| Wi |
W Rafat Brozek! Barbara Dorocka-Bobkowska! Maciej Kurpisz” Ryszard Koczorowski'
3. | RE-. ¥ -

Zebowe komorki macierzyste —
charakterystyka, zastosowanie kliniczne
oraz ich dlugoczasowe przechowywanie
w niskiej temperaturze - przeglad
piSmiennictwa

Dental stem cells - characteristics, clinical
application and their long-term storage at low
temperature - review of the literature

Stowa kluczowe:

mezenchymalne komaorki macierzyste, augmentacja kosci, implanty stomatologiczne, krioprezerwacja
Key words:

mesenchymal stem cells, bone augmentation, dental implants, cryopreservation

Afiliacja:

'Klinika Protetyki Stomatologicznej i Gerostomatologii, Uniwersytet Medyczny im.
K. Marcinkowskiego w Poznaniu

“Instytut Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk, Poznan

Osoba odpowiedzialna za kontakt z redakcja:

Rafat Brozek

Klinika Protetyki Stomatologicznej i Gerostomatologii, Uniwersytet Medyczny im.
K. Marcinkowskiego

Collegium Stomatologicum, ul. Bukowska 70, 60-812 Poznarn,

telefon: 61 854 70 78, email: broz@ump.edu.pl



Wprowadzenie

Komdrki tkanek zebowych i okotozebowych mogg stanowic¢ bo-
gate zrédto komorek macierzystych. Tania, prosta i szybka metoda
ich pozyskiwania jest matoinwazyjna i nie stwarza zagrozenia dla
organizmu dawcy. Przeniesienie komaorek w obrebie tego samego
organizmu nie stanowi potencjalnego ryzyka zwiazanego z odrzu-
ceniem przeszczepuy, a ich uzycie nie stwarza watpliwosci natury
etycznej [1].

Komdrka macierzysta [ang. stem cell] to niedojrzata, prymitywna,
niewyspecjalizowana komdrka posiadajaca zdolno$¢ do samo-
odnowy oraz réznicowania w bardziej wyspecjalizowane komor-
ki potomne budujace tkanki i narzady. Postep jaki dokonat sie
w medycynie regeneracyjnej w ostatnich latach sprawit, ze ko-
morki macierzyste znajdujg coraz szersze zastosowanie w tej
dynamicznie rozwijajacej sie dyscyplinie naukowej. Szczegdlnie
w sytuacji gdy zaawansowana utrata tkanki kostnej w obrebie
czesci twarzowej czaszki, spowodowana urazem, procesem no-
wotworowym, starzeniem lub wystepowaniem towarzyszacych
choréb ogdlnoustrojowych, niejednokrotnie uniemozliwia za-
stosowanie klasycznych technik terapeutycznych i tym samym
uzyskanie pozytywnych, dtugookresowych efektdw leczenia staje
sie niemozliwe [2]. Tkanki jamy ustnej stanowig bogate Zrédto ko-
maorek macierzystych i mogg by¢ cennym uzupetnieniem terapii
7 zakresu inzynierii tkankowej. Wyodrebniono i opisano kilkana-
dcie typdw somatycznych komorek macierzystych pochodzacych
ztkanek uktadu stomatognatycznego (Ryc.1). Ich budowa morfolo-

Streszczenie

Powszechne wystepowanie i tatwa dostepnos¢ me-
zenchymalnych komoérek macierzystych w tkankach
zebowych sprawiaja, ze istnieje realna szansa ich za-
stosowania w celach terapeutycznych z jednoczesnym
rozwiazaniem konfliktéw natury etycznej. Tania, pro-
sta i szybka metoda pozyskiwania zebowych komorek
macierzystych jest matoinwazyjna i nie stwarza zagro-
zenia dla organizmu dawcy. Dzieki krioprezerwacji za-
mrozony materiat genetyczny zachowuje wtasciwosci
biologiczne przez diugi czas. W artykule dokonano
przegladu aktualnej wiedzy z zakresu komérek macie-
rzystych pochodzenia zebowego z uwzglednieniem ich
szczegotowej charakterystyki, wykorzystania w celach
Kklinicznych oraz mozliwos$ci dtugoczasowego przecho-
wywania w ujemne]j temperaturze wrzenia cieklego
azotu (-196 °C)

giczna oraz zdolnosci do proliferacji, sasmoodonowy i réznicowania
w wyspecjalizowane komarki potomne moga réznic sie w zalezno-
$ci od miejsca ich pochodzenia [3].

