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Streszczenie

Wstep. Niewyrzniete zeby madrosci sg zrodtem komorek macierzystych, ktére przy odpowiedniej stymulacji Srodowiska
hodowlanego in vitro réznicujg sie w liczne linie rozwojowe m.in. odontoblasty, neurocyty, chondrocyty, adipocyty.

Cel pracy. Porébwnanie in vitro potencjatu proliferacji i tworzenia kolonii przez komérki izolowane z miazgi ludzkiego
zeba (DPSC) oraz brodawki wierzchotkowej (SCAP), hodowanych w $rodowisku stymulujgcym mineralizacje (grupa
doswiadczalna) oraz w warunkach standardowych (grupa wyjsciowa i kontrolna).

Materiat i metody. Po zabiegu odontektomii miazge komorowg oraz brodawke wierzchotkowg trawiono roztworem
dyspazy i kolagenazy typu |, a pozyskane komérki hodowano w pozywce oMEM uzupetnionej surowicg bydleca,
L-glutaming oraz antybiotykami. Pozywke w grupie do$wiadczalnej dodatkowo wzbogacano sktadnikami stymulujgcymi
mineralizacje. Mezenchymalny fenotyp komorek okreslono metodg MACS z uzyciem przeciwciat przeciwko STRO-1
i CD146, a komorki hematopoetyczne i leukocyty eliminowano selekcja negatywna z uzyciem przeciwciat przeciwko
CD34 i CD45. Potencjat proliferacyjny szacowano pomiarem szybkosci rozktadu soli tetrazolowej do formazanu, nato-
miast zdolno$¢ tworzenia kolonii oceniono barwieniem Giemsy.

Wyniki. Analiza hodowli komérek DPSC i SCAP wykazata, ze komérki SCAP we wszystkich badanych grupach dzielity
sie szybciej oraz tworzyty wieksze i bardziej liczne kolonie w poréwnaniu z komérkami DPSC. Ponadto, promineraliza-
cyjna stymulacja $rodowiska hodowlanego powodowata obnizenie zdolnosci formowania kolonii i spadek potencjatu
proliferacji w obu liniach komérkowych.

Whioski. Wysoki potencjat proliferacji oraz zdolno$¢ tworzenia licznych kolonii przez komérki SCAP dowodzi ich nizszej
dojrzatosci komoérkowej w poréwnaniu do komérek DPSC. Jednak zaréwno SCAP jak i DPSC hodowane w Srodowisku
promineralizacyjnym ulegajg szybszemu roznicowaniu komérkowemu o czym $wiadczy ich nizszy potencjat do samood-
nawiania i spowolnienie procesow proliferacyjnych. Pomimo réznic w dojrzatosci komorkowej komérek pochodzacych
z obu linii komérkowych, zarbwno miazga zeba jak i brodawka wierzchotkowa niewyrznietych zebdéw 6smych sg cen-
nym zrédtem mezenchymalnych komérek macierzystych.

Stowa kluczowe: komérki macierzyste, miazga zeba, DPSC, brodawka wierzchotkowa, SCAP.

Abstract

Introduction. Recent data point to unerupted third molars as a promising source of stem cells (SC). Tooth derived SC
are clonogenic and present a capacity for self-renewal and colony formation. Additionally, an environmental stimulation
induces an in vitro differentiation of SC into multiple lineages, including odontoblasts.

Aim of the study. The aim of the study was to evaluate the in vitro potential for proliferation and colony formation by stem
cells derived from both dental pulp and apical papilla cultured in both standard medium (control and primary group) and
medium modified with ingredients that stimulate mineralization (experimental group).

Material and methods. Right after odontectomy the dental pulp and apical papilla were digested with dispase and col-
lagenase type |. DPSCs and SCAPs were sorted using anti STRO-1, CD146, CD34, CD45 antibodies by means of the
MACS method. Thereafter, the cells from the initial and control groups were cultured in a standard medium. The medium
of the experimental group was additionally modified with ingredients that stimulated mineralization. To assess the cells
commitment, the rate of proliferation and colony formation were examined.

Results. The analysis showed that SCAPs from all the examined groups proliferated faster and formed more numerous
and larger colonies compared to DPSCs. Environmental stimulation reduced proliferation and the ability to form colonies
in both the DPSCs and SCAPs lineages.

