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Streszczenie: Calkowita regeneracja biologiczna i funkcjonalna tkanek przyzgbia nie jest dzisiaj
w pelni osiagalna, dlatego w centrum uwagi znajduje si¢ potencjalne uzycie w tym celu komorek
macierzystych. Komorki macierzyste wigzadta ozgbnowego (hPDLSC) maja cechy takie jak
samoodnawianie, zdolno$¢ do niecograniczonej ilosci podziatow i do réznicowania oraz charak-
ter immunomodulacyjny. Cechy te sa podobne (lub nawet wicksze) do wlasciwosci mezenchy-
matycznych komorek macierzystych szpiku kostnego, jednak sposob ich izolacji jest mniej obcigza-
jacy dla pacjenta. Komorki te maja unikalng zdolnos$¢ do réznicowania w kierunku cementoblastow
i odtwarzania zmineralizowanego cementu korzeniowego, jak tez do fibroblastow i produkcji wiok-
ien kolagenowych o wysoko zorganizowanej, trojwymiarowe;j strukturze. Znany schemat izolacji,
hodowli i identyfikacji komorek macierzystych wigzadta ozgbnowego czyni je najlepszym zrodtem
materiatu nie tylko do badan naukowych, ale takze do zastosowania w klinice w terapii komorkowe;j
i bioinzynierii tkankowej. Jednak pewne aspekty biologiczne, technologiczne i kliniczne ciagle wy-
magaja rozwiazania. Celem pracy jest charakterystyka komorek macierzystych wigezadta ozgbnowe-
go, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich potencjatu réznicowania do komorek charakterystycznych
fenotypowo dla danej dojrzatej tkanki podczas stosowania wlasciwej stymulacji. Na podstawie
przegladu piSmiennictwa przedstawiono najnowsze wyniki badan, ktére pozwola na lepsze zro-
zumienie biologii tych komorek oraz mozliwosci ich wykorzystania dla celow stomatologicznych
i ogblnomedycznych w przysztosci.

Stowa kluczowe: komorka mezenchymatyczna, komorki macierzyste wigzadla ozgbnowego, regen-
eracja przyzgbia, roznicowanie
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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 skrotow: 5-Aza — 5-aza-2’-deoksycytydyna; AB — biekit alcjanski; ACAN — agre-
kan; ALP — fosfataza zasadowa; APSCs — komorki macierzyste wierzchotkowej czesci brodawki
zgbowej; BMP — biatko morfogenetyczne kosci (BMP-2, BMP-6, BMP-7); BMMSCs — mezenchym-
tyczne komorki macierzyste szpiku kostnego; BMSCs — komorki macierzyste szpiku; BSP- kostna
sialoproteina; CD czasteczki — CD antygeny, CD markery; CFU-Fs — komorki fibroblastyczne zdolne
do tworzenia kolonii; Col I — kolagen typu I; ConA — konkanawalina; CT — pozywka kondycjonowa-
na; DFSCs — komorki macierzyste woreczka zebowego; DMP1 — biatko matrycy zgbiny 1; DPSCs —
komorki macierzyste miazgi zgbow statych; EGF — epidermalny czynnik wzrostu; ERR o — zwigzany
z estrogenem receptor o; ESCs — embrionalne komorki macierzyste; FBS — ptodowa surowica cieleca;
FGF-2 — czynnik wzrostu fibroblastow 2; GAG — glikozaminoglikany; G-CSF — czynnik stymuluja-
cy wzrost kolonii granulocytow; GMSCs — mezenchymatyczne komorki macierzyste dziagsta, GTR
— sterowana regeneracja tkanek; HA/TCP-hydroksyapatyt/ fosforan trojwapniowy; HGF — czynnik
wzrostu hepatocytow; hPDLSCs — ludzkie komorki macierzyste wigzadla ozgbnowego; IDO — 2,3-di-
oksygenaza indoleaminy; IFN-y — interferon y; ihPDLSCs — komorki macierzyste zapalnie zmienionk
ego wigzadta ozgbnowego; IL-1p — interleukina 1f; iPSCs — indukowane komorki pluripotencjalne;
a-MEM - podtoze a-MEM; MHC — gtéwny uktad zgodno$ci tkankowej; MLR — mieszana reakcja
limfocytow; MMP2 — metaloproteinaza matrycy zewnatrzkomorkowej 2; MSCs — mezenchymatyczne
komorki macierzyste; NF-200 — neurofilament 200; NF-kB — czynnik jadrowy xB; OCN — osteokal-
cyna; OPN — osteopontyna, PBMNCs — komorki jednojadrzaste krwi obwodowej; PD-1 — biatko
programowanej $mieci komorki 1; PDL — wigzadlo ozgbnowe; PDLSC-Ips — komoérki macierzyste
zapalnie zmienionego wigzadta ozgbnowego; PDLSCs — komorki macierzyste wiezadta ozgbnowego;
PDT - czas podwojenia; PGE2- prostaglandyna 2; PGFs — polipeptydowe czynniki wzrostu; PL — lizat
plytkowy; PPARY — receptor aktywowany przez proliferatory peroksysomow y; PRP — osocze bo-
gatoptytkowe; RT-PCR — rekacja tancuchowa polimerazy z odwrotng transkryptaza; SCAP — komorki
macierzyste wierzchotkowej czesci brodawki zebowej; TGF-B1 — transformujacy czynnik wzrostu B1;
TGF-B3 — transformujacy czynnik wzrostu $3; TNF-a — czynnik martwicy nowotworu o.
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WSTEP

Choroby przyzgbia nalezg do grupy chordb spotecznych, sa szeroko rozpo-
wszechnione w populacji ludzkiej i stanowig duze wyzwanie dla systemow opieki
zdrowotnej, o czym $wiadcza przeprowadzone w 2012 roku badania epidemio-
logiczne, ktore objety losowo wybranych dorostych Polakéow [27]. Zapalenie
przyzebia (periodontitis) rozwija si¢ w wyniku zaktocenia rownowagi pomigdzy
oddzialywujgcymi na tkanki przyzebia drobnoustrojami ptytki nazgbnej, a mecha-
nizmami obronnymi gospodarza. Celem leczenia zapalenia przyzebia jest zatrzy-
manie progresji zmian, mechaniczna i chemiczna kontrola czynnika infekcyjnego
i regeneracja utraconych struktur tkankowych (wig¢zadla ozebnowego, cementu
korzeniowego, kosci wyrostka zebodolowego, tkanki tacznej dzigsta). Kluczowe
jest takze odtworzenie prawidlowych potaczen pomiedzy odbudowanymi elemen-
tami tkankowymi, w szczegdlnosci witokien Sherpey’a ktore tacza widkna ozgb-
nej z cementem korzeniowym (ang. cementum-ligament-bone interfaces). Profil
gojenia (reparacja/ regeneracja) jest determinowany przez typ komorek, ktore
jako pierwsze uzyskajg dostep do ubytku kostnego w procesie nazywanym ,,wy-
scigiem komérkowym”, dlatego stosowane wspodlczesnie leczenie periodontolo-
giczne bazuje na technikach sterowanej regeneracji tkanek — GTR (ang. Guided
Tissue Regeneration). Niestety GTR wcigz ma wiele ograniczen i nie umozliwia
catkowitego odtworzenia utraconych tkanek przyzebia, co zostalo potwierdzone
badaniami histologicznymi i jest szeroko omowione w literaturze tematu [19, 22,
46, 48, 67, 88].

