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roznicowania s§ w wiele linii komoérkowych

Charakterystyka MSC ain vivo s3 zdolne do odtworzenia tkanek,
w ktére mog si¢ réznicowe.
Mezenchymalne komérki macierzyste Odkryto wiele zrodet, z ktorych mena

(MSCs, mesenchymal stem cells, mesenchymalvyizolowa& MSCs (tkanka ttuszczowa, galareta
stromal cells) $ multipotencjalnymi, samood- Whartona w ppowinie, krew ppowinowa, tay-
nawiapcymi sie komérkami niehematopoetycz- Sko, ptyn maziowy, migdatki, chystka, skora,
nymi (Banco i in., 2008). Mezenchynokreila ~ cebulka wiosa, a nawet krew menstruacyjna),
sic tkanke taczmy zarodka, ktéra wywodzi si jednak najcgiciej do izolacji wykorzystuje gi
gtéwnie z mezodermy. Z kolei, mezoderma po-Szpik kostny. Szpik kostny, oprécz MSC, zasie-
Wstahca w procesie gastru|acji u dgowcéw dIony jeSt te przez komorki krwiotworcze, jed-
daje pocgtek micsniom, tkancedcznej, chrast-  nak komérki mezenchymalne wykazgkspresje
ce, kdciom, strunie grzbietowej, krwi, szpikowi Okreslonych markeréw powierzchniowych, takich
kostnemu, limfie, nablonkowi nacaykrwiono- jak CD44, CD105, CD166, CD73, CD90,
snych i limfatycznych, pokrywapemu jamy STRIO-1, a nie wykazujekspresji CD14, CD34,
ciata, wycielajpcemu nerki, moczowody, gona- CD45, dztki czemu mana je odrani¢ od komo-
dy, przewody piciowe, kernadnerczy i innym rek hematopoetycznych.

tkankom. Wiele tkanek mezenchymalnych za- Medycyna regeneracyjna wykorzystuje
wiera komoérki prekursorowe ukierunkowane nakomorki macierzyste do odtworzenia prawidto-
réznicowanie w okréonym kierunku, tzw. me- Wej funkcji tkanki lydz naradu. Przeprowadzo-
zenchymalne komoérki prekursorowe, ktére mo-ne na catymswiecie badania niasobiecujce

ga uczestnicz§ w miejscowej regeneracji Wyniki, dajjce nadziej na leczenie wielu choréb
tkanek, np. prekursory osteocytéw wskimch. — ortopedycznych, kardiologicznych, a nawet le-
W mezynchymie mma take znaléé¢ komorki, czenie uszkodze OédekOWGgO uktadu nerwo-
ktére nie g ukierunkowane na konkretne po- Wego. Rowni¢ badania prowadzone w Dziale
tomne linie komérkowe; m@jone potencja| 1743 Biotechnologii Rozrodu ZWIGQZ Instytutu Z0o-
nicowania 3? w rézne linie komodrkowe, np. techniki Pastwowego Instytutu Badawczego
komérki kasci, miesni, chrastki i komoérki W Balicach (w ramach grantu rozwojowego, kto-
tluszczowe. Mezenchymalne komérki macierzy-rego wnioskodawgjest Fundacja Rozwoju Kar-
ste charakteryzajsic, jak inne komoérki macie- diochirurgii w Zabrzu) wykorzystgj macie-
rzyste, zdolnécia do samoodnawiania, czyli rzyste komorki mezenchymalseini oraz owcy
posiadaj zdolng¢ wytwarzania komérki po- W projekcie, majcym na celu opracowanie no-
tomnej podobnej do komérki macierzystej. Po-Wej protezy zastawki biologicznej serca, tzw.
nadto, pojedyncza komorka posiada zdédno zastawki autologicznej, w oparciu o techniki in-
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zynierii tkankowej. Zastawki serca pozyskane odnymi komorkami macierzystymi, magsta sie
transgenicznychwin, ktorych tkanki wykazwj  alternatyws dla tradycyjnych przeszczepdéw ze
ekspresj ludzkiej 1,2-fukozylotransferazy oraz wzglgdu na ich zdoln& do modulacji odpowie-
charakteryzuyj sie obnizonym poziomem epito- dzi immunologicznej. Wprawdzie wgine wy-
pu 1,3 a-GAL, poddawane g np. procedurze niki stosowania tych komorek gs bardzo
acellularyzacji z zastosowaniem metod enzyma-obiecujce, odnotowano jednak znacznenige
tycznych i chemicznych. Na tak przygotowanew wynikach eksperymentalnych badprzedkli-
zreby fgcznotkankowe zastawki nasiewang s nicznych, co sprawiaze wchz pozostaje wiele
komorki mezenchymalne wyizolowane ze szpi-pytah o zachowanie MSCs w konkretnych
ku kostnego owcy, zedicowane w odpowied- schematach terapeutycznych.

