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Streszczenie: Komorki macierzyste o mezenchymalnym rodowodzie znajduja coraz szersze zastosowa-
nie do sterowanej regeneracji tkanek dlatego wyzwaniem wspolczesnej stomatologii staje si¢ wykorzy-
stanie komorek macierzystych izolowanych z miazgi ludzkiego zgba do sterowanej regeneracji z¢biny.
Badania prowadzone in vitro 1 in vivo oraz szczegélowa analiza molekularna $swiadcza o istnieniu takiej
mozliwosci. Obecnie z powodzeniem wykorzystuje sie komorki izolowane ze szpiku Kostnego do lecze-
nia zespolow autoimmunologicznych oraz chordéb nowotworowych. Pomimo 1z komorki szpiku kostne-
go znalazly zastosowanie kliniczne, to obciazajacy pacjenta sposob ich izolacji sklania do podejmowania
prob pozyskania komorek macierzystych z innych, bardziej dostepnych zrodel. Zastosowanie metod
badawczych biologii molekularnej wykazato, ze zrodlem multipotencjalnych komorek macierzystych
moze by¢ miazga zeba. Wlasciwie kontrolowana stymulacja srodowiska hodowli komorkowe;j inicjuje
roznicowanie komorek macierzystych miazgi zeba w odontoblasty. W warunkach in vivo komorki te
tworza zebing oraz kompleks miazga-zebina. Spodziewamy sie, ze w przyszlosci wykorzystanie komo-
rek macierzystych z miazgi zeba stworzy mozliwos¢ odbudowy zmineralizowanych tkanek zg¢ba z
zastosowaniem biologicznych materialow odtworczych. Na podstawie przegladu najnowszego pismien-
nictwa dokonano charakterystyki komorek macierzystych izolowanych z miazgi ludzkich zgbow oraz
wskazano mozliwosci ich wykorzystania dla celow stomatologicznych. Ponadto, porownano komorki
miazgi z¢ba z komorkami pochodzacymi ze szpiku kostnego.

Stowa kluczowe: komorki macierzyste, sterowana regeneracja tkanek, odontoblasty.

Summary: Introduction: multipotential stem cells are already applied for guided tissue regeneration,
therefore the challenge of contemporary dentistry is to apply dental pulp stem cells for guided dentin
regeneration. The in vitro and in vivo studies as well as a molecular analysis showed such a possibility. So
far, bone marrow stem cells (BMSC) have been successfully utilized for treatment of the autoimmuno-
logical syndromes and cancers. BMSC have been well recognized, however the way of their isolation may
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be hazardous for a patient. Thus researchers are taking efforts to recruit stem cells from the better
accessible sources. Molecular studies discovered the presence of multipotential stem cells in dental pulp
(DPSC). When culture under the scrutinized conditions the dental pulp stem cells differentiate into
odontoblasts and subsequently in vivo produce a dentin and dentin - pulp complex. It is expected that
tissue engineering with DPSC will allow for replacement of traditional dental materials to in vitro genera-
ted dentin. Aim of the study: a review of the newest data concerning specificity of DPSC, as well as their
possibilities of application in dentistry has been made. Moreover comparison of DPSC and BMSC has
been studied.

Key words: stem cells, guided tissue regeneration, odontoblasts.

Poznanie molekularnych mechanizmoéow réznicowania komorki sklania do po-
dejmowania kolejnych prob wykorzystania komérek macierzystych pochodzenia me-
zenchymalnego do sterowanej regeneracji tkanek. Dotychczas najbardziej szczegd-
lowo przebadano komorki macierzyste pochodzace ze szpiku kostnego, poszukujac
jednoczesnie innych, bardziej dostgpnych zrodel komoérek macierzystych o
mezenchymalnym fenotypie. Celem tej pracy jest zebranie informacji pochodzacych
z najnowszych doniesien pismiennictwa, a dotyczacych charakterystyki wybranych
grup komorek macierzystych, ze szczegolnym uwzglednieniem komorek majacych
potencjal do réznicowania w kierunku odontoblastow.

