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Komorki macierzyste w leczeniv ztaman towarzyszqcych osteoporozie
— medyczne science fiction czy metoda terapii w przysztosci?

Stem cells in the treatment of osteoporotic fractures — medical science fiction or
a therapy method in the future?
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Streszczenie

Osteoporoza jest chorobg rozpoczynajaca sie od 4. dekady zycia, rozpowszechniong zwtaszcza w populacji
kobiet. Najwieksza utrate masy kostnej obserwuje sie w okresie okotomenopauzalnym i pomenopauzalnym, co
zwigzane jest ze zmniejszonym stezeniem estrogenéw w tym okresie Zycia kobiety. Nasilenie utraty masy kostnej
rozpoczyna sie Srednio 2-3 lata przed ostatnim krwawieniem miesiecznym. Wtedy tez dochodzi do zmniejszenia
syntezy tych hormonéw, co uwazane jest za najwazniejszy element ztozonej patogenezy osteoporozy. Hipoestro-
genizm powoduje bowiem wzmozenie destrukcyjnej aktywnosci osteoklastéw oraz hamuje czynnos¢ osteobla-
stow. Postepujace z wiekiem ostabienie struktur kostnych moze by¢ réwniez konsekwencjg zmniejszenia ilosci
osteoblastéw, do ktérego dochodzi z powodu ostabienia funkcji réZnicujacych komérek osteoprogenitorowych.

Ryzyko przerwania ciagtosci tkanki kostnej, nawet w nastepstwie niewielkiego urazu zwieksza sie jednak
znaczgco w okresie pomenopauzalnym.

Pomimo szybkiego postepu w zakresie technik implantacyjnych i przeszczepdéw kostnych ciagle istnieje po-
trzeba poszukiwania innych niz tylko chirurgiczne i ortopedyczne sposobéw walki ze ztamaniami towarzysza-
cymi osteoporozie.

Terapia komérkowa, bez watpienia, otwiera nowe mozliwosci lecznicze. Uzycie dojrzatych komérek, takich
jak osteoblasty, zwigzane jest z pewnymi problemami. Zalicza sie do nich trudnosci w pozyskaniu komérek, po-
wiktania u dawcéw, a takze ich staby potencjat proliferacyjny. Natomiast komérki mezenchymalne, pozyskane ze
szpiku kostnego lub tkanki ttuszczowej, stanowigce progenitory m.in. osteoblastéw, moga znalez¢ zastosowanie
w regeneracji koscca.

Niniejsza praca ma na celu przedstawienie mozliwosci terapeutycznych, jakie niesie stosowanie mezenchy-
malnych komérek macierzystych w leczeniu ztaman osteoporotycznych.

Stowa kluczowe: komérki macierzyste, menopauza, osteoporoza, ztamania.

Summary

Osteoporosis is typically a disease of the elderly, and with population aging it has become one of the
most frequent and relevant health problems in this age bracket, especially among women. The greatest loss
of bone mass occurs in women during perimenopause and is associated with oestrogen deficiency. The age-
related decrease in bone mass could also reflect decreased osteoblasts secondary to an age-related loss of
osteoprogenitors.

The risk of fractures increases as women pass through the menopause. Osteoporotic fractures are associated
with a profound temporary, and sometimes permanent, impairment of function and quality of life.

Despite the rapid evolution of implant technologies and bone grafting techniques, there is still a great
demand for novel bone replacement strategies. Cell replacement therapies represent an alternative solution. The
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use of mature cells such as osteoblasts is associated with several disadvantages such as the limited availability,
donor site morbidity, dedifferentiation, and restricted proliferation potential. Bone marrow or adipose tissue-
derived mesenchymal stem cells, which are the developmental progenitors for osteoblasts and for several other
cell types, have been discovered for bone regeneration purposes.

This review presents the possible applications of mesenchymal stem cells in the treatment of osteoporotic

fractures.

Key words: stem cells, menopause, osteoporosis, fractures.