nie komérki w hodowliin vitro. Komérki MSC Badania przeprowadzone przez Frieden-
w prezentowanych dwiadczeniach zostaly wy- steina i wspotpracownikéw oraz piejsze pra-
brane jako najbardziej odpowiednie z uwagi nace Caplana i Owena wykazaly istnienie

ich wiasciwosci roznicujace oraz immunosupre- subpopulacji multipotencjalnych komérek szpi-
syjne, co mge by wykorzystywane w zapobie- ku kostnego, ktére odznaczapie zdolndcig
ganiu reakcji: ,przeszczep przeciw gospoda-wspierania hematopoezy (Caplan, 1991; Frie-
rzowi”. Dalsza cz& pracy szerzej rozwija ww. denstein i in., 1966, 1970, 1974; Owen, 1988).
wiasciwosci prezentowanych komorek. Z uwagi na witaciwosci hematopoetyczne pro-
bowano wykorzystaMSC w celu umgliwienia
lub wzmocnienia przeszczepiania hematopoetycz-

MSC w ujeciu immunologicznym nych komoérek macierzystych (HSC). W 1995 r.
dokonano autologicznego przeszczepu namno-
Komorki macierzyste posiadajwtasci-  zonychin vitro MSCs chorym z hematologicz-

wosci immunomodulujce i naprawcze. Przez nymi nowotworami ziéliwymi, ktére byly
specyficzne interakcje z komdrkami odporno-w catkowitej remisji. Wykazanaze posgpowa-
sciowymi, ktore uczestnigz zarbwno we wro- nie takie jest bezpieczne (Lazarus in., 1995).
dzonej i nabytej odpowiedzi, MSC poddane Bartholomew i in. (2002) jako pierwsi rozsze-
dziataniu mikrérodowiska zapalnego meg rzyli badania na temat wplywu MSCs na two-
ograniczé bgdz tlumi¢ odpowied uktadu od- rzenie i przeszczepianie komérek krwi oraz
porncgciowego. Aktualne analizy sugegujze  sposobu, w jaki wptywajone na dziatanie doj-
komorki MSC poprawiaj efektywndé trans-  rzatych komoérek uktadu odporémowego. Au-
plantacji komorek i nagddéw poprzez zmniej- torzy ci wykazali, ze MSCs maj dziatanie
szenie i ztagodzenie odrzucenia przeszczepu, conmunosupresyjnén vitro i in vivo (Bartholo-
daje maliwos¢ wyeliminowania konieczrigi mew i in., 2002). Z kolei, Di Nicola in. (2002)
podawania przez diszy czas konwencjonal- wykazali, ze og0lnie rzecz ujmag czynniki
nych lekéw immunosupresyjnych. Transplanta-rozpuszczalnegsistotne w modulowaniu odpor-
Cja jest terapi ratupca zycie wielu pacjentbw nosci przez MSC. Ponadto, znaczna&zpaz-

Z niewydolndciag narzdows. Rozwoj lekow  niejszych badain vitro potwierdzita powysze
immunosupresyjnych umbiwit przeszczepianie doniesienia wykazgg, ze immunosupresyjna
narzddéw, tkanek i komorek dgki opdznieniu  funkcja MSCs polega na zahamowaniu prolife-
procesu odrzucenia przeszczepéw. Jednak, diuacji komoérek T (Aggarwal i Pittenger, 2005;
gotrwate stosowanie tych lekéw powoduje nega-Glennie i in., 2005; Klyushnenkova i in., 2005;
tywne skutki w postaci zwkszonej podatrizi Krampera i in., 2003; Potian i in., 2003; Tse
na infekcje, ryzyka powstania nowotworu, po-iin., 2003) lub modulacji fenotypu (czyli anty-
wiklan sercowo-naczyniowych, indukalenovo  gendw na powierzchni komorki) (Beyth i in.,
cukrzycy i niewydolnéci nerek (Lopez i in., 2005; Groh i in., 2005; Jiang i in., 2005; Zhang
2006). W zwizku z tym, konieczny jest rozwdj iin., 2009, za English i in., 2010).
alternatywnych metod leczenia immunosupre- Komorki mezenchymalne gs obecnie
syjnego. Coraz wicej dowodow wskazuje na to, stosowane w probach klinicznych leczenia cho-
ze multipotencjalne mezenchymalne komérkiroby Crohna, cukrzycy typu | i stwardnienia roz-
podicieliska (MSC), zwane tak mezenchymal- sianego (www.clinicaltrials.gov) (Ankrum i Karp,
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2010). Wst¢pne wyniki wyghdajg zaclecajgco, dziatania danej populacji MSCs oraz wskazuj
nie wiadomo jednak, w jaki sposéb MSCs regu-na potrzeb bardziej wyczerpujgego prowadze-
luja komorki uktadu immunologicznegim vivo  nia bada porownawczych.

