® Postepy Hig Med Dosw (online), 2011; 65: 124-132 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received:  2010.12.21
Accepted:  2011.01.28
Published: 2011.02.24

Review

Mezenchymalne komorki macierzyste narzedziem
terapeutycznym w regeneracii tkanek i narzadow

Mesenchymal stem cells as a therapeutic tool in tissue
and organ regeneration

Anna Bajek?, Joanna Olkowska®, Tomasz Drewa'2

1 Zaktad Inzynierii Tkankowej Katedry Biologii Medycznej, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy,
UMK Torun
2 0ddziat Urologii Onkologicznej, Centrum Onkologii, Bydgoszcz

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Inzynieria tkankowa to dziedzina interdyscyplinarna, ktérej metody stwarzaja nowe mozliwo-
Sci regeneracji chorych i uszkodzonych tkanek, wykorzystujac przy tym wiele réznych typow
komorek, w tym komérki macierzyste. W inzynierii tkankowej i medycynie regeneracyjnej naj-
wigkszym zainteresowaniem ciesza si¢ somatyczne komoérki macierzyste, sposréd ktérych naj-
wigcej uwagi poswigca si¢ mezenchymalnym komérkom macierzystym — MSC (mesenchymal
stem cells) wyizolowanym ze szpiku kostnego. Mezenchymalne komoérki macierzyste szpiku
kostnego sa potencjalnym Zrédtem komoérek progenitorowych dla osteoblastow, chondroblastéw,
adipocytéw, migsni szkieletowych i kardiomiocytow. Wykazano takze, iz komorki te moga réz-
nicowac si¢ w komorki linii ekto- i endodermalnej np. komorki neuronalne, komorki gleju, ke-
ratynocyty i hepatocyty. Dostgpnos¢ autologicznych komérek MSC, ich potencjat proliferacyjny
oraz zdolnos¢ do wielokierunkowego réznicowania czynia je doskonatym narzedziem inzynie-
rii tkankowej i medycyny regeneracyjnej. Celem pracy jest przedstawienie charakterystyki i wy-
branych wiasciwosci biologicznych mezenchymalnych komdérek macierzystych izolowanych ze
szpiku kostnego.

mezenchymalne komorki macierzyste szpiku kostnego ¢ inzynieria tkankowa ¢ medycyna
regeneracyjna
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Summary

Tissue engineering is an interdisciplinary field that offers new opportunities for regeneration of
diseased and damaged tissue with the use of many different cell types,including adult stem cells.
In tissue engineering and regenerative medicine the most popular are mesenchymal stem cells
(MSCs) isolated from bone marrow. Bone marrow mesenchymal stem cells are a potential source
of progenitor cells for osteoblasts, chondroblasts, adipocytes, skeletal muscles and cardiomyocy-
tes. It has also been shown that these cells can differentiate into ecto- and endodermal cells, e.g.
neuronal cells, glial cells, keratinocytes and hepatocytes. The availability of autologous MSCs,
their proliferative potential and multilineage differentiation capacity make them an excellent tool
for tissue engineering and regenerative medicine. The aim of this publication is to present cha-
racteristic and biological properties of mesenchymal stem cells isolated from bone marrow.

bone marrow mesenchymal stem cells ¢ tissue engineering * regenerative medicine
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,Inzynieria tkankowa to interdyscyplinarna dziedzina, kt6-
ra stosuje zasady rzadzace inzynieria i hodowla komoérek
w celu wytworzenia biologicznych materiatéw zastepczych,
mogacych odbudowad, utrzymac lub poprawi¢ funkcje tka-
nek” [44]. Metody inzynierii tkankowej stwarzaja nowe moz-
liwosci regeneracji chorych i uszkodzonych tkanek, znajdu-
jac tym samym coraz szersze zastosowanie w medycynie.
Inzynieria tkankowa zajmuje trzecie miejsce wsrdd dyscy-
plin zajmujacych si¢ regeneracja tkanek, po transplantacji
narzaddw i chirurgii plastycznej. Przeszczepianie wyhodo-
wanych in vitro struktur tkankowopodobnych nie stwarza
tylu probleméw klinicznych, ile przeszczepianie narzadéw
pobranych od dawcéw zmartych badZ zywych. Nie wyma-
ga stosowania w wigkszosci przypadkéw lekéw immuno-
supresyjnych, bowiem przeszczepiona tkanka najczesciej
pochodzi z hodowanych komoérek autologicznych [74].

W inzynierii tkankowej wykorzystuje si¢ wiele réznych ty-
poéw komorek, obecnie jednak najwigcej uwagi po§wigca
si¢ komdrkom macierzystym. Komorki macierzyste defi-
niuje si¢ jako nisko zréznicowane, zdolne do samoodnowy
iréznicowania si¢ w jeden lub wigcej typéw wyspecjalizo-
wanych komérek [66,69]. Klasyfikacja komdrek macierzy-
stych opiera si¢ na ich potencjale do réznicowania w inne
komorki, tkanki, narzady czy tez caty organizm.

Totipotencjalne komdrki macierzyste moga dac¢ poczatek
calemu organizmowi, pluripotencjalne moga réznicowac
si¢ w kazdy typ komorki; nie sg jednak w stanie wytwo-
rzy¢ tozyska i catego organizmu. Multipotencjalne komor-
ki macierzyste to takie, ktore réznicuja si¢ w rézne typy
komorek, na ogét pochodzace z jednego listka zarodko-
wego, a unipotencjalne tylko w jeden typ komorki [49].

W inzynierii tkankowej i medycynie regeneracyjnej, inter-
dyscyplinarnej dziedzinie wspomagajacej procesy gojenia
i naprawy tkanek, najwigkszym zainteresowaniem ciesza
si¢ mezenchymalne komérki macierzyste — MSC (mesen-
chymal stem cells) wyizolowane ze szpiku kostnego [16].