KOMORKI MACIERZYSTE SZPIKU KOSTNEGO BMSC

Jako pierwsze wyizolowano mezenchymalne komoérki macierzyste pochodzace ze
szpiku kostnego — BMSC (Bone Marrow Stem Cells) |2, 4, 8, 14, 24]. Specyficzna
cechg tych komorek jest ich heterogennosé o czym $wiadczy réznorodnos¢ morfolo-
giczna komorek pozyskanych z pojedynczych izolatow oraz ich rézny potencjal
proliferacyjny [6]. Ceche t¢ zaobserwowano u wielu gatunkéw ssakow, migdzy
innymi u myszy, szczurow, krolikow 1 ludzi [2, 8, 9, 11, 14]. Uwaza si¢, Z¢
heterogennos¢ populacji komoérek macierzystych izolowanych ze wskazanego zrodla
swiadczy o hierarchii roznicowania komoérkowego, co oznacza, ze jedynie niewielki
odsetek (5-20%) populacji ma cechy komoérek macierzystych, do ktérych naleza
samoodnawianie (ang. self-renewal) oraz mozliwos¢ roznicowania w kierunku co
najmniej 3 linii komorkowych (tzw. charakter multipotencjalny). Multipotencjalne
komorki macierzyste szpiku kostnego stymulowane przez srodowisko zewngtrzne,
réznicujg si¢ w kierunku chondrocytow, osteoblastow, komorek tluszczowych, a nawet
komorek nerwowych [2, 8, 9, 11, 13, 14, 20]. Uwaza si¢, ze kierunek rozwoju
BMSC zalezy od wyjsciowego stopnia ich zréznicowania (w momencie izolacji) oraz
wplywu srodowiska, w ktorym komorki poddaje si¢ hodowli. Izolacji i namnazaniu
mezenchymalnych komorek macierzystych wykorzystywanych w hodowli in vitro
sprzyja ich zdolnos¢ przylegania do podloza (naczynia) hodowlanego [8], a ich
tozsamos$¢ okresla si¢ wykorzystujac metod¢ cytometrii przeplywowej z sortowaniem,
po uprzednim oznaczeniu wybranych epitopéw prezentowanych na powierzchni
komorek [2]. Najwicksza swoistos¢ cech mezenchymalnych komoérek macierzystych
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okresla obecnos¢ receptora STRO-1, bedacego specyficznym epitopem prezento-
wanym przez komorki mezenchymy [2, 8]. Dodatkowo do wyodrebnienia bardziej
homogennej grupy wykorzystuje si¢ receptory CD44, CD106, CD146 1 3GS.
Natomiast eliminacje z populacji komérek hematopoetycznych oraz leukocytow,
odbywa si¢ z wykorzystaniem selekcji negatywnej na obecnos¢ receptoréw CD14,
CD34, CD45 [6].

Pozyskanic BMSC ze szpiku kostnego jest zabiegiem obciazajacym dla pacjenta,
dlatego podejmowane sa proby izolacji mezenchymalnych komérek macierzystych
z innych, latwiej dostgpnych zrodel. Badania ostatniej dekady wskazuja, iz do celow
badawczych w zakresie stomatologii, doskonalym i stosunkowo latwym w pozyskaniu
jest material pochodzacy z miazgi ludzkich zebdw, zarowno stalych — DPSC  (Dental
Pulp Stem Cells), jak i mlecznych — SHED (Stem Cells from Human Exfoliated
Deciduous teeth) [6]. Komoérki macierzyste miazgi ze¢ba stalego oraz komorki
macierzyste z miazgi z¢ba mlecznego wykazujg nieco odmienne wlasciwosci niz
komérki BMSC [6, 11, 17].

KOMORKI MACIERZYSTE Z MIAZGI LUDZKIEGO ZEBA
STALEGO (DPSC) ORAZ MLECZNEGO (SHED)

