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 Abstract    
Objectives: Despite constant advances in the field of biology and medical application of human embryonic stem 
cells, the molecular mechanism of pluripotency remains largely unknown. So far, definitions of pluripotent stem 
cells (SC) have been based on a limited number of antigenic markers and have not allowed for unambiguous 
determination of the homogeneity of each subpopulation. Moreover, the use of some crucial pluripotency markers 
such as SSEA-3 and SSEA-4 has recently been questioned due to the possibility that the pattern of surface glycans 
may be changed depending on the content of the cell culture medium.

Aim: Quantitative analysis of amniotic SC subpopulations cultured in different media, based on the following 
pluripotency surface markers: SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 and TRA-1-81 expression and co-expression.

Material and methods: Immunofluorescence and fluorescence microscopy were used to identify and localize SC 
within a normal human placenta at term. The number of SSEA-4+, SSEA-3+, TRA-1-60+ and TRA-1-81+ cells and 
cells with co-expression of the above mentioned markers, cultured in media containing different protein supplements 
of animal origin, was counted by flow cytometry.
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Abbreviations: 
BSA – bovine serum albumin; ESC – embryonic stem cells; FBS – fetal 
bovine serum; hESC – human embryonic stem cells; MSC – mesenchymal 
stem cells; PBS – phosphate buffered saline; SC –stem cells; SSEA-3 and 
SSEA-4 – Stage-Specific Embryonic Antigen 3 and 4, respectively; TRA-
1-60 and TRA-1-81 – Tumor Rejection Antigen 1-60 and 1-81 respectively.

Skróty: 
BSA – albumina surowicy wołowej; ESC – embrionalne komórki macierzyste; 
FBS – płodowa surowica bydlęca; hESC – ludzkie embrionalne komórki 
macierzyste; MSC – mezenchymalne komórki macierzyste; PBS – sól 
fizjologiczna buforowana fosforanami; SC – komórki macierzyste; SSEA-3 
i SSEA-4, ang. – Stage-Specific Embryonic Antigen 3 i 4; TRA-1-60 i TRA-
1-81, ang. – Tumor Rejection Antigen 1-60 i 1-81.
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Results and conclusions: Cells with characteristics of embryonic SC were identified in the amniotic epithelium 
and the chorion, but not in the decidua basalis. Amniotic epithelium contained various types of SC, with SSEA-4+ 
as the most numerous. Disproportion in the number of SSEA-4+, SSEA-3+, TRA-1-60+ and TRA-1-81+ cells and 
cells characterized by co-expression of these antigens, as well as lack of quantitative differences between SC 
subpopulations cultured in different media, was observed. In conclusion, the amniotic epithelium is composed of 
SC at different stages of the development but human amnion might become an alternative source of SSEA-4+ 
embryonic-like SC. The composition of the evaluated media, characterized by different content of animal-derived 
proteins, does not influence the number of cells identified within the SC subpopulations. 

 Key words: / amnion / i o n  m  / 
         / ma  o  i o n  / co-expression / SSEA-3 / SSEA-4 / TRA-1-60 / 
         / TRA-1-81 / c re me ia / 

 Streszczenie
Wstęp: Mimo ciągle rosnącej wiedzy o biologii i zastosowaniach medycznych ludzkich embrionalnych komórek 
macierzystych, molekularny mechanizm utrzymujący ich pluripotencjalność pozostaje nieznany. Dotychczas 
stosowane definicje komórek pluripotencjalnych opierają się na oznaczeniach ograniczonej liczby markerów 
antygenowych i nie pozwalają na jednoznaczne określenie homogenności danej subpopulacji. Ponadto, 
zastosowanie niektórych kluczowych markerów pluripotencji, np. SSEA-3 i SSEA-4, jest obecnie kwestionowane, 
ponieważ skład powierzchniowych glikanów przypuszczalnie może się zmieniać w zależności od ich zawartości w 
podłożu hodowlanym.

Cel pracy: Celem pracy była analiza ilościowa owodniowych subpopulacji komórek macierzystych wykazujących 
ekspresję i koekspresję markerów powierzchniowych pluripotencji SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 i TRA-1-81,  
w warunkach hodowli w różnych podłożach.

Materiał i metody: Zastosowano techniki immunofluorescencyjne i mikroskopię fluorescencyjną do immunodetekcji 
i lokalizacji komórek macierzystych w prawidłowym łożysku ludzkim. Liczebność komórek SSEA-4+, SSEA-3+, TRA-
1-60+ i TRA-1-81+ oraz komórek wykazujących koekspresję tych markerów, hodowanych w podłożach różniących 
się zawartością białek pochodzenia zwierzęcego, oceniano metodą cytometrii przepływowej.

