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OBJASNIENIA SKROTOW I SYMBOLI UZYWANYCH W PRACY.

ALP - gen kodujacy biatko fosfataze alkaliczng (ang. Alkaline Phosphatase Gene)
ALP - biatko fosfataza alkaliczna (ang. Alkaline Phosphatase)
Asp - kwas asparaginowy (aminokwas)
Barx - czynnik transkrypcyjny
BMP - bialko macierzy kostnej (ang. Bone Matrix Protein)
BSA - surowicza albumina wolowa (ang. Bovine Serum Albumin)
CD34 - receptor blonowy prezentowany przez komdrki hematopoetyczne
CD45 - receptor blonowy prezentowany przez leukocyty
CD146 - receptor blonowy prezentowany przez komorki mezenchymy
DIx - czynnik transkrypcyjny
DMPI - gen kodujacy biatko DMP1 (ang. gene encoding Dentin Matrix Protein 1)
DMP1 - biatko macierzy z¢binowej 1 (ang. Dentin Matrix Protein 1)
DPSC - komorki macierzyste miazgi zgba statego (ang. Dental Pulp Stem Cells)
DPP - fosfoproteina zgbiny (ang. Dentin Phosphoprotein)
DSPP - gen kodujacy biatko sialofosforowe z¢biny (ang. gene encoding Dentin
Sialophosphoprotein)
DSPP - biatko sialofosforowe zebiny (ang. Dentin Sialophosphoprotein)
DSP - biatko sialowe zgbiny, produkt rozpadu DSPP (ang. Dentin Sialoprotein)
EDTA - 56l sodowa kwasu etylenodwuaminoczterooctowego
FBS - plodowa surowica bydlegca (ang. Fetal Bovine Serum)
FGF - czynnik wzrostu fibroblastow (ang. Fibroblast Growth Factor)
GFAP - kwasne biatko widkienkowe (ang. Glial Fibrillary Acid Protein)
Gli - czynnik transkrypcyjny
HERS - pochewka nablonkowa Hertwiga (ang. Hertwig’s Epithelial Root Sheath)
Lhx - czynnik transkrypcyjny
MACS - metoda sortowania komoérek (ang. Magnetic Activated Cell Sorting)

MEPE - fosfoglikoproteina macierzy zewnatrzkomoérkowej (ang. Matrix Extracellular
Phosphoglycoprotein)

Msx - czynnik transkrypcyjny

OC - gen kodujacy biatko osteokalcyne (ang. gene encoding Osteocalcin)

OC - biatko osteokalcyna (ang. Osteocalcin)

Pax - czynnik transkrypcyjny
PBS - sdl fizjologiczna buforowana fosforanem (ang. Phosphate Buffered Saline)
PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)

PP - biatko fosfoforyna (ang. Phosphophoryn)

Runx2 - czynnik transkrypcyjny

SCAP - komérki macierzyste z brodawki wierzchotkowej zeba stalego (ang. Stem Cells from
Apical Papilla)
Ser - seryna (aminokwas)

SHED - komorki macierzyste izolowane z miazgi z¢gba mlecznego (ang. Stem Cells from
Human Exfoliated Deciduous Teeth)



SHH - czasteczka sygnatowa (ang. Sonic Hedgehoc Signalling Molecule)

SIBLING - rodzina bialek niekolagenowych bioragcych udzial w mineralizacji zebiny (ang. Small
Integrin — Binding Ligand N-linked Glycoproteins)

STRO-1 - specyficzny epitop prezentowany przez komdrki mezenchymy
TNF - czynnik martwicy nowotworu (ang. Tumor Necrosis Factor)

WNT - czasteczka sygnatowa (ang. Wingless)



1. STRESZCZENIE.

Komdrki macierzyste stanowia populacje komodrek prezentujacych szereg
wspolnych cech, ktore definiuja ich pierwotny charakter. Nalezag do nich: zdolno$¢ do
samoodnawiania, tworzenia kolonii z pojedynczej komoérki oraz mozliwos$¢ roznicowania
w kierunku licznych linii rozwojowych okres$lane jako charakter multipotencjalny.
Dotychczas najlepiej poznano i opisano komorki macierzyste pochodzace ze szpiku
kostnego, poszukujac jednoczesnie alternatywnych, bardziej dostgpnych zrodet.
Latwiejszym, z powodu mniejszej inwazyjnosci procesu pozyskiwania, okazat si¢ materiat
pochodzenia zgbowego. Jak dotad komdrki progenitorowe pochodzenia zebowego
wyizolowano z miazgi zeboéw statych 1 mlecznych, tkanek przyzebia, brodawki
wierzchotkowej oraz woreczka zgbowego. Jednym z najbardziej dostgpnych zrddet
komorek macierzystych jest miazga zebéw madrosci (Dental Pulp Stem Cells, DPSC) oraz
brodawka wierzchotkowa (Stem Cells from Apical Papilla, SCAP) zlokalizowana na
szczycie nieuformowanych korzeni trzecich z¢gbow trzonowych. Funkcja komdrek SCAP
polega na tworzeniu pierwotnej ze¢biny korzeniowej w procesie odontogenezy, podczas
gdy komorki DPSC zastepuja pierwotne odontoblasty 1 wytwarzaja zebing wtorng i

reparacyjng.

Celem pracy byla analiza porownawcza in vitro zdolno$ci roznicowania komorek

macierzystych DPSC versus SCAP w kierunku funkcjonalnych odontoblastow.

W celu wyodrebnienia komdrek o niskim stopniu zréznicowania, przeprowadzono
selekcje na obecnos¢ epitopow charakterystycznych dla komoérek nisz okotonaczyniowych
(STRO-1(+); CD146(+); CD34(-), CD45(-)). Komoérki wyizolowane z trzecich zgbdw
trzonowych hodowano przez okres szesciu tygodni w pozywce standardowej (grupa
wyjsciowa 1 kontrolna) oraz pozywce modyfikowanej sktadnikami stymulujacymi

mineralizacj¢ (grupa doswiadczalna). Dla oceny stopnia dojrzatosci komoérek zbadano



potencjat proliferacyjny oraz zdolno$¢ tworzenia kolonii przez komorki obu linii
komorkowych. Komérki SCAP ze wszystkich badanych grup dzielity sie szybciej,
tworzyly wigksze i liczniejsze kolonie w poréwnaniu z komdrkami DPSC, co sugerowato
o ich nizszej dojrzatosci komdrkowej. Znaczacy wplyw na wynik doswiadczenia miata
stymulacja promineralizacyjna $rodowiska hodowli, skutkujaca obnizeniem potencjalu

proliferacji i formowania kolonii w obu liniach komérkowych.

Poziom zréznicowania komorek w odontoblasty okreslono badaniem aktywnos$ci
fosfatazy alkalicznej (ALP) uznawanej za wczesny marker réznicowania komorkowego,
ktory bierze udzial w procesie mineralizacji oraz oceng poziomu wapnia
wewnatrzkomorkowego. Wykazana mniejsza aktywnos¢ ALP oraz koncentracja wapnia w
wyjsciowej grupie komorek SCAP, w poréwnaniu z komdrkami DPSC, potwierdzita
pierwotnie nizszy poziom zrdznicowania komorek pochodzacych 2z brodawki
wierzchotkowej. W grupach doswiadczalnych obu linii komoérkowych aktywnos¢ enzymu i
poziom wapnia byly wigksze w stosunku do grup wyjsciowych. W celu potwierdzenia
aktywnosci mineralizacyjnej komoérek dodatkowo wybarwiono zlogi soli mineralnych
powstajagce w procesie mineralizacji macierzy zewnatrzkomoérkowej oraz zbadano
ekspresje gendéw wybranych jako markery réznicowania i dojrzewania odontoblastow (OC,
DMPI, DSPP). W grupach doswiadczalnych komérki SCAP i DPSC wykazaty zdolnos¢
tworzenia zlogéw mineralnych in vitro, co sugeruje, ze rdznicowanie komorek
macierzystych jest stymulowane przez czynniki $rodowiskowe promujace zachowania
promineralizacyjne. Ponadto, obserwowana zwickszona ekspresja genéw OC, DMPI oraz
DSPP jednoznacznie potwierdzita, ze komérki DPSC i SCAP zdolne s3 do réznicowania w
kierunku funkcjonalnych odontoblastéw. Przeprowadzone w niniejszej pracy obserwacje
wskazuja, ze komorki izolowane z brodawki wierzchotkowej i miazgi zeba zdolne sa do

réznicowania w kierunku funkcjonalnych odontoblastow, przy czym komodrki SCAP



prezentuja wyzszy potencjal proodontoblastyczny w porownaniu do komorek

pochodzacych z miazgi zg¢ba.



2. SUMMARY.

Stem cells are defined as clonogenic cells with the capacity of self-renewal, single
cell colony formation and differentiation into the multiple lineages (at least 4). To date,
bone marrow stem cells have been investigated most comprehensively. However, more
accessible sources of the stem cells are currently being explored. So far, multiple
molecular studies of dental area revealed the presence of the stem cells in both the
permanent and deciduous teeth. Dental pulp (Dental Pulp Stem Cells, DPSCs) and apical
papilla (Stem Cells from Apical Papilla, SCAPs) are considered to be most accessible
source of stem cells. Apical papilla, which is localized at the apex of developing dental
roots of impacted third molars is the source of primary odontoblasts and is responsible for
root dentin formation during odontogenesis, whereas DPSCs derived from dental pulp

replace primary odontoblasts and produce tertiary dentin.

The aim of the study was to evaluate the potential of commitment and

differentiation of the DPSCs and SCAPs into the functional odontoblasts.

The cells, isolated from both dental pulp and papilla, were sorted for the presence
of the specific mesenchymal epitopes (STRO-1 and CD146) and cultured in a standard
medium (primary and control group). For the cells from the experimental groups medium
was additionally modified with ingredients that stimulated cells’ differentiation into
functional odontoblasts. To assess cells commitment and differentiation the test for
proliferation and the ability of colony formation were applied. SCAPs from all investigated
groups had the higher potential of proliferation and formed larger and more frequent
colonies compared to DPSCs. This observation suggests that SCAPs were less
differentiated compared to DPSCs. Osteo/odontogenic stimulation resulted in the

decreased proliferation and colony formation in the both cells’ lineages.

10



The differentiation commitment towards functional odontoblasts was examined
with two methods; the alkaline phosphatase (ALP) activity, which is regarded as an early
marker of cells’ differentiation and measurement of an intracellular calcium concentration.
The lower activity of ALP, as well as calcium concentration in the primary group of
SCAPs compared to DPSCs confirmed the lower level of differentiation of the former
group. In the experimental groups of both cells lines the ALP activity as well as calcium
concentration was higher compared to the primary groups. The most precise confirmation
of the cells’ commitment and differentiation was achieved with the mineral nodules
staining and PCR for OC, DMP1, and DSPP. An analysis of the experimental groups from
both DPSCs and SCAPs lines showed the ability of DPSCs and SCAPs to formation of
mineral nodules in vitro. The expression of the mineralization related genes confirmed that

both the DPSCs and SCAPs are able to differentiate into functional odontoblasts.

The results obtained in this study showed that either DPSCs or SCAPs are the
reservoir of the stem cells that are capable of differentiation into the functional

odontoblasts.
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3. WSTEP.

Po catkowicie zakonczonym procesie odontogenezy, funkcja obronna miazgi zgba
skierowana przeciwko bodzcom patologicznymi (prdchnica, urazy zgbdw) jak i
fizjologicznym (starcie zebow) pozostaje na relatywnie niskim poziomie i polega na
dokomorowym odktadaniu zebiny wtérnej i reparacyjnej przez odontoblasty. Prowadzi to
do odizolowania miazgi z¢ba od ogniska chorobowego, jednak ubytki w
zmineralizowanych tkankach zgba, utracone na skutek toczacego si¢ procesu
préchnicowego oraz wstepnego postepowania leczniczego, nie s3 odbudowywane.
Odktadanie zebiny wtdrnej i reparacyjnej trwa przez caty okres zycia osobniczego, wobec
czego pierwotne odontoblasty, ktére maja okreslony czas zycia, musza zosta¢ zastgpione
przez kolejne komodrki odontoblastopodobne. Komdrki te wyrdznicowuja si¢ z populacji
komorek progenitorowych (Dental Pulp Stem Cells, DPSC), ktérych rezerwuar znajduje
si¢ w okolicach nisz okotonaczyniowych w miazdze zgba. Nowo wyrdznicowane
,odontoblasty” (ang. replacement odontoblasts) zastepuja pierwotne komorki
zgbinotworcze (ang. primary odontoblasts) wyrdznicowane podczas rozwoju zawigzka
zgba. Nastgpnie komorki odontoblastopodobne podejmuja funkcje tworzenia zg¢biny

wtdrnej i reparacyjne;.

Nieco odmienng role pelni brodawka wierzchotkowa (ang. apical papilla)
zlokalizowana na wierzcholku rozwijajacego si¢ korzenia zgba, w ktdrej rezyduja komorki
macierzyste (Stem Cells from Apical Papilla, SCAP) bedace zrodtem pierwotnych
odontoblastéw (ang. primary odontoblasts). SCAP sa obecne jedynie w procesie
odontogenezy i odpowiadaja za tworzenie pierwotnej zgbiny korzeniowej. Po zakonczeniu
rozwoju zeba, czyli calkowitym uformowaniu Kkorzenia 1 zamknigciu otworu

wierzchotkowego, komdrki macierzyste SCAP zanikaja [1].
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Metoda z wyboru leczenia ubytkéw prdchnicowych, ktora pozwala odtworzy¢
anatomiczny ksztalt zeba, przy jednoczesnym zachowaniu jego zywotnosci, polega na
usuni¢ciu zdemineralizowanych tkanek i odbudowie zgba materialem do wypetnien.
Niestety jak dotad, najbardziej udoskonalone metody leczenia nie pozwalaja na odbudowe
tkanek z odtworzeniem pierwotnego ksztattu zeba, a metoda tzw. sterowanej regeneracji
tkanek nie zostata jeszcze wdrozona do standardow leczenia stomatologicznego. Zatem
wyzwaniem wspolczesnej stomatologii jest wprowadzenie leczenia zachowawczego zebow
W postaci sterowanej regeneracji tkanek z udzialem komoérek progenitorowych, ktéra
umozliwilaby biologiczng odbudowg¢ utraconych tkanek zeba. Taka koncepcja leczenia
znaczaco polepszy rokowanie utrzymania zywotnosci z¢ba, a tym samym wydhluzy czas

przetrwania z¢ba w jamie ustne;j.

Dotychczas najbardziej szczegdtowo przebadano komorki progenitorowe
pochodzace ze szpiku kostnego, poszukujac jednoczesnie alternatywnych, bardziej
dostepnych zrodet [2,3]. Doskonatym i stosunkowo tatwym w pozyskaniu okazal si¢
materiat pochodzenia z¢bowego. Dowiedziono bowiem, ze zarowno w miazdze zg¢ba
(DPSC) jak 1 brodawce wierzchotkowej (SCAP) zlokalizowanej na wierzchotku
rozwijajacego si¢ korzenia zgba, rezyduja komorki progenitorowe zdolne pod wplywem
stymulacji Srodowiskowej do réznicowania w kierunku komodrek odontoblastopodobnych

[2,4].

ODONTOGENEZA.

Zawiazki zebow powstaja w wyniku zlozonych, wzajemnych interakcji pomiedzy
ektodermalnym nabtonkiem wys$cielajacym pierwotng jame¢ ustng, a ektomezenchyma
pochodzaca z komdrek grzebienia nerwowego. Naprzemienna sygnalizacja ektodermy i

ektomezenchymy skutukuje regulacja inicjacji rozwoju zawiazkdéw, morfogenezy zeba, jak
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réwniez ostatecznym rdznicowaniem odontoblastéw i ameloblastow [5,6]. Pod wzgledem
morfologicznym rozwdj zebow zostat sklasyfikowany na cztery sekwencyjnie nastepujace
etapy: stadium listewki zg¢bowej, paczka, czapeczki i dzwonu, jednak podziat ten nie
uwzglednia istotnych funkcjonalnych zmian morfogenetycznych 1 roznicowania

histologicznego.

