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DOI:
STRESZCZENIE
Mezenchymalne komórki macierzyste dzięki swym wyjątkowym właściwościom do odnawiania się i różnicowania w różne linie komórkowe budzą wielkie nadzieje co do zastosowania w medycynie regeneracyjnej. W niniejszej pracy w oparciu o przegląd literatury  przedstawiano dane dotyczące komórek macierzystych i ich możliwego zastosowania w leczeniu lub niwelowaniu skutków takich przypadłości jak choroby tkanki chrzęstnej, układu sercowo – naczyniowego, układu nerwowego, wątroby, cukrzycy typu 1 oraz ran przewlekłych. Przedstawione badania wskazują jednak na to, iż aby terapia z udziałem MSC stała się podstawową opcją w leczeniu klinicznym konieczne są dalsze badania nad tymi komórkami i dokładniejsze zrozumienie interakcji między związanymi z nimi procesami a chorobami do tej pory nieuleczalnymi.
SŁOWA KLUCZOWE: komórki macierzyste, choroby układu nerwowego,  rany przewlekłe, terapia komórkowa i tkankowa

ABSTRACT
Mesenchymal stem cells (MSC) through their unique properties to renew and differentiate into various cell lines are great expectation for use in regenerative medicine. In this paper based on a literature review, data on cells and their potential use in  treatment or minimizing complications of diseases such as cartilage disorders, cardiovascular diseases, nervous system diseases, liver diseases, diabetes type 1 and chronic wounds were presented. However, the studies indicate that to make therapy involving the MSC a primary option for clinical treatment  further research on these cells and more accurate understanding of the interaction between the related processes and diseases so far incurable are necessary.
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Mezenchymalne komórki macierzyste

Mezenchymalne komórki macierzyste (ang. mesenchymal stem cells – MSC) są multipotencjalnymi, samoodnawiającymi się  komórkami niehematopoetycznymi obecnymi w wielu tkankach organizmu [1,2]. Mezenchyma jest rozwijającą się tkanką łączna zarodka, wywodzącą się głównie z mezodermy. U kręgowców mezoderma powstająca w procesie gastrulacji daje początek  tkance łącznej, chrząstce, kościom, ścięgnom, mięśniom, strunie grzbietowej, krwi, szpikowi kostnemu, limfie, nabłonkowi naczyń krwionośnych i limfatycznych, pokrywającemu jamy ciała, wyścielającemu nerki, moczowody, gonady, przewody płciowe, korę nadnerczy i innym tkankom. Wiele tkanek mezenchymalnych zawiera  komórki prekursorowe  ukierunkowane na różnicowanie w określony sposób, które mogą uczestniczyć w miejscowej regeneracji tkanek, np. prekursory chondrocytów w chrząstkach, prekursory osteocytów w kościach, czy prekursory adipocytów w tkance tłuszczowej. W mezenchymie  znajdują się również komórki, które nie są ukierunkowane na konkretne potomne linie komórkowe np. komórki  kości, chrząstki, mięśni i komórki tłuszczowe. Mezenchymalne komórki macierzyste stanowią populację komórek prekursorowych, które charakteryzują się  jak inne komórki macierzyste zdolnością do samoodnawiania, czyli posiadają skłonność wytwarzania komórki potomnej podobnej do komórki macierzystej. Pojedyncza komórka posiada zdolność różnicowania się w wiele linii komórkowych a in vivo są zdolne do odtwarzania tkanek, w które mogą się różnicować [3].                                        
Udowodniono istnienie wielu źródeł z których można wyizolować MSC. Pierwszym, najczęściej wykorzystywanym jest szpik kostny. Kolejnym, dostępnym miejscem rezydowania MSC jest tkanka tłuszczowa, której komórki mogą być pobierane w trakcie liposukcji. Mezenchymalne komórki macierzyste zostały odkryte także w pępowinie (tkance łącznej zwanej galaretą Wharton’a ), krwi pępowinowej, łożysku, miazdze zębów mlecznych, płynie maziowym, wiązadle przyzębowym, migdałkach, przytarczycy, mięśniach szkieletowych [4], oponie twardej, chrząstce, skórze, cebulce włosa [5], a nawet we krwi  menstruacyjnej [6].  
