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The progress of clinical science since a few last years indicates the possibility that stem cells could be used in the treatment
of retinal disorders. The bone marrow seems to be the most available source of the stem cells for such purposes. This review
describes the latest attempts to use the stem cells, isolated from the bone marrow, in the treatment of retinal injuries. The re-
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search performed in animal models, so far gives hope to use that innovatory strategy in humans.
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Wraz z odkryciem w latach 70. XX wieku procesu apoptozy
w komdrkach zdrowego organizmu runat mit o statycznej natu-
rze komorek i tkanek. Zywy organizm stanowi strukture wysoce
dynamiczng, gdzie obumarte, zuzyte komoérki zastgpowane sg
przez nowe — generowane poprzez proliferacje komérek ma-
cierzystych. Pula komérek macierzystych utrzymuje w réwno-
wadze populacje komérek somatycznych, a tym samym odpo-
wiada za regeneracje narzadéw i tkanek. Do niedawna komarki
macierzyste identyfikowano tylko w niektérych obszarach na-
szego organizmu (uktad krwiotworczy, nabtonek jelita, rogéwki
czy naskorek), dzi$ wiadomo juz, ze sg one obecne niemal we
wszystkich tkankach, takze w siatkdwce oka. Nowe odkrycia
i rozw6j nowoczesnych technologii w szybkim tempie prowadzg
do poszerzenia naszej wiedzy na temat komdrek macierzystych
oraz dajg coraz bardziej uzasadniong nadzieje na ich zastosowa-
nie takze w leczeniu chordb siatkdwki.

Czym sa komorki macierzyste?

Komérki macierzyste (KM) stanowig heterogenng populacje
niezréznicowanych komérek, wyrézniajgca sie dwiema zasadni-
czymi cechami: zdolno$cig do samoodnowy oraz zdolno$cig do
réznicowania sie¢ w kierunku komérek dojrzatych. Samoodnowa
jest procesem, w ktérym w wyniku podziatu pojedynczej komér-
ki macierzystej powstajg dwie identyczne komérki macierzyste
potomne lub jedna komdrka macierzysta i komdrka ulegajaca
stopniowemu rdéznicowaniu i dojrzewaniu. KM cechujg sie duzg
heterogennoscia, réznig sie miedzy sobg potencjatem prolifera-
cyjnym oraz stopniem mozliwosci dalszego réznicowania. | tak
np. komérka totipotencjalna (zaptodniona komérka jajowa) daje
poczatek wszystkim komérkom cztowieka i poptodu, komérki
pluripotencjalne dajg poczatek wszystkim komérkom cztowieka,
komoérki multipotencjalne réznicujg sie odpowiednio w tkanki

w obrebie ekto-, endo- lub mezodermy, a ukierunkowane tkan-
kowo komérki macierzyste dajg poczatek wytacznie komérkom
konkretnego narzadu lub tkanki (1).

