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The oral cavity — potential source of stem cells
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W artykule oméwiono typy komérek macierzystych wywodzacych sie z tkanek jamy ust-
nej, majacych zastosowanie w stomatologii regeneracyjnej, ze szczegélnym uwzglednieniem
funkcji, zmieniajacej si¢ w zaleznosci od miejsca ich pochodzenia. Komérki macierzyste to
niedojrzate, prymitywne i niewyspecjalizowane komdrki, zdolne do proliferacji, samoodnowy
oraz réznicowania sie w bardziej wyspecjalizowane komérki potomne. Ich obecno$¢é wykazano
w wielu tkankach i narzadach, w tym takze w uktadzie stomatognatycznym. Jama ustna wydaje
sie wyjatkowo atrakcyjnym miejscem pozyskiwania komérek macierzystych. Powszechne
wystepowanie i ich tatwa dostepnos$¢ w tkankach zebowych i okotozebowych sprawiaja, ze
istnieje realna szansa ich zastosowania w celach terapeutycznych, a ich pochodzenie rozwigzuje
konflikty natury moralnej i etyczne;j.

Wielu autoréw przypuszcza, ze komdrki macierzyste moga mie¢ pamieé epigenetyczng, a wiec
cechy komdrek, ktére sa dziedziczone w kolejnych pokoleniach, ktére jednak nie sg zwigzane
z modyfikacjami sekwencji samego DNA. Zasadnym wiec staje sie wykorzystanie komérek,
ktérych Zrédtem sa tkanki jamy ustnej, jesli planuje sie je wykorzystaé w zabiegach z zakresu
medycyny regeneracyjnej oraz inzynierii tkankowej, przeprowadzonych w obrebie uktadu
stomatognatyczengo.

Wzrastajgca liczba do$wiadczen klinicznych, wérdd ktérych coraz wiekszy odsetek stanowia
badania randomizowane prowadzone w licznych grupach pacjentéw, pozwala przypuszczal,
ze w niedtugim czasie wybrane metody terapii z uzyciem komdrek macierzystych pochodzenia
zebowego moga zostaé wprowadzone do rutynowych zastosowan klinicznych.

mezenchymalne komérki macierzyste - indukowane pluripotentne komérki macierzyste - stomatologia
- regeneracja kosci - inzynieria tkankowa

Summary

The purpose of this review is to present the current knowledge regarding the hierarchy of
stem cells originating from the oral cavity, which could have a potential value when applied
to regenerative stomatology. It must be particularly emphasized that the heterogenous nature
of its biology and function within oral compartment may predispose them to different types
of applications. Stem cells can be perceived as immature, primitive and unspecialized types
of cells with the ability to proliferate, self-renew and differentiate into specialized progeny
according to the compartmental signaling. Their presence in tissue reservoirs was already
discovered in many organs and tissues as well as in the stomatognathic system. The oral cavity
appears to be an exceptionally attractive site to acquire stem cells. The common presence
and easy access to these cells in dental and peridental tissues provides a real chance to apply
them for therapeutic purposes. Such an opportunity would also be neutral to bioethical and
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moral issues, assuming autologous stem cells employment. Many authors suspect that stem
cells have epigenetic memory, so some of their features can be inherited through generations.
They are not connected, however, with DNA sequence modifications. It is, therefore, justified
to apply the cells, which have the oral cavity as their natural reservoir, in interventions asso-
ciated with tissue engineering within the stomatognathic system. An increasing number of
clinical trials, among which the number of randomized studies with large group of patients is
progressively carried out, allows for a prediction that shortly therapeutic methods based on
stem cells of dental origin may be implemented to the routine repertoire of clinical practice.
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WPROWADZENIE

Komoérka macierzysta (stem cell) to niedojrzata, pry-
mitywna, niewyspecjalizowana komdérka zdolna do
samoodnowy oraz do réznicowania w bardziej wyspe-
cjalizowane komérki potomne, ktére buduja tkanki
i narzady [110]. Termin , komdrka macierzysta” zostat po
raz pierwszy uzyty przez rosyjskiego histologa Aleksan-
dra Maksimowa w 1908 r., do hematopoetycznych komé-
rek macierzystych.

Postep jaki dokonat sie w medycynie regeneracyjnej
w ostatnich latach sprawit, ze komérki macierzyste
znajduja coraz szersze zastosowanie w tej dynamicz-
nie rozwijajacej sie dyscyplinie naukowej. Zwtaszcza
gdy zaawansowana utrata tkanki kostnej w obrebie cze-
$ci twarzowej czaszki, spowodowana urazem, procesem
nowotworowym, starzeniem lub wystepowaniem towa-
rzyszacych choréb ogdlnoustrojowych, niejednokrotnie
uniemozliwiata zastosowanie klasycznych technik tera-
peutycznych i tym samym uzyskanie pozytywnych, dtu-
gookresowych wynikéw leczenia stato sie niemozliwe.
Komérki macierzyste wchodza w sktad triady Lyncha,
obejmujacej trzy czynniki niezbedne do zapoczatkowa-
nia i zapewnienia prawidtowego wzrostu i wydajnego
przebiegu procesu odbudowy kosci. Do jej elementédw
zalicza sie:

« stworzenie stabilnego rusztowania (osteokondukcja),
ktérym sa najcze$ciej materialy kostne pochodzenia
autogennego lub materiaty kosciozastepcze wytwa-
rzane sztucznie;

« czasteczki sygnatowe, niezbedne do pobudzenia komé-
rek ko$ciotwérczych (osteoindukeja) np. biatka morfo-
genetyczne kosci oraz

+ wlasciwe komdrki tworzgce ko$é. Sg nimi niezréznico-
wane komérki macierzyste, cze$ciowo zdeterminowane
komérki progenitorowe oraz komérki zréznicowane
np. osteocyty [113].

Tkanki jamy ustnej sa bogatym zZrédtem komérek macie-
rzystych i moga by¢ cennym uzupelnieniem terapii
z zakresu inzynierii tkankowej. Celem artykutu jest prze-
glad wspétczesnej wiedzy dotyczacej poszczegdlnych
typéw komdrek macierzystych wchodzacych w sktad
uktadu stomatognatycznego, majgcych zastosowanie
w stomatologii regeneracyjnej, ze szczegélnym uwzgled-
nieniem funkcji, zmieniajacej sie w zalezno$ci od miejsca
ich pochodzenia [3,4,5,6].

zRODtA KOMOREK MACIERZYSTYCH

Komérki macierzyste sa zdolne do samoodnowy oraz
proliferacji. W zalezno$ci od rodzaju wykazujg takze
odmienne zdolnosci do réznicowania. Wyréznia sie dwa
podstawowe rodzaje komérek macierzystych: embrio-
nalne komdérki macierzyste (embryonic stem cells -
ESC) oraz dojrzate komdrki macierzyste (adult stem
cells), ktére sg obecne w tkankach dorostego organizmu.
Oprécz nich mozna takze wyrézni¢ indukowane komérki
pluripotentne (induced pluripotent stem cells - iPSC),
ktére powstajg sztucznie w wyniku genetycznej mody-
fikacji komdrek somatycznych [88,95].
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Komorki ESC i iPSC sg komérkami pluripotencjalnymi to
znaczy, ze moga sie przeksztalci¢ w komérki wszystkich
trzech listkéw zarodkowych: endodermy, ektodermy
i mezodermy. Dojrzate komérki macierzyste sa zwykle
multipotentne, moga sie réznicowaé w prawidlowych
warunkach w obrebie wiecej niz jednej linii komérko-
wej. Totipotencjalnymi komdérkami macierzystymi sa
jedynie blastomery, ktére wchodza w sktad rozwijajacej
sie zygoty, sa one zdolne do tworzenia catego organizmu
wlgcznie z tozyskiem [79].