Jako pierwsze opisane zostaty komarki macierzyste miazgi zeba
(ang. dental pulp stem cells, DPSC, Gronthos i wsp. [4]). Sg nimi tak-
7e komaorki macierzyste pochodzace z miazgi zebdw mlecznych
(ang. stem cells from human exfoliated deciduous teeth, SHED,
Miura i wsp. [5]), komorki macierzyste wiezadta ozebnowego (ang.
periodontal ligament stem cells, PDLSC, Seo i wsp. [6]), komorki
macierzyste tkanki tacznej wystepujace w okresie wzrostu zeba po-
chodzace z brodawki wierzchotkowej (ang. stem cells from apical
papilla, SCAP, Sonoyama i wsp,, [/]) oraz woreczka zebowego (ang.
Dental follicule stem cells, DFSC, Morsczeck i wsp.,, [8]), komorki
macierzyste pochodzace z miazgi zawiazkdw zebdw statych (ang.
human natal dental pulp stem cell, (NDPSC, [9]), komdrki macie-
rzyste dzigsta (@ng. gingiva-derived mesenchymal stem cell, GMSC
[10]) oraz btony sluzowej (ang. oral mucosa stem cells, OMSC, Ma-
rynka-Kalmani i wsp, [11]). Komaorki macierzyste posiadajg zdolnos¢
do wielokierunkowego réznicowania w wyspecjalizowane komaorki
potomne. Wykazuja potencjat regeneracyjny w stosunku do tkanek
zebowych takich jak zebina, cement korzeniowy, miazga, a tak-
ze struktur otaczajacych [ko$¢ wyrostka zebodotowego, ozebnal.
Z powodzeniem moga by¢ takze stosowane w leczeniu chordb,
ktorych wystepowanie nie jest ograniczone wytgcznie do jamy ust-
nej [28].

Abstract

The widespread occurrence and easy availability of
mesenchymal stem cells in dental tissues mean that
there is a real chance of using them for therapeutic
purposes while resolving ethical conflicts. A cheap,
simple and quick method of obtaining them is mini-
mally invasive and does not pose a threat to the do-
nor's body. Thanks to cryopreservation, the frozen
genetic material retains its biological properties for a
long time. In the future, there is a real chance to use
it in the treatment of diseases that today, due to the
current state of medical knowledge, remain incura-
ble. The article reviews the current knowledge in the
field of stem cells of dental origin, taking into account
their detailed characteristics, use for clinical purposes
and the possibility of long-term storage at the negative
boiling point of liquid nitrogen (-196 °C).



ryc. 1

1. Regeneracja wyrostka zebodotowego

Wyrostek zebodotowy stanowi gtéwny element podfoza kostne-
go, na ktorym opieraja sie i utrzymujg uzupetnienia protetyczne.
Z chwilg utraty pojedynczego zeba rozpoczyna sie nieodwracal-
ny proces resorpcji wyrostkéw zebodotowych. Przebudowa kosci
moze trwac cate zycie jednak najbardziej nasilona jest w ciggu
pierwszych 6 miesiecy od chwili ekstrakcji i w konsekwencji prowa-
dzi do kompletnej utraty struktury kostnej wyrostka zebodotowego.
Wraz z postepujacym zanikiem wyrostkéw zebodotowych leczenie
implantoprotetyczne staje sie, coraz trudniejsze. Deficyt wyrostka
zebodotowego w wymiarze pionowym i poziomym utrudnia do-
bdr wszczepu srédkostnego wiasciwego pod wzgledem ksztattu
i rozmiaru. Pograzenie implantu w zaniktym tozu kostnym i utrzy-
manie w danej lokalizacji w aspekcie dtugoterminowym staje sie
utrudnione. Niewystarczajgca ilos¢ kosci uniemozliwia takze sku-
teczna rekonstrukcje narzadu zucia zakresie adekwatnym do wa-
runkéw w jamie ustnej i ogdinozdrowotnej kondycji pacjenta.