Dostgpnos¢ autologicznych komoérek, potencjat prolife-
racyjny, zdolnos¢ do wielokierunkowego réznicowania
i wzgledy etyczne sa decydujacymi czynnikami odgry-
wajacymi role przy wyborze odpowiedniego typu komo-
rek do badan i leczenia.

SZPIK KOSTNY ZRODLEM KOMOREK MACIERZYSTYCH

Zrédet i typéw komérek wykorzystywanych do regenera-
cji tkanek i narzadow jest wiele. Sa to dojrzate zréznico-
wane komorki, swoiste tkankowo komdrki progenitorowe,

w réznym stopniu zréznicowane komorki macierzyste oraz
potencjalnie embrionalne komoérki macierzyste i induko-
wane pluripotencjalne komorki macierzyste.

Szpik kostny jest heterogennym srodowiskiem komoérko-
wym sktadajacym sie¢ z hematopoetycznych i niehema-
topoetycznych komoérek macierzystych [69]. Grupa nie-
hematopoetycznych komoérek macierzystych jest réwniez
heterogenna. Oprécz mezenchymalnych komoérek ma-
cierzystych (MSC) podejrzewa sig istnienie w szpiku
kostnym progenitorowych komérek endotelialnych, mul-
tipotencjalnych komérek progenitorowych dorostego or-
ganizmu MAPCs (multipotential adult progenitor cells)
i bardzo matych embrionalnopodobnych komérek macie-
rzystych VSEL (very small embryonic-like stem cells) [63].
Mezenchymalne komoérki macierzyste szpiku kostnego sa
potencjalnym Zrédtem komérek progenitorowych dla oste-
oblastéw, chondroblastéw, adipocytéw, migsni szkieleto-
wych i kardiomiocytéw [9,11,12,15,33]. Wykazano takze,
iz komorki te moga réznicowac si¢ w komorki linii ekto-
i endodermalnej np. komérki neuronalne, komérki gleju,
keratynocyty i hepatocyty [5,11,18].

Przeszczepy szpiku kostnego sa od wielu lat skuteczna
metoda leczenia m.in. indukowanej aplazji szpiku po che-
mioterapii oraz zespotow mielodysplastycznych, a proces
izolowania komérek odbywa sig¢ bez wigkszych trudnosci.
Dlatego tez szpik kostny jest szczegdlnie dobrym Zrédtem
komérek do potencjalnego stosowania w leczeniu wielu in-
nych choréb [51,77].

|ZOLACJA, PROLIFERACJA | MOLEKULARNA CHARAKTERYSTYKA
MEZENCHYMALNYCH KOMOREK MACIERZYSTYCH

Obecnos¢é niehematopoetycznych komoérek macierzystych
w szpiku kostnym zostala zasugerowana przez niemieckie-
go patologa Josepha Cohnheima przed 130 laty. Niezbitych
dowodow na to, iz szpik kostny zawiera komérki zdolne
do réznicowania si¢ w fibroblasty i inne komoérki pocho-
dzace ze Srodkowego listka zarodkowego dostarczyta pra-
ca Friedensteina i wsp. [26].

Termin ,,mezenchymalne komoérki macierzyste szpiku kost-
nego” (MSC) jest powszechnie uzywany do opisywania ro-
snacych w warstwie (adherentnych) komoérek izolowanych
ze szpiku kostnego, ktére wykazuja ekspresj¢ m.in. takich
antygenéw, jak: CD73, CD90 i CD105 oraz nie wykazuja
ekspresji antygenéw hematopoetycznych. Cecha tych ko-
morek jest zdolnos¢ do réznicowania si¢ in vitro w oste-
oblasty, adipocyty i chondrocyty [35,84]. Termin ten zo-
stat spopularyzowany przez Caplana, ktory po raz pierwszy
opisat izolacj¢ mezenchymalnych komérek macierzystych
z hodowanej in vitro calej frakcji szpiku kostnego [8].
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ZRODLA MEZENCHYMALNYCH KOMOREK MACIERZYSTYCH ORAZ
METODY ICH IZOLACJI

Mezenchymalne komérki macierzyste izoluje sig¢ z podscieli-
ska szpiku kostnego, a ich odsetek stanowi 0,01-0,0001% jed-
nojadrzastych komoérek szpiku i zmniejsza si¢ wraz z wiekiem
[1,15,18,33]. Najwigksza liczba mezenchymalnych komérek
macierzystych szpiku wystepuje u noworodkéw, a u doro-
stych powyzej 80 roku zycia obniza si¢ o potowe [3,22,81].

Szpik kostny jest najczesciej badanym i wykorzystywanym
Zrédtem mezenchymalnych komérek macierzystych, aczkol-
wiek komorki o podobnej morfologii i charakterystyce wy-
izolowano réwniez z krwi obwodowej, tkanki tluszczowej,
skory, kosci beleczkowatej, krwi ptodowej, a takze z ptuc,
watroby, krwi pgpowinowej i tozyska [33,48]. Najlepiej po-
znanymi sa ludzkie MSC, jednakze komdrki te zidentyfiko-
wano réwniez u myszy, Swinki morskiej, krolika, psa, §wi-
ni i szczura [84]. Opracowano wiele metod izolacji, jednak
najczesciej wykorzystuje si¢ wtasciwosci adherentne komé-
rek macierzystych szpiku w odréznieniu od komérek hema-
topoetycznych, ktére usuwane sa wraz z kolejnymi zmiana-
mi pozywki hodowlanej. Komérki, ktére ulegaja adhezji do
powierzchni naczynia hodowlanego wykazuja fibroblasto-
podobna morfologie i rozwijaja si¢ w symetryczne kolonie.