Conclusion. Faster proliferation and a higher ability to form colonies indicates the lower commitment of SCAPs com-
pared to DPSCs. Additionally, the slower proliferation of stem cells from the experimental group suggests their more
advanced commitment and differentiation. Although the SCAPs and DPSCs present different degrees of maturation,
both cell lineages seem to be promising sources of stem cells.

Key words: stem cells, dental pulp, DPSC, apical papilla, SCAP.
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Wstep

Rozw6j inzynierii genetycznej z wykorzystaniem
komorek macierzystych otworzyt mozliwos¢ rege-
neracji wielu tkanek, co skutkuje szybkim rozwo-
jem medycyny regeneracyjnej w wielu specjalno-
Sciach medycznych [1]. Komorki wykorzystywane
w zabiegach regeneracyjnych definiuje sie jako
posiadajgce cechy komérek macierzystych (SC),
w tym zdolno$¢ samoodnawiania oraz mozliwos¢
réznicowania w kierunku wyspecjalizowanych tka-
nek np. ttuszczowej, kostnej, chrzestnej lub nerwo-
wej [2, 3, 4, 5, 6]. Ceche réznicowania w kierunku
co najmniej czterech linii komérkowych okresla sie
jako charakter multipotencjalny [2, 3, 4, 5, 6]. Do-
datkowo, podczas hodowli in vitro SC sg zdolne do
proliferacji ponad limit Hayflicka [7]. W warunkach
fizjologicznych gtéwnym zadaniem komorek macie-
rzystych jest utrzymanie homeostazy oraz zapew-
nienie rezerwuaru komoérkowego dla rozwoju oraz
regeneracji tkanki w przypadku jej uszkodzenia.

Jako pierwsze mezenchymalne komorki ma-
cierzyste wyizolowano komorki pochodzace ze
szpiku kostnego (BMSC) [8, 9, 10]. Specyficzng
cechg wyro6zniajgcg te komorki jest ich hetero-
gennos¢, co oznacza, ze jedynie niewielka ilos¢
komorek danej populacji posiada cechy komérek
macierzystych [11]. Przyjeto, ze kierunek rozwoju
BMSC zalezy od stopnia ich zr6znicowania w mo-
mencie izolacji oraz wptywu Srodowiska, w ktorym
wyizolowane komorki sg hodowane [11]. Ze wzgle-
du na obcigzajgcy dla pacjenta charakter zabiegu
pozyskiwania BMSC ze szpiku kostnego, podjeto
préby izolacji komérek macierzystych pochodze-
nia mezenchymalnego (MSC) z innych, tatwiej do-
stepnych zrédet [12, 13, 14]. W badaniach ostat-
niej dekady potwierdzono obecnos¢ MSC takze
w miazdze zeba [15] oraz brodawce wierzchotko-
wej [16] zlokalizowanej na szczycie nieuformowa-
nych korzeni trzecich zebéw trzonowych [17].

Pomimo, ze ko$¢ oraz zebina posiadajg zblizo-
ny sktad biatek organicznej macierzy, to struktura
tkankowa jaka tworzg jest znaczgco rézna. Istotng
cecha réznicujgcg BMSC oraz DPSC jest zdolnos¢
obu linii komoérkowych do tworzenia odpowiednio
struktury ko$¢/szpik oraz kompleksu zebina/mia-
zga [18, 19]. Skrupulatnie prowadzone badania
porownawcze wykazaty, iz DPSC charakteryzujg
sie wyzszym potencjatem wzrostowym i prolifera-
cyjnym w poréwnaniu z BMSC [19]. Wigze sig to ze
zwiekszonym wydzielaniem przez komérki DPSC
specyficznych mediatorow cyklu komérkowego
CDK-6 i IGF [19, 24]. Pozyskane wyniki sugerujg
mozliwo$¢ podjecia préb wykorzystania komorek
DPSC do regeneracji tkanek o mezenchymalnym
rodowodzie, w tym zebiny i kosci [19].