(English i in., 2010).

MSCs jako narzedzia terapeutyczne w trans-
Odrzucanie przeszczepu i wptyw MSC plantacji komérek i narzadow

Nadrzdnym celem transplantacji jest Macierzyste komorki mezenchymalne
nabycie stanu tolerancji lub braku odpowiedzijako narzdzia terapeutyczne w transplantologii
immunologicznej po przeszczepie. Jest coraanog pochodzt z trzechzrodet: autologicznych
wiecej dowodéw na toze MSCs mog utatwic ~ — od biorcy, allogenicznych — od dawcy lub al-
osiggniecie tego celu. Oprdcz ich zdof#icodo  logenicznych — nie pochogizych ani od biorcy,
wytwarzania czynnikéw troficznych, MSCs wy- ani od dawcy. Autologiczne komorka siajbez-
kazup réwniez silne dziatanie przeciwzapalne, pieczniejszym rozvwgzaniem z uwagi na zniko-
zaréwnoin vitro, jak i in vivo. W ten sposéb me ryzyko odrzucenia lub wysgtienia reakcji
maja one zdolné¢ do regulowania dziataldoi  .przeszczep przeciwko gospodarzowi” (ang.
i aktywnaici limfocytéw T, limfocytéw B, ko-  Graft-Versus-Host Disease, GVHD). Jedigk
moérek dendrytycznych (DCs), naturalnych za-istniep okoliczndci, w ktorych zdrowe, autolo-
bojcow (komorek NKs) i makrofagow (Asari giczne, HLA-dopasowane komorki nigda do-

i in., 2009; Nemet i in., 2009; Sheng i in., 2008; Stpne. Dlatego, allogeniczne MSCs stanowityby
Spaggiari i in., 2008; English i in., 2010). Obok bardzo atrakcyjnerédto komorek do badiakli-
tych interakcji na poziomie komérkowym do- nicznych (English i in., 2010). Oprécz wyboru
chodzi do zasiedlania przez MSCs miejsc zapalodpowiedniegdrodia MSCs istotne jest rowriie
nych, a naspnie aktywacji mechanizméw OKreslenie optymalnej liczby komorek i sposobu
immunomoduluicych. Obserwacja ta sugeruje, podania. Daylne podawanie MSC jest, jak do-
ze MSCs maj mazliwosé regulacji odpowiedzi  tad, wyteczne zaréwno w badaniach na lu-
uktadu odpornéciowego w bardzo specyficzny dziach, jak i na zwiegtach. Ina mazliwoscia
sposéb (Ding i in., 2010; Ren i in., 2008). Nale- jest przetoczenie MSCs do organu dawcy przed
7y pamkctaé, ze oprécz pozyskiwania MSC ze przeszczepem (English i in., 2010). W mysim
szpiku kostnego mitiwa jest izolacja tych ko- modelu cukrzycy MSCs zostaty wprowadzone
morek take z innych tkanek, takich jak: tkanka pod torebk nerki w pohczeniu z wysepkami
tluszczowa, galaretka Whartona i krewppwi-  trzustkowymi dawcy, co utatwito przygie prze-
nowa (da Meirelles Silva i in., 2006; Kern i in., szczepu (Ding i in., 2009). Ta metoda zdaje si
2006; Yoo i in., 2009; English i in., 2010). pomagé w tworzeniu mikrérodowiska prze-
Obecnie badania koncentsigic na MSC szpiku  szczepu, w ktorym MSCs mogtyby niidziata-
kostnego, jednak zeksza s¢ liczba doniesig  nie immunomodulujce. Potrzebne s jednak
na temat MSCs pochoglzych z innych tkanek, dalsze badania w celu wyjaenia sposobu za-
ktore wykazuy rowniez wiasciwosci immuno-  siedlania MSC przy transplantacji. W dotychcza-
supresyjne. Wat: jednak znikoma liczba basla sowych badaniach klinicznych liczba poda-
poréwnujca MSC myszy i cztowieka wskazuje wanych MSCs wynosita od 0,4 x %.@o 10 x
na mierzalne rinice w regulacyjnym wptywie 10°kg masy ciata (Le Blanc i in., 2008; Macmil-
na komdrki uktadu odporgoiowego (Bochev laniin., 2009). Nie odnotowano wyreej zale-