Dojrzale komérki macierzyste

Dojrzate komdérki macierzyste (adult stem cells) two-
rzg zréznicowane biologiczne i somatyczne Zrédio np.
mezenchymalnych komérek macierzystych (mesen-
chymal stem cells, MSC), somatycznych lub postnatal-
nych komdrek macierzystych. Wykazano ich obecno$é
w wielu tkankach i narzadach organizmu ludzkiego,
takich jak szpik kostny, siatkéwka i skéra. Zrédtem
komérek macierzystych moga by¢ takze tkanki uktadu
stomatognatycznego, w tym jamy ustnej i zebéw (ryc.
1). Ich odkrycie datuje sie na pézne lata 60 ub.w., kiedy
Fridenstein zaobserwowat przypominajace fibroblasty
komdrki tworzgce kolonie in vitro, a upowszechnit pod ta
nazwg w latach 90 XX w. Caplan [78].

Ich wystepowanie w tkankach catego organizmu spra-
wia, ze w poréwnaniu z innymi typami komédrek
macierzystych, istnieje realna szansa ich klinicznego
wykorzystania w celach terapeutycznych. Uzycie dojrza-
tych komérek macierzystych nie jest tak kontrowersyjne
jak w przypadku komérek embrionalnych, poniewaz
zastosowanie komdrek somatycznych nie wymaga znisz-
czenia embrionu.

MSC zasiedlaja specjalne strefy tkanek tzw. nisze komé-
rek macierzystych. Pojecie zostalo wprowadzone do
pi$miennictwa przez Schofielda w 1978 r., dotyczy
mikro$rodowiska komérek, w ktérym znajduja sie sktad-
niki mogace kontrolowaé asymetryczne podziaty komé-
rek macierzystych [85].

Somatyczne komérki macierzyste moga dtugo pozosta-
waé nieaktywne w niszach, nie ulega¢ podzialom ani
réznicowaniu. W chwili uszkodzenia narzadu lub fizjolo-
gicznego zapotrzebowania tkanek na komérki, réznicuja
sie w kierunku komdrek, ktére nastepnie wbudowuja sie
w dany organ, powodujgc jego regeneracje lub odnowe.

Liczne badania naukowe potwierdzity takze ich plastycz-
no$¢, czyli zdolno$é réznicowania sie dojrzatych komé-
rek macierzystych wywodzacych sie z jednej tkanki
w dojrzate komérki innych tkanek, nie tylko pochodze-
nia mezodermalnego [80,89].

Komérki adherentne, izolowane ze szpiku kostnego
nie sa jednorodne, stad trudne jest ustalenie petnej
listy znacznikéw molekularnych charakterystycznych
wytacznie dla dojrzatych komérek macierzystych i zdefi-

niowanie czym sg te komdrki, bez unikniecia kontrower-
sji [42]. W 2006 r. Miedzynarodowe Towarzystwo Terapii
Komérkowej (International Society for Cellular Therapy
- ISCT) zaproponowato minimalne kryteria definiujace
MSC jako mezenchymalne komérki zrebu (mesenchymal
stromal cell), niezaleznie od tkanki, z ktérej sg izolowane
[25]. Zgodnie z kryteriami przyjetymi przez ISCT, MSC
musza wykazaé zdolno$¢ do przylegania do powierzchni
naczyh hodowlanych (plastyku lub szkta), cechowaé sie
wzrostem w hodowlach in vitro, prowadzonych w standa-
ryzowanych warunkach. MSC charakteryzuja sie wyste-
powaniem na swojej powierzchni kompletu antygendw
réznicowania, ktére sg charakterystyczne, ale nie swo-
iste dla MSC: CD73+, CD90+, CD105+. Komérki o fenoty-
pie MSC nie wykazujg ekspresji antygenéw CD45-, CD34-,
CD14 - lub CD11b, CD79a lub CD19 oraz HLA-DR oraz s3
zdolne do réznicowania sie w tkanke kostna, chrzestng
i ttuszczowa. Badania Buhringa i wsp. [13] oraz Battuli
i wsp. [8] potwierdzily, ze CD271 oraz antigen-1 takze sg
swoistymi markerami powierzchniowymi dla ludzkich
mezenchymalnych komdrek macierzystych.

Komérki macierzyste szpiku kostnego

Komoérki macierzyste szpiku kostnego (bone marrow-
-derived Stem Cells - BMSC). Dojrzaly szpik kostny
generuje co najmniej dwa rézne typy komérek macie-
rzystych. Pierwszy typ zwany jest hematopoetycznymi
komérkami macierzystymi (hematopoietic stem cells -
HSC). Réznicuje sie we wszystkie mozliwe rodzaje komd-
rek krwi w organizmie. Badania z uzyciem przeciwciat
monoklonalnych komérek macierzystych wyizolowa-
nych ze szpiku kostnego pozwolity na okre$lenie ich
antygenéw powierzchniowych. Przyjmuje sie, ze u ludzi
HSC maja nastepujace markery: CD34+, c-kit+, HLA-DR,
CD45R0+, CD38-, MDR - 1+, LDM-. Drugi typ - mezen-
chymalne, multipotencjalne komérki macierzyste - sta-
nowi niewielka, heterogenng populacje komdérek zrebu.
Z powodu niejednorodnosci, sa zdolne do réznicowania
sie nie tylko w komdrki tkanki tacznej, ale takze w kie-
runku wielu innych komdrek i tkanek m.in. mie$ni szkie-
letowych, osteoblastéw, chondrocytéw i adipocytéw.
Zdolno$¢ tworzenia kosci in vivo czyni z BMSC doskonate
zrédto komérek macierzystych, stosowanych w techni-
kach zabiegéw z zakresu sterowanej regeneracji ko$ci
[23].

BMSC uzyskane z talerza kosci biodrowej

Cecha charakterystyczng BMSC pobranych z talerza
kosci biodrowej jest duza réznorodno$é morfologiczna
i zwiazany z tym rézny potencjat proliferacyjny. Uwaza
sie, ze 5-20% izolowanych komérek ma cechy macierzy-
stosci, a wiec zdolno$é do samoodnawiania oraz rézni-
cowania w kierunku co najmniej 3 linii komdérkowych
[10]. BMSC dajg poczatek komérkom ko$ciotwdrczym,
chrzastkotwérczym, adipocytom, komérkom miesnio-
wym oraz komérkom nerwowym pochodzenia nieme-
zynchymalnego [29].
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Kontrolowana regeneracja kosci z zastosowaniem komé-
rek macierzystych pochodzacych ze szpiku pobranego
z kosci biodrowej nalezy do najczesciej stosowanych
i najlepiej udokumentowanych zabiegéw w stomato-
logii. Terapeutyczny wynik jest uzyskiwany nie tylko
dzieki zdolno$ci BMSC do réznicowania sie w kierunku
osteogenezy ale takze dzieki wlasciwo$ciom immuno-
modulacyjnym i mozliwosci regulacji zjawisk zachodza-
cych w ich otoczeniu przez wydzielanie odpowiednich
cytokin i bezpo$redni kontakt z innymi komérkami.

Szpik kostny jako Zrédto osteoblastéw jest materiatem
tatwo dostepnym, jego pobranie jest zabiegiem inwa-
zyjnym dla dawcy, ale nie generuje wysokich kosztéw.
Jego zastosowanie w czasie zabiegu rekonstrukcji u tego
samego pacjenta nie wywotuje ryzyka zakazenia krzy-
zowego lub odrzutu. Dodatkowym atutem jest to, ze
material nie jest poddawany procesom zamrazania, ste-
rylizacji, odbiatczania itp. i zawiera zywe komdérki. Takze
czas od jego pobrania do zastosowania w ubytku kost-
nym moze by¢ skrécony do minimum.