Poréwnawcze badania Gronthosa [6] dotyczace izolacji komorek miazgi zebow
stalych DPSC 1 BMSC, wskazuja, iz obydwie liniec komorkowe pozwalaja na
pozyskanie pojedynczych fibroblastopodobnych komorek zdolnych tworzy¢ kolonie
(CFU-F) w tzw. jednokomoérkowej hodowli (ang. one cell culture). W mikroskopie
swietlnym DPSC przypominaja fibroblasty. Komorki maja wydluzony ksztalt, z
umigjscowionym centralnie jadrem komoérkowym oraz dobrze rozwinigtym szorstkim
retikulum endoplazmatycznym. Aparat Golgiego zlokalizowany jest w okolicy jadra
komorki, a obecno$¢ w cytoplazmie duzej ilosci pecherzykow sekrecyjnych
odzwierciedla zdolnos¢ wydzielnicza komorek [5]. DPSC wykazuja wszystkie
wlasciwosci mezenchymalnych komoérek macierzystych [1, 6, 7, 11, 26, 28].
Szczegolowe badania wykazaly, ze DPSC maja wyzszy potencjal wzrostowy 1
proliferacyjny w poréwnaniu z BMSC, co jest zwigzane ze zwigkszonym wydziela-
niem przez DPSC specyficznych mediatorow cyklu komérkowego: zaleznej od cyklin
kinazy-6 (CDK-6) i insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF). Nie bez znaczenia
pozostaje zrodlo pozyskiwanych komoérek. Do celow badawczych ekstrahuje si¢
DPSC z miazgi zatrzymanych trzecich z¢gbow trzonowych, ktore rozwijaja si¢ od
okolo 6 roku zycia, a wyrzynaja jako ostatnic zgby okolo 18 roku zycia. Tym samym
istnieje prawdopodobienstwo, ze komorki macierzyste izolowane z miazgi zatrzyma-
nych zgboéw 6smych znajduja si¢ w bardzo wczesne] fazie zroznicowania ko-
moérkowego [6].

Obecnos¢ mezenchymalnych komorek macierzystych w miazdze zgba, zostala
potwierdzona z uzyciem epitopéw STRO-1 oraz CD146. Dodatkowe szczegdtowe
badania immunofenotypowe wykazaly obecnos¢ na powierzchni DPSC epitopow
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srodblonka naczyn (VCAM-1), czynnika wzrostu fibroblastow FGF2, czynnikow
wzrostu guza TGFf1, FGFS3, bialka morfogenetyczne kosci BMP2, BMP4. DPSC
wykazuja ponadto ekspresj¢ specyficznych markeréw tkanki kostnej (fosfataza
alkaliczna — ALP, kolagen typu I, osteoncktyna, osteopontyna, osteokalcyna), co
swiadczy o ich promineralizacyjnym potencjale 3, 6, 15, 16]. Badania hybrydyzacji
in situ oraz immuno-histo-chemiczne pozwolily na precyzyjne okreslenie lokalizacji
DPSC, ktorych obecnos¢ stwierdzono w niszach naczyn krwionosnych miazgi [22].

Wyrozniajaca cecha populacji DPSCs izolowanych z uzyciem przeciwcial STRO-1
jest zdolnos¢ do regeneracji w warunkach in vivo kompleksu miazga-z¢bina |1, 6, 7, 10, 19,
22,23, 26, 27, 28], co potwierdzono ckspresja biatka — DSP (dentin sialoprotein), jedynego
specyficznego markera zebiny. Specyficznos¢ DSP polega na fakcie, iz bialko to ulega
biosyntezie w zebinie w stezeniach setki razy wyzszych anizeli w jakichkolwiek innych
tkankach [18]. Powstawanie i vivo DSP-pozytywnego kompleksu miazga-zgbina otrzymano
w doswiadczeniu polegajacym na implantacji komérek DPSC zawieszonych na nosniku HA/
TCP (hydroksyapaptyt/fosforan trojwapniowy). Implant komorkowy wszczepiono podskornie
myszom poddanym immunosupresji (ang. immunocompromised mice). Wybor bio-
degradowalnego nosnika HA/TCP, zostal oparty na wlasciwosciach osteokondukcyjnych
wzgledem BMSC oraz potencjalniec odontokondukcyjnym wplywie na DPSC. Po okresie
osmiu tygodni komorki macierzyste miazgi zeba zroznicowaly si¢ w odontoblasty 1 wytworzyly
zebing |7, 26], czego nie obserwowano w grupie kontrolnej komorek BMSC poddanych
temu samemu doswiadczeniu [7]. W swietle spolaryzowanym struktura wytworzona przez
DPSC zawierala wysoce uporzadkowang macierz kolagenowa odkladajacq si¢ na powierzchni
czasteczek HA/TCP. Wlokna kolagenu typu I ulozone byly prostopadle do warstwy
wydzielajacych kolagen odontoblastow, a miazgg tworzyly wlokna tkanki lacznej, ktora
przerastaly naczynia krwionosne. Ponadto stwierdzono bezposrednie polaczenie odontoblastow
z utworzona z¢bina [6, 7]. Ciagla, trwajaca trzy miesigce kontynuacja tworzenia zgbiny
wykazujacej ekspresjc DSP sugeruje, ze wszczepione komorki miazgi zgba ulegly zrdz-
nicowaniu w kierunku dojrzatych odontoblastow 1 podjely funkcje odkladania z¢biny z
wytworzeniem kompleksu miazga-zgbina |7].

