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Streszczenie: Całkowita regeneracja biologiczna i funkcjonalna tkanek przyzębia nie jest dzisiaj 
w pełni osiągalna, dlatego w centrum uwagi znajduje się potencjalne użycie w tym celu komórek 
macierzystych. Komórki macierzyste więzadła ozębnowego (hPDLSC) mają cechy takie jak 
samoodnawianie, zdolność do nieograniczonej ilości podziałów i do różnicowania oraz charak-
ter immunomodulacyjny. Cechy te są podobne (lub nawet większe) do właściwości mezenchy-
matycznych komórek macierzystych szpiku kostnego, jednak sposób ich izolacji jest mniej obciąża-
jący dla pacjenta. Komórki te mają unikalną zdolność do różnicowania w kierunku cementoblastów 
i odtwarzania zmineralizowanego cementu korzeniowego, jak też do fibroblastów i produkcji włók-
ien kolagenowych o wysoko zorganizowanej, trójwymiarowej strukturze. Znany schemat izolacji, 
hodowli i identyfikacji komórek macierzystych więzadła ozębnowego czyni je najlepszym źródłem 
materiału nie tylko do badań naukowych, ale także do zastosowania w klinice w terapii komórkowej 
i bioinżynierii tkankowej. Jednak pewne aspekty biologiczne, technologiczne i kliniczne ciągle wy-
magają rozwiązania. Celem pracy jest charakterystyka komórek macierzystych więzadła ozębnowe-
go, ze szczególnym uwzględnieniem ich potencjału różnicowania do komórek charakterystycznych 
fenotypowo dla danej dojrzałej tkanki podczas stosowania właściwej stymulacji. Na podstawie 
przeglądu piśmiennictwa przedstawiono najnowsze wyniki badań, które pozwolą na lepsze zro-
zumienie biologii tych komórek oraz możliwości ich wykorzystania dla celów stomatologicznych 
i ogólnomedycznych w przyszłości.

Słowa kluczowe: komórka mezenchymatyczna, komórki macierzyste więzadła ozębnowego, regen-
eracja przyzębia, różnicowanie
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Summary: Many different techniques for periodontal treatment have been failed to result in suc-
cessful tissue regeneration, thus to overcome this limitation, tissue regeneration using stem cells 
is now being studied. Periodontal ligament stem cells present stem cell characteristics, including 
self-renewal, proliferative, multilineage differentiation and immunomodulatory capabilities that are 
similar (or even greater) to those of bone marrow mesenchymal stem cells, but can be obtained using 
less invasive methods. They also possess a particular potential to differentiate into cementoblastst 
producing mineral cementum-like tissues and fibroblasts that form three-dimensional fibrous con-
nective tissues. A solid protocol for the isolation, culture and characterisation of periodontal liga-
ment stem cells is on hand, rendering this the most promising candidates not only for basic research, 
but also for clinical application in cell-based therapies and tissue bioengineering. However, various 
biological, technical and clinical hindrances remain to be addressed. The aim of this article is to 
assess the extraction and characterization of multipotent human periodontal ligament stem cells and 
to evaluate their ability to differentiate into distinct cell types when grown under certain conditions. 
We here provide a thorough and extensive review about new findings in this field and discuss how 
these cells are supposed a good perspective of future in the clinical dentistry and general medicine.

Key words: differentiation, mesenchymal cell, periodontal ligament stem cells, periodontal 
regeneration

Wykaz stosowanych skrótów: 5-Aza – 5-aza-2’-deoksycytydyna; AB – błękit alcjański; ACAN – agre-
kan; ALP – fosfataza zasadowa; APSCs – komórki macierzyste wierzchołkowej części brodawki 
zębowej; BMP – białko morfogenetyczne kości (BMP-2, BMP-6, BMP-7); BMMSCs – mezenchym-
tyczne komórki macierzyste szpiku kostnego; BMSCs – komórki macierzyste szpiku; BSP- kostna 
sialoproteina; CD cząsteczki – CD antygeny, CD markery; CFU-Fs – komórki fibroblastyczne zdolne 
do tworzenia kolonii; Col I – kolagen typu I; ConA – konkanawalina; CT – pożywka kondycjonowa-
na; DFSCs – komórki macierzyste woreczka zębowego; DMP1 – białko matrycy zębiny 1; DPSCs – 
komórki macierzyste miazgi zębów stałych; EGF – epidermalny czynnik wzrostu; ERR α – związany 
z estrogenem receptor α; ESCs – embrionalne komórki macierzyste; FBS – płodowa surowica cielęca; 
FGF-2 – czynnik wzrostu fibroblastów 2; GAG – glikozaminoglikany; G-CSF – czynnik stymulują-
cy wzrost kolonii granulocytów; GMSCs – mezenchymatyczne komórki macierzyste dziąsła, GTR 
– sterowana regeneracja tkanek; HA/TCP-hydroksyapatyt/ fosforan trójwapniowy; HGF – czynnik 
wzrostu hepatocytów; hPDLSCs – ludzkie komórki macierzyste więzadła ozębnowego; IDO – 2,3-di-
oksygenaza indoleaminy; IFN-γ – interferon γ; ihPDLSCs – komórki macierzyste zapalnie zmienion�-
ego więzadła ozębnowego; IL-1β – interleukina 1β; iPSCs – indukowane komórki pluripotencjalne; 
α-MEM – podłoże α-MEM; MHC – główny układ zgodności tkankowej; MLR – mieszana reakcja 
limfocytów; MMP2 – metaloproteinaza matrycy zewnątrzkomórkowej 2; MSCs – mezenchymatyczne 
komórki macierzyste; NF-200 – neurofilament 200; NF-κB – czynnik jądrowy κB; OCN – osteokal-
cyna; OPN – osteopontyna; PBMNCs – komórki jednojądrzaste krwi obwodowej; PD-1 – białko 
programowanej śmieci komórki 1; PDL – więzadło ozębnowe; PDLSC-Ips – komórki macierzyste 
zapalnie zmienionego więzadła ozębnowego; PDLSCs – komórki macierzyste więzadła ozębnowego; 
PDT – czas podwojenia; PGE2- prostaglandyna 2; PGFs – polipeptydowe czynniki wzrostu; PL – lizat 
płytkowy; PPARγ – receptor aktywowany przez proliferatory peroksysomów γ; PRP – osocze bo�-
gatopłytkowe; RT-PCR – rekacja łańcuchowa polimerazy z odwrotną transkryptazą; SCAP – komórki 
macierzyste wierzchołkowej części brodawki zębowej; TGF-β1 – transformujący czynnik wzrostu β1; 
TGF-β3 – transformujący czynnik wzrostu β3; TNF-α – czynnik martwicy nowotworu α. 
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WSTĘP