Inzynieria tkankowa jest dyscypling, ktora taczy ze soba implementowane ko-
morki progenitorowe, polipeptydowe czynniki wzrostu — PGFs (ang. Polypeptide
Growth Factors) oraz rusztowanie podtrzymujace, i znajduje si¢ w centrum duze-
go zainteresowania jej potencjalnego zastosowania w opracowaniu bardziej prze-
widywalnych i skutecznych metod leczenia chorob przyzebia [6, 7, 32, 79, 96].
Najwigksze nadzieje wigze si¢ obecnie z mezenchymatycznymi komérkami ma-
cierzystymi o wlasciwosciach multipotencjalnych, ktore sg jednymi z najdoktad-
niej przebadanych komorek ludzkich. Komorki te maja jednoczesnie trzy cechy:
zdolno$¢ przylegania do podloza (ang. plastic adherence), obecnos¢ specyficz-
nych antygen6w na powierzchni bton komoérkowych i zdolno$¢ do réoznicowania
si¢ w kierunku co najmniej trzech linii komérkowych (osteoblastow, adipocytow,
chondroblastow) [17]. Poza tym, 95% populacji macierzystych komoérek mezen-
chymalnych charakteryzuje si¢ obecnoscia czasteczek: CD105, CD73 i CD90 oraz
mniej niz 2% tej populacji moze mie¢ epitopy: CD45, CD34, CD14 lub CD11b,
CD79a lub CD19 i HLA klasy II.
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Mezenchymtyczne komorki macierzyste byly izolowane z réznych narzadow
i uktadow, jednak ich pozyskanie jest najprostsze i najmniej obcigzajace z mia-
zgi zebow (mlecznych i statych) i z tkanek okotozebowych (dziasto, ozgbna, kos¢
wyrostka zgbodolowego, brodawka zebowa, woreczek zebowy) [1, 14, 34, 45, 61,
64, 83, 86, 92]. W tak duzej i zréznicowanej puli komoérek wydaje si¢, ze komorki
pochodzace z ozgbnej zajmuja szczegdlne migjsce i prezentujg swoiste wlasciwo-
sci. Duze zainteresowanie wtasnie ta pulg, zainicjowalo wiele badan naukowych,
ktorych wyniki zostaty opublikowane w latach 2012-2013, co rzucito nowe $wia-
tlo na postrzeganie komodrek macierzystych ozgbnej, doprowadzajac tym samy
do lepszego zrozumienia ich biologii. Celem pracy jest charakterystyka ludzkich
multipotencjalnych komoérek macierzystych wiezadta ozebnowego — hPDLSCs
(ang. human Periodontal Ligament Stem Cells), z uwzglgdnieniem mozliwo$ci
dotyczacych ich izolacji i hodowli, proba ich poréwnania z innymi mezenchy-
matycznymi komorkami macierzystymi, wskazanie potencjalnych mozliwo-
$ci uzycia, jak rowniez ciggle obecnych trudnosci zwigzanych z biotechnologia
tych linii, na podstawie przegladu najnowszego pi$miennictwa. Postep naukowy
i techniczny w tym zakresie jest bardzo duzy, zwlaszcza na przestrzeni ostatnich
3-4 lat, i jesli tempo badan bedzie takie jak dotychczas mozliwe, ze terapia przy
uzyciu hPDLSCs pozwoli w przysztosci przezwycigzy¢ ,,stabe strony” sterowane;j
regeneracji tkanek i tym bardziej uzasadniony wydaje si¢ przeglad najnowszych
badan naukowych w tym zakresie.

MOZLIWOSCI POZYSKANIA PDLSCS

Ozgbna wypehnia przestrzen migdzy blaszkg zbita zebodotu a cementem ko-
rzeni zeba i zawiera wtokna kolagenowe, ktore tworza wigezadto ozebnowe — PDL
(ang. Periodontal Ligament) utrzymujace zeby w zebodotach. W ozgbnej znajdu-
je sie pewna pula komodrek macierzystych o wtasciwosciach multipotencjalnych,
mogacych réznicowaé si¢ w kierunku osteoblastow, fibroblastow i cementola-
stow, a tym samym bra¢ udzial w regeneracji uszkodzonych tkanek przyzgbia.
Komorki te po raz pierwszy wyizolowano z powierzchni korzeni usunigtych
dolnych zgbow trzonowych trzecich w 2004 roku i nazwano komoérkami macie-
rzystymi wigzadta ozgbnowego (PDLSCs) [75]. Zrodtem tych komorek sg takze
$ciany kostne zgbodolow po ekstrakcji, jak rowniez powierzchnie korzeni zebow
mlecznych [76, 91]. Najnowsze badania wskazujg takze na mozliwo$¢ izolacji
aktywnych PDLSCs z zapalnie zmienionych tkanek ozebnej (u pacjentow z prze-
wlektym zapaleniem przyzebia) [65]. Singhatanadgit i wsp. [77] wyprowadzili
klony komérek macierzystych wigzadta ozgbnowego.
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CHARAKTERYSTYKA PDLSCS: ANTYGENY CD,
ZDOLNOSC TWORZENIA HODOWLI,
POTENCJAL WZROSTOWY I PROLIFERACYJNY

Czasteczki powierzchniowe obecne na btonach komoérkowych PDLSCs aktywuja
specyficzne kaskady ekspresji genow 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 wykazuja takze wysoka ekspre-
sj¢ markerow: (OCT)-4 (ang. Octamer-binding transcription factor), (SSEA)-1 (ang.
stage-specific embryonic antigen), (SSEA)-4, Nanog, Sox2, ktore sg czynnikami tran-
skrypcyjnymi bioragcymi udziat w utrzymaniu pluripotencjalnego potencjatu embrio-
nalnych komoérek macierzystych- ESCs (ang. Embryonic Stem Cells) i indukowanych
komorek pluripotencjalnych- iPSCs (ang. induced Pluripotent Stem Cells) [14, 68,
82]. Klony hPDLSCs charakteryzuje takze zwigkszona ekspresja ICAMI1 (ang. Inter-
cellular Adhesion Molecule 1), ITGBI1 (ang. Integrin BI) i TERT (ang. Telomerase
Reverse Transcriptase) [81]. Do oznaczenia wybranych epitopow prezentowanych na
powierzchni komorek, a tym samym do okreslenie tozsamosci tych komorek wyko-
rzystuje si¢ cytometri¢ przeptywows (ang. flow cytometry). Xu i wsp. [93] wykazali,
ze w puli komorek ozebnej komorki STRO-1+/CD146+ stanowia 2,6% (max=7,15%,
min=0,13%; n=6). Jednak wedlug Hidaka iwsp. [31] odsetek tych komorek jest
mniejsza i wynosi zaledwie 0,07+-0,08%. Inna grupa badaczy zaobserwowata, ze
odsetek komorek STRO-1+ 1 CD146+ w ozgbnej jest zalezny od wieku i jest wyz-
szy u ludzi mtodych (ok. 15 roku zycia) wynoszac odpowiednio 18,5+-2,6% i 26,8+-
2,4%, w porownaniu do starszych pacjentéw (ok. 54 roku zycia), u ktérych wynosi on
analogicznie 3,15+-1,3%14,3+-1,8% [97].

