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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Mezenchymalne komérki zrebu (MSC) to jedne z najintensywniej badanych komérek w ostat-
nich latach. Brak swoistych, unikatowych markeréw dla komérek pochodzenia mezenchy-
malnego sprawia, ze trudno jest odréznié¢ komdrki MSC od innych, takich jak fibroblasty czy
perycyty. Komérki MSC sa mieszanina réznych komérek: o zréznicowanej morfologii, o réznej
ekspresji markeréw komdrkowych, o réznym stopniu zréznicowania oraz o réznej zdolno$ci do
proliferacji. Wiekszo$é¢ ich cech fenotypowych zidentyfikowano w hodowlach komérkowych.
Jednag z nich jest zdolno$é réznicowania do trzech linii komdrkowych: osteoblastéw, adipo-
cytéw i chondroblastéw. Komdrki MSC in vivo sg waznym elementem funkcjonalnym niszy
macierzystych komérek hematopoetycznych oraz wystepuja w $cianach naczyn krwiono$nych,
gdzie moga bra¢ udziat w ich powstawaniu i funkcjonowaniu. Komérki MSC wydzielaja wiele
réznych czynnikéw, m.in. czynniki antyapoptotyczne, proangiogenne, czynniki stymulujace
proliferacje komérkowg oraz czynniki immunostymulujace.

W pracy zwrdcono szczegblna uwage na strategie terapeutyczne wykorzystujace komérki MSC
do poprawy pracy uszkodzonego zawatem serca oraz na udzial komérek MSC w gojeniu sie
trudnych do wyleczenia ran. Dzieki wydzielanym przez siebie czynnikom przeciwzapalnym
komérki MSC hamujg reakcje zapalna, a dzieki wydzielanym cytokinom i czynnikom wzrostu
moga stymulowaé odbudowe uszkodzonych tkanek i narzadéw. Skutek terapeutyczny po
podaniu komérek MSC polega na ich parakrynnej aktywnosci.

mezenchymalne komérki zrebu (MSC) - fenotyp MSC - terapia MSC

Summary

Mesenchymal stromal cells (MSCs) have been among the most intensively studied cells in
recent years. Lack of specific unique markers for these cells makes it difficult to distinguish
MSCs from other types of cells, such as fibroblasts or pericytes. MSCs are a mixture of mor-
phologically different cells with expression of various cellular markers, with varying degrees
of differentiation, as well as varying proliferation capacities. The majority of phenotypic
features of these cells have been identified through cell culture. One of their basic features is
the capacity to differentiate into three cell lines: osteoblasts, adipocytes and chondroblasts.
Under in vivo conditions, MSCs form an important functional element of the hematopoietic
stem cell niche. Residing within the blood vessel wall, MSCs assist in its formation and functio-
ning. MSCs release anti-apoptotic and pro-angiogenic factors, as well as agents that stimulate
cell proliferation and also immunostimulating factors.

*Publikacja zostata sfinansowana z projektu POIG.01.03.01-00-169/09 finansowanego przez Unig Europejska.

® Postepy Hig Med Dosw (online), 2014; 68 1287



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2014; tom 68: 1287-1298

In this study, we focused in particular on therapeutic strategies employing MSCs to improve
the performance of the infarcted heart as well as on their involvement in the repair of hard-
-to-heal wounds. Thanks to the released anti-inflammatory agents, MSCs can inhibit inflam-
matory reactions. Owing to cytokines and growth factors they can also stimulate regeneration
of damaged tissues and organs. The therapeutic effect that follows MSCs administration is
linked to their paracrine activity.
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CECHY KOMOREK MEZENCHYMALNYCH, PROBY DEFINICJI

Pod koniec lat siedemdziesiatych ub.w. grupa Frieden-
steina pierwsza wyizolowala i opisata podstawowe cechy
komérek mezenchymalnych wystepujacych w szpiku
kostnym gryzoni [25,26,27,55]. Komérki rosty na plasti-
kowym podtozu. Morfologicznie byty podobne do fibro-
blastéw i w okre$lonych warunkach tworzyty swoiste
klony (colony-forming unit (CFU) - fibroblast). Miaty
takze zdolno$¢é réznicowania do osteoblastéw i chon-
droblastéw.

Pézniejszym badaniom prowadzonym w réznych labo-
ratoriach towarzyszyto jednak wiele watpliwosci. Czy
badane komérki mezenchymalne to komérki macie-
rzyste, czy tzw. multipotentne komdrki zrebu [36]?
Czym réznig sie od fibroblastéw [33]? Jakie sg ich rela-
cje z perycytami [10]? Czy pochodzg od perycytéw, czy
od tzw. komérek przydanki (tunica adventitia), komé-
rek znajdujacych sie w zewnetrznej warstwie duzych
naczyt [14]?

Komérki MSC to jedne z najintensywniej badanych
komérek. Wedtug bazy danych PubMed: tylko w 2013 r.
opublikowano 3441 prac zawierajacych w tytule
»~Mezenchymalne komérki macierzyste” i 2458 prac
zawierajacych w tytule ,,Mezenchymalne komérki
zrebu”. W jezyku polskim réwniez opublikowano 3
artykuly poswiecone komérkom mezenchymalnym
[3,42,58].