Wstep

U kobiet proces starzenia jest nieodtacznie zwia-
zany z menopauza. Terminem tym okresla sie ostat-
nie fizjologiczne krwawienie miesigczkowe, po ktérym
przez okres 12 miesiecy nie wystepuje i nie stwierdza
sie przy tym zadnych patologicznych przyczyn takiego
stanu organizmu [1]. Ten naturalny etap w zyciu kazdej
kobiety, wystepujacy niezaleznie od liczby przebytych
porodéw czy warunkéw socjoekonomicznych [2], jest
konsekwencja zaniku aktywnosci pecherzykéw jajni-
kowych, w zwiazku z czym zmniejsza sie biosynteza
estrogendw. Stopied zmniejszenia stezenia estroge-
néw decyduje o rozwoju objawoéw klimakterycznych,
czyli indywidualnych i niejednorodnych zespotéw
objawdw zaréwno somatycznych, jak i psychosoma-
tycznych majacych negatywny wptyw na jakos¢ zy-
cia kobiet [3, 4]. Objawy okresu menopauzy dotycza
zwtaszcza zmian w uktadzie moczowo-ptciowym, kra-
Zenia, miesniowym, a takze kostnym [4]. Niezwykle
istotne jest szybkie diagnozowanie poszczegblnych
schorzen oraz ich leczenie.

W niniejszej pracy autorzy przedstawili nowatorskie
badania z zastosowaniem komérek macierzystych, kté-
re w przysztosci moga stanowi¢ alternatywe dla stoso-
wanych obecnie metod walki z konsekwencjami oste-
oporozy, stanowiacej jedna z najczesciej wystepujacych
choréb w okresie menopauzy.

Problem osteoporozy u pacjentek
w okresie pomenopauzalnym

Amerykanski Narodowy Instytut Zdrowia (National
Institutes of Health — NIH) definiuje osteoporoze jako
chorobe szkieletu, charakteryzujaca sie uposledzona
wytrzymatoscia kosci, co powoduje zwiekszone ryzyko
wystagpienia ztamania [5], a gtéwnymi jej cechami jest
zmniejszenie masy kostnej w potaczeniu z zaburzeniem
architektoniki tkanki kostnej.

Okoto 30. r.z. osiggana jest szczytowa masa kostna,
po czym dochodzi do powolnego zmniejszania gestosci
tkanki kostnej (bone mineral density — BMD). Szybkos¢ tej
inwolucji po menopauzie szacuje sie na 1,2-2% rocznie
[6, 7]. Nasilenie utraty masy kostnej rozpoczyna sie Sred-
nio 2-3 lata przed ostatnim krwawieniem miesiecznym.
Wtedy tez dochodzi do zmniejszenia syntezy estrogendw,

co jest uwazane za jeden z najwazniejszych elementow
ztozonej patogenezy osteoporozy. Hipoestrogenizm powo-
duje bowiem wzmozenie destrukcyjnej aktywnosci oste-
oklastéw oraz hamuje czynnos¢ osteoblastow [8].

Schorzenie charakteryzuje sie dtugoletnim przebie-
giem bezobjawowym. Pierwszg oznakg jest najczesciej
ztamanie, okreslane jako osteoporotyczne lub niskoener-
getyczne, powstajace w nastepstwie stosunkowo lek-
kiego urazu, ktory u osoby zdrowej nie spowodowatby
przerwania ciggtosci kosci [7]. Ryzyko wystgpienia zta-
mania blizszego odcinka kosci udowej, kregostupa oraz
nadgarstka w zwigzku z obecnoscig zmian osteoporo-
tycznych u kobiet w wieku menopauzalnym szacuje sie
na ok. 40% [7, 9]. Poniewaz proces gojenia sie koséca,
zwtaszcza u 0sob starszych, jest ztozony i dtugotrwaty,
ztamania w przebiegu osteoporozy pomenopauzalnej sg
nie tylko najczestsza przyczyna niepetnosprawnosci, ale
takze w wyniku powiktah moga doprowadzi¢ do $mier-
ci pacjentki. Ryzyko zgonu w ciggu pierwszego roku po
ztamaniu w obrebie stawu biodrowego jest nawet 0 25%
wieksze niz w populacji ogélnej [6]. Pomimo postepu
w zakresie ortopedycznych metod zaopatrywania zta-
man, czesto dochodzi takze do przemieszczenia w kru-
chej strukturze osteoporotycznej kosci stabilizatorow
w postaci wkretéw lub gwozdzi. Metalowa gtowa en-
doprotezy w leczeniu ztaman szyjki kosci udowej moze
takZe z czasem zagtebiac sie w strukture panewki stawo-
wej, powodujac bolesnos¢ biodra, a w dalszej perspekty-
wie — koniecznoé¢ reoperacji [10]. Zatem, pomimo coraz
doskonalszych metod leczenia operacyjnego, ztamania
w przebiegu osteoporozy pozostajg powaznym proble-
mem medycznym, socjalnym, a takze ekonomicznym.
Przewiduje sie, ze z powodu zwiekszenia przecietnej dtu-
gosci zycia i postepujacego starzenia sie spoteczefstw —
zwtaszcza krajow wysoko rozwinietych — odsetek oséb
dotknietych osteoporoza i jej konsekwencjami w postaci
ztamanh bedzie coraz wyzszy. Nalezy wiec poszukiwaé no-
wych, skutecznych i trwatych metod terapii, ktére spo-
woduja poprawe rokowania i jakosci zycia.