Medycyna regeneracyjna jest noworozwijającą się gałęzią medycyny, która dzięki nowoczesnym technologiom wykorzystuje komórki macierzyste do odtwarzania prawidłowej funkcji  tkanki bądź narządu. Uzyskane wyniki badań przeprowadzonych na całym świecie, niosą nadzieje na leczenie wielu schorzeń ortopedycznych, kardiologicznych, związanych z funkcją wątroby, trzustki  czy OUN [7,8].
MSC w regeneracji układu chrzęstno - kostnego i leczeniu wrodzonych zaburzeń biosyntezy kolagenu

Mezenchymalne komórki macierzyste szpiku mają potwierdzony badaniami in vitro potencjał chondro- i osteogenny [9]. Watykani i wsp. [10] uzyskane w hodowli mezenchymalne komórki macierzyste szpiku zaaplikowali królikom w miejsce sztucznie wytworzonego ubytku chrząstno – kostnego na powierzchni nośnej stawu kolanowego. W miejscu podania zawiesiny komórek mezenchymalnych zaobserwowano stopniowe formowanie chrząstki szklistej i pochrzęstnej tkanki kostnej. Nowo formowana chrząstka uzyskała właściwości histologiczne i mechaniczne zbliżone do zdrowej chrząstki stawu kolanowego badanych zwierząt.
Obiecujące wyniki uzyskano w badaniu klinicznym, w którym uczestniczyli chorzy                         z osteoarthritis (OA) poddani osteotomii leczniczej kości piszczelowej z powodu zaawansowanych zmian zwyrodnieniowych stawu kolanowego. Autologiczne mezenchymalne komórki macierzyste szpiku transplantowano w okolice ubytków chrzęstnych powierzchni stawowej kolana. W 42 tygodniu po implantacji mezenchymalnych komórek ubytki w chrząstce stawowej operowanych pacjentów wypełnione były częściowo tkanką zbliżoną histologicznie do chrząstki szklistej [11].
Z kolei Gillot i wsp.  transplantowali mezenchymalne  komórki macierzyste myszom chorym na osteogenesis imperfecta (OI). Badania te wykazały, że transplantologia MSC znacznie obniżyła u myszy częstość występowania złamań i nieprawidłowości w budowie szkieletu [12].
Opierając się na opublikowanych uprzednio obiecujących pracach doświadczalnych prowadzonych na modelu zwierzęcym u myszy z osteogenesis imperfecta (OI) [12,13], Horwitz i wsp. [14] przeprowadzili allogeniczne przeszczepianie szpiku kostnego u trojga dzieci z ciężką postacią osteogenesis imperfecta. W tym przypadku przeszczepiony szpik kostny był źródłem komórek macierzystych dających początek osteoblastom syntetyzującym prawidłowy kolagen i regulującym w sposób fizjologiczny metabolizm kości. U pacjentów poddanych transplantacji uzyskano małą lecz znamienną statystycznie poprawę w zawartości składników mineralnych kości, Zaobserwano również zwiększenie liczby osteoblastów przy spadku liczby osteoklastów i zmniejszeniu szybkości obrotu kostnego oraz normalizację struktury histologicznej kości. Klinicznie u dzieci poddanych transplantologii szpiku podczas kilkumiesięcznej obserwacji po przeszczepie wykazano lepszy przyrost długości ciała oraz spadek złamań patologicznych kości.  
Badania nad zastosowaniem komórek macierzystych w osteogenesis imperfecta prowadzili także Le Blanc i wsp. Transportowali oni  allogeniczne MSC otrzymane z wątroby  do 32- tygodniowego płodu z osteogenesis imperfecta przez żyłę pępowinową. Komórki macierzyste wykazywały różnicowanie w kierunku komórek kostnych, które zachowywały swój fenotyp  przez dłuższy czas [15].
