMHIOHA, YACTO UCIOIb3yeMOTO B KadecTBe a/l/IOTeHHOI 610/IorndecKoil mepessaski. OHM MMEIOT Psf
HEOOBIYHBIX 4ePT, TAKUX KaK OTHOCHTENTbHOE OTCYTCTBME SKCIIPECCUI AHTUTEHOB TMCTOCOBMECTUMOCTH, I/TACTUYHOCTD
(mosBonAIIas pasfieieHyie Ha IeNblil PAJ SIMUTeNNANbHBIX ¥ Me3eHXMMA/IbHbIX K/IeTOK) M OTCYTCTBUE CHOCOOHOCTHI
K KaHIleporeHesy. SMuTeNnanbHble KIETKI aMHMOHA AB/AKTCA e[MHCTBEHHbIMY SMUTENATbHbIE K/IeTKAMY T/TAl[eHTbI.
Cuuraercs, 4TO Jjake B [JOHOUIEHHOIN GepeMEHHOCTM OHM COXPAHSIOT CBOJCTBA KIETOK-IPe/IIeCTBEHHIKOB
(MIIOPUIIOTEHTHBIX). DTO, 1O BCeil BEPOATHOCTH, CIeAyeT 13 TOro (aKTa, YTO CBA3AHO C TEM, UTO OIYCKAIOT [ie/leHNe,
CONPOBOXXAIOILYIO FACTPY/IALMIO. DTN Y€PThl JEMOHCTPUPYIOT BCE K/IETKM I/IALIEHThI, OTIMYAIOIIIECS OT SIMUTeNNATbHbIX
K/IETOK aMHJOHA TOJIbKO HE SIMTENINaNbHbIM IPOUCXOXKIeHMeM. B BblpalMBanuy snuTennanbHble KI€TKY aMHUOHA
XapaKTepU3yITCsA BbICOKOJ ITACTUYHOCTBIO: TIOIBEPTAOTCA CTUMYINPOBAHNIO Pa3fle/ieHNs B HalIPaBIEHHN) a/[UTIOLITOB,
XOHJIPOLIMTOB, OCTEOLMTOB, MMOLUTOB, KAPJMOMUOLIMTOB, HEBPOLIUTOB, K/IETOK MOJIXKETYJOYHO JKE/IE3bI U IeTaTOLUTOB.
Jlo aTOoro BpemeHu He yAia/ioCh HAIPABUTDb UX PA3BUTHUA B CTOPOHY anujepmuca. IlonydyeHnie MHOrOC/I0MHOTO 9NMUTeNNA
B BBIPALIMBAHUY SMUTEINATbHBIX KIETOK aMHIOHA OYAyT MMeTb 0O/blIOe 3HAUEHNUE [ TKAHEBOI MHXKeHepNUn
OMOIOTMYeCKUX TIePeBA3OK. AMHMOTHYECKIe MeMOPaHbl UCTIONB3YIOTCA C TOI 11e/IbI0 YK€ MHOTHE TOJIbl, OHAKO
B CJIICTBUY C/IOXKHOM CTPYKTYPBI ¥ MeTaboMMIecKux TpeGoBaHmil He IPVKMBAIOTCA — BBICHIXAIOT IOC/IE OJI0XKEHNs Ha
HOBEPXHOCTY paHbl. HeKoTOpbIe MCCTeOBaHNA BCe Xe MOKA3bIBAIOT, UTO SIUTENNII, TOTyYeHHbII U3 aMHMOHA MOT OBl
TPVKUBATHCA, CIEOBATETbHO, TIOXOVIT ObI /IS a//IOTPAHCIIIAHTATOB.

KinroueBple coBa: snuTeNnaabHble KJIETKI aMHUOHA, AMHUOH, TKaHeBas JH)XeHepNs, BBIpAIMBaHUE KIETOK,
Ouonornyeckue mepeBAsKn

BUDOWA | WLASCIWOSCI
BLONY OWODNIOWE)J

wodnia to cienka (0,02-0,5 mm) i przezroczy-

sta blona, zbudowana z kilku warstw. Najbardziej

wewnetrzng warstwa w stosunku do jamy owodni
jest jednowarstwowy nablonek, sze$cienny badz cylindrycz-
ny, pokrywajacy gruba blone podstawna. Ponizej znajdu-
je sie tkanka laczna, ktéra sktada si¢ z warstw: zbitej, fibro-
blastow oraz gabczastej (ryc. 1). We wczesnej fazie rozwoju
zawiera ona bardzo cienkie widkna srebrochtonne, zaste-
powane kilkoma typami kolagenu produkowanego przez fi-
broblasty. Blona podstawna owodni jest jedna z najgrub-
szych blon znalezionych w ludzkiej tkance. Histochemicznie
bardzo przypomina spojowke. Dzigki swojej integralnoéci,
elastycznosci i przezroczysto$ci moze miec szerokie spek-
trum zastosowan, m.in. jako material dla zewnetrznej re-
konstrukgji galki ocznej. Jest idealnym substratem wspiera-
jacym wzrost komorek progenitorowych nablonka poprzez
przedtuzanie ich zycia i zapobieganie apoptozie!). Blo-
na owodniowa produkuje transformujacy czynnik wzro-
stu (transforming growth factor, TGF), mogacy pobudzac

DOI: 10.15557/€60.2015.0015

STRUCTURE AND PROPERTIES
OF THE AMNION

he amnion is a thin (0.02-0.5 mm) and transpar-

ent membrane that consists of several layers. The in-

nermost layer in relation to the amniotic cavity is
single-layer cuboidal or cylindrical epithelium that covers
a thick basement membrane. Below, there is the connective
tissue that consists of several layers: compact, fibroblast and
spongy (Fig. 1). At the early stage of development, it con-
tains very thin argyrophilic fibers which are replaced by sev-
eral types of collagen produced by fibroblasts. The basement
layer of the amnion is one of the thickest membranes found
in human tissues. It bears a histochemical resemblance to
the conjunctiva. Thanks to its integrity, flexibility and trans-
parency, it can be broadly used e.g. as a material for outer
ocular surface restoration. It is an ideal substrate for pro-
genitor epithelial cell culture by prolonging their lifespan
and preventing apoptosis’). The amnion produces trans-
forming growth factor (TGF) that is able to promote epithe-
lialization as well as modulate fibroblast proliferation and
differentiation®. It does not demonstrate histocompatibility
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epitelializacje, modulowa¢ rozmnazanie i réznicowanie fi-
broblastéw®®. Nie wykazuje ekspresji antygenéw zgodno-
$ci tkankowej, co pozwala na jej przeszczepianie bez dodat-
kowego stosowania immunosupresji i ryzyka odrzucenia.
Dzieki dzialaniu przeciwzapalnemu btona stymuluje proce-
sy reepitelializacji i reinerwacji®. Poza tym z tatwo$cig sie
przyjmuje — tworzy nowg blone powierzchniowa chronigcg
tkanki, ktore pokrywa. Redukuje proliferacje fibroblastow
i bliznowacenie oraz stymuluje apoptoze komorek zapal-
nych. Ma silne wlasciwosci antybakteryjne, co przektada sie
na niskie ryzyko powiktan pooperacyjnych®. Bardzo waz-
nymi cechami blony owodniowej sg tatwa dostepnos$¢ i pra-
wie nieograniczone mozliwosci jej uzyskania.

PROBY KLINICZNEGO
WYKORZYSTANIA OWODNI

Do pierwszego odnotowanego zastosowania btony owo-
dniowej w medycynie doszto juz w 1910 roku, kiedy to
Davis uzyl bton ptodowych w leczeniu oparzen termicz-
nych®. W 1913 roku Sabella wykorzystal blone w lecze-
niu oparzen i owrzodzen skory. Zaobserwowal m.in. brak
zakazen, zmniejszenie bolu i wzrost tempa reepitelializacji
uszkodzonych powierzchni skory®.

Podjeto réwniez szereg prob wykorzystania owodni przy re-
konstrukgji jamy ustnej i pecherza moczowego czy wytwa-
rzaniu sztucznej pochwy oraz w réznorodnych zabiegach
operacyjnych w obrebie glowy, szyi i jamy brzusznej.