Autorzy artykutu nie prébuja wyczerpujaco podsumo-
waé wiedzy o tych komérkach ani rozwigzywaé sporéw
i usuwad watpliwosci, ale usitujg zwréci¢ uwage na cechy
komdrek MSC, ktére mozna wykorzystaé w regeneracji
uszkodzonych tkanek i narzadéw.

Wokét komérek mezenchymalnych pojawito sie sporo
niejasno$ci i kontrowersji. Jedna z pierwszych doty-
czyta nazwy [49]. Czy badane komdrki to komdrki
macierzyste, czy sa to komérki zrebu? Do tej pory
niektérzy badacze z uporem stosuja nazwe ,,komérki
macierzyste” [14,54,62], inni za$ ,komdrki zrebu”
[33,36,44].

Obecnie wiadomo, ze podstawowa procedura izolacji
tych komdrek, wykorzystujaca m.in. zdolno$é wzrostu
komorek na plastikowym podtozu, pozwala wyizolowaé
mieszanine réznych komérek mezenchymalnych (komé-
rek zrebu), wéréd ktérych moga sie takze znajdowad
komérki o takich cechach komérek macierzystych, jak:
zdolno$¢ do tworzenia klonéw, wielokierunkowego réz-
nicowania i samoodnowy [21,65]. W artykule, bedzie sto-
sowany termin: mezenchymalne komérki zrebu (MSC)
[zob. 9,60,75].

Nie ma jednego, unikatowego markera do oznacze-
nia komérek MSC. Do ich charakterystyki fenotypo-
wej stosuje sie kilka markeréw, m.in. CD105, CD90
i CD73 [21] (tab. 1). Niestety, antygeny te nie sg swo-
iste dla MSC i wystepuja takze na powierzchni innych
komdrek [57]. W populacji wyizolowanych komérek
mezenchymalnych (CD105* CD90* CD73*), niemaja-
cych zdolnosci do samoodnowy, znajduja sie takze
komérki CD146°, ktére maja cechy komérek macie-
rzystych [65]. Marker CD146 jest do$¢ swoistym mar-
kerem komdrek perycytéw. Markerem niektérych
progenitorowych komérek mezenchymalnych jest
CD34 [39,71], ktéry wystepuje réwniez w wielu innych
typach komérek, np. na progenitorowych komérkach
$rédbtonkowych [67].
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Tabela 1. Minimalne kryteria pozwalajace zdefiniowac komdrki mezenchymalne (CD11 lub CD14 - markery monocytéw, makrofagéw; CD34 - marker komdrek
progenitorowych; (D45 - marker leukocytéw; CD79a lub (D19 - markery komdrek B)

Minimalne kryteria pozwalajace zdefiniowa¢ komorki mezenchymalne
(wg The International Society for Cellular Therapy [21])

1. Badane komdrki powinny by¢ adherentne do plastikowego podfoza

2. Na powierzchni komérek musza by¢ trzy podstawowe markery: (D105
(Endoglina),

(D90

(Thy-1),

73

(Ekto-5"-nukleotydaza),
nie powinno by¢ natomiast (D45, (D34, (D14 lub (D11h, CD79a lub (D19, HLA- klasy Il

3. Komérki te powinny mie¢ zdolnos¢ réznicowania sie do osteoblastéw, adipocytéw i chondroblastéw

Komdrki okre$lane mianem , komdrek MSC” to miesza-
nina réznych mezenchymalnych komérek: perycytéw,
komdrek przydanki (adventitial cells), fibroblastéw,
osteoblastéw, adipocytéw, komérek wyscietajacych kosci
[6]. Wiekszo$¢ ma markery CD105, CD90, CD73.

Niektdre prace zawierajg listy markeréw identyfiko-
wanych na powierzchni komérek MSC [19,49,54]. Do
pozytywnej identyfikacji komérek MSC korzysta sie
takze z nowych markeréw, m.in.: CD49b, STRO-1, CD271
(NGFR), CD200, SSEA-1, SSEA-4. Do negatywnej nato-
miast m.in. z: CD31, CD45, CD133, CD144.

We wczesnych hodowlach komérek mezenchymalnych
dominuja komérki o ksztatcie podobnym do wrzeciona
(komérki ,fibroblastoidalne”). W hodowlach star-
szych, obserwuje sie natomiast duze ptaskie komérki
(przecietna $rednica wzrasta z 10 do okoto 20 um) [8].
Komérki te kontaktuja sie ze sobg za posrednictwem dhu-
gich, przekraczajacych 200 um, wypustek [76].

Niekiedy w hodowlach pierwotnych mozna zauwazyé
mate, okragte komérki majace zdolno$¢ do samoodna-
wiania [13]. Komérki mezenchymalne majg ograniczong
liczbe podziatéw. Po kilku, kilkunastu pasazach przestaja
sie dzieli¢ i ging w wyniku starzenia [34].