Zabieg kontrolowanej regeneracji ko$ci mozna przepro-
wadzi¢ w kazdym wieku, niemniej dawca moze zostaé
osoba, ktéra nie przekroczyta 60 roku zycia [60,93].
Doniesienia wielu autoréw sugeruja jednak mozliwo$¢
obnizenia osteogennego potencjatu BMSC izolowanych
z ko$ci biodrowej, co moze sugerowaé, ze wiek dawcy jest
waznym czynnikiem mogacym decydowaé o powodze-
niu terapii regeneracyjnych [65,69]. Z wiekiem zaréwno
in vivo jak in vitro zaznacza sie tendencja zmian w kie-
runku réznicowania MSC w tkanke ttuszczowa, kosztem
osteogenezy [11]. Zjawisko to moze thtumaczy¢ wystepu-
jacy w wieku podesztym defekt regeneracji i minerali-
zacji ko$ci i zamiane cze$ci szpiku w tkanke ttuszczowa.
Narastajgcy z wiekiem defekt osteogenezy przejawia sie
obnizeniem ekspresji gendw swoistych dla réznicowania
w osteoblasty, takich jak CBFA1, Runx2, DIX5, przy jedno-
czesnym wzro$cie aktywnosci genéw, charakterystycz-
nych dla adipogenezy (PPAR-y, aP2) [46].

BMSC uzyskane z kosci plaskich twarzoczaszki

Ko$é¢é biodrowa pozostaje wcigz gtéwnym zrédtem komé-
rek macierzystych. BMSC mozna takze pozyska¢ z kosci
cze$ci twarzowej czaszki w tym szczeki i zuchwy. Pobra-
nie komdrek szpiku mozna przeprowadzi¢ w warunkach
ambulatoryjnych, w czasie wykonywania rutynowych
zabiegédw stomatologicznych, takich jak implanta-
cja, usuniecie zeba madrosci, wyltuszczenie torbieli itp.
Komdrki macierzyste mozna z powodzeniem pozyskaéd
z ko$ci twarzoczaszki zaréwno od mtodszych pacjentéw
w wieku 6-53 lat [58], ale réwniez od oséb starszych (57-
62 lata) [34]. Wydaje sie, ze wiek dawcy odgrywa dru-
gorzedne znaczenie w procesie réznicowania komérek
macierzystych pobranych z wyzej wymienionej okolicy.

Obserwacje kliniczne [12,19,52] oraz eksperymenty
do$wiadczalne przeprowadzane na zwierzetach [26,120]
dowodza, ze przeszczep z wykorzystaniem kosci auto-

logicznej pobranej z okolicy twarzowo-czaszkowej stoso-
wany w leczeniu ubytkéw kostnych w tej samej okolicy
gwarantuje uzyskanie znacznie wiekszej objetosci kosci
w poréwnaniu z koscia pobrana z grzebienia biodro-
wego lub zebra. Najlepiej gdy okolica, w ktdrej pobrano
autologiczna ko$¢ przeznaczong do przeprowadzenia
przeszczepu, znajduje sie w poblizu miejsca leczonego
ubytku kostnego.

Koéci szczeki 1 zuchwy oraz ko$é¢ biodrowa rézniag sie
pochodzeniem. Szczeka i zuchwa w trakcie rozwoju osob-
niczego powstaja z komdrek grzebienia nerwowego (cra-
nial neural crest), podczas gdy ko$¢ biodrowa rozwija sie
z mezodermy [15]. Odmienne pochodzenie tych struk-
tur sprawia, ze BMSC pobrane z talerza ko$ci biodrowej
réznig sie fenotypem i wlasciwosciami funkcjonalnymi
w poréwnaniu z komérkami ko$ci twarzoczaszki [3,16].
BMSC z ko$ci biodrowej cechuje ograniczony potencjat
réznicujacy oraz zmniejszone zdolno$ci réznicowania
w kierunku komdrek uktadu ko$ciotwérczego, a takze
wiecej wytwarzanej zbitej tkanki kostnej bogatsze;j
w komérki krwiotwércze w poréwnaniu z BMSC pobra-
nych z ko$ci twarzoczaszki [3,40].

W badaniach na zwierzetach wykazano, ze komérki
macierzyste pobrane ze szpiku kos$ci czaszki tworzg
wieksze i bardziej liczne nowe wezly kostnienia (bone
noddles), a nowotworzona ko$¢ jest bardziej zminera-
lizowana [2]. Niekorzystne zjawisko tworzenia tkanki
ttuszczowej, towarzyszgce osteogenerzie jest mniej nasi-
lone [3,58]. Wydaje sie zatem, ze koéci czaszki mogg byé
dobrym Zrédtem komdrek macierzystych przeznaczo-
nych do wykorzystania w stomatologicznych zabiegach
regeneracyjnych, maksymalna ilo$¢ szpiku pobranego
z tej okolicy nie moze przekroczy¢ 0,03-0,5 ml [34,58].
Wobec 1000 ml szpiku pobranego np. ze szpiku z kosci
dlugich, ilo$¢ ta moze sie okazaé niewystarczajgca.
Wazne jest ustalenie niezawodnego i bezpiecznego pro-
tokotu ekspansji komérek, przeznaczonych do badan
klinicznych. Komérki macierzyste pochodzace z tkanek
zebowych

Dotad w tkankach narzadu zebowego udato sie zidenty-
fikowad, pochodzace z neuroektodermy dwa typy doj-
rzatych komérek macierzystych: nabtonkowe komérki
macierzyste (epithelial stem cells) oraz mezenchy-
malne komodrki macierzyste (mesenchymal stem cells).
Nabtonkowe komérki macierzyste odkryto w 1999 r.
w siekaczu myszy, w strukturze zwanej petla wierzchot-
kowa. Komérki macierzyste, w wyniku asymetrycznych
podziatéw, tworzg ameloblasty - komérki wytwarza-
jace szkliwo [35]. Komdrki te moga by¢ wykorzysty-
wane do analizy przeznaczenia komérek macierzystych
w czasie rozwoju zeba, brak informacji o wystepowaniu
tych komdérek w organizmach ludzkich. Ich wystepowa-
nie moze by¢ charakterystyczne wytacznie dla gryzoni,
poniewaz ich siekacze réznig sie od zebéw ludzkich tym,
ze Wyrzynaja sie przez cale zycie osobnicze zwierzecia.

W przeciwienistwie do struktur nabtonkowych zeba,
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tkanki mezenchymalne cechujg sie zdolnos$cia do
odnawiania i odtwarzania utraconych struktur. Dzieki
obecno$ci mezenchymalnych komérek macierzy-
stych w dojrzalym zebie istnieje mozliwo$¢ regenera-
cji takich tkanek jak cement korzeniowy, zebina oraz
ozebna w ciaggu catego zycia organizmu ludzkiego
[18,32,51,70,81].

Komoérki macierzyste miazgi z¢ba (DPSC)

Wsréd licznej grupy komérek macierzystych, ktérych
7rédlem sg tkanki uktadu stomatognatycznego, jako
pierwsze zidentyfikowano dojrzate ludzkie komérki
macierzyste umiejscowione w miazdze zeba (dental pulp
stem cells - DPSC) [33]. DPSC, w miazdze zeba, sg Zré-
dtem odontoblastéw, komérek wytwarzajacych zebine.
Fenotypowo komérki przypominaja BMSC, jednak DPSC
maja wyzszy potencjal wzrostowy i proliferacyjny. Do
celéw badawczych ekstrahuje sie DPSC z miazgi zatrzy-
manych trzecich zebéw trzonowych, ktére rozwijaja sie
od okoto 6 roku zycia, a wyrzynaja jako ostatnie zeby
okoto 18 roku zycia. Tym samym istnieje prawdopo-
dobieristwo, ze komdrki macierzyste izolowane z mia-
zgi zatrzymanych zebdw ésmych znajduja sie w bardzo
wczesnej fazie réznicowania komérkowego [33].

Komoérki macierzyste zebéw mlecznych (SHED)

Jako nastepne wyizolowano komérki pochodzace z mia-
zgi zebéw mlecznych (stem cells from human exfolia-
ted decidous teeth - SHED) [62]. Podobnie jak DPSC sg
umiejscowione w okotonaczyniowej miazdze, maja jed-
nak wyzszy potencjat proliferacyjny, co $wiadczy o tym,
ze komérki SHED znajduja sie we wczesnym stadium
zréznicowania. Swoistg ich cechg jest intensywna eks-
presja genéw zwigzanych z wytwarzaniem czynnikéw
wzrostu np. czynnika wzrostu fibroblastéw FGF oraz
transformujacego czynnika wzrostu beta (TGF-) oraz
zdolno$¢ tworzenia in vivo warunkéw osteoindukcyj-
nych, rekrutacji komérek kosciotwédrczych gospoda-
rza i tworzenie nowej kosci. Dzieki tym wia$ciwosciom
resorpcji korzeni zebéw mlecznych moze towarzyszyé
jednoczesna apozycja tkanki kostnej. Komérki te sg
zdolne do regeneracji kompleksu zebinowo-miazgowego
po przeszczepieniu ich do organizmu myszy poddanej
immunosupresji.