W 1940 roku de Rotth jako pierwszy przedstawil pra-
ce, w ktdrej opisal zastosowanie btony owodniowej wraz
z kosmowka w leczeniu zrostow spojowki powiekowej
i galkowej™. Od tego czasu przeprowadzono wiele badan
- potwierdzily one uzytecznos¢ owodni w leczeniu scho-
rzen okulistycznych i ujawnily jej wyjatkowe wlasciwo-
$ci. Jednym z nowszych i bardziej interesujacych doniesien
w okulistyce byto wykorzystanie owodni jako no$nika po-
zbawionego komorek do hodowli rabkowych komoérek ma-
cierzystych. Wiadomo, iz nablonek regeneruje si¢ z pro-
genitorowych komorek macierzystych umiejscowionych

antigen expression thereby being suitable for grafting with
no additional use of immunosuppression and without a risk
of rejection. Owing to its anti-inflammatory properties, the
membrane promotes re-epithelialization and re-innervation
processes®. Moreover, it is accepted easily - it forms a new
surface layer protecting tissues underneath. It reduces fibro-
blast proliferation and scar formation, and stimulates in-
flammatory cell apoptosis. It exhibits potent antibacterial
properties, which translates to a low risk of postoperative
complications™. The availability and nearly unrestricted
possibilities of obtaining the amniotic membrane are ones
of its important features.

CLINICAL APPLICATIONS
OF THE AMNION

The amniotic membrane was used in medicine for the first
time in 1910 by Davis who treated thermal burns®. In 1913,
Sabella used the membrane for treating skin burns and ul-
cerations. He observed no infections, pain reduction and
faster epithelialization of damaged skin surfaces®.
Moreover, it was also attempted to use the amnion for the
reconstruction of the oral cavity and urinary bladder or for
producing an artificial vagina as well as in a range of surgi-
cal procedures within the head, neck and abdomen.

In 1940, de Rotth was the first to publish a paper that de-
scribed the usage of the amnion and chorion in treating
adhesions between the bulbar and palpebral conjuncti-
va?. Since then, numerous studies have been conduct-
ed which have confirmed the usefulness of the amnion in
treating ocular diseases and revealed its exceptional prop-
erties. One of the latest and more interesting reports in
the field of ophthalmology concerns the use of the amni-
on as a cell-free carrier for limbal stem cell culture. It is
known for a fact that the epithelium regenerates from pro-
genitor stem cells located near the corneal limbus. They are
a source of migrating and differentiating daughter cells.
Schwab et al. have used this method to perform limbal cell
transplantation in 18 patients with ocular surface defects;

Nabtonek — Epithelium

Btona podstawna — Basement membrane

Warstwa zbita — Compact layer

Owodnia
Amnion

Kosméwka
Chorion

Warstwa fibroblastow — Fibroblast layer

Warstwa gabczasta — Spongy layer

Warstwa komérek — Cellular layer
Warstwa siateczkowa — Reticular layer

Btona rzekomopodstawna — Pseudobasement membrane

Trofoblast — Trophoblast

Ryc. 1. Schemat dojrzalej, wielowarstwowej blony owodniowo-kosméwkowej

Fig. 1. Mature multilayer amniochorionic membrane
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w poblizu rabka (rogéwka), od ktérych migruja i réznicu-
ja sie nowe komorki potomne. Schwab i wsp. przy uzyciu
tej metody przeprowadzili przeszczep komorek rabkowych
u 18 pacjentéw z powierzchownym uszkodzeniem gatki
ocznej — 75% z nich wyleczono bez zadnych powiklan®.
Inna grupa badaczy w testach preklinicznych wykorzystata
komorki macierzyste z jednego oka, namnazajac je w labo-
ratorium na specjalnym podlozu (mikroczipie), a nastep-
nie na blonie owodniowej pozbawionej komorek. W efek-
cie zostala ona porosnieta warstwg komorek macierzystych.
Drugim waznym etapem byto kliniczne sprawdzenie funk-
cjonalnosci tak uzyskanych komoérek macierzystych na
krolikach z uszkodzong rogéwka. Dzieki autologicznemu
przeszczepowi okoto 60% krolikow skutecznie wyleczono.
Ponadto w okulistyce blone owodniowg stosowano m.in.
w leczeniu oparzen chemicznych, bliznowaciejacego zapa-
lenia spojowek, wrzodow rogéwki, pemfigoidu pecherzo-
wego, zespolu Stevensona-Johnsona, skrzydlika i cigzkich
zespoléw suchego oka®.

Nowe mozliwo$ci regeneracji chorych lub uszkodzonych
tkanek dostepne dzieki metodom inzynierii tkankowej
(tissue engineering, TE) sprawiaja, iz blona owodniowa
znajduje coraz wiecej zastosowan w medycynie. Do rekon-
strukeji uszkodzonych tkanek i narzadow stuzy zazwyczaj
metoda polegajaca na namnozeniu wyizolowanych komo-
rek z tkanki biorcy w warunkach in vitro (np. keratynocy-
tow), a nastepnie — wysianiu ich na rusztowania (skafoldy)
i dalszej hodowli. Rusztowania przygotowuje si¢ z odpo-
wiednich biozgodnych materialow, ktére ulegaja powol-
nej degradacji i resorpcji w organizmie. Wiekszo$¢ zapew-
nia hodowli tréjwymiarowa przestrzen, gdzie komorki
mogg rosnac¢ i sie dzieli¢. Podjeto szereg prob wykorzysta-
nia blony owodniowej w inzynierii tkankowej. Jej specy-
ficzna struktura i biologiczna zywotnos¢ daly podstawy,
by uznac ja za idealne zrédio do tworzenia biologiczne-
go rusztowania (po jej uprzednim przetworzeniu i usunie-
ciu komorek).

Do tej pory przeprowadzono kilka eksperymentow z uzy-
ciem blony owodniowej jako rusztowania. Wykazano
przydatno$¢ substancji zewnatrzkomorkowej (extracellu-
lar matrix, ECM) owodni w regeneracji nerwéw obwodo-
wych. Ponadto stwierdzono, iz blona owodniowa jest bio-
degradowalnym skafoldem z unikalnymi wlasciwosciami
biochemicznymi i mechanicznymi sprzyjajacymi regene-
racji nerwowej?. Przedstawiono réwniez mozliwos¢ wy-
korzystania owodni pozbawionej komoérek jako warstwy
odzywiajacej dla czgsci komorek macierzystych potrzeb-
nych do réznicowania neuronéw’. Moze ona takze stu-
zy¢ jako no$nik dla chondrocytéw i by¢ wykorzystywana
w regeneracji chrzastki®?. Podczas wysiewania komoérek
nabtonkowych i mezenchymalnych na rusztowania ko-
morkowe powstate z blony owodniowej zaobserwowano
intensywne faczenie komorek i wykazano ich zdolno$¢ do
przenikania substancji gabczastej owodniowego skafoldu.
To potencjalnie obiecujace podejscie do leczenia przed-
wezesnego pekniecia bfon ptodowych!?.

DOI: 10.15557/€60.2015.0015

the diseases were treated in 75% of patients with no com-
plications®. Other researchers have used stem cells of one
eye in preclinical tests and replicated them in a laboratory
on a special medium (microchip) and then on the acellu-
lar amniotic membrane. As a result, it became overgrown
with stem cells. The second important stage was the clin-
ical evaluation of the functionality of the stem cells ob-
tained on rabbit models with corneal defects. Thanks to
autologous skin grafts, approximately 60% of rabbits were
effectively treated. Moreover, the amniotic membrane has
been used in ophthalmology to treat: chemical burns, cic-
atricial conjunctivitis, corneal ulcers, bullous pemphigoid,
Stevenson-Johnson syndrome, pterygium and severe dry
eye syndrome®.

New possibilities of regenerating damaged or pathologi-
cally altered tissues available thanks to tissue engineering
(TE) make the amnion more and more useful in medi-
cine. Damaged tissues and organs are usually repaired us-
ing a method that consists in the in vitro multiplication
of isolated host cells (e.g. keratinocytes) followed by their
placement on scaffolds and further culture. Scaffolds are
made of appropriate biocompatible materials that undergo
slow degradation and resorption in the organism. Most of
them enable a three-dimensional culture space where cells
can grow and divide. There have been multiple attempts
of using the amniotic membrane in tissue engineering. Its
specific structure and biological viability renders it an ide-
al material for creating a biological scaffold (after its pro-
cessing and cell removal).