Pierwszym morfologicznym symptomem zapoczatkowania procesu odontogenezy
jest pogrubienie pasma komodrek nablonka wyscielajacego pierwotng jame ustng, z
utworzeniem tzw. pierwotnej listewki nabtonkowej. U cztowieka pomiedzy 42 a 48 dniem
zycia ptodowego listewka pierwotna ulega podziatlowi na listewke zgbowa oraz listewke
przedsionkowa [1]. Docelowo z dzielacych si¢ komorek listewki zgbowej, wpuklajacych
si¢ w podscielisko sgsiadujacej ektomezenchymy, rozwing si¢ tkanki zgba pochodzenia
ektodermalnego, natomiast z listewki przedsionkowej usytuowanej doprzednio w stosunku
do listewki zgbowej powstanie przedsionek jamy ustnej. Na tym etapie rozwoju
zawigzkdw zgbdw komorki nabtonka pelnia dominujaca funkcje wykazujac ekspresje
czasteczek sygnalizacyjnych z rodzin BMP, FGF, SHH, TNF wptywajacych bezposrednio
na komorki ektomezenchymy poprzez indukcje ich intensywnych podziatow [7,8]. W
odpowiedzi dzielace si¢ komdrki ektomezenchymalne wykazuja ekspresje szeregu
czynnikdw transkrypcyjnych m.in. Barx!, Dix1,-2, Gli2,-3, Lhx6,-7, Msx1,-2 oraz Pax9
[7,9]. Sekwencyjna i wzajemna S$ciezka sygnalowa pomiedzy tkanka nablonkowa, a
ektomezenchyma prowadzi do powstawania tzw. ektodermalnych plakodéw [7]. Plakody
formuja si¢ w skutek miejscowej proliferacji komorek nabtonka, tworzac lokalne
zgrubienia tkanki nablonkowej zlokalizowane w miejscach rozwoju poszczegolnych grup
zawigzkdw zgbdw (zeby sieczne, kly, przedtrzonowe, trzonowe) [10]. Uwaza sig, ze
plakody petnig funkcj¢ pierwotnego centrum sygnalizacyjnego rozwijajacego si¢ zawigzka

zgba i wykazuja ekspresj¢ bialek z rodziny BMP, FGF, SHH, WNT [11]. W wyniku
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dalszych podzialdéw komodrek nabtonka listewki zebowej dochodzi do wpuklania sig¢
komorek nabtonka w otaczajaca ektomezenchyme, a formujaca si¢ struktura przyjmuje
charakterystyczna posta¢ paczka zgbowego. Jednoczesnie w wyniku indukcyjnego wpltywu
ektodermalnych plakodéw zaggszczeniu ulegaja komdrki ektomezenchymy bezposrednio
przylegajace do nabtonka, ktére w odpowiedzi na docierajace z tkanki nabtonkowej
sygnaty wykazuja ekspresje trzech czynnikow transkrypeyjnych Msxi, Pax9, Runx2 [12].
Czynnik Msx1 jest indukowany przez pochodzace z nabtonka biatka z rodziny BMP i FGF
podczas gdy Pax9 i Runx2 jedynie przez FGF [12-16]. Funkcja, jak réwniez geny
aktywowane przez te czynniki transkrypcyjne sa przedmiotem intensywnych badan, a ich
kluczowa rola w odontogenezie zostala potwierdzona w doswiadczeniach na myszach z
wylaczong odpornoscia (ang. knockout mice), u ktorych dowiedziono, ze wyeliminowanie
aktywnosci ktoregokolwiek z czynnikow zatrzymuje rozwdj zeba na etapie transformacji

stadium paczka w stadium czapeczki [12-14].

Dalszy podzial komdrek nabtonka z jednoczesng kondensacja ektomezenchymy
skutkuje uformowaniem w 14 tygodniu zycia ptodowego czapeczki, ktéra ograniczona jest
nabtonkiem zewnetrznym, wyscielajacym wypukla powierzchni¢ oraz nabtonkiem
wewnetrznym pokrywajacym wklesta powierzchnie powstalej struktury, nazywanej odtad
narzagdem szkliwotworczym [1]. Pomigdzy nablonkiem wewngtrznym i zewnetrznym
narzadu szkliwotwdrczego obecna jest warstwa siateczkowa (ang. stellate reticulum)
zbudowana z luzno rozmieszczonych i potaczonych ze soba komorek o ksztalcie

gwiazdzistym.

We weczesnej fazie czapeczki, w obrebie narzadu szkliwotwdrczego na skutek
indukcyjnego dziatania sygnatéw docierajacych z ektomezenchymy (BMP-4), grupa
komoérek nabtonkowych zaprzestaje podziatéw mitotycznych i tworzy tzw. pierwotny
wezet szkliwny petniacy funkcje tymczasowego centrum sygnalizacyjnego dla procesu
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odontogenezy, co potwierdza biosynteza czasteczek sygnalizacyjnych BMP, FGF, WNT,
SHH [7,17,18]. Pierwotny wezetl szkliwny zlokalizowany jest w obrgbie zawiazkéw zgbdw
w miejscu zagigcia narzadu szkliwotwodrczego i zanim ulegnie procesom apoptozy, w
péznej fazie czapeczki, indukuje powstawanie wtérnych wezidw szkliwnych
zlokalizowanych na szczytach guzkow zawigzkow zgbdw trzonowych, petnigc kluczowa

rol¢ w morfogenezie korony zeba [18,19].

Komodrki ektomezenchymy oddzielone sa od narzadu szkliwotwdrczego btong
podstawna, a ich intensywne podzialy indukowane sa sygnatami docierajacymi z
pierwotnego wezta szkliwnego. Skutkuje to uformowaniem ektomezenchymalnej
brodawki zgbowej zlokalizowanej w centralnej czgsci tkanki, z ktorej w kolejnym etapie
rozwinie si¢ kompleks miazgowo-zgbinowy. Jednoczesnie, z ektomezenchymy
sasiadujacej z obwodowymi fragmentami narzadu szkliwotworczego, powstanie woreczek
z¢gbowy bedacy macierzystg strukturg dla tkanek przyzebia. Uwaza si¢, ze narzad
szkliwotwodrczy, brodawka zebowa oraz woreczek z¢bowy stanowig podstawowy

kompleks strukturalno-morfologiczny zawigzka zgba [1].

Dalszy wzrost i rozwdj zeba prowadzi do kolejnego etapu odontogenezy — stadium
dzwonu, w ktorym korona zeba osigga swdj ostateczny ksztalt (morfogeneza), a komdrki
odpowiedzialne za tworzenie twardych tkanek zg¢ba wulegaja zrdznicowaniu
histologicznemu we wilasciwe komorki szkliwotwdrcze (ameloblasty) i zgbinotwodrcze
(odontoblasty). Po catkowitym uformowaniu korony zgba, z poczatkiem wyrzynania
z¢gbOdw rozpoczyna si¢ tworzenie korzenia zgba. W miejscu potaczenia komorek
wewnetrznego i zewngtrznego nablonka narzadu szkliwotworczego czyli tzw. petli szyjnej
(ang. cervical loop) komdrki ulegaja intensywnym podzialom tworzac dwuwarstwowa
strukture tzw. pochewke nabtonkowa Hertwiga (Hertwig’s Epithelial Root Sheath, HERS).
Pochewka nabtonkowa rozcigga si¢ dookota rozwijajacej si¢ miazgi zgba, oddzielajac ja od

16



woreczka zgbowego, a jej cienki i dowierzchotkowo zagiety brzeg, zwany przepong
nabtonkowg, zamyka pierwotny otwor wierzchotkowy. W miare wzrostu i wydluzania
HERS dochodzi do jednoczesnego indukowania sasiadujacych ektomezenchymalnych
komérek brodawki zebowej do roznicowania w kierunku odontoblastéw i1 tworzenia
z¢biny korzeniowej [20].

POWSTAWANIE I STRUKTURA ZEBINY.

Formowanie z¢biny rozpoczyna si¢ na etapie transformacji stadium czapeczki w
stadium dzwonu. Wzajemne interakcje pomiedzy komdrkami wewnetrznego nablonka
narzadu szkliwotworczego, ektomezenchymalnymi komoérkami brodawki zgbowej oraz
zlokalizowanej pomigdzy nimi blaszki podstawnej inicjuja komorki ektomezenchymy do
réznicowania w kierunku preodontoblastow. Pierwszym symptomem rozpoczecia procesu
réznicowania jest pojawienie si¢ w macierzy brodawki zebowej aperiodycznych widkien o
$rednicy 15-20 nm i dtugosci 0,5-1 pm ulozonych prostopadle do blony podstawnej [21].
Jednoczesnie stale dzielace si¢ komorki ektomezenchymy przyjmuja ksztatt owalny lub
okragly, a w ich cytoplazmie widoczne s3 rybosomy, lizosomy, szorstkie retikulum
endoplazmatyczne i aparat Golgiego, znajdujace si¢ w poczatkowym stadium rozwoju.
Wypustki cytoplazmatyczne rdznicujacych si¢ komorek 1acza si¢ z wihtoknami
aperiodycznymi macierzy brodawki zg¢bowej i blong podstawna, rozpoczynajac tym
samym proces roznicowania komorek we wilasciwe preodontoblasty. Jednak jedynie
pojedyncza warstwa komdrek potaczona z btong podstawng oddziatywujaca z nablonkiem
narzadu szkliwotwdrczego ulega pelnemu zrédznicowaniu komérkowemu w odontoblasty
[22,23]. Nastepnie wyroznicowane preodontoblasty ulegaja polaryzacji, cialo komorki
wydluza si¢ 1 przyjmuje ksztalt cylindryczny. Aparat Golgiego przemieszcza si¢ w
kierunku wierzchotkowym, natomiast jadro komérkowe migruje w kierunku podstawnym

komorki [21,22].
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Ostatecznie zrdznicowane odontoblasty zlokalizowane s3 na obrzezu miazgi
dojrzatego zeba i tworza pojedyncza warstwe palisadowo utozonych, $cisle przylegajacych
do siebie komorek, ktorych ksztalt zmienia si¢ w zalezno$ci od umiejscowienia wzgledem
miazgi ze¢ba. W czesci koronowej komorki zebinotworcze o ksztalcie walcowatym sa
wieksze (wysoko$¢ okoto 50 um) w pordwnaniu z prostopadiosciennymi komoérkami w
srodkowej czesci korzenia [1]. W okolicy wierzchotka korzenia odontoblasty sa
sptaszczone lub catkowicie zanikaja. Budowa morfologiczna dojrzalych odontoblastéw
odzwierciedla ich aktywno$¢ funkcjonalng. Aktywne sekrecyjnie komoérki zebinotwdrcze
maj3 silnie zaznaczone organella komdérkowe w tym pecherzyki sekrecyjne, rozbudowany
aparat Golgiego, retikulum endoplazmatyczne oraz liczne mitochondria, niezbedne do

syntezy sktadnikow organicznej macierzy pozakomodrkowej [21,22].

Za poczatek formowania zebiny uwaza si¢ sekrecje w brodawce zgbowej wiokien
kolagenowych von Korff’a o $rednicy 0,1- 0,2 pm, co jest rOwnoznaczne z podjeciem
funkcji przez w pelni zréznicowane odontoblasty [24]. Oznacza to, ze komorki
zgbinotworcze nalezg ostatecznie do populacji komdrek postmitotycznych (terminalnie
zréznicowanych). Widkna von Korff’a zbudowane gléwnie z kolagenu typu I oraz
fibronektyny, umiejscowione s3 pomiedzy odontoblastami i biegng w kierunku
wewnetrznego nabtonka narzadu szkliwotwdrczego. Kolejno, odontoblasty syntetyzuja
réwniez niewielkie ilosci widkien zbudowanych z kolagenu typu III, uktadajacych si¢
prostopadle do witdkien kolagenowych typu I, a réwnolegle do przysziego polaczenia
szkliwno-zebinowego. Odkladana w ten sposdéb warstwa niezmineralizowanej macierzy
kolagenowej, o zmiennej grubosci ok. 10-50 pm, nazywana prezgbing przypomina swoja
budowa osteoid tkanki kostnej i zlokalizowana jest u podstawy odontoblastow. Prezgbina
stopniowo ulega mineralizacji, a pierwsze zmineralizowane warstwy s3a nazywane z¢bing

ptaszczowa (ang. mantle dentin). Proces mineralizacji postepuje wglab zebiny, a granica
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pomigdzy obszarem zmineralizowanym i niezmineralizowanym nosi nazwe frontu
mineralizacji. Zebina ptaszczowa graniczy ze szkliwem i prezentuje nieco odmienng
budowe w porownaniu z zgbing pierwotng, gdyz w jej obrebie nie wystepuja klasyczne
kanaliki z¢gbinowe, a jedynie nieliczne, drobno rozgalezione canaliculi [24].

Na etapie formowania prezgbiny oraz zgbiny ptaszczowej, czyli we wezesnym
stadium aktywnosci sekrecyjnej odontoblastow, wyksztalca sie¢ gldwna wypustka
komoérkowa odontoblasta tzw. witokno Tomes’a, uznawane za biegun sekrecyjny komorki
zgbinotworczej [21]. Jednoczesnie z pojawieniem si¢ widkna Tomesa rozpoczyna si¢
proces tworzenia zebiny okotomiazgowej (pierwotnej), ktorej stopniowo odkladane
warstwy powoduja przesuwanie odontoblastéw w kierunku miazgi zgba z rdwnoczesnym
wydluzaniem wypustki komorki obecnej w kanalikach zgbinowych. Po catkowitym
uformowaniu zebiny pierwotnej aktywnos¢ odontoblastow pozostaje na relatywnie niskim
poziomie, jednak miazga z¢ba utrzymuje funkcj¢ obronng przez cate zycie polegajaca na
dokomorowym odktadaniu zebiny wtdrnej i reparacyjnej. Szacuje si¢, ze czas zycia
terminalnie zréznicowanej ludzkiej komodrki zgbinotwdrczej jest ograniczony i wynosi
okoto 750 dni [24]. W tym czasie odontoblast wytwarza warstwe¢ zgbiny o grubosci okoto
0,4 um [24], po czym zastepowany jest przez nowe komorki, ktére rdznicuja si¢ z
populacji komdrek progenitorowych obecnych w niszach okotonaczyniowych miazgi zeba

[24,25].

Ostatecznie uformowana zg¢bina jest heterogeniczng, zmineralizowang tkanka
sktadajaca si¢ z 70% materialu nieorganicznego, 20% materialu organicznego 1 10% wody
(stosunek wagowy). Pod wzgledem objg¢tosciowym stosunek ten wynosi kolejno 45%,
33%, 22%. Nieorganiczna macierz zewnatrzkomdrkowa zebiny zbudowana jest gtéwnie z
krysztaldéw hydroksypaptytu (70%), natomiast macierz organiczna sklada si¢ z bialek

kolagenowych i niekolagenowych. Biatka kolagenowe to w wigkszosci kolagen typu I
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(86%), trymer typu I oraz $ladowe ilosci kolagenu typu III, V i VI. Posrod biatek
niekolagenowych zlokalizowanych w strukturze zgbiny mozemy wyr6zni¢ osteonektyne,
osteokalcyng¢ oraz biatka z rodziny SIBLING (Small Integrin - Binding Ligand N-linked
Glycoproteins) [26]. Uwaza sig¢, ze niekolagenowe biatka zebiny inicjuja i reguluja proces
mineralizacji zgbiny, podczas gdy wtokna kolagenowe stanowig swoiste ,,rusztowanie” dla

odktadanych krysztaléw hydroksyapatytow [27].

Sposréd biatek niekolagenowych budujacych organiczng macierz zgbiny na
szczegdlng uwage zastuguje sialofosfoproteina zebiny (dentin sialophosphoprotein, DSPP)
nalezaca do rodziny biatek SIBLING. DSPP uznane jest za najbardziej specyficzne biatko
zgbiny, gdyz jego synteza w zgbinie jest setki razy wyzsza, anizeli w innych tkankach
organizmu [28]. Biatko DSPP w wyniku posttranslacyjnej modyfikacji ulega
rozszczepieniu na biatka pochodne tj. sialoproteing zebiny (dentin sialoprotein, DSP) oraz
fosfoproteing zgbiny (dentin phosphoprotein, DPP) [28,29-31]. Chemiczne wlasciwosci
obu biatek wykazuja znaczace rdznice, podobnie jak iloSciowy stosunek DPP:DSP
wynoszacy odpowiednio 10:1, co moze wskazywaé¢ na odmienng role obu biatek w

procesie mineralizacji zgbiny [32].