Komérki macierzyste wigzadla ozgbnowego (PDLSC)

Podstawowym Zrédlem komdrek macierzystych wie-
zadla ozebnowego (periodontal ligament stem cells -
PDLSC) sa wiezadla ozebnej. Potwierdzono skuteczna
izolacje tych komérek z powierzchni korzeni zebéw
usunietych. Maja zdolno$¢ regeneracji tkanek przy-
zebia, tj. widkien ozebnej, cementu korzeniowego,
a takze ko$ci wyrostka zebodotowego. Procesy te pod-
dano analizie w do$§wiadczeniach in vivo na modelach
zwierzecych [86,87]. Wiasciwosci komdrek PDLSC moga
zaleze¢ od miejsca ich wystepowania. Te, ktdre s blizej
powierzchni kosci moga by¢ odpowiedzialne ze jej rege-

neracje, a usytuowane blizej korzenia zebowego beda
odpowiedzialne za synteze cementu korzeniowego [106].

Komérki macierzyste wystepujace w okresie wzrostu

zeba (SCAP i DFPC)

Komdrki macierzyste zidentyfikowano takze w struktu-
rach wystepujacych wyltacznie w okresie rozwoju zeba.
Sa nimi: brodawka wierzchotkowa (apical papilla) oraz
woreczek zebowy (dental follicule).

Jednym z najbardziej dostepnych Zrédet komdrek macie-
rzystych jest miazga i brodawka wierzchotkowa trzecich
zebbw trzonowych. Poczgtek ich rozwoju rozpoczyna sie
okoto szdstego roku zycia, a wyrzynaja sie jako ostatnie
zeby okoto osiemnastego roku zycia. Pézne ksztattowa-
nie si¢ zawiazkéw zebdw ésmych w stosunku do pozo-
statych zebéw sugeruje, ze komdrki macierzyste moga
sie znajdowaé w bardzo wczesnej fazie zréznicowania
komdrkowego [33,92].

Brodawka wierzchotkowa to tkanka miekka, umiejsco-
wiona w okolicy okotowierzchotkowej rozwijajacego
sie zeba, jest niezbednym elementem odpowiedzial-
nym za ksztattowanie czes$ci korzeniowej i ostateczny
wzrost zeba. Powstaje w wyniku intensywnych podzia-
téw komérek nabtonka, wystepujacych miedzy ekto-
dermalna warstwa zewnetrzng i wewnetrzng narzadu
szkliwotwérczego, w miejscu w tzw. petli szyjnej (cervi-
cal loop). Lezy w bezpo$rednim sasiedztwie miazgi
kanatowej, od ktérej oddzielona jest jedynie tzw. war-
stwa bogatokomdrkowa. Komdérki macierzyste brodawki
wierzchotkowej (stem cells of the apical papilla - SCAP)
sg umiejscowione w okolicy wierzchotkowej korzenia
zeba z nieukoficzonym wzrostem [91,92]. SCAP sg obecne
jedynie w procesie odontogenezy i odpowiadaja za two-
rzenie pierwotnej zebiny korzeniowej. Po zakoriczeniu
rozwoju zeba, czyli catkowitym uformowaniu korzenia
i zamknieciu otworu wierzchotkowego, SCAP zanikaja.

SCAP charakteryzuja sie wysokim potencjatem prolifera-
cyjnym oraz mineralizacyjnym w poréwnaniu do DPSC.
Obserwuje sie tez ekspresje typowych dla MSC znaczni-
kéw fenotypowych: STRO-1, CD73, CD90 oraz CD105 [24].

SCAP w hodowlach in vitro sa zdolne do réznicowania
w kierunku komérek ttuszczowych, komédrek ko$cio-
twérczych, podobnie jak DPSC i SHED, wykazujg eks-
presje markeréw typowych dla komérek nerwowych,
takich jak neurofilament M, neuroswoista enolaza oraz
wykazujg zdolno$¢ réznicowania w kierunku hepato-
cytéw, komérek watroby [75]. Po wprowadzeniu SCAP
na nos$niku podskérnie do organizméw myszy in vivo
komorki s zdolne do regeneracji kompleksu miazgowo-
-zebinowego, w rozwoju osobniczym prawdopodobnie sa
Zrédtem pierwotnych odontoblastéw, odpowiedzialnych
za formacje zebiny korzeniowej. SCAP charakteryzuja sie
niewielkg immunogenno$cig oraz hamuja proliferacje
limfocytéw T in vivo [75].
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Przechowywanie komdrek w niskiej, ujemnej tempe-
raturze (krioprezerwacja) nie wptywa na wtasciwosci
immunologiczne SCAP.

Woreczek zebowy powstaje z ektomezenchymy sasia-
dujacej z obwodowymi fragmentami narzadu szkliwo-
twdrczego, jest macierzystg struktura tkanek przyzebia,
zawiera niezréznicowane komdrki macierzyste i proge-
nitorowe osteoblastéw, komérek ozebnej oraz cemento-
blastéw [37].

Komdrki macierzyste woreczka zebowego (dental folli-
cule stem cells - DFPC) majg typowe wtasciwosci komé-
rek macierzystych pochodzenia zebowego. Wykazuja
zdolno$¢ do proliferacji, formowania tkanek twardych
zeba, dodatkowo ekspresje genéw notch-1 i nestyny.
DFPC zdolne sg do sekrecji TGF-p [64].

Komérki macierzyste blony sluzowej jamy ustnej

(GMSCiOMSC)

Blona §luzowa jamy ustnej sktada sie z nabtonka wie-
lowarstwowego ptaskiego, tkanki tacznej oraz dobrze
unaczynionej blaszki podstawowej. Ponizej znajduje
sie tkanka pods$luzéwkowa, ktéra moze zawieral nie-
wielkich rozmiaréw gruczoty $linowe, komdérki tkanki
ttuszczowej oraz naczynia krwionosne i limfatyczne.
Zidentyfikowano dwa rézne typy ludzkich dorostych
komérek macierzystych w btonie §luzowej jamy ustnej.
Jednym z nich sa nabtonkowe komdrki progenitorowe/
macierzyste, ktére sa subpopulacjg matych keratyno-
cytéw blony $luzowej jamy ustnej (mniejsze niz 40 pm)
[45].

Komdrki te sa komérkami unipotentnymi, a wiec moga
réznicowal sie wylacznie w komdérki nabtonkowe,
cechuje je takze klonogenno$¢ (clogenicity) i zdolno$é
do regeneracji warstwowych i dobrze zorganizowanych
przeszczepéw blony $luzowej jamy ustnej ex vivo, co
moze sugerowa¢ zasadno$¢ ich stosowania w transplan-
tacji w obrebie jamy ustnej [43,44].

Komdérki macierzyste zostaty zidentyfikowane takze
w blaszce podstawowej, ktéra jest bezposrednio ztaczona
z okostna nizej lezacej ko$ci, bez udziatu warstwy pod-
$luzowej. Blona §luzowa pokrywajaca wyrostki zebodo-
towe oraz obszar zatrzonowcowy jest czesto wycinana
w czasie zabiegéw z zakresu chirurgii stomatologicznej,
zatem moze by¢ fatwo dostepnym Zrédltem komdrek do
dalszych badan.