To date, several experiments with the use of the amnion
as a scaffold have been carried out. The amniotic extra-
cellular matrix (ECM) has been proven useful in periph-
eral nerve regeneration. Moreover, it has been established
that the amnion is a biodegradable scaffold with unique
biochemical and mechanical properties conductive to ner-
vous regeneration’?. Another paper reports the usage of
acellular amniotic membrane as a feeder layer for some
stem cells needed for neuronal differentiation?. It can
also serve as a chondrocyte carrier and may be used for
cartilage regeneration®. When inoculating amnion scaf-
folds with epithelial and mesenchymal cells, it was ob-
served that cells connected intensively and were able to
permeate the spongy layer of the scaffold. This is a poten-
tially promising approach to the treatment of premature
rupture of the fetal membranes!?.

Moreover, it has also been attempted to use the amnion
in wound healing. Allogenic amniotic grafts are current-
ly used in the treatment of severe burns, lower limb ul-
ceration as well as laryngological, urological and ophthal-
mological wounds®. Tyszkiewicz et al. have developed
a method for the processing, storing and sterilization of
human amniotic allografts prepared as biological dress-
ings for skin burns. They suggested that, following cho-
rion separation, the epithelial side of the amnion should
be placed directly on polyester. After application to the
wound, the epithelial side with the basement membrane

CURR GYNECOL ONCOL 2015, 13 (2), p. 123135
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Podjeto rowniez proby wykorzystania owodni w gojeniu
ran. Allogeniczne przeszczepy owodniowe sg obecnie uzy-
wane do leczenia cigzkich oparzen, owrzodzen konczyn
dolnych, ran laryngologicznych, urologicznych i okuli-
stycznych®™. Tyszkiewicz i wsp. opracowali metode ob-
robki, przechowywania i sterylizacji ludzkich allograf-
tow owodniowych przygotowywanych jako bioopatrunki
do pokrywania oparzen skory. Zasugerowali, aby po od-
dzieleniu kosméwki strone nablonkowg owodni umiesci¢
bezposrednio na poliestrze. Po pokryciu rany strona na-
blonkowa z blong podstawng staje si¢ strong zewnetrzng.
Pobudza ona migracje, zapewnia umocowanie i rozprze-
strzenianie si¢ komorek gospodarza, a w efekcie przyspie-
sza epitelializacje. Badacze zauwazyli, ze liofilizowane, na-
promieniane przeszczepy sa wchtaniane w ciggu kilku dni,
podczas gdy gleboko zamrozone lepiej przylegaja do rany
i utrzymuja sie do 3 tygodni po przeszczepieniu"®. In vivo
biokompatybilnos¢ blony owodniowej zostala oszacowana
przez podskoérne wszczepienie owodni pozbawionej komo-
rek myszom - na okres 3 miesiecy. Analiza probek pobra-
nych od myszy wykazata, iz owodnia pozbawiona komo-
rek ulega zasiedleniu niewielka liczbg komérek T oraz
znaczng liczbg fibroblastow, makrofagéw i komérek en-
dotelialnych, co dowiodto skutecznosci klinicznej. Bez-
komdrkowa owodnia wspomaga przyleganie i namnaza-
nie ludzkich fibroblastow i keratynocytoéw. Poza tym bfona
owodniowa moze dostarcza¢ allogenicznych komorek do
leczenia owrzodzenia stopy cukrzycowej, ubytkow rogow-
ki i ciezkich oparzen skory(©).

KOMORKI PROGENITOROWE OWODNI

Wspolczesnie zainteresowanie btong owodniowg w trans-
plantologii zmalato na korzy$¢ komoérek nabtonkowych
i mezenchymalnych owodni. Komoérki nabtonka owod-
ni, podobnie jak szereg innych komorek izolowanych
z tozyska i pepowiny, przyciggaja ostatnio uwage $wia-
ta nauki ze wzgledu na potwierdzong plastycznos¢, czy-
li zdolnos¢ do zastgpowania brakujacych komorek inne-
go rodzaju. Ta cecha charakteryzuje komorki macierzyste.
Maja one zdolnos¢ do potencjalnie nieograniczone;j liczby
podzialéw oraz réznicowania si¢ do innych typéw komo-
rek. Ze wzgledu na te wlasciwosci dzielg sie na: totipoten-
cjalne (embrionalne komorki macierzyste, wyodrebnione
z zarodka na etapie blastocysty, ktére moga dac pocza-
tek catemu organizmowi), pluripotencjalne (embrionalne
komorki macierzyste, ktére moga sie roznicowac¢ w kaz-
dy typ wyspecjalizowanej komorki, z wyjatkiem komo-
rek rozrodczych), multipotencjalne (somatyczne komorki
macierzyste, majace mozliwos$¢ stalego wytwarzania no-
wych komorek, ktore moga si¢ réznicowaé w rézne typy
komorek o podobnych wlasciwosciach), unipotencjalne,
czyli komorki prekursorowe (moga si¢ réznicowac tyl-
ko do jednego typu komorek). Biorgc pod uwage pocho-
dzenie, komorki macierzyste dzieli si¢ na somatyczne (do-
roste) i embrionalne. Embrionalne komoérki macierzyste
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becomes the outer side. It promotes migration, attachment
and spreading of host cells, thus accelerating epitheliali-
zation. The authors observed that lyophilized irradiated
grafts were resorbed within several days whereas the deep
frozen ones adhered to the wound better are persisted for
3 weeks after grafting®. The in vivo biocompatibility of
the amnion has been evaluated on the basis of subcuta-
neous cell-free amnion implantation to mice for the peri-
od of 3 months. The analysis of murine samples revealed
that the acellular amnion was settled with a low number
of T cells and a considerable number of fibroblasts, mac-
rophages and endothelial cells, which proved its clinical
efficacy. The acellular amnion supports the attachment
and proliferation of human fibroblasts and keratinocytes.
What is more, it can deliver allogenic cells to treat dia-
betic foot ulcers, corneal defects, and severe skin burns!®.

AMNIOTIC PROGENITOR CELLS

Currently, the interest in the use of the amnion in trans-
plantology has somewhat extinguished to the benefit of ep-
ithelial and mesenchymal amniotic cells. As other cells iso-
lated from the placenta and umbilicus, amniotic epithelial
cells are of interest to scientists worldwide because of their
confirmed plasticity, i.e. the ability to replace the missing
cells of a different type. This is a characteristic of stem cells.
They are capable of potentially non-restricted division and
differentiation into other cell types. Owing to these proper-
ties, they are divided into: totipotent cells (embryonic stem
cells isolated from an embryo during the blastocyst stage;
they can give rise to the entire organism), pluripotent cells
(embryonic stem cells that can differentiate into any spe-
cialized cells except for reproductive cells), multipotent cells
(somatic stem cells that have the potential to continuous-
ly create new cells which can differentiate into a variety of
cells with similar properties) and unipotent i.e. precursor
cells (which can differentiate into only one cell type). When
considering the origin, stem cells are divided into somat-
ic and embryonic ones. Embryonic stem cells can be totio-
potent (when they originate from a several-cell embryo) or
pluripotent (when they originate from the inner cell mass
of a blastocyst).

When cells of umbilical blood, amniotic fluid and um-
bilical cord are excluded, human amniotic epithelial cells
(HAEC:s) are the only non-mesenchymal fetal cells isolat-
ed from the placenta. They differentiate from the epiblast,
which is the source of all three germ layers, approximate-
ly 8 days after fertilization when it still has the pluripo-
tent properties. That is why some authors are of the opin-
ion that HAECs omit the differentiation that accompanies
gastrulation (15"-17" day) thereby retaining partial plu-
ripotency”.

A blastocyst consists of compact cells, which form the in-
ner cell mass or embryoblast, and flat cells that form the
outer layer of a blastocyst (trophoblast). The trophoblast
develops into the chorion and subsequently - the placenta.
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mogga by¢ totipotencjalne (gdy pochodza z kilkukomoérko-
wego embrionu) lub pluripotencjalne (gdy pochodza z we-
zta zarodkowego blastocysty).

Jesli nie uwzgledni si¢ komdrek krwi pepowinowej, ptynu
owodniowego i nablonka sznura pepowinowego, komor-
ki nablonkowe owodni (human amniotic epithelial cells,
HAEC) s3 jedynymi komérkami o niemezenchymalnym
pochodzeniu plodowym izolowanymi z fozyska. Roznicu-
ja si¢ one z epiblastu, ktory jest Zrédtem wszystkich trzech
listkéw zarodkowych, okoto 8. dnia po zaplodnieniu, gdy
wcigz zachowuje on wlasciwosci pluripotencjalne. Stad zda-
niem cze$ci autorow HAEC pomijaja roznicowanie towa-
rzyszace gastrulacji (15.-17. dzien), zachowujac przynaj-
mniej cze$ciowy pluripotencjalno$cé?.