Zdaniem badaczy z The International Society for Cellu-
lar Therapy (ISCT) jedna z podstawowych cech komérek
mezenchymalnych jest ich zdolno$¢ réznicowania sie in
vitro do trzech linii komérkowych: osteoblastéw, adipo-
cytéw i chondroblastéw [21] (tab.1).

Komérki mezenchymalne réznia sie jednak potencja-
tem do réznicowania [64]. Niektdre z klonéw komér-
kowych moga sie réznicowad do wszystkich trzech linii
(do osteoblastéw, adipocytéw i chondroblastéw), inne
do dwéch (np. tylko do osteoblastéw i chondrobla-
stéw), a niektdre do jednej linii komdrkowej. Komérki,
ktére zawieraja na swej powierzchni marker CD146

maja dwukrotnie wieksza zdolno$¢ do réznicowa-
nia sie do trzech wyzej wymienionych linii komérko-
wych [64]. Klony komdrkowe powstate z pojedynczych
komérek wykazuja swoistg niejednorodnosé, heteroge-
nie. Komdrki znajdujace sie wewnatrz klonu majg inne
wiaéciwosci fenotypowe niz komdérki znajdujace sie na
zewnatrz klonu [56]. Komérki MSC sg wiec mieszanina
réznych komérek: o zréznicowanej morfologii (ksztal-
tach), o réznej ekspresji markeréw komérkowych,
o réznym stopniu zréznicowania, o réznej zdolnosci do
proliferacji.

Brak swoistych, unikatowych markeréw dla komérek
pochodzenia mezenchymalnego sprawia, ze trudno
jest odréznié¢ komérki MSC od fibroblastéw [32].
Oba rodzaje komérek majg na swojej powierzchni te
same antygeny (CD105, CD90, CD73) i zdolno$¢é réz-
nicowania do trzech linii komérkowych. Wydaje sie,
ze komérki MSC sg bardziej proangiogenne od fibro-
blastéw i maja wieksza zdolno$¢ hamowania reakcji
zapalnej [7]. Niektére dane wskazuja na duze podo-
biefistwo antygenowe perycytéw do komdrek MSC
[17]. Oba typy komdrek majg podobne umiejscowienie
w §cianach naczyn i biorg udzial w regeneracji uszko-
dzonych tkanek. Fibroblasty wydaja sie¢ komérkami
majgcymi bardziej ograniczony potencjat do réznico-
wania niz perycyty [15].

Doktadna definicja komérek MSC powinna spetniaé kry-

teria ISCT i zawiera¢ dodatkowe informacje [41]:

+ 0 pochodzeniu komérek MSC (tkanka, narzad, orga-
nizm),

« 0 warunkach hodowli (hodowla pierwotna vs hodowla
komérek sortowanych),

« 0 sktadzie pozywek hodowlanych,

* 0 obecno$ci markeréw (tzw. markerédw pozytywnych)
lub ich braku (tzw. markeréw negatywnych),

« 0 potencjale do réznicowania,

+ 0 zdolno$ci do klonowania,

« 0 transkryptomach, proteomach, sekretomach.

1289



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2014; tom 68: 1287-1298

Zauwaza sie, ze komdrki MSC to swoisty fenomen
,hodowlany”: wiekszo$¢ bowiem cech fenotypowych
tych komérek zostata zidentyfikowana w hodowlach
komdrkowych [41]. Nie jest jednak pewne, czy obserwo-
wane cechy in vitro sa identyczne z cechami istniejagcymi
in vivo.

FunkcJe komorex MSC

Wiele danych wskazuje, ze in vivo komérki MSC moga

petnié trzy podstawowe funkcje:

*sa waznym elementem funkcjonalnym niszy macie-
rzystych komérek hematopoetycznych (hematopoietic
stem cells, HSC) [24],

* wystepujace w $cianach naczyn krwiono$nych komérki
MSC mogg bra¢ udziat w powstawaniu i funkcjonowa-
niu naczyt krwiono$nych [9,11],

» moga mie¢ istotny udzial w powstawaniu immunosu-
presji oraz w hamowaniu reakcji zapalnej [44,59].

Znajdujaca sie w szpiku kostnym nisza komérek hemato-
poetycznych spetnia trzy podstawowe kryteria zapropo-
nowane przez Schofielda [66]:

» komérki progenitorowe/macierzyste zajmuja zdefinio-
wane pod wzgledem anatomicznym miejsce,

+ zdolnoé¢ komérek progenitorowych/macierzystych
do samoodnowy jest regulowana, kontrolowana przez
komérki sasiadujace z komérkami macierzystymi,

« opuszczenie przez komdrki progenitorowe/macierzy-
ste niszy prowadzi do ich ukierunkowanego réznico-
wania.