CHARAKTERYSTYKA WZROSTU MEZENCHYMALNYCH KOMOREK
MACIERZYSTYCH

Poczatkowe zaggszczenie hodowli ma duzy wptyw nie
tylko na wzrost MSC, ale takze na ich morfologi¢ [78].
‘Wzrost mezenchymalnych komérek macierzystych w wa-
runkach in vitro charakteryzuje si¢ na podstawie wystgpo-
wania trzech faz: fazy poczatkowej (lag), ktéra trwa 3—4
dni, fazy gwaltownego wzrostu (log) i fazy statego wzro-
stu (plateau) [6,14]. Mezenchymalne komorki macierzy-
ste in vitro moga by¢ pasazowane ograniczong liczbg razy
(okoto 8-15 pasazy), co odpowiada 25—40-krotnym po-
dwojeniu populacji, po czym starzeja si¢ i przestaja proli-
ferowac [84]. Uwaza sig, ze ograniczona dlugos¢ zycia me-
zenchymalnych komérek macierzystych w hodowli in vitro
wynika, podobnie jak w przypadku komérek zréznicowa-
nych, z braku aktywnosci telomerazy [80]. Manipulacje
genetyczne pozwalajace na zachowanie dlugoterminowe;j
hodowli komérek MSC polegaja na wprowadzeniu genu
odwrotnej transkryptazy i uzyskaniu reekspresji ludzkiej
telomerazy (hTERT). Podkresli¢ nalezy jednak, ze dtugo-
terminowa hodowla uniesmiertelnionych mezenchymalnych
komorek macierzystych moze prowadzi¢ do nowotworze-
nia. Odkrycie macierzystych komérek nowotworowych po-
zwala sadzié, iz geneza powstawania nowotworéw moze
by¢ niekontrolowana proliferacja komoérek macierzystych
w zréznicowanych tkankach [10,69,76].

Jednak badania cyklu komérkowego MSC wskazuja, iz naj-
wyzej okoto 10% populacji komoérek znajduje si¢ w fazie
S. G2 i M, a ogromna wigkszos¢ pozostaje w fazie GO/G1
cyklu komérkowego [13]. Prawidtowy kariotyp komoérek
macierzystych jest stabilny nawet po 12 pasazu [58].

PobziALY KOMOREK MACIERZYSTYCH

Komérki macierzyste podlegaja podzialom symetrycz-
nym i asymetrycznym. Podziat symetryczny prowadzi

do powstania dwoch identycznych komérek potomnych.
Powstate komoérki moga pozosta¢ komérkami macierzy-
stymi, albo przeksztatcajg si¢ w komoérki réznicujace sie,
co zmniejsza pulg komoérek macierzystych o okreslonym
stopniu zréznicowania. Powszechnie przyjeta teoria jest
teoria podziatéw asymetrycznych, ktére umozliwiaja za-
chowanie stalej liczby komoérek macierzystych. Po podzia-
le jedna z komoérek potomnych pozostaje w niszy komodrek
macierzystych, a druga ulega réznicowaniu [52]. Inng teo-
rig podziatu komérek macierzystych zaproponowana po-
nad 50 lat temu jest selekcja klonalna, ktéra zaktada state
uwalnianie komérek macierzystych, ktére nastgpnie ule-
gaja podzialom symetrycznym i réznicowaniu si¢ [36].

FENOTYP MEZENCHYMALNYCH KOMOREK MACIERZYSTYCH

Ekspresja genéw w wyizolowanych ze szpiku kostnego me-
zenchymalnych komérkach macierzystych oraz fenotyp
tych komérek zmienia si¢ w trakcie trwania hodowli w wa-
runkach in vitro. Dotad nie zidentyfikowano uniwersalnego
i swoistego antygenu charakterystycznego dla mezenchymal-
nych komérek macierzystych. Dlatego tez fenotyp komérek
opisywany jest na podstawie ekspresji wielu markeréw po-
wierzchniowych. Komérki mezenchymalne nie maja na swo-
jej powierzchni hematopoetycznych i endotelialnych marke-
réw, takich jak CD11b, CD14, CD31, CD 34, CD45 [1,84].
Sa charakteryzowane jako niehematopoetyczne, ktére moga
by¢ identyfikowane przez nastgpujace antygeny: CD44, SH-4
(CD73), CDY0, SH-2 (CD105), CD117 (c-kit), SH-3 (CD166)
i STRO-1 [1,84]. Molekularna charakterystyke mezenchy-
malnych komérek macierzystych przedstawiono w tabeli 1.

Wyniki wielu do§wiadczen wskazuja na koniecznos¢ sto-
sowania kombinacji kilku markeréw w celu izolacji czystej
populacji multipotencjalnych MSC. Proponuje sig zastoso-
wanie zestawu nastgpujacych znacznikéw: CD105 i CD73,
CD166 1 CD105 oraz STRO-1, Thy-1, CD49, CD10i CD146
[3]. Ekspresja niektorych markeréw moze si¢ zmieniaé¢ w wa-
runkach hodowli in vitro, w odpowiedzi na r6zne warunki
hodowli, w tym liczbg¢ pasazy. Przyktadem antygenu, kt6-
ry jest nieobecny na MSC uzyskanych z hodowli in vitro,
ale ktdry ulega ekspresji na ptodowych MSC pochodzacych
z ptuc, jest CD34 [3,17,81]. Wskazuje to mozliwos¢ zmiany
ekspresji réznych antygenéw w czasie dojrzewania mezen-
chymalnych komérek macierzystych, co dodatkowo utrud-
nia ich identyfikacje i utrzymanie jednorodnych hodowli.