Podobnie, jak inne komorki mezenchymatyczne pochodzace z: miazgi zgbow
statych — DPSCs (ang. Dental Pulp Stem Cells), z wierzcholkowej cze¢sci bro-
dawki zebowej — APSCs (ang. Apical Papilla Stem Cells) /SCAP — (ang. Stem
Cells from Apical Papilla), z mieszka zgbowego — DFSCs (ang Dental Follicle
Stem Cells), jak tez komorki macierzyste szpiku — BMSCs (ang. Bone Marrow
Stem Cells), PDLSCs prezentujg specyficzne epitopy komorek mezenchymatycz-
nych: CD44, CD90 i CD105, nie posiadajac receptoréw charakterystycznych dla
komorek siateczkowo-srobtonkowych: CD14 i CD34 [82]. Doktadna analiza im-
munofenotypowa tej puli komorek jest niezwykle wazna w celu rozszyfrowania
1 zrozumienia ich programu genetycznego, dlatego takie proby sg nieustannie
podejmowane. Badania naukowe wykazaty, ze DPSCS charakteryzuje wigksza
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ekspresja epitopow: CD13, CD166, (SSEA)-4 inizsza ekspresja markera CD9
w porownaniu z PDLSCs [68]. Charakterystyke wybranych mezenchymatycz-
nych komoérek macierzystych przedstawiono w tab. 1.

TABELA 1. Charakterystyka wybranych komoérek macierzystych — markery powierzchowne, zdolno$¢
tworzenia hodowli — jednostki tworzace kolonie komorek fibroblastycznych (CFU-Fs) — objasnienia pod
tabela, potencjal wzrostowy i proliferacyjny — czas podwojenia populacji komoérek (PDT)

TABLE 1. Characteristics of selected stem cells — cell surface markers, colony forming abilities
Colony-Forming

Rodzaj Zdolno$¢ two- |Potencjal wzro-
. Markery . . N . .
komorek . rzenia kolonii |stowy i prolife- Literatura
macierzystych| POV ™MOWMe | (CFU-Fs) |racyjny - PDT
Chen i wsp. 2013 [8],
Choi i wsp. 2013[12],
Ge i wsp. 2013 [24],
Hakki i wsp. 2013 [30],
CD9, CD13,CD29,|  102+-24* Ix;ailvvvv;p ' 22(?1120 [[43;]’
(D44, CD73, CD90, Kim i wsg. 2012 [44]’
PDLSCs CD105, CD106, 12,9+-0,6%** 28,1%* . ’ i
Liuiwsp. 2013 [52],
sCTigl 61’ E]lela?f} 152,8+-27,6%** Park i wsp. 2011 [65],
o ) o 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]
CD13, CD44, CD73, Ponnaiyan i wsp. 2012 [68],
DPSCs CD90, CD105, 84+-12%* 28,8%* Tamaki i wsp. 2013 [82],
CD106, CD166 Wada i wsp. 2009 [82]
CD44, CD73, CDY0, Chen i wsp. 2013 [8],
APSCs CD105, STRO-1 140+-21% 28,0% Tamaki i wfp. 2013[[§2]
DFSCs CD44, CD73, CDY0, N
CD105, CD146, 151+-26* 27,7* Tamaki i wsp. 2013 [82]
STRO-3
CD29, CD73, CD90,
GMSCs CD105, CD146, 23,5+-3,2% + Yang i wsp. 2013 [95]
STRO-1
CDC2]9)’9%D3;‘;1%]5)73’ Twata i wsp. 2010 [34],
BMSCs ’ i + 32,7* Tamaki i wsp. 2013 [82],
CD106, STRO-1, Wada i wsp. 2009 [90]
STRO-3 )

* Tamaki i wsp. 2013 [82], CFU-Fs: 1x10*komorek wysiewano na ptytke 100-mm i inkubowano przez
14 dni, jako kolonie traktowano skupiska >50 komoérek; ** Yang i wsp. 2013 [95], CFU-Fs: 1x10°komo-
rek wysiewano na ptytke 10 cm i inkubowano przez 14 dni, kolonie traktowano skupiska >50 komorek;
*** Kim i wsp. 2012 [44], CFU-Fs: 1x10*komorek wysiewano na ptytke 100-mm i inkubowano przez 7
dni, kolonie traktowano skupiska >50 komorek.
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Pozyskanie i izolacja komorek PDLSCs mozliwe sg przy pomocy znanej i po-
twierdzonej w wielu badaniach naukowych metody dezagregacji enzymatyczne;j
z wykorzystaniem kolagenazy typu I i dyspazy (ang. collagenase/dispase-catalyzed
enzymatic digestion) [34, 44, 65, 77, 82, 97]. Komorki te sg jednak pozyskiwa-
ne w relatywnie matej ilosci i szybko tracg potencjal wzrostowy i proliferacyjny,
w zwiagzku z czym, ich hodowla w laboratorium jest procesem wieloetapowym [58].
Linie komoérkowe PDLSCs pozwalajg na pozyskanie pojedynczych fibroblastycz-
nych komorek zdolnych do tworzenia hodowli — CFU-Fs (ang. Colony-Forming
Unit Fibroblasts). W mikroskopie $wietlnym komorki te maja wydluzony ksztatt
z centralnie zlokalizowanym jadrem komoérkowym i przypominajg mezenchyma-
tyczne komorki macierzyste szpiku kostnego — BMMSCs (ang. Bone Marrow Me-
senchymal Stem Cells). Tamaki i wsp. [82] poréwnali zdolnos¢ do tworzenia kolonii
(ang. colony forming ability) DPSCs, PDLSCs, APSCs i DFSCs i po 14 dniach za-
obserwowali, ze najwigkszg i statystycznie istotng zdolno$¢ wykazuja komorki po-
chodzace z wierzchotkowej czgsci brodawki zebowej i z woreczka zgbowego (licz-
ba kolonii wynosita odpowiednio: dla DPSCs 84+-12, dla PDLSCs 102+-24, dla
APSCs 140+-21, dla DFSC 151+-26). Moze to by¢ wytlumaczone tym, ze DFSCs
1 APSCs pochodza z rozwijajacych si¢ tkanek, a tym samym znajduja si¢ we wcze-
snej fazie zréznicowania komérkowego. Najnowsze badanie Chen i wsp. [8] takze
wykazto, ze PDLSCs maja mniejszg zdolno$¢ do tworzenia kolonii w poréwna-
ni z APSCs. Yang i wsp. [95] pordéwnali zdolno$¢ do tworzenia kolonii PDLSCs
i mezenchymatycznych komorek macierzystych pochodzacych z dzigsta — GMSCs
(ang. Gingival Mesenchymal Stem Cells). Whasciwosci GMSCs przewyzszaty pod
tym wzgledem PDLSCs (CFU-Fs po 14 dniach wyniosto odpowiednio 23,5+-3,2%
112,9+-0,6%, p<0,001).