MSC w regeneracji układu sercowo - naczyniowego 

Mezenchymalne komórki macierzyste są także rokującym kandydatem do zastosowania  w regeneracji mięśnia sercowego. Pojawiło się wiele  badań udawadniających, że możliwe jest wyizolowanie linii komórek kardiomiogennych wywodzących się  z komórek macierzystych szpiku kostnego czy krwi pępowinowej. W warunkach hodowli z dodatkiem czynnika demetylującego – 5-azacytydyny  komórki macierzyste szpiku kostnego jak i krwi pępowinowej różnicują się w komórki o morfologii zbliżonej do fibroblasta a w kolejnych pasażach w kardiomiocyta [16,17,18]. Autologiczna transplantacja komórek macierzystych szpiku w miejsce blizny pozawałowej prowadzi do poprawy funkcji uszkodzonego w skutek niedokrwienia mięśnia sercowego. Badania na modelach zwierzęcych wykazały, że mezenchymalne komórki macierzyste szpiku implantowane w okolicę  blizny pozawałowej różnicują się w kardiomiocyty oraz promują neoangiogenezę  w strefie niedokrwienia.
Inne badania udowodniły, iż jednojądrzaste komórki macierzyste mogą różnicować się w komórki śródbłonka i brać udział w formowaniu struktur naczyniowych, co może być efektywnie wykorzystane dla  neowaskularyzacji niedokrwionych tkanek. Miejscowe podanie jednojądrzastych komórek wyizolowanych ze  szpiku kostnego do mięśni niedokrwionej kończyny królika skutkowało nowotworzeniem naczyń i powstaniem funkcjonalnego krążenia obocznego[19,20,21]. Po dosercowym podaniu progenitorowych komórek śródbłonka (EPCs- Endothelial Progenitor Cells) wyizolowanych z krwi obwodowej, uzyskano znaczną poprawę przepływu krwi i wzrost gęstości  kapilarów w kończynach myszy z wrodzonym upośledzeniem procesu angiogenezy [22]. Podane dożylne EPCs różnicują się  w dojrzałe komórki śródbłonka i uczestniczą w nowotworzeniu naczyń w strefie zawału mięśnia sercowego u szczurów [23]. Neoangiogeneza w niedokrwionym obszarze mięśnia sercowego hamuje apoptozę kardiomiocytów i niekorzystną przebudowę strukturalną żywotnej tkanki sercowej oraz poprawia funkcje hemodynamiczne serca [24].
Korzystny efekt implantacji komórek macierzystych szpiku kostnego w obręb tkanki serca objętej zawałem wykazali w badaniach przedklinicznych na  zwierzętach Shake i wsp. [25]. Transplantacja MSCs zapobiegła niekorzystnej przebudowie miocardium i zmniejszyła stopień pozawałowej dysfunkcji skurczowej mięśnia sercowego.
Badania kliniczne nad wykorzystaniem komórek macierzystych w leczeniu zawału serca po raz pierwszy przeprowadzili  Strauer i wsp. [26]. Uprzednio wyizolowane ze szpiku kostnego chorych BMCs (Bone Marrow Mononuclear Cells) zostały wprowadzone do obszaru martwicy mięśnia sercowego metodą przezskórnej wewnętrznej angioplastyki wieńcowej (PTCA – Pericutaneuous Transluminal Coronary Angioplasty) przez naczynie wieńcowe, którego zamknięcie spowodowało zawał mięśnia sercowego. Obserwacji poddano dwie 10-osobowe grupy chorych po przebytym zawale mięśnia sercowego. Pierwsza grupa została poddana tylko PTCA, a druga grupa dodatkowo otrzymała BMCs. Po 3 miesiącach w grupie która otrzymała BMCs w badaniu hemodynamicznym stwierdzono znaczną poprawę dynamiki lewej komory, a także istotne zwiększenie perfuzji mięśnia sercowego potwierdzone scyntygrafią serca z użyciem izotopu talu (TI207).