Choroby przyzębia należą do grupy chorób społecznych, są szeroko rozpo-
wszechnione w populacji ludzkiej i stanowią duże wyzwanie dla systemów opieki 
zdrowotnej, o czym świadczą przeprowadzone w 2012 roku badania epidemio-
logiczne, które objęły losowo wybranych dorosłych Polaków [27]. Zapalenie 
przyzębia (periodontitis) rozwija się w wyniku zakłócenia równowagi pomiędzy 
oddziaływującymi na tkanki przyzębia drobnoustrojami płytki nazębnej, a mecha-
nizmami obronnymi gospodarza. Celem leczenia zapalenia przyzębia jest zatrzy-
manie progresji zmian, mechaniczna i chemiczna kontrola czynnika infekcyjnego 
i regeneracja utraconych struktur tkankowych (więzadła ozębnowego, cementu 
korzeniowego, kości wyrostka zębodołowego, tkanki łącznej dziąsła). Kluczowe 
jest także odtworzenie prawidłowych połączeń pomiędzy odbudowanymi elemen-
tami tkankowymi, w szczególności włókien Sherpey’a które łączą włókna ozęb-
nej z cementem korzeniowym (ang. cementum-ligament-bone interfaces). Profil 
gojenia (reparacja/ regeneracja) jest determinowany przez typ komórek, które 
jako pierwsze uzyskają dostęp do ubytku kostnego w procesie nazywanym „wy-
ścigiem komórkowym”, dlatego stosowane współcześnie leczenie periodontolo-
giczne bazuje na technikach sterowanej regeneracji tkanek – GTR (ang. Guided 
Tissue Regeneration). Niestety GTR wciąż ma wiele ograniczeń i nie umożliwia 
całkowitego odtworzenia utraconych tkanek przyzębia, co zostało potwierdzone 
badaniami histologicznymi i jest szeroko omówione w literaturze tematu [19, 22, 
46, 48, 67, 88]. 

Inżynieria tkankowa jest dyscypliną, która łączy ze sobą implementowane ko-
mórki progenitorowe, polipeptydowe czynniki wzrostu – PGFs (ang. Polypeptide 
Growth Factors) oraz rusztowanie podtrzymujące, i znajduje się w centrum duże-
go zainteresowania jej potencjalnego zastosowania w opracowaniu bardziej prze-
widywalnych i skutecznych metod leczenia chorób przyzębia [6, 7, 32, 79, 96]. 
Największe nadzieje wiąże się obecnie z mezenchymatycznymi komórkami ma-
cierzystymi o właściwościach multipotencjalnych, które są jednymi z najdokład-
niej przebadanych komórek ludzkich. Komórki te mają jednocześnie trzy cechy: 
zdolność przylegania do podłoża (ang. plastic adherence), obecność specyficz-
nych antygenów na powierzchni błon komórkowych i zdolność do różnicowania 
się w kierunku co najmniej trzech linii komórkowych (osteoblastów, adipocytów, 
chondroblastów) [17]. Poza tym, 95% populacji macierzystych komórek mezen-
chymalnych charakteryzuje się obecnością cząsteczek: CD105, CD73 i CD90 oraz 
mniej niż 2% tej populacji może mieć epitopy: CD45, CD34, CD14 lub CD11b, 
CD79α lub CD19 i HLA klasy II.
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Mezenchymtyczne komórki macierzyste były izolowane z różnych narządów 
i układów, jednak ich pozyskanie jest najprostsze i najmniej obciążające z mia-
zgi zębów (mlecznych i stałych) i z tkanek okołozębowych (dziąsło, ozębna, kość 
wyrostka zębodołowego, brodawka zębowa, woreczek zębowy) [1, 14, 34, 45, 61, 
64, 83, 86, 92]. W tak dużej i zróżnicowanej puli komórek wydaje się, że komórki 
pochodzące z ozębnej zajmują szczególne miejsce i prezentują swoiste właściwo-
ści. Duże zainteresowanie właśnie tą pulą, zainicjowało wiele badań naukowych, 
których wyniki zostały opublikowane w latach 2012-2013, co rzuciło nowe świa-
tło na postrzeganie komórek macierzystych ozębnej, doprowadzając tym samy 
do lepszego zrozumienia ich biologii. Celem pracy jest charakterystyka ludzkich 
multipotencjalnych komórek macierzystych więzadła ozębnowego – hPDLSCs 
(ang. human Periodontal Ligament Stem Cells), z uwzględnieniem możliwości 
dotyczących ich izolacji i hodowli, próba ich porównania z innymi mezenchy-
matycznymi komórkami macierzystymi, wskazanie potencjalnych możliwo-
ści użycia, jak również ciągle obecnych trudności związanych z biotechnologią 
tych linii, na podstawie przeglądu najnowszego piśmiennictwa. Postęp naukowy 
i techniczny w tym zakresie jest bardzo duży, zwłaszcza na przestrzeni ostatnich 
3-4 lat, i jeśli tempo badań będzie takie jak dotychczas możliwe, że terapia przy 
użyciu hPDLSCs pozwoli w przyszłości przezwyciężyć „słabe strony” sterowanej 
regeneracji tkanek i tym bardziej uzasadniony wydaje się przegląd najnowszych 
badań naukowych w tym zakresie.

MOŻLIWOŚCI POZYSKANIA PDLSCS

Ozębna wypełnia przestrzeń między blaszką zbitą zębodołu a cementem ko-
rzeni zęba i zawiera włókna kolagenowe, które tworzą więzadło ozębnowe – PDL 
(ang. Periodontal Ligament) utrzymujące zęby w zębodołach. W ozębnej znajdu-
je się pewna pula komórek macierzystych o właściwościach multipotencjalnych, 
mogących różnicować się w kierunku osteoblastów, fibroblastów i cementola-
stów, a tym samym brać udział w regeneracji uszkodzonych tkanek przyzębia. 
Komórki te po raz pierwszy wyizolowano z powierzchni korzeni usuniętych 
dolnych zębów trzonowych trzecich w 2004 roku i nazwano komórkami macie-
rzystymi więzadła ozębnowego (PDLSCs) [75]. Źródłem tych komórek są także 
ściany kostne zębodołów po ekstrakcji, jak również powierzchnie korzeni zębów 
mlecznych [76, 91]. Najnowsze badania wskazują także na możliwość izolacji 
aktywnych PDLSCs z zapalnie zmienionych tkanek ozębnej (u pacjentów z prze-
wlekłym zapaleniem przyzębia) [65]. Singhatanadgit i wsp. [77] wyprowadzili 
klony komórek macierzystych więzadła ozębnowego.
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CHARAKTERYSTYKA PDLSCS: ANTYGENY CD,  
ZDOLNOŚĆ TWORZENIA HODOWLI,  

POTENCJAŁ WZROSTOWY I PROLIFERACYJNY

Cząsteczki powierzchniowe obecne na błonach komórkowych PDLSCs aktywują 
specyficzne kaskady ekspresji genów charakterystycznych dla tkanki mezenchymal-
nej: STRO-1 (ang. putative stem cell marker), STRO-3 (ang. tissue nonspecific ALP), 
CD13, CD29 (ang. integrin-1), CD 44 (ang. hyaluronic acid receptor), CD73, CD90 
(Thy-1), CD105 (ang. endoglin), CD106 (ang. vascular cell adhesion molecule-1), 
CD146 (ang. perivascular cell marker), CD166 (ang. activated leukocyte cell adhe-
sion molecule) [14, 34, 44, 65, 68, 82, 97]. PDLSCs wykazują także wysoką ekspre-
sję markerów: (OCT)-4 (ang. Octamer-binding transcription factor), (SSEA)-1 (ang. 
stage-specific embryonic antigen), (SSEA)-4, Nanog, Sox2, które są czynnikami tran-
skrypcyjnymi biorącymi udział w utrzymaniu pluripotencjalnego potencjału embrio-
nalnych komórek macierzystych- ESCs (ang. Embryonic Stem Cells) i indukowanych 
komórek pluripotencjalnych- iPSCs (ang. induced Pluripotent Stem Cells) [14, 68, 
82]. Klony hPDLSCs charakteryzuje także zwiększona ekspresja ICAM1 (ang. Inter-
cellular Adhesion Molecule 1), ITGB1 (ang. Integrin Β1) i TERT (ang. Telomerase 
Reverse Transcriptase) [81]. Do oznaczenia wybranych epitopów prezentowanych na 
powierzchni komórek, a tym samym do określenie tożsamości tych komórek wyko-
rzystuje się cytometrię przepływową (ang. flow cytometry). Xu i wsp. [93] wykazali, 
że w puli komórek ozębnej komórki STRO-1+/CD146+ stanowią 2,6% (max=7,15%, 
min=0,13%; n=6). Jednak według Hidaka i wsp. [31] odsetek tych komórek jest 
mniejsza i wynosi zaledwie 0,07+-0,08%. Inna grupa badaczy zaobserwowała, że 
odsetek komórek STRO-1+ i CD146+ w ozębnej jest zależny od wieku i jest wyż-
szy u ludzi młodych (ok. 15 roku życia) wynosząc odpowiednio 18,5+-2,6% i 26,8+-
2,4%, w porównaniu do starszych pacjentów (ok. 54 roku życia), u których wynosi on 
analogicznie 3,15+-1,3% i 4,3+-1,8% [97]. 