i in., 2008; Hegyi i in., 2010; lvanova-Todorova nosci dawki MSCs od iléci wlewow — niektorzy

i in., 2009; English i in., 2010). Na przyktad, pacjenci odpowiadali na jeden wlew, inni dopiero
MSCs pozyskane z tkanki ttuszczowej miaty sil- na drugi, podczas gdy jeszcze inni nie odpowia-
niejszy wplyw na zahamowanie syntezy Ig dali na kilkakrotne wlewy (Le Blanc i in., 2008).

i wiecksze zahamowanie adicowania prekurso- Reakcja typu ,przeszczep przeciwko go-
row komoérek dendrytycznych (DC) (Bochev spodarzowi” (Graft-Versus-Host Disease, GVHD)
i in., 2008; Ivanova-Todorova i in., 2009). Ob- to rodzaj fizjologicznej (chonp. w transplan-
serwacje te podkéja znaczenie mechanizmu tologii hematologiczne] &sto niepgadanej)
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Fot. 1a. Kolonia $winskich MSC w 7 dniu hodowli in vitro
Fig. la. Colony of porcine MSCs on day 7 of in vitro culture

Fot. 1b. Kolonia $wifiskich MSC w 7 dniu hodowli in vitro
Fig. 1b. Colony of porcine MSCs on day 7 of in vitro culture
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Fot. 2. Kolonia $winskich MSC w 10 dniu hodowli in vitro
Fig. 2. Colony of porcine MSCs on day 10 of in vitro culture

Fot. 3. Kolonia MSC (ksztalt zblizony do fibroblastéw) w otoczeniu komoérek hematopoetycznych (mniejsze,
okragte komorki nie przyklejaja si¢ do dnia butelki hodowlanej i sa sukcesywnie usuwane w trakcie
kolejnych zmian pozywki hodowlanej)

Fig. 3. MSC colony (fibroblast-like in shape) surrounded by hematopoietic cells (smaller, round cells do not
stick to the bottom of culture bottle and are gradually removed with successive changes of culrure medium)
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reakcji, zachodgcej w organizmie biorcy pod ry rozproszone w obbie mikragsrodowiska mo-
wpltywem wprowadzonych do niego obcych an-gg nasepnie zwkkszy¢ ttumienie lub immuno-
tygenowo limfocytow. Limfocyty T przyte od  modulacg. Jest bardzo prawdopodobrie, taki
dawcy naciekaj (obce dla nich) tkanki gospoda- wymaog rekrutacji istniején vivo, ale te scenariu-
rza i doprowadzajdo ich niszczenia. Uswtie  sze, co jest zrozumiateg srudne do powtdrzenia
zawiesiny limfocytow z materiatu przeszczepo- poza zywym organizmem. Naky zachowa
wego zmniejsza ryzyko GVHD, jednak, nieo- ostraznos¢ podczas proby tlumaczenia zdarze
becnd¢ leukocytow w przeszczepie wzmaga klinicznych na podstawie wynikéw uzyskanych
ryzyko reakcji ,gospodarz przeciwko przeszcze-na myszyin vivo, poniewa odnotowano kluczo-
powi” i w efekcie odrzucenia przeszczepu (En-we r&nice w zjawiskach i procesach obserwowa-
glishiiin., 2010). nych w MSC myszy i czlowieka. Niemnigj
Ciekawe obserwacje odnotowano w pro- jednak, modele myszy pozostajiezwykle przy-
bie kliniczne] wykorzystujcej MSCs trzeciego datne jako nakzlzia eksperymentalne. Szereg
zrodia jako pierwsz i drug linie terapii u pa- sprzecznéci w wynikach badé prowadzonych
cjentow z GVHD i GVHD z jednoczegropor-  zaréwnoin vitro, jak iin vivo na modelach zwie-
noscia na sterydy. Zaobserwowano zrgmz  rzgcych, mae by, jak st zdaje, wyjanionych
statystycznie efekt placebo, tze. MSCs nie byly  niejednorodnécia populacji komorek uznawa-
bardziej efektywne od placebo (English i in., nych za MSCs (English i in., 2010). Beztpie-
2010). Dla przeciwwagi, winnych badaniach nia, konieczny jest jasny i dobrze zdefiniowany
prowadzonych u pacjentow z GVHD atnoby  opis populacji komorek wykorzystywanych