Zabieg, umoZliwiajacy zwiekszenie przestrzennych wymiarow za-
niklego wyrostka zebodotowego poprzez umieszczeniu w ubytku
zastepczego materiatu kostnego lub kodciozastepczego, to au-
gmenatcja kosci. Stworzenie odpowiednich warunkéw dla wra-
stania elementow  kosciotworczych  (osteokondukgja), zjawisko
pobudzania komorek niezréznicowanych do przeksztatcania sie
w komorki kosciotwarcze (osteoindukcja) oraz obecnosce komaorek
kosciotworczych zdolnych do syntezy nowej kosci (wiasciwosci
osteogenetyczne) warunkujg prawidtowy i wydajny przebieg pro-
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cesu augmentadji [171].

Szeroka dostepnos¢ materiatéw, bogata réznorodnosc technik za-
biegowych, a takze nierzadko agresywne dziatania marketingowe
firm zajmujacych sie komercyjnie tg tematyka moga konfudowac,
dlatego tez znajomos¢ biologicznych aspektdw procesu regene-
racji kosci jest wazna, ma ogromne znaczenie praktyczne w plano-
waniu i prawidtowym przeprowadzeniu zabiegu regeneracyjnego.
Regeneracja kosci zaniktego wyrostka zebodotowego, szczegdinie
duzych ubytkdw w wymiarze pionowym, z zastosowaniem klasycz-
nych metod augmentacyjnych nie jest fatwe. Materiaty koscioza-
stepcze stosowane w leczeniu implantoprotetycznym nie posia-
daja wiasciwosci osteogennych. Ich wprowadzenie do organizmu
uruchamia nieuniknione zjawiska resorpdji i rozpuszczania kosci,
poprzez aktywacje osteoklastow, jako odpowiedz ukfadu immuno-
logicznego przeciwko materiatorn wszczepiennym.

Zabiegi w obrebie jamy ustnej majace na celu regeneracje kosci
wyrostka zebodotowego mogg przebiegac z wykorzystaniem
przeszczepdw autogennych zawierajgcych zywe komorki lub
wszczepiennych, kosciozastepczych materiatdw allogennych, kse-
nogennych lub alloplastycznych, ktére pozbawione sg zywych ko-
morek. Mechanizmy osteoindukgji, osteokondukdji oraz wiasciwo-
$ci osteogenne regulujg potencjat regeneracyjny tych materiatow
(Ryc.2).

Autogenna ko$¢ gabczasta jako jedyna posiada wiasciwosci zarow-
no osteokondukcyjne, osteoindukcyjne jak i osteogenne. Stanowi
do dzisiaj ztoty standard w leczeniu odtwdrczym. Autografty sg naj-
bardziej skuteczne pod wzgledem biologicznym i klinicznym, za-
wierajg zywe komorki kostne, ktére gwarantujg biokompatybilnosé
i nie oddziatuja negatywnie na ukiad immunologiczny organizmu
biorcy. W rekonstruowanym obszarze zintegrowang i unaczynio-
ng ko$¢, przygotowang do przeprowadzenia dalszych zabiegow
7 zakresu implantoprotetyki, otrzymuje sie w okresie od czterech do
dwunastu miesiecy.

Pobranie i wykonanie przeszczepu wigze sie z koniecznoscig prze-
prowadzenia dodatkowego zabiegu chirurgicznego, ostabieniem
kosci w miejscu pobrania oraz zwiekszonym ryzykiem wystapienia
powikfan i dolegliwosci pozabiegowych. llos¢ materiatu potrzeb-
nego do przeszczepu jest czesto ograniczona, a potencjat regene-
racyjny autograftow moze réznic sie w zaleznosci od osoby i miej-

Materiaty stosowane wspoétczesnie
w stomatologii do regeneracji kosci
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sca pobrania.