Podobnie, jak inne komórki mezenchymatyczne pochodzące z: miazgi zębów 
stałych – DPSCs (ang. Dental Pulp Stem Cells), z wierzchołkowej części bro-
dawki zębowej – APSCs (ang. Apical Papilla Stem Cells) /SCAP – (ang. Stem 
Cells from Apical Papilla), z mieszka zębowego – DFSCs (ang Dental Follicle 
Stem Cells), jak też komórki macierzyste szpiku – BMSCs (ang. Bone Marrow 
Stem Cells), PDLSCs prezentują specyficzne epitopy komórek mezenchymatycz-
nych: CD44, CD90 i CD105, nie posiadając receptorów charakterystycznych dla 
komórek siateczkowo-śróbłonkowych: CD14 i CD34 [82]. Dokładna analiza im-
munofenotypowa tej puli komórek jest niezwykle ważna w celu rozszyfrowania 
i zrozumienia ich programu genetycznego, dlatego takie próby są nieustannie 
podejmowane. Badania naukowe wykazały, że DPSCS charakteryzuje większa 
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ekspresja epitopów: CD13, CD166, (SSEA)-4 i niższa ekspresja markera CD9 
w porównaniu z PDLSCs [68]. Charakterystykę wybranych mezenchymatycz-
nych komórek macierzystych przedstawiono w tab. 1.

TABELA 1. Charakterystyka wybranych komórek macierzystych – markery powierzchowne, zdolność 
tworzenia hodowli – jednostki tworzące kolonie komórek fibroblastycznych (CFU-Fs) – objaśnienia pod 
tabelą, potencjał wzrostowy i proliferacyjny – czas podwojenia populacji komórek (PDT)
TABLE 1. Characteristics of selected stem cells – cell surface markers, colony forming abilities 
Colony-Forming

Rodzaj  
komórek  

macierzystych

Markery  
powierzchowne

Zdolność two-
rzenia kolonii  

(CFU-Fs)

Potencjał wzro-
stowy i prolife-
racyjny – PDT

Literatura

PDLSCs

CD9, CD13, CD29, 
CD44, CD73, CD90, 

CD105, CD106, 
CD146, CD166, 

STRO-1, STRO-3

102+-24*

12,9+-0,6%**

152,8+-27,6***

28,1*

Chen i wsp. 2013 [8],  
Choi i wsp. 2013[12],  
Ge i wsp. 2013 [24],

Hakki i wsp. 2013 [30], 
Iwata i wsp. 2010 [34],  
Kim i wsp. 2012 [42],  
Kim i wsp. 2012 [44],  
Liu i wsp. 2013 [52],
Park i wsp. 2011 [65],  

Ponnaiyan i wsp. 2012 [68], 
Tamaki i wsp. 2013 [82], 
Wada i wsp. 2009 [90], 
Yang i wsp. 2013 [95], 
Zhang i wsp. 2012 [97]

DPSCs
CD13, CD44, CD73, 

CD90, CD105, 
CD106, CD166

84+-12* 28,8*
Ponnaiyan i wsp. 2012 [68], 

Tamaki i wsp. 2013 [82], 
Wada i wsp. 2009 [82]

APSCs CD44, CD73, CD90, 
CD105, STRO-1 140+-21* 28,0* Chen i wsp. 2013 [8],  

Tamaki i wsp. 2013 [82]

DFSCs CD44, CD73, CD90, 
CD105, CD146, 

STRO-3
151+-26* 27,7* Tamaki i wsp. 2013 [82]

GMSCs
CD29, CD73, CD90, 

CD105, CD146, 
STRO-1

23,5+-3,2** + Yang i wsp. 2013 [95]

BMSCs

CD29, CD44, CD73, 
CD90, CD105, 

CD106, STRO-1, 
STRO-3

+ 32,7*
Iwata i wsp. 2010 [34], 

Tamaki i wsp. 2013 [82], 
Wada i wsp. 2009 [90]

* Tamaki i wsp. 2013 [82], CFU-Fs: 1x104 komórek wysiewano na płytkę 100-mm i inkubowano przez 
14 dni, jako kolonie traktowano skupiska ≥50 komórek; ** Yang i wsp. 2013 [95], CFU-Fs: 1x103 komó-
rek wysiewano na płytkę 10 cm i inkubowano przez 14 dni, kolonie traktowano skupiska ≥50 komórek; 
*** Kim i wsp. 2012 [44], CFU-Fs: 1x104 komórek wysiewano na płytkę 100-mm i inkubowano przez 7 
dni, kolonie traktowano skupiska ≥50 komórek.
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Pozyskanie i izolacja komórek PDLSCs możliwe są przy pomocy znanej i po-
twierdzonej w wielu badaniach naukowych metody dezagregacji enzymatycznej 
z wykorzystaniem kolagenazy typu I i dyspazy (ang. collagenase/dispase-catalyzed 
enzymatic digestion) [34, 44, 65, 77, 82, 97]. Komórki te są jednak pozyskiwa-
ne w relatywnie małej ilości i szybko tracą potencjał wzrostowy i proliferacyjny, 
w związku z czym, ich hodowla w laboratorium jest procesem wieloetapowym [58]. 
Linie komórkowe PDLSCs pozwalają na pozyskanie pojedynczych fibroblastycz-
nych komórek zdolnych do tworzenia hodowli – CFU-Fs (ang. Colony-Forming 
Unit Fibroblasts). W mikroskopie świetlnym komórki te mają wydłużony kształt 
z centralnie zlokalizowanym jądrem komórkowym i przypominają mezenchyma-
tyczne komórki macierzyste szpiku kostnego – BMMSCs (ang. Bone Marrow Me-
senchymal Stem Cells). Tamaki i wsp. [82] porównali zdolność do tworzenia kolonii 
(ang. colony forming ability) DPSCs, PDLSCs, APSCs i DFSCs i po 14 dniach za-
obserwowali, że największą i statystycznie istotną zdolność wykazują komórki po-
chodzące z wierzchołkowej części brodawki zębowej i z woreczka zębowego (licz-
ba kolonii wynosiła odpowiednio: dla DPSCs 84+-12, dla PDLSCs 102+-24, dla 
APSCs 140+-21, dla DFSC 151+-26). Może to być wytłumaczone tym, że DFSCs 
i APSCs pochodzą z rozwijających się tkanek, a tym samym znajdują się we wcze-
snej fazie zróżnicowania komórkowego. Najnowsze badanie Chen i wsp. [8] także 
wykazło, że PDLSCs mają mniejszą zdolność do tworzenia kolonii w porówna-
ni z APSCs. Yang i wsp. [95] porównali zdolność do tworzenia kolonii PDLSCs 
i mezenchymatycznych komórek macierzystych pochodzących z dziąsła – GMSCs 
(ang. Gingival Mesenchymal Stem Cells). Właściwości GMSCs przewyższały pod 
tym względem PDLSCs (CFU-Fs po 14 dniach wyniosło odpowiednio 23,5+-3,2% 
i 12,9+-0,6%, p<0,001).