W podobnych badaniach Batouliego, DPSC naniesione na powierzchni¢ weze-
$niej wytrawione] ludzkiej zgbiny, a nastgpnie wszczepione myszom poddanym immu-
nosupresji, wytworzyly tkanke z¢binopodobna. Tkanka ta jednak nie miala struktury
ze¢biny kanalikowej, a jej obraz histopatologiczny przypominal zgbing reparacyjna [1].
Obok markerow tkanki kostnej, takich jak: fosfataza alkaliczna, kolagen typu I, oste-
oncktyna, osteopontyna i osteokalcyna, utworzony kompleks miazga-zg¢bina, wyka-
zywal obecnos¢ bialka DSP [6, 7, 25]. Na szczegolna uwagg zasluguje podkreslenie,
1z hodowla izolowanych DPSC bez udzialu czynnikow indukujacych mineralizacjg,
wykazala brak syntezy DSP, co potwierdza, ze rdéznicowanie komorek macierzystych
jest stymulowane przez czynniki Srodowiskowe, a jedynie warunki hodowli promujace
zachowania promineralizacyjne indukuja proces tworzenia z¢biny [22]. Wobec tej
obserwacji nasuwa si¢ wniosek, ze odmienne warunki prowadzenia hodowli
komorkowych (dodanie hydrokortyzonu, indometacyny, izobutylometyloksantyny)
spowoduja roéznicowanic DPSC w odmienne linie komorkowe, odpowiednio komorki
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tluszczowe 1 nerwowe [7]. W istocie roznicowanie w kierunku tkanki tluszczowej
potwierdzono obecnoscia transkryptow PPAR)2 i lipazy lipoproteinowej, natomiast
obecnos¢ transkryptow nestyny 1 GFAP (glial fibrillary acid protein) wykazala,
ze DPSC ulegly réznicowaniu w kierunku komoérek nerwowych [7].

Nieco odmiennym zrodlem mezenchymalnych komorek macierzystych jest mia-
zga ludzkiego zgba mlecznego. Analogicznie jak w przypadku DPSCs, komorki SHED
prezentuja specyficzne epitopy komorek mezenchymalnych (STRO-17, CD146"),
jednak maja potencjal proliferacyjny i zdolnos¢ tworzenia kolonii znaczaco wyzsze
niz DPSC i BMSC. Poniewaz wysoki potencjal proliferacyjny $wiadczy o niskim
zroznicowaniu komorkowym, przyjmuje si¢, ze komorki SHED sa slabiej zroz-
nicowane histologicznie anizeli DPSC oraz BMSC [11, 17, 26, 28]. Hodowla in vitro
w srodowisku osteoindukcyjnym potwierdzila obecno$¢ na powierzchni SHED
markerdéw specyficznych dla tkanki kostnej, w tym: RUNX2, ALP, MEPE (matrix
extracellular phosphoglycoprotein), sialoproteiny kosci oraz co najbardziej istotne
specyficznego markera zgbiny DSP.  Komorki SHED przeszczepione na nosniku
HA/TCP in vivo myszom poddanym immunosupresji okazaly si¢ zdolne do tworzenia
zgbiny (DSP/+/), jednak w obrazie histologicznym nie zaobserwowano regeneracji
calosci kompleksu miazga-zgbina, jak w przypadku DPSC [11, 17]. Szczegdlna cecha
komoérek macierzystych izolowanych z miazgi z¢gba mlecznego jest zdolnos¢
tworzenia in vivo warunkow osteoindukcyjnych oraz rekrutacji komorek kosciotwor-
czych gospodarza i tworzenie tkanki kostnej [11, 17, 21, 29]. Podobnie jak DPSC,
SHED poddane odpowiedniej stymulacji roznicujg si¢ w thuszczowa 1 nerwowa linig
komorkowa, wykazujac ekspresj¢ markerow: PPARy?2 i lipazy lipoproteinowej [17]
oraz nestyny, SllI-tubuliny, GAD, NeuN, GFAP, NFM, CNP-azy [11, 12].