Powyzsze wady zwigzane ze stosowaniem przeszczepdw kostnych
sprawity, ze nieustannie szuka sie nowych rozwigzan z zakresu in-
Zynierii tkankowej, takze tych z wykorzystaniem komorek macie-
rzystych, ktére w sposob przewidywalny, dtugoczasowy pozwalaja
odbudowac brakujaca ko$¢ wyrostkéw zebodotowych. Uwaza sie,
ze realizacja wspdiczesnych kryteridw powodzenia leczenia im-
plantologicznego [petna integracja wszczepu z koscig, zanik kosci
brzeznej wokét implantu ponizej 0,2 mm oraz funkcjonowanie
opartego na implantowanym filarze uzupetnienia protetycznego]
w perspektywie wieloletniej, bedzie mozliwa tylko dzieki zastoso-
waniu komorek macierzystych [18].

1.1 Kliniczne wykorzystanie komdrek macierzystych

Komorki macierzyste moga skutecznie poprawia¢ regeneracyj-
ne mozliwosci technik augmentacyjnych w dwojaki sposob. Po
pierwsze mogga postuzy¢ do laboratoryjnego przygotowania pre-
paratu sztucznego z wykorzystaniem materiatdw kostnych lub
wszczepiennych, ktory mogtby by¢ takze potencjalnie dostepny
komercyjnie na rynku. Badz tez komdorki te moga by¢ uzyte w celu
przygotowania preparatu $wiezego na miejscu na sali zabiegowe),
przeznaczonego do bezposredniego zastosowania.

1.1.1 Zastosowanie posrednie

W 2003 roku po raz pierwszy wykorzystano komorki macierzyste
wraz z przeszczepem kostnym w celu augmentadji kosci w przed-
nim odcinku szczeki [19]. Rok pdZniej ta sama grupa naukowcdow,
zaobserwowata formowanie sie kosci beleczkowej trzy miesigce po
przeszczepie w badaniu klinicznym, przeprowadzonym na grupie
27 pacjentow [20]. W 2004 roku Ueda 1 wsp. wykorzystali miesza-
nine komadrek macierzystych pobranych ze szpiku kostnego (ang.
Bone Marrow Stem Cells, BMSC) oraz PRP, ktdrg wprowadzili do or-
ganizmu w trakcie implantacji [21]. Tg sama metodg postuzyli sie
w leczeniu zapalenia przyzebia [22], w trakcie augmentadji kosci
oraz wykonujac zabieg podniesienia dna zatoki szczekowej [23-25].
Skutecznos¢ komaorek macierzystych pobranych ze szpiku kostne-
go w regeneracji zaniktej kosci w obrebie jamy ustnej oraz posiada-
ne doskonate wiasciwosci osteogenne zostaty takze potwierdzone
w badaniach, w ktérych BMSC zastosowano razem z hydroksyapa-
tytem (HA) [26], HA i jedng z polimorficznych odmian tréjfosfora-
nu wapnia (ang. tricalcium phsphate, TCP) — B-TCP [27], zelowg
gabka [28], HA/TCP i rekombinowanym PDGF [29], mrozong koscig
gabczasta [30]. W regeneracji kosci oraz leczeniu implantoprote-
tycznym uzytecznymi mogga by¢ takze komdrki macierzyste pocho-
dzace 7 tkanki ttuszczowej oraz komdrki macierzyste pochodzace
zmiazgi zgba [31].