Badania naukowe wykazaty, ze komorki macierzyste pochodzace z tkanek zgbo-
wych i okotozebowych maja wyzszy potencjal wzrostowy i proliferacyjny (ang. proli-
ferative capacity) niz komorki macierzyste szpiku, na co wskazuja réznice w czasach
podwojenia — PDT (ang. Population Doubling Time) w badaniu Tamaki i wsp. [82].
PDT dla komoérek macierzystych pochodzenia zgbowego wyniost od 27,7 do 28,8
godzin (DFSCs: 28,8hrs, APSCs: 28,1hrs, PDLSCs: 28,0hrs, DPSCs: 27,7hrs), nato-
miast w przypadku BMSCs byl rowny 32,7 godzin. Wedlug Chen i wsp. [8] PDLSCs
majg mniejsze zdolnosci proliferacyjne niz APSCs. Najnowsze badanie Yang i wsp.
[95] poréwnujace wlasciwosci PDLSCs i GMSCs wykazalo wigkszy potencjat proil-
feracyjny komorek macierzystych pochodzacych z dzigsta w poréwnaniu z PDLSCs.
Wraz z wiekiem potencjal wzrostowy i proliferacyjny PDLSCs zmniejsza si¢ [97, 99].

W badaniu Tamaki i wsp. [29] ponad 30% komorek: DPSCs, PDLSCs, DFSCs
1 APSCs znajdowalo si¢ w fazie G2/M cyklu komorkowego, w porownaniu z 20%
BMSCs (p<0,05). Z drugiej strony okolo 60% BMSCs bylo w fazie GO/G1, w po-
réwnaniu z <50% DPSCs, PDLSCs, DFSCs i APSCs [82]. Wyniki te $wiadczg o tym,
ze wigksza liczba komorek macierzystych o zgbowym rodowodzie byta w trakcie
podziatlow komoérkowych, w poréwnaniu z komoérkami macierzystymi pochodzenia
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szpikowego, wsrdd ktoérych dominowaty komoérki bedace w fazie spoczynkowe;j
cyklu. Ta sama grupa badaczy wykazata, ze kariotyp komorek macierzystych po
rozplemie ex vivo pozostat niezmieniony (2n=46), co §wiadczy o ich stabilnosci
chromosomalnej [82].

Jak wspomniano wczesniej, PDLSCs w warunkach in vitro stosunkowo szybko
tracg potencjal wzrostowy, co utrudnia otrzymanie wystarczajacej liczby komorek,
dlatego podejmowane sg proby odnalezienia czynnikéw wzrostu, ktore wplywatyby
na pobudzenie tego procesu. Hidaka i wsp. [31] wykazali, ze stymulacja hodowli przy
uzyciu czynnika wzrostu fibroblastow 2 — FGF-2 (ang. Fibroblast Growth Factor 2)
zwigksza potencjat proliferacyjny macierzystych komorek wigzadet przyzebia, dzigki
czemu pozwala uzyska¢ ich wigksza liczbe, nie wplywajac na potencjat réznicowa-
nia. Dodatek 20 ng/ml FGF-2 pozwolil na osiggnigcie 15-krotnie wigkszej liczby ko-
morek STRO-1+, CD146+, STRO-1+/CD146+ po 10 dniach hodowli (odpowiednio
1,58+-1,81%, 1,84%+-2,00%, 0,43+-0,64%) w porownaniu z linig bez dodania FGF-
2 (odpowiednio 0,13+-0,14%, 0,07+-0,07%, liczba komoérek STRO-1+/CD146+ byta
ponizej poziomu czuto$ci).

W dalszym ciggu trwaja poszukiwania najbardziej odpowiedniej pozywki dla
hodowli PDLSCs. Najnowsze doniesienia wskazuja na podtoze a-MEM (ang. o
Minimum Essential Medium) jako podtoze z wyboru [37]. Jako dodatek zawiera-
jacy niezbedne do hodowli biatka i czynniki wzrostu powszechnie stosowana jest
ptodowa surowica bydlgca — FBS (ang. Fetal Bovine Serum), co nie jest oboj¢tne
w przypadku hodowli komoérkowych, ze wzgledu na ryzyko mozliwosci przenie-
sienia patogenow (wirusy, priony). Jako preparaty alternatywne dla FBS podaje
si¢ PRP (ang. Platelet Rich Plasma, osocze bogatoptytkowe) lub PL (ang. Plate-
let Lysate, lizat ptytkowy). W tej sytuacji kluczowa do rozwigzania kwestig jest
doktadne okreslenie wplywu PL na potencjal wzrostowy i proliferacyjny PDL-
SCs oraz udoskonalenie innych metod hodowli, ktére nie wykorzystuja surowic
zwierzecych [4, 26, 85]. Wypracowanie optymalnego i jednoczesnie bezpiecznego
z biologicznego punktu widzenia protokotu procesu technologicznego jest kwestig
najwyzszej wagi, przed rozpocze¢ciem badan na probie ludzkiej.

OKRESLENIE POTENCJALU ROZNICOWANIA PDLSCS
I EKSPRESJI WYBRANYCH GENOW

Komorki macierzyste wiezadet przyzebia hodowane w warunkach standardo-
wych (pozywka a-MEM) wykazuja wysoka ekspresj¢ markerow specyficznych dla
przyzebia brzeznego: PLAP-1 (ang. Periodontal Ligament-Associated Protein 1),
S100A4 i scleraxis, w porownaniu z komdrkami macierzystymi szpiku (w badaniu
Hidaka i ws. [31] BMMSCs wykazywaly bardziej nasilong ekspresje periostyny)
[8, 31]. PLAP-1 hamuje BMP-2 (ang. Bone Marrow Protein, biatko morfogene-
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tyczne kosci), a tym samym wplywa na utrzymanie przestrzeni ozebnej poprzez
supresje réznicownia progenitorowych komoérek ozgbnej w kierunku osteoblastow
[94]. Periostyna uczestniczy w dojrzewaniu i utrzymaniu homeostazy PDL, pod-
czas gdy S100A4 wydaje si¢ by¢ regulatorem negatywnym procesu mineralizacji
[39, 62]. Obok markeréw przyzebia, PDLSCs prezentujg takze ekspresje specyficz-
nych markeréw komoérek mezenchymalnych: wimentyny, komorek tkanki kostne;j:
kolagenu typu I (Col I), osteokalcyny (OCN), Runx2 (ang. Runt-related gene 2),
tkanki nerwowej: nestyny, BllI-tubuliny, NF-200 (ang. Neurofilament 200), naczyn
krwionos$nych: CD34 (ang. vascular endothelial cell marker), kalponiny (ang. vas-
cular smooth muscle cell marker) [8, 31, 82]. W celu okreslenia poziomu ekspresji
gendw oraz analizy struktury mRNA wykorzystuje si¢ reakcje tancuchowa polime-
razy z odwrotng transkryptazag — RT-PCR (ang. Reverse-Transcription Polymerase
Chain Reaction).