Zhang i wsp. [118] jako pierwsi w 2009 r. scharakte-
ryzowali komérki macierzyste dzigsta (gingiva-deri-
ved mesenchymal stem cells - GMSC), ktére wykazuja
klonogenno$é, zdolno$¢ do samoodnowy oraz multi-
potentne zdolnosci réznicowania, przypominajace wtla-
$ciwosci typowe dla BMSC. GMSC szybciej proliferuja,
ich budowa morfologiczna jest dtugo stabilna, nie tracg
jej wraz z kolejnymi pokoleniami (passaging) [101].
Marynka-Kalmani i wsp. [57], wykazali, ze w blaszce wta-

$ciwej znajdujg sie komérki przypominajace multipo-
tentne komdrki macierzyste grzebienia nerwowego tzw.
komérki macierzyste btony $luzowej jamy ustnej (oral
mucosa stem cells - OMSC). Sa zdolne do réznicowania
w linie komérkowe pochodzace z 3 listkédw zarodkowych.
Komorki linii fibroblastycznej pochodzacych z btony §lu-
zowej jamy ustnej wykazujg duzg efektywno$é w trak-
cie przeprogramowania iPS. Multipotencjalnos¢ tych
komorek, tatwos$é pobierania i izolacji, wystepowanie
duzej liczby oraz szybka ekspansja ex vivo to cechy, ktére
wyrdzniajg te komérki wérdd innych potencjalnych zré-
det komérek macierzystych przeznaczonych do zastoso-
war klinicznych [28].

Komérki macierzyste okostnej (PSC)

Komdrki macierzyste/progenitorowe moga takze pocho-
dzié z okostnej (periosteum-derived stem/progenitor
Cells - PSC). Okostna to widknista btona pokrywajaca
tkanke kostng. Na jej zdolno$ci osteogenne zwrdécono
uwage juz w 1932 r. i wykazano zdolno$¢ okostnej do
tworzenia zmineralizowanej macierzy pozakomérkowej
w warunkach in vitro [4].

Histologicznie okostna jest zbudowana z dwéch odreb-
nych warstw. Warstwa zewnetrzna sktada sie gtow-
nie z fibroblastéw i widkien elastycznych, warstwa
wewnetrzna zawiera komérki macierzyste [21,82,109],
osteogenne komérki progenitorowe [5,6], a takze oste-
oblasty, fibroblasty, mikronaczynia krwionos$ne oraz
wibkna nerwowe uktadu wspédtczulnego. Komérki wyste-
pujace w okostnej sa zdolne do réznicowania w oste-
oblasty, adipocyty i chondrocyty, obserwuje sie takze
ekspresje markeréw typowych dla MSC [82,109].

Ponadto De Bari i wsp. [21] wykazali, ze pojedyncze
komorki powstate w wyniku podziatu dojrzatych komé-
rek macierzystych okostnej maja wtagciwo$ci multipo-
tencjalne, tj. zdolno$¢ do réznicowania sie w kierunku
osteoblastéw, chondrocytéw, adipocytéw i komdrek
mie$ni szkieletowych w warunkach in vivo i in vitro, stad
komorki te moga by¢ szczegdlnie uzyteczne w zabiegach
sterowanej regeneracji ko$ci.

Analiza poréwnawcza psich komdrek MSC/progenitoro-
wych wykazata, ze komérki okostnej charakteryzuja sie
wiekszym potencjatem do tworzenia ko$ci niz komérki
pobrane z talerza kosci biodrowej w warunkach in vivo
[119]. Fenotypowo komérki okostnej szczeki i zuchwy
nie réznia sie od komérek BMSC pobranych z guzowa-
tosci szczeki, obydwie populacje komérkowe sg zdolne
do tworzenia kosci ektopowo po implantacji podskérne;
tych komérek u myszy [17].

Agata i wsp. [1] wykazali, ze ludzkie komérki okostnej
proliferuja szybciej niz komdrki zrebu szpiku kostnego,
a ich podskdrna transplantacja z rekombinowanymi
czynnikami wzrostu do organizmu myszy sprawia, ze
objetos¢ kosci jest wieksza w poréwnaniu z zastosowa-
niem komdrek BMSC. Przeszczepiane komdrki okostnej
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indukujg tworzenie nowej kosci korowej, podczas gdy
komérki szpiku kostnego przyspieszaja tworzenie kosci
gabczastej [103]. Zrédto i pochodzenie komérek macie-
rzystych moze zatem wptywa¢ na wlasciwosci morfolo-
giczne regenerowanej kosci.

Ze wzgledu na wtasciwosci kosciotwércze, komérki
okostne sg obecnie wykorzystywane w regeneracji ko$ci
twarzoczaszki. Technika chirurgiczna z zastosowa-
niem odwrdconego plata okostnej (inverted periosteal
flap technique) jest metodg leczenia z wyboru zalecang
w augmentacji wyrostka zebodotowego w potaczeniu
z implantacja lub przeszczepem kostnym [90]. Bada-
nia kliniczne z uzyciem hodowanych komérek okostnej
wykazaly duza skuteczno$é zastosowania tych komérek
w technikach regenerujacych ubytki kostne, tym samym
pozwalaja istotnie skrécié czas potrzebny na przeprow-
adzenie implantacji oraz wygojanie sie wszczepu w kosci
wyrostka zebodotowego [66,84]. Tak wiec okostna jest
doskonatym Zrédtem komérek macierzystych/proge-
nitorowych stuzacych do leczenia ubytkéw kostnych
duzych rozmiaréw.

Komérki macierzyste gruczotéw slinowych (SGSC)

Komérki macierzyste moga istotnie poprawié jakosé
zycia pacjentéw chorujacych na nowotwory rozwijajace
sie w obrebie gtowy i szyi, u ktérych w wyniku przepro-
wadzonego zabiegu radioterapii, wydzielanie $liny ulega
uposledzeniu, prowadzgc do kserostomii. Chociaz istnie-
nie komérek macierzystych wystepujacych w gruczotach
slinowych zostato zasugerowane w badaniach in vivo
[22,56], jednak do tej pory nie udalo sie zidentyfikowa¢
komérek, zdolnych do podjecia funkcji wewnatrzwy-
dzielniczej.

Kishi i wsp. [50] wyizolowali gruczotowe komérki macie-
rzyste/progenitorowe (salivary gland-derived stem cell
- SGSC) ze $linianki podzuchwowej szczura. Komdrki te
charakteryzowaly sie zdolnoscia proliferacji oraz eks-
presja markerédw typowych dla komérek zrazikowych,
przewoddw wyprowadzajacych wydzieline oraz mioepi-
telialnych.

Lombaert i wsp. [55] zauwazyli, ze tradycyjna metoda
hodowli komdrkowej in vitro w tréjwymiarowych hodow-
lach sferycznych/sferoidéw (floating sphere culture)
moze by¢ z powodzeniem zastosowana do uzyskania
komérek, ktére sa zdolne do réznicowania w komérki
przewodéw wyprowadzajacych oraz w §luzowe i suro-
wicze komérki pecherzykowe. Komérki macierzyste
zostaty takze wyizolowane ze $witiskich i ludzkich gru-
czotéw §linowych [55,59,83]. Wewnatrzgruczotowe
przeszczepienie komérek macierzystych przywrdcito
zdolnos¢ sekrecyjng gruczotu §linowego u myszy podda-
nej napromienianiu [55,67].

Gruczoly $linowe pacjentéw, poddane radioterapii
w obrebie glowy i szyi z powodu przebytego procesu
nowotworowego, traca bezpowrotnie zdolno$¢ wydzie-

lania §liny, co znacznie pogarsza jako$¢ zycia tych
pacjentéw. Jak dotad nie opracowano skutecznej terapii
przywracajaca prawidtowa funkcje gruczotéw $linowych.
Jedna z obiecujacych metod terapeutycznych wydaje sie
autologiczna transplantacja dojrzatych komdrek macie-
rzystych gruczotéw §linowych. Jednak powaznym ogra-
niczeniem tej metody moze by¢ krétki okres zycia tych
komdrek w hodowlach in vitro, a zatem krétki okres
potrzebny na przeprowadzenie zabiegu implantacji,
a tym samym zwiekszone ryzyko metaplazji nowotwo-
rowej tych komérek. Neumann i wsp. [68] podjeli probe
dtugoczasowego zamrazania komérek, bedacych subpo-
pulacja §linowych komdrek macierzystych/progenitoro-
wych. Po trzech latach trwania eksperymentu, komérki
te w dalszym ciggu wykazywaly stabilno$é fenotypowsa
i funkcjonalna, identyczng z komérkami niepoddanymi
zamrazaniu. Doniesienie Neumanna i wsp. dowodzi, ze
komdérki te moga by¢ skutecznie stosowane w dtuzszej
perspektywie czasowe;j.