Badania naukowe wykazały, że komórki macierzyste pochodzące z tkanek zębo-
wych i okołozębowych mają wyższy potencjał wzrostowy i proliferacyjny (ang. proli-
ferative capacity) niż komórki macierzyste szpiku, na co wskazują różnice w czasach 
podwojenia – PDT (ang. Population Doubling Time) w badaniu Tamaki i wsp. [82]. 
PDT dla komórek macierzystych pochodzenia zębowego wyniósł od 27,7 do 28,8 
godzin (DFSCs: 28,8hrs, APSCs: 28,1hrs, PDLSCs: 28,0hrs, DPSCs: 27,7hrs), nato-
miast w przypadku BMSCs był równy 32,7 godzin. Według Chen i wsp. [8] PDLSCs 
mają mniejsze zdolności proliferacyjne niż APSCs. Najnowsze badanie Yang i wsp. 
[95] porównujące właściwości PDLSCs i GMSCs wykazało większy potencjał proil-
feracyjny komórek macierzystych pochodzących z dziąsła w porównaniu z PDLSCs. 
Wraz z wiekiem potencjał wzrostowy i proliferacyjny PDLSCs zmniejsza się [97, 99].

W badaniu Tamaki i wsp. [29] ponad 30% komórek: DPSCs, PDLSCs, DFSCs 
i APSCs znajdowało się w fazie G2/M cyklu komórkowego, w porównaniu z 20% 
BMSCs (p<0,05). Z drugiej strony około 60% BMSCs było w fazie G0/G1, w po-
równaniu z <50% DPSCs, PDLSCs, DFSCs i APSCs [82]. Wyniki te świadczą o tym, 
że większa liczba komórek macierzystych o zębowym rodowodzie była w trakcie 
podziałów komórkowych, w porównaniu z komórkami macierzystymi pochodzenia 
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szpikowego, wśród których dominowały komórki będące w fazie spoczynkowej 
cyklu. Ta sama grupa badaczy wykazała, że kariotyp komórek macierzystych po 
rozplemie ex vivo pozostał niezmieniony (2n=46), co świadczy o ich stabilności 
chromosomalnej [82].

Jak wspomniano wcześniej, PDLSCs w warunkach in vitro stosunkowo szybko 
tracą potencjał wzrostowy, co utrudnia otrzymanie wystarczającej liczby komórek, 
dlatego podejmowane są próby odnalezienia czynników wzrostu, które wpływałyby 
na pobudzenie tego procesu. Hidaka i wsp. [31] wykazali, że stymulacja hodowli przy 
użyciu czynnika wzrostu fibroblastów 2 – FGF-2 (ang. Fibroblast Growth Factor 2) 
zwiększa potencjał proliferacyjny macierzystych komórek więzadeł przyzębia, dzięki 
czemu pozwala uzyskać ich większą liczbę, nie wpływając na potencjał różnicowa-
nia. Dodatek 20 ng/ml FGF-2 pozwolił na osiągnięcie 15-krotnie większej liczby ko-
mórek STRO-1+, CD146+, STRO-1+/CD146+ po 10 dniach hodowli (odpowiednio 
1,58+-1,81%, 1,84%+-2,00%, 0,43+-0,64%) w porównaniu z linią bez dodania FGF-
2 (odpowiednio 0,13+-0,14%, 0,07+-0,07%, liczba komórek STRO-1+/CD146+ była 
poniżej poziomu czułości). 

W dalszym ciągu trwają poszukiwania najbardziej odpowiedniej pożywki dla 
hodowli PDLSCs. Najnowsze doniesienia wskazują na podłoże α-MEM (ang. α 
Minimum Essential Medium) jako podłoże z wyboru [37]. Jako dodatek zawiera-
jący niezbędne do hodowli białka i czynniki wzrostu powszechnie stosowana jest 
płodowa surowica bydlęca – FBS (ang. Fetal Bovine Serum), co nie jest obojętne 
w przypadku hodowli komórkowych, ze względu na ryzyko możliwości przenie-
sienia patogenów (wirusy, priony). Jako preparaty alternatywne dla FBS podaje 
się PRP (ang. Platelet Rich Plasma, osocze bogatopłytkowe) lub PL (ang. Plate-
let Lysate, lizat płytkowy). W tej sytuacji kluczową do rozwiązania kwestią jest 
dokładne określenie wpływu PL na potencjał wzrostowy i proliferacyjny PDL-
SCs oraz udoskonalenie innych metod hodowli, które nie wykorzystują surowic 
zwierzęcych [4, 26, 85]. Wypracowanie optymalnego i jednocześnie bezpiecznego 
z biologicznego punktu widzenia protokołu procesu technologicznego jest kwestią 
najwyższej wagi, przed rozpoczęciem badań na próbie ludzkiej. 

OKREŚLENIE POTENCJAŁU RÓŻNICOWANIA PDLSCS  
I EKSPRESJI WYBRANYCH GENÓW

Komórki macierzyste więzadeł przyzębia hodowane w warunkach standardo-
wych (pożywka α-MEM) wykazują wysoką ekspresję markerów specyficznych dla 
przyzębia brzeżnego: PLAP-1 (ang. Periodontal Ligament-Associated Protein 1), 
S100A4 i scleraxis, w porównaniu z komórkami macierzystymi szpiku (w badaniu 
Hidaka i ws. [31] BMMSCs wykazywały bardziej nasiloną ekspresję periostyny) 
[8, 31]. PLAP-1 hamuje BMP-2 (ang. Bone Marrow Protein, białko morfogene-
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tyczne kości), a tym samym wpływa na utrzymanie przestrzeni ozębnej poprzez 
supresję różnicownia progenitorowych komórek ozębnej w kierunku osteoblastów 
[94]. Periostyna uczestniczy w dojrzewaniu i utrzymaniu homeostazy PDL, pod-
czas gdy S100A4 wydaje się być regulatorem negatywnym procesu mineralizacji 
[39, 62]. Obok markerów przyzębia, PDLSCs prezentują także ekspresję specyficz-
nych markerów komórek mezenchymalnych: wimentyny, komórek tkanki kostnej: 
kolagenu typu I (Col I), osteokalcyny (OCN), Runx2 (ang. Runt-related gene 2), 
tkanki nerwowej: nestyny, βIII-tubuliny, NF-200 (ang. Neurofilament 200), naczyń 
krwionośnych: CD34 (ang. vascular endothelial cell marker), kalponiny (ang. vas-
cular smooth muscle cell marker) [8, 31, 82]. W celu określenia poziomu ekspresji 
genów oraz analizy struktury mRNA wykorzystuje się reakcję łańcuchową polime-
razy z odwrotną transkryptazą – RT-PCR (ang. Reverse-Transcription Polymerase 
Chain Reaction).