Wyraźną poprawę krążenia wieńcowego widoczną w scyntygrafii pooperacyjnej wykazano w badaniu klinicznym przeprowadzonym w Japonii w którym uczestniczyło 5 chorych.  Zostali oni poddani operacyjnemu pomostowaniu naczyń wieńcowych, łącznie z autologiczną transplantacją komórek szpiku kostnego w obszar mięśnia sercowego nie objętego pomostowaniem. Badania obrazowe i laboratoryjne nie wykazały niekorzystnych następstw w terapii u chorych uczestniczących w tym  badaniu [27].                

MSC  w regeneracji układu nerwowego

Współczesne technologie pozwalają podejmować działania zmierzające do wypracowania nowych strategii terapii komórkowej w chorobach neurodegeneracyjnych w modelu ksenograficznym, czyli u zwierząt, ale z zastosowaniem ludzkich komórek jednojądrzastych. Osiągnięto już pewne sukcesy w leczeniu takich schorzeń, jak parkinsonizm [28], choroba Huntingtona [29] czy stwardnienie zanikowe boczne [30]. Pewnym optymizmem napawają także  wyniki badania  w zakresie terapii komórkowej udaru niedokrwiennego mózgu przeprowadzone na modelach zwierzęcych. Interesujące efekty  uzyskano w badaniach w których wywoływano przejściowe jednogodzinne niedokrwienie OUN u szczurów przez chirurgiczne zamknięcie tętnicy środkowej mózgu. Po 48 godzinach od chwili wystąpienia udaru podawano zwierzętom dożylnie komórki ludzkiej krwi pępowinowej wzbogacone we frakcję niehematopoetycznych komórek macierzystych (CD45– CD34– ). W badaniu histologicznym uwidoczniono obecność ludzkich komórek w obszarze niedokrwienia oraz znaczną gęstość włókien nerwowych penetrujących strefę uszkodzenia, pochodzących z nieuszkodzonych struktur. Zaobserwowano również około 50-procentowe zmniejszenie obszaru martwicy w stosunku do grupy kontrolnej szczurów. W przeprowadzonych czynnościowych testach behawioralnych zwierzęta leczone komórkami ludzkiej krwi pępowinowej wykazywały znaczącą poprawę stanu ruchowego w porównaniu z grupą kontrolną [31]. 
Podjęto też próby kliniczne mające na celu leczenie pacjentów z udarem niedokrwiennym mózgu z użyciem komórek macierzystych zawartych we frakcji komórek jednojądrzastych. Mimo osiągnięcia spektakularnych efektów takiej terapii w modelach zwierzęcych, u ludzi na razie uzyskuje się tylko częściową poprawę stanu neurologicznego w stosunku do pacjentów leczonych w sposób konwencjonalny [32]. 
Szczególną grupę stanowią osoby młode z uszkodzeniem rdzenia kręgowego, najczęściej w wyniku urazu. Także w tych przypadkach odnotowano zauważalną różnicę efektu terapeutycznego osiąganego w modelach zwierzęcym i ludzkim. W przeprowadzonych pierwszych próbach klinicznych stwierdzono ograniczoną poprawę czuciową i ruchową po podaniu komórek macierzystych . Wyniki tych pionierskich jeszcze badań wskazują, że pełna rekonstrukcja połączeń nerwowych i odbudowa uszkodzonej tkanki nerwowej wymagają dalszych prac nad optymalizacją protokołów badawczych, ukierunkowanych na zastosowanie właściwej frakcji lub mieszaniny, wyizolowanych z organizmu pacjenta, komórek macierzystych  i/lub progenitorowych [33,34].