W niszy macierzystych komdrek hematopoetycznych
(HSC) komérki MSC pelnig swego rodzaju funkgje ,,kon-
trolne”: dzieki wydzielanej przez siebie chemokinie
CXCL12 kontrolujg proliferacje i zdolno$¢ do samoodnowy

CAR
Kos¢ Osteoblasty Komérki
HRC \ érodblonka
CAR \
4 CXCL12 *
Swiatto
naczynia

\cxcuz \’
A 4
Q oxoLi2 T

‘i, Pre-ProB /‘

Ryc. 1. Kontrola proliferacji i samoodnowy komérek HSC przez CXCL12 (SDF1)
(wg [31] zmodyfikowano); CXCL12 (SDF1) jest wydzielana przez MSC
i EC, biatko to kontroluje HSC, CXCL12 wydzielana przez MSC kontroluje
CLP (common lymphoid progenitor), CXCL12 wydzielana przez CAR
(CXCL12-abundant reticular cells) i osteoblasty kontroluje Pre-Pro B
(committed B cell precursor), CXCL12 wydzielana przez CAR kontroluje
HPC (haematopoietic progenitor cells)

komérek HSC oraz limfoidalnych komérek progenitoro-
wych CLP (common lymphoid progenitors) [20,31] (ryc.
1). Chemokine CXCL12 wydzielajg takze tzw. komérki CAR
(CXCL12 - abundant reticular cells). Chemokina ta kontro-
luje stan spoczynkowy zaréwno komdrek HPC (hematopo-
etic progenitor cells), jak i ukierunkowanych prekursoréw
komérek B (committed B cell precursor).

Coraz wiecej danych $wiadczy o tym, ze zaréwno duze, jak
i mate naczynia krwiono$ne moga by¢ Zrédtem komdérek
mezenchymalnych [11,48]. Wedtug niektérych badaczy
komérki mezenchymalne MSC wywodzg sie z perycy-
téw [11]. Swiadcza o tym dane wskazujace, ze perycyty
majg na swej powierzchni typowe markery dla MSC (CD90,
CD105, CD73). Perycyty jest niezwykle trudno odréznié
od MSC. Niektére grupy badawcze utozsamiajg wrecz
komérki MSC z perycytami (MSC= perycyty) [10].

Perycyty to komérki, ktére tworzg swoiste relacje
z drobnymi naczyniami krwiono$nymi (mniejszymi
niz 100 um) [1]. Pokrywaja i otaczaja gléwnie kapilary
i mikronaczynia. Wraz z komdrkami §rédbtonkowymi sa
ostoniete btong podstawng. Dzieki wydzielanym czynni-
kom wzrostu perycyty maja wplyw na procesy formo-
wania nowych naczyn, a dzieki swej kurczliwo$ci moga
takze modyfikowa¢ $rednice mikronaczyn i tym samym
regulowa¢ przeptyw krwi.

Duze naczynia krwionos$ne sg zbudowane z trzech,
w miare dobrze zdefiniowanych, warstw komérek
[14,16] (ryc. 2). Warstwe wewnetrzng (tunica intima) two-
rza komérki $rédbtonkowe, warstwe posrednia (tunica
media) - komdrki miesni gladkich, a warstwe zewnetrzng
(tunica adventitia) - fibroblasty, makrofagi, komdrki
tuczne, limfocyty T i B, dendrycyty oraz tkanka taczna
[50]. Warstwa ta ma wlasny system unaczynienia. Sa to
naczynia naczyn, vasa vasorum. W tunica adventitia ziden-
tyfikowano takze komérki o fenotypie CD34°CD31 [14].

Warstwa zewnetrzna (tunica adventitia) odgrywa wazna
role w tzw. remodelowaniu, przebudowie naczyn [11].
Komdrki AdSC (adventitial stromal cells) sg aktywowane
réznymi czynnikami (uszkodzenia, przeszczepy, hipok-
sja, nadci$nienie). Aktywacja tych komérek wigze sie
ze wzrostem proliferacji oraz swoistym réznicowaniem
do miofibroblastéw, ktére wedrujg do wewnetrznych
warstw naczyn. Miofibroblasty stymuluja synteze biatek
macierzy pozakomdrkowej i uwalniajg dodatkowo czyn-
niki regulujgce przebudowe naczyt [14].

Wedlug Corselliego i wsp. komérki warstwy tunica adven-
titia majg podstawowy fenotyp: CD34'CD31°CD146°CD45".
Na ich powierzchni znajduja sie takze markery CD105,
CD90 i CD73, a wiec typowe markery komérek MSC.
Swiadczy to, ze komérki MSC wywodza sie z komérek
o fenotypie CD34'CD31"[14].

Braun i wsp. twierdza jednak, ze komérki warstwy tunica
adventitia maja fenotyp CD34'CD146°CD271*/". W warun-
kach in vitro réznicuja sie do komérek o fenotypie CD105".
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Duze naczynie

Tunica adventitia
(komorki AdSC)

Tunica intima

Mate naczynie

(EC)

perycyt

EC

Perycyty

Komorki AdSC
(Adventitial Stromal Cells)

Lokalizacja

Kapilary, mikronaczynia

Duze naczynia

Najczestsze markery

CD146*, CD34-, CD45-, CD56"

CD34*, CD31-

Zdolnos¢ do

réznicowania adipocyty

Osteoblasty, chondrocyty,

Osteoblasty, chondrocyty,
adipocyty

Relacja z MSC

Perycyty = MSC

AdSC > MSC
AdSC - perycyty

wzrost unaczynienia,

Efekty terapeutyczne

(pozawatowe serce) komory,

wzrost frakcji wyrzutowej lewej

zmniejszenie zwtdknienia,
zmniejszenie reakcji zapalnej

wzrost unaczynienia,

wzrost frakcji wyrzutowej lewej
komory,

zmniejszenie zwidknienia,
zmniejszenie reakcji zapalnej

Ryc. 2. Wiadciwosci perycytow i komérek AdSC (wg [16] zmodyfikowano)

W komdrkach tych maleje stezenie antygenu CD34" i wzra-
sta CD105*, CD146*, CD271". Proces zachodzi w hodowli
komérkowej w ciagu paru dni. Po czterech dniach od zato-
zenia hodowli nie ma komdrek o fenotypie CD34°CD31". Sa
natomiast komdérki o fenotypie komdrek MSC [8].