Biatko DPP zwane réwniez fosfoforyng (phosphophoryn, PP) jest najbardziej
kwasnym, hydrofilnym biatkiem odkrytym dotad w ludzkim organizmie (punkt
izoelektryczny w okolicy 1,1) [30]. Ta niezwykta wlasciwo$¢ wynika z obecnosci duzej
ilosci reszt kwasu asparaginowego (Asp) oraz seryny (Ser), przy czym wigkszos$¢ reszt
seryny w wyniku modyfikacji postranslacyjnych zostaje wysoce ufosforylowana tworzac
fosfoseryng (Pse) [32-35]. W konsekwencji okoto 500 do 600 konicowych aminokwaséw
biatka DPP tworzy tandemowe sekwencje (Asp-Pse-Pse), oraz (Asp-Pse), [32].
Biologiczna funkcja biatka DPP nie zostala w pelni poznana, jednak fizyko-chemiczne
wlasciwosci sugeruja, ze powtarzalna 1 unikalna sekwencja aminokwaséw tworzy
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uporzadkowang strukture grup fosforanowych oraz karboksylowych posiadajacych
wysokie powinowactwo do jonéw Ca”" [36]. Zatem uwaza sie, ze biatko DPP bierze
czynny udziat w nukleacji i wzroscie krysztatow hydroksyapatytéw w trakcie mineralizacji
zgbiny [34,37,38]. W badaniach Huang i wsp. [39] przeprowadzonych na dwdch
ekstraktach pozyskanych z: (1) prezgbiny 1 wypustek odontoblastu oraz (2)
zmineralizowanej macierzy dojrzatej ze¢biny wyizolowanych z siekacza szczura,
stwierdzono obecno$¢ biatka DPP jedynie w drugim ekstrakcie (faza nieorganiczna
zgbiny) podczas gdy biatko DSP bylo obecne w prezgbinie/wypustkach odontoblasta.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze biatko DSP jest zwiazane z inicjacja procesu mineralizacji
zgbiny podczas gdy biatko DPP reguluje proces jej dojrzewania (wlasciwej mineralizacji)

[39,40].

Kolejnym istotnym, niekolagenowym biatkiem 2z rodziny SIBLING,
syntetyzowanym przez dojrzale odontoblasty i zaangazowanym w proces mineralizacji
z¢biny jest biatko macierzy zebinowej 1 (dentin matrix protein 1, DMP1). COOH-
koncowe biatka DMP1 podobnie jak biatko DPP jest catkowicie hydrofilnym, kwasnym
biatkiem zbudowanym gldwnie z kwasu asparaginowego, seryny oraz kwasu
glutaminowego, ulegajacych silnej fosforylacji, co sprzyja przylaczaniu jonéw wapnia i
tworzeniu mineratu hydroksyapatytu [41]. Badanie ekspresji genu DMPI prowadzonych
na zawigzkach zeboéw szczura przez Hao i wsp. [42] wykazalo roznice w poziomie
ekspresji tego genu, zalezne od stadium réznicowania odontoblastdw i etapu tworzenia
zgbiny. Ekspresja DMPI byla zainicjowana na etapie aktywnosci sekrecyjnej
odontoblastéw, przy czym najwyzszy poziom zaobserwowano Ww spolaryzowanych
komérkach zebinotwdrczych, w poczatkowej fazie syntezy zmineralizowanej macierzy

zgbiny, ktéry znaczaco malatl po zakonczonym procesie odontogenezy i osiggnigciu
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dojrzatosci komdrkowej przez odontoblasty. Powyzsze wyniki sugeruja ze biatko DMP1

bierze czynny udziat w nukleacji krysztaléw hydroksyapatytow [42,43].

KOMORKI MACIERZYSTE OBECNE W MIAZDZE ZEBA 1 BRODAWCE

WIERZCHOLKOWEJ.

Dotychczas komorki progenitorowe pochodzenia zgbowego wyizolowano z miazgi
z¢gbdw madrosci [2], zebéw mlecznych [44], tkanek przyzebia [45], brodawki
wierzchotkowej [46] oraz woreczka zgbowego [47]. Wyizolowane komorki prezentuja
szereg cech wspolnych definiujacych ich pierwotny charakter, do ktdrych naleza: zdolno$¢
do samoodnawiania (ang.  self-renewal), tworzenia kolonii z pojedynczej
fibroblastopodobnej komorki (ang. Colony Forming Unit — Fibroblast, CFU-F) oraz
mozliwo§¢ roznicowania w kierunku licznych linii komorkowych (tzw. charakter

multipotencjalny) [2,48,49].

Jednym z najbardziej dostepnych zrodet komoérek macierzystych jest miazga zgbow
madro$ci (DPSC) oraz brodawka wierzchotkowa (SCAP) zlokalizowana na szczycie
nieuformowanych korzeni trzecich zeboéw trzonowych, ktérych poczatek rozwoju
rozpoczyna si¢ okoto szdstego roku zycia, a wyrzynaja si¢ jako ostatnie zeby okoto
osiemnastego roku zycia. Pozne ksztattowanie si¢ zawigzkéw zebow 6smych w stosunku
do pozostatych zgbdw sugeruje, ze zardéwno pochodzace z nich komdrki SCAP jak i DPSC

znajduja si¢ w bardzo wczesnej fazie zréznicowania komorkowego [2,4].
ANALIZA PROWNAWCZA DPSC vs. SCAP.

W procesie odontogenezy wzajemne oddziatywanie HERS z sasiadujacymi
komdrkami mezenchymalnymi skutkuje réznicowaniem odontoblastéw odpowiedzialnych
za tworzenie pierwotnej zebiny korzeniowej. Anatomiczna lokalizacja  tych

niezréznicowanych komorek byta przedmiotem licznych badan [4,46], poniewaz budowa
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brodawki wierzchotkowej odcietej od szczytdéw nieuformowanych korzeni oceniana w
preparacie histologicznym wykazata zlozong struktur¢e. Brodawka wierzchotkowa
zlokalizowana jest obwodowo w stosunku do nabtonkowej diafragmy i lezy w
bezposrednim sasiedztwie miazgi kanatowej, od ktorej oddzielona jest jedynie tzw.
warstwa bogatokomdrkowa. Dla weryfikacji funkcji  brodawki wierzchotkowe;j
przeprowadzono doswiadczenie, w ktdrym chirurgicznie odcieto brodawke wierzchotkowa
od korzenia zg¢ba trzonowego we wczesnym etapie jego formowania z pozostawieniem
nienaruszonej miazgi kanatowej [4]. Spowodowato to catkowite zatrzymanie rozwoju
korzenia zgba i1 jednoznacznie potwierdzitlo wiodacy udzial mezenchymalnych komorek
progenitorowych brodawki wierzchotkowej w rozwoju korzenia, ze szczegdlnym
uwzglednieniem formowania zebiny korzeniowej. Czynny udzial komorek brodawki
wierzchotkowej w formowaniu zg¢biny korzeniowej dowodzit fakt, ze odontoblasty
rezydujace w miazdze kanatowej nie podjety samodzielnie funkcji dalszego tworzenia

korzenia zeba [4].

Podobnie jak brodawka wierzchotkowa, miazga zebow stanowi rezerwuar komorek
progenitorowych zdolnych do réznicowania w nowe ,,odontoblasty”, ktére zastepuja
odontoblasty pierwotnie wyrdznicowane w procesie odontogenezy. Mezenchymalny
charakter komorek progenitorowych pochodzacych ze struktur miazgi zeba i brodawki
wierzchotkowej zatrzymanych zebow madrosci z nieuformowanymi korzeniami, zostat
potwierdzony obecnoscia epitopdw STRO-1 oraz CD146 [2,4,25,48,50]. Liczne badania
dowiodtly, ze antygen STRO-1 obecny jest na powierzchni prekursoréw réznych typdw
komorek pnia, m.in. osteoblastow i dodatkowo wykazano w badaniach in vitro, ze jego
ekspresja maleje w miar¢ roznicowania komorek w dojrzate osteoblasty. Zatem antygen
ten uznawany jest za wczesny marker populacji komdrek preosteogenicznych [51,52].

Ponadto antygen STRO-1 zlokalizowano w $cianach duzych naczyn krwionosnych oraz
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naczyn obecnych w miazdze zeba [25], co sugeruje, ze STRO-1 jest wczesnym markerem
charakterystycznym dla komdrek pochodzenia mezenchymalnego i jednoczesnie moze
wskazywac¢ na pochodzenie komorek DPSC i1 SCAP z nisz okolonaczyniowych zaroéwno
miazgi zg¢ba, jak 1 brodawki wierzchotkowej [25,50]. W celu potwierdzenia
okotonaczyniowej lokalizacji komérek DPSC i1 SCAP dodatkowo wykorzystano epitop
CD146, ktérego immunolokalizacj¢ stwierdzono w mikrounaczynieniu miazgi zgba [25].
Interesujacym pozostaje fakt, ze STRO-1 jest zwigzany rdwniez z onerwiem (perineurium,)
miazgi zgba i obwodowymi peczkami nerwowymi, a epitop CD146 z powierzchnig
komorek Schwanna, tworzacych ostonke mielinowa aksondw. Zatem przypuszcza sie, ze

komérki DPSC i SCAP moga takze rezydowac w przestrzeniach okotonerwowych [25,50].

Komdrki DPSC obserwowane w mikroskopie $wietlnym swoja budowa
przypominaja znacznych rozmiaréw fibroblasty o zréznicowanych (heterogennych)
ksztattach, od wrzecionowatych do wielokatnych, a w hodowli komoérkowej in vitro przy
osiggnigtej niemal catkowitej konfluencji przyjmuja ksztatt szeScienny [53]. Komdrki
SCAP sg nieznacznie mniejsze i prezentuja zblizong morfologi¢ do DPSC. Posiadaja
ksztatt fibroblastow lub gwiazdzisty z licznymi wypustkami cytoplazmatycznymi [52]. W
obrazie mikroskopowym komoérki macierzyste izolowane z miazgi zg¢ba posiadaja
centralnie umiejscowione jadro, dobrze rozwinigte szorstkie retikulum endoplazmatyczne
oraz znaczng ilo$¢ pecherzykow sekrecyjnych, co dodatkowo odzwierciedla ich aktywno$¢é

sekrecyjna [2].

Jako pierwszy komodrki macierzyste z miazgi zebdw oOsmych zidentyfikowat i
opisal Gronthos i wsp. w 2000 roku [2]. Opierajac si¢ na metodach stosowanych do badan
nad najlepiej dotychczas poznanymi komoérkami progenitorowymi ze szpiku kostnego,
autor ten porownat wlasciwosci obu linii komorkowych. Oprécz réznic wynikajacych ze
zrédta pozyskiwanych komorek, a dotyczacych potencjalu proliferacji 1 zdolnos$ci
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tworzenia kolonii, autor wykazat podobienstwo w ekspresji specyficznych markeréw dla
tkanki kostnej, w tym: kolagenu typu I, fosfatazy alkalicznej (ALP), osteonektyny,
osteopontyny i osteokalcyny, co wskazuje na promineralizacyjny charakter komorek
BMSC 1 DPSC [2,54-56]. Wyro6zniajaca cecha komdrek DPSC jest zdolnos$¢ do regeneracji
kompleksu miazgowo — zebinowego, potwierdzona ekspresja jedynego specyficznego
markera  zebinowego: sialoproteiny zgbiny (DSP). Na podstawie licznych
przeprowadzonych badan, udowodniono, ze jedynie w okreslonych warunkach hodowli in
vitro 1 in vivo, uzyskanych poprzez dodanie do pozywki hodowlanej deksametazonu, [3-
glicerofosforanu oraz kwasu L-askorbinowego, komorki progenitorowe rezydujace w
miazdze zg¢ba zdolne s3 do roznicowania w kierunku odontoblastéw z jednoczesng

regeneracja kompleksu miazgowo-zebinowego [2,4].

W badaniach Gronthosa i wsp. [2] DSP-pozytywny kompleks miazgowo-zebinowy
otrzymano 7z vivo w do$wiadczeniu, polegajacym na wszczepieniu podskornie myszom
poddanym immunosupresji (ang. immunocompromised mice) komorek DPSC
umieszczonych na no$niku HA/TCP (hydroksyapaptyt/fosforan tréjwapniowy). Wybdr
no$nika oparto na wtasciwosciach osteokondukcyjnych wzgledem komdrek macierzystych
szpiku kostnego, tym samym na potencjalnie odontokondukcyjnym wplywie na komorki
macierzyste miazgi zeba [2,3]. Po o$miu tygodniach komdrki DPSC zréznicowaly si¢ w
odontoblasty 1 wytworzyly zebine, ktéra obserwowana w $wietle spolaryzowanym
zawierata wysoce uporzadkowang macierz kolagenowa, odktadajaca si¢ na powierzchni
no$nika HA/TCP, z obecnymi wildknami kolagenu typu I ulozonymi prostopadle do
powstatej warstwy odontoblastéw oraz tkanka taczng z widocznymi naczyniami
krwiono$nymi [2,3,48]. Obecne wypustki odontoblastéw przebiegaty wzdtuz powstalych
kanalikéw tkanki zebinowej [2]. Utworzona ze¢bina wykazywata, obok markeréw tkanki

kostnej takich jak sialoproteina kosci (BSP) oraz osteokalcyna (OC), ekspresje
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specyficznego markera dla tkanki zg¢binowej tj. sialofosfoproteing zebiny (DSPP) [40].
Nieco odmienne doswiadczenie przeprowadzit Batouli i wsp. [49], ktdry przeszczepit
myszom poddanym immunosupresji komérki DPSC naniesione na powierzchnie
wytrawionej ludzkiej zg¢biny. Komorki przeszczepionego ,.implantu” wytworzyly na
powierzchni nosnika DSP-pozytywna tkanke zebinopodobna, ktora jednak nie posiadata
struktury regularnej tkanki zgbinowej, a jej obraz histologiczny przypominat zgbing

reparacyjng [49].

Innym zrédtem mezenchymalnych komdrek macierzystych pochodzenia zebowego
jest brodawka wierzchotkowa. Komdrki SCAP analogicznie jak DPSC prezentuja
specyficzne epitopy charakterystyczne dla komorek mezenchymalnych (STRO-1(+),
CD146(+)) [50,53]. W badaniach poréwnujacych obie linie komorkowe zdolnos¢ komdrek
izolowanych z brodawki wierzchotkowej do tworzenia kolonii i ich potencjat
proliferacyjny okazaly si¢ znaczaco wyzsze w porownaniu z komdrkami DPSC, co
posrednio $wiadczy o ich wyjSciowo nizszym stopniu zroznicowania [50]. Hodowla
komorek SCAP in vitro prowadzona w pozywce zawierajacej sktadniki stymulujace
mineralizacj¢, potwierdzita obecno$¢ na powierzchni komoérek SCAP markeréw
specyficznych dla tkanki kostnej, w tym: fosfatazy alkalicznej (ALP), sialoproteiny kostne;j
(BSP), fosfoglikoproteiny macierzy zewnatrzkomérkowej (MEPE) oraz specyficznego
markera zebinowego — sialoproteiny z¢biny (DSP) [4]. Zdolno$¢ SCAP do réznicowania w
kierunku funkcjonalnych odontoblastdw zostala oceniona na modelu zwierzecym [4].
Komorki wyizolowane z brodawki wierzchotkowej zostaly przeszczepione na nos$niku
HA/TCP in vivo myszom poddanym immunosupresji i po o$miu tygodniach wytworzyty
DSP-pozytywna tkanke zgbinowa o obrazie histologicznym analogicznym jak w
przypadku doswiadczenia prowadzonego z udziatem komorek DPSC [4]. Pordwnawcze

badania zdolnosci formowania tkanki zebinowej przez komdrki DPSC i1 SCAP
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wyizolowane z tego samego zeba i przeszczepione jednoczasowo na nos$niku HA/TCP
immunosupresyjnej myszy wykazaly znaczaco wigkszy potencjat regeneracyjny komodrek

izolowanych z brodawki wierzchotkowej [50].