Blastocysta sktada si¢ ze skupionych komorek, ktdre two-
rzg wezel zarodkowy lub embrioblast, oraz ze splaszczo-
nych komoérek utozonych na obwodzie blastocysty — stano-
wigcych trofoblast. Trofoblast przeksztalca sie w kosmdowke,
a nastepnie w tozysko. Okoto 7.-8. dnia po zaptodnieniu
rozpoczyna si¢ proces implantacji blastocysty w glab war-
stwy zbitej blony $luzowej macicy i dalszy rozwoj fozyska.
Na tym etapie rozwoju trofoblast ma dwie warstwy: we-
wnetrzng, czyli komorek cytotrofoblastu, oraz zewnetrzna,
czyli komoérek syncytiotrofoblastu. Okoto 8. dnia rozwoju
embrioblast takze roznicuje si¢ na dwie warstwy komorek:
wewnetrzng (hipoblast) oraz zewnetrzng (epiblast) (ryc. 2).
Epiblast jest Zrodtem wszystkich trzech listkow zarodko-
wych i ostatecznie ksztaltuje rozwijajacy si¢ embrion. Zaro-
dek, pepowina i nablonek owodni wywodzg si¢ z epiblastu.
W tym samym czasie szczeliny pomiedzy komdrkami cyto-
trofoblastu i epiblastu zlewajg sie w jamke — jame¢ owodni,
a pojawiajace si¢ w jej gornym biegunie komorki to komor-
ki owodniotworcze (amnioblasty). Amnioblasty wyscielaja
calg jame owodni, po czym roéznicujg si¢ do komorek na-
blonka owodni. Warstwe zewnetrzng owodni tworzy me-
zoderma pozazarodkowa, ktéra wnika miedzy trofoblast
a warstwe amnioblastow®19),

1ZOLACJA HAEC

Izolacje komérek HAEC opisano w kilku protokotach,
w ktdérych wystapily pewne réznice®. W skrocie wygla-
da ona nastepujaco: tozyska byly pozyskiwane z elektyw-
nych cie¢ cesarskich niepowikltanych cigz. Uktadano je
matczyng powierzchnig na sterylnym stoliku operacyj-
nym, nastepnie odcinano sznur pepowiny i nacinano po-
wierzchnie owodniowg tozyska na krzyz. Z kazdej czesci
zdejmowano owodnie¢ (rozpoczynano od strony potozo-
nego w $rodku kikuta pepowiny). Blony po wyptuka-
niu umieszczono na 10 minut w naczyniu z roztworem
0,05% trypsyny z kwasem etylenodiaminotetraoctowym
(EDTA) w celu usuniecia reszty krwinek. Po przelozeniu
do kolejnego naczynia z trypsyna pozostawiono je na ko-
lejne 40 minut. Po tym czasie blokowano enzym pozywka.
Jezeli liczba uzyskanych komoérek nie byta zadowalaja-
ca, blony przekladano ponownie do §wiezej trypsyny na
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About 7-8 days after fertilization, the blastocyst begins
its implantation process into a compact layer of the en-
dometrium and continuous the development of the pla-
centa. At this stage, the trophoblast consists of two layers:
inner, i.e. cytotrophoblast, and outer, i.e. syncytiotropho-
blast cells. Approximately on the 8" day of development,
the embryoblast also differentiates into two cell layers: the
inner (hypoblast) and outer (epiblast) one (Fig. 2). The epi-
blast constitutes the source of three germ layers and ulti-
mately shapes the developing embryo. The embryo, um-
bilicus and amniotic epithelium derive from the epiblast.
At the same time, gaps between cytotrophoblast and epi-
blast cells fuse to form the amniotic cavity, and cells that
appear on its upper pole are amnioblasts (amnion form-
ing cells). Amnioblasts line the entire amniotic cavity and
then differentiate into amniotic epithelial cells. The outer
amniotic layer is composed of the extraembryonic meso-
derm which reaches between the trophoblast and the am-
nioblast layer(s19,

HAEC ISOLATION

HAEC isolation has been described in several slightly dif-
fering protocols®. In short, the procedure is as follows:
term placentas were obtained from elective cesarean sec-
tion procedures terminating uncomplicated pregnancies.
They were placed on a sterile field with the maternal sur-
face facing down. Subsequently, the umbilical cord was
trimmed and an X-shaped incision was performed on the
amniotic surface of the placenta. From each part, the am-
nion was peeled (starting from the area of the umbilical
stump located in the center). After washing, amnion mem-
branes were placed in a tube with 0.05% trypsin with eth-
ylenediaminetetraacetic acid (EDTA) for 10 minutes in
order to remove the remaining blood cells. Subsequent-
ly, the amnion was transferred to another tube with tryp-
sin and incubated for 40 minutes. After this, the enzyme
was blocked with a medium. If the cell count was not sat-
isfactory, the membranes were transferred to fresh trypsin

Endoderma (hipoblast)

Endoderm (hypoblast)

Ektoderma (epiblast)

Endoderm (epiblast)

Amnioblast

Amnioblast

(ytotrofoblast

\ Oytotrophoblast

9 _— Synytiotrofoblast
) Syncytiotrophoblast
J

(+) ° /_,/”
e

Ryc. 2. Budowa ludzkiego embrionu okoto 8. dnia po zaptod-
nieniu
Fig. 2. Human embryo approximately 8 days after fertilization
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nastepne 40 minut. Odwirowany osad z obu naczyn zbie-
rano do jednej probowki i filtrowano. Wedtug autoréw
zaletg tej metody izolacji HAEC jest ich ogromna liczeb-
no$¢ (ponad 100 milionéw komorek pobranych z jednej
owodni). Hodowle komérkowe zakladano na pozywce
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) z dodat-
kiem naskorkowego czynniku wzrostu (epidermal growth
factor, EGF), na ktdrej komorki sie rozmnazaly, ujawnia-
jac typowa morfologie nablonka jednowarstwowego, sze-
$ciennego. Przed ostatecznym starzeniem komorki moz-
na bylo pasazowa¢ 2-5 razy®".

CHARAKTERYSTYKA HAEC

W hodowlach namnazajace sie HAEC tworzg populacje
komorek nabtonkowych o jednolitej morfologii. Nawet
morfologicznie homogeniczne kultury moga jednak zawie-
ra¢ typy komorek o réznym potencjale wzrostu i roznico-
wania. Swiezo po wyizolowaniu HAEC wykazuja ekspresje
takich samych markeréw powierzchniowych komorek jak
inne komorki macierzyste: SSEA-3 1 SSEA-4 (stage specific
embryonic antigen), TRA-1-60, TRA-1-81 (tumor rejection
antigen). Ponadto wykazuja ekspresje markerow charak-
terystycznych dla pluripotencjalnych komoérek macierzy-
stych: OCT-4 (octamer-binding protein 4), SOX-2 (SRY-re-
lated HMG-box gene 2) oraz biatka Nanog®?. OCT-4 jest
jednym z czynnikow transkrypcji odgrywajacych gtow-
ng role w utrzymywaniu pluripotencjalnosci i mozliwosci
samoodnowy. Nalezy do rodziny POU (Pit-Oct-Unc) re-
gulatorow transkrypcji oraz reguluje pluripotencjalnos¢
ludzkich i mysich embrionalnych komérek macierzystych
(embryonic stem cells, ESC)®. Epiblast, ktory przeadre-
sowuje poczatek rozwojowy HAEC, wykazuje ekspresje
czynnika transkrypcyjnego do momentu réznicowania.
Tamagawa i wsp. zalozyli linie komérkowe z komorek po-
chodzacych w caloéci z owodni. Linie zawieraty komorki
nablonkowe owodni i mezenchymalne fibroblasty. Zmie-
szano je nastepnie z wczesnymi mysimi komérkami za-
rodkowymi, aby utworzy¢ chimere. Rozwijajacy si¢ em-
brion utrzymano do czasu uformowania trzech listkow
zarodkowych, w ktorych komorki ksenogeniczne rozwija-
ty si¢ tak samo jak plodowe komorki gospodarza. Donie-
sienie Tamagawy to istotny dowod na istnienie pluripoten-
cjalnosci in vitro®?.