Wedtug Lin i Lue komérki znajdujace sie w tunica adven-
titia moga by¢ komdérkami macierzystymi (vascular stem
cells, VSC), z ktérych wywodza sie wszystkie komérki
tworzace naczynia (m.in. komérki §rédbtonkowe, mie-
$ni gladkich, perycyty) [48]. Niewykluczone, ze war-
stwa tunica adventitia mogtaby petnié role swoistej niszy,
w ktdrej znajduja sie spoczynkowe komérki macierzy-
ste/progenitorowe naczyr krwiono$nych [50].

Komdrki tej warstwy spetniaja bowiem trzy minimalne
warunki wymagane dla nisz komérek macierzystych
[66]. Komdrki CD34°CD31" mogtyby by¢ swego rodzaju
komérkami macierzystymi (VSC), ktére po opuszczeniu

niszy réznicowatyby sie do komérek MSC o fenotypie
CD105°CD90*CD73" [48].

Komérki MSC wydzielajg wiele réznych czynnikéw:
antyapoptotycznych i proangiogennych m.in.: VEGF,
HGF, IGF-1, STC-1, TGF-B, GM-CSF, PIGF, MCP-1, bFGF,
IL-6 [19]. Wydzielaja takze wiele czynnikéw stymuluja-
cych proliferacje komérkowa, m.in.: SCF, LIF, M-CSF, SDF-
1, ANG-1 oraz immunostymulujgcych, takich jak np.:
IL-6, IL-10, TGF-p, prostaglandyne PGE-2, indoloamine
2,3-dioksygenazy (IDO), a takze wiele chemoatrak-
tantéw, m.in.: CCL2-CCL5, CCL7, CCL20, CCL26, CXCL1,
CXCL8 (IL-8),CXCL12 (SDF-1) [44,52].

Wiele danych wskazuje, ze komérki MSC:

* 53 sensorami reakcji zapalnej, poniewaz komérki te
majg receptory TLR (TLR3 jest receptorem dsRNA,
a TLR4 jest receptorem lipopolisacharydu LPS);
w zalezno$ci od stezenia IFN-y/TNF-a komérki MSC
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Ryc. 3. Polaryzacja komérek MSCi makrofagéw (M1 M2) podczas reakgji zapalnej (wg [4] zmodyfikowano)

moga indukowaé reakcje prozapalna (niskie stezenie
obu cytokin) lub przeciwzapalna (wysokie stezenie obu
cytokin) [4],

» moga dodatkowo rekrutowaé komérki monocytéw/
makrofagdw [4],

«w zalezno$ci od stezenia cytokiny IL-6 oraz dioksy-
genazy indoloaminy (IDO) i prostaglandyny (PGE2)
komérki MSC moga polaryzowaé makrofagi do M1
(niskie stezenie IL-6) lub polaryzowaé makrofagi do M2
(wysokie stezenie IL-6 oraz IDO i PGE2) [18].

Szlak sygnatowy aktywujacy makrofagi M1 powoduje
powstanie cytotoksycznych limfocytéw T, natomiast
szlak aktywujacy M2 powstanie regulatorowych limfo-
cytéw T (CD4*CD25'Foxp3*) [4] (ryc. 3).

Same komérki MSC moga réwniez ulegaé polaryzacji do
MSC1 lub MSC2 (fenotyp MSC1 przypomina fenotyp pro-

zapalnych makrofagéw M1, a fenotyp MSC2 - przeciwza-
palnych makrofagéw M2) [74]. Fenotyp MSC1 powstaje
przy niskich stezeniach IDO/NO/PGE2, natomiast feno-
typ MSC2 w wysokich stezeniach IDO/NO/PGE2. Podob-
nie jak w przypadku makrofagéw M1 fenotyp MSC1
prowadzi do powstania cytotoksycznych limfocytéw T,
fenotyp MSC2 natomiast do powstania limfocytéw Treg.