Oprocz potencjalu  odontogenicznego komdrki macierzyste DPSC 1 SCAP
posiadaja zdolno$¢ do réznicowania w kierunku neurocytow i adipocytow, co dodatkowo
wskazuje na ich multipotencjalny charakter [3,46]. Odpowiednio prowadzone warunki
hodowli spowodowaty réznicowanie SCAP i DPSC w komorki nerwowe, co potwierdzono
ekspresja markerow: GFAP (Glial Fibrillary Acid Protein) i nestyny, natomiast barwienie
czerwienig olejowa O wykazato, ze komdrki DPSC 1 SCAP sg zdolne do rédznicowania w

kierunku komoérek thuszczowych [4,48,57-62].
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4. UZASADNIENIE I CEL PODJETYCH BADAN.

Wspdtczesnie leczenie ubytkow twardych tkanek zeba dazy do odtworzenia
anatomicznego ksztattu zeba, przy jednoczesnym zachowaniu jego zywotnosci. Przed
wypehieniem ubytku odpowiednim materialem usuwa si¢ zdemineralizowane tkanki zeba.
Nie jest to metoda leczenia wykorzystujaca ide¢ sterowanej regeneracji tkanek, tym
samym odtworzenie pierwotnego ksztaltu zeba nie jest perfekcyjne. Obecnie w dziedzinie
stomatologii dostrzega si¢ koniecznos¢ biologicznej odbudowy utraconych tkanek zgba z
udzialem komorek progenitorowych w procesie sterowanej regeneracji tkanek. Uwaza sig,
ze taka metoda leczenia przyczyni si¢ do przedtuzenia zywotnosci zgba, a w konsekwencji
do wydhuzenia czasu jego przetrwania w jamie ustnej. W zwigzku z powyzszym celowa
wydaje si¢ ocena mozliwosci pozyskiwania i hodowli komoérek macierzystych, ktore po
odpowiedniej stymulacji bylyby zdolne do odtworzenia poszczegdlnych utraconych tkanek
zg¢ba. Biorac pod uwage duze potrzeby populacji w zakresie leczenia ubytkéw tkanek zgba
pochodzenia préchnicowego i nieprodchnicowego, istotne staje si¢ rowniez pytanie, ktdre
zrédto pozyskiwania komorek macierzystych bedzie lepsze 1 dlaczego.

Celem niniejszej pracy byla ocena poréwnawcza hodowli in vitro komdrek
macierzystych izolowanych z miazgi (DPSC) i brodawki wierzchotkowej (SCAP)
catkowicie zatrzymanych zgbdéw madrosci z nieuformowanymi korzeniami, ze
szczegdlnym uwzglednieniem ich potencjalu réznicowania w kierunku funkcjonalnych

odontoblastow.
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5. MATERIAL 1 METODY

5.1. Material badan.

Materiat do badan stanowily miazga zgba oraz brodawka wierzchotkowa
pozyskiwane z catkowicie zatrzymanych trzecich zgbdw trzonowych pochodzacych od
tego samego pacjenta, a usuwanych ze wskazan ogélnomedycznych w Poradni Chirurgii

Stomatologicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Badaniami zostali objgci pacjenci obojga plci, w przedziale wiekowym 16 — 20 lat
(Srednia wieku 18,3 lat), ktorzy wyrazili pisemng zgode na wykorzystanie materiatu do
planowanych badan. Material pobrano od 14 pacjentow (6 kobiet i 8 mezczyzn)

zakwalifikowanych na podstawie dostarczonego badania radiologicznego.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgod¢ Niezaleznej Komisji Bioetycznej do
Spraw  Badan  Naukowych  przy  Gdanskim  Uniwersytecie = Medycznym

(NKEBN/173/2011).

5.2. Izolacja miazgi z¢ba oraz brodawki wierzcholkowej.

Po zabiegu odontektomii, z pobranego zeba odcinano brodawke wierzchotkowa
(Ryc.1), a nastepnie z powierzchni korzenia zdrapywano pozostatosci widkien ozebnej.
Zab 2-krotnie przemywano roztworem 70% alkoholu etylowego oraz ptukano 5-krotnie w
PBS. Po przecigciu zeba na granicy szkliwno-zgbinowej (Ryc.2), wyluszczano miazge
komorowa. Zaréwno miazgg¢ jak i brodawke wierzchotkowa przenoszono do standardowej

pozywki aMEM.

29



AR

Rycina 1. Obrazy chirurgicznie usunigtych, catkowicie zatrzymanych zebéw madrosci po
przeprowadzonym zabiegu izolacji brodawki wierzchotkowej. Widoczne korzenie o
niezakonczonym rozwoju, z ktérych odcigto brodawke wierzchotkowa.

Rycina 2. Obraz catkowicie zatrzymanego zgba trzonowego, przecigtego na wysokosci
szyjki zeba, po zabiegu izolacji miazgi.
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5.3. Izolacja komorek DPSC i SCAP.

Celem uzyskania lepszej dostepnosci enzymdw trawiennych, miazge zgba oraz
brodawke wierzchotkowa rozdrobniono przy uzyciu skalpela, a nastepnie poddawano
trawieniu roztworem dyspazy w stezeniu 4mg/ml i kolagenazy typu I w stezeniu 3mg/ml,
rozpuszczonych w standardowej pozywce hodowlanej aMEM. Trawienie trwato 45 min. w
temperaturze 37°C. Kolejno dodawano pozywke aMEM z 15% zawartoscig surowicy
bydlecej (FBS) i cato§¢ wirowano 10 min.x1200 rpm. Supernatant odsysano, a osadzone
komorki przesaczano przez filtr o $rednicy porow 70pum (Milipore) celem eliminacji
niestrawionej tkanki oraz uzyskania hodowli I-warstwowej. Przesacz komodrkowy

zawieszano w pozywce hodowlane;.

5.4. Hodowle komorkowe.

Komoérki DPSC 1 SCAP hodowano w pozywce aMEM uzupelnionej surowicg
bydleca (15%) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), L-glutaming 2% (Invitrogen) oraz
100 U/ml penicyliny i 100 mg/ml streptomycyny (Invitrogen). Pozywka grupy
doswiadczalnej zostala wzbogacona sktadnikami stymulujgcymi mineralizaccj¢. 10nM
deksametazon dodawano celem stymulowania proliferacji, 10mM B-glicerofosforan celem
stymulowania mineralizacji, natomiast 50ug/ml kwas L-askorbinowy mial na celu

stymulacj¢ tworzenia macierzy zewnatrzkomorkowe;.

Pozywke zmieniano co 3 dni, po uprzednim ptukaniu komoérek roztworem soli
fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS). Komoérki inkubowano w temperaturze
37°C, atmosferze 5% CO,. Po osiggnieciu przez komoérki 80% konfluencji, hodowle
rozsiewano do kolejnych butelek. Przeprowadzenie do$wiadczenia zaplanowano na 6

tygodni stymulacji srodowiska hodowlanego. Ostatecznie porownano wszystkie parametry
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grupy kontrolnej i doswiadczalnej po 6 tygodniach stymulacji i porownywano pomiedzy

soba oraz w stosunku do grupy wyjsciowej (pasaz 5).
5.5. Sortowanie komodrek na obecnos$¢ receptorow STRO-1; CD146; CD34; CD45.

Mezenchymalny fenotyp komodrek obu linii komdérkowych DPSC i SCAP zostat
okreslony metoda MACS (Magnetic Activated Cell Sorting) z uzyciem magnetycznego
separatora (MagCellect Magnet, R&D Systems Inc., USA). Pozytywne sortowanie
komérek przeprowadzano z uzyciem przeciwcial przeciwko ludzkiemu receptorowi
btonowemu STRO-1 oraz CD146, natomiast komdrki hematopoetyczne i leukocyty
eliminowano sortingiem negatywnym z uzyciem przeciwciat przeciwko receptorom CD34

1 CD45.

Procedur¢ sortowania przeprowadzano po odsaczeniu pozywki i dwukrotnym
ptukaniu hodowli w PBS. Hodowle komdrkowa zrywano z podiloza z uzyciem 0,25%
trypsyny (Invitrogen). Kolejno komorki wirowano przez 3 min.x1200 rpm, a nastepnie
zawieszano w ilosci 1x10° w 1 ml buforu reakcyjnego (PBS + 0,5% BSA + 2mM EDTA).
Zawiesing komorek poddano procedurze sortowania na obecnos$¢ receptorow STRO-1,
CD146 (sortowanie pozytywne), a nastepnie jednoczasowej procedurze sortowania na

obecnos$¢ CD34, CD45 (sortowanie negatywne).

5.5.1. Selekcja pozytywna komorek z uzyciem przeciwcial przeciwko STRO-1 i

CD14e.

Do zawiesiny komorek w buforze reakcyjnym dodano przeciwciata anty STRO-1
lub anty CD146 w stezeniu 1pg/1x10° komérek i inkubowano 15 min. w temperaturze 2-
8°C. Nastepnie zawiesing komérek uzupeliono o 100 pl ferrofluidu sprzezonego z
przeciwcialem przeciwko mysiemu IgG (MagCellect Goat Anti-Mouse IgG Ferrofluid

(GAM-FF), R&D Systems Inc., USA) i ponownie inkubowano 15 min. w temperaturze
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2-8°C. W koncowym okresie inkubacji komérki przenoszono do 50 ml tuby i ptukano w 15
ml buforu reakcyjnego, a nastepnie wirowano 8 min.x300 g. Supernatant zbierano,
rozcienczano w 2 ml buforu reakcyjnego i umieszczono w magnetycznym separatorze
(MagCellect Magnet, R&D Systems Inc., USA). Czas inkubacji wynosit 6 min. w
temperaturze pokojowej. Po inkubacji supernatant usuwano, a komorki zwigzane z
ferrofluidem o fenotypie STRO-1(+) lub CDI146(+) ptukano 2-krotnie w buforze
reakcyjnym, a nastepnie wysiewano do pozywki. Procedur¢ powtorzono pierwotnie dla
komérek STRO-1 pozytywnych, a nastgpnie CD146 pozytywnych, tak ze ostateczna

populacja posiadata fenotyp STRO-1(+), CD146(+).
5.5.2. Selekcja negatywna komorek z uzyciem przeciwcial przeciwko CD34 i CD45.

Do zawiesiny komoérek w buforze reakcyjnym dodano przeciwciata przeciwko
ludzkiemu receptorowi blonowemu CD34 i CD45 w stezeniu 1pg/1x10° komoérek i
inkubowano 15 min. w temperaturze 2-8'C. Nastepnie zawiesing uzupetniono o 125 ul
ferrofluidu sprz¢zonego z przeciwciatem przeciwko mysiemu IgG i ponownie inkubowano
15 min. w temperaturze 2-8'C. Pod koniec inkubacji zawiesing uzupeliono buforem
reakcyjnym do objetosci 2 ml, umieszczono w magnetycznym separatorze i inkubowano
przez 6 minut w temperaturze pokojowej. Komorki zwigzane z ferrofluidem (CD34 i
CD45 pozytywne) przylegly do $ciany tuby, natomiast pozyskiwany supernatant zawierat

komorki nieposiadajace epitopdw CD34 i CD45.

Zawarte w supernatancie komdrki DPSC 1 SCAP o koncowym fenotypie

STRO-1(+), CD146(+), CD34(-), CD45(-) stanowity materiat do dalszych badan.
5.6. IloSciowa ocena potencjalu proliferacji.

Ilosciowa ocena potencjatu proliferacji, Swiadczaca o stopniu dojrzatosci komdrek

zostala zbadana pomiarem szybkosci reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze
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mitochondrialng polegajacej na rozktadzie soli tetrazolowej do formazanu (WST-1). Do
doswiadczenia uzyto zestawu Quick Cell Proliferation Assay Kit (BioVision, Mountain

View, CA, USA).

Do studzienek na 96 studzienkowej ptytce do hodowli komdrkowej w 90 pl
pozywki zawieszono komorki w liczbie 5x10%, 1x10°, 2x10°, 5x10°, 7,5x10°, 1x10"
Komérki inkubowano 24 godziny w temperaturze 37°C, atmosferze 5% CO,. Po okresie
inkubacji do pozywki dodano 10 pl preparatu WST-1 (calkowita objgtos¢ 100 pl) i
ponownie inkubowano przez 4 godziny w standardowych warunkach. Pozywka (90 pl) z
preparatem WST-1 (10 pl) bez obecnosci komorek traktowano jako $lepa probe. Nastepnie
w spektrofotometrze (Victor3, Perkin Elmer) zmierzono poziom absorpcji $wiatta przy

dhugosci fali 450 nm.

Obliczen dokonano w arkuszu kalkulacyjnym MS Excel®, a wyniki
normalizowano do krzywej standardowej. Doswiadczenie wykonano 3-krotnie w trzech

powtdrzeniach.
5.7. Badanie zdolnosci tworzenia kolonii (CFU-F, colony forming unit — fibroblast).

Charakterystyczna cecha komdrek pochodzenia mezenchymalnego jest zdolnos¢
formowania kolonii z pojedynczej fibroblastopodobnej komoérki (CFU-F), ktora oceniono

barwieniem Giems).

Do butelki hodowlanej o objetosci 25 ml wysiano 1x10° komérek zawieszonych w
5 ml pozywki. Po 2 godzinach inkubacji w warunkach standardowych (temp. 37°C, 5%
CO;) hodowlg 2-krotnie plukano w PBS z silnym wstrzasaniem, w celu uzyskania na
podtozu jedynie dobrze przyleglych komorek. Nastgpnie w grupie doswiadczalnej
dodawano 5 ml pozywki aMEM wzbogaconej w sktadniki stymulujagce mineralizacjg

(10nM deksametazon, 10mM [-glicerofosforan, 50pg/ml kwasu L-askorbinowy) i
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hodowano w standardowych warunkach przez 14 dni bez zmiany pozywki. Grupe
kontrolng poddano tej samej procedurze, a nastgpnie hodowano w pozywce standardowe;j

oaMEM.

Po uplywie 14 dni hodowli, pozywke odsaczano, komorki ptukano 2-krotnie w
PBS i utrwalano w 70% alkoholu etylowym na lodzie przez 20 minut. Etanol odsaczano,
dodawano 5 ml roztworu Giemsy (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) i inkubowano
przez kolejne 20 minut. Po okresie inkubacji hodowle 2-krotnie ptukano w wodzie
destylowanej i pozostawiono do wyschnigcia. Obraz komdrek tworzacych ,,wiry” bedace
efektem powstania populacji pochodzacej z pojedynczej komodrki macierzystej oceniono w

mikroskopie §wietlnym (powigkszenie 10x) oraz makroskopowo.
5.8. Badanie odkladania zlogow mineralnych metoda von Kossa.

Komorki w liczbie 1x10* wysiewano na 35 mm plytke do hodowli komérkowych i
inkubowano w warunkach standardowych (temp. 37°C, 5% CO,) w 5 ml pozywki «MEM z
dodatkiem sktadnikow stymulujacych mineralizacj¢. Komorki hodowane w pozywce
standardowej aMEM stanowily grupe kontrolng. Hodowle prowadzono przez 21 dni
zmieniajac pozywke co 3 dni. Po 3 tygodniach hodowli odsgczano pozywke, komdrki 2-
krotnie ptukano w wodzie destylowanej i inkubowano z 5% azotanem srebra przez 30
minut w odleglosci 25 cm od lampy UV. Po okresie inkubacji, odsaczano azotan srebra, a
komorki 3-krotnie ptukano w wodzie destylowanej. W celu usunigcia wolnych jonow
srebra komorki inkubowano przez 3 minuty z roztworem tiosiarczanu sodu, a nastepnie
ponownie plukano w wodzie destylowanej. Tto podbarwiano roztworem czerwieni
wapniowej. Po ostatecznym plukaniu i wysuszeniu preparat oceniano w mikroskopie

swietlnym pod 10-krotnym powigkszeniem.
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Ztogi soli mineralnych wybarwione azotanem srebra (AgNOs;) w obrazie

mikroskopowym uwidoczniono jako drobne, ciemno-zabarwione punkty.
5.9. Badanie aktywnosci fosfatazy alkalicznej (ALP).