Komorki macierzyste miazgi zeba (DPSC)
zostaty jako pierwsze opisane przez Grontho-
sa i wsp. [19]. W swoich badaniach autorzy wy-
kazali zdolno$ci multipotencjalne oraz samoodna-
wiajgce komorek DPSC, oraz zdolno$c¢ regeneracii
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przez DPSC kompleksu miazga-zebina, w ktorym
to kompleksie potwierdzono ekspresje sialofosfo-
proteiny zebiny (DSPP) jedynego specyficznego
markera zegbiny [15].

Podobnie, jak to miato miejsce w przypadku
analizy DPSC, badania komorek pochodzgcych
z brodawki wierzchotkowej (SCAP) wykazaty, ze
rowniez te komorki posiadajg zdolnosé do rozni-
cowania w kierunku funkcjonalnych odontobla-
stow [20]. Wynik uzyskano na modelu zwierzecym,
w ktérym po o$miu tygodniach od implantacji ko-
moérek SCAP podskornie myszom poddanym im-
munosupresji doszto do ektopowego wytworzenia
zebiny, wykazujgcej ekspresje genu DSPP [19]. Ob-
raz histologiczny powstatej zebiny byt analogicz-
ny do powstatej z udziatem DPSC. Jednoczesnie
badania porownawcze przeprowadzane na tych
samych myszach immunosupresyjnych wskazaty
na znaczaco wigkszy potencjat regeneracyjny ko-
morek pochodzacych z brodawki wierzchotkowe;j
w poréwnaniu z komérkami izolowanymi z miazgi
zeba [21]. Dla potwierdzenia funkcji jakg petnig
komorki formujgce brodawke wierzchotkowg roz-
wijajgcego sie zawigzka zeba, przeprowadzono
doswiadczenie, w ktérym na etapie wczesnego
rozwoju korzenia zeba trzonowego, chirurgicznie
odcieto brodawke wierzchotkowg z zachowaniem
funkcjonalnej miazgi kanatowej [20]. W efekcie od-
ciecia brodawki doszto do catkowitego zatrzymania
rozwoju korzenia zeba, gdyz odontoblasty rezydu-
jace w miazdze kanatowej samodzielnie nie pod-
jety funkcji dalszego tworzenia zebiny korzeniowe;
[20]. Doswiadczenie to jednoznacznie wskazato
na dominujacy wptyw komorek SCAP na rozwoj
zebiny korzeniowej i wzrost korzenia zeba i jed-
noczesnie potwierdza dominujacy wptyw sygnali-
zacji pochodzenia mezenchymalnego na tym eta-
pie morfogenezy korzenia zeba [20]. Ostatecznie
multipotencjalny charakter obu linii komoérkowych
potwierdzono nie tylko przez zdolnos¢ réznicowa-
nia DPSC oraz SCAP w kierunku funkcjonalnych
odontoblastow, ale takze adipocytéw, wybarwia-
nych czerwienig olejowg oraz neurocytow wyka-
zujgcych ekspresje markerow GFAP i nestyny [15,
20, 22, 23, 24, 25, 26, 27]. Istotng zaletg komobrek
macierzystych pozyskiwanych z miazgi zeba oraz
brodawki wierzchotkowej jest relatywnie tatwa
dostepnos¢ kliniczna. Do celow badawczych ko-
morki obu linii komérkowych ekstrahuje sie z nie-
wyrznigtych trzecich zebdw trzonowych, ktorych
poczatek rozwoju okresla sie na okoto 6. rok zycia,
co pozwala wnioskowag, ze zarébwno pozyskiwane
DPSC jak i SCAP znajdujg sie w stosunkowo wcze-
snej fazie r6znicowania komérkowego [19].

Intensywna analiza molekularna komoérek
izolowanych z miazgi zeba oraz brodawki wierz-
chotkowej pozwala wnioskowa¢, ze zaréwno nie-
zréznicowane komorki DPSC jak i SCAP zlokalizo-
wane sg w okolicach nisz okotonaczyniowych [28].
Obecnos¢ na powierzchni komérek pochodza-
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cych z obu zroédet epitopéw STRO-1 oraz CD146
potwierdza nie tylko mezenchymalny rodowo6d ko-
moérek [15, 19, 20, 21, 28], ale réwniez ich pierwot-
ng lokalizacje, gdyz antygen STRO-1 prezentujg
komorki w $cianach duzych naczyn krwiono$nych
oraz naczyn miazgi zeba [28], natomiast epitop
CD146 komorki lokalizujgce w mikrounaczynieniu
miazgi [21, 28].