Aktywnos¢ telomerazy jest wykrywalna w ESC, MAPC
(multipotent adult progenitor cells), komdrkach zarodko-
wych i 80% probek ludzkich guzéw. Telomerazoaktyw-
ne embrionalne komorki macierzyste (human embryonic
stem cells, HESC) wstrzykniete domie$niowo myszom
z cigzkim niedoborem odpornosci tworzg guzy. Z kolei po
wstrzyknigciu 0,5-2 milionéw HAEC okoto 50 myszom
i obserwacji $rednio przez okofo 60 dni (maksymalnie
516) zaden przeszczep nie doprowadzil do rozwoju guza
u myszy z glebokim uposéledzeniem odpornosci. Wysoce
prawdopodobne, ze brak aktywnosci telomerazy w HAEC
moze sie przyczynia¢ do hamowania nowotworzenia®®.
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again for 40 minutes. The centrifuged sediment was col-
lected into one tube and filtered. The authors of this meth-
od claim that it enables a huge number of HAECs to be iso-
lated (over 100 million cells from one amnion), which is an
advantage of this method. Cell cultures were established
on a DMEM medium (Dulbecco’s Modified Eagle’s Me-
dium) supplemented with epidermal growth factor (EGF)
where cells proliferated revealing the typical morphology
of one-layer cuboidal epithelium. The cells could be sub-
cultured 2-5 times before ageing®.

HAEC CHARACTERISTICS

In culture conditions, proliferating HAECs create epitheli-
al cell populations of homogeneous morphology. However,
even morphologically homogeneous cultures can contain
cell types of various potential for growth and differentia-
tion. Directly after isolation, HAECs demonstrate the ex-
pression of the same surface markers as in other stem cells:
SSEA-3 and SSEA-4 (stage specific embryonic antigen) as
well as TRA-1-60 and TRA-1-81 (tumor rejection antigen).
Moreover, they show the expressiveness of the markers
characteristic of pluripotent stem cells: OCT-4 (octamer-
binding protein 4), SOX-2 (SRY-related HMG-box gene 2)
and Nanog protein®?. OCT-4 is one of the transcription
factors that play a key role in maintaining pluripotency
and the ability to self-regenerate. It belongs to the POU
family (Pit-Oct-Unc) of transcription regulators and reg-
ulates the pluripotency of human and murine embryonic
stem cells (ESCs)®. The epiblast, which readresses the ini-
tial development of HAECs, demonstrates the expression
of a transcription factor to the moment of differentiation.
Tamagawa et al. established cell lines of stem cells derived
entirely from the amnion. The lines contained amniotic
epithelial cells and mesenchymal fibroblasts. Subsequently,
they were mixed with early murine embryonic cells to cre-
ate a chimera. The developing embryo was sustained un-
til the formation of three germ layers in which xenogeneic
cells developed identically to the host fetal cells. The report
of Tamagawa constitutes significant evidence for the pres-
ence of in vitro pluripotency®.

The activity of telomerase is detectable in ESCs, MAPCs
(multipotent adult progenitor cells), embryonic cells and
in 80% of human tumor samples. Human embryonic stem
cells (HESC:s) that express telomerase develop into tumors
when injected intramuscularly to severely immunocom-
promised mice. By contrast, after injection of 0.5-2 mil-
lion HAEC:s to approximately 50 mice and after their ob-
servation for about 60 days (maximum 516 days), no graft
led to the development of a tumor in severely immuno-
compromised mice. It is highly likely that the lack of
telomerase activity in HAECs can contribute to the block-
ing of neoplastic processes®. A simple karyotype analysis
has shown no cytogenetic anomalies of cultured HAECs,
and their safety in transplantology has been confirmed
clinically.
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Nie stwierdzono zadnych cytogenetycznych anomalii ho-
dowlanych HAEC w prostej analizie kariotypu, a ich bez-
pieczenstwo w transplantologii zostato potwierdzone kli-
nicznie.

Badacze przeszczepili rowniez HAEC na przedramiona
ochotnikéw. Nie zauwazyli Zadnej reakeji immunologicznej,
w zadnym przypadku nie stwierdzili tez rozwoju guza®@®.
Wiadomo, iz HAEC wykazujg ekspresje monomorficzne-
go, nieklasycznego antygenu HLA-G (human leukocyte an-
tigens)?”), natomiast nie maja na swoich powierzchniach
polimorficznych antygenow zgodnosci tkankowej HLA-A,
HLA-B (klasa Ia) oraz HLA-DR (klasa I1)®®. Powstalo kilka
prac poswieconych immunogennosci HAEC. Jak wykazano,
supernatanty HAEC wytwarzaja czynniki, ktére znaczaco
hamujg aktywnos¢ chemotaktyczna neutrofilow i makrofa-
gow wzgledem MIP-2 (macrophage inflammatory protein).
Ponadto redukuja proliferacje limfocytéw T i B po mitogen-
nej stymulacji oraz pobudzajg ich apoptoze. W przeciwien-
stwie do limfocytéw makrofagi i neutrofile s3 oporne na
apoptoze indukowang przez HAEC, jednak HAEC hamu-
ja migracje makrofagéw in vitro®). Poréwnywano réwniez
efekty immunosupresyjne dwoch odrebnych typow komo-
rek macierzystych z owodni. Pomimo odmiennej morfolo-
gii i ekspresji markerowej komorki nablonkowe i mezen-
chymalne owodni majg zblizony potencjal modulacji reakcji
immunologicznych in vitro®”. Powyzsze obserwacje pro-
wadza do wniosku, ze HAEC nie s3 rozpoznawane przez
system immunologiczny oraz ze allogeniczne przeszczepy
z HAEC moga przezy¢ przez czas nieokreslony.

Na podstawie analiz immunohistochemicznych i gene-
tycznych stwierdzono, iz HAEC maja potencjal roznico-
wania sie do komorek wszystkich trzech listkow zarodko-
wych in vitro: endodermy (watroba, trzustka), mezodermy
(kardiomiocyty) i ektodermy (komdrki nerwowe)®?. Jak
dowiedli Sakuragawa i wsp., hodowlane HAEC wykazuja
ekspresje markerowa glejowych i neuronowych komérek
progenitorowych®?.

Dalsze badania w tej dziedzinie wykazaly, iz da si¢ pobu-
dzi¢ réznicowanie HAEC do komoérek mogacych syntety-
zowa¢ i uwalnia¢ acetylocholine®®?, katecholaminy®? i do-
pamine®”. Amnioblast jest przypisywany do owodniowej
ektodermy, stad tendencja HAEC do réznicowania w kie-
runku linii nerwowej (ektodermalnej). Komoérki HAEC
maja takze potencjal réznicowania w kierunku endodermy.
W 2000 roku Sakuragawa i wsp. zademonstrowali wytwa-
rzanie albuminy (Alb) i a-fetoproteiny (AFP) przez HAEC
w modelu hodowlanym i potwierdzili ich potencjal watro-
bowy®®. HAEC maja tez inne cechy komérek watrobo-
wych, np. mozliwos¢ magazynowania glikogenu, ekspresje
watrobowych czynnikow transkrypcji HNF3y (hepatocyte
nuclear factor), HNF4a, CEBPa i p (CCAAT/enhancer-
binding protein) oraz kilka genéw metabolizujacych leki
(cytochrom P450)¢”. Wei i wsp. zatozyli hodowle HAEC
z obecnoscig nikotynamidu na 2-4 tygodnie w celu stymu-
lacji réznicowania trzustkowego®. Udowodnili, iz HAEC
moga sie réznicowaé do w petni funkcjonalnych komorek
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Furthermore, scientists have also transplanted HAECs
into volunteer forearms. They did not observe any im-
mune reaction; tumor growth was not observed in any
case®. It is known that HAECs demonstrate the expres-
sion of monomorphic nonclassical HLA-G antigen (hu-
man leukocyte antigens)®, but they do not have polymor-
phic histocompatibility antigens HLA-A, HLA-B (class Ia)
or HLA-DR (class II) on their surface®. There are sever-
al papers on the immunogenicity of HAECs. It has been
demonstrated that supernatant HAECs produce factors
that considerably inhibit the chemotactic activity of neu-
trophils and macrophages with respect to MIP-2 (macro-
phage inflammatory protein). Moreover, they reduce T and
B lymphocyte proliferation following mitogenic stimula-
tion and promote their apoptosis. By contrast with lym-
phocytes, macrophages and neutrophils are resistant to
HAEC-induced apoptosis, but HAECs inhibit macro-
phage migration in vitro®). Moreover, immunosuppres-
sive effects of two separate amniotic stem cell types have
been compared. Despite different morphology and mark-
er expression, amniotic epithelial and mesenchymal cells
present a similar potential to modulate immune reactions
in vitro®?. The observations discussed above lead to a con-
clusion that HAECs are not recognized by the immune
system and that allogenic grafts with HAECs can have an
unspecified lifespan.