Fosfataza alkaliczna uznawana jest za wczesny marker roznicowania
komorkowego, ktory bierze udziat w procesie mineralizacji. W doswiadczeniu uzyto
zestawu QuantiChrom™ Alkaline Phosphatase Assay Kit (BioAssay Systems, Hayward,
CA, USA), ktory wykorzystuje reakcje hydrolizy fosforanu p-nitrofenylowego,
katalizowang przez ALP, do p-nitrofenolu (zotte zabarwienie, maksymalna absorbcja

$wiatla przy dlugosci fali 405 nm) oraz fosforanu.

W celu zbadania aktywnosci fosfatazy alkalicznej 1x10* komérek ptukano w PBS i
poddano lizie w 0,5 ml 0,2% roztworu Triton® X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), kolejno wirowano 10 minut z predkoscia 10000xg i zbierano supernatant. W
pojedynczych studzienkach na 96 studzienkowej ptytce umieszczono 50 pl ekstraktu, do
ktorego dodawano 150 pl odczynnika QuantiChrom™ Alkaline Phosphatase. Aktywnos¢
enzymu oceniano kolorymetrycznie w spektrofotometrze (Victor3, Perkin Elmer) przy
dhugosci fali 405 nm. Odczytu dokonywano 2-krotnie, natychmiast po dodaniu odczynnika
do probki oraz po 4 minutach inkubacji. Obliczen dokonano w arkuszu kalkulacyjnym MS

Excel®, przy uzyciu wzoru:

(ODprobki tymin - ODprobki tomin) % calkowita objetos$é probki

(ODkaLBraTORA — ODwopy pEST,) % 0bjetos¢ ekstraktu x t
OD - gestos¢ optyczna
Aktywnos¢ ALP zostala wyrazona w jednostce IU/L=pmol/(Lxmin). Doswiadczenie

przeprowadzono 3-krotnie w trzech powtorzeniach.
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5.10. Badanie poziomu wapnia wewnatrzkomorkowego.

Poziom wapnia wewnatrzkomdrkowego swiadczacy o aktywnosci mineralizacyjnej
komorek oceniono z uzyciem zestawu QuantiChrom™ Calcium Assay Kit (BioAssay
Systems, Hayward, CA, USA). Do doswiadczenia uzyto fenylosulfoneftaleiny, tworzacej
zabarwiony na niebiesko stabilny kompleks z wolnym wapniem. Intensywnos$¢ koloru
badanych probek mierzona absorpcja $wiatta przy dlugosci fali 612 nm w

spektrofotometrze jest wprost proporcjonalna do koncentracji wapnia w prébce.

Dla oceny poziomu wapnia wewnatrzkomorkowego, 1% 10* komérek ptukano w
PBS i poddano lizie w 0,5 ml 0,2% roztworu Triton® X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), wirowano 10 minut, 10000xg, a supernatant zbierano do dalszej analizy. W
pojedynczych studzienkach na 96 studzienkowej plytce do hodowli komdrkowych
umieszczono 5 pl ekstraktu i dodano 200 pl odczynnika QuantiChrom™ Calcium.
Dodatkowo zgodnie z protokolem zalecanym przez producenta wykonano krzywa
standardowa z zalaczonych do zestawu odczynnikéw. Po 3 minutach inkubacji odczytano
poziom absorpcji $wiatla (dlugo$¢ fali 612 nm). Obliczen dokonano w arkuszu

kalkulacyjnym MS Excel®, przy uzyciu wzoru:

OD progki — OD wobpy

LINIA TRENDU
ODy,r6pki - g¢stos$¢ optyczna badanej probki.
ODyyqy - gestos¢ optyczna wody destylowanej (mierzona w krzywej standardowej).
LINIA TRENDU - obliczona wartos¢ linii trendu krzywej standardowe;.

Poziom wapnia wewnatrzkomorkowego zostal wyrazony w jednostce pg/ml.

Doswiadczenie przeprowadzono 3-krotnie w trzech powtorzeniach.
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5.11. Izolacja RNA.

Catkowite RNA izolowano z komérek DPSC 1 SCAP przy uzyciu preparatu RNA
STAT-60 Kit (Tel-Test Inc., Friedenswood, TX, USA) zgodnie z protokotem zalecanym
przez producenta. Do 75 ml butelek do hodowli komérkowych, po odsaczeniu pozywki i
przeptukaniu w PBS dodano 1 ml RNA STAT-60 i pozostawiono przez 5 minut w
temperaturze pokojowej. Nastepnie uzupetniono o 0,2 ml chloroformu, wstrzgsano przez
15 sek. i pozostawiono w temperaturze pokojowej na 2-3 minuty. Homogenat wirowano
przez 5 minut w 12000xg w 4°C, a uzyskang wodng frakcje (gérng) zawierajaca RNA
przeniesiono do nowej probowki, do ktérej dodano 0,5 ml izopropanolu. Prébki
pozostawiono na 10 minut w temperaturze pokojowej i wirowano w 12000xg przez 5
minut w 4 C. Supernatant usuwano, a do RNA widocznego w postaci biatego osadu na
dnie probéwki dodawano Iml 75% etanolu i energicznie mieszano w celu oczyszczenia
materiahu. Prébki wirowano z predkoscia 7500xg w 4 C przez 10 minut, supernatant
odsaczono, a osadzone na dnie probowki RNA suszono w temperaturze pokojowej, a
nastgpnie rozpuszczano w 20 pl jalowej wody destylowanej wolnej od RNaz. Tak

przygotowane probki RNA przechowywano w temp -80 C do dalszych do$wiadczen.

5.12. Reakcja odwrotnej transkrypcji PCR (RT-PCR, reverse trancriptase PCR).

Przy uzyciu matrycowego RNA, przeprowadzono reakcje  syntezy
komplementarnego DNA (ang. complementary DNA, cDNA) przy uzyciu zestawu
Omniscript RT (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA). Reakcj¢ przeprowadzono z uzyciem
mieszaniny reakcyjnej, ktérej sktad przedstawiono w Tabeli nr 1. Nastepnie probowki
umieszczano w termocyklerze Eppendorf, a reakcje przeprowadzono wedlug schematu
przedstawionego w Tabeli nr 2. Stezenie uzyskanego cDNA okreslano na podstawie

odczytu absorbancji przy dhugosci fali 260 i 280 nm z uzyciem spektrofotometru
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(ThermoScientific, USA). Otrzymane c¢DNA przechowywano w +4 C do dalszych

doswiadczen.

Tabela 1. Sktad mieszaniny reakcyjnej uzywanej do przeprowadzenia reakcji odwrotne;
transkrypcji PCR.

SKELADNIKI ILOSC
Bufor x 10 2 ul
dNTP 2 ul
Odwrotna Transkryptaza 1 pl
Inhibitor RN-az 0,25 ul
Starter Oligo (dT) Il
Woda 12,75 ul
mRNA 1ul
SUMA 20 pl

Tabela 2. Profil czasowo-temperaturowy reakcji odwrotnej transkrypcji PCR.

TEMPERATURA CZAS
Przyltaczanie startera i wydtuzanie cDNA 40°C 60 minut
Denaturacja hybrydu RNA - cDNA 95°C 5 minut

5.13. Ocena ekspresji gendow OC, DMP1, DSPP metoda PCR w czasie rzeczywistym

(real-time PCR).

Ilo$ciowy poziom ekspresji gendw badano z uzyciem zestawu QuantiTect SYBR
Green PCR (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA). Barwnik SYBR Green interkaluje w
strukture dwuniciowego DNA 1 emituje swiatto o dtugosci fali 530 nm. Poziom ekspresji

badanych genow normalizowano w odniesieniu do poziomu cDNA genu referencyjnego
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(B-aktyna), co pozwalilo okresli¢ wyjsciowe stezenie amplifikowanego cDNA z badanych
préb na podstawie krzywych standardowych. Doswiadczenie przeprowadzono w szklanych
kapilarach o objetosci koncowej 20 pl. Startery uzyte do przeprowadzenia reakcji
przedstawiono w Tabeli nr 3, sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w Tabeli nr 4, a

reakcje przeprowadzono wedtug protokotu przedstawionego w Tabeli nr 5.

Tabela 3. Startery uzyte do przeprowadzenia reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

GEN STARTER SENSOWNY STARTER ANTYSENSOWNY

ocC 5" GCGCAGCCACCGAGACACCA 3° 5 GCTCCAGGGGATCCGGGTAG ¥’

DMPI | 5 CCTGAGGAGCGTATAGAAGGACCCA 3’ | 5 CCCTCCCTCGTTCTCCAACGC 3’

DSPP 5‘GAAGATGCTGGCCTGGATAA 3° 5¢TCTTCTTTCCCATGGTCCTG 3’

Tabela 4. Sklad mieszaniny reakcyjnej uzytej do reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

SKEADNIKI ILOSC
SYBR Green 10 pl
STARTER SENSOWNY 2 ul
A STARTER 2 ul

NTYSENSOWNY

cDNA 1 ul
WODA 5ul
SUMA 20 pl
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Tabela 5. Profil temperaturowo - czasowy reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

PREINKUBACJA 1 cykl 15 sekund 95°C
45-55 cykli - ilo$¢ cykli zalezna od osiagniecia ,, plateau™

przez amplifikowane produkty w danym nastawieniu

AMPLIFIKACJA Denaturacja 15 sekund 94 C

Przytaczanie starterow 30 sekund 58°C

Wydtuzanie 40 sekund 72°C

Denaturacja - 95°C

KRZYWA e °

TOPNIENIA Aniling 15 sekund 65 C

Powolna denaturacja - 95°C

CHLODZENIE 1 cykl ) 4C

Na podstawie analizy krzywej topnienia identyfikowano produkty, a reakcj¢
uznawano za prawidtows, jezeli temperatura topnienia produktu odpowiadata temperaturze
topnienia jego wzorca. Poziom ekspresji gendéw badanych normalizowano wzgledem
poziomu ekspresji genu referencyjnego (B-aktyna) i obliczano na podstawie stosunku ilosci

cDNA odczytanych z krzywych wzorcowych do ilosci cDNA B-aktyny.

5.14. Analiza statystyczna.

Dla oceny istotno$ci réznic pomig¢dzy S$rednimi wynikami w doswiadczeniach,

wykorzystano test t-Student’a. Istotno$¢ statystyczng przyjeto na poziomie p<0,05.
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6. WYNIKI.
6.1: Ocena mezenchymalnego fenotypu linii komorek SCAP i DPSC.

Mezenchymalny fenotyp komdrek obu linii SCAP i DPSC zostal okreslony metoda
MACS (Magnetic Activated Cell Sorting) z uzyciem przeciwcial przeciwko ludzkiemu
receptorowi blonowemu STRO-1 oraz CD146 (sortowanie pozytywne), natomiast komarki
hematopoetyczne i1 leukocyty wyeliminowano sortowaniem negatywnym z uzyciem

przeciwcial przeciwko receptorom CD34 i CD45.

Obecnos¢ epitopu STRO-1 stwierdzono na powierzchni komdrek obu badanych
linii (Ryc.3). Komorki STRO-1(+) w populacji SCAP stanowity 18,2% (+1,3%), natomiast
w populacji DPSC odsetek ten wynidst 10,3% (£3,1%). Nastepnie komorki STRO-1(+)
poddano selekcji na obecnos¢ receptora CD146 (Ryc.4). Zaobserwowano wieksza liczbe
komorek CD146(+) w populacji komorek DPSC: 83,2% (+£6,4%), podczas gdy w populacji
SCAP byto ich mniej: 70,5% (+5,9%).

Komérki o fenotypie STRO-1(+), CD146(+) kolejno poddano jednoczasowej
selekcji negatywnej na obecnos¢ epitopéw CD34 1 CD45 (Ryc.5). Przeprowadzona analiza
wykazata, ze 93,3% (+2,8%) komoérek SCAP nie posiadato receptora CD34 i CDA45,
podczas gdy w populacji DPSC receptorow tych nie posiadato 84,8% (+2,8%) komorek.

20,0%
18,2%
=

18,0%

16,0%

o LINIA

it o KOMORKOWA | STRO-1()
' = DpsC 10,3%
8,0% el DPSC (£3,1%)
6,0% 18,2%
i SCAP (+1,3%)

STRO-1 (+)

Rycina 3. Odsetek komérek DPSC i SCAP, prezentujacych na powierzchni obecnos¢
receptora blonowego STRO-1. Przedstawione wyniki sg srednimi z czterech niezaleznych
doswiadczen + SD. *P<0,05.
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Rycina 4. Odsetek komérek DPSC STRO-1(+) i SCAP STRO-1(+), prezentujacych epitop
CD146. Przedstawione wyniki sa srednimi z czterech niezaleznych doswiadczen + SD.
*P<0,05.
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1

100,0% I 93,3%
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B DPSC 84,8%
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0,0%

CD34 (-) CD45 (-)

Rycina 5. Odsetek komérek DPSC STRO-1(+) CD146(+) i SCAP STRO1(+) CD146(+),
bez epitopu CD34 i CD45. Przedstawione wyniki sg $rednimi z czterech niezaleznych
doswiadczen + SD. *P<0,05.

6.2. Ocena potencjalu proliferacji komorek macierzystych SCAP i DPSC.

Dla oceny, w jakim stopniu pozywka modyfikowana sktadnikami stymulujacymi
mineralizacj¢ (deksametazon, [-glicerofosforan, kwas L-askorbinowy) wplywa na
potencjat proliferacyjny komdrek, zastosowano metod¢ ilosciowej oceny proliferacji,
wykorzystujacag pomiar szybkosci reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze
mitochondrialng, polegajaca na rozktadzie soli tetrazolowej do formazanu (WST-1).

Komérki izolowane z brodawki wierzchotkowej we wszystkich grupach

badawczych (pasaz 5 oraz po 6 tygodniach obserwacji) dzielity si¢ szybciej w pordéwnaniu
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z komdrkami pochodzacymi z miazgi zgba (Ryc.6, 7). Szczegdlny wpltyw na wynik
doswiadczenia miata promineralizacyjna stymulacja $§rodowiska hodowlanego. Komorki
grupy doswiadczalnej DPSC proliferowaly znacznie wolniej w stosunku do DPSC z grupy
kontrolnej, natomiast komodrki w grupie doswiadczalnej SCAP nie wykazywaty réznic w
szybkosci proliferacji w poréwnaniu z grupa kontrolng SCAP. Zaréwno komodrki DPSC
jak 1 SCAP wykazywatly wigkszy potencjal proliferacyjny na poczatku doswiadczenia
(pasaz 5) w stosunku do komorek po czasie obserwacji (6 tygodni). We wszystkich
grupach badawczych komodrki z brodawki wierzchotkowej dzielily si¢ szybciej niz

komorki pochodzace z miazgi zg¢ba.

12000 I I

10000

—_—

8000

B GRUPA WYJSCIOWA
GRUPA KONTROLNA
¥ GRUPA DOSWIADCZALNA

6000 -

4000

2000

POTENCJAL PROLIFERACJI/ 1x10% komorek

Rycina 6. Ocena potencjatu proliferacji komorek SCAP. Grupa wyjsciowa badanych
komorek wykazala najwicksza zdolnos$¢ proliferacyjna. Po 6 tygodniach stymulacji w
grupie doswiadczalnej komérek SCAP potencjal proliferacji byt nieznacznie mniejszy w
stosunku do grupy wyjsciowej (pasaz 5) i zblizony do grupy kontrolnej. Przedstawione
wyniki sg Srednimi z trzech niezaleznych doswiadczen + SD. *P<0,05.
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Rycina 7. Ocena potencjatu proliferacji komérek DPSC. Grupa wyjsciowa (pasaz 5)
badanych komorek wykazala najwigksza zdolno$¢ proliferacyjng. W  grupie
doswiadczalnej komodrek (po 6 tygodniach stymulacji) potencjat proliferacji byt
statystycznie istotnie nizszy w stosunku do grupy kontrolnej. Przedstawione wyniki sa
$rednimi z trzech niezaleznych do§wiadczen + SD. *P<0,05.