Komérki macierzyste w leczeniu
osteoporozy

Komérki macierzyste (stem cells — SCs) ze wzgledu
na ich zdolnos¢ do samoodnowy oraz ogromny poten-
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cjat proliferacyjny, ktéry umozliwia im réznicowanie sie
w wyspecjalizowane komorki réznych tkanek i narzadéw,
staty sie przedmiotem badan licznych grup naukowcow
na catym Swiecie [11], niosgc nadzieje na poprawe roko-
wania i optymalizacje metod terapii wielu jednostek cho-
robowych, w tym schorzen dotyczacych uktadu kostnego.

Poniewaz rozwdj osteoporozy jest zwigzany z defek-
tem samoodnawiania sie progenitoréw mezenchymal-
nych, bezposrednie podanie komérek macierzystych do
uszkodzonej tkanki moze wspomagaé procesy napraw-
cze kosci i chrzastki.

Na szczegblng uwage zastuguja mezenchymal-
ne komdrki macierzyste (mesenchymal stem cells
— MSCs). Stanowig one potencjalne zrédto komérek
progenitorowych osteoblastéw, chondroblastéw, adi-
pocytéw, miesni szkieletowych i gtadkich, a nawet
kardiomiocytow [11, 12].

Model zwierzecy

Terapia komérkowa ma ogromny wptyw na go-
spodarke kostng [13, 14]. Przeprowadzono bada-
nia eksperymentalne na modelach mysich, ktére
wykazaty zalezng od wieku inhibicje powstawania
osteoklastow i osteoblastéw. U starszych myszy
stezenie interleukiny 11 (IL-11), ktéra reguluje prze-
modelowanie kosci, byto zmniejszone, co skutkuje
zwolnieniem procesu réznicowania sie osteobla-
stéw. Ponadto zmniejszone byto réwniez stezenie
IL-6, ktéra w prawidtowych warunkach produkowana
jest przez osteoblasty, a takze reguluje powstawanie
osteoklastéw. Analogicznie do wynikéw uzyskanych
w innych chorobach, badacze oczekiwali, ze transplan-
tacja MSCs pochodzenia szpikowego (bone marrow-
-derived mesenchymal stem cells — BMSCs) przyczyni
sie do odtworzenia tkanki kostnej. Dozylne podanie
okazato sie jednak nieskuteczne. Pozytywne rezulta-
ty przyniést dopiero allogeniczny przeszczep BMSCs
bezposrednio do jamy szpikowej mysich modeli eks-
perymentalnych. Dokonano poréwnania badanych
myszy z myszami wzorcowymi odpowiadajacymi sobie
pod wzgledem wiekowym. Zauwazono, ze miejscowa
transplantacja prowadzi do zwiekszenia gestosci ko-
sci, zmniejszenia resorpcji kosci i czeSciowej poprawy
mechanizméw regulatorowych gospodarki kostnej
[13, 14]. Z uwagi na pozytywne rezultaty uzyskane
w modelach doswiadczalnych, prowadzone s3 obec-
nie badania z wykorzystaniem ludzkich MSCs w celu
prowadzenia terapii 0séb cierpigcych na osteoporoze.