Doniesienia  dotyczace stosowania komorek macierzystych
w praktyce klinicznej wydaja sie by¢ optymistyczne. Opisywane
w pismiennictwie Swiatowym watpliwosci dotycza braku dokfad-
nej charakterystyki przeszczepianych komorek, brak ustalonego,
optymalnego protokotu izoladji i ekspansji komarek macierzystych,
ktory pozwalatby na uzyskanie w sposdb przewidywalny popula-
¢ji komaérek, przeznaczonych do przeszczepu. Meijer i wsp. opisali
duzg zmiennos¢ miedzyosobniczg w tworzeniu kosci u pacjentow
leczonych z zastosowaniem komadrek macierzystych [26]. Prze-
prowadzone przez Kaigler i wsp. badania w schemacie RCT (ang.
randomized controlled trial) wykazaty, ze terapia z wykorzystaniem
komadrek macierzystych izolowanych ze szpiku kostnego i wzboga-
conych o populacje komadrek, charakteryzujacych sie obecnoscig
antygendw powierzchniowych CD90 i CD 15 przyspiesza regene-
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racje kosci wyrostkow zebodotowych w poréwnaniu z technikg
sterowanej regeneradji kosci [32].

Istnieje koniecznos¢ prowadzenia dalszych randomizowanych
badan klinicznych w celu ustalenia czy nowoczesne techniki z za-
kresu inzynierii tkankowe] przynosza dtugoczasowe, pozadane dla
pacjentow efekty terapeutyczne. Do tej pory nie opracowano takze
schematéw postepowan, dotyczacych optymalnego przygotowa-
nia przeszczepianych komdrek oraz doboru nosnika, zapewniajace-
go swobodng migracje komadrek, fatwy dostep do skladnikéw od-
Zywczych i czynnikéw wzrostu oraz odpowiednie odprowadzanie
produktéw ubocznych.

1.1.2 Zastosowanie bezposrednie

W 2006 roku Smiler i Soltan po raz pierwszy opisali technike wyko-
rzystujacg pobrane 7 talerza kosci biodrowe)j, swieze komdrki ma-
Cierzyste oraz bloki kostne stanowigce rusztowanie dla tworzacej
sie nowej kosci. Wykazano, ze metoda ta skutecznie regeneruje
ko$¢, a w przysztosci, w opinii autordw, moze zastgpic zioty i stac sie
platynowym standardem w leczeniu odtwdrczym. Metoda wyko-
rzystana w wyzej wspomnianych badaniach zostata juz wczedniej
dobrze udokumentowana w pismiennictwie. Polega na wytworze-
niu w specjalnej wirbwce skoncentrowanego preparatu o matej
objetosci, zawierajacy kilkukrotnie wiekszg ilos¢ komaorek macie-
rzystych niz bazowy szpik. Koncentrat zawierajacy frakcje komarek
jednojadrzastych szpiku kostnego (ang. Bone Marrow Aspirate
Concentrate, BMAC), podany w docelowym, przeznaczonym do
regeneracji, miejscu, wspomaga i przyspiesza gojenie, stymuluje
wzrost komorek osteogennych i tkanki kostnej oraz tworzenie na-
czyr krwiono$nych [33].

Wykazano, ze koncentrat frakcji jednojadrzastych komorek ma-
cierzystych w potaczeniu z BBM sg Zrédlem powstawania drob-
nowtdknistej kosci blaszkowatej. Utworzona przez kos¢ gabczasty
i zbita, sktada sie z gestg utkanych, réwnolegle utozonych widkien
kolagenowych. Jest wysoko zmineralizowana, a tym samym zdolna
do przenoszenia duzych obcigzen na przyklad poprzez implanto-
wane w jej obrebie filary dentystyczne [34].

Randomizowane, prospektywne badania kliniczne Rickerta i wsp.
dotyczace pacjentdw, u ktorych przeprowadzono obustronnie za-
bieg podniesienia dna zatoki szczekowej wykazaty, ze koncentrat
bogatokomadrkowy w potaczeniu z BBM charakteryzuje sie wyz-
szym potencjatem osteogennym w pordwnaniu z przeszczepem
autologicznym kosci. Badania histomorfometryczne, pozwalajace
ilosciowo opisac jakos¢ tkanki kostnej, potwierdzity uzyskanie re-
latywnie wiecej kosci po stronie w ktérej implantowane zostaty
komorki macierzyste w porownaniu z zatokg przeciwlegta, gdzie
wszczepiony zostat jedynie preparat autograficzny [35]. W rando-
mizowanych, kontrolowanych badaniach histologicznych oraz
klinicznych, z udziatem pacjentéw, prowadzonych metoda poje-
dynczej slepej proby wykazano, ze w okresie 3-4 miesiecy po prze-
prowadzeniu zabiegu podniesienia dna zatoki szczekowej, uzycie
koncentratu komaorek macierzystych nie wptyneto na zwiekszenie
ilos¢ odktadanej kosci w rejonie augmentowanym. Zastosowanie
BMAC w potgczeniu z materiatern BBM nalezy traktowac jako alter-
natywe dla materiatéw autogennych [36].