Szpik kostny jest bardzo charakterystyczng tkanka o rozbu-
dowanym ukiadzie naczyniowym, tworzy specyficzne mikrosro-
dowisko, wzbogacone w liczne chemoatraktanty oraz czynniki
wzrostu. Warunki te sg idealne dla przezycia i réznicowania
komorek krwiotwdrczych, ale takze, jak dowodzg badania ostat-
nich lat, umozliwiajg osiedlanie si¢ innych frakcji komérek ma-
cierzystych. Szpik kostny jest atrakcyjng ,kryjéowka” dla réz-
nych frakcji komérek macierzystych, poczawszy od komdrek
wczesnych pluri- czy multipotencjalnych, a skoniczywszy na
komdrkach tkankowo ukierunkowanych, swoistych dla réznych
tkanek (2,3). Wykazano, iz komorki te, izolowane i umieszczone
w odpowiednich warunkach, proliferujg i réznicujg sie w dojrza-
te komdrki réznych tkanek, w tym takze siatkdwki. Niehemato-
poetyczne komoérki macierzyste (CD45-), izolowane ze szpiku
kostnego cztowieka i inkubowane razem z komdrkami nabton-
ka barwnikowego w warunkach in vitro, wykazujg ekspresje
swoistych markeréw charakterystycznych dla fotoreceptordw,
m.in. opsyny oraz komérek dwubiegunowych — kinazy biatko-
wej C (PKC). Nabtonek barwnikowy petni tu funkcje odzywczg
oraz przyczynia sie do stworzenia mikro$rodowiska imitujgcego
fizjologiczne warunki przestrzeni podsiatkéwkowej (4). Frakcja
wczesnych kroliczych komdrek niehematopoetycznych macie-
rzystych (CD90+), poddana hodowli w obecno$ci tauryny, EGF
i activiny A, wykazuje ekspresje biatek swoistych dla fotorecep-
toréw (rodopsyna), komérek amakrynowych (biatko wigzace
komérkowy kwas retinowy — CRABP1) i nerwowych komdrek
progenitorowych (nestyna), zaréwno w badaniach immunocyto-
chemicznych, jak i w badaniu na poziomie mRNA. Uzyte w do-
$wiadczeniu tauryna, EGF i activina A sg obecne fizjologicznie
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w siatkéwce i niezbedne do réznicowania sie i przezycia fotore-
ceptoréw zaréwno w zyciu prenatalnym, jak i postnatalnym (5).

Komérki macierzyste szpiku sg populacja mobilng. Kraza
one w ustroju wraz z krwia, docierajac do wszystkich tkanek
i narzadéw. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku tkanek
rozproszonych, jak np. tkanka krwiotwdrcza, migsniowa czy
nerwowa. Ich ruch i mobilno$¢ regulowane sg przez szereg
chemokin/cytokin wydzielanych przez komérki réznych tkanek
i narzadéw. Poszczegélne chemokiny wigzg sie bezposrednio
z receptorami chemokinowymi obecnymi na powierzchni réz-
nych typéw komérek macierzystych. Uszkodzony nabtonek
barwnikowy siatkéwki wydziela wigc szereg chemoatraktan-
téw, ktore selektywnie wigza krazace siatkéwkowe komarki
macierzyste. Potwierdzono to w warunkach laboratoryjnych,
gdyz pozyskane ze szpiku komdrki macierzyste, przyciggane
przez uszkodzony nabtonek barwnikowy w tescie chemotaksji,
wykazywaly obecno§¢ markeréw swoistych dla wczesnych
komérek siatkowki (6).

Krazenie komdrek macierzystych w tozysku naczyniowym
powoduje, iz rézne ich frakcje sg obecne w réznych tkankach
i organach. Komérki krwiotwdrcze mozna wiec izolowa¢ z migs-
ni czy tkanki nerwowej, macierzyste komdrki migsniowe, ner-
wowe lub inne sg obecne w szpiku itd. Niemniej jednak szpik
kostny pefni funkcje centralng i pozostaje rezerwuarem komdrek
macierzystych réznych typdw. Wykazano, iz komérki macierzys-
te deponowane w szpiku sa mobilizowane do krwi obwodowe;j
pod wptywem czynnikéw wydzielanych przez uszkodzone tkanki
i nastepnie kierowane w miejsce uszkodzenia (7). Dane te prze-
mawiajg za tym, iz krgzace komérki macierzyste uczestniczg
w patofizjologicznej regeneracji uszkodzonych narzadéw. Mobi-
lizacje komérek macierzystych mozna tez wywota¢ sztucznie za
pomocg $rodkéw farmakologicznych, podajgc chemioterapeu-
tyki (np. cyklofosfamid), czynniki wzrostu (np. czynnik wzrostu
granulocytéw — G-CSF) lub ich odpowiednia kombinacje. Ste-
zenie krgzacych komdrek macierzystych wydatnie zwigksza sie
réwniez podczas stresu, jakim jest poréd, dzieki czemu sg one
obecne w zwiekszonej iloSci we krwi pgpowinowe;.