Uzasadnienie i cel pracy

Pomimo ztozonej struktury anatomiczno-morfolo-
gicznej zapewniajgcej zebom twardos¢ i wytrzy-
mato$¢, uszkodzenia mechaniczne oraz bakteryjne
prowadzg do nieodwracalnej utraty tkanek zegba,
stad wyzwania medycyny regeneracyjnej dotyczg
rébwniez zabiegbw stomatologicznych. Obiecujacg
drogg odbudowy zaréwno brakéw zebowych jak
i ubytkdw w obrebie tkanek zeba wydaje sie bioin-
zynieria angazujgca komoérki macierzyste pocho-
dzenia zebowego. Niektore badania wykazaty, ze
komoérki DPSC mogtyby zosta¢ wykorzystane do
wytworzenia kompleksu miazga-zebina [30]. Jed-
nak zanim to nastgpi kluczowym wydaje sie skru-
pulatne poznanie mechanizméw wzrostu oraz réz-
nicowania komoérek macierzystych rezydujgcych
w miazdze zeba oraz brodawce wierzchotkowej
z uwzglednieniem ich potencjatu proliferacyjnego
oraz proodontoblastycznego. Skrupulatna anali-
za publikacji dotyczgcych porédwnania potencijatu
komobrek macierzystych pochodzgcych z miazgi
ludzkiego zeba (DPSC) versus komorki z brodawki
wierzchotkowej (SCAP) wykazata catkowity brak
doniesieh odnoszacych sie do komérek izolowa-
nych z tego samego zeba [4, 14]. Poniewaz do-
tychczasowe doniesienia uwzgledniaty jedynie
analize porébwnawczg populacji obu linii komorko-
wych, celem niniejszej pracy byto bezposrednie
poréwnanie in vitro zdolnosci proliferacyjnych oraz
zdolnosci tworzenia kolonii przez komoérki DPSC
oraz SCAP pochodzgce z tego samego zeba i ho-
dowane zarbwno w srodowisku stymulujgcym mi-
neralizacje, jak i w warunkach standardowych.

Materiat i metody

Komérki macierzyste izolowano z miazgi zeba
(DPSC) oraz brodawki wierzchotkowej (SCAP) nie-
wyrznigtych zebéw 6smych. Komérki pochodzi-
ty z tego samego zeba (w sumie 9 zebdw), a ich
hodowla prowadzona byta réwnolegle w sposoéb
pozwalajgcy na analize poréwnawczg komorek
DPSC oraz SCAP pochodzgcych od pojedyn-
czego pacjenta. Hodowle prowadzono w trzech
niezaleznych doswiadczeniach, co oznacza, ze
rébwnolegle prowadzono trzy hodowle komorek
DPSC oraz trzy hodowle komérek SCAP, przy
czym jednej hodowli komérek DPSC odpowiadata
jedna hodowla komérek SCAP. W celu uzyskania
populacji komérek o mezenchymalnym fenotypie
oraz eliminacji leukocytéw i komérek hematopo-
etycznych, komérki DPSC i SCAP poddano selek-
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cji na obecnos¢ epitopoéw STRO-1, CD146, CD34
i CD45. Nastepnie, komorki hodowano w pozywce
standardowej (grupa wyjsciowa i kontrolna) oraz
w pozywce stymulujgcej mineralizacje (grupa
doswiadczalna). Zaplanowano przeprowadzenie
analizy potencjatu proliferacji badanych komérek
metodg WST-1 oraz zdolnosci formowania kolonii
(CFU-F) dla grupy wyjsciowej w 5 pasazu hodowli,
natomiast dla grup doswiadczalnej i kontrolnej po
6 tygodniach hodowli prowadzonej nieprzerwanie
w okre$lonych warunkach.