Warunki prowadzenia hodowli komórkowych poprzez wykorzystanie odpo-
wiedniej stymulacji, powodują różnicowanie PDLSCs w różne linie komórkowe, 
co służy do oceny potencjału różnicowania (ang. multilineage differentiation capa-
bility), co zostało przedstawione w tab. 2. Celem indukcji różnicowania w kierunku 
tkanki kostnej (ang. osteogenic induction) jako dodatki stosuje się: deksametazon, 
β-glicerofosforan i kwas 2-fosforanowo-L-askorbinowy [8, 31, 34, 44, 65, 78, 82, 
95]. Barwienie materiału biologicznego po 3 tygodniach alizaryną pozwala na de-
tekcję zewnątrzkomórkowych ognisk mineralizacji (ang. mineralized nodules), co 
świadczy o promineralizacyjnym potencjale komórek. Zmienia się także morfolo-
gia stymulowanych PDLSCs, które przybierają kształt gwiaździsty i nieregularny, 
tworzą skupiska i charakteryzuje je wzrost warstwowy (na początku hodowli ko-
mórki charakteryzuje wzrost konfluentny) [8]. Potencjał promineralizacyjny komó-
rek określa się także oceniając obecność fosfatazy zasadowej – ALP (ang. Alkaline 
Phosphatase) oraz poindukcyjny poziom ekspresji markerów specyficznych dla 
tkanki kostnej (OCN, Runx2, COL1, BSP – ang. Bone Sialoprotein). Ekspresja ALP 
jest największa w początkowych etapach mineralizacji, natomiast OCN jest mar-
kerem końcowych faz różnicowania osteoblastów [11, 29]. Indukcję osteogenicz-
ną wykazują także inne komórki macierzyste: BMSCs, DSCs, APSCs, DFSCs [8, 
82, 95]. Chen i wsp. [8] wykazali, że indukowane APSCs charakteryzuje silniejsza 
ekspresja ALP, BSP i OCN i większy potencjał promineralizacyjny niż PDLSCs. 
Z drugiej strony, PDLSCs mają większy potencjał różnicowania w kierunku tanki 
kostnej niż GMSCs [95]. 

Zhang i wsp. [97] udowodnili, że potencjał osteogeniczny PDLSCs maleje wraz 
z wiekiem organizmu. W innym badaniu zaobserwowano, że zmiany o charakterze 
zapalnym w środowisku hodowli komórek, indukowane przez dodanie czynnika mar-
twicy nowotworu TNF-α (ang. Tumor Necrosis Factor Α) i interleukiny 1β- IL-1β 
wpływały w sposób znaczący na zmniejszenie potencjału proosteogenicznego PDL-
SCs, poprzez spowolnienie tworzenia ognisk mineralizacji i spadek ekspresji ALP, 
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OCN, Runx2, COL1 [95]. Co ciekawe, obecność TNF-α i IL-1β spowodowała po-
dobną inhibicję GMSCs, która nie była tak silna jak w przypadku PDLSCs. Pomimo 
niekorzystnych warunków środowiskowych, obie grupy komórek zachowały poten-
cjał różnicowania w kierunku tkanki kostnej.

TABELA 2. Kierunki różnicowania PDLSCs, czynniki indukcyjne, ekspresja specyficznych markerów
TABLE 2. Multilineage differentiation capability of PDLSCs, inductive factors, expression of specific 
markers

Kierunek  
różnicowania 

PDLSCs
Czynniki indukcyjne Ekspresja markerów Literatura

osteogeniczne

deksametazon,
β-glicerofosforan,

kwas 2-fosforanowo-L-a-
skorbinowy,

białko morfogenetyczne 
kości 2 – BMP-2,

białko morfogenetyczne 
kości 6 – BMP-6,

białko morfogenetyczne 
kości 7 – BMP-7,

białko matrycy zębiny 1 
– DMP1

fosfataza zasadowa -ALP,
kolagen typu I – Col I,
osteokalcyna – OCN,

kostna sialoproteina – BSP,
Runx2

Chandrasekaran i wsp. 2013 
[3], Chen i wsp. 2013 [8], 
Hakki i wsp. 2013 [30], 

Iwata i wsp. 2010 [34], Kim 
i wsp. 2012 [44], Tamaki 
i wsp. 2013 [82], Yang 

i wsp. 2013 [95]

adipogeniczne indometacyna,
hydrokortyzon, 

izobutylometylksantyna

receptor aktywowany przez 
proliferatory receptorów 

peroksysomów γ – PPARγ,
białko adipocytarne 2

Iwata i wsp. 2010 [34], Kim 
i wsp. 2012 [44], Tamaki 
i wsp. 2013 [82], Yang 

i wsp. 2013 [95]

chondrogeniczne

czynnik martwicy nowo-
tworu β1 – TGF-β1,

czynnik martwicy nowo-
tworu β3 – TGF-β3

białko morfogenetyczne 
kości 6- BMP-6

agrekan – ACAN,
kolagen typu II – COL II,

SOX9

Choi i wsp. 2013 [59], Iwata 
i wsp. 2010 [34], Kim i wsp. 
2012 [44], Yang i wsp. 2013 

[12]

neurogeniczne

witamina B12,
epidermalny czynnik 

wzrostu – EGF,
czynnik wzrostu fibrobla-

stów – b-FGF, ITS,
merkaptofenol β – β-BME

nestyna,
βIII-tubulina,

NF-200

Hakki i wsp. 2013 [30], 
Tamaki i wsp. 2013 [82]

miogeniczne 5-aza-2’-deoksycytydyna- 
5-Aza

desmina, troponina T,
FZDZ

Martinez i wsp. 2013 [57], 
Song i wsp. 2012 [78]

cementogeniczne

nośnik hydrok-
syapatyt/ fosforan 

trójwapniowy- HA/TCP*,
Bio-Oss®**

fosfataza zasadowa-ALP,
kolagen typu I – Col I,
osteokalcyna – OCN,
ostepontyna – OPN,

Runx2,
kolagen typu III – Col III

Iwata i wsp. 2010 [34], Kim 
i wsp. 2009 [43], Kim i wsp. 
2012 [45], Park i wsp. 2011 

[65], Tsumanuma i wsp. 
2011 [87], Zhang i wsp. 