Zrédta ludzkich mezenchymalnych
komérek macierzystych

Dowiedziono, ze ludzkie MSCs pochodzace ze
szpiku kostnego lub okostnej sg zdolne do tworzenia
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w warunkach in vivo tkanki osteogennej [11], nato-
miast MSCs pochodzace z tkanki ttuszczowej (adipo-
se-derived mesenchymal stem cells — ADSCs) okazaty
sie nieco mniej wydajnym zrédtem [15]. Starzenie sie
organizmu wywiera jednak mniejszy wptyw na ADSCs
niz na BMSCs. Chen i wsp. [16] poréwnali czas podwo-
jenia BMSCs i ADSCs w hodowli w zaleznosci od wieku
pacjentéw, od ktérych pobrano komérki. Czas podwo-
jenia ADSCs zaréwno wsérdéd mtodszych pacjentéw, jak
i starszych chorych na osteoporoze wyniést mniej niz
70 godzin, natomiast w przypadku BMSCs wzrastat
wraz z liczba pasazy. Po stymulacji w kierunku induk-
cji osteogenezy stopien mineralizacji ADSCs w grupie
0s6b starszych byt zblizony do wynikéw uzyskanych
wsérod mtodszych pacjentéw. Mezenchymalne komor-
ki macierzyste pochodzenia szpikowego starszych
0s6b cechowata natomiast mniejsza ekspresja genéw
odpowiedzialnych za osteogeneze. Ekspresja genu
p21 i aktywnos¢é B-galaktozydazy, zwigzanej z proce-
sem starzenia, byty mniejsze w ADSCs w poréwnaniu
z BMSCs [16]. Dane te $wiadcza o wiekszym potencja-
le proliferacyjnym i réznicujagcym ADSCs w poréwna-
niu z BMSCs u starszych pacjentéw. Mezenchymalne
komérki macierzyste pochodzace z tkanki ttuszczowe;j
pacjentéw chorych na osteoporoze moga zatem sta¢
sie wkrétce bardzo efektywnym Zrédtem pozyskiwania
osteoblastéw w celu leczenia powiktan osteoporozy,
a nawet jej profilaktyki. Wyeliminowany zostatby pro-
blem ewentualnego odrzucenia przeszczepu alloge-
nicznego, gdyz ADSCs pochodzityby od pacjenta, ktéry
w danym momencie potrzebuje terapii komérkowej.

Uzyskane dotychczas wyniki badah pozwalajg
stwierdzi¢, ze MSCs krwi pepowinowej rowniez moga
mieé zastosowanie w terapii wielu choréb dotycza-
cych uktadu kostnego, m.in. osteoporozy czy wro-
dzonej tamliwosci kosci (osteogenesis imperfecta).
W praktyce klinicznej s3 podejmowane préby wyko-
rzystywania MSCs w leczeniu wrodzonej tamliwosci
kosci oraz skomplikowanych urazéw, polegajace na
autologicznym przeszczepianiu MSCs, ktére przyspie-
szajg odtwarzanie tkanki kostnej lub chrzestnej [17,
18]. Przeszczepiano juz BMSCs od rodzehstwa u dzieci
z wrodzong tamliwoscig kosci. Poprawa wskaznikéw
klinicznych pozwala sugerowaé, ze pochodzace ze
szpiku kostnego MSCs czynnie uczestniczg w napra-
wie tkanki kostnej i chrzestnej [19, 20].

Hodowla i réznicowanie
mezenchymalnych komérek macierzystych
w kierunku osteoblastéw

Prowadzenie hodowli MSCs w warunkach in vitro
w celu pozniejszego podania progenitoréw osteogennych
do miejsce ztamania wymaga obecnosci szeregu swo-
istych czynnikéw wzrostu lub zwigzkéw chemicznych
o wiasciwosciach réznicujacych [12]. Rycina 1. przedsta-
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wia substancje, ktére nalezy doda¢ do pozywki hodow-
lanej (witamina D,, witamina C, deksametazon, BMP-2,
B-glicerofosforan, kwas walproinowy) w celu uzyskania
osteoblastéw, oraz specyficzne czynniki transkrypcyjne
ulegajace ekspresji w toku réznicowania uruchamiane
podczas powstawania osteoblastow [21, 22].
R6znicowanie MSCs w kierunku poszczegblnych
linii komoérkowych jest procesem podlegajacym kon-
troli, m.in. przez biatka morfogenetyczne kosci (bone
morphogenetic proteins — BMPs,): BMP-2 i BMP-7 zo-
staty poddane badaniom klinicznym i uzyskaty pozy-
tywna opinie w celu prowadzenia terapii trudnych do

mezenchymalna
komérka
macierzysta

dodanie
czynnikéw
réznicujacych

RUNX-2, BMP-2,
0SX, TBX3, NOTCH-1,
MENIN, SHH, DLX5,
MSX2

stymulacja czynnikéw
transkrypcyjnych
zaangazowanych w proces
réznicowania w kierunku
osteoblastow