6.3. Ocena zdolnosci formowania kolonii (CFU-F) komorek macierzystych SCAP i
DPSC.

Charakterystyczna cecha komorek pochodzenia mezenchymalnego jest zdolnosé
formowania kolonii pochodzacych z pojedynczej fibroblastopodobnej komdrki (CFU-F),
co posrednio moze $wiadczy¢ o stopniu ich dojrzatosci i zréznicowaniu. Wyniki uzyskane
w barwieniu Giemsy (Ryc.8,9) wykazaty, ze komorki DPSC i SCAP sa zdolne do
tworzenia kolonii, co uwidocznilo si¢ jako obraz tworzacych si¢ ,,wirow”, bedacych
efektem powstania populacji pochodzacej z pojedynczej komodrki progenitorowej. Na

poczatku doswiadczenia (pasaz 5) w populacji komoérek SCAP stwierdzono wigksza ilos¢
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komorek progenitorowych. Objawialo si¢ to powstaniem liczniejszych i wigkszych kolonii
w poréwnaniu z komdrkami DPSC we wszystkich badanych grupach. Na koncu
obserwacji (po 6 tygodniach) w grupie doswiadczalnej ilo$¢ 1 wielko$¢ tworzacych sie
kolonii komoérek SCAP nieznacznie zmalata (Ryc.8 E,F), w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (Ryc.8 C,D). Wigksza dysproporcje w tworzeniu kolonii miedzy grupa
doswiadczalng i kontrolng zaobserwowano na tym samym etapie doswiadczenia w grupie
komorek DPSC (Ryc.9 C,D,E,F). W obrazie makroskopowym hodowli komoérek SCAP,
zaobserwowano 85-90% konfluencj¢ (Ryc.8 B,D,F), podczas gdy hodowla komérek DPSC

osiggneta konfluencje¢ okoto 60 % (Ryc.9 B,D,F).

Tabela 6. Sumaryczne zestawienie wynikéw oceny zdolnosci tworzenia kolonii (CFU)
przez komorki SCAP oraz DPSC.

GRUPA GRUPA GRUPA
WYJSCIOWA' KONTROLNA? DOSWIADCZALNA®
SCAP ++++ +++ ++
DPSC +++ ++ +

! grupa wyjéciowa, pasaz 5.
? grupa kontrolna, po 6 tygodniach hodowli w standardowej pozywce.
3 grupa doswiadczalna, po 6 tygodniach stymulacji promineralizacyijne;.
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Rycina 8. Obraz mikroskopowy (A,C,E) (powickszenie 10x) oraz makroskopowy (B,D,F)
komoérek SCAP wybarwionych metoda Giemsy. A,B: grupa wyjsciowa; C,D: grupa
kontrolna; E,F: grupa doswiadczalna. Wyjsciowa grupa komorek SCAP wykazywata
najwiekszy potencjal tworzenia kolonii (A,B), osiagajac konfluencje 90%. Komorki grupy
doswiadczalnej dzielity si¢ nieznacznie wolniej, osiggajac konfluencje 80% (E,F) oraz
tworzac mniejsze i mniej liczne kolonie w pordwnaniu z grupg kontrolng (C,D).
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Rycina 9. Obrazy mikroskopowy (A,C,E) (powigkszenie 10x) i makroskopowy (B,D,F)
komorek DPSC, wybarwionych metoda Giemsy. A,B: grupa wyjsciowa; C,D: grupa
kontrolna; E,F: grupa doswiadczalna. Wyjsciowa grupa komorek DPSC wykazywata
najwiekszy potencjat tworzenia kolonii (A,B). Komorki grupy dos§wiadczalnej dzielily si¢
wolniej, a utworzonych kolonii byto mniej (E,F) w poréwnaniu z grupg kontrolng (C,D).
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6.4. Ocena odkladania zlogow mineralnych przez komorki SCAP i DPSC — barwienie
metoda von Kossa.

Cechg okreslajaca pierwotny charakter komorki progenitorowej jest zdolnos¢ do
réznicowania w liczne linie rozwojowe (charakter multipotencjalny). W celu oceny stopnia
réznicowania komorek izolowanych z brodawki wierzchotkowej 1 miazgi zeba w kierunku
odontoblastéw oceniono zdolnos¢ odkladania zlogdw mineralnych przez obie linie
komorkowe. Ztogi soli mineralnych (weglany i1 fosforany wapnia) powstajace w procesie
mineralizacji zostaly wybarwione azotanem srebra (AgNQO;), ktéry wypiera jony
wapniowe ze zwiazkdw nieorganicznych i zastepuje je jonami srebra, co uwidacznia si¢ w
obrazie mikroskopowym i makroskopowym w postaci drobnych, ciemno zabarwionych
punktéw. Po 21 dniach prowadzonego doswiadczenia komdrki DPSC i SCAP uzyskaly
catkowita konfluencje. W grupie doswiadczalnej komérek SCAP barwienie azotanem
srebra wykazato obecno$¢ utrwalonych soli mineralnych w postaci ciemno zabarwionych
punktow, widocznych zaréwno w obrazie makroskopowym jak i1 mikroskopowym
(Ryc.10 E,F). Natomiast w obrazie makroskopowym grupy doswiadczalnej komorek
DPSC ztogi soli mineralnych nie byty widoczne, jedynie w powiekszeniu mikroskopowym
zauwazalne byly drobne ciemno zabarwione punkty (Ryc.11 E,F). W grupie wyjsciowe;j i
kontrolnej SCAP oraz DPSC nie zaobserwowano aktywnosci mineralizacyjnej
(Ryc.10 A,B,C,D; Ryc.11 A,B,C,D). Przeprowadzona analiza wykazata zdolno$¢ do
odktadania zewnatrzkomdrkowych ztogdw mineralnych przez komdérki DPSC i SCAP, z
przewaga aktywnosci mineralizacyjnej w komodrkach izolowanych z brodawki
wierzchotkowej, co wskazuje na aktywnos¢ promineralizacyjng komdrek pochodzacych z

grup doswiadczalnych obu linii komdrkowych.
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Rycina 10. Obraz makroskopowy (A,C,E) i mikroskopowy (B,D,F) (powigkszenie 10x%)
komorek SCAP barwionych metoda von Kossa. A,B: grupa wyjsciowa; C,D: grupa
kontrolna; E,F: grupa doswiadczalna. Komoérki grupy doswiadczalnej posiadaja zdolnosé
do tworzenia ztogow soli mineralnych in vitro, widocznych jako ciemno zabarwione
punkty (strzatki) (E,F). W grupie wyjsciowej (A,B) oraz kontrolnej (C,D) nie stwierdzono
obecnosci ztogdw mineralnych.

50



Rycina 11. Obraz makroskopowy (A,C,E) i mikroskopowy (B,D,F) (powigkszenie 10x)
komoérek DPSC barwionych metoda von Kossa. A,B: grupa wyjsciowa; C,D: grupa
kontrolna; E,F: grupa doswiadczalna. Komoérki grupy doswiadczalnej posiadaja zdolnosé
tworzenia ztogdw soli mineralnych in vitro (strzatki) (E,F). W grupie wyjsciowej (A,B)
oraz kontrolnej (C,D) nie stwierdzono obecnosci ztogdw mineralnych.
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6.5. Ocena aktywnosci fosfatazy alkalicznej (ALP) w komorkach SCAP i DPSC.

Fosfataza alkaliczna (ALP) uznawana jest za wczesny marker roznicowania
komoérkowego, ktory bierze udziat w procesie mineralizacji. Hodowla komorek
izolowanych z miazgi zgba oraz brodawki wierzchotkowej grupy doswiadczalnej
prowadzona byla w pozywce stymulujacej roznicowanie komorek w  kierunku
funkcjonalnych odontoblastdéw poprzez dodanie migdzy innymi [-glicerofosforanu.
Mechanizm, w ktéorym B-glicerofosforan indukuje proces mineralizacji jest bezposrednio
zwigzany z aktywnoscig fosfatazy alkalicznej. ALP hydrolizuje [-glicerofosforan, w
wyniku czego uwalniane sa jony fosforanowe, zaangazowane w proces tworzenia soli
mineralnych, gtéwnie fosforanéw i weglanow wapnia.

Przeprowadzona analiza wykazata, ze aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej roznita sig¢
pomiedzy komorkami DPSC i SCAP. Po czterech minutach inkubacji poziom aktywnos$ci
ALP w grupie wyjsciowej komodrek SCAP byl najnizszy 1 wynosit 3,63 TU/L (£0,38).
Nieznaczny wzrost aktywnos$ci zaobserwowano w grupie kontrolnej komoérek 8,2 TU/L
(£0,55). Najwyzszy poziom aktywnosci ALP wynoszacy 39,26 IU/L (£0,98) stwierdzono
w grupie eksperymentalnej (Ryc.12A).

Poziom aktywnosci fosfatazy alkalicznej w komodrkach DPSC (Ryc.12B) po
czterech minutach inkubacji byl najwyzszy w grupie doswiadczalnej i wynosit 12 TU/L
(£0,17). W grupie wyjsciowej oraz kontrolnej linit DPSC poziom aktywnosci ALP byt

porownywalny i wynosit odpowiednio 5,44 TU/L (+£0,38) 1 5,40 TU/L (£0,61).
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Rycina 12. Aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej w komodrkach SCAP (A) oraz DPSC (B),
mierzona na podstawie absorpcji swiatta przy dlugosci fali 405 nm przez p-nitrofenol,
powstajacy w wyniku reakcji hydrolizy katalizowanej przez ALP. *P<0,05.
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6.6. Ocena poziomu wapnia w komorkach SCAP i DPSC.

W celu precyzyjnej oceny potencjatu mineralizacyjnego komdrek SCAP i DPSC,
zbadano poziom wapnia wewnatrzkomorkowego. Do przeprowadzenia doswiadczenia
uzyto fenylosulfoneftaleiny, tworzacej zabarwiony na niebiesko stabilny kompleks z
wolnym wapniem. Wzrost absorpcji §wiatta o dhugos¢ fali 612 nm przez barwnik jest
wprost proporcjonalny do koncentracji wapnia w badanej probce.

Przeprowadzona analiza wykazata, ze w lizatach komoérek SCAP grupy
doswiadczalnej, stymulowanej srodowiskiem promineralizacyjnym poziom wapnia byt
najwyzszy i wynidst 8,26 ug/ml (+0,31), podczas gdy w grupie kontrolnej hodowanej w
standardowej pozywce odnotowano 3,80 ug/ml (+0,85). Najnizszg wynoszacg 1,1 ug/ml
(£0,14) koncentracje wapnia uzyskano w wyjsciowej grupie komorek SCAP (Ryc.13A).

W ekstraktach z komdrek DPSC, stezenie wapnia komdrkowego bylo nizsze we
wszystkich badanych prébkach w poréwnaniu ze SCAP (Ryc.13B). W grupie wyjsciowe;j
odnotowano stezenie na poziomie 0,14 ug/ml (£0,21), najwyzszy poziom osiggneta grupa
doswiadczalna: 4,48ug/ml (£0,20), natomiast w grupie kontrolnej komérek DPSC poziom

wapnia wynidst 0,69 ug/ml (£0,05).
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Rycina 13. Poziom stezenia wapnia w komorkach SCAP (A) oraz DPSC (B).
Przedstawione wyniki sg §rednimi z trzech niezaleznych doswiadczen + SD. *P<0,05.
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6.7. Poziom ekspresji genow OC, DMPI oraz DSPP w komorkach SCAP i DPSC.

W ostatnim etapie badan przeprowadzono metoda PCR w czasie rzeczywistym
analiz¢ ekspresji genow uznanych za markery rozwoju i dojrzewania odontoblastow.
Analizie poddano ekspresj¢ genu kodujacego biatko osteokalcyne (OC), ktora uznawana
jest za wczesny marker réznicowania komorkowego, bezposrednio zaangazowany w
proces mineralizacji oraz geny kodujace biatko macierzy zebinowej 1 (DMPI) oraz
sialofosfoproteing zebiny (DSPP), nalezace do pdznych markeréw rozwoju i dojrzewania
odontoblastoéw.

Wzgledny poziom ekspresji badanych genow normalizowano wzgledem poziomu
ekspresji genu referencyjnego (f-aktyny) i obliczano na podstawie stosunku ilo$ci
matrycowego DNA badanego genu do genu 3-aktyny.

6.7.1. Ekspresja genu osteokalcyny.

Badanie PCR w czasie rzeczywistym potwierdzito ekspresj¢ genu osteokalcyny w
komorkach miazgi zeba 1 brodawki wierzchotkowej. Zaobserwowano, ze stymulacja
promineralizacyjna $rodowiska hodowlanego wptyngta na 4,76-krotne zwickszenie
ekspresji genu OC w linii komérek SCAP oraz 9-krotne zwigkszenie w komorkach DPSC
w stosunku do grupy wyjsciowej (Ryc.14). Analiza ekspresji OC w grupach kontrolnych
komorek SCAP 1 DPSC hodowanych w standardowej pozywce, wykazata odpowiednio

2,12-krotny 1 8,94-krotny wzrost w poréwnaniu z grupg wyjsciowa (Ryc.14).
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Rycina 14. Ocena wielokrotnosci zmian ekspresji genu kodujacego biatko osteokalcyne
(OC) w linii komorek DPSC oraz SCAP, wzgledem grupy wyjsciowej. Zaobserwowano
wzrost ekspresji OC w obu liniach komdrkowych. Przewage ekspresji osteokalcyny
zaobserwowano w grupach doswiadczalnych komoérek DPSC i SCAP. Przedstawione
wyniki sg Srednimi z trzech niezaleznych doswiadczen + SD. *P<0,05.

6.7.2. Ekspresja genu kodujacego bialko macierzy z¢binowej 1.

Przeprowadzone badanie PCR w czasie rzeczywistym potwierdzito ekspresje genu
DMPI w komorkach DPSC. Na podstawie dalszej analizy zmian poziomu ekspresji genu
DMPI mozna bylo zauwazy¢ wzrost ekspresji w komodrkach DPSC z grupy
doswiadczalnej oraz kontrolnej wzgledem grupy wyjsciowej (Ryc.15). W stymulowanych
komorkach DPSC poziom ekspresji DMP1 wzrést 30,37-krotnie, podczas gdy w grupie
kontrolnej nie poddanej indukcji promineralizacyjnej zaobserwowano 24,6-krotny wzrost

ekspresji DMP1.
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Rycina 15. Wielokrotno$¢ zmiany ekspresji genu kodujacego biatko macierzy zgbinowe;j 1
(DMPI) w komorkach DPSC. Po szesciu tygodniach hodowli zarowno w grupie
doswiadczalnej jak i kontrolnej zaobserwowano wzrost ekspresji genu DMPI. Wigkszy
wzrost nastgpit w grupie doswiadczalnej komdrek DPSC. Przedstawione wyniki s3
$rednimi z trzech niezaleznych doswiadczen = SD. *P<0,05.

W grupie wyjsciowej komdrek SCAP nie stwierdzono ekspresji genu DMPI. Po
szesciu  tygodniach hodowli komodrek grupy doswiadczalnej oraz kontrolnej
zaobserwowano ekspresje DMPI w obu badanych grupach, na poziomie odpowiednio

60,19 oraz 53,72 (Ryc.16).
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Rycina 16. Wielokrotno$¢ zmiany ekspresji genu kodujacego biatko macierzy zgbinowe;j 1
(DMPI) w komoérkach SCAP. W wyjsciowej grupie komorek nie stwierdzono ekspresji
tego genu. Po szesciu tygodniach hodowli zaobserwowano ekspresje genu DMP1, zar6wno
w grupie doswiadczalnej jak i kontrolnej przy czym wzrost byl wigkszy w grupie
doswiadczalnej (60,19), w porownaniu do grupy kontrolnej (53,72). Przedstawione wyniki
sa $rednimi z trzech niezaleznych doswiadczen + SD. *P<0,05.

6.7.3. Ekspresja genu kodujacego bialko sialofosforowe z¢biny.

Badanie ekspresji genu kodujacego biatko sialofosforowe zebiny (DSPP) mialo na
celu ostatecznie wyjasni¢, czy badane komorki ulegly zréznicowaniu w kierunku
odontoblastéw, poniewaz DSPP uznawane jest za jedyny specyficzny marker z¢biny.