Warunki prowadzenia hodowli komoérkowych poprzez wykorzystanie odpo-
wiedniej stymulacji, powodujg réznicowanie PDLSCs w rozne linie komorkowe,
co stuzy do oceny potencjatu roznicowania (ang. multilineage differentiation capa-
bility), co zostato przedstawione w tab. 2. Celem indukcji ro6znicowania w kierunku
tkanki kostnej (ang. osteogenic induction) jako dodatki stosuje si¢: deksametazon,
B-glicerofosforan i kwas 2-fosforanowo-L-askorbinowy [8, 31, 34, 44, 65, 78, 82,
95]. Barwienie materiatu biologicznego po 3 tygodniach alizaryng pozwala na de-
tekcje zewnatrzkomorkowych ognisk mineralizacji (ang. mineralized nodules), co
$wiadczy o promineralizacyjnym potencjale komorek. Zmienia si¢ takze morfolo-
gia stymulowanych PDLSCs, ktore przybieraja ksztatt gwiazdzisty i nieregularny,
tworza skupiska i charakteryzuje je wzrost warstwowy (na poczatku hodowli ko-
morki charakteryzuje wzrost konfluentny) [8]. Potencjal promineralizacyjny komo-
rek okresla si¢ takze oceniajac obecno$¢ fosfatazy zasadowej — ALP (ang. Alkaline
Phosphatase) oraz poindukcyjny poziom ekspresji markerow specyficznych dla
tkanki kostnej (OCN, Runx2, COL1, BSP — ang. Bone Sialoprotein). Ekspresja ALP
jest najwigksza w poczatkowych etapach mineralizacji, natomiast OCN jest mar-
kerem koncowych faz réznicowania osteoblastow [11, 29]. Indukcj¢ osteogenicz-
na wykazuja takze inne komorki macierzyste: BMSCs, DSCs, APSCs, DFSCs [8,
82, 95]. Chen i wsp. [8] wykazali, ze indukowane APSCs charakteryzuje silniejsza
ekspresja ALP, BSP i OCN 1 wigkszy potencjat promineralizacyjny niz PDLSCs.
Z drugiej strony, PDLSCs maja wigkszy potencjat roznicowania w kierunku tanki
kostnej niz GMSCs [95].

Zhang 1 wsp. [97] udowodnili, Ze potencjat osteogeniczny PDLSCs maleje wraz
z wiekiem organizmu. W innym badaniu zaobserwowano, ze zmiany o charakterze
zapalnym w $rodowisku hodowli komdrek, indukowane przez dodanie czynnika mar-
twicy nowotworu TNF-a (ang. Tumor Necrosis Factor A) iinterleukiny 13- IL-1f
wplywaty w sposob znaczacy na zmniejszenie potencjalu proosteogenicznego PDL-
SCs, poprzez spowolnienie tworzenia ognisk mineralizacji i spadek ekspresji ALP,
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OCN, Runx2, COLI [95]. Co ciekawe, obecnos¢ TNF-a i IL-1B spowodowata po-
dobng inhibicje GMSCs, ktora nie byla tak silna jak w przypadku PDLSCs. Pomimo
niekorzystnych warunkéw srodowiskowych, obie grupy komoérek zachowaty poten-
cjal roznicowania w kierunku tkanki kostne;j.

TABELA 2. Kierunki réznicowania PDLSCs, czynniki indukcyjne, ekspresja specyficznych markerow
TABLE 2. Multilineage differentiation capability of PDLSCs, inductive factors, expression of specific

markers
Kierunek
réznicowania | Czynniki indukcyjne Ekspresja markeréw Literatura
PDLSCs
deksametazon,
B-glicerofosforan,
kwas 2;1£2i£?;11$wo_]“-a_ Chandrasekaran i wsp. 2013
biatko morfo en}e/’t erne fosfataza zasadowa -ALP, | [3], Chen i wsp. 2013 [8],
. L. genety kolagen typu I — Col I, Hakki i wsp. 2013 [30],
osteogeniczne kosci 2 — BMP-2, . .
biatko morfogenetyozn osteokalcyna — OCN,  |Iwata i wsp. 2010 [34], Kim
0, JOTIOBENCLYCZIC 1y ostna sialoproteina — BSP,| 1 wsp. 2012 [44], Tamaki
kosci 6 — BMP-6, .
. Runx2 iwsp. 2013 [82], Yang
biatko morfogenetyczne i wsp. 2013 [95]
kosci 7 — BMP-7, p-
biatko matrycy zgbiny 1
— DMPI
. receptor aktywowany przez|Iwata 1 wsp. 2010 [34], Kim
. . indometacyna, . , . .
adipogeniczne proliferatory receptorow | iwsp. 2012 [44], Tamaki
hydrokortyzon, ; .
- obutyl Ik peroksysomow y — PPARy,| iwsp. 2013 [82], Yang
1zobutylometylksantyna | 1 iatko adipocytarne 2 i wsp. 2013 [95]
czynnik martwicy nowo-
twqru Bl — TGF-ﬁl, agrekan — ACAN, Ch01 iwsp. 2013 [5.9],.Iwata
chondrogeniczne czynnik martwicy nowo- Kolagen tvou Il — COL TI. L VSP- 2010 [34], Kim 1 wsp.
& tworu B3 — TGF-B3 gen typ > [2012 [44], Yang i wsp. 2013
. SOX9
biatko morfogenetyczne [12]
kosci 6- BMP-6
witamina B12,
epidermalny czynnik
. nestyna, .
neurogeniczne wzrostu — EGF, . Hakki i wsp. 2013 [30],
. BIII-tubulina, .
czynnik wzrostu fibrobla- NF-200 Tamaki i wsp. 2013 [82]
stow — b-FGF, ITS,
merkaptofenol § — B-BME
mioseniczne 5-aza-2’-deoksycytydyna-| desmina, troponina T, | Martinez i wsp. 2013 [57],
& 5-Aza FZDZ Song i wsp. 2012 [78]
fosfataza zasadowa-ALP, |Iwata i wsp. 2010 [34], Kim
nosnik hydrok- kolagen typu I — Col I, [i wsp. 2009 [43], Kim i wsp.
cementogeniczne syapatyt/ fosforan osteokalcyna — OCN, |2012 [45], Park i wsp. 2011
& trojwapniowy- HA/TCP*, ostepontyna — OPN, [65], Tsumanuma i wsp.
Bio-Oss®** Runx2, 2011 [87], Zhang i wsp.
kolagen typu III — Col III 2012 [97]
*Iwata 1 wsp. 2010 [34], **Kim 1 wsp. 2012 [45]
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Ciagle podejmowane sg proby majace na celu zwigkszenie potencjatu osteoge-
nicznego PDLSCs, ktore polegaja na ocenie wplywu réznych warunkéw hodowli
i suplementow, co zostalo doglebnie omoéwione w przegladach systematycznych
[41, 47]. Wyniki najnowszych badan wskazujg na mozliwo$¢ zastosowania w tym
celu, co najmniej kilku grup czynnikow wzrostu. Czynnikami wzrostu o silnych
wlasciwosciach regulujacych formowanie kosci poprzez stymulowanie ekspresji
specyficznych genoéw sg biatka morfogenetyczne (BMPs) [18, 38, 42, 69]. Hak-
ki i wsp. [30] poréwnujac wplyw BMP-2, BMP-6, BMP-7 na hodowle PDLSCs
zaobserwowali, ze wszystkie biatka zwiekszaja potencjal proliferacyjny, potencjat
do réznicowania w kierunku osteoblastow, ekspresje¢ transkryptow markerow tkan-
ki kostnej (Runx2, COLI, BSP) i mineralizacj¢, w stopniu zaleznym od stezenia
(ang. dose-dependent manner). Najlepsze wiasciwosci promineralizacyjne wy-
kazato biatko BMP-6. Inna molekula, ktora stymuluje réznicowanie PDLSCs in
vitro w kierunku tkanki kostnej okazato si¢ by¢ biatko matrycy zebiny 1- DMP1
(ang. Dentin Matrix Protein I) [3]. DMP1 poprzez indukcj¢ kinazy biatkowej ak-
tywowanej w odpowiedzi na mitogeny wptywa na wzrost ekspresji genow: meta-
loproteinazy matrycy zewnatrzkomoérkowej 2 — MMP2 (ang. Metalloproteinase-2),
ALP, transformujgcego czynnika wzrostu Bl — TGF-B1 (ang. Transforming Growth
Factor Bl), przy$pieszajac tworzenie ognisk mineralizacji. Cai i wsp. [2] wykaza-
li, ze jadrowy receptor sierocy zwigzany z estrogenami receptora a- ERRa (ang.
Estrogen-Related Receptor A) jest sprzezony z procesami indukcji osteogenicznej,
a jego ekspresja rosnie na koncowych szczeblach réoznicowania PDLSCs w kierun-
ku tkanki kostnej. Transfekcja zrekombinowanego miRNA przeniesionego przez
lentiwirusa prowadzita do zmniejszenia ekspresji ALP, OCN, Runx2, osteoponyny
— OPN (ang. Osteopontin), a tym samym do obnizenia potencjatu promineralizacyj-
nego PDLSCs. Chen i wsp. [5] udowodnili, ze transfekcja lentiwirusowa NELL1
(ang. NEL-Like protein 1) rbwniez moze promowac réznicowanie PDLSCs w kie-
runku osteoblastow, poprzez hamowanie ekspresji Msx2. NELL1 jest nowo odkry-
tym biatkiem zwigzanym z kraniosynostoza, ktore promuje roznicowanie komoérek
mezenchymatycznych w kierunku tkanki kostne;.