Wyniki i wnioski: Wykazano, że komórki o cechach embrionalnych komórek macierzystych występują w łożysku 
ludzkim w nabłonku owodni i w kosmówce, natomiast nie są obecne w doczesnej. Nabłonek owodni zawierał 
różne populacje komórek macierzystych, przy czym najliczniejsze były komórki SSEA-4+. Stwierdzono dysproporcje 
liczbowe w subpopulacjach komórek SSEA-4+, SSEA-3+, TRA-1-60+ i TRA-1-81+ oraz komórek wykazujących 
koekspresję tych markerów, a także brak różnic ilościowych pomiędzy subpopulacjami komórek hodowanych 
w badanych podłożach. Podsumowując, nabłonek owodni zawiera komórki macierzyste reprezentujące różne 
stadia rozwoju, ale może być atrakcyjnym źródłem komórek macierzystych SSEA-4+. Skład badanych podłoży 
hodowlanych, charakteryzujący się różną zawartością białek pochodzenia zwierzęcego nie miał wpływu na 
liczebność subpopulacji komórek macierzystych identyfikowanych w hodowli.

 Słowa kluczowe: o s o ie / owodnia / p ripo enc a ne om r i macier s e / 
                  / mar er  p ripo enc a no ci / koekspresja / SSEA-3 / SSEA-4 / 
                  / TRA-1-60 / TRA-1-81 / pod o a odow ane /
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Figure 1. Topography of the human placenta at term. The tissues in which stem cell markers were identified are shown (H-E staining). Human amnion contains mesenchymal 
sparse stromal cells and it is lined by closely packed ectodermal epithelial cells. 
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Figure 2. Immunolocalization of SSEA-4+ cells in human placenta at term. FITC (green) - anti-SSEA-4 antibody (left columns) and adequate isotypic controls (right columns) 
conjugated with FITC; TRITC (red-orange) - F-actin stained with Rhodamine phalloidin; DAPI  (blue)- cell nuclei stained with DAPI. Specific staining for SSEA-4 is shown 
separately in the left column FITC. Scale = 10 μm. 
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Figure 3. Immunolocalization of SSEA-3+ cells in human placenta at term. FITC (green) - anti-SSEA-3 antibody (left columns) and adequate isotypic controls (right columns) 
conjugated with FITC; TRITC (red-orange) - F-actin stained with Rhodamine phalloidin; DAPI (blue) - cell nuclei stained with DAPI Specific staining for SSEA-3 is shown 
separately in the left column FITC. Scale = 10 μm. 
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Figure 4. Immunolocalization of TRA-1-60+ cells in human placenta at term. FITC (green)- anti-TRA-1-60 antibody (left columns) and adequate isotypic controls (right columns) 
conjugated with FITC; TRITC  (red-orange)- F-actin stained with Rhodamine phalloidin; DAPI  (blue)- cell nuclei stained with DAPI. Specific staining for TRA-1-60 is shown 
separately in the left column FITC. Scale = 10 μm. 
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Figure 5. Immunolocalization of TRA-1-81+ cells in human placenta at term. FITC  (green)- anti-TRA-1-81 antibody (left columns) and adequate isotypic controls (right 
columns) conjugated with FITC; TRITC  (red-orange) - F-actin stained with Rhodamine phalloidin; DAPI  (blue) - cell nuclei stained with DAPI. Specific staining for TRA-1-81 is 
shown separately in the left column FITC. Scale = 10 μm. 
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Figure 6. Immunodetection of SSEA-4+, SSEA-3+, TRA-1-60+ and TRA-1-81+ cells in primary culture of amniotic cells. FITC (green) - specific antibodies (left columns) and 
adequate isotypic controls (right columns) conjugated with FITC; TRITC (red-orange) - F-actin stained with Rhodamine phalloidin; DAPI (blue) - cell nuclei stained with DAPI. 
Specific staining for SSEA-4, SSEA-3, TRA-1-60 and TRA-1-81 is shown separately in the left column FITC. Scale = 10 μm. 
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Figure 7. Flow cytometric analysis of amnion-derived cells exhibiting co-expression of SSEA-4, SSEA-3, TRA-1-60 and TRA-1-81. Arrows show the consecutive steps of the 
analysis starting from the primary culture (P1 population).  

 
Figure 8. Quantitative data of the co-expression analysis of stem cell markers 
on amnion-derived cells. The results show a number of positive-staining cells as a 
percent of primary population. Amniotic cells taken from the placenta were cultured 
in both mTeSR1 and Alpha MEM/FBS. The values are means of measurements from 
two placentas. The differences between the cultures in two different media were not 
significant. 
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Szanowni Państwo,

Z przyjemnością przedstawiamy nowy podręcznik, 
napisany przez klinicystów-praktyków, którzy w sposób 
jasny i zwięzły omawiają najważniejsze zagadnienia 
z zakresu ginekologii onkologicznej. 

Zgodnie z intencją Autorów, nie jest to szeroka analiza 
naukowa, lecz zbiór praktycznych wskazówek 
jak skutecznie rozpoznawać i leczyć nowotwory 
w oparciu o nowoczesną wiedzę. 

Mamy nadzieję, że zaproponowana formuła spotka się 
z dobrym przyjęciem i okaże przydatna w kształceniu 
podyplomowym lekarzy.
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