Based on immunohistochemical and genetic analyses, it has
been concluded that HAEC can differentiate in vitro into
cells of all three germ layers: endoderm (liver, pancreas),
mesoderm (cardiomyocytes) and ectoderm (neurons)©V.
Sakuragawa et al. have demonstrated that cultured HAECs
show marker expression of glial and neuronal progenitor
cells®?.

Other studies in this area have revealed that HAECs can
be stimulated to differentiate into cells that can synthe-
size and release acetylcholine®®, catecholamines®* and
dopamine®. An amnioblast is associated with the amni-
otic ectoderm and therefore HAECs tend to differentiate
towards the nerve lineage (ectoderm). HAECs also have
a potential to differentiate into the endoderm. In 2000,
Sakuragawa et al. demonstrated the production of albu-
min (Alb) and a-fetoprotein (AFP) by cultured HAECs
and confirmed their hepatic potential®®. HAECs also ex-
hibit other features of hepatocytes, such as the ability to
store glycogen as well as the expression of hepatic tran-
scription factors: HNF3y (hepatocyte nuclear factor),
HNF4a, CEBPa and B (CCAAT/enhancer-binding pro-
tein) and several drug metabolizing genes (cytochrome
P450)®7). Wei et al. established a culture of HAECs with
nicotinamide for 2-4 weeks in order to stimulate pancre-
atic differentiation®®. They have proven that HAECs can
differentiate in vitro to fully functional insulin producing
cells. The transplantation of HAECs demonstrating insu-
lin expression to mice with streptozotocin-induced dia-
betes compensated for hyperglycemia and corrected body
weight®®. In an analogous experiment, HAMSCs (human
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produkujacych insuline in vitro. Przeszczepienie HAEC wy-
kazujacych insulinows ekspresje myszom z cukrzycg indu-
kowang streptozotocyna wyréwnalo hiperglikemie i mase
ciata®®. W analogicznie przeprowadzonym doswiadczeniu
HAMSC (human amniotic mesenchymal stromal cells) byty
nieaktywne, co potwierdza multipotencjalnos¢ HAEC. Po-
nadto istnieje mozliwos¢ réznicowania HAEC w kierunku
komorek pochodzenia mezodermalnego, np. do miocytow,
osteocytow, adypocytéw. Miki i wsp. po raz pierwszy za-
stosowali w hodowli HAEC takie same warunki jak pod-
czas indukcji réznicowania HESC w kierunku kardio-
miocytéw®). Cho¢ nie przeprowadzono funkcjonalnych
analiz, kardiomiocyty wywodzace si¢ z nablonka owodni
wykazywaly ekspresje kardiospecyficznych gendéw i biatka
a-aktyniny.

Bardzo wazng cecha HAEC jest ich tatwa biologiczna do-
stepnos¢. To wazne zZrédto komorek macierzystych do ce-
16w transplantacyjnych, ktére nie wywoluje etycznych, reli-
gijnych ani politycznych kontrowersji. Lozysko po porodzie
jest traktowane jako produkt odpadowy, a przeciez zgod-
nie z wyzej wymienionymi doniesieniami mogloby stano-
wi¢ niezwykly biologiczny material wtorny.

KLINICZNE MOZLIWOSCI
ZASTOSOWANIA HAEC

Perspektywy klinicznego wykorzystania HAEC wydaja sie
ogromne. Naukowcy z Instytutu Biochemii w Szanghaju
dokonali transfekcji HAEC z glejopochodnym czynnikiem
neurotroficznym (glial cell-line derived neurotrophic factor,
GDNF), jak rowniez z genem zielonego bialka fluoryzuja-
cego (enhanced green fluorescent protein, EGFP) za pomo-
ca wektorow lentiwirusowych. Komarki te zostaly nastep-
nie przeszczepione do mézgow szczurdéw z przejéciowym
zatorem tetnicy $rodkowej. HAEC migrowaly do obsza-
réw niedokrwionych oraz znaczaco zlagodzily zaburzenia
czynnosci behawioralnych i zmniejszyly rozmiar niedo-
krwienia®?. Ze wzgledu na niektére wlasciwosci zblizone
do komorek nerwowych i glejowych HAEC byly testowa-
ne pod katem mozliwo$ci naprawy uszkodzen rdzenia kre-
gowego u malp i szczuréw. Znakowane komorki przeszcze-
piono do uszkodzonych miejsc w rdzeniu kregowym. Efekty
analizowano 15 i 60 dni po przeszczepieniu. Aksony bior-
cy przenikaty przeszczepione komorki HAEC. W miejscach
uszkodzonych nie wyksztalcita sie¢ blizna glejowa. Z tych pi-
lotazowych badan wynika, ze HAEC przezywaja w $rodo-
wisku, do ktdrego zostaly przeszczepione. Poza tym wspie-
raja wzrost aksonow biorcy oraz zapobiegaja tworzeniu si¢
blizny glejowej i $mierci komérek nerwowych®. Jak juz
wspomniano, HAEC majg potencjal réznicowania si¢ do
komorek syntetyzujacych katecholaminy, m.in. dopamine
(DA). W ten sposdb prowadzono badania nad mozliwo$cia
wykorzystania HAEC jako donatora dopaminy w lecze-
niu choroby Parkinsona. Analizowano produkcje dopami-
ny przez HAEC in vitro, przezywalnos¢ i funkcjonowa-
nie przeszczepionych komérek nabtonkowych owodni na
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amniotic mesenchymal stromal cells) were inactive, which
confirms the multipotency of HAECs. Moreover, HAECs
can also differentiate into mesodermal cells, e.g. myocytes,
osteocytes and adipocytes. Miki et al. were the first to con-
duct an HAEC culture in conditions identical to those in
inducing HESC differentiation into cardiomyocytes®?.
Although functional analyses have not been conducted,
cardiomyocytes originating from the amniotic epitheli-
um demonstrated the expression of cardio-specific genes
and a-actinin.

The fact that HAECs are easily available is their very im-
portant feature. This is an important source of stem cells
for transplantation purposes that does not evoke ethical,
religious or political controversy. The placenta following
labor is treated as a waste product. However, the above-
mentioned reports indicate that it could be an exception-
al secondary biological material.

CLINICAL APPLICATIONS
OF HAECs

The possibilities of the clinical use of HAECs are great.
The researchers from the Institute of Biochemistry in
Shanghai have transfected HAECs with glial cell-line de-
rived neurotrophic factor (GDNF) and with enhanced
green fluorescent protein (EGFP) using lentiviral vectors.
These cells were then transplanted into the brains of rats
with transient middle cerebral artery occlusion. The HAECs
migrated to the ischemic areas, and significantly ameliorat-
ed behavioral dysfunction and reduced the volume of isch-
emia“?. Owing to some properties similar to neurons and
glial cells, HAECs have been tested for their ability to re-
pair spinal cord injuries in monkeys and rats. The labeled
cells were transplanted into the damaged areas in the spinal
cord. The effects were analyzed after 15 and 60 days post-
transplantation. The HAEC graft was penetrated by the host
axons. There was no glial scar at the damaged site. This pi-
lot study indicates that HAECs survive in the environment
to which they are transplanted. Moreover, they support the
growth of host axons and prevent the formation of a gli-
al scar and nerve cell death®V. As has already been men-
tioned, HAECs have a potential to differentiate into cells
that synthesize catecholamines, including dopamine (DA).
It has been therefore investigated whether HAECs as dopa-
mine donators can be used in the treatment of Parkinson’s
disease. In vitro dopamine production by HAECs as well as
survival and functionality of amniotic epithelial cell grafts
were tested on the rat model with Parkinson’s disease. Am-
niotic epithelial cells transduced with Escherichia coli lacZ
(beta-gal) gene were transplanted to the dopamine-free stri-
atum of rats that had previously been subjected to immu-
nosuppression. Two weeks later, HAECs were found to have
survived with no signs of overgrowth, and beta-gal-posi-
tive cells were detected in the transplanted material. The re-
sults obtained evidently suggest that dopamine producing
HAECs can survive in the brain and improve its function®.
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szczurzym modelu choroby Parkinsona. Transdukowane
ze znakowanym genem Escherichia coli lacZ (beta-gal) ko-
morki nablonkowe owodni przeszczepiono do opréznione-
go z dopaminy prazkowia szczuréw poddanych wczeéniej
immunosupresji. Dwa tygodnie pozniej stwierdzono prze-
trwanie HAEC bez cech przerostu oraz wykazano obecnos¢
beta-gal-dodatnich komdrek wewnatrz przeszczepionego
materiatu. Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja, iz HAEC
produkujace dopamine moga przezy¢ w mozgu i poprawic
jego funkcjonowanie®?.