Hodowle gruczotowych komérek macierzystych, zawsze
zawieraja takze komérki miazszu, zrebu, tkanki tacz-
nej, naczyti krwionos$nych, co moze utrudniaé izola-
cje whasciwych komérek macierzystych. Gorjuop i wsp.
[31] otrzymali z ludzkich gruczotéw §linowych komdrki
macierzyste, ktére pochodza najprawdopodobniej
z komérek zrebu wykazujace ekspresje markeréw typo-
wych dla embrionalnych i dojrzatych komérek macie-
rzystych i sa zdolne do réznicowania sie w komdrki
tluszczowe, ko$ciotwércze i chrzgstkotwércze.

Komérki macierzyste tkanki thuszczowej (ASC)

Tkanka ttuszczowa jest bogatym zrédlem komérek MSC.
Komérki macierzyste tkanki tluszczowej (adipose-deri-
ved stem cells - ASC) fenotypowo przypominajg komérki
macierzyste szpiku kostnego i tworzg dosyé homo-
genna populacje komérkowa. Jedyng znaczaca iloSciowo
domieszke, w proporcji kilku-kilkunastu procent, stano-
wia prekursorowe komérki $§rédbtonka naczyt krwio-
nosnych, zdolne do lokalnego indukowania tworzenia
naczyt krwiono$nych. Czesto$é wystepowania MSC
w szpiku kostnym jest mniejsza niz czesto$¢ wystepo-
wania ASC w populacji komdrek tkanki thuszczowej [94].
Nie wykazano réznic w dynamice réznicowania w kie-
runku osteo - i chondrogenezy. W zastosowanych mode-
lach do$wiadczalnych potencjat chondro - i osteogenny
ASC byt poréwnywalny w stosunku do BMSC, ASC sg jed-
nak mniej narazone na wystgpienie cze$ciowego zaha-
mowania proliferacji. Sposéb pozyskania ttuszczowych
komérek macierzystych jest tatwiejszy i mniej inwazyjny
dla dawcy, odbywa sie podczas zabiegédw chirurgicznego
usuniecia (lipektomia) lub odessania (liposukcja) nad-
miaru podskérnej tkanki ttuszczowej z takich obszaréw
ciata jak podbrddek, ramiona, brzuch, biodra, posladki
i uda. Dotychczas pozyskany materiat uwazany byt za
odpad medyczny [48].

Wykorzystanie ASC w stomatologii zostato potwier-
dzone klinicznie [53,61]. Pieri i wsp. [77] potwierdzili duza
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skuteczno$é thuszczowych komérek macierzystych, ktére
zostaly przeszczepione wraz z materiatem kosciozastep-
czym Bio-Oss podczas implantacji wszczepu $rédkost-
nego, w formowaniu nowej kosci in vivo. Potwierdzono
obecno$é nowej ko$ci zwlaszcza w jej pionowym wymia-
rze oraz integracje implantowanego wszczepu.

ASC zostaly z powodzeniem wykorzystane do$wiadczal-
nie w regeneracji tkanek przyzebia [100,111] oraz miazgi
zeba po jej wczesniejszej pulpektomii [38,41]. Pluripo-
tentne komdérki macierzyste

Pluripotencja (pluripotencjalno$¢) to zdolno$é poje-
dynczej komérki do przeksztatcenia sie w dowolny typ
komdrek somatycznych. Proces réznicowania komoé-
rek pluripotentnych zachodzi w odpowiedzi na sygnaty
plynace z otoczenia zarodka lub hodowli komérkowej
in vitro. Komérkami pluripotentnymi sg embrionalne
komérki macierzyste (ESC) oraz indukowane pluripo-
tentne komérki macierzyste (iPSC). Z tej klasyfikacji
nalezy wylaczy¢ wczesne embrionalne komérki macie-
rzyste, ktérych zrédlem jest zarodek znajdujacy sie
we wczesnej fazie rozwoju, od etapu zygoty do etapu
moruli. Te komérki sa totiptencjalne, a wiec zdolne do
wytworzenia catego organizmu, takze tkanek pozazarod-
kowych, czyli tozyska i bton ptodowych [114].

Embrionalne komérki macierzyste (ES)

Embrionalne komdrki macierzyste (embryonic stem
cells - ES) rozwijajg sie z niezréznicowanych komérek
wezta zarodkowego, 5-6-dniowej blastocysty, we wcze-
snym etapie rozwoju zarodka po zaptodnieniu [30,99].
Wykorzystanie tych komérek do celéw badawczych
lub terapeutycznych moze sie wiazaé ze zniszczeniem
zarodka i jest gtéwna przeszkoda moralng i etyczng
przed dalszym ich stosowaniem [112].

Tworzone sa banki komérek macierzystych, dla ktérych
oznacza sie antygeny zgodnosci tkankowej (human leu-
kocyte antigen - HLA), istnieje mozliwo$¢ generowania
niestandardowych, indywidualnych komérek macierzy-
stych przez transplantacje jadra komérkowego komérki
somatycznej do wyjadrzonego oocytu komérki biorcy, ze
wzgledu na drogie i nieefektywne techniki, obarczone
problemami natury etycznej, brak jest doniesieni o pré-
bach wykorzystania ESC w stomatologii [112].

Indukowane pluripotentne komorki macierzyste (iPSC)

W 2006 r. Takashi i Yamanaka dokonali reprogramowa-
nia diploidalnego jadra komérkowego dojrzatej komdrki
somatycznej (fibroblast) pobranej ze skéry myszy, co
doprowadzito do cofniecia jej w rozwoju do komdrki,
bedgcej odpowiednikiem pluripotentnej komérki maci-
erzystej [96]. Proces indukcji gendw, ktérych aktyw-
no$¢ jest niezbedna do zachowania pluripotencji, odbyt
sie przez transfekcje komdrki somatycznej wektorami
wirusopochodnymi kodujacymi cztery znaczniki mole-
kularne: Oct3/4 i Sox2, bedace genami pluripotencji,

Klf4, odpowiedzialnego za inicjowanie ekspresji podsta-
wowego dla ESC czynnika Nanog oraz onkogenu c-Myc,
ktérego aktywnos$é zapewnia intensywne podziaty trans-
fekowanych komérek. Rok po przeprowadzeniu ekspe-
rymentu na komdrkach mysich, z powodzeniem podjeto
préby z fibroblastami pochodzenia ludzkiego [95]. Otrzy-
mane tg metoda komérki to indukowane pluripotentne
komdrki macierzyste (induced pluripotent stem cells -
iPSC). iPSC sa zdolne do réznicowania w komérki wszyst-
kich trzech listkéw zarodkowych, sg immunologicznie
zgodne z organizmem biorcy, a wykorzystanie do badan
dojrzatych pluripotencjalnych komérek somatycznych
rozwigzuje konflikty i problemy natury moralnej i etycz-
nej. Komérki te charakteryzuja sie duzym potencjatem
proliferacyjnym, co pozwala uzyskaé wystarczajaca
liczbe komdrek do stosowania w celach terapeutycz-
nych. Gléwna ich wada jest ich niestabilno$¢ genomowa
oraz potencjalna zdolno$¢ indukowania proceséw nowo-
tworowych w warunkach in vivo, co jest spowodowane
pelna integracja genomu wektora wirusopochodnego
z genomem przeprogramowanych komérek. Ryzyko
zwiazane ze stosowaniem komdrek iPSC w celach tera-
peutycznych jest zbyt duze dla organizmu biorcy, stad
tez ze wzgledéw bezpieczenistwa, na obecnym stanie
wiedzy, nie zaleca sie ich stosowanie w organizmach
ludzkich in vivo.