Pozyskiwanie miazgi zeba i brodawki
wierzchotkowej

Materiat do badanh pozyskiwano z niewyrznigtych
trzecich zebbw trzonowych. Pierwotnie uzyskano
materiat badawczy od 9 oséb tak, ze rownolegta
hodowla komérek DPSC oraz SCAP byta mozli-
wa w 3 powtérzeniach. Materiat badawczy stano-
wity miazga zeba oraz brodawka wierzchotkowa
pobrana od pacjentow obojga ptci, w przedziale
wiekowym 16-20 lat (Srednia wieku 18,3 lat). Po
usunieciu zeba drogg odontektomii, skalpelem od-
cinano brodawke wierzchotkowa, a z powierzchni
korzenia usuwano pozostatosci wibkien ozebnej.
Kolejno, zgb dwukrotnie przemywano 70% eta-
nolem oraz pigciokrotnie ptukano w roztworze
soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS).
Nastepnie, tarczg diamentowg z chtodzeniem solg
fizjologiczng zgb przecinano w ptaszczyznie po-
przecznej wzdtuz granicy szkliwno-cementowej
i wytuszczano miazge komorowg. Zaréwno mia-
zge jak i brodawke wierzchotkowg w warunkach
sterylnych przenoszono do standardowej pozywki
oMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Pozyskiwanie komdrek DPSC oraz SCAP

Miazge zeba oraz brodawke wierzchotkowg roz-
drabniano przy uzyciu skalpela, a nastgpnie tra-
wiono roztworem dyspazy (4 mg/ml) i kolagenazy
typu | (3 mg/ml) przez 45 minut w temperaturze
37°C. Po okresie trawienia cato$¢ odwirowywa-
no (10 min x 1200 rpm), a nastepnie przesgczano
przez filtr o Srednicy poréw 70um (Milipore). W ten
sposob eliminowano niestrawione tkanki oraz uzy-
skano hodowle 1-warstwowg. Komérki wysiewano
do butelek z pozywka hodowlang aMEM uzupet-
niong surowicg bydlecg (15%) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), 2% L-glutaming (Invitrogen) oraz
100 U/ml penicyliny i 100 mg/ml streptomycyny
(Invitrogen).

W celu pozyskania do dalszych do$wiadczen
homogennej hodowli komoérek mezenchymal-
nych (STRO-1+; CD146+) oraz w celu eliminaciji
leukocytow oraz komoérek hematopoetycznych
(CD34+); (CD45+) przed rozpoczeciem witasciwe-
go doswiadczenia komérki DPSC oraz SCAP pod-
dano selekcji z wykorzystaniem przeciwciat anty
STRO-1, CD146, CD34, CD45 (R&D Systems Inc.,
USA) przy uzyciu metody MACS (Magnetic Acti-
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vated Cell Sorting) oraz magnetycznego separato-
ra (MagCellect Magnet, R&D Systems Inc., USA).
Komérki poddano sortowaniu pozytywnemu na
obecnos¢ receptorow STRO-1, CD146 oraz sorto-
waniu negatywnemu z wykorzystaniem receptorow
CD34 i CD45 [8, 9, 19, 28, 33]. Nastepnie komorki
zrywano z podtoza z uzyciem 0,25% trypsyny po
uprzednim odsgczeniu pozywki i 2-krotnym ptu-
kaniu roztworem PBS. Kolejno, komérki wirowano
przez 3 minuty x 1200 rpm i zawieszano w iloSci
1 x 108 komérekw 1 ml buforu reakcyjnego (2 mM
EDTA + 0,5% BSA + PBS). Segregacje pozytyw-
ng przeprowadzono w dwoéch etapach, najpierw
na obecnos$¢ receptoréw STRO-1, a nastepnie
CD146. Procedure sortowania negatywnego pro-
wadzono jednoczasowo na obecno$¢ obu epito-
pow CD34 i CD45.

W celu sortowania pozytywnego do zawiesi-
ny komérek w buforze reakcyjnym wprowadzo-
no przeciwciata anty-STRO-1 i/lub anty-CD146
w stezeniu 1 pg/1 x 108 komérek, a nastepnie in-
kubowano 15 min. w temperaturze 2—-8°C. Kolejno
dodawano 100 pl ferrofluidu (MagCellect Goat An-
ti-Mouse IgG Ferrofluid, R&D Systems Inc., USA)
sprzezonego z przeciwciatem przeciwko mysiemu
IgG (R&D Systems Inc., USA) i inkubowano w tych
samych parametrach. W koncowej fazie inkubacji
komorki przenoszono do 50 ml saszetki, ptukano
w 15 ml mieszaniny reakcyjnej i wirowano 8 min. x
300 g. Po zebraniu supernatantu i rozpuszczeniu
komoérek w 2 ml buforu reakcyjnego, prowadzono
6-minutowg inkubacje w temperaturze pokojowej
w magnetycznym separatorze. Po odessaniu su-
pernatantu komoérki zwigzane z ferrofluidem o fe-
notypie STRO-1(+) lub CD146(+) dwukrotnie ptuka-
no w PBS, a nastegpnie wysiewano do pozywki.