Pozyskiwanie komérek macierzystych

Komérki macierzyste w terapii mogg by¢ pozyskiwane z kil-
ku Zrodet: ze szpiku kostnego, zaréwno od dawcdéw zywych, jak
i od heparynizowanych (8), z krwi obwodowej, np. w warun-
kach ich sztucznej mobilizacji, a takze z krwi pepowinowej lub
z innych tkanek.

W ostatnich latach wykazano obecno$¢ komérek macierzy-
stych w obrebie siatkéwki cztowieka, gtéwnie w obszarze na-
btonka barwnikowego ciafa rzgskowego. ZdoIlno$é powyzszych
komoérek do réznicowania sie w dojrzate, nerwowe i glejowe
elementy siatkéwki zostata potwierdzona zaréwno w badaniach
in vitro, jak i in vivo (9,10). Niemniej jednak z uwagi na obiek-
tywne trudnos$ci w pozyskiwaniu komérek macierzystych z siat-
kowki szpik kostny, mobilizowana krew obwodowa czy krew
pepowinowa stajg si¢ najbardziej dostepnym rezerwuarem ko-
morek macierzystych wykorzystywanych w terapii.

Komérki macierzyste stanowig populacje stosunkowo
nieliczng. Przyjmuje sig, iz $rednio jedna komérka na 10°%-10*
wszystkich komérek jednojgdrzastych szpiku to komdrka macie-
rzysta. Ich stosunkowo duza liczba u osobnikéw mtodych, roz-

wijajacych sie stopniowo zmniejsza sie z wiekiem (2). KM maja
morfologie matego limfocytu o skondensowanej cytoplazmie
i duzym jadrze. Sg one ,liniowo ujemne”, co oznacza, iz nie majg
swoistych markerdw, receptoréw powierzchniowych na wzor
komoérek dojrzatych. W chwili obecnej niezwykle trudno jest
wyizolowa¢ homogenne populacje poszczegdinych rodzajéw
komoérek macierzystych. Prymitywne frakcje komodrkowe izo-
lowane ze szpiku kostnego stanowig zawiesing réznych typéw
komérek macierzystych, nie do konca jeszcze precyzyjnie zdefi-
niowanych, moggce w réznych warunkach hodowli réznicowaé
sie w odmienne linie komérkowe. Wyodrebnienie ich sposréd
innych komérek jednojadrzastych odbywa sie czesto zgodnie
z zasadg selekcji negatywnej — poprzez eliminacje komérek he-
matopoetycznych (CD45+) i zréznicowanych. Tak wigc najczes-
ciej jesteSmy w stanie pozyskac jedynie frakcje komérek wzbo-
gacong w komorki macierzyste, swoisty ,koktajl” z réznych
typéw komoérek, w tym komérek macierzystych. Dynamiczny
rozwoj nauki wciaz pogiebia naszg wiedze na temat konstelacji
biatek obecnych na powierzchni poszczegdlnych rodzajow ko-
morek macierzystych, pozwalajac ustalaé coraz precyzyjniej pa-
nel receptoréw powierzchniowych determinujacych ich fenotyp.
Znaczacym postepem w metodach izolacji komérek okazato sie
wprowadzenie w ostatnich latach nowoczesnych urzadzen sor-
tujgcych sprzezonych z cytometrem przeptywowym, umozliwia-
jacych pozyskiwanie komérek na podstawie charakterystyczne;
konfiguracji receptoréw na ich powierzchni.

Komorki macierzyste a regeneracja siatkowki

Dynamiczny rozwéj badan nad biologia komérek macierzy-
stych zrodzit pomyst opracowania nowoczesnych metod tera-
peutycznych opartych na wykorzystaniu komdrek macierzystych
w praktyce klinicznej. Podejmowane sg juz liczne préby aplikaciji
komérek macierzystych w leczeniu uszkodzen niedokrwiennych
u ludzi, m.in. zawatu migénia sercowego.