B10L0GICZNE FUNKCJE ORAZ NISZA MEZENCHYMALNYCH KOMOREK
MACIERZYSTYCH

Wsréd wielu biologicznych funkeji mezenchymalnych ko-
morek macierzystych szpiku kostnego na uwage zastuguje
immunomodulujacy mechanizm dziatania tych komoérek.
Sa one zdolne do hamowania proliferacji limfocytéw cy-
totoksycznych oraz komérek NK [11,56]. MSC wykazuja
ekspresj¢ MHC I klasy, nie wykazuja ekspresji MHC II
klasy, a takze nie maja receptoréw kostymulujacych CD80
i CD86, niemogac tym samym pelni¢ funkcji komérek pre-
zentujacych antygen [3,5,9,22,34]. Doktadny mechanizm
lezacy u podstaw modulowania odpowiedzi immunolo-
gicznej przez MSC nie zostat dostatecznie wyjasniony.

Niewiele wiadomo réwniez o umiejscowieniu i naturze
niezréznicowanych multipotencjalnych mezenchymalnych

126



Bajek A. i wsp. - Mezenchymalne komérki macierzyste narzedziem...

Tabela 1. Wybrane cechy mezenchymalnych komdrek macierzystych szpiku kostnego: ekspresja antygendw, receptoréw cytokin, czasteczek adhezyjnych,

produkty cytokin i czasteczek macierzy [50,60,73]

Typ znacznika

0Oznaczane antygeny, receptory, czasteczki adhezyjne,
produkty cytokin i czasteczki macierzy

Swoiste antygeny

SH2 (CD105), SH3/SH4 (CD73), STRO-1,

a-aktyna miesni gtadkich, Thy-1(CD90), (D34 (tylko w $wiezym szpiku), Sca-1

Cytokiny i czynniki wzrostu stymulujace
wzrost komérek MSC
SCF (stem cell factor),

interleukiny: 1a,6,7,8,11,12,14i15
LIF (leukemia inhibitory factor),

GM-CSF (granulocyte/macrophage colony stimulating factor),
G-CSF (granulocyte colony stimulating factor),
M-CSF (macrophage colony stimulating factor)

Receptory cytokin
i czynnikow wzrostu

IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R, LIFR (CD118), SCFR (CD117), G-CSFR (CD114),
IFN-yR (interferon y receptor),

TGF-BIR (transforming growth factor B | receptor), bFGFR (basic fibroblast growth factor receptor),
PDGFR (platelet derived growth factor receptor), EGFR (epidermal growth factor receptor)

(zasteczki adhezyjne

integryny: avp3, avB5

ICAM-1(CD54), ICAM-2 (CD102), VCAM-1 (CD106), ALCAM-T (CD166),

L-selektyna, (D44

komorek macierzystych. Komérki te identyfikuje si¢ w wie-
lu tkankach w specjalnych przestrzeniach zwanych ,,nisza-
mi komérek macierzystych”, ktére stanowia ich rezerwuar.
Komorki macierzyste pozostaja nieaktywne mitotycznie,
zdolne do proliferacji pod wptywem urazu, choroby czy
skutkéw starzenia [58]. Ulegaja takze cyklicznym podzia-
tom w warunkach fizjologicznych. Hipotezg o istnieniu ni-
szy komérek macierzystych szpiku kostnego po raz pierw-
szy zaproponowal Shofield [71]. Badania anatomicznego
rozmieszczenia MSC wewnatrz szpiku kostnego dowio-
dty, iz komorki sa umiejscowione w bliskim sasiedztwie
srodkostnej [3]. Nie wyjasniono takze w jaki spos6b me-
zenchymalne komdrki macierzyste pozostaja w stanie nie-
zréznicowanym. Wiele wynikéw badan wskazuje na to, ze
m.in. szlak sygnatowy Wnt/B-katenina decyduje o tym,
czy komorki pozostana niezréznicowane, czy zaczna si¢
réznicowad [67].

PLASTYCZNOSG KOMOREK MACIERZYSTYCH

Jednym z najbardziej kontrowersyjnych a zarazem niezwy-
kle ciekawych zagadnien jest plastycznos¢ komérek macie-
rzystych [39]. Dyskusja nad pojeciem plastycznosci ma dtu-
g4 historig, zwlaszcza w biologii ewolucyjnej. Odkrycie, iz
komorki macierzyste moga réznicowac si¢ zaréwno w ko-
morki charakterystyczne dla tkanki, w obregbie ktorej sie
znajduja, jak i w inne rodzaje komorek, zrodzito potrzebe
wyjasnienia tych zjawisk [53]. Plastycznos¢ jest to zdol-
nos¢ komorek macierzystych do przekroczenia bariery jej
pochodzenia z okreslonego listka zarodkowego i przyjecie
fenotypu komérki innej tkanki lub innego listka zarodkowe-
go. Innymi stowy plastyczno$¢ mozna okresli¢ jako niesta-
bilnos¢ fenotypowa komorki [85]. W takim ujeciu defini-
cja plastycznos$ci obejmuje prawdopodobnie takie procesy
jak odréznicowanie (dedyferencjacje), przeréznicowanie
(transdyferencjacje), fuzje komorek, metaplazje oraz we-
dréwke komoérek pluripotencjalnych [21,70,72,75]. Z po-
wodu braku $cisle zdefiniowanych markeréw swoistych dla
danego typu komorki czy stopnia jej zréznicowania, nie

udowodniono, ktére z wyzej wymienionych zjawisk wy-
jasnia pojecie plastycznosci i czy wszystkie one sktadaja
si¢ na zjawisko plastycznosci.