Analiza PCR w czasie rzeczywistym potwierdzita obecno$¢ transkryptu genu DSPP
w komorkach DPSC. Zaobserwowano, ze stymulacja promineralizacyjna $rodowiska
hodowlanego wptyngta na 28,52-krotne zwigkszenie ekspresji genu w  grupie
doswiadczalnej, podczas gdy w grupie kontrolnej wystapil wzrost o 19,55 w stosunku do

wyjsciowej grupy komorek (Ryc.17).
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©dmienne wyniki uzyskano w badaniu komoérek SCAP. W grupie wyjsciowej nie

stwierdzono ekspresji genu DSPP. Dopiero po okresie szesciu tygodni hodowli komdrek

zarbwno w grupie doswiadczalnej jak 1 kontrolnej zaobserwowano wzrost ilosci

transkryptu genu DSPP do poziomu odpowiednio 61,87 i 54,58. (Ryc.18).
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Rycina 17. Wielokrotnos¢ zmiany ekspresji genu kodujacego sialofosfoproteing zg¢biny
(DSPP) w komédrkach DPSC wzgledem grupy wyjsciowej. Po szesciu tygodniach hodowli
w $rodowisku odontoindukcyjnym 1 pozywce standardowej zaobserwowano wzrost

ekspresji genu DMPI, przy czym wigkszy wzrost nastgpit w grupie doswiadczalnej
komorek DPSC. Przedstawione wyniki sa $rednimi z trzech niezaleznych doswiadczen +

SD. *P<0,05.
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Rycina 18. Wielokrotnos¢ zmiany ekspresji genu kodujacego sialofosfoproteing zg¢biny
(DSPP) w komoérkach SCAP. W wyjsciowej grupie komorek nie stwierdzono ekspresji
genu DSPP. Po sze$ciu tygodniach hodowli w §rodowisku stymulujagcym mineralizacje i
pozywce standardowej zaobserwowano ekspresje genu DSPP, przy czym na wigkszym
poziomie w grupie doswiadczalnej (61,87), w pordwnaniu do grupy kontrolnej (54,58).
Przedstawione wyniki sg §rednimi z trzech niezaleznych doswiadczen + SD. *P<0,05.
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6. DYSKUSJA

Scisle wyselekcjonowane multipotencjalne komérki progenitorowe o fenotypie
STRO-1(+), CDI146(+), CD34(-), CD45(-), pochodzace z miazgi 1 brodawki
wierzchotkowej, naleza do populacji komoérek macierzystych prezentujacych wspdlne
cechy, ktore definiuja ich pierwotny charakter. Naleza do nich zdolno$¢ do
samoodnawiania, tworzenia kolonii oraz mozliwo$¢ réznicowania w kierunku licznych
linii komoérkowych [2,48,49]. Do celow obecnego projektu komodrki DPSC i1 SCAP
wyekstrahowano z calkowicie zatrzymanych zebow madrosci z nieuformowanymi
korzeniami. Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza poréwnawcza komoérek DPSC i
SCAP udowodnita odmienne wiasciwosci badanych linii komdrkowych w poszczegdlnych
doswiadczeniach, co prawdopodobnie wynika z wyj$ciowo rédznego stopnia dojrzatosci
obu badanych grup komdrkowych.

Odontoblasty wyksztatcone w procesie odontogenezy (ang. primary odontoblasts)
nalezg do populacji komdrek terminalnie zréznicowanych (post-mitotycznych), a ich czas
zycia jest ograniczony [24]. Po catkowitym uformowaniu zebiny pierwotnej aktywnos¢
odontoblastéw pozostaje na niskim poziomie, jednak miazga zgba utrzymuje funkcje
obronna 1 reparacyjng, polegajaca na dokomorowym odkladaniu zebiny wtdrnej
(fizjologicznej 1 patologicznej). Zatem pierwotne odontoblasty musza zosta¢ zastgpione
przez nowe komorki, zdolne przejac ich funkcje. Rezerwuarem komorek progenitorowych
dla nowo wyrdznicowanych odontoblastow (ang. replacement odontoblasts) jest nisza
okotonaczyniowa miazgi zgbow [25].

Odmienng rol¢ pelni brodawka wierzchotkowa, w ktoérej rezyduja komorki
progenitorowe, bedace zrodlem pierwotnych odontoblastow, obecnych jedynie w procesie
odontogenezy i odpowiedzialnych za tworzenie pierwotnej zebiny korzeniowej. Wobec

powyzszego nasuwa si¢ przypuszczenie, ze SCAP s3a niezréznicowanymi komoérkami o
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mniejszym stopniu dojrzalosci w poréwnaniu z DPSC, poniewaz izolowane s3 z
rozwijajacej si¢ tkanki i1 stanowia populacje komorek bedacych prekursorami dla
pierwotnych odontoblastéw [4,50].

Miazga z¢gbdw oraz brodawka wierzchotkowa to struktury heterogenne i jedynie
niewielki odsetek populacji posiada cechy komorek macierzystych zdolnych do
réznicowania w funkcjonalne odontoblasty. W przeprowadzonym doswiadczeniu
mezenchymalny charakter komoérek progenitorowych pochodzacych zarowno z miazgi
zgba, jak 1 brodawki wierzchotkowej potwierdzono obecnoscig zewnatrzblonowych
epitopéw STRO-1 oraz CD146, co pozwolito na wyselekcjonowanie komoérek o niskim
stopniu zréznicowania gdyz ekspresja epitopu STRO-1 zanika proporcjonalnie do procesu
réznicowania i dojrzewania komdrkowego [51,52]. W niniejszej pracy odsetek STRO-1
pozytywnych komorek byt znaczaco wyzszy (18,2%,+1,3) w linii komoérkowej SCAP w
porownaniu z komorkami DPSC (10,3%,+3,1). Wigksza ilo$¢ niezréznicowanych,
mezenchymalnych komdrek macierzystych rezydujacych w brodawce wierzchotkowej
prawdopodobnie wynika z faktu, ze pochodza one z niezréznicowanej, silnie proliferujacej
tkanki, tworzacej rozwijajacy si¢ korzen zgba. Tym samym w warunkach fizjologicznych
w regionie HERS, z ktérego pobrano material badawczy procesy proliferacji dominuja nad
réznicowaniem komodrkowym, podczas gdy miazga komorowa znajduje si¢ na etapie
zakonczonej morfo- 1 histogenezy. Dominacj¢ proceséw proliferacyjnych nad
réznicowaniem komodrkowym dowiodto rowniez doswiadczenie wlasne bezposrednio
oceniajace ilo$¢ proliferujacych komorek.

Komdrki wyizolowane z brodawki wierzchotkowej wszystkich badanych grup:
wyjsciowej, kontrolnej i doswiadczalnej, dzielity si¢ szybciej w poréwnaniu z komdrkami
odpowiednich badanych grup pochodzacymi z miazgi z¢ba. Dodatkowo na zdolnosé

proliferacyjng obu linii komoérkowych miala wpltyw promineralizacyjna stymulacja
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srodowiska hodowlanego. Komdrki obu linii indukowane do réznicowania w kierunku
odontoblastéw wykazaty spadek potencjatu proliferacji w poréwnaniu z grupa kontrolna,
podczas gdy najwigksza zdolnos¢ proliferacyjng odnotowano w grupach wyjsciowych obu
badanych linii komdrkowych. Dowodzi to, Ze obserwowany spadek potencjatlu proliferacji
w grupach stymulowanych srodowiskiem hodowli jest nastepstwem przewagi procesu
dojrzewania komorek nad procesem proliferacji, a sSrodowisko hodowli istotnie wptywa na
réznicowanie komdrek, co jest zgodne z obserwacjami innych badaczy [2,4,50,53].

Nieco odmienny charakter diagnostyczny ma obecno$¢ na powierzchni blony
komorkowej epitopu CD146. Przez wzglad, ze epitop CD146 wystepuje specyficznie na
powierzchni komorek $cian naczyn krwionos$nych [25], jego obecnos¢ na powierzchni
komorek DPSC 1 SCAP wskazuje na ich okotonaczyniowa lokalizacje w
mezenchymalnych strukturach zgba. Zblizone wyniki wykazali Gronthos 1 Shi [25,44]
oceniajac lokalizacj¢ komdrek progenitorowych w miazdze zgba statego 1 mlecznego. W
obu przypadkach komdrki pozyskane w doswiadczeniach autordw prezentuja epitop
CD146. Kolejnym badaczem zajmujacym si¢ tym zagadnieniem byt Sonoyama i wsp. [4].
Autorzy oceniali 1 porownywali obraz histologiczny brodawki wierzchotkowej z
preparatem z miazgi zg¢ba stalego. Szczegolowa analiza wykazata, ze brodawka
wierzchotkowa zawiera mniej naczyn krwionos$nych i elementéw komodrkowych niz
miazga z¢ba. Wnioski te s3 zgodne z opisywanym do$wiadczeniem wilasnym, w ktorym
stwierdzono obecnos¢ wigkszej liczby komdrek CD146(+) w miazdze zgba w poréwnaniu
z brodawka wierzchotkowa. Obecnos¢ epitopow STRO-1 oraz CD146, przy wykluczeniu
linii komdrek hematopoetycznych i leukocytow CD34(-), CD45(-) wskazuje, ze w niszach
okotonaczyniowych miazgi zgba, jak i brodawki wierzchotkowej rezyduja komdrki
progenitorowe o mezenchymalnym fenotypie, przy czym brodawka wierzchotkowa

stanowi wigkszy rezerwuar komorek macierzystych anizeli miazga z¢ba.
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Mniejsza dojrzatos¢ komoérek izolowanych =z brodawki wierzchotkowe;j
potwierdzono réwniez w obecnym doswiadczeniu poprzez badanie zdolnosci formowania
kolonii z pojedynczej fibroblastopodobnej komorki. Komdrki SCAP wszystkich badanych
grup dzielity si¢ statystycznie istotnie szybciej w porownaniu z komoérkami DPSC, czego
dowodza obserwowane w mikroskopie swietlnym bardzo liczne skupiska komoérek (wiry),
odpowiadajace tworzacym si¢ koloniom. Obraz makroskopowy tych samych hodowli
komoérkowych uwidocznit niemal catkowita konfluencj¢ hodowli komoérek SCAP z
obecnymi drobnymi i licznymi koloniami, natomiast komorki izolowane z miazgi zg¢ba
formowaty dobrze odgraniczone kolonie, jednak ich ilos¢ byta znaczaco mniejsza. Te same
zalezno$ci obserwowano w komdrkach obu grup doswiadczalnych; Podczas gdy w grupie
komoérek SCAP hodowanych w pozywce promineralizacyjnej, zaobserwowano
nieznacznie mniejszg ilo§¢ tworzacych si¢ kolonii i stopien konfluencji w poréwnaniu z
grupg kontrolna, w grupie doswiadczalnej DPSC zdolno$¢ formowania kolonii w stosunku
do kontroli byla znaczaco nizsza. Powyzsze obserwacje wskazuja, ze komdrki
progenitorowe hodowane w $rodowisku promineralizacyjnym posiadaja mniejszy
potencjal do samoodnawiania, co posrednio $wiadczy o ich wigkszym stopniu
zrdznicowania. Jednoczesnie zachowanie wysokiego potencjatu proliferacji i zdolnos$ci
tworzenia kolonii przez komorki linii SCAP w poréwnaniu z DPSC wskazuje na ich nizsza
dojrzatos¢ komorkowa. Obserwacje uzyskane z wilasnego doswiadczenia s3 zgodne z
wynikami Sonoyamy i wsp. [4,50], ktory porownat potencjal proliferacji komoérek DPSC i
SCAP metoda znakowania jader bromodeoksyurydyna (BrdU). Autorzy wykazali, ze
komorki SCAP zdolne sg do tworzenia pojedynczych, dobrze widocznych kolonii zar6wno
w obrazie mikroskopowym jak i makroskopowym woéwczas, gdy hodowla komoérek z
brodawki wierzchotkowej jest prowadzona w wyjsciowo niskiej gestosci, co zastosowano

réwniez w doswiadczeniu wlasnym. Sonoyama sugerowal, ze szybsze podziaty SCAP
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moga wynika¢ nie tylko z ich wysokiego potencjalu proliferacji, ale takze z mniejszego
wymiaru komoérek SCAP w poréwnaniu z DPSC. Autor uwaza, ze $rednica komorek
umozliwia wzrost wiekszej liczby komorek, przed uzyskaniem stanu catkowitej
konfluencji prowadzonej hodowli [53].

Jedna z najistotniejszych cech definiujacych charakter komdrek macierzystych jest
zdolnos¢ do réznicowania w liczne linie rozwojowe. W celu oceny, czy komorki DPSC 1
SCAP sa zdolne do réznicowania w kierunku odontoblastéw, z jednoczesng regeneracja
kompleksu miazgowo-zgbinowego, badane komorki poddano odpowiedniej stymulacji
srodowiska hodowlanego. Po trzech tygodniach hodowli komoérek w Srodowisku
stymulujagcym mineralizacjg, obie linie komorkowe DPSC 1 SCAP wykazaly zdolno$¢ do
odktadania ztogdw mineratu in vitro, co uwidoczniono jako ciemno zabarwione struktury
w barwieniu metoda von Kossa. Hodowla komodrek bez wudziatu czynnikow
promineralizacyjnych, zaréwno grupy wyjsciowe;j jak i kontrolnej, nie wykazala obecnosci
ztogow. Zaobserwowane wyniki sugeruja, ze réznicowanie komorek progenitorowych jest
stymulowane przez czynniki Srodowiskowe i jedynie odpowiednie warunki hodowli,
promujace zachowania promineralizacyjne, indukujg proces mineralizacji.

Dla potwierdzenia stopnia zroznicowania komdrkowego komoérek SCAP i DPSC
oraz ich zdolnos$ci podjecia funkcji mineralizacyjnych dla macierzy zewnatrzkomorkowej
wykonano analiz¢ koncentracji wapnia wewnatrzkomérkowego. Najwyzszy poziom
wapnia odnotowano w grupie doswiadczalnej komodrek izolowanych z brodawki
wierzchotkowej, podczas gdy w komdrkach DPSC poziom ten byt o polowg nizszy.
Interesujacym jest, ze koncentracja wapnia wewnatrzkomorkowego wzrosta samoistnie w
niestymulowanych grupach kontrolnych obu linii w stosunku do grup wyjsciowych,

osiggajac jednoczesnie istotnie nizszy poziom wzgledem grup doswiadczalnych. Wynik
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ten dowodzi, ze proces rédznicowania komoérkowego in vitro przebiega w pewnym zakresie
niezaleznie od srodowiska hodowlanego.

Omawiany wynik jest zgodny z obserwacjami innych autorow [63,64,65], ktorzy
dostrzegli réznice w schemacie procesu mineralizacji obu linii komdérkowych [53].
Wspomniani autorzy w 3-tygodniowej hodowli komorkowej, prowadzonej w §rodowisku
odontoindukcyjnym, oceniali co 7 dni obecnos$¢ ztogéw mineralnych. Przez pierwsze 2
tygodnie komorki DPSC wykazywaly znaczaco wyzszy poziom formowania macierzy
zmineralizowanej w stosunku do SCAP, jednak w 3 tygodniu doswiadczenia
zaobserwowano, ze komdrki progenitorowe z brodawki wierzchotkowej odkladaty
znaczaco wieksze ilodci tkanki zmineralizowanej. Fakt, ze komoérki DPSC wykazywaty
wyzszy potencjat promineralizacyjny w poréwnaniu ze SCAP w ciggu pierwszych dwoch
tygodni dowiodto, ze komdrki DPSC sg wyjsciowo bardziej zroznicowane anizeli komadrki
SCAP. Zwigkszenie potencjatu promineralizacyjnego komérek SCAP w trzecim tygodniu
doswiadczenia wynika z faktu, ze komorki te w ostatecznym stopniu zroznicowaty si¢ w
funkcjonalne odontoblasty. Wyzszy potencjat promineralizacyjny SCAP w stosunku do
DPSC w tej fazie do§wiadczenia wskazuje na wigksze mozliwosci odkladania zebiny przez
komorki brodawki wierzchotkowej. Opo6znienie wytwarzania ztogdéw mineralnych przez
SCAP w poréwnaniu z DPSC wynikto wedlug autoréw z koniecznosci dhuzszego
réznicowania komdrek SCAP do funkcjonalnych odontoblastow, co posrednio dowodzi
nizszego stopnia dojrzatosci komorkowej SCAP w stosunku do DPSC [53].