W badaniach klinicznych przeprowadzono prébe wyko-
rzystania HAEC w odbudowie uszkodzonej powierzchni
galki ocznej. U pacjentdw z dlugotrwalym uszkodzeniem
nablonka rogéwki opornym na leczenie zastosowano ko-
lagenowe ostonki na rogéwke zawierajace HAEC, podtrzy-
mywane przez migkkie soczewki kontaktowe. Po 72 godzi-
nach kolagenowe ostonki ulegty wchtonieciu, a soczewki
kontaktowe usunieto. Takie postepowanie stosowano co
tydzien, az do uzyskania wygojenia. Grupe kontrolng sta-
nowili ci sami pacjenci, ktérym tydzien wczesniej zatozo-
no kolagenowe ostonki niezawierajace HAEC. U chorych,
ktorych leczono ostonkami z HAEC, nastapifo zagojenie
rogéwki, podczas gdy w grupie kontrolnej nie zaobserwo-
wano poprawy“?. Kolejng préba klinicznego wykorzysta-
nia HAEC bylo ich przeszczepienie pacjentom z réznymi
lizosomalnymi chorobami spichrzeniowymi. W przypadku
choroby Gauchera zaobserwowano kliniczng poprawe wraz
ze wzrostem beta-glukozydazy. U pacjentéw z innymi cho-
robami spichrzeniowymi poprawa nie wystapita, co sktania
do dalszych badan w tym kierunku®?.

Komoérki nablonkowe owodni sg juz wykorzystywane w in-
zynierii tkankowej, przyktadowo podczas tworzenia tzw.
warstw komorkowych CS (cell sheets). Konfluentna war-
stwa komorek w hodowli tradycyjnej nie moze by¢ oddzie-
lana od dna naczynia inaczej niz przez trawienie enzymem
niszczacym jej spoisto$¢. W celu uzyskania warstwy nie-
rozdzielonych komdrek opracowano nowa metode pokrycia
powierzchni hodowli z wykorzystaniem elastycznego bial-
ka na bazie polimeru. Poprzez obnizenie temperatury przy
dodatkowej pomocy blony PVDEF (polyvinylidene difluoride,
polifluorek winylidenu) mozna zdja¢ pierwszorzedowa war-
stwe komorkowq z pokrytej powierzchni. Odzyskang war-
stwe HAEC mozna przenosi¢é, przylepiac i rozmnazaé na
kolejnych powierzchniach®, np. na kolagenowo-wi6kni-
kowej biomatrycy, zaprojektowanej w celu leczenia przed-
wczesnego pekniecia blon ptodowych™®.

Dotychczas udalo si¢ wykaza¢, ze HAEC w warunkach ho-
dowli przyjmuja cze¢$¢ cech adypocytéw, chondrocytow,
osteocytow, miocytow, kardiomiocytow, neurocytéw, ko-
morek trzustki i hepatocytow, ale nie podjeto préb kierun-
kowania hodowlanych HAEC do keratynocytéw. Udowod-
niono jednak, Ze moga one roéznicowa¢ sie w tym kierunku
in vivo“®. Wykazano réwniez, iz blizniacze im komérki na-
blonka sznura pepowinowego moga wykazywac cze$¢ cech
komérek naskérka, m.in. po przeszczepieniu na mysz“”.
Zagadnienie to ma potencjalnie duze znaczenie kliniczne,
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Furthermore, the role of HAECs in the restoration of the
damaged eyeball has been evaluated in clinical trials. Pa-
tients with persistent and therapy-refractory corneal de-
fects were treated with collagen shields containing HAECs
supported by soft contact lenses. The collagen shields were
absorbed by 72 hours, and the contact lenses were re-
moved. This procedure was repeated every week until heal-
ing was observed. A control group consisted of the same
patients who had collagen shields without HAECs placed
a week before the actual treatment. The cornea of patients
treated with the use of HAEC shields healed whereas no
improvement was observed in the controls“?. Another at-
tempt of a clinical use of HAECs was their transplanta-
tion into patients with various lysosomal storage diseases.
In Gaucher disease, the treatment resulted in a clinical im-
provement with an increase in beta-glucosidase. No im-
provement was observed in patients with other storage dis-
orders, which prompts further studies in this area®?.
Amniotic epithelial cells are already being used in tissue
engineering, for instance for making so-called cell sheets
(CS). The confluent cell layer in a conventional culture
can be detached from the vascular bed only by digestion
with an enzyme that damages its integrity. In order to ob-
tain unseparated cells, a novel method for culture surface
coating with elastic protein-based polymer has been devel-
oped. By reducing the temperature using a polyvinylidene
difluoride (PVDF) membrane, the primary cell sheet can
be detached from the coated surface. The recovered HAEC
sheet can be transferred and can adhere and proliferate on
subsequent surfaces®?, e.g. on a collagen and fibrin bio-
matrix designed for the treatment of premature rupture
of membranes®“.

To date, it has been demonstrated that cultured HAECs
adopt certain features of adipocytes, chondrocytes, osteo-
cytes, myocytes, cardiomyocytes, neurocytes, pancreatic
cells and hepatocytes, but there have been no attempts to
direct their differentiation towards keratinocytes. Howev-
er, it has been proven that such a differentiation is possible
in vivot®). It has also been shown that their equivalent um-
bilical cord epithelial cells of rats can have certain epider-
mal features e.g. when transplanted into mice”. Potential-
ly, this problem is of high clinical significance since HAECs
exhibit immunomodulating properties and could become
a valuable source of allogenic material for tissue engineer-
ing. Assuming that they can differentiate into epidermal
cells, HAECs could function as the basic epithelial tissue
used in skin substitutes.

It is common knowledge that numerous stem cells are ca-
pable of crossing beyond their own tissue barrier and even
their germ layer. For example, stem cells of the dermis can,
in appropriate conditions, restore the circulatory system
and blood“?. It is believed that the destiny of stem cells pri-
marily depends on their surroundings and only secondari-
ly on gene expression. Stem cells are stored in the neigh-
borhood of the basement membranes of adjacent cells and
extracellular matrix. Such an environment, called a niche,

CURR GYNECOL ONCOL 2015, 13 (2), p. 123135




Wiasciwosci i kliniczne mozliwosci zastosowania ludzkich komorek nabtonka owodni (HAEC)
Properties and clinical application of human amniotic epithelial cells (HAEC)

poniewaz komorki HAEC wykazujg wlasciwosci immuno-
modulacyjne, stad tez moglyby sie¢ sta¢ wartosciowym zro-
dfem materialu allogenicznego do inzynierii tkankowej.
Przy zalozeniu, ze mozliwe jest ich réznicowanie w kierun-
ku naskorka, komorki HAEC petnityby funkcje podstawo-
wej tkanki nablonkowej wykorzystywanej w substytutach
skory.

Powszechnie wiadomo, iz wiele komoérek macierzystych
ma zdolno$¢ przekraczania bariery swojej tkanki, a na-
wet listka zarodkowego. Na przyktad komorki macierzyste
skory wlasciwej w odpowiednich warunkach odbudowu-
ja uklad krwiotworczy i krew*®). Uwaza sie, ze los komorek
macierzystych zalezy przede wszystkim od ich otoczenia,
a w mniejszym stopniu od ekspresji genowej. Komorki ma-
cierzyste sg przechowywane w sasiedztwie bton podstaw-
nych komorek otaczajacych i substancji zewnatrzkomor-
kowej. Taka okolica, zwana nisza, podtrzymuje i umozliwia
teoretycznie nieskonczone podziaty kilku somatycznych
komorek macierzystych®). Nisze komoérek macierzystych
naskorka znajduja si¢ w mieszkach wlosowych w okolicy
okre$lanej jako wybrzuszenie®. W ich sasiedztwie znajdu-
ja sie rowniez komorki macierzyste skory wlasciwej. Ostat-
nie badania naukowe dowodza, iz genetycznie znakowane
komorki macierzyste mieszkow wlosowych moga odtwa-
rza¢ wszystkie kompartmenty skory i jej przydatkow®">2.
Stad tez ogromne zainteresowanie komérkami HAEC jako
potencjalnym zrédlem komorek macierzystych oraz wska-
zywanie na ich kluczowg role w morfogenezie skory i jej
przydatkéw®?).