Badania nad uzyciem komérek macierzystych w regenera-
cji siatkdwki nie sg jeszcze tak zaawansowane i podejmowane
sg gtéwnie w modelach zwierzecych. W opublikowanych pra-
cach frakcje komdrkowe wzbogacone w komérki macierzyste,
znakowano za pomocg barwnikéw fluorescencyjnych i wpro-
wadzano w okolice tylnego odcinka gatki ocznej. Dokonywano
tego w dwojaki sposéb: przez wstrzykiwanie ich do komory
ciata szklistego badz podanie bezposrednio do przestrzeni pod-
siatkéwkowej i wywotanie przejSciowego uniesienia czesci
sensorycznej. W przypadku komérek wprowadzanych doszklist-
kowo dodatkowo indukowano uszkodzenie siatkéwki poprzez
mechaniczne uszkodzenie jej iglg lub poprzez fotokoagulacje
wigzkg laserowa. Wywotany uszkodzeniem siatkdwki odczyn
zapalny wydatnie zwigkszat whudowywanie sie podanych ko-
morek macierzystych nie tylko w obszar uszkodzonego pola
siatkéwki, ale takze w obszar do niej przylegajacy. Potwierdza
to zatem posrednio wcze$niejsze obserwacje, iz migracja komo-
rek macierzystych uwarunkowana jest oddziatywaniem ligand—
receptor i zalezy od szeregu chemoatraktantéw wydzielanych
przez uszkodzone tkanki. Rozmieszczenie, fenotyp oraz liczba
podanych komérek w siatkéwce oceniano post mortem za po-
mocg technik histologicznych oraz immunocytochemicznych z
uzyciem mikroskopu konfokalnego. W miejscu uszkodzenia ob-
serwowano nie tylko miejscowa proliferacje komérek warstwy
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jadrzastej zewnetrznej, ale takze, co réwnie istotne, obecnosé
podanych komérek znakowanych barwnikiem w warstwie ja-
drzastej zewnetrznej i wewnetrznej. Podane komérki wykazywa-
ty ekspresje markeréw swoistych dla neuroblastéw (nestyna),
dla dojrzatych komérek nerwowych (MAP 2 — anti-microtubule-
associated protein 2, calbidyna), dojrzatych komdrek siatkdwki
(rodopsyna) oraz komdrek glejowych (GFAP). Wskazuje to, iz
zastosowane komdrki macierzyste mogg mie¢ udziat w odbu-
dowie wszystkich warstw siatkéwki w miejscu uszkodzenia.
Obecno$¢ opisywanych komoérek obserwowano w miejscu
uszkodzenia nie tylko bezposrednio po podaniu (2 tygodnie), ale
takze po rocznej obserwaciji (11,12).