Sterowana regeneracja tkanck z wykorzystaniem komorek macierzystych jest
dynamicznym procesem, na ktéry skladaja si¢ dwie skladowe: implantowane komorki
1 srodowisko hodowli (biorca) [7]. Dotychczasowe badania wlasciwosci DPSC oraz
SHED potwierdzily mozliwos¢ wykorzystania komorek macierzystych z miazgi zgba
stalego 1 mlecznego w stomatologicznych oraz ortopedycznych procedurach terapeu-
tycznych, z podkresleniem wyzszego potencjatu proodontoblastycznego komoérek DPSC.

Reakcja obronna dojrzalego odontoblasta jest ochrona struktur komoérkowych
miazgi z¢ba poprzez podejmowanie funkcji wytwarzania zebiny wtdrnej 1 reparacyjnej
w odpowiedzi na docierajace z otoczenia bodzce fizjologiczne 1 patologiczne. W
konsekwencji prowadzi to do odizolowania miazgi od ogniska chorobowego [6].
Podobng funkcje spelnia most zgbinowy, wytwarzany po zastosowaniu preparatow
odontotropowych aplikowanych w migjscu obnazenia miazgi. Jednak ubytki zmine-
ralizowanych tkanek zg¢ba nie sg regenerowane, stad badania dotyczace klinicznego
zastosowania DPSC i SHED prowadzone sa w dwoch kierunkach; opracowania
preparatu o dzialaniu biomimetycznym, zawierajacym ,,koktajl” czynnikéw chemo-
taktycznych dla komorek macierzystych miazgi zgba oraz stworzenia biologicznego
materialu zawierajacego DPSC lub SHED, ktéry moglby by¢ aplikowany bezpos-
rednio do opracowanego ubytku w z¢bie. Mozliwos¢ wykorzystania DPSC 1 SHED
w przypadkach leczenia prochnicy glebokiej, przykrycia bezposredniego miazgi czy
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leczenia odwracalnych zapalen miazgi prowadziloby do odtworzenia ciaglosci zgbiny
naturalng tkanka, w postaci biologicznego ., wypelnienia” z jednoczesnym zachow-
aniem zywej miazgi.

Opracowanie biopreparatu wymaga pokonania wielu trudnosci polegajacych na
kontrolowaniu odpowiedzi immunologicznej gospodarza na przeszczep komorek nicau-
tologicznych, pozyskiwania 1 przechowywania komorek macierzystych, uwarunkowan
bioetycznych oraz redukcji kosztow. W chwili obecnej kluczowym czynnikiem dla
powodzenia terapii przyzyciowej z wykorzystaniem komorek progenitorowych jest
mozliwos¢ Scislej kontroli procesu regeneracji zgbiny z wykluczeniem niepohamo-
wanego odkladania z¢biny, co moze doprowadzi¢ do caltkowitej obliteracji komory z¢ba.

Szybki rozwdj inzynierii genetycznej stwarza mozliwos¢ precyzyjnej ingerencji
w cykl komorkowy, co pozwala mie¢ nadziej¢, ze w niedlugim czasie rehabilitacja
z¢bow z udzialem komorek progenitorowych znajdzie zastosowanie kliniczne.
Aktualnie wstepne badania dotyczace fenotypu komorek macierzystych pochodzenia
zgbowego oraz mozliwosci sterowania ich rozwojem w kierunku odontoblastow
zostaly podjete w Katedrze 1 Zakladzie Protetyki Stomatologicznej Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego (Projekt Badawczy nr 1283/B/P01/2011/40 IM).
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