Komoérki HAEC moga wytwarza¢ wiele biologicznie ak-
tywnych substancji. Produkujg m.in. wcze$niej wspomnia-
ne katecholaminy, acetylocholing i czynnik neurotroficz-
ny, jak réwniez prostaglandyny®?, transformujacy czynnik
wzrostu (TGF-a)®?, czynnik martwicy nowotwordw (tumor
necrosis factor, TNF), interferony oraz interleukiny (IL-4,
IL-8)¢%. Tsubota i wsp. oraz Tseng i wsp. dowiedli, iz prze-
szczepy komorek HAEC poprawiaja gojenie powierzch-
ni galki ocznej poddanej chirurgii rekonstrukcyjnej. Me-
chanizm tego procesu nie zostal ostatecznie wyjasniony.
Czeé¢ badaczy uznaje, iz komorki HAEC wykazuja ekspre-
sje mRNA dla réznych czynnikéw wzrostu, w tym naskor-
kowego czynnika wzrostu (epidermal growth factor, EGF)
i czynnika wzrostu keratynocytow (keratinocyte growth fac-
tor, KGF), ktore stymuluja proliferacje keratynocytow i wy-
twarzanie nablonka®*. Dlatego tez hipoteza, iz komorki
HAEC moglyby odgrywac role podstawowej tkanki na-
blonkowej wykorzystywanej w substytutach skory, wyda-
je sie coraz bardziej zasadna.

Komorkom HAEC poswigca si¢ duzo uwagi rowniez dlate-
g0, iz mogg pelni¢ funkcje komorek odzywiajacych (feeder
layers) oraz stanowi¢ podloze dla rozwoju réznych typow
komorek macierzystych. Wytwarzaja np. warstwe odzywia-
jaca, ktora wspiera wzrastanie nablonkowych, progenitoro-
wych komoérek rabkowych ex vivo®. Komorki odzywiajace
HAEC wykazujg takze zdolno$¢ utrzymywania embrio-
nalnych komoérek macierzystych (embryonic stem, ES)
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supports and enables theoretically infinite divisions of sev-
eral somatic stem cells“?). Epidermal stem cell niches are
located in hair follicles in the area defined as a bulge®.
They are surrounded by stem cells of the dermis. The latest
research proves that genetically labelled stem cells of hair
follicles can restore all skin compartments and appendag-
es®192), That is the reason for such a great interest in HAECs
as a potential source of stem cells and for highlighting their
crucial role in the morphogenesis of the skin and its ap-
pendages®.

HAEC:s can produce multiple biologically active substances.
Among others, they produce already mentioned catechol-
amines, acetylcholine and neurotrophic factors as well as
prostaglandins®?, transforming growth factor (TGF-a)®,
tumor necrosis factor (TNF), interferons and interleukins
(IL-4, IL-8)©®. Tsubota et al. and Tseng et al. have demon-
strated that HAEC grafts facilitate ocular surface healing af-
ter repair surgeries. The mechanism of this process has not
been fully elucidated. Some researchers believe that HAECs
exhibit mRNA expression for various growth factors, in-
cluding epidermal growth factor (EGF) and keratinocyte
growth factor (KGF), which promote keratinocyte prolifer-
ation and epidermis formation®”*. That is why the hypoth-
esis that HAECs could play a role of the basic epithelial tis-
sue used in skin substitutes seems justified.

HAEC cells are given a lot of attention also because they
can hold the function of feeder layers and be a medium for
the growth of various types of stem cells. For instance, they
produce a feeder layer that promotes the ex vivo expan-
sion of limbal epithelial progenitor cells®”. Moreover, feed-
er HAECs demonstrate the ability to maintain embryonic
stem (ES) cells in an undifferentiated state?. Additionally,
they have been proven to accelerate the differentiation into
neurons and speed up axon growth. The latest reports sug-
gest that HAECs can be treated as components of a neural
stem cell (NSC) niche®V.

There are few Polish reports from HAEC studies, which en-
courages investigations in this area. Szukiewicz et al. inves-
tigated B-defensin 3 (HBD-3) production by amniotic ep-
ithelial cells after activation of TLR4 (toll-like receptor) in
chorioamnionitis. The latest reports suggest that the pla-
cental part of the amnion functions as an active barrier that
reacts to pathogenic factors by the toll-like receptor. TLR4
identifies lipopolysaccharide (LPS), an endotoxin associat-
ed with Gram-negative bacteria. HAECs produce antibacte-
rial B-defensin, particularly HBD-3. The study material was
divided into two groups. Group 1 (n = 12) consisted of fe-
tal membranes obtained from pregnancies complicated with
premature rupture of membranes, and group 2 (n = 12) in-
cluded fetal membranes obtained from term pregnancies
terminated with a cesarean section. The concentration of
HBD-3 considerably increased in group 1 compared with
group 2, whereas the basic values of HBD-3 without LPS
were similar in both groups. These results suggest that LPS
induces TLR-4 in chorioamnionitis, and its activation causes
increased HBD-3 production by amniotic epithelial cells®?.
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w niezroznicowanym stanie®”. Udowodniono poza tym, iz
przyspieszaja roznicowanie w kierunku neuronéw i wzrost
neurytéw. Ostatnie doniesienia sugerujg, ze wolno potrak-
towa¢ HAEC jako komponent niszy nerwowych komorek
macierzystych (neural stem cells, NSC)©V.

Literatura polska dotyczaca HAEC jest skapa, co sprzyja za-
interesowaniu pracami badawczymi dotyczacymi tej tema-
tyki. Szukiewicz i wsp. badali wytwarzanie B-defensyny 3
(HBD-3) przez komoérki nablonkowe owodni po aktywa-
cji TLR4 (toll-like receptor) w stanach zapalnych kosmoéwki
i owodni. Ostatnie doniesienia sugeruja, iz fozyskowa czes¢
owodni pelni funkcje aktywnej bariery, reagujacej na czyn-
niki chorobotworcze przez toll-like receptor. TLR4 rozpo-
znaje za$ lipopolisacharyd (LPS), endotoksyne kojarzona
z bakteriami Gram-ujemnymi. HAEC produkujg antybak-
teryjna B-defensyne, w szczegdlnosci HBD-3. Badany ma-
terial podzielono na dwie grupy. Grupe I (n = 12) stanowily
blony ptodowe z cigz powiklanych zapaleniem z przedwcze-
snym peknieciem bton ptodowych, grupe II (n = 12) - blo-
ny plodowe z ciaz fizjologicznych, donoszonych, ukonczo-
nych cesarskim cigciem. Stezenie HBD-3 znaczaco wzrosto
w grupie I w poréwnaniu z grupa II, podczas gdy warto$ci
podstawowe HBD-3 bez LPS byly podobne w obu grupach.
Wyniki te sygnalizujg, iz LPS indukuje receptor TLR-4 w za-
paleniu kosmoéwki i owodni, a jego aktywacja jest przyczy-
ng wzrostu produkcji HBD-3 przez komdrki nablonkowe
owodni®.

Do tej pory zadne komorki macierzyste nie wykazywaly
zdolnosci réznicowania sie in vitro do terapeutycznie uzy-
tecznych typow komdrek badz tez ich réznicowanie si¢ nie
bylo wystarczajaco kontrolowane. Potrzebne sg zatem dal-
sze badania w tym kierunku. Ze wzgledu na unikalne cechy,
takie jak tatwa biologiczna dostepno$¢ niebudzaca etycz-
nych kontrowersji, pluripotencjalnos¢, niska immunogen-
no$¢ i brak nowotworzenia, komdrki macierzyste pocho-
dzace z nablonka owodni wydaja si¢ obiecujacym zrdédiem
komorek w inzynierii tkankowej.
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