Gdy jako dodatki stosuje si¢ indometacyne, hydrokortyzon i izobutylometyl-
ksantyne PDLSCs roznicuja si¢ w kierunku adipocytow (ang. adipogenic induc-
tion) [31, 34, 44, 65, 82, 78, 95]. Obecnos¢ kropli thuszczu w cytoplazmie komorek
mozna potwierdzi¢ po 3 tygodniach hodowli stosujac czerwien oleista O (ang. Oil
red-0). Stymulowane komorki charakteryzuje tez wysoka ekspresja receptora ak-
tywowanego przez proliferatory peroksysomow y — PPARy (ang. Peroxisome Pro-
liferator-Activated Receptor I') 1 ekspresja biatka adipocytarnego 2 (ang. adipocyte
protein 2) [65, 95]. Podobne wlasciwosci wykazuja tez BMSCs, DSCs, APSCs,
DFSCs, GMSCs [8, 82, 95]. Zhang i wsp. [97] udowodnili, ze potencjat PDLSCs
do réznicowania w kierunku tkanki ttuszczowej maleje wraz z wiekiem organizmu.
Yang i wsp. [95] wykazali, ze srodowisko hodowli zawierajace TNF-a i IL-1p po-
woduje zmniejszenie potencjatu adipogenicznego.
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Pod wptywem odpowiedniej stymulacji (TGF-p3 i BMP-6) PDLSCs ulega-
ja réznicowaniu w kierunku tkanki chrzgstnej (ang. chondrogenic induction) [12,
34, 37, 44, 78 ]. Wymienione czynniki wzrostu promuja inicjacje chondrogene-
zy, a w dalszej kolejnosci w sposob bezposredni i posredni reguluja roznicowanie
i dojrzewanie chondrocytow [84, 70]. Po 14 dniach hodowli zmienia si¢ morfolo-
gia komorek, ktore uktadaja si¢ w dwie warstwy: wewnetrzng (komorki o ksztatcie
okragtym) i zewnetrzng (komorki o ksztalcie wrzecionowatym). Barwienie immu-
nochistochemiczne pozwala uwidoczni¢ kolagen typu II. Pod wplywem TGF-B3
i BMP-6 komorki zaczynaja takze odktada¢ glikozaminoglikany (siarczan chondro-
ityny, agrekan- ACAN), ktorych identyfikacja jest mozliwe przy uzyciu biekitu al-
cjanskiego — AB (ang. Alcian Blue) [78]. Dodatek TGF-B3 zwigkszat synteze gliko-
zaminoglikanéw — GAG (ang. Glycosaminoglycans) o 217%, podczas gdy dodatek
BMP-6 0 220% (w porownaniu do hodowli kontrolnej) [12]. Czynniki wykazaty
efekt synergistyczny i pobudzaty synteze GAG, zwigkszajac ja o 281% [12]. RT-P-
CR potwierdzito ekspresje specyficznych markerow tkanki chrzgstnej: SOX9, agre-
kanu i kolagenu typu II przez indukowane PDLSCs. W tym przypadku potaczenie
TGF-B3 i BMP-6 takze miato efekt synergistyczny (zwigkszajac ekspresje SOX9
3,97 razy, agrekanu 7,50 razy i kolagenu typu I 23,15 razy) [12]. SOX9 wydaje si¢
odgrywac kluczowa role w procesie chondrogenezy, poniewaz wptywa na ekspresj¢
innych genow regulatorowych tego procesu: SOX5, SOX6, kolagenu typu Il al
[60]. Choi i wsp. [12] wykazali tez, ze podtoze zawierajace TGF-B3 i BMP zwiegk-
sza ekspresj¢ pewnych markerow specyficznych dla osteogenezy: kolagenu typu
X i Runx2. PDLSCs wykazaty wigkszy potencjat roznicowania w kierunku tkanki
chrzestnej niz GMSCs [95].

Indukcje roznicowania 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 obecno$¢ markeréw specyficznych
dla komorek tkanki nerwowej (nestyna, BIlI-tubulina, NF-200), oraz zmian¢ mor-
fologii komorek wrzecionowatych w kierunku komoérek multipolarnych, przypomi-
najacych neurony. Tozsame wtasciwosci posiadaty tez inne komorki macierzyste:
DPSCs, APSCs, DFSCs, BMSCs [82].

Badania naukowe wykazaly mozliwos¢ indukcji komorek macierzystych mia-
zgi zebow myszy w kierunku tkanki mie$niowej przez dodatek 5-aza-2’-deoksycy-
tydyny — 5-Aza (ang. 5-Aza-2’-deoxycytidine) [60]. 5-Aza powoduje demetylacje
fragmentow DNA, ktore koduja specyficzne dla tkanki miesniowej czynniki tran-
skrypcyjne [84]. Song i wsp. [78] udowodnili, ze taka indukcja jest mozliwa dla
ludzkich komorek zrebu wigzadta ozgbnowego (ang. PDL stromal cells), ktore spet-
niaja wymagania stawiane mezenchymatycznym komoérkom macierzystym [17].
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Po 28 dniach hodowli zmienita si¢ morfologia stymulowanych komorek, a w ich cy-
toplazmie mozna byto zaobserwowac¢ struktury przypominajace miotubule i ekspre-
sj¢ desminy. Indukcja PDLSCs w kierunku tkanki mig¢$niowej takze jest mozliwa.
Potencjat roznicowania wybranych komoérek macierzystych przedstawiono w tab. 3.

WELASCIWOSCI IMMUNOMODULACYJNE PDLSCS

Uzycie wszczepow autologicznych komorek macierzystych wyklucza wysta-
pienie reakcji immunologicznej biorcy. W przypadku komorek allogenicznych takie
ryzyko jest realne i moze prowadzi¢ do reakcji odrzucenia przeszczepu. Kluczowa
role w tych interakcjach odgrywa gtowny uktad zgodnosci tkankowej- MHC (ang.
Major Histocompatibility Complex). Badania naukowe ostatniej dekady, na mode-
lach in vitro i in vivo dowodzg, ze BMSCs maja wtasciwosci immunomodulacyjne
1 moga wycisza¢ odpowiedz immunologiczng uktadu odpornosciowego. Mechani-
zmy molekularne tych procesow sa ztozone i jedynie czgsciowo zrozumiate [36, 80,
98]. To, ze PDLSCs wykazuja podobne cechy potwierdzono stosunkowo niedawno.