Mezenchymalne komérki macierzyste szpiku kostnego
ulegaja typowemu réznicowaniu w komoérki pochodzenia
mezodermalnego: osteocyty, adipocyty i chondrocyty oraz
komorki migsniowe [12,22,47,64]. Wykazano rowniez, iz
moga réznicowac si¢ in vitro w kardiomiocyty, a takze
w komorki linii niemezodermalnej, takie jak hepatocyty,
komérki wytwarzajace insuling, keratynocyty, komoérki na-
btonka jelitowego i neurony [45,51]. Mechanizmy prowa-
dzace do tak szerokich mozliwosci réznicowania si¢ MSC
sg stabo poznane i dlatego obserwacje te sa Zrédlem wie-
lu kontrowersji.

Transdyferencjacja jest powszechnie uzywanym terminem
opisujacym zmiany fenotypowe komorek. Czgsto obserwo-
wanym w klinice obrazem transdyferencjacji jest metapla-
zja [7]. Metaplazja oznacza zmiang jednego typu komérki
(badzZ tkanki) w inny [24]. Opierajac si¢ na takiej definicji
metaplazji, a tym samym i transdyferencjacji, mozna zary-
zykowa¢ stwierdzenie, iz komoérka macierzysta danej tkan-
ki moze si¢ przeksztaltci¢ w tej tkance w rézne inne typy
komorek. Transdyferencjacja i metaplazja zwiagzane sg ze
zmiang profilu ekspresji genéw, a co za tym idzie, ze zmia-
nami morfologicznymi i czynnosciowymi komoérek [24].
Na poziomie molekularnym wynika to najprawdopodobnie;j
ze zmiany ekspresji gtéwnych genéw (tzw. ,,master switch
genes”), ktére kontrolujg réznicowanie komérek w czasie
proceséw rozwojowych [70]. Jednym z pierwszych, ktéry
okreslit pojecie transdyferencjacji byt Okada, ktéry zdefi-
niowat je jako przeprogramowanie komorki zréznicowane;j
w inna komoérke zréznicowang pochodzaca z odmiennego
listka zarodkowego [54]. Nie wiadomo, czy transdyferen-
cjacja dotyczy tak waskiej grupy zjawisk, czy tez mozna
ja rozszerzy¢ do przeprogramowania w obrgbie jednego
listka zarodkowego. Obecnie uwaza sig, iz termin ten jest
bardziej ogdlny i dotyczy réwniez plastycznosci komorek
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macierzystych. Opisuje on przemiang jednego typu komor-
ki w inna, wilaczajac wewngtrzne procesy przebiegajace
mig¢dzy komérkami macierzystymi [24,70]. Koncepcja ta
zmienia powszechne myslenie, iz ostatecznie zréznicowa-
na komérka nie podlega zmianom fenotypu.

Procesy prowadzace komérke do przeréznicowania nie
zostaty dostatecznie opisane. Nie wiadomo, czy do prze-
roznicowania konieczne jest wczesniejsze odréznicowa-
nie komorki polegajace na zmianie fenotypu, struktury cy-
toszkieletu oraz wyciszeniu ekspresji okreslonych genéw
[2,72]. Stosunkowo fatwo mozna zaobserwowaé zmiany
fenotypu, przebiegajace podczas transdyferencjacji, w po-
réwnaniu do zmian zachodzacych w obrebie chromatyny.
Przer6znicowanie zachodzi czesto czeSciowo lub niekom-
pletnie prowadzac do mieszanego fenotypu [2]. Poznanie
zwiazku miedzy wplywem czynnikéw zewnegtrznych na
funkcje gendw a ich ekspresja pozwoli by¢ moze na pre-
cyzyjne regulowanie procesu transdyferencjacji.

Transdyferencjacje¢ trudno obserwowa¢ w warunkach in
vitro, co wynika z trudnosci udowodnienia tego zjawiska
dostgpnymi metodami analiz morfologii komérek oraz ich
fenotypu [65]. Badania w warunkach in vivo dowodza jed-
nak, iz mozliwe jest eksperymentalne zainicjowanie prze-
réznicowania mezenchymalnych komdérek macierzystych
w komoérki nerwowe lub w hepatocyty [2,38]. Najbardzie;j
znanym przyktadem transdyferencjacji jest zmiana feno-
typu komdrek migsni gltadkich w komérki miegsni szkie-
letowych podczas rozwoju przetyku oraz zmiana fenoty-
pu komoérek siatkowki w komorki epitelialne soczewki po
urazie oka u traszki [21].

Plastycznos¢ komdrek macierzystych mozna réwniez thu-
maczy¢ hipoteza méwiaca o niejednorodnosci populacji
komoérek macierzystych uzyskanych do badan [19]. Wsréd
unipotencjalnych komdrek macierzystych regenerujacych
dany narzad moga potencjalnie znajdowa¢ si¢ takze inne po-
pulacje komoérek macierzystych bedace na réznym stopniu
zréznicowania [62,84]. Uwaza si¢, ze sa to rzadkie popula-
cje komérek, zaréwno multipotencjalnych, jak i pluripoten-
cjalnych [61]. Prawdopodobnie komérki te ,,zanieczyszcza-
ja” hodowle mezenchymalnych komdérek macierzystych i to
one podlegaja réznicowaniu w komérki innych listkéw za-
rodkowych [40]. Kilka lat temu zesp6t prof. M. Ratajczaka
zidentyfikowal w szpiku kostnym, §ledzionie i grasicy ko-
morki pluripotencjalne (nazwane przez nich bardzo maty-
mi embrionalnopodobnymi — VSEL), ktére wykazuja po-
dobne cechy do komérek linii zarodkowej [43]. Komoérki
wykazujace ekspresje markeréw charakterystycznych dla
embrionalnych komdérek macierzystych opisano takze w in-
nych niehematopoetycznych narzadach i tkankach, takich
jak skoéra, migsien sercowy, trzustka, jadra, siatkéwka oraz
ptyn owodniowy [42].