Sorting negatywny byt przeprowadzany jedno-
czasowo dla receptorow CD34 i CD45. Po 1 ug
przeciwciat przeciwko ludzkiemu receptorowi bfo-
nowemu CD34 i CD45 dodawano do 1 x 10% komé-
rek pozyskanych z uprzedniego sortingu pozytyw-
nego. Komérki zawieszano w buforze reakcyjnym,
a nastepnie inkubowano 15 min. w temp. 2-8°C.
Kolejno zawiesing uzupetniono o 125 pl ferrofluidu
sprzezonego z przeciwciatem przeciwko mysiemu
IgG i ponownie inkubowano w tych samych wa-
runkach. W koncowym okresie inkubacji zawiesi-
ne uzupetniono buforem reakcyjnym do objetosci
2 ml i umieszczano w separatorze magnetycznym
na 6 minut w temperaturze pokojowej. Zawieszo-
ne w supernatancie komoérki STRO-1(+), CD146(+),
CD34(-) i CD45(-) stanowity materiat do dalszych
doswiadczen i analizy. Sorting wykonano cztero-
krotnie, a pozyskane komérki stanowity materiat
badawczych do czterech niezaleznie powtarza-
nych do$wiadczen.

Ostatecznie komorki grupy kontrolnej hodowa-
no w pozywce standardowej aMEM uzupetnionej
15% surowicg bydleca, 2% L-glutaming oraz 100
U/ml penicyliny i 100 mg/ml streptomycyny [33,
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35]. Pozywke grupy doswiadczalnej dodatkowo
wzbogacono skfadnikami stymulujgcymi minera-
lizacje. 10 nM deksametazon dodano w celu sty-
mulowania proliferacji, 10 mM pB-glicerofosforan
w celu stymulowania mineralizacji, natomiast 50
pg/ml kwas L-askorbinowy miat na celu stymulacje
tworzenia macierzy zewngtrzkomoérkowej [19, 20,
25, 36]. Pozywke zmieniano co 3 dni, kazdorazo-
wo dwukrotnie ptuczac komérki w PBS. Inkubacje
komorek prowadzono w temperaturze 37°C, w at-
mosferze 5% CO,. Po osiggnieciu przez komorki
80% konfluencji, hodowle komérkowg zrywano
z podtoza z uzyciem 0,25% trypsyny (Invitrogen),
a nastepnie rozsiewano do kolejnych butelek. Do-
Swiadczenie zaplanowano na 6 tygodni prowa-
dzenia nieprzerwanej hodowli. Po 6 tygodniach
obserwacji porébwnano potencjat proliferacyjny
i zdolnos$¢ tworzenia kolonii grupy kontrolnej i do-
Swiadczalnej wzgledem siebie oraz w stosunku
do grupy wyjsciowej z poczatku doswiadczenia
(pasaz 5). Zaplanowane doswiadczenia przepro-
wadzono 3-krotnie, a wyniki usredniono z trzech
niezaleznych powtorzen.

Ocena potencjatu proliferacyjnego komorek
DPSC oraz SCAP

Potencjat proliferacyjny badano w grupie wyjscio-
wej na poczatku do$wiadczenia oraz w grupie kon-
trolnej i doswiadczalnej po 6 tygodniach hodowli.