Istnieje mozliwo$¢ zastapienia stosowanych wekto-
réw wirusopochodnych na takie, ktére umozliwiatyby
ekspresje wnoszonych przez nie do komérki gendéw
bez konieczno$ci wbudowania sie do genomu. Istotne
jest takze opracowanie metody uzyskiwania komérek
iPSC, ktéra nie wymagataby wprowadzania do komérek
potencjalnie groznych czynnikdw, takich jak np. pro-
toonkogen c-Myc, ktérego niekontrolowana ekspresja
moze doprowadzi¢ do rozwoju nowotworowego.

Komérki somatyczne, ktére maja by¢ poddane reprogra-
mowaniu w kierunku iPSC, moga by¢ pobrane z réznych
miejsc w organizmie. Ze wzgledu na tatwa dostepno$é
jama ustna wydaje sie wyjatkowo atrakcyjnym miej-
scem pozyskiwania komérek, a badania Yana i wsp. [116]
wykazaly, ze efektywno$é procesu reprogramowania
w przypadku komérek pochodzacych z tkanek jamy ust-
nej jest wieksza w poréwnaniu z fibroblastami pobra-
nymi z innych okolic ciata. Wielu autoréw [736,49,73]
przypuszcza, ze komérki iPSC maja pamieé epigene-
tyczna, a wiec cechy komdrek, ktére sg dziedziczone
w kolejnych pokoleniach, a nie sg zwigzane z modyfi-
kacjami sekwencji samego DNA. Komérki somatyczne
cofniete w rozwoju do komdérki pluripotentnej beda sie
réznicowaé w tkanki, z ktérych komérki iPSC sie wywo-
dza. Zasadnym wiec staje sie wykorzystanie komérek,
ktérych zrédtem sg tkanki jamy ustnej, jesli planuje sie
wykorzystaé powstate komérki iPSC w stomatologicz-
nych zabiegach regeneracyjnych.

Do tej pory komérki iPSC otrzymano z komérek pobra-
nych z nastepujacych struktur w jamie ustnej:
+ Komérki macierzyste brodawki wierzcholkowej (SCAP)
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[116].
* Komérki macierzyste miazgi zebdw:
statych (DPSC) [116],
mlecznych w okresie erupcji (wyrzynania) [9],
mlecznych w okresie eksfoliacji (wypadania, SHED) [20].
* Fibroblasty btony §luzowej jamy ustnej [63].
» Komérki macierzyste dziasta (GMSC) [28,105].
+ Komdérki macierzyste wtdkien ozebnej (PDLSC) [105].
* Komdrki usunietych zebéw madrosci [72,[97].

Opublikowano cztery doniesienia dotyczace poten-
cjalnych mozliwo$ci wykorzystania iPSC w stomatolo-
gii zwlaszcza w celu regeneracji tkanek przyzebia [27]
bad? otrzymania komérek biorgcych udziat w tworzeniu
narzadu zebowego [74,111] lub tkanek zeba, takich jak:
miazga, zebina, szkliwo [14].

Komérki indukowane przeksztalcone w komérki

mezenchymalne (iPSC-MSC)

Wykorzystanie komérek iPSC do$wiadczalnie w bada-
niach klinicznych, na obecnym poziomie wiedzy jest
niemozliwe ze wzgledu na ryzyko indukcji procesu
nowotworowego przez te komérki.

Dlatego tez sa prowadzone badania nad komér-
kami progenitorowymi (iPSC-MSC), ktére powstaja
w wyniku asymetrycznego podzialu komdérek
macierzystych. W procesie tym jedna z dwdéch
komérek potomnych réznicuje sie jako komérka pro-
genitorowa, a druga pozostaje niezréznicowana jako
komérka potomna utrzymujaca wtasciwosci samood-
nowy typowej dla komérek macierzystych. W poréw-
naniu do indukowanych komérek pluripotentnych,
komérki progenitorowe wykazuja wyzszy stopieri
zréznicowania, ponadto nie wzbudzajg procesu nowo-
tworowego w organizmie biorcy, maja ograniczona
zdolno$¢ do samoodnowy, a po okre$lonej liczbie
podziatéw komérkowych, réznicujg sie w wyspecjali-
zowane komorki ciata.

Ze wzgledu na mniejsze ryzyko, w poréwnaniu z iPSC,
wzbudzenia procesu nowotworowego, do celéw klinicz-
nych w stomatologii lepszym wydaje sie wykorzystanie
bardziej wyspecjalizowanych komérek MSC oraz komé-
rek osteoprogenitorowych, powstatych w procesie réz-
nicowania iPSC.

Zaleta stosowania komérek zréznicowanych, takich
jak iPSC-MSC jest takze dostep do potencjalnie duzej
ich liczby, ich wysoka jako$¢ oraz charakteryzujaca je
niewielka liczba dalszych podziatéw komérkowych.
Natywne komérki MSC mozna pozyskaé z wielu miejsc
w obrebie jamy ustnej, liczba tych komérek przezna-
czonych do dalszych badat lub celéw terapeutycznych
pobrana od jednego dawcy jest niewielka, a ich zdolno$¢
do dalszych podziatéw ograniczona. Stad tez istnieje
potrzeba identyfikacji nowych Zrédet komdrek MSC
zanim bedzie mozna je powszechnie stosowaé u pacjen-
téw klinicznie.

ZastosowaNIE IPSC-MSC w CHOROBACH PRZYZEBIA

Skuteczno$¢ stosowania komérek iPSC-MSC potwier-
dzono dwukrotnie w szczurzych modelach zwierzecych,
w regeneracji tkanek przyzebia przez zespdt Heynesa
i wsp. [39] oraz w leczeniu zapalenia tkanek przyzebia
przez Yanga i wsp. [117].

Hyens i wsp. [39] aplikowali, specjalnie do tego celu
chirurgicznie wypreparowanych ubytkéw kostnych,
komérki iPSC-MSC wprowadzono na rusztowaniu
powstatym z fibrynogenu pod wptywem dziatania trom-
biny. Zrédlem komérek iPSC byty komérki somatyczne
pobrane z blony $luzowej jamy ustnej, znajdujgce sie
w obrebie wibkien ozebnej oraz w ptucach.

Komorki iPSC-MSC, ktérych uzyto do dalszych badan
fenotypowo i funkcjonalnie przypominaty komérki MSC,
wystepujace naturalnie w tkankach dojrzatego organi-
zmu. Ponadto wykazano ekspresje markeréw typowych
dla MSC (CD73, CD90, CD105, CD146), nie stwierdzono
natomiast ekspresji markeréw pluripotencji (TRA160,
TRA 161 oraz alkalicznej fosfatazy) oraz markeréw
hematopoetycznych CD14, CD34, CD45. Komérki in vitro
miaty zdolno$¢ do réznicowania sie w komdrki koscio-
twdrcze, chrzagstkotwércze oraz komérki tkanki ttusz-
czowej. Badania in vivo podskdrnej implantacji komdrek
iPSC-MSC myszom NOD/SCID wykazato, ze jedynie
komérki, ktére otrzymano z fibroblastéw pobranych
z tkanki tacznej ozebnej, byly zdolne do wytwarzania
struktury zmineralizowanej, przypominajacg budowa
histologiczng dojrzata kosé.

Analiza histomorfometryczna przeprowadzona w 2 tygo-
dnie po wszczepieniu iPSC-MSC wykazata wzrost tkanki
zmineralizowanej w poréwnaniu z grupa kontrolng oraz
potwierdzita ich potencjat terapeutyczny.

Drugie badanie przeprowadzili Yang i wsp. [117]; ekspe-
ryment polegal na ocenie przydatnosci komérek iPSC-
-MSC w hamowaniu procesu zapalnego rozwijajacego
sie w obrebie tkanek przyzebia (periodontitis). Komérki
macierzyste podawano dozylnie oraz miejscowo z uzy-
ciem plynnej macierzy miedzykomdrkowej Matrigel.
Linie hodowlane obejmowaly standardowe komérki
iPSC-MSC oraz komérki, ktére wykazywaly zwiekszong
ekspresje genu tsg-6 (tumor necrosis factor a stimula-
ted gene).