   MSC  w regeneracji wątroby

Przeprowadzone w wielu ośrodkach badania wskazują, iż mezenchymalne komórki macierzyste są zdolne do różnicowania w kierunku komórek wytwarzających albuminę, podobnych do hepatocytów. Mogą one być hodowane in vitro przez dłuższy okres czasu bez właściwości różnicujących, w odróżnieniu od hematopoetycznych komórek macierzystych.  Ponieważ są podatne na modyfikacje genetyczne, mogą więc być pozyskane od pacjenta z wrodzonym defektem  wątroby a następnie poddane procedurom inżynierii genetycznej w celu poprawienia występujących zmian. Komórki te mogą być następnie namnażane  i wykorzystane do wykonania przeszczepu. Udowodniono także, że MSC są zdolne do wytwarzania czynników stymulujących endogenne komórki parenchymalne, co może mieć ważne  znaczenie w regeneracji tkanek. Podczas  innych badań in vitro wykazano,  że  w odpowiednich warunkach środowiskowych MSC są zdolne do różnicowania w komórki podobne do hepatocytów. W eksperymentach na modelach zwierzęcych wykazano także, że MSC zwiększają degradacje matrycy włóknistej, prawdopodobnie poprzez zwiększenie ekspresji metaloproteinaz. Badania te wskazują na możliwość zastosowania MSC w przypadku zwłóknienia  wątroby[35]. 
Mizuguchi o wsp. prowadząc hodowlę mezenchymalnych komórek macierzystych szpiku kostnego razem z pierwotnymi hepatocytami otrzymali długoterminowy funkcjonalny model wątroby in vitro. Powstało kilka teorii na temat mechanizmu tego procesu. Białka Jaggedl i Notch były uważane za niezbędne podczas procesu różnicowania, jednak ostatnie doniesienia wskazują na to, że samo zastosowanie kokultury z komórkami wątrobowymi indukuje powstawanie hepatocytów z komórek wątrobowych[36]. 
MSC w terapii cukrzycy typu 1 i jej powikłań

Naukowcy prowadzący badania [37,38,39] mające na celu otrzymanie komórek beta  wysp trzustkowych przydatnych w terapii komórkowej cukrzycy typu 1 uwzględniają  embrionalne komórki macierzyste (ESCs, embryonic stem cells). W warunkach in vitro otrzymano z nich komórki o wysokiej ekspresji insuliny. Proces ten nie jest jednak efektywny, ponieważ spontanicznie z ESCs powstaje tylko 1–3% komórek beta wysp trzustkowych wykazujących wrażliwość na wzrost stężenia glukozy w medium. Uzyskanie większej liczby komórek beta tą drogą jest złożone [40].                                                   
Chein, Jiang oraz Yang [41] zróżnicowali MSCs pochodzące ze szpiku kostnego do komórek, które w warunkach in vitro indukowały wydzielanie insuliny zależne od stężenia glukozy. Powstałe komórki po wszczepieniu szczurom z wywołaną cukrzycą streptozotocynową obniżyły stężenie glukozy [42]. Dalsze badania na myszach dowiodły, że endometrialne MSCs mają potencjał do różnicowania się w kierunku komórek wydzielających insulinę, a dodatkowo mogą współuczestniczyć w sekrecji insuliny i efektywnie kontrolować stężenie glukozy we krwi. Fiotina i wsp. zauważyli natomiast, że allogeniczne MSCs są zdolne do projekcji komórek wyspowych, opóźniając początek choroby u myszy w stanie przedcukrzycowym oraz wyrównując hiperglikemię w jej początkowym stadium [40].
Duży potencjał w regeneracji komórek wyspowych wykazują komórki macierzyste krwi pępowinowej. W doświadczeniu na myszach komórki te pozwalały obniżyć stężenie glukozy we krwi, zwiększając przeżywalność zarówno w cukrzycy typu 1, jaki typu 2, a także powodowały cofanie się wywołanych cukrzycą zmian w nerkach (działanie regeneracyjne w miąższu nerek i ich nerwach) [43].