Coraz wiecej danych wskazuje na istotna role komé-
rek mezenchymalnych w hamowaniu reakcji zapal-
nej, waznego etapu regeneracji uszkodzonych tkanek
[59,60]. Komérki MSC sa aktywowane przez prozapalne
sygnaty (induktory), ktére stymuluja dwa negatywne
sprzezenia zwrotne (ryc. 4). Pierwsze sprzezenie stymu-
luje w komérkach MSC sekrecje PGE-2. Prostaglandyna
ta powoduje swoiste fenotypowe ,,przejécie” tzw. rezy-
dentnych prozapalnych makrofagéw M1 do przeciw-
zapalnych makrofagéw M2. Drugie sprzezenie zwrotne
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Ryc. 4. Hamowanie reakji zapalnej przez TSG-6 i aktMSC (wg [59] zmodyfikowano); TSG-6 - biatko 6 stymulowane przez TNF-a; PGE2 - prostaglandyna
E2 - powoduje przejécie makrofagéw M1 do M2; M1- makrofagi prozapalne (IL-12, TNF-q, IL-23); M2 - makrofagi przeciwzapalne (IL-10, IL-4)

pobudza natomiast MSC do wydzielania biatka TSG-6
(anti-inflammatory protein TNF-a/stimulated gene/
protein 6), ktére wiaze sie z receptorem CD44 znajdu-
jacym sie na rezydentnych makrofagach. Przylaczenie
TSG-6 blokuje $ciezke sygnatowg TLR2/NF-«B i hamuje
wytwarzanie prozapalnych mediatoréw reakcji zapalne;j.

Komdrki MSC moga w ten sposéb braé udziat zaréwno
w hamowaniu reakcji zapalnej, nie tylko podczas inwa-
zji réznych czynnikéw infekcyjnych, jak i podczas odbu-
dowy/regeneracji uszkodzonych tkanek i narzadéw [59].

Poczgtkowo przypuszczano, ze komérki MSC sa komér-
kami hipoimmunogennymi, poniewaz nie wykazujg eks-
presji czasteczek HLA I1 i kostymulatorowych biatek [29].
Ekspresja HLA 1l moze sie jednak pojawi¢ w komdérkach
MSC po stymulacji IFN-y. Komérki MSC wykorzystuje
sie nie tylko w przeszczepach autogenicznych, ale takze
w przeszczepach allogenicznych i ksenogenicznych [47].

Komérki MSC nie sa komdrkami uprzywilejowanymi
immunologicznie. Tworza natomiast tolerogenne
mikro$rodowisko: moduluja w posredni sposéb aktyw-
no$¢ komérek dendrytycznych (DC) oraz hamuja w spo-
s6b bezposredni aktywnos$é komdrek NK, CD8* i CD4".
Komérki MSC moga tworzy¢ mikro$rodowisko immuno-
supresyjne takze dzieki wydzielanym przez siebie pro-
staglandynom i interleukinom [22].

PROBY TERAPEUTYCZNEGO ZASTOSOWANIA KOMOREK MSC

Dotychczasowe dane wskazujg, ze komdrki MSC (a takze
perycyty i komérki AdSC) moga bra¢ udziat w dwéch
procesach, ktére mozna wykorzysta¢ w celach tera-
peutycznych. Dzieki wydzielanym przez siebie czyn-
nikom przeciwzapalnym komérki MSC hamuja reakcje

zapalna, a dzieki wydzielanym cytokinom i czynnikom
wzrostu moga stymulowaé regeneracje uszkodzonych
tkanek i narzadéw [5,19,59]. Dotad (4.04.2014 r.) zare-
jestrowano 388 badan klinicznych z wykorzystaniem
komérek MSC [12].

W tabeli 2 przedstawiono cztery gtéwne strategie tera-
peutyczne z wykorzystaniem komérek MSC. Komdrki
MSC:

* biorg udzial w regeneracji kosci, chrzastki i mie$ni,

* moga poprawial prace pozawatowego serca, regenero-
wa( uszkodzong watrobe, sprzyjaé gojeniu sie ran,

+ mogg hamowa¢ nieprawidtowa odpowiedZ odporno-
$ciowa,

*» mogg by¢ no$nikami terapeutycznych gendéw.

Do$wiadczenia przedkliniczne oraz préby kliniczne
powinny spetniaé kilka warunkdéw:

+ musi by¢ podjeta decyzja czy beda stosowane komdrki
autogeniczne czy allogeniczne,

* stosowane w terapii komérki MSC muszg byé w miare
homogenne,

 musi by¢ oznaczony optymalny czas transplantacji
terapeutycznych komdrek,

+ musi by¢ oznaczona optymalna liczba transplantowa-
nych komérek (,,dawka”),

 musi by¢ zbadany optymalny sposéb transplantacji
komérek MSC.

Autorzy zwracajg szczegdlng uwage na strategie tera-
peutyczna wykorzystujacg komérki MSC do regeneracji
uszkodzonego zawatem serca oraz udziatu komérek MSC
w gojeniu sie trudnych do wyleczenia ran.

W celu poprawy pracy pozawatowego serca komérki MSC
mozna podawa¢ systemowo (do krwiobiegu) lub wprost
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do miesnia sercowego. Podane do krwiobiegu komérki
gromadzg sie w ptucach. Komérki MSC, o $rednicy 20-30
um, blokuja mikronaczynia w ptucach, tworzac mikro-
zatory [40]. Znajdujace si¢ w mikronaczyniach komérki
MSC wydzielajg biatko TSG-6, ktére ma wladciwosci prze-
ciwzapalne (ryc. 4). Biatko to hamuje aktywno$¢ proteaz
biorgcych udziat w reakcji zapalnej oraz hamuje infil-
tracje neutrofiléw [45]. Po okoto 24 godzinach komdérki
MSC opuszczajg ptuca i wedrujg z krwiobiegu do mie-
$nia sercowego. Przeciwzapalna aktywno$¢ biatka TSG-6
ma wplyw na zmniejszenie rozmiaréw zawatu i poprawe
pracy pozawatowego serca [45].