Do oceny ilosciowej potencjatu proliferacji uzy-
to zestawu Quick Cell Proliferation Assay Kit (Bio-
Vision, Mountain View, CA, USA), ktory oparty jest
na pomiarze szybkos$ci katalizowanej przez dehy-
drogenaze mitochondrialng redukciji soli tetrazolo-
wej do formazanu (WST-1). Enzym dehydrogenaza
mitochondrialna znajduje sie w btonie wewnetrz-
nej mitochondrium i katalizuje reakcje kompleksu
tancucha oddechowego, polegajacg na transpor-
cie jonébw wodorowych z NADH (Dinukleotyd ni-
kotynoamidoadeninowy) do ubichinonu (CoQ).
Prowadzi to do powstania ubichinolu (CoQH2)
[34], a cata reakcja rozpoczyna cykl oddechowy.
Poniewaz jedynie zywe komérki o niezaburzonym
metabolizmie wykazujg aktywno$¢ dehydrogena-
zy mitochondrialnej, to zwigkszenie liczby komoérek
bezposrednio przektada sie na wzrost aktywnosci
dehydrogenazy mitochondrialnej i w konsekwencji
zwiekszenie ilosci wytworzonego formazanu. Za-
stosowany zestaw cechuje sie wyzszg czutoscig
niz tradycyjne metody MTT.

Do do$wiadczenia uzyto 96-studzienkowg ptyt-
ke. Komérki w liczbie 1 x 10* zawieszono w 90 pl
pozywkKi i poddano 24-godzinnej inkubacji w tem-
peraturze 37°C i atmosferze 5% CO,. Nastepnie
do kazdej studzienki wprowadzono 10 pyl WST-1,
otrzymujgc 100 pl roztworu tgcznie. Wykonano
prébe $lepa, mieszajgc 10 pl WST-1 i 90 pl pozyw-
ki. Tak przygotowang ptytke inkubowano przez 4
godziny w warunkach standardowych. Po inku-
bacji w spektrofotometrze (Victor3, Perkin Elmer)
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zmierzono poziom absorbancji $wiatta przy dtugo-
Sci fali 450 nm. Eksperyment niezaleznie przepro-
wadzono 3-krotnie w trzech powtdrzeniach.

Analiza statystyczna

Dla oceny istotnosci réznic pomiedzy Srednimi
wynikami w do$wiadczeniach wykorzystano test
t-Studenta. Istotnos$¢ statystyczng przyjeto na po-
ziomie p < 0,05.

Badanie zdolnosci formowania kolonii
(CFU-F, colony forming unit-fibroblast)
komorek SCAP i DPSC

Komoérki pochodzenia mezenchymalnego majg
zdolnos¢ do tworzenia kolonii pochodzacych z po-
jedynczej fibroblastopodobnej komérki (CFU-F).
Jest to jedna z cech charakterystycznych tych
komérek progenitorowych, ktéra posrednio moze
Swiadczy¢ o ich stopniu zr6znicowania i dojrzato-
§ci. Jednostka CFU-F powstaje po mozliwie réw-
nomiernym rozprowadzeniu zawiesiny z komorka-
mi w pozywce hodowlanej, tak aby kazda komérka
znalazta sie w pewnym oddaleniu od siebie. Na-
stepnie poprzez rozmnazanie sie pojedynczej ko-
moérki progenitorowej powstaje populacja, ktéra
w mikroskopie swietlnym tworzy charakterystycz-
ny obraz ,wiru”.

W obecnym doswiadczeniu, zdolnos¢ formo-
wania kolonii (CFU-F) przez komorki macierzyste
SCAP i DPSC oceniono barwieniem Giemsy. Do
butelek hodowlanych o objetosci 25 ml wysiano
po 5 ml pozywki z zawartoscig 1 x 10° komérek
i inkubowano 2 godziny w warunkach standar-
dowych (temp. 37°C, 5% CO,). Kolejno hodowle
przeptukano 2-krotnie w PBS. Nastepnie do bu-
telki grupy kontrolnej wprowadzono 5 ml pozywki
standardowej o«MEM, natomiast do butelki grupy
doswiadczalnej dodano 5 ml pozywki «MEM zmo-
dyfikowanej sktadnikami stymulujgcymi minerali-
zacje [19, 20, 25, 36]. Catos¢ hodowano przez 14
dni w warunkach standardowych bez zmiany po-
zywki. Po 2-tygodniowej hodowli komérki barwio-

no metodg Giemsy. Z butelek hodowlanych odsg-
czono pozywke, ptukano 2-krotnie w PBS i przez
20 minut utrwalano na lodzie w 70% etanolu. Na-
stepnie alkohol etylowy odsgczano, a do hodowli
wprowadzano 5 ml roztworu Giemsy (Sigma-Al-
drich, St. Louis, MO, USA) na 20 minut. Kolejno po
odsgczeniu barwnika hodowle 2-krotnie ptukano
wodg destylowang i pozostawiono do wyschnie-
cia. Obraz komorek oceniono makroskopowo oraz
w mikroskopie $wietinym w powigkszeniu x10. Do-
Swiadczenie przeprowadzono 3-krotnie w trzech
powtérzeniach.