Komorki macierzyste przeszczepione natychmiast po pobraniu
aspiratu nie wywotujg objawdw klinicznych ani zmian histologicz-
nych w komorkach, bedacych mediatorami odczynu zapalnego
[35,37]. W pismiennictwie podkreslany jest takze terapeutyczne,
przeciwzapalne dziatanie komadrek macierzystych szpiku kostnego
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i podanych miejscowo lub drogg dozylng [38-40]. Preparat swiezy,
podany do organizmu biorcy, nie jest jednorodny, w swym skfadzie
moze zawiera¢ réznego typu komaorki: komadrki macierzyste, osteo-
genne komorki prekursorowe, komaorki hematopoetyczne szpiku,
komorki przyspieszajace tworzenie naczyrt krwiono$nych oraz ko-
maorki zrebu.

2. Bankowanie komorek macierzystych pocho-
dzenia zebowego

Rozwdj technologii zamrazania umozliwia szerokie wykorzysta-
nie komorek macierzystych w badaniach naukowych oraz terapii.
Obecnie 11 organizacji miedzynarodowych zajmuje sie pozyskiwa-
niem, przechowywaniem oraz badaniami komdrek pochodzenia
zebowego. Ich szczegdtowa lista zostata przedstawiona w tabeli
1, siedziba jednej z nich znajduje sie w Poznaniu (Cellivia, Polska).

Rodzaj komérek
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biologicznego wykluczajace ryzyko ewentualnej kontaminacji [43].
Komdrki macierzyste, izolowane metodg spontanicznego wzrostu
[ang. spontaneous outgrowth, explant method] lub metoda dyso-
Cjadji enzymatycznej [ang. enzymatic dissociation], umieszcza sie
w temperaturze -196°C w ktorej ulegaja spowolnieniu lub ustajg
procesy biochemiczne, a ryzyko uszkodzenia materiatu biologicz-
nego jest minimalne [44].

Krioprezerwacja zebopochodnych komdrek macierzystych moze
by¢ z powodzeniem prowadzona metoda raptownego, niekontro-
lowanego zamrazania, zeszklenie (ang. rapid freezing, vitrification)
lub metoda powolnego, kontrolowanego zamrazania komorek
(ang. slow freezing, controlled rate freezing) [45].

Wytryfikacja polega na szybkim odwodnieniu komorek poprzezich
zanurzenie w wysoko skoncentrowanej mieszaninie substancji krio-
ochronnych. W potgczeniu z bezposrednim zanurzeniem prébek
w ciektym azocie, a zatem z ich raptownym zamrozeniem, mozliwa

Kryteria wykluczajace Pismiennictwo

: o ' Przetrwate mleczne pierwsze zeby trzonowe
Mleczne siekacze lub kty posiadajace przynajm- Zeby mleczne pozbawione zywej miazgi (kolor
niej 1/3 dhugosci korzenia szary)
SHED M\chne pierwsze zeby lrzonowe, Ktore musze Ruchome zeby mleczne ze wspdtistniejacymi [1-3]
by¢ usuniete ze wskazar ortodomtyczn_ych ' zmianami okotowierzchotkowymi
Zeby mleczne z zachowaniem zdrowej miazgi Usuniete lub wyrzniete zeby mieczne poza
(kolor czenwony) gabinetem dentystycznym
Zwichniecie ca%kovvfte zeba_ statego (wybicie Zeby stale wykazujace II° lub II° ruchomosci
zeba) z zachowang zywa miazga (kolor czerwony) Zeby state pozbawione zywej miazgi
DPSC Zeby state zakwalifikowane do usuniecia ze wska- Usuz'\ te 7eby stafe ozay anJmeter% dentysty- [4-7]
zan ortodontycznych on rr? &0y pozag el
Usuniete zeby state w gabinecie dentystycznym y
Zeby catkowicie wyrzniete
DFSC Zawigzki zebow Zeby wybite (zwichniete catkowicie) ze 8.9]
Zeby wybite (zwichniete catkowicie) wspdfistniejgcymi zmianami okotowierzchot- '
kowymi
SCAP Usuniete zawigzki zebdw statych %gg; iv;lésitz;ahovva nym wierzchotkiem korzenia [10,11]
Zeby usuniete ze wspdtistniejacymi chorobami
PDLSC Komdorki pobrane z powierzchni korzenia zeba tkanek okotowierzchotkowych [8,12]
Zeby usuniete poza gabinetem dentystycznym