Biatko TSG-6, kodowane przez tsg-6, stwierdzono w wielu
typach komérek (fibroblastach, neutrofilach, makro-
fagach, komdrkach dendrytycznych i chondrocytach)
i narzadéw (miesni szkieletowych, sercu, nerkach oraz
jajniku). TSG-6 bierze udziat w odpowiedzi organizmu
na choroby, ktérym towarzyszy stan zapalny. Biatko to
uczestniczy w syntezie i organizacji macierzy zewngtrz-
komérkowej przez interakcje z jej sktadnikami, przede
wszystkim z glikozaminoglikanami (hialuronian, siar-
czan-4-chondroityny, heparyna) oraz proteoglikanami
(agrekan, inhibitor « trypsyny - Ial (interia « tripsin
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inhibitor)). TSG-6 jest réwniez zaangazowane w procesy
proliferacji komdrek, hamowania migracji neutrofiléw,
a takze w regulacje ekspresji antygenu CD44, ktdry jest
gtéwnym receptorem hialuronianu w komérkach ziar-
nistych [117].

Na podstawie analiz histologicznych przeprowadzonych
przez Yanga i wsp. [117], stwierdzono redukcje inten-
sywnosci naciekéw zapalnych po leczeniu z zastoso-
waniem komdérek macierzystych. Ich spadek wigzat sie
takze ze zmniejszeniem poziomu prozapalnych cytokin
w surowicy krwi. Leczenie z zastosowaniem komdrek
iPSC-MSC/TSG-6 ograniczyto utrate kosci wyrostkéw
zebodotowych wokét toczgcego sie procesu zapalnego.

ZastosowaNie IPSC-MSC w REGENERACJI K0SCI

Stosowanie niezréznicowanych iPSC w praktyce kli-
nicznej wiaze sie z duzym ryzykiem wzbudzenia pro-
cesu nowotworowego w organizmie biorcy. Komdrki
te moga ulegaé spontanicznym i niekontrolowanym
podziatom, co moze spowodowaé rozwdj potworniakédéw,
nowotwordéw, w ktérych dochodzi do rozrostu komérek,
majacych cechy wszystkich trzech listkéw zarodko-
wych. Wysoce wyspecjalizowane komérki osteoproge-
nitorowe (iPSC-MSC) powstate z komérek iPSC nie maja
tego ograniczenia. Stanowig bogate Zrédto wysokiej
jakosci komérek macierzystych, ktére mozna bezpiec-
znie wykorzysta¢ w stomatologii regeneracyjnej.

Zastosowanie komérek iPSC w procesie odnowy tkanki
kostnej jest zagadnieniem nowym, znanych jest kilkana-
$cie prac z tego zakresu. Potwierdzaja e teze, ze komérki
te moga by¢ z powodzeniem przeksztalcone w oste-
oblastyczne komérki progenitorowe, majg aktywno$é
alkalicznej fosfatazy i sa zaangazowane w wytwarzanie
nowej ko$ci, w tym mineralnej macierzy miedzykomor-
kowej. Moga by¢ podstawg terapii obejmujacej tkankowa
regeneracje kosci [108].

Populacje progenitorowych komérek kosciotwdrczych
mozna otrzymaé w dwojaki sposdb: bezposrednio przez
réznicowanie komérek iPSC [47,71,76,107] lub posred-
nio przez otrzymanie komdrek iPSC-MSC, a dopiero
w nastepnej kolejno$ci komédrek osteoprogenitorowych
[98,104,108].

Philips i wsp. [76] poréwnali 4 rézne protokoty otrzy-
mywania komdrek progenitorowych z zastosowaniem
nastepujacych dodatkéw:

« deksametazon i kwas askorbinowy;

« kwas retinowy;

* rapamycyna;

« fibroblasty oraz biatko morfogenetyczne kosci 4.

Badania potwierdzity nowotworzenie ko$ci w przypadku
komérek osteoprogenitorowych otrzymanych w wyniku

zastosowania protokotéw pierwszego i czwartego.

Kanke i wsp. [47] wykorzystali cztery niewielkich roz-

miardw czgsteczki: 1) CHIR99021 [CHIR]; 2) cyklopamine
[CYC]; 3) smoothened agonist [SAG]; 4) pochodng heliok-
santyny [TH]. Ich strategia postepowania zakladata
poczatkowa indukcje mezodermy, poprzedzong induk-
cja osteoblastéw i ostateczng faza dojrzewania, poprawia
ekspresje gendw i biatek zwigzanych z osteoblastami.

Ochiai-Shino i wsp. [71] wykorzystali transformujacy
czynnik wzrostu f (transforming growth factor p, TGF-
B), insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (somatome-
dyna-C, insulin-like growth factor 1, IGF-1) oraz czynnik
wzrostu fibroblastéw 2 (fibroblast growth factor 2, FGF-
2) do pobudzenia réznicowania komérek iPSC w kie-
runku komérek osteoprogenitorowych. Wykorzystanie
wymienionych czynnikéw wzrostu zwiekszyto czesto§é
wytwarzania komérek. Otrzymane ta metoda komérki
charakteryzowatly sie wysokim poziomem ekspresji
czynnika transkrypcyjnego Osterix (Osx). Oprécz Runx2
Osx jest gtéwnym regulatorem, charakterystycznym dla
tworzenia kosci i réznicowania komérek progenitoro-
wych w osteoblasty, odpowiada za ich prawidtowe doj-
rzewanie i funkcjonowanie [71].

Wang i wsp. [107] wykorzystali do pobudzenia procesu
przeksztatcania komdrek iPSC (zamiast kombinacji czyn-
nikéw wzrostu) syntetyczny materiat tworzacy tréjwy-
miarowg sie¢ krystaliczna, utworzony z polidopaminy
oraz chitozanu (carboxymethyl chitosan), co przyspie-
sza hodowle komérek progenitorowych.

Villa-Diaz i wsp. [104] przeszczepiali myszom, komérki
otrzymane w procesie réznicowania iPSC-MSC i potwier-
dzono synteze nowej ko$ci de novo, w poréwnaniu
z grupg kontrolng. Co wiecej, przeszczepione komérki
zostaly zidentyfikowane w obrebie nowej kosci, co
potwierdza fakt, ze wziely one czynny udziat w procesie
jej syntezy.

Tang i wsp. [98] wykorzystali cement kostny oparty na
fosforanie (V) wapnia (calcium phosphate cement -
CPC), tworzacy rusztowanie dla komérek osteogennych,
do pobudzenia komérek iPSC-MSC do réznicowania sie
w kierunku osteogenezy. Zaobserwowano zwiekszona
ekspresje gléwnych w procesie osteogenezy znacznikéw
alkalicznej fosfatazy orazosteoklacyny, ktére sg biatkami
swoistymi dla tkanki kostnej i sg charakterystyczne dla
terminalnie zréznicowanych osteoblastéw, a takze dla
kolagenu typ I oraz RUNX2 (runt-related transcription
factor 2), ktéry jest uwazany za nadrzedny regulator
procesu ko$ciotworzenia. Jego niedobér prowadzi do
réznych typéw dysplazji kostnej [98].

PopsumowaNie

Jama ustna jest bogatym i wydaje sie nieograniczonym
zrédlem komérek macierzystych. Latwy dostep do jej
anatomicznych struktur sprawia, ze mozliwe staje sie
nieinwazyjne pobranie prébek tkankowych do dalszych
badan w warunkach ambulatoryjnych, bez generowa-
nia dodatkowych kosztéw. Czesto komdrki te mogg by¢
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pozyskane z materialu bedacego ,,odpadem medycz-
nym”. Mozna przypuszczaé, ze w niedalekiej przysztosci
terapie z zastosowaniem komérek macierzystych wcho-
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dzi¢ beda w sktad standardowych, rutynowych rozwig-
zan terapeutycznych proponowanych pacjentom przez
ogdlnie praktykujacych lekarzy stomatologdéw.
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