OSTEOBLAST .

leczenia ztamanh kodci [22]; BMP-9 jest jednym z mniej
poznanych BMPs, jednak najnowsze doniesienia
wskazuja na jego role w indukcji r6znicowania MSCs
w kierunku osteoblastéw. Ekspresja BMP-9 w MSCs
zwieksza ilos¢ markeréw osteogenezy i wptywa na
formowanie sie beleczek kostnych oraz macierzy tkan-
ki kostnej [23]. Ponadto BMP-9 wykazuje dziatanie
synergistyczne w kosciotworzeniu z takimi szlakami
przekaznictwa komorkowego, jak: Wnt/B-katenina,
insulinopodobny  czynnik  wzrostu  (insulin-like
growth factor — IGF) i szlak retinoidowy [23]. Dzieki
swojej silnej aktywnosci réznicujacej wkrétce BMP-9

walproinowy

Ryc. 1. Schemat r6znicowania in vitro mezenchymalnych komérek macierzystych w kierunku osteoblastow z wyszczegélnieniem

substancji réznicujacych dodawanych
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moze sie sta¢ najwazniejszym czynnikiem przyspie-
szajacym namnazanie osteoblastéw w osteoporotycz-
nych kosciach.

Mezenchymalne komoérki macierzyste cechu-
ja sie dodatkowo ekspresjg receptoréw estrogeno-
wych a i B, a takze receptora androgenowego [24].
17B-estradiol, fitoestrogen genisteina, testosteron
oraz dihydrotestosteron efektywnie przeciwdziataja
adipogenezie w MSCs. Wtasciwosci takie wykazano
w MSCs stymulowanych do rdéznicowania w kierun-
ku adipocytéw. W komoérkach tych oceniono mar-
ker Swiadczacy o adipogennosci — receptory akty-
wowane przez proliferatory peroksysoméw gamma
(peroxisome proliferator-activated receptors gamma —
PPAR-y) oraz odsetek komdrek ttuszczowych. Ponadto,
gdy MSCs stymulowano do réznicowania w kierunku
osteoblastéw, wszystkie wymienione hormony powo-
dowaty zwiekszenie ekspresji osteokalcyny (markera
osteogenezy) i zmniejszaty liczbe komérek ttuszczo-
wych w hodowli. Dane te Swiadczg o korzystnym efek-
cie, jaki mozna uzyskaé, dodajac do MSCs, réznicuja-
cych sie w kierunku osteoblastéw estrogeny, a takze
tatwiejsze do pozyskania roslinne fitoestrogeny.
Dzieki takiej kombinacji mozna szybciej uzyskaé wiek-
szg liczbe komoérek kosciotwérczych, redukujac liczbe
adipocytow.

Podsumowanie

Czeste wystepowanie ztaman osteoporotycznych
okresu pomenopauzalnego oraz konsekwencje so-
cjalne i ekonomiczne niepowodzeh w ich leczeniu [25]
kaza poszukiwaé innych niz tylko chirurgiczno-ortope-
dyczne sposobdw naprawy kos$éca. Odkrycie potencja-
tu osteogennego MSCs i liczne zrédta, z ktérych moz-
na te komérki pozyskaé, niosa nadzieje na poprawe
rokowania oraz jakosci zycia pacjentek. Szczegélnie
wazna jest obecnos¢ receptoréw estrogenowych na
MSCs, dzieki czemu, poprzez dodanie fitoestrogendw,
mozna zwiekszy¢ efektywnos¢ hodowli komérkowych.
Mozliwos¢ uzyskania MSCs z tkanki ttuszczowej i ich
relatywnie wysoki potencjat proliferacyjny, niezalezny
od wieku pacjenta, pozwala na kliniczne zastosowanie
autologicznych MSCs w celu leczenia nawet zaawan-
sowanych zmian osteoporotycznych.

Istnieje wiele doniesien potwierdzajacych, iz miej-
scowe podanie MSCs jest efektywna, bezpieczng
i trwata metoda, zapewniajaca regeneracje i przyspie-
szajacg zrost ztaman kosci w r6znych jednostkach kli-
nicznych. Wydaje sie, ze mimo wysokich kosztéw ho-
dowli komérkowych, w ciagu najblizszych lat problem
trudnych do leczenia powiktan osteoporozy moze by¢
zredukowany.
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