Wada i wsp. [90] postanowili zbada¢ wlasciwosci immunomodulacyjne komo-
rek macierzystych wiezadta ozebnowego stosujac w tym celu krwinki jednojadrza-
ste krwi obwodowej — PBMNCs (ang. Peripheral Blood Mononuclear Cells) po
nieswoistym pobudzeniu konkanawaling ConA (ang. ConA-stimulated PBMNCs).
PDLSCs inhibowaty proliferacjc PBMNCs w odpowiedzi na stymulacj¢ mitogenng
i mieszang reakcje limfocytow — MLR (ang. Mixed Lymphocyte Reaction). Autorzy
wykazali wzmozong ekspresje interferonu y- [FN-y przez indukowane PBMNC:s (co
swiadczyto o aktywacji tych komorek), ktora stymulowata PDLSCs do uwalniania
molekul hamujacych proliferacje PBMNCs na drodze sprze¢zenia zwrotnego, takich
jak: TGF-B1, czynnik wzrostu hepatocytow — HGF (ang. hepatocyte growth factor),
2,3-dioksygenaza indoleaminy — IDO. Dodatkowo, pozywki kondycjonowane — CT
(ang. Conditioned Medium) otrzymane z hodowli PDLSCs w §rodowisku IFN-y po-
wodowaty cz¢éciowg supresje proliferacji PBMNCs. Badacze wykazali, ze ekspre-
sja IDO jest zalezna od IFN-y, w przeciwienstwie do ekspresji TGF-B1 i HGF, ktére
wydaja sie by¢ zwigzane z innymi peptydami sygnatowymi. Tozsame wilasciwosci
prezentowaty takze BMSCs i DPSCs.

PDLSCs w kulturze z limfocytami B hamowaty proliferacje, réznicowanie i mi-
gracje komorek odpornosciowych (podobnie jak BMSCs) [53]. Proliferacja komo-
rek B byta hamowana poprzez biatko PD-1 (ang. Programmed cell Death protein
1) 1jego interakcje z ligandem PD-L1. Biatko PD-1 jest inhibitorem TCR-zaleznej
proliferacji limfocytow, poprzez hamowanie cyklu komoérkowego. Pod wzgledem
molekularnym proces ten przebiega nieco inaczej w przypadku komoérek macierzy-
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stych szpiku, mianowicie BMSCs wywotuja supresj¢ limfocytéw B poprzez inte-
rakcje biatka PD-1 z ligandem PD-L1 i PD-L2. W badaniu Liu i wsp. [53] zmniej-
szona byta rowniez produkcja immunoglobulin: IgM, IgG, IgA. Poniewaz PDLSCs
nie obnizaty ekspresji HLA-DR, CD40, CD80 i CD86, tym samym niezmienione
pozostaty zdolno$ci prezentowania antygenow przez limfocyty B. PDLSCs uwal-
niaty takze I1-6, dzigki czemu hamowaty apoptoze limfocytow. W dalszej czgsci
badania autorzy wszczepiali autogenne i allogenne PDLSCs na no$niku HA/TCP
(hydroksyapatyt/fosforan tréjwapniowy) w wypreparowane ubytki kostne w przy-
zgbiu $winek morskich, a nastgpnie oceniali immunologiczna rekacje humoralna,
nie obserwujac reakcji odrzucenia. W obu grupach poziom ekspresji markeréw spe-
cyficznych dla aktywowanych limfocytow B — CD20, CD 25 byt porownywalny.
W podobnym badaniu na modelu zwierzgcym, Ding i wsp. [15] nie zaobserwowali,
aby allogeniczne implanty PDLSCs wywolywaty wzmozong reakcj¢ zapalna lim-
focytéw T. Charakter immunomodulacyjny PDLSCs objawiat sie¢ produkcja prosta-
glandyny E2- PGE2 (ang. Prostaglandin E2), ktora indukowata anergi¢ komorek T.

W 2011 roku Park i wsp. [65] wyhodowali PDLSCs z zapalnie zmienionych
tkanek wigzadla ozgbnowego (ihPDLSCs) wykazujac, ze komorki te maja zacho-
wany potencjat proliferacyjny, migracyjny i zdolno$¢ do réznicowania w kierunku
tkanki kostnej i1 thuszczowej. Chen i wsp. [9] udowodnili, ze indukcja osteogenicz-
na PDSCs pochodzacych z zapalnie zmienionych tkanek jest zwiazana z czynni-
kiem jadrowym kB — NF-«B (ang. Nuclear Factor-Kb), rzucajac nowe §wiatto na
zrozumienie tego procesu. In vitro na modelu zwierzgcym ihPDLSCs wytwarzaty
cement korzeniowy, ale komorki macierzyste wigzadta ozgbnowego pochodzace
z tkanek wolnych od stanu zapalnego wykazaty statystycznie wigksze zdolnosci re-
generacyjne. Najnowsze doniesienia wskazuja na uposledzone wtasciwosci immu-
nomodulacyjne ihPDLSCs (komorki te w tym badaniu nazwano PDLSC-IPs) [52].
PDLSC-IPs w niewielkim stopniu hamowaly proliferacj¢ limfocytow T 1 wykazy-
waty rowniez mniejszy potencjat ochronny w stosunku do przyzebia, ktory wyrazat
si¢ obnizong stymulacja limfocytow pomocniczych CD4+CD25+FOXP3+ (lim-
focyty Tregs) i produkcja I1-10, jak réwniez zmniejszong stymulacja limfocytow
Thl iuwalnianiem IFN-y, w poréwnaniu z PDLSCs. Limfocyty Th17 produkuja
1I-17, ktéra poprzez indukcje ekspresji RANKL prowadzi do aktywacji osteobla-
stow. W cytowanym badaniu PDLSC-IPs cechowata obnizona supresja limfocytow
Th17 w poréwnaniu z PDLSCs. Wyniki te §wiadczg o zaburzonych wtasciwosciach
immunomodulacyjnych i uposledzonej kontroli procesow osteolitycznych zacho-
dzacych w przyzebiu przez komorki macierzyste pochodzace z zapalnie zmienione;j
ozebnej [23, 51, 74].