Wykorzystanie komórek macierzystych może obejmować nie tylko ustabilizowanie glikemii, ale leczenie przewlekłych powikłań narządowych. W doświadczeniu na szczurach z kardiomiopatią cukrzycową podane dożylnie MSCs szpiku kostnego, zróżnicowane do kardiomiocytów, potrafiły indukować miogenezę i angiogenezę poprzez uwalnianie różnych czynników angiogenicznych, mitogennych czy antyapoptozowych, co poprawiało funkcjonowanie serca [44]. Uwalnianie przez MSCs czynników angiogenicznych może być także wykorzystane w leczeniu niedokrwienia kończyn dolnych w przebiegu cukrzycy [45]. Skuteczność  MSCs potwierdzono również w leczeniu i prewencji nefropatii cukrzycowej. Wszczepienie ich myszom z cukrzycą NOD spowodowało zróżnicowanie się MSCs do komórek nerkowych oraz ograniczenie odpowiedzi immunologicznej, poprawę funkcjonowania nerek i przesączania kłębuszkowego. Mechanizm tego zjawiska jest niejasny, choć można je tłumaczyć różnicowaniem się MSCs do wytwarzających insulinę komórek beta oraz wtórnym obniżeniem stężenia glukozy w surowicy i w efekcie zmniejszeniem glikozurii [46,47]. Zdolność MSCs do wytwarzania zasadowego czynnika wzrostu fibroblastów (basic fibroblast growth factor – bFGF) oraz czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego  (vascular endothelial growth factor – VEGF)  może być przydatna w nowej strategii leczenia polineuropatii cukrzycowej [48]. Wszczepienie domięśniowe MSCs u szczurów zwiększyło produkcję bFGF oraz VEGF, co spowodowało poprawę współczynnika  kapilar w stosunku do włókien mięśniowych.
MSC w leczeniu ran 

Zastosowanie komórek macierzystych okazało się także skuteczne podczas leczenia przewlekłych ran. Wu i wsp. wykazali, że iniekcja MSC ze szpiku kostnego w okolicy rany znacznie przyspiesza proces gojenia rany zarówno u myszy zdrowej, jak i u myszy z cukrzycą. Wykazano, że MSC potrafią różnicować się w kierunku różnych typów komórek skóry między innymi w keratynocyty, pericyty czy komórki endotelialne. Ponadto wydzielają one czynniki parakrynne, które pobudzają leczenie ran, takie jak VEGF, IGF-1, EGF, czynnik wzrostu keratynocytów, angiopoetyna, erytropoetyna. Prowadzone badania na komórkach macierzystych z tkanki tłuszczowej wykazały, że wydzielają one podobne związki co komórki pochodzące ze szpiku kostnego. Kim i wsp. wykazali, że komórki macierzyste izolowane z tkanki tłuszczowej stymulują migrację fibroblastów skóry po utworzeniu rany w pierwotnej hodowli fibroblastów. Komórki te wydzielały czynniki wzrostu: FGF, KGF, TGF, HGF oraz VEGF. Badania in vitro zostały zweryfikowane na modelu zwierzęcym, co pokazało znaczne zmniejszenie rozmiaru rany oraz przyspieszyło regenerację komórek na obrzeżach rany. Podczas badań zespół ten także udowodnił, że hipoksja zwiększa wytwarzanie czynników wzrostu, a co za tym idzie przyczynia się do zmniejszania obszaru rany oraz, że MSC wykazują działanie chroniące przed uszkadzającym wpływem promieniowania UVB. [49]
Sheng i wsp.  ponadto wykazali i zdolność MSC do odtwarzania prawidłowej funkcji gruczołów potowych u 5 pacjentów z głębokimi ranami oparzeniowymi. Po 2-12 miesiącach od procedury obserwowali polepszenie funkcji perspiracji we wszystkich obszarach, gdzie zostały wszczepione komórki macierzyste, co wskazuje na to, ze komórki te były zaangażowane w proces rekonstrukcji gruczołów potowych. [15]
Podsumowanie 

Jednym z najbardziej obiecujących kierunków badań w naukach medycznych jest medycyna regeneracyjna, której głównym narzędziem są izolowane komórki macierzyste. Możliwości samoodnawiania się i różnicowania mezenchymalnych komórek macierzystych w różne linie komórkowe sprawia, iż ich wykorzystanie rozważane jest jako atrakcyjne źródło do regeneracji narządów i tkanek. Przedstawione badania wskazują jednak na to, iż aby terapia z udziałem MSC stała się podstawową opcją w leczeniu klinicznym konieczne są dalsze badania nad tymi komórkami i dokładniejsze zrozumienie interakcji między związanymi z nimi procesami a chorobami do tej pory nieuleczalnymi.
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