Nie udato si¢ jeszcze udowodnié istnienia komoérek plu-
ripotencjalnych w kazdej tkance organizmu w zwiazku
z tym wskazuje si¢ mozliwos¢ wedréwki tychze komoérek
do miejsc docelowych, tj. do uszkodzonych tkanek czy na-
rzadéw. Hipotezg t¢ potwierdza réwniez trudnos$¢ w zdefi-
niowaniu niszy komérek macierzystych w obrgbie kazdej
tkanki. Sugeruje si¢, ze komorki pluripotencjalne znajdu-
ja sig¢ m.in. w szpiku kostnym, a pod wptywem uszkodze-
nia tkanki i/lub narzadu zaczynaja migrowac stajac si¢

jednoczesnie Zrédlem komdérek macierzystych potrzebnych
do regeneracji [43]. Dowoddéw dostarczaja badania wskazu-
jace na przenikanie komérek macierzystych szpiku kostnego
do krwi obwodowej w odpowiedzi na uszkodzenie narza-
dow czy podanie odpowiednich cytokin przed pobraniem
komérek macierzystych do przeszczepienia [40,45,63,86].
Uszkodzone narzady wydzielaja rézne czynniki np. FGF-2,
VEGEF, ktére dziataja chemotaktycznie na komérki pluri-
potencjalne [41]. Wedtug tej koncepcji komdrki macierzy-
ste wedruja do miejsca uszkodzenia. Najprawdopodobniej
dzieje si¢ to za przyczyna chemokin i ich receptoréw, ktére
sq waznymi czynnikami kontrolujacymi migracj¢ komorek
[9,45]. Liczba niehematopoetycznych pluripotencjalnych
komoérek macierzystych w krwi obwodowej rosnie po za-
wale serca i udarze mézgu, a takze w czasie uszkodzenia
migsni szkieletowych, nerek, watroby oraz urazéw kost-
nych [30,86]. Potwierdzono hipoteze o zwigkszonej licz-
bie krazacych komdérek macierzystych u pacjentéw, ktérym
przeszczepiono watrobe, nerki, serce lub ptuca [21]. W sta-
nie réwnowagi dynamicznej niewiele wielopotencjalnych
komorek macierzystych krazy migdzy szpikiem kostnym
a tkankami obwodowymi [41]. Kolonizacja przez pluripo-
tencjalne komorki macierzyste szpiku kostnego w czasie
rozwoju moze by¢ realnym wytlumaczeniem plastyczno-
Sci komdrek macierzystych i ttumaczy¢ ich wszechobec-
nos¢ w tkankach dorostego organizmu [43].

Badanie wedrowki komérek macierzystych w organizmie
jest niestety utrudnione brakiem dostatecznie czutej me-
tody umozliwiajacej przyzyciowa detekcje przeszczepio-
nych komérek macierzystych, co nie dostarcza dowodéw
potwierdzajacych teze o komoérkach macierzystych i ich
udziale w zjawisku plastycznosci.

Kolejna proponowana koncepcja thumaczaca plastycznosé
komorek macierzystych jest fuzja komoérek. Fuzja komo-
rek naturalnie wystgpuje w organizmach wielokomoérko-
wych, obserwowana jest réwniez w warunkach chorobo-
wych, indukowanych m.in. zakazeniem bakteryjnym [46].
Fuzja komérek moze byé réwniez indukowana w warun-
kach in vitro. Wyniki opublikowane przez grupy nieza-
leznych badaczy wskazuja, iz hematopoetyczne komorki
macierzyste lub monocyty dawcy moga si¢ taczy¢ ze zréz-
nicowanymi komérkami w tkankach biorcy. Prowadzi to
do powstania komorek tetraploidalnych, ktére wykazuja
ekspresje markeréw powierzchniowych i cytoplazmatycz-
nych charakterystycznych dla obu komoérek rodzicielskich
[43,79]. Wyniki badan hodowli taczonych (co-cultures)
embrionalnych komoérek macierzystych z neuronalnymi
komoérkami macierzystymi lub szpiku kostnego ujawni-
ly spontaniczne powstawanie pluripotencjalnych komé-
rek hybrydowych, aczkolwiek czgstos¢ tego zjawiska jest
niezwykle niska (1:10000—1:100000 neuronalnych komé-
rek macierzystych oraz 1:100000—1000000 komérek szpi-
ku kostnego) [20,27]. Niemniej jednak podkresla to moz-
liwo$¢ uzyskania przez komoérki macierzyste dorostego
organizmu wigkszego potencjatu do réznicowania w wy-
niku fuzji z komdérkami stabiej zréznicowanymi.

Wyniki badan nad fuzja komodrek sa sprzeczne.
Hematopoetyczne komoérki macierzyste sa liczne w krwi
pepowinowej i obwodowej, wigc jesli zjawisko fuzji byto-
by powszechne, wiele narzadéw zawieraloby komérki poli-
ploidalne, co poza mig¢sniami szkieletowymi i watroba nie
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Tabela 2. Wybrane czynniki requlujace réznicowanie mezenchymalnych komérek macierzystych

Biologiczne i chemiczne czynniki réznicujace

Kierunek réznicowania

TGF-B chondrocyty, miocyty gtadkie

IGF-1 chondrocyty

bFGF chondrocyty, osteoblasty, neurony

EGF chondrocyty

PDGF chondrocyty, miofibroblasty, miocyty gtadkie
VEGF komérki endotelialne

BMP-12 cenocyty
Deksametazon+izobutylometyloksantyna-+indometacyna+insulina adipocyty

Kwas askorhinowy chondrocyty

B-glicerofosforan

osteoblasty

5azacytydyna kardiomiocyty
Kwas linolowy oligodendrocyty, neurony
DMSO0-+deksametazon astrocyty

zostato udokumentowane [59]. Zjawiska fuzji nie obser-
wuje si¢ réwniez po przeszczepieniu szpiku kostnego [32].
Sugeruje sig, ze fuzja moze by¢ spowodowana ztymi wa-
runkami hodowli komérek i eksponowaniem ich na dziata-
nie réznych czynnikéw selekcyjnych [4,23]. Inni uwazaja,
ze fuzja mozliwa jest tylko migdzy komoérkami, ktére na-
turalnie wystgpuja w postaci komoérczakéw [68]. Komorki
powstate w wyniku fuzji wykazuja mniejsza stabilnos¢ ge-
netyczng oraz wolny cykl komérkowy. Fuzja moze row-
niez prowadzi¢ do nowotworzenia [79,82]. Fuzja komé-
rek wydaje si¢ niezwykle rzadkim zjawiskiem, zwlaszcza
in vivo 1 niewystarczajacym wyjasnieniem plastycznosci
komorek [27,31].