2012 [97]
*Iwata i wsp. 2010 [34], **Kim i wsp. 2012 [45]
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Ciągle podejmowane są próby mające na celu zwiększenie potencjału osteoge-
nicznego PDLSCs, które polegają na ocenie wpływu różnych warunków hodowli 
i suplementów, co zostało dogłębnie omówione w przeglądach systematycznych 
[41, 47]. Wyniki najnowszych badań wskazują na możliwość zastosowania w tym 
celu, co najmniej kilku grup czynników wzrostu. Czynnikami wzrostu o silnych 
właściwościach regulujących formowanie kości poprzez stymulowanie ekspresji 
specyficznych genów są białka morfogenetyczne (BMPs) [18, 38, 42, 69]. Hak-
ki i wsp. [30] porównując wpływ BMP-2, BMP-6, BMP-7 na hodowle PDLSCs 
zaobserwowali, że wszystkie białka zwiększają potencjał proliferacyjny, potencjał 
do różnicowania w kierunku osteoblastów, ekspresję transkryptów markerów tkan-
ki kostnej (Runx2, COLI, BSP) i mineralizację, w stopniu zależnym od stężenia 
(ang. dose-dependent manner). Najlepsze właściwości promineralizacyjne wy-
kazało białko BMP-6. Inną molekułą, która stymuluje różnicowanie PDLSCs in 
vitro w kierunku tkanki kostnej okazało się być białko matrycy zębiny 1- DMP1 
(ang. Dentin Matrix Protein 1) [3]. DMP1 poprzez indukcję kinazy białkowej ak-
tywowanej w odpowiedzi na mitogeny wpływa na wzrost ekspresji genów: meta-
loproteinazy matrycy zewnątrzkomórkowej 2 – MMP2 (ang. Metalloproteinase-2), 
ALP, transformującego czynnika wzrostu β1 – TGF-β1 (ang. Transforming Growth 
Factor Β1), przyśpieszając tworzenie ognisk mineralizacji. Cai i wsp. [2] wykaza-
li, że jądrowy receptor sierocy związany z estrogenami receptora α- ERRα (ang. 
Estrogen-Related Receptor Α) jest sprzężony z procesami indukcji osteogenicznej, 
a jego ekspresja rośnie na końcowych szczeblach różnicowania PDLSCs w kierun-
ku tkanki kostnej. Transfekcja zrekombinowanego miRNA przeniesionego przez 
lentiwirusa prowadziła do zmniejszenia ekspresji ALP, OCN, Runx2, osteoponyny 
– OPN (ang. Osteopontin), a tym samym do obniżenia potencjału promineralizacyj-
nego PDLSCs. Chen i wsp. [5] udowodnili, że transfekcja lentiwirusowa NELL1 
(ang. NEL-Like protein 1) również może promować różnicowanie PDLSCs w kie-
runku osteoblastów, poprzez hamowanie ekspresji Msx2. NELL1 jest nowo odkry-
tym białkiem związanym z kraniosynostozą, które promuje różnicowanie komórek 
mezenchymatycznych w kierunku tkanki kostnej.

Gdy jako dodatki stosuje się indometacynę, hydrokortyzon i izobutylometyl-
ksantynę PDLSCs różnicują się w kierunku adipocytów (ang. adipogenic induc-
tion) [31, 34, 44, 65, 82, 78, 95]. Obecność kropli tłuszczu w cytoplazmie komórek 
można potwierdzić po 3 tygodniach hodowli stosując czerwień oleistą O (ang. Oil 
red-O). Stymulowane komórki charakteryzuje też wysoka ekspresja receptora ak-
tywowanego przez proliferatory peroksysomów γ – PPARγ (ang. Peroxisome Pro-
liferator-Activated Receptor Γ) i ekspresja białka adipocytarnego 2 (ang. adipocyte 
protein 2) [65, 95]. Podobne właściwości wykazują też BMSCs, DSCs, APSCs, 
DFSCs, GMSCs [8, 82, 95]. Zhang i wsp. [97] udowodnili, że potencjał PDLSCs 
do różnicowania w kierunku tkanki tłuszczowej maleje wraz z wiekiem organizmu. 
Yang i wsp. [95] wykazali, że środowisko hodowli zawierające TNF-α i IL-1β po-
woduje zmniejszenie potencjału adipogenicznego.



670 B. GÓRSKI

Pod wpływem odpowiedniej stymulacji (TGF-β3 i BMP-6) PDLSCs ulega-
ją różnicowaniu w kierunku tkanki chrzęstnej (ang. chondrogenic induction) [12, 
34, 37, 44, 78 ]. Wymienione czynniki wzrostu promują inicjację chondrogene-
zy, a w dalszej kolejności w sposób bezpośredni i pośredni regulują różnicowanie 
i dojrzewanie chondrocytów [84, 70]. Po 14 dniach hodowli zmienia się morfolo-
gia komórek, które układają się w dwie warstwy: wewnętrzną (komórki o kształcie 
okrągłym) i zewnetrzną (komórki o kształcie wrzecionowatym). Barwienie immu-
nochistochemiczne pozwala uwidocznić kolagen typu II. Pod wpływem TGF-β3 
i BMP-6 komórki zaczynają także odkładać glikozaminoglikany (siarczan chondro-
ityny, agrekan- ACAN), których identyfikacja jest możliwe przy użyciu błękitu al-
cjańskiego – AB (ang. Alcian Blue) [78]. Dodatek TGF-β3 zwiększał syntezę gliko-
zaminoglikanów – GAG (ang. Glycosaminoglycans) o 217%, podczas gdy dodatek 
BMP-6 o 220% (w porównaniu do hodowli kontrolnej) [12]. Czynniki wykazały 
efekt synergistyczny i pobudzały syntezę GAG, zwiększając ją o 281% [12]. RT-P-
CR potwierdziło ekspresję specyficznych markerów tkanki chrzęstnej: SOX9, agre-
kanu i kolagenu typu II przez indukowane PDLSCs. W tym przypadku połączenie 
TGF-β3 i BMP-6 także miało efekt synergistyczny (zwiększając ekspresję SOX9 
3,97 razy, agrekanu 7,50 razy i kolagenu typu II 23,15 razy) [12]. SOX9 wydaje się 
odgrywać kluczową rolę w procesie chondrogenezy, ponieważ wpływa na ekspresję 
innych genów regulatorowych tego procesu: SOX5, SOX6, kolagenu typu II α1 
[60]. Choi i wsp. [12] wykazali też, że podłoże zawierające TGF-β3 i BMP zwięk-
sza ekspresję pewnych markerów specyficznych dla osteogenezy: kolagenu typu 
X i Runx2. PDLSCs wykazały większy potencjał różnicowania w kierunku tkanki 
chrzęstnej niż GMSCs [95].

Indukcję różnicowania w kierunku tkanki nerwowej (ang. neurogenic induction) 
powoduje dodatek: witaminy B12, epidermalnego czynnika wzrostu – EGF (ang. 
Epidermal Growth Factor), fibroblastycznego czynnika wzrostu – b-FGF (ang. Ba-
sic Fibroblast Growth Factor) i ITS (ang. Insulin-Transferrin-sodium-Selenite sup-
plement) [82]. Po 7 dniach indukcji Tamaki i wsp. [82] zaobserwowali w hodowli 
PDLSCs w badaniu immunocytochemicznym obecność markerów specyficznych 
dla komórek tkanki nerwowej (nestyna, βIII-tubulina, NF-200), oraz zmianę mor-
fologii komórek wrzecionowatych w kierunku komórek multipolarnych, przypomi-
nających neurony. Tożsame właściwości posiadały tez inne komórki macierzyste: 
DPSCs, APSCs, DFSCs, BMSCs [82]. 

Badania naukowe wykazały możliwość indukcji komórek macierzystych mia-
zgi zębów myszy w kierunku tkanki mięśniowej przez dodatek 5-aza-2’-deoksycy-
tydyny – 5-Aza (ang. 5-Aza-2’-deoxycytidine) [60]. 5-Aza powoduje demetylacje 
fragmentów DNA, które kodują specyficzne dla tkanki mięśniowej czynniki tran-
skrypcyjne [84]. Song i wsp. [78] udowodnili, że taka indukcja jest możliwa dla 
ludzkich komórek zrębu więzadła ozębnowego (ang. PDL stromal cells), które speł-
niają wymagania stawiane mezenchymatycznym komórkom macierzystym [17].  
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Po 28 dniach hodowli zmieniła się morfologia stymulowanych komórek, a w ich cy-
toplazmie można było zaobserwować struktury przypominające miotubule i ekspre-
sję desminy. Indukcja PDLSCs w kierunku tkanki mięśniowej także jest możliwa. 
Potencjał różnicowania wybranych komórek macierzystych przedstawiono w tab. 3.