Wedtug Molla i wsp., komérki MSC blokujace mate naczy-
nia, dzieki czynnikowi tkankowemu (TF) na powierzchni,
stymulujg powstawanie skrzepliny [53]. Jego infiltracja
przez neutrofile i monocyty niszczy komérki MSC. Przy-
puszczalnie az 80% komdrek MSC moze ulec zniszczeniu
w wyniku reakcji IBMIR (instant blood-mediated inflam-
matory reaction).

Wszczepiane do mie$nia sercowego komérki MSC moga
sie utrzymywa¢ w nim stosunkowo krétko. Niektére dane
wskazujg, ze po 2 tygodniach od czasu podania, zaledwie
kilka ich procent znajduje sie jeszcze w pozawatowym
sercu [46]. Istniejg jednak dane wskazujace, ze niektdre
przeszczepione komérki MSC (CD34*) utrzymujg sie
w pozawalowym sercu nawet przez 12 miesiecy [73].

Czas retencji przeszczepionych komérek w sercu moze
zaleze¢ od: stresu oksydacyjnego, stanu zapalnego,
cytotoksycznosci niektérych cytokin, a takze braku
odpowiednich biatek w macierzy zewnatrzkomdrkowej
(extracellular matrix, ECM) umozliwiajacych ,,zakotwi-
czenie” przeszczepionych komdrek MSC [62].

Wynik terapeutyczny, ktéry pojawia sie po podaniu
komérek MSC moze by¢ raczej spowodowany stymulacja
komérek gospodarza przez czynniki wydzielane przez
komdrki MSC (tzw. efekt parakrynny) niz przez prolife-
racje czy réznicowanie sie komérek MSC do kardiomio-
cytéw [35].

Niezaleznie od tego czy do poprawy pracy pozawatowego
serca stosowano komérki MSC, perycyty czy komérki
bedgce prekursorami perycytéw wyniki leczenia byty
podobne [11,28,39,63]. Wszystkie komérki terapeutyczne
stymulowaty wzrost unaczynienia, natomiast zmniejszaty
stan zapalny oraz stopien zwtéknienia. W pozawatowym
sercu zmniejszata sie blizna pozawatowa i zwiekszata frak-
cja wyrzutowa lewej komory. Przypuszcza sie, ze za wzrost
unaczynienia sg odpowiedzialne czynniki proangiogenne
(np. VEGF, HGF) wydzielane przez komérki terapeu-
tyczne. Zmniejszajacy sie stan zapalny mdgt by¢ skutkiem
wydzielanych przez komdrki terapeutyczne czynnikéw
przeciwzapalnych (np. TSG-6, IL-6). Natomiast niewielki
stopien zwtéknienia moze by¢ skutkiem zahamowania
przez komdrki terapeutyczne aktywno$ci znajdujacych
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Tabela 2. Strategie terapeutyczne z wykorzystaniem komdrek MSC

Cechy komérek MSC

Strategia terapeutyczna

Komérki MSC ulegaja rdznicowaniu do osteoblastow,
chondrocytéw i adipocytow

Komarki MSC biora udziat w regeneradji kosci, chrzastki i miesni

Komérki MSC wydzielaja cytokiny i czynniki wzrostowe

Komérki MSC moga: poprawiac prace m.in. pozawatowego serca, wptywac na
regeneracje uszkodzonej watroby czy ptuc, mie¢ wptyw na gojenie sie ran

Komérki MSC wydzielaja czynniki immunosupresyjne

1) Transplantowane komdrki MSC moga zapobiega¢
odrzucaniu przeszczepdw (serca, nerek, skdry)
2) Hamowanie nieprawidtowej odpowiedzi odpornosciowej
(choroba przeszczep przeciw gospodarzowi (GvHD),
choroba Crohna, reumatoidalne zapalenie stawéw, itp.)

Komérki MSC wykazuja tropizm do rejonéw prozapalnych,
w ktdrych znajduja sie komérki nowotworowe

Komérki MSC moga by¢ nosnikami terapeutycznych genéw
(np. gendw kodujacych IFN-y, IL-2, IL-12, TRAIL)

0Odnosniki literaturowe dotyczace réznych strategii terapeutycznych mozna znalez¢ w pracach: 5,29,30,35,52,72.

sie w mieéniu sercowym fibroblastéw [11]. Komérki te sg
bowiem gtéwnymi producentami kolagenu, podstawo-
wego biatka macierzy pozakomdrkowej. Wptyw na zwtdk-
nienie moze mie¢ takze wzrost aktywnos$ci niektérych
metaloproteinaz, np. MMP-2 [11]. Enzymy te degraduja
m.in. niektdre biatka macierzy pozakomdrkowe;.