KIERUNKI | KONTROLA ROZNICOWANIA MEZENCHYMALNYCH
KOMOREK MACIERZYSTYCH SZPIKU KOSTNEGO

Réznicowanie mezenchymalnych komérek macierzystych
w warunkach in vitro w okreslonym kierunku wymaga za-
stosowania swoistych czynnikéw wzrostu lub zwigzkéw
chemicznych o wtasciwosciach réznicujacych. Wybrane
czynniki determinujace réznicowanie MSC przedstawio-
no w tabeli 2.

Czynniki wzrostu, ktére moduluja réznicowanie mezenchy-
malnych komoérek macierzystych, to m.in. rodzina czynni-
kéw TGF-B (TGF-B1, TGF-B2 i TGF-$3), a takze biatka
morfogenetyczne kosci (BMP). W badaniach nad ludzki-
mi MSC stwierdzono, ze TGF-B2 i TGF-B3 sa bardziej ak-
tywne niz TGF-B1. Po stymulacji TGF-B2 i TGF-3 ob-
serwowano wzmozong syntez¢ proteoglikanéw i kolagenu
typu II. Biatko morfogenetyczne kosci 2, 4 1 6 uczestniczy
w réznicowaniu MSC w kierunku tkanki chrzg¢stnej [45].

Oprdcz swoistych czynnikéw wzrostu w réznicowaniu od-
grywaja réwniez role inne czynniki, takie jak deksametazon,
insulina, indometacyna, 5’azacytydyna. MSC hodowane

w obecnosci 5’azacytydyny réznicuja si¢ w mioblasty, kt6-
re taczac sie daja poczatek kurczacym sig rytmicznie mio-
tubulom [9,12,33,45]. Suplementacja Srodowiska hodowli
nikotynoamidem i B-merkaptoetanolem indukuje réznico-
wanie si¢ szczurzych mezenchymalnych komérek macie-
rzystych w komérki podobne do komérek B wysepek trzust-
kowych, natomiast dodatek DMSO powoduje powstawanie
komérek neuronopodobnych [33,45,57].

Réznicowanie komérek w warunkach in vitro jest ograni-
czone wieloma czynnikami. Nie udowodniono, iz réznico-
wanie w warunkach in vitro odzwierciedla ten sam proces
w warunkach in vivo. Wydaje sig, iz Sciezka przekazywa-
nia sygnatu kontrolujacego réznicowanie mezenchymal-
nych komoérek macierzystych jest bardziej ztozona w wa-
runkach in vivo [28]. Niemniej jednak hodowla komoérek
in vitro daje ogromne mozliwosci badania potencjatu me-
zenchymalnych komérek macierzystych.

Zdolnos¢ komérek macierzystych do przeksztatcania sig
w wiele rodzajéw komérek budujacych organizm jest ich
unikatowa cecha. Znajomos¢ czynnikéw nadajacych ko-
morkom macierzystym taki potencjat do réznicowania jest
bardzo wazna.

Szlak sygnalizacyjny Wnt/p-katenina zapewnia komor-
kom macierzystym zdolno$¢ do samoodnawiania populacji
iutrzymuje je w stanie niezréznicowanym. Biatka z rodzi-
ny Wnt odgrywaja gléwna role w regulowaniu cyklu zycio-
wego komérek. Uczestnicza w kontrolowaniu proliferacji
komorek, ich réznicowaniu i apoptozie [37]. Biatka Wnt sa
rodzing biatek konserwatywnych dziatajacych w mechani-
zmie auto- i parakrynnym. Ich biologiczna funkcja wywo-
lywana jest poprzez zwiazanie si¢ z receptorem znajduja-
cym si¢ na powierzchni komoérek sasiednich, wchodzacych
w sktad niszy komdrek macierzystych. Fibroblasty, komor-
ki endotelialne i otaczajace mikrosrodowisko wptywaja na
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funkcje komdrek macierzystych [49]. Receptorami biatek
Wnt sa biatka z rodziny Frizzled [64]. Zwiazanie biatek
Wnt z receptorem Frizzled powoduje aktywacje biatek
z rodziny Dsh (Dishevelld) zapobiegajac tym samym de-
gradacji cytoplazmatycznej B-kateniny. W wyniku tej ak-
tywacji B-katenina jest stabilizowana i kierowana do jadra
komoérkowego, gdzie wspétdziatajac z czynnikami trans-
krypcyjnymi indukuje transkrypcj¢ genéw docelowych
[37]. Obecnie znanych jest ponad 100 genéw kontrolowa-
nych przez szlak Wnt/B-katenina [64]. Wywolywanie od-
powiedzi biologicznej poprzez aktywacje podstawowego
szlaku Wnt zalezy od stanu komérek macierzystych oraz od
ich srodowiska, ktére moze wptywac na aktywacje biatek
Wnt w czasie rozwoju komérek. Nadekspresja -kateniny
in vivo lub dodanie rozpuszczalnej postaci Wnt 3 do ho-
dowli in vitro pobudza zdolnos¢ samoodnawiania hemato-
poetycznych komoérek macierzystych [52]. Funkcja biatek
Wnt w rozwoju komérek macierzystych oraz hamowanie
ich r6znicowania jest najprawdopodobniej mechanizmem
deregulacji Sciezki sygnatowej Wnt, co moze indukowac
procesy nowotworzenia [37].