Wilasciwosci immunomodulujgce komorek macierzystych miazgi zebow i tkanek
okotozebowych zostaty bardzo doktadnie opisane przez Li i wsp. [50] w 2013 roku.
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POTENCJALNE WYKORZYSTANIE I PRZYSZEOSC PDLSCS
W STEROWANEJ REGENERACJI TKANEK

Poza wczesniej opisanymi zdolno$ciami multipotencjalnymi do réznicowania
w kierunku tkanki kostnej, thuszczowej, chrzgstnej, nerwowej i mi¢sniowej, PDL-
SCs rdznicujg si¢ takze w kierunku komorek wytwarzajacych cement korzeniowy,
co zostalo wykazane na modelach zwierzgcych [34, 45, 65, 95, 97]. Do§wiadczenia
te polegaly na podskdrnej implantacji myszom poddanym immunosupresji (ang.
immunocompromised mice) PDLSCs zawieszonych na no$niku, ktérego funkcje
spelnialy materiaty o wlasciwosciach osteokondukcyjnych, najczesciej byly to cza-
steczki hydroksyapatytu/ fosforanu trojwapniowego- HA/TCP. Wydaje sig, ze roz-
nicowanie PDLSCs determinowane bylo przez uzyty materiat wszczepowy. Po 8
tygodniach implantowane komorki wytwarzaty zmineralizowang tkanke podobna
do komoérkowego cementu korzeniowego, ktora formowata si¢ na powierzchni ma-
terialu wszczepowego. W powiekszeniu mikroskopu polaryzacyjnego mozna byto
réwniez zaobserwowac liczne, utozone rownolegle wtokna kolagenowe o wyraz-
nie zaznaczonej strukturze przestrzennej, a takze wtokna Sharpey’a, co $wiadczyto
o formowaniu si¢ wigzadta ozgbnowego. Badanie immunohistochemiczne wyka-
zato obecnos¢ w preparatach komorek hMito+, co potwierdzito duzy potencjal re-
generacyjny implantowanych PDLSCs. Jest to o tyle istotne, ze PDLSCs rdznico-
waty si¢ jednoczesnie w kierunku cementoblastow, jak tez fibroblastow, ktore braty
udziat w syntezie kolagenowych witokien wigzadta ozebnowego, dzigki czemu two-
rzyty strukturg trojwymiarowa (3D). Doktadny profil tego procesu, z podziatem na
cztery fazy, zostat opisany przez Kima i wsp. [45] w 2012 roku. W pierwszej fazie
(3-7 dzien) PDLSCs proliferowaty i migrowaty w obrgbie materiatu wszczepowe-
go. W drugiej fazie (2 tydzien) uwidaczniata si¢ tkanka cementopodobna i wysoko
zorganizowane wiokna kolagenowe. W 4 tygodniu (faza 3) nastgpowata mineraliza-
cja i dojrzewanie cementu oraz roznicowanie wlokien Sharpey’a. W ostatniej fazie
(8 tydzien) tkanki wykazywaty duze zr6znicowanie histologiczne. Rdznicujace sig¢
komorki charakteryzowata silna ekspresja markeréw kosci/cementu: ALP, Runx2,
OCN, OPN, Col I, Col III. Nalezy zaznaczy¢, ze na modelu zwierzecym in vivo
tworzacy si¢ cement byt cementem komdrkowym obcowtoknistym, podczas gdy
cement korzeniowy z¢bow ludzkich sktada si¢ gtoéwnie z cementu bezkomorko-
wego obcowtoknistego 1 komoérkowego z wtoknami mieszanymi. Badania nauko-
we wykazaty, ze komorki macierzyste szpiku kostnego takze moga réznicowac si¢
w kierunku cementoblastow [13, 43, 49, 78, 87].

Badania na modelach zwierzecych potwierdzity duzy potencjat regeneracyjny
implantéw komoérkowych autologicznych PDLSCs w leczeniu ubytkéw kostnych
w przyzebiu, ktory byt wyzszy niz innych, stosowanych w tym celu komoérek ma-
cierzystych [15, 35, 43, 54, 63, 66, 87]. Rowniez badanie na modelu ludzkim (n=3)
z wykorzystaniem komorek progenitorowych wigzadla ozgbnowego (ang. PDL
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progenitors) pozwolito uzyska¢ dobre wyniki kliniczne [20]. Jednak mozliwo$ci za-
stosowania PDLSCs nie ograniczaja si¢ tylko do leczenia periodontologicznego i sze-
roko rozumianego biologicznego leczenia stomatologicznego. Ze wzgledu na bardzo
duzy potencjat proliferacyjny tych komorek moga by¢ one wykorzystane w innych
dziedzinach medycyny, na przyktad w ortopedii, reumatologii, immunologii, neurolo-
gii, a nawet w regeneracji uszkodzonych wtokien migsniowych serca i zastawek [12,
56, 57, 78, 80, 82, 98]. Obecnie prowadzone sg bardzo intensywne badania, majace
na celu opracowanie optymalnego sposobu transferu rozmnozonych w warunkach ex
vivo PDLSCs, do ubytkow kostnych przyzebia biorcy. Analizie podlegaja zarowno
drogi i sposoby transferu tzw. implantow komorkowych, jak tez materialy speia-
jace role potencjalnych no$nikow rusztowan podtrzymujacych, ktore poza funkcja
matrycy, moglyby takze uczestniczy¢ w sterowaniu procesow proliferacyjnych i roz-
nicowania komorek macierzystych, chociazby dzigki zawartosci czynnikow wzrostu
i roznych polipeptydow sygnatowych [24, 25, 28, 40, 59, 72, 73, 87, 89, 100].

W obliczu opisanych wtasciwosci regeneracyjnych PDLSCs na licznych mode-
lach in vivo 1 in vitro u zwierzat, kolejnym etapem badan bedzie ich przeniesienie na
model ludzki. Aby mozna bylo mowic o pelnym bezpieczenstwie prob klinicznych,
pewne krytyczne kwestie muszg zosta¢ wczesniej rozwigzane. Poza juz wspomnia-
nymi trudno$ciami laboratoryjnymi i technicznymi, bioinzynieria PDLSCs stwarza
takze problemy natury etycznej, jak rowniez ekonomicznej. Przeniesieniem wynikoéw
badan naukowych na proby kliniczne, zajmuje si¢ nauka zwana medycyna translacyj-
ng, ktoéra w ostatnim czasie zyskata wysoka range dyscypliny w pelni autonomicznej
[10, 55, 71]. O tym, ze leczenie regeneracyjne z uzyciem mezenchymatycznych ko-
morek macierzystych — MSCs (ang. Mesenchymal Stem Cells) wychodzi z obszaru
science-fiction $wiadczg wyniki badania opublikowane przez Martinez i wsp. [33].
Autorzy uzyskali catkowita regeneracje miazgi i kompleksu miazgowo-zgbinowego
w zgbach z zakonczonym rozwojem korzeni na modelu autologicznym u pséw, gdy
w miejsce utraconej tkanki implantowane byly DPSCs wraz z czynniki stymulujagcym
wzrost kolonii granulocytow — G-CSF (ang. Granulocyte-Colony Stimulating Fac-
tor), a obecnie prowadza badania na probie ludzkiej.

Zebrane w niniejszym opracowaniu dowody naukowe pozwalaja na lepsze zro-
zumienie biologii i immunologii komoérek macierzystych wiezadla ozebnowego,
wskazujgc na ich ogromny potencjat, co stanowi niezwykle cickawy i obiecujgcy nurt
badan. Rozmnozone w warunkach ex vivo komorki macierzyste wyizolowane z mia-
zgi zebow 1 z tkanek okotozgbowych moga by¢ poddane krioprezerwacji (kriokonser-
wacji) bez utraty wlasciwosci proliferacyjnych i réznicowania, co moze umozliwié
powstanie dobrze rozwinigtego systemu bankdéw komorek, ktoére mogltyby by¢ wyko-
rzystane w inzynierii tkankowej i biomedycynie na szerokg skale [16]. Konieczno$cia
bedzie stworzenie takze duzych, wieloosrodkowych instytutow badawczych, ktore
zajma si¢ procesami biotechnologicznymi komorek macierzystych. Tylko czas poka-
ze, czy tak wlasnie beda wyglada¢ stomatologia i medycyna przysztosci [96].
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