W obecnym doswiadczeniu aktywnos$¢ promineralizacyjna komdrek macierzystych
izolowanych z miazgi z¢ba statego i brodawki wierzchotkowej zostala dodatkowo
potwierdzona w badaniu aktywnos$ci fosfatazy alkalicznej (ALP). Fosfataza alkaliczna
uznawana jest za wczesny marker rdéznicowania komdrkowego, bezposrednio

zaangazowany w proces mineralizacji. W hodowli komorek in vitro, w pozywce
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indukujacej rdéznicowanie w kierunku funkcjonalnych odontoblastéw, dodanie f3-
glicerofosforanu miato na celu uzyskanie zrédta organicznych fosforanow, ktére indukuja 1
tworzag zmineralizowang macierz zewnatrzkomorkowa. Rola ALP polega na
hydrolizowaniu p-glicerofosforanu w wyniku czego uwalniane sa jony fosforanowe,
zaangazowane nastepnie w proces tworzenia zlogéw mineralnych zbudowanych z
fosforanow wapnia. Aktywno$¢ ALP jest znaczacym markerem stopnia funkcjonalnosci
odontoblastéw, dlatego inni badacze réwniez stosujg ten marker dla oceny zréznicowania
komorkowego [59,63,65,66]. W badaniach Yu i wsp. [65] oceniono, ze aktywnos¢
fosfatazy alkalicznej w komorkach DPSC rosnie od pierwszego do dziewiatego pasazu, co
sugeruje, ze komorki DPSC od poczatku hodowli in vitro rdznicuja si¢ w odontoblasty. Z
kolei Park i wsp. [63] w analogiczny sposob ocenil aktywnosé¢ ALP w komdrkach SCAP i
wykazatl tendencj¢ wzrostowa ALP do siodmego dnia hodowli, po czym obserwowatl jej
gwattowny spadek. Inni autorzy [59,66] badali aktywno$¢ ALP w komoérkach DPSC
metoda kolorymetryczng i wykazali rosngca aktywnos¢ enzymu jedynie do czternastego
dnia hodowli. Wzrost aktywno$ci ALP w poczatkowej fazie réznicowania, z nastepujacym
pozniej spadkiem poziomu aktywnosci enzymu potwierdza role ALP jako markera
wcezesnego stadium rdznicowania osteogenicznego [67].

W obecnym doswiadczeniu badanie aktywnosci fosfatazy alkalicznej w
wyjsciowych grupach komoérek z obu linii komdérkowych wykazato nizszy poziom
aktywnosci enzymu w linii komérek SCAP w poréownaniu z DPSC, co pozwala
wnioskowac o wyjsciowo nizszym poziomie zroznicowania SCAP w stosunku do DPSC i
potwierdza ten sam wniosek uzyskany w innych doswiadczeniach. Jednoczesnie komorki
SCAP grupy doswiadczalnej osiagnglty ponad 10-krotnie wyzszy poziom aktywnosci
enzymu w poréwnaniu do SCAP z grupy wyjsciowej, podczas gdy w komoérkach DPSC z

grupy doswiadczalnej poziom aktywnosci ALP wzrést jedynie dwukrotnie w stosunku do
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grupy wyjsciowej komoérek DPSC. Ostateczny poziom aktywnosci ALP w grupie
doswiadczalnej komoérek SCAP byl 3-krotnie wyzszy anizeli poziom odnotowany w
komorkach DPSC. Tak duza dysproporcja pomigdzy obiema liniami komorkowymi
sugeruje, ze komorki SCAP prezentuja wyzszy potencjal proodontoblastyczny, co
$wiadczy o wiekszych mozliwosciach funkcjonalnych komdrek SCAP. Interesujacym
pozostaje fakt, ze w grupie kontrolnej komorek pochodzacych z brodawki wierzchotkowe;j
poziom aktywnosci ALP wzrdst 2-krotnie w stosunku do grupy wyjsciowej, natomiast w
przypadku komdérek DPSC byt on poréwnywalny z grupg wyjsciowa. Nasuwa to
przypuszczenie, ze odpowiednio ditugi czas hodowli SCAP w pozywce standardowej
réwniez wplynat na stopien rdéznicowania komorkowego grupy SCAP, podczas gdy
niestymulowane komdrki DPSC zachowaly swoj wyjsciowy fenotyp.

Celem jednoznacznego potwierdzenia obserwacji dotyczacych roéznic w stopniu
réznicowania 1 dojrzewania komodrek SCAP versus DPSC, w obydwu liniach
komorkowych przeprowadzono badanie ekspresji genow, uznanych za markery
réznicowania komdrkowego odontoblastdw. Analizowano poziom ekspresji osteokalcyny,
DMPI oraz DSPP. Osteokalcyna oraz biatko macierzy zgbinowej 1 (DMP1) uznane sg za
markery réznicowania komoérek w kierunku osteoblastdéw/odontoblastow, gdyz biatka te sa
bezposrednio zaangazowane w proces mineralizacji. W pracy badano rowniez poziom
ekspresji  sialofosfoproteiny zebiny, poniewaz DSPP to niekolagenowe biatko
syntetyzowane przez dojrzale odontoblasty i uczestniczy w procesie nukleacji oraz
mineralizacji krysztaléw hydroksyapatytow w zebinie. DSPP uznawane jest za jedyne
specyficzne biatko zebiny, poniewaz jego ekspresja w zg¢binie jest setki razy wyzsza (okoto
400x) , anizeli w innych tkankach organizmu [28].

Analiza PCR w czasie rzeczywistym potwierdzita ekspresje genu osteokalcyny w

komérkach z miazgi zeba i brodawki wierzchotkowej, co wskazuje na osteogeniczng

69



aktywno$¢ komoérek z obu linii komérkowych, bowiem OC uznawana jest za marker
ulegajacy ekspresji na  etapie réznicowania  komérek  w  kierunku
osteoblastow/odontoblastow, definiujgc tym samym stopien dojrzatosci komorkowe;.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze poziom ekspresji osteokalcyny w komdrkach DPSC
grupy doswiadczalnej i kontrolnej byl na pordwnywalnym poziomie, w przeciwienstwie do
grupy doswiadczalnej komoérek SCAP, gdzie obserwowano wyzszy poziom ekspresji OC
w poréwnaniu do kontroli. Powyzsze wyniki wskazuja na osiagnigcie przez obie linie
komoérkowe aktywnosci mineralizacyjnej. Dodatkowo poréwnywalny poziom ekspres;ji
ocenianego genu w obu badanych grupach komérek DPSC $wiadczy o wyjsciowo
wyzszym stopniu zréznicowania tych komorek w poréwnaniu do SCAP. Rozwazajac role
OC w procesie mineralizacji nalezy domniemywaé, ze stymulowane w doswiadczeniu
komorki obu linii komérkowych réznicowatly si¢ w kierunku komdrek bioracych czynny
udzial w mineralizacji [68]. Jednoczesnie uwzgledniajac zrodto pozyskiwania DPSC oraz
SCAP réznicowanie to przebiegalo prawdopodobnie w kierunku odontoblastow.

Aby ostatecznie wyjasni¢ kwestie fenotypu badanych komoérek z grup kontrolnych
w ocenie uwzgledniono poziom ekspresji gendéw DMP] oraz DSPP. Analiza PCR w czasie
rzeczywistym potwierdzila obecnos$¢ transkryptéw obu genéw w grupie wyjsciowej
populacji komérek DPSC, przy braku ekspresji obu genéw w grupie wyjsciowej populacji
SCAP. Po szesciu tygodniach hodowli obu linii komdrkowych w $rodowisku
stymulujagcym mineralizacj¢ oraz w pozywce standardowej, poziom ekspresji DMPI i
DSPP wzrdst w komorkach DPSC, przy czym w grupie kontrolnej odnotowany wzrost byt
nizszy w porownaniu z grupa do§wiadczalng. Jednoczesnie po tym samym 6-tygodniowym
okresie inkubacji ekspresja DMP1 oraz DSPP pojawila si¢ w populacji komdrek SCAP
zarbwno w grupie kontrolnej jak i doswiadczalnej. Rownoczesnie zaobserwowano, ze

stymulacja promineralizacyjna srodowiska hodowlanego spowodowata znaczaco wyzsza
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ekspresje obu genow w grupie doswiadczalnej komorek SCAP i DPSC w poroéwnaniu z
grupami kontrolnymi. Réznica ta byta bardziej wyrazna w grupie komdrek SCAP w
poréwnaniu do DPSC.

Przedstawione wyniki jednoznacznie potwierdzajg, ze komdrki izolowane z miazgi
zgba oraz brodawki wierzchotkowej ulegaja zréznicowaniu w kierunku funkcjonalnych
odontoblastéw, wykazujac ekspresj¢ poznych markerow réznicowania komorkowego OC,
DMP1 oraz DSPP. Interesujacym pozostaje zaobserwowana ekspresja tych genow w
komorkach grupy kontrolnej hodowanych w pozywce standardowej, co potwierdza, ze
réznicowanie komdrek jest nie tylko stymulowane sktadnikami promujacymi zachowania
mineralizacyjne, ale przebiega niezaleznie od warunkéw hodowli z tym, ze czas potrzebny
na ostateczne roznicowanie komorek jest odpowiednio wydluzony. Tym samym nasuwa
si¢ wniosek, ze komorki grup kontrolnych DPSC i SCAP s3 rezerwuarem komorek
promotorowych dla odontoblastow i w trybie fizjologicznym ulegaja zréznicowaniu w
funkcjonalne odontoblasty.

Obserwacje pochodzace z opisywanego doswiadczenia sg zgodne z poczynionymi
przez innych badaczy prowadzacych doswiadczenie in vivo [2,3,48,49,57]. Celem oceny
proodontoblastycznego potencjatu komoérek DPSC i SCAP autorzy przeszczepili obie linie
komoérkowe na nosniku HA/TCP (hydroksyapatyt/fosforan trojwapniowy) myszom
poddanym immunosupresji. Po o$miu tygodniach obserwacji, komoérki obu linii
zréznicowaly si¢ w funkcjonalne odontoblasty i uformowaty kompleks miazgowo-
zgbinowy, wykazujacy obecno$¢ markerow tkanki kostnej BSP i OC oraz DSPP.
Dodatkowo, zaobserwowano wyzszy potencjat funkcjonalny komoérek izolowanych z
brodawki wierzchotkowej w poréwnaniu z komorkami z miazgi zeba [50].

Spektrum doswiadczen przeprowadzonych w niniejszej pracy wydaje si¢

wskazywaé, ze komorki izolowane z brodawki wierzchotkowej prezentuja wyzszy
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potencjat proodontoblastyczny w poréwnaniu do komdrek pochodzacych z miazgi z¢ba, co
moze wynika¢ z wyjsciowo nizszego stopnia zroznicowania komoérek SCAP w hierarchii
zg¢bopochodnych komoérek multipotencjalnych. Nie bez znaczenia pozostaje roéwniez fakt,
iz SCAP w warunkach fizjologicznych odpowiedzialne sg za tworzenie z¢biny pierwotnej,
podczas gdy DPSC réznicuja sie w komorki ,,zastepcze™ dla pierwotnych odontoblastow.

Inzynieria tkankowa, bedaca efektem wzajemnego uzupetniania si¢ nauk
biologicznych i materiatloznawstwa, stanowi kolejny po transplantacji milowy krok w
medycynie. Hodowla in vitro pozyskanych komorek multipotencjalnych na odpowiednio
spreparowanym, biokompatybilnym podlozu oraz przy wiasciwej stymulacji czynnikdéw
srodowiskowych w swoim zatozeniu umozliwia tworzenie zywych tkanek, a nawet
narzadéw ex vivo. Stomatologiczna inzynieria tkankowa rozwija si¢ w dwdch
zasadniczych kierunkach. Pierwszy z nich koncentruje si¢ na naprawie istniejacych
ubytkéw tkanek zgba, przy wykorzystaniu zgbopochodnych komorek progenitorowych.
Drugi kierunek badan dotyczy regeneracji catych utraconych zgbdw z wykorzystaniem
technik inzynierii tkankowej i komodrek macierzystych [69]. Pierwsza koncepcja zaktada
hodowlg komorek macierzystych in vitro z zastosowaniem no$nikéw polimerowych w celu
implantacji in vivo w pelni rozwinigtego zgba [70]. Kolejna przewiduje implantacje in vivo
odpowiednio przygotowanego materialu  biologicznego zawierajacego  komorki
macierzyste, z ktorych rozwing si¢ poszczegolne tkanki zeba. Wprowadzenie
wymienionych metod leczenia wymaga pokonania wielu trudnosci dotyczacych regulacji
odpowiedzi organizmu na nieautogenne wszczepy z¢bopochodne, kontroli procesu
regeneracji tkanek, czy tez pozyskiwania i przechowywania komoérek progenitorowych.

Juz dzi§ wiadomo, ze mozna odtwarza¢ korony zgba metoda inzynierii tkankowej z
wykorzystaniem komdrek macierzystych, jezeli zostang spetnione dwa zasadnicze kryteria.

Pierwsze z nich to odpowiednie §rodowisko hodowli, np. hodowla in vitro lub przeszczep

72



podskérny. Drugi warunek to stworzenie nosnika zapewniajacego trojwymiarowa
organizacj¢ komorek, co umozliwi wlasciwe ich roznicowanie i zmniejszy ryzyko odrzutu
wszczepu [62,70].

Obiecujaco przedstawiaja si¢ takze efekty prob regeneracji korzeni zgbdw z
wykorzystaniem modelu zwierzecego. Wprowadzenie do zgbodotu komdrek z miazgi zeba
1 wigzadel ozgbnej naniesionych na bloczki hydroksyapatytu i fosforanu tréjwapniowego
zaowocowalo odtworzeniem korzenia wraz z wi¢zadtami ozgbnej [50]. Przeprowadzone
pomiary i ocena wlasciwosci mechanicznych wykazata mniejsza odpornos¢ korzenia
uformowanego w sterowanej regeneracji tkanek na sity zgniatajace, w pordwnaniu z
naturalnym korzeniem, jednak byl on wystarczajagco wytrzymaty, aby osadzi¢ na nim
funkcjonalng korone protetyczna [50].

Szybki rozwdj inzynierii genetycznej oraz biotechnologii pozwala mie¢ nadziejg,
ze efekty prac nad komdrkami progenitorowymi pochodzenia zgbowego pozwolg na

wprowadzenie biomaterialdéw do standardow klinicznej praktyki stomatologiczne;.
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7. WNIOSKI.

1. W niszach okotonaczyniowych miazgi zgba i brodawki wierzchotkowej, pozyskiwanych
z catkowicie zatrzymanych trzecich z¢gbdw trzonowych z nieuformowanymi korzeniami
rezyduja komorki macierzyste, o mezenchymalnym fenotypie, przy czym brodawka
wierzchotkowa stanowi wigkszy rezerwuar komorek progenitorowych dla odontoblastow

W poréwnaniu z miazgg zeba.

2. Analiza hodowli komorek macierzystych in vitro wykazata wigkszy potencjat
proliferacyjny oraz zdolno$¢ tworzenia kolonii przez komdrki pochodzace z brodawki
wierzchotkowej w porownaniu z komorkami izolowanymi z miazgi ze¢ba stalego, co

wskazuje na nizszy stopien zrdznicowania histologicznego komorek SCAP.

3. Komorki progenitorowe pochodzace z miazgi zgba i brodawki wierzchotkowej zdolne
sa do réznicowania w kierunku funkcjonalnych odontoblastéw in vitro, a hodowla
komorek w $rodowisku promineralizacyjnym in vitro wplywa stymulujaco na stopien

zrdznicowania i dojrzatosci komorkowe;.

4. Komérki macierzyste pochodzace z brodawki wierzchotkowe] prezentuja wyzszy

potencjat proodontoblastyczny i funkcjonalny w poréwnaniu z komdrkami izolowanymi z

miazgi zeba.
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