W kontroli réznicowania komérek macierzystych, oprécz
szlaku Wnt/B-katenina, istotna role odgrywaja takze szla-
ki sygnatowe Notch i Hedgehog.

Szlak sygnalizacyjny Notch jest uniwersalnym mechani-
zmem regulacji aktywnosci genéw, odpowiedzialnych za
kontrolg zaréwno proliferacji komorek, jak i ich réznico-
wania [25]. Biatka Notch naleza do rodziny biatek §réd-
btonowych. Ligandy receptora Notch sg réwniez biatkami
integralnymi btony [25]. U ssakéw wystepuja cztery geny
kodujace receptor (Notch1-Notch4) oraz pigé ligandow.
Ekspresja receptoréw Notch zachodzi w wielu typach ko-
morek, a zakres regulowanych proceséw rozwojowych jest
bardzo szeroki. Biatka Notch spehiaja jednoczesnie funk-
cje receptora i czynnika transkrypcyjnego [25]. Aktywacja
biatek Notch jest niezbgdna do utrzymania zdolnosci ko-
morek macierzystych do ich samoodnawiania i do zablo-
kowania wejscia komérek na drogg réznicowania [52].
Jednak wiele zr6znicowanych linii komérkowych wyma-
ga obecnosci aktywnego receptora Notch, co sugeruje ko-
nieczny udzial tego biatka w zachowaniu odpowiedniego
kierunku réznicowania [64]. Szlak aktywacji biatek Notch
jest dobrze poznany, aczkolwiek mechanizmy reguluja-
ce ten proces, czy docelowa grupa genéw regulowanych
przez receptor Notch nie zostaly jeszcze dostatecznie do-
ktadnie opisane [25].

Szlak sygnalizacyjny aktywowany przez biatko Shh (Sonic
hedgehog homolog) jest podstawowym mechanizmem
regulujacym rozwdj embrionalny ssakéw [83]. Biatka
Hedgehog zaangazowane sa w proliferacje komérek oraz
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ich réznicowanie, zwtaszcza mezenchymalnych komoérek
macierzystych i neuronalnych [52]. Receptorami Shh sa
biatka btonowe nalezace do rodziny Ptc (Patched). U ssa-
kéw zaangazowane w réznicowanie komorek macierzy-
stych sa dwie postaci receptora: receptor Ptcl i Ptc2 [83].

Za kontrole proliferacji i réznicowania komoérek macierzy-
stych niezwiazang z aktywacja receptoréw odpowiedzial-
ne sa czynniki transkrypcyjne m.in. biatko Oct4 i Nanog.
Biatko Oct4 nalezy do rodziny czynnikéw transkrypceyj-
nych odpowiedzialnych za proliferacje komérek i utrzy-
manie ich w stanie niezr6znicowanym [55]. W hodowli in
vitro obecno$¢ biatka Oct4 stwierdza si¢ tylko w komor-
kach o charakterze pluripotencjalnym, natomiast in vivo
tylko w komérkach wezta zarodkowego blastocysty [52].
Biatko Nanog uwazane jest za gtéwny czynnik reguluja-
cy samoodnawianie embrionalnych komdérek macierzy-
stych, utrzymuje ono ich pluripotencjalny charakter [52].
Nadekspresja biatka Nanog w komoérkach embrionalnych
zwigksza ich aktywnos$¢ proliferacyjna i utrzymuje w sta-
nie niezréznicowanym [29,52,55].

Molekularne mechanizmy lezace u podstaw réznicowania
si¢ mezenchymalnych komdérek macierzystych w wigkszosci
pozostaja nieznane. Niewiele rowniez wiadomo o réznico-
waniu si¢ komérek w warunkach in vivo, gdyz wigkszos¢
uzywanych in vitro czynnikéw nie wystgpuje w organi-
zmie cztowieka i zwierzat. Wyjasnienie kaskady mole-
kularnych przemian, biatek kodowanych przez okreslone
geny, a takze powiazan migdzy tymi biatkami pozostaje
nadrzednym zadaniem do stworzenia lepszych mozliwo-
Sci leczenia wielu chordb.

PobpsumowaNIE

Jednym z najbardziej obiecujacych kierunkéw badan w na-
ukach medycznych jest medycyna regeneracyjna, ktorej
gtéwnymi narze¢dziami sa izolowane komorki i specjalnie
zaprojektowane biomaterialty. Dyskusje ostatnich lat doty-
cza rozstrzygnigcia, ktory typ komorek, macierzystych czy
zréznicowanych, bedzie najbardziej uzyteczny w leczeniu
wielu chordb. Nie ma jednoznacznej odpowiedzi, oczywiste
jest, ze rézne typy komorek beda petnity rézng rolg w za-
leznosci od zadan, ktére maja spetnia¢. Komérki szpiku
kostnego szybciej niz inne typy komorek zostaty wprowa-
dzone do praktyki klinicznej. Mozliwo$¢ réznicowania sig
mezenchymalnych komérek macierzystych szpiku kostne-
go w wiele typéw komorek sprawia, iz ich wykorzystanie
rozwazane jest jako atrakcyjne Zrédto komoérek do regene-
racji tkanek i narzadéw. Wyzwaniem jednak wciaz pozo-
staje efektywne réznicowanie komérek MSC w kierunku
pozadanych linii komérek i utrzymanie fenotypu komorek
uprzednio zréznicowanych.
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