Niewielka ilos¢ doniesien literaturowych, w ktérych omawiane sg

zagadnienia z tego zakresu powoduje, Ze istnieje ciggta koniecz-
nos¢ opracowywania jednolitych standardow i szczegotéw tech-
nicznych bankowania zebowych komdrek macierzystych [41].

W ramach postepowania kwalifikujgcego pacjenta do zabiegu po-
brania komdrek macierzystych nalezy wykluczy¢ infekcje bakteryj-
ne, wirusowe lub grzybicze lub choroby, ktdre moga sprzyjac ich
rozwojowi np. niewyréwnana cukrzyca, AIDS. W badaniu wstep-
nym nalezy uwzglednic¢ rowniez wiek i stopier zréznicowania tkan-
ki przeznaczonej do pobrania. Komdrki ukfadu stomatognatycz-
nego moga réznic sie potencjatem regeneracyjnym w zaleznosci
od umiejscowienia oraz stopnia ich rozwoju [42]. Zebowe Zrodia
komdrek macierzystych z wyszczegdlnieniem typdw tych komarek
oraz kryteriow wykluczajacych przedstawiono w tabeli 2.

Materiat nalezy przekaza¢ do laboratorium mozliwie jak najszybciej,
w czasie liczonym od momentu pobraniu materiatu do izolacji ko-
morek macierzystych nie przekraczajagcym 120 godzin. Warunkiem
skutecznej krioprezerwadji jest zachowanie zywych komadrek, zdol-
nych po rozmrozeniu do wzrostu, réznicowania i proliferacji w ilosci
nie mniejszej niz 80-90% populadji. Wszystkie etapy postepowania
powinny by¢ realizowane z zachowaniem bezpieczeristwa mikro-
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staje sie przemiana wodnego roztworu w zeszklony ptyn z pomi-
nieciem fazy krystalicznej. Istniej ograniczone ryzyko wytraceniu
krysztatow lodu, ktére mechanicznie uszkadzaja komorki, czemu
przeciwdziatajg preparaty krioochronne. Wytryfikacja wymaga uzy-
cia wysokich stezeri preparatéw kriochronnych. Wraz ze wzrostem
ich stezenia wzrasta ryzyko toksycznego zatrucia komorek [46]
Metoda powolnego schtadzania przebiega dwuetapowo. Wstep-
nie materiat schfadza sie do okreslonej temperatury przedmroze-
niowej ponizej -40°C w tempie 1°C i 2°C min-1, nastepnie komorki
umieszcza sie w ciektym azocie, w ktérym tempo schtadzanie pre-
paratu przebiega szybciej, w tempie 10°C min-1, az do momentu
osiggniecia temperatury -196°C. W tej metodzie mozliwym staje sie
uzycie mniejszych stezer krioprotektantdw [47].