WŁAŚCIWOŚCI IMMUNOMODULACYJNE PDLSCS

Użycie wszczepów autologicznych komórek macierzystych wyklucza wystą-
pienie reakcji immunologicznej biorcy. W przypadku komórek allogenicznych takie 
ryzyko jest realne i może prowadzić do reakcji odrzucenia przeszczepu. Kluczową 
rolę w tych interakcjach odgrywa główny układ zgodności tkankowej- MHC (ang. 
Major Histocompatibility Complex). Badania naukowe ostatniej dekady, na mode-
lach in vitro i in vivo dowodzą, że BMSCs mają właściwości immunomodulacyjne 
i mogą wyciszać odpowiedź immunologiczną układu odpornościowego. Mechani-
zmy molekularne tych procesów są złożone i jedynie częściowo zrozumiałe [36, 80, 
98]. To, że PDLSCs wykazują podobne cechy potwierdzono stosunkowo niedawno.

Wada i wsp. [90] postanowili zbadać właściwości immunomodulacyjne komó-
rek macierzystych więzadła ozębnowego stosując w tym celu krwinki jednojądrza-
ste krwi obwodowej – PBMNCs (ang. Peripheral Blood Mononuclear Cells) po 
nieswoistym pobudzeniu konkanawaliną ConA (ang. ConA-stimulated PBMNCs). 
PDLSCs inhibowały proliferację PBMNCs w odpowiedzi na stymulację mitogenną 
i mieszaną reakcję limfocytów – MLR (ang. Mixed Lymphocyte Reaction). Autorzy 
wykazali wzmożoną ekspresję interferonu γ- IFN-γ przez indukowane PBMNCs (co 
świadczyło o aktywacji tych komórek), która stymulowała PDLSCs do uwalniania 
molekuł hamujących proliferację PBMNCs na drodze sprzężenia zwrotnego, takich 
jak: TGF-β1, czynnik wzrostu hepatocytów – HGF (ang. hepatocyte growth factor), 
2,3-dioksygenaza indoleaminy – IDO. Dodatkowo, pożywki kondycjonowane – CT 
(ang. Conditioned Medium) otrzymane z hodowli PDLSCs w środowisku IFN-γ po-
wodowały częściową supresję proliferacji PBMNCs. Badacze wykazali, że ekspre-
sja IDO jest zależna od IFN-γ, w przeciwieństwie do ekspresji TGF-β1 i HGF, które 
wydają się być związane z innymi peptydami sygnałowymi. Tożsame właściwości 
prezentowały także BMSCs i DPSCs.

PDLSCs w kulturze z limfocytami B hamowały proliferację, różnicowanie i mi-
grację komórek odpornościowych (podobnie jak BMSCs) [53]. Proliferacja komó-
rek B była hamowana poprzez białko PD-1 (ang. Programmed cell Death protein 
1) i jego interakcję z ligandem PD-L1. Białko PD-1 jest inhibitorem TCR-zależnej 
proliferacji limfocytów, poprzez hamowanie cyklu komórkowego. Pod względem 
molekularnym proces ten przebiega nieco inaczej w przypadku komórek macierzy-
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stych szpiku, mianowicie BMSCs wywołują supresję limfocytów B poprzez inte-
rakcję białka PD-1 z ligandem PD-L1 i PD-L2. W badaniu Liu i wsp. [53] zmniej-
szona była również produkcja immunoglobulin: IgM, IgG, IgA. Ponieważ PDLSCs 
nie obniżały ekspresji HLA-DR, CD40, CD80 i CD86, tym samym niezmienione 
pozostały zdolności prezentowania antygenów przez limfocyty B. PDLSCs uwal-
niały także Il-6, dzięki czemu hamowały apoptozę limfocytów. W dalszej części 
badania autorzy wszczepiali autogenne i allogenne PDLSCs na nośniku HA/TCP 
(hydroksyapatyt/fosforan trójwapniowy) w wypreparowane ubytki kostne w przy-
zębiu świnek morskich, a następnie oceniali immunologiczną rekację humoralną, 
nie obserwując reakcji odrzucenia. W obu grupach poziom ekspresji markerów spe-
cyficznych dla aktywowanych limfocytów B – CD20, CD 25 był porównywalny. 
W podobnym badaniu na modelu zwierzęcym, Ding i wsp. [15] nie zaobserwowali, 
aby allogeniczne implanty PDLSCs wywoływały wzmożoną reakcję zapalną lim-
focytów T. Charakter immunomodulacyjny PDLSCs objawiał się produkcją prosta-
glandyny E2- PGE2 (ang. Prostaglandin E2), która indukowała anergię komórek T. 

W 2011 roku Park i wsp. [65] wyhodowali PDLSCs z zapalnie zmienionych 
tkanek więzadła ozębnowego (ihPDLSCs) wykazując, że komórki te mają zacho-
wany potencjał proliferacyjny, migracyjny i zdolność do różnicowania w kierunku 
tkanki kostnej i tłuszczowej. Chen i wsp. [9] udowodnili, że indukcja osteogenicz-
na PDSCs pochodzących z zapalnie zmienionych tkanek jest związana z czynni-
kiem jądrowym κB – NF-κB (ang. Nuclear Factor-Κb), rzucając nowe światło na 
zrozumienie tego procesu. In vitro na modelu zwierzęcym ihPDLSCs wytwarzały 
cement korzeniowy, ale komórki macierzyste więzadła ozębnowego pochodzące 
z tkanek wolnych od stanu zapalnego wykazały statystycznie większe zdolności re-
generacyjne. Najnowsze doniesienia wskazują na upośledzone właściwości immu-
nomodulacyjne ihPDLSCs (komórki te w tym badaniu nazwano PDLSC-IPs) [52]. 
PDLSC-IPs w niewielkim stopniu hamowały proliferację limfocytów T i wykazy-
wały również mniejszy potencjał ochronny w stosunku do przyzębia, który wyrażał 
się obniżoną stymulacją limfocytów pomocniczych CD4+CD25+FOXP3+ (lim-
focyty Tregs) i produkcją Il-10, jak również zmniejszoną stymulacja limfocytów 
Th1 i uwalnianiem IFN-γ, w porównaniu z PDLSCs. Limfocyty Th17 produkują 
Il-17, która poprzez indukcję ekspresji RANKL prowadzi do aktywacji osteobla-
stów. W cytowanym badaniu PDLSC-IPs cechowała obniżona supresja limfocytów 
Th17 w porównaniu z PDLSCs. Wyniki te świadczą o zaburzonych właściwościach 
immunomodulacyjnych i upośledzonej kontroli procesów osteolitycznych zacho-
dzących w przyzębiu przez komórki macierzyste pochodzące z zapalnie zmienionej 
ozębnej [23, 51, 74].