Istnieje réwniez szereg doniesien informujacych, ze szpik
kostny zawiera frakcje endotelialnych komérek macierzy-
stych/progenitorowych uczestniczacych w tworzeniu naczyn
krwiono$nych w procesie angiogenezy zaréwno w warun-
kach fizjologicznych, jak i patologicznych (neowaskularyzacja)
(13,14). Pojawity sie zatem proby zastosowania niehemato-
poetycznych, szpikowych komdrek macierzystych w leczeniu
choréb degeneracyjnych siatkdwki typu retinitis pigmentosa
(RP). Choroby te, uwarunkowane mutacjami szeregu gendéw,
zwigzane sg z utratg komorek precikono$nych i postepujaca
atrofig naczyn, co w efekcie prowadzi do nieodwracalnego
pogorszenia widzenia, a ostatecznie utraty widzenia central-
nego. Istote koncepcji stanowi zahamowanie degeneracji
naczyniowej i posrednio spowolnienie utraty fotoreceptoréw
z uzyciem frakeji komérek szpikowych wzbogaconej w endo-
telialne komdrki macierzyste. Wyizolowane ze szpiku komoérki
o fenotypie lin- (frakcja komérek jednojadrzastych pozbawiona
komdrek liniowo ukierunkowanych) podawano doszklistkowo
myszom z mutacja genéw analogiczng do defektu obserwowa-
nego u ludzi z RP (rd1, rd10). Podczas péirocznej obserwacii
oceniano strukture histologiczng oraz stan naczyn siatkdwki,
a takze wzajemny stosunek precikéw i czopkéw w réznych
odstepach czasowych od podania komérek. Wykazano, iz za-
stosowane komdrki w znacznym stopniu zahamowaty poste-
pujaca regresje naczyn i jednoczesnie wywarly silnie neurotro-
ficzny wplyw na warstwe jadrzastg zewnetrzng. Wyrazato sie
to wyraznym spowolnieniem utraty fotoreceptoréw, wzrostem
ekspresji gendw hamujgcych proces apoptozy oraz poprawg
stanu funkcjonalnego siatkdwki w badaniach elektrofizjolo-
gicznych. Najbardziej jednak istotny wydaje sie fakt, iz w$rdd
zachowanych komdrek dominowaty komérki czopkono$ne.
Potwierdza to dotychczasowe hipotezy, iz utrata czopkdw ma
charakter wtérny w miarg postepujgcego spadku potrzeb me-
tabolicznych siatkdwki i utraty precikéw. Zastosowanie auto-
logicznych przeszczepéw szpikowych komérek zawierajgcych
frakcje endotelialnych komérek macierzystych daje nadzieje na
zahamowanie procesu degeneracji siatkdwki i utraty widzenia
centralnego u chorych z RP (15).

Jak wspomniano, podejmowane sa takze préby podawania
frakcji wzbogaconych w komérki macierzyste do przestrzeni
podsiatkéwkowej z wytworzeniem przej§ciowego odwarstwie-
nia cze$ci sensorycznej. Ta forma wprowadzania komérek ma-
cierzystych nie indukowata powstania nowotworzenia, przecie-
ku czy innych zaburzen naczyniowych. W trakcie 3-miesigczne;
obserwacji wykazano obecno$¢ podanych komérek w warstwie
jadrzastej zewnetrznej na obszarze pierwotnie odwarstwionej

siatkéwki. Ponadto udowodniono proces morfologicznego i funk-
cjonalnego réznicowania sie podanych komérek w fotorecepto-
ry, wykazujac obecno$¢ w nich rodopsyny oraz synaptofizyny
— biatka biorgcego bezposredni udziat w przekaznictwie neuro-
nalnym (5).

Jak wskazujg przedstawione badania, w warunkach uszko-
dzenia siatkéwki — wywotanego mechanicznie, wigzka laserowa
czy poprzez przejSciowe jej odwarstwienie — podane komorki
macierzyste reagujg na uwolnione mediatory i z powodzeniem
moga whudowywaé sie w siatkéwke, réznicujac sie¢ w charak-
terystyczne dla niej komarki.

Podsumowanie

Rozwoj nauki w ostatnich latach doprowadzit do pojawie-
nia sie zupetnie nowych perspektyw terapeutycznych opar-
tych na mozliwos$ci wykorzystania komdrek macierzystych.
Pomimo istnienia wielu potencjalnych trudno$ci metody te
mogg stac sie przetomem w leczeniu wielu dotychczas nieule-
czalnych choréb siatkéwki. Istnieje mozliwo§¢ wykorzystania
komdrek macierzystych zaréwno w bezposredniej regeneracji
i odbudowie siatkéwki, jak i posrednio poprzez udziat w jej
unaczynieniu. Stymulacja badZ hamowanie rekrutacji komérek
macierzystych do siatkéwki moga sta¢ sie przetomowym kro-
kiem w leczeniu schorzefi zaréwno o podfozu naczyniowym,
jak i degeneracyjnym.
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