opornej na sterydy i GVHD zolgdkowo-  w badaniach, jak réwniesposéb izolacji czystej
jelitowym odnotowano znagea poprave u cho-  populacji MSCs.
rych leczonych MSCs (Mills, 2009). Bardzo Teoretycznie MSCs ma@j potencjat

istotne jest zatem wyjaienie, jak MSCs dziatg] zwigkszenia progresji raka, ponieivmap zdol-
in vivo, aby lepiej zrozumieich interakcje z ist- no$¢ generowaniagrodowiska, w ktérym odpo-
niejacymi terapiami, zeby moc je zastosowa wiedz immunologiczna jest sttumiona (w tym
w leczeniu klinicznym (English i in., 2010). odpowied immunologiczna na guza). Chozia
namnaaja Sie energicznidan vitro, niewiele jest
danych na temat tempa ich podzialgwvivo.
Whioski i perspektywy Zasiedlenie podawanych MSCs réwnieydaje
sie by¢ ograniczone. Z drugiej strony, wydziela-
Ogdlnie rzecz bigyc, zdolngé MSCs do  ja one wiele czynnikdw wzrostu, cytokin i meta-
hamowania proliferacji komérek T, dojrzewania loproteinaz, w tym VEGF i IL-6, ktore
DC i migracji komérek B, hamowania syntezy potencjalnie mogtyby przyspieszazrost guza.
Ig i funkcji NK wskazuje,ze komorki te maj  VEGF jest znany jako czynnik indulggy an-
zdolnci¢ do opanowania odpowiedzi immunolo- giogenez, a tym samym stymuluje wzrost guza
gicznej. Wydaje s, ze MSCs wymagaj akty- i tworzenie przerzutow (Kogler i in., 2005; En-
wacji, aby w peini rozwigt swdj potencjat glish i in., 2010). Dalsze dowody wskagufe
immunomodulacyjny ize rok te pelng wytwa-  MSCs g rekrutowane do miejsc howotworzenia,
rzane przez e komorki odporngciowe czyn-  gdzie integryj sie ze zgbem nowotworu
niki, dziatapce na MSCs w celu wywotania (Spaetha i in., 2009). W zgaku z tym badania
zmian i wzbudzenia mediatoréw (English i in., nad potencjalnym negatywnym wptywem infuzji
2010). Czy MSC regulgjaktywna¢ innych po- MSCs musz by¢ kontynuowane.
pulacji komérek przez kontakt komorka- Jak wspomniano uprzednio, w modelach
komorka czy przez specyficzne czynniki roz- in vivo wykazano,ze MSCs mog by¢ uzywane
puszczalne nie jest jednoznacznie stwierdzonew pofaczeniu z szeregiem immunosupresyjnych
gdyz istniep sprzeczne doniesienia na ten tematlekéw obecnie stosowanych klinicznie. Dane,
Jedno z wyjgnien zaktada, ze wspomniane ktore wylaniaj sie z pierwszych badaklinicz-
czynniki drog chemotaksji kieraj komoérki  nych z wyciem MSCs w transplantologii dostar-
uktadu odpornéciowego w bliskie ssiedztwo czap waznych i cennych informacji. Aby
MSCs. Kontakt komoérka-komorka lub mediato- w petni wykorzysté potencjat MSCs, musi na-
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stgpi¢ optymalizacja realizowanego schematuwskazuje na znaczenie dodatkowych laita

zaréwno w odniesieniu do liczby komarek, jak vivo w zakresie modeli dwiadczalnych w celu
i sposobu ich podawania. Zonacs¢ potencjal-  ustalenia roli MSCs i wyjaienia mechanizméw
nych interakcji mgdzy MSC i r@norakimi me-  immunoregulacji w rénych sytuacjach klinicz-
diatorami odpowiedzi immunologicznej jasno nych (Englishiin., 2010).
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MESENCHYMAL STEM CELLS IN TRANSPLANTATION
Summary
The article briefly presents the biological anddiimnal properties of MSCs isolated and expanebed

vivo from bone marrow (BM) in view of their use in agihmodels of solid organ transplantation to faaiét
engraftment.
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