Właściwości immunomodulujące komórek macierzystych miazgi zębów i tkanek 
okołozębowych zostały bardzo dokładnie opisane przez Li i wsp. [50] w 2013 roku.
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POTENCJALNE WYKORZYSTANIE I PRZYSZŁOŚĆ PDLSCS 
W STEROWANEJ REGENERACJI TKANEK

Poza wcześniej opisanymi zdolnościami multipotencjalnymi do różnicowania 
w kierunku tkanki kostnej, tłuszczowej, chrzęstnej, nerwowej i mięśniowej, PDL-
SCs różnicują się także w kierunku komórek wytwarzających cement korzeniowy, 
co zostało wykazane na modelach zwierzęcych [34, 45, 65, 95, 97]. Doświadczenia 
te polegały na podskórnej implantacji myszom poddanym immunosupresji (ang. 
immunocompromised mice) PDLSCs zawieszonych na nośniku, którego funkcję 
spełniały materiały o właściwościach osteokondukcyjnych, najczęściej były to czą-
steczki hydroksyapatytu/ fosforanu trójwapniowego- HA/TCP. Wydaje się, że róż-
nicowanie PDLSCs determinowane było przez użyty materiał wszczepowy. Po 8 
tygodniach implantowane komórki wytwarzały zmineralizowaną tkankę podobną 
do komórkowego cementu korzeniowego, która formowała się na powierzchni ma-
teriału wszczepowego. W powiększeniu mikroskopu polaryzacyjnego można było 
również zaobserwować liczne, ułożone równolegle włókna kolagenowe o wyraż-
nie zaznaczonej strukturze przestrzennej, a także włókna Sharpey’a, co świadczyło 
o formowaniu się więzadła ozębnowego. Badanie immunohistochemiczne wyka-
zało obecność w preparatach komórek hMito+, co potwierdziło duży potencjał re-
generacyjny implantowanych PDLSCs. Jest to o tyle istotne, że PDLSCs różnico-
wały się jednocześnie w kierunku cementoblastów, jak też fibroblastów, które brały 
udział w syntezie kolagenowych włókien więzadła ozębnowego, dzięki czemu two-
rzyły strukturę trójwymiarową (3D). Dokładny profil tego procesu, z podziałem na 
cztery fazy, został opisany przez Kima i wsp. [45] w 2012 roku. W pierwszej fazie 
(3-7 dzień) PDLSCs proliferowały i migrowały w obrębie materiału wszczepowe-
go. W drugiej fazie (2 tydzień) uwidaczniała się tkanka cementopodobna i wysoko 
zorganizowane włókna kolagenowe. W 4 tygodniu (faza 3) następowała mineraliza-
cja i dojrzewanie cementu oraz różnicowanie włókien Sharpey’a. W ostatniej fazie 
(8 tydzień) tkanki wykazywały duże zróżnicowanie histologiczne. Różnicujące się 
komórki charakteryzowała silna ekspresja markerów kości/cementu: ALP, Runx2, 
OCN, OPN, Col I, Col III. Należy zaznaczyć, że na modelu zwierzęcym in vivo 
tworzący się cement był cementem komórkowym obcowłóknistym, podczas gdy 
cement korzeniowy zębów ludzkich składa się głównie z cementu bezkomórko-
wego obcowłóknistego i komórkowego z włóknami mieszanymi. Badania nauko-
we wykazały, że komórki macierzyste szpiku kostnego także mogą różnicować się 
w kierunku cementoblastów [13, 43, 49, 78, 87]. 

Badania na modelach zwierzęcych potwierdziły duży potencjał regeneracyjny 
implantów komórkowych autologicznych PDLSCs w leczeniu ubytków kostnych 
w przyzębiu, który był wyższy niż innych, stosowanych w tym celu komórek ma-
cierzystych [15, 35, 43, 54, 63, 66, 87]. Również badanie na modelu ludzkim (n=3) 
z wykorzystaniem komórek progenitorowych więzadła ozębnowego (ang. PDL 
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progenitors) pozwoliło uzyskać dobre wyniki kliniczne [20]. Jednak możliwości za-
stosowania PDLSCs nie ograniczają się tylko do leczenia periodontologicznego i sze-
roko rozumianego biologicznego leczenia stomatologicznego. Ze względu na bardzo 
duży potencjał proliferacyjny tych komórek mogą być one wykorzystane w innych 
dziedzinach medycyny, na przykład w ortopedii, reumatologii, immunologii, neurolo-
gii, a nawet w regeneracji uszkodzonych włókien mięśniowych serca i zastawek [12, 
56, 57, 78, 80, 82, 98]. Obecnie prowadzone są bardzo intensywne badania, mające 
na celu opracowanie optymalnego sposobu transferu rozmnożonych w warunkach ex 
vivo PDLSCs, do ubytków kostnych przyzębia biorcy. Analizie podlegają zarówno 
drogi i sposoby transferu tzw. implantów komórkowych, jak też materiały spełnia-
jące rolę potencjalnych nośników rusztowań podtrzymujących, które poza funkcją 
matrycy, mogłyby także uczestniczyć w sterowaniu procesów proliferacyjnych i róż-
nicowania komórek macierzystych, chociażby dzięki zawartości czynników wzrostu 
i różnych polipeptydów sygnałowych [24, 25, 28, 40, 59, 72, 73, 87, 89, 100]. 

W obliczu opisanych właściwości regeneracyjnych PDLSCs na licznych mode-
lach in vivo i in vitro u zwierząt, kolejnym etapem badań będzie ich przeniesienie na 
model ludzki. Aby można było mówić o pełnym bezpieczeństwie prób klinicznych, 
pewne krytyczne kwestie muszą zostać wcześniej rozwiązane. Poza już wspomnia-
nymi trudnościami laboratoryjnymi i technicznymi, bioinżynieria PDLSCs stwarza 
także problemy natury etycznej, jak również ekonomicznej. Przeniesieniem wyników 
badań naukowych na próby kliniczne, zajmuje się nauka zwana medycyną translacyj-
ną, która w ostatnim czasie zyskała wysoką rangę dyscypliny w pełni autonomicznej 
[10, 55, 71]. O tym, ze leczenie regeneracyjne z użyciem mezenchymatycznych ko-
mórek macierzystych – MSCs (ang. Mesenchymal Stem Cells) wychodzi z obszaru 
science-fiction świadczą wyniki badania opublikowane przez Martinez i wsp. [33]. 
Autorzy uzyskali całkowitą regenerację miazgi i kompleksu miazgowo-zębinowego 
w zębach z zakończonym rozwojem korzeni na modelu autologicznym u psów, gdy 
w miejsce utraconej tkanki implantowane były DPSCs wraz z czynniki stymulującym 
wzrost kolonii granulocytów – G-CSF (ang. Granulocyte-Colony Stimulating Fac-
tor), a obecnie prowadzą badania na próbie ludzkiej.

Zebrane w niniejszym opracowaniu dowody naukowe pozwalają na lepsze zro-
zumienie biologii i immunologii komórek macierzystych więzadła ozębnowego, 
wskazując na ich ogromny potencjał, co stanowi niezwykle ciekawy i obiecujący nurt 
badań. Rozmnożone w warunkach ex vivo komórki macierzyste wyizolowane z mia-
zgi zębów i z tkanek okołozębowych mogą być poddane krioprezerwacji (kriokonser-
wacji) bez utraty właściwości proliferacyjnych i różnicowania, co może umożliwić 
powstanie dobrze rozwiniętego systemu banków komórek, które mogłyby być wyko-
rzystane w inżynierii tkankowej i biomedycynie na szeroką skalę [16]. Koniecznością 
będzie stworzenie także dużych, wieloośrodkowych instytutów badawczych, które 
zajmą się procesami biotechnologicznymi komórek macierzystych. Tylko czas poka-
że, czy tak właśnie będą wyglądać stomatologia i medycyna przyszłości [96].
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