Wedtug Katare i wsp. wydzielany przez terapeutyczne
komérki (CD34°CD317) mikroRNA (miR-132) jest czyn-
nikiem stymulujacym proces angiogenezy i hamujgcym
réznicowanie fibroblastéw do miofibroblastéw, komdrek
bioracych udzial w powstawaniu zwidknienia [39].

Pojawily sie tez préby bardziej szczegbtowej analizy
wydzielanych biatek (tzw. sekretomu) przez komdérki
MSC [43]. Wydzielane biatka znajduja sie w pecherzy-
kach wydzielniczych zwanych egzosomami [2,61]. Sktad
biatek w tych pecherzykach moze by¢ w rézny sposéb
modyfikowany [62]. Zmiane profilu wydzielanych przez
MSC biatek mozna uzyskaé za pomocg: czynnikdéw fizjo-
logicznych (np. niedotlenienia komérek MSC), dziatania
na komérki MSC czynnikami farmakologicznymi (m.in.
TNF-a, IFN-y, LPS) oraz modyfikacji genetycznych (np.
wprowadzenie do komérek MSC genéw kodujacych SDF-
1, VEGF, HGF, Akt-1).

Komorki MSC z transgenem SDF-1 maja zwiekszona eks-
presje biatek modyfikujacych macierz pozakomdrkowg
i moga stymulowa¢ unaczynienie [70]. Komdrki MSC
z transgenem, Akt-1 natomiast maja zwiekszong opor-
no$¢ na sygnaty proapoptotyczne [30].

Komérki MSC mozna takze wykorzystaé¢ do goje-
nia utrzymujacych sie ran, np. u chorych na cukrzyce
[37,51]. Istniejg dwa sposoby wykorzystania komérek
MSC do gojenia ran. Pierwszy polega na podawaniu
komérek MSC wprost do tkanek znajdujacych sie w naj-
blizszym sgsiedztwie rany, drugi - na naktadaniu na rany

komérek MSC z réznymi nos$nikami, takimi jak: hydro-
zele, kapsuty, gabki kolagenowe, fibryna lub tkankowe
rusztowania 3D, tzw. scaffolds [19,23,38,68,69].

Niezaleznie od sposobu podawania komérki MSC przy-
spieszaly gojenie sie ran [37,51]. Skuteczno$¢ terapii
zalezata od liczby komérek natozonych na rany, przy-
puszczalnie zalezy od czynnikéw wydzielanych przez
komérki MSC (np. VEGF-A, HGF, FGF-2), ktére m.in. sty-
muluja unaczynienie, tworzenie sie ziarniny, migracje
keratynocytéw. W terapii znaczna role odgrywajg takze
czynniki hamujace reakcje zapalna (ryc. 5).

W tabeli 2 sg zamieszczone przyktady wykorzysta-
nia immunosupresyjnych wlagciwosci komérek MSC
w hamowaniu nieprawidtowej odpowiedzi odporno-
$ciowej. Szczegblne zainteresowanie budzg badania kli-
niczne, w ktérych usituje sie wykorzysta¢ komérki MSC
do hamowania odpowiedzi odporno$ciowej w chorobach
przeszczep przeciwko gospodarzowi (graft-versus-host
disease, GVHD) [19]. W schorzeniu tym limfocyty dawcy
rozpoznaja antygeny biorcy jako obce antygeny. Infu-
zje komdrek MSC hamuja aktywno$¢ limfocytéw T i tym
samym postep choroby.

Oryginalnym rozwigzaniem wykorzystujacym
komérki MSC do celédw leczniczych sa préby ich zasto-
sowania do transportu terapeutycznych genéw (np.
gendw kodujgcych antyangiogenne biatka lub gendw
kodujgcych tzw. geny samobdjcze) [72]. Komdrki MSC
wykazujg wysoka chemotaksje do rejonéw objetych
stanem zapalnym, a wiec rejonéw, w ktérych znaj-
dujg sie komérki nowotworowe. Zmodyfikowane
genetycznie komdérki MSC uwalniajg swoje ,,cargo”
(terapeutyczne biatka) w sgsiedztwie komdrek nowo-
tworowych. Terapeutyczne biatka to najcze$ciej biatka
indukujace w komdrkach nowotworowych apoptoze
(tab. 2).
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PobsumowaNiE

Pisanie prac przegladowych jest trudnym wyborem
miedzy ,,co poming¢”, a ,,co wzigé pod uwage”. Auto-
rzy pomineli wiele artykutéw poswieconych komérkom
MSC. Wybrano kilkadziesiat, ktére zwracaty szczegdl-
nie uwage na te cechy komérek MSC, ktére moga by¢

Pismiennictwo

wykorzystane do regeneracji uszkodzonych tkanek
i narzadéw.

Komdérki MSC sg przedmiotem intensywnych badar labora-
toryjnych iklinicznych. I nie wykluczone, ze wiele informa-
¢ji zawartych w pracy ulegnie szybko dezaktualizacji. Nic
bowiem tak szybko nie traci aktualno$ci jak prace naukowe.
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