Komdrki macierzyste miazgi zeba moga by¢ przechowywane
w warunkach stresu temperaturowego przez 6 miesiecy bez wpty-
wu na ich budowe morfologiczng oraz zdolnos¢ ekspresji marke-
réw powierzchniowych. Po 12 miesigcach hodowania w dalszym
ciggu komarki zachowujg ksztaft natomiast wielkos¢ moze ulec
zmniejszeniu. Zywotnos¢ przekracza 80% zywych komarek w za-
wiesinie po roku przechowywania w warunkach obnizonej tempe-
ratury [48].
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Typ przechowy-
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Nazwa firmy Lokalizacja wanych komérek Adres www
1. | ATCC VA, USA DPSC http//www.atcc.org/
. MA, USA _ ,
2. | Biocell center Busto Arsizio (VA), ltaly DPSC http//www.biocellcenter.com/
Store-a-tooth Concord, MA SHED http://store-a-tooth.com/
4. | Royan Institute Teheran, Iran DPSC http://royaninstitute.org/
Royan stem cel technology | Teheran, Iran DPSC http://rsct.ir/
6. | Stemsave New York, NY SDHPES http://stemsave.com/
7. | Cellivia Poznan, Poland SDEEB httpy//cellivia.com/
: DPSC
8. | Dentcell Naucalpan, Mexico SHED http//dentcell.com/
9. | Transcell Hyderabad, India DPsC http://transcell.in/
SHED
National Dental Pulp Labo- DPSC )
10. ratory Marlborough, MA, USA SHED http://ndpl.net/
) University of Bergen, https://www.uib.no/en/rg/biomateri-
11| MoBatann: Tooth Bank Norway SHED al/64723/mobatann-tooth-biobank

W odniesieniu do komdrek macierzystych w tym pochodzenia ze-

bowego formalny status oraz regulacje dotyczace ich zastosowa-
nia w celach laboratoryjnych okreslajg odpowiednie akty prawne
opublikowane w Dzienniku Ustaw Rzeczypospolitej Polskiej oraz
Dyrektywy Parlamentu Europejskiego. Wszystkie czynnosci zwigza-
ne z ich dtugoczasowym wykorzystaniem powinny takze podlegac
rzeczowej ocenie takich organdw jak Komisja Bioetyczna, Krajowa
Rada Transplantacyjna, Krajowe Centrum Bankowania Tkanek i Ko-
morek i Gtédwny Inspektor Farmakologiczny. Zabiegi z wykorzysta-
niem komaorek macierzystych czesto sg zrodiem sukcesu finanso-
wego firm realizujgcych dane przedsiewziecie, ale ze wzgledu na
swoj eksperymentalny charakter, nie powinny by¢ reklamowane.
Ich przedwczesna komercjalizacja czesto w oparciu o niewystarcza-
jgce dowody naukowe od lat budzi sprzeciw $rodowiska akade-
mickiego [49].

3. Wnioski

Jama ustna jest bogatym i wydaje sie nieograniczonym Zrédtem
komdrek macierzystych. tatwy dostep do jej anatomicznych struk-
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tur sprawia, ze mozliwym staje sie nieinwazyjne pobranie prébek
tkankowych do dalszych badar w warunkach ambulatoryjnych
i bez generowania dodatkowych kosztow. Czesto komdrki te moga
py¢ pozyskane z materiatu bedacego ,odpadem medycznym”.
Mozna przypuszczac, ze w niedalekiej przysztosci terapie z zastoso-
waniem komorek macierzystych wchodzi¢ beda w skiad standar-
dowych, rutynowych rozwigzan terapeutycznych proponowanych
pacjentom przez ogdlnie praktykujacych lekarzy dentystéw. Nowo-
czesna i innowacyjna metoda leczenia z zastosowaniem komaorek
macierzystych stwarza niebywalg szanse osiggniecia spektakular-
nych efektéw u pacjentdw, u ktérych dotychczas stosowane ruty-
nowe postepowanie nie dawato satysfakcjonujacych rezultatéw.
Istnieje ciggta koniecznos¢ poprawy lub opracowania jasnych stan-
dardoéw i protokotow postepowania, w zakresie umozliwiajgcym
bezpieczne i skuteczne pobranie materiatu biorczego, transport,
izolacje, przechowywania w warunkach obnizonej temperatury
oraz wykorzystanie pobranego materiatu genetycznego w warun-
kach Klinicznych.
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