Wyniki

Ocena potencjatu proliferacyjnego komorek
DPSC oraz SCAP

Zaobserwowano, iz komorki z grup wyjsciowych
(pasaz 5) obu linii komoérkowych DPSC oraz SCAP
ulegaty szybszemu podziatowi anizeli komorki po-
chodzgce z analogicznych grup kontrolnych i do-
Swiadczalnych po 6 tygodniach hodowli. Po 24-
-godzinnej inkubacji przyrost liczby komorek
SCAP w grupie wyjsciowej wyniost 11133 (+
501,47), a w analogicznej grupie komérek DPSC
9318 (+ 381) (Rycina 1: A).

Po 6 tygodniach hodowli potencjat prolifera-
cyjny komorek z grup kontrolnych obu linii komor-
kowych zmalat. W grupie komoérek SCAP wyniést
9409 (+ 1299), a w analogicznej grupie komorek
DPSC 7555 (+ 1200) (Rycina 1: B). Jednocze$nie
stwierdzono, ze pozywka stymulujgca minerali-
zacje zastosowana w grupach dos$wiadczalnych
w sposoéb istotny wptyneta na zmniejszenie poten-
cjatu proliferacyjnego gtéwnie w linii komorkowe;j
DPSC. W grupie doswiadczalnej DPSC zanoto-
wano przyrost liczby komérek na poziomie 4252
(x 86). Stymulacja $rodowiska hodowlanego nie
miata istotnego wptywu na szybko$¢ podziatu ko-
mérek w linii SCAP. W grupie dos$wiadczalnej ko-
morek SCAP odnotowano przyrost liczby komorek
na poziomie 9250 (+ 154,8) (Rycina 1: C).
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Rycina 1. Ocena potencjatu proliferacji komorek SCAP i DPSC z grup: A) wyjsciowych (pasaz 5) oraz B) kontrolnych,
C) doswiadczalnych (po 6 tygodniach hodowli). Przedstawione wyniki sg $rednimi z trzech niezaleznych do$wiadczen

+ 8D, *P < 0,05.

Figure 1. The proliferation rate of DPSCs and SCAP from the groups A) initial (passage 5); B) control, and C) experi-
mental (after 6 weeks of cell culture). Mean + SD of 3 experiments. *P < 0,05.
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Przeprowadzone badania wykazaty, ze ko-
moérki pochodzgce z brodawki wierzchotkowej
we wszystkich grupach badawczych (wyjsciowej,
kontrolnej oraz doswiadczalnej) dzielity sie szyb-
ciej w porownaniu do analogicznych grup komérek
izolowanych z miazgi zeba. Potencjat proliferacyjny
grupy wyijsciowej linii SCAP byt najwyzszym uzy-
skanym w catym doswiadczeniu i wynosit 11133
(£ 501,47) (Tabela 1).

Tabela 1. Tabela zbiorcza potencjatéw proliferacji komé-
rek SCAP i DPSC wszystkich badanych grup (wyjsciowa,
kontrolna, do$wiadczalna). Przedstawione wyniki sg sred-
nimi z trzech niezaleznych doswiadczen + SD. *P < 0,05

Table 1. Picture of numerous clusters formed by SCAPs
(A, C, E) (light microscope x10) and macroscopic picture
(B, D, F). Giemsa staining. A, B: initial group; C, D: con-
trol group; E, F: experimental group

SCAP DPSC
Grupa wyjéciowa 11133 (+ 501,47%) 9318 (+ 381%)
Grupa kontrolna 9409 (+ 1299%) 7555 (+ 1200%)
Grupa do$wiadczalna 9250 (+ 154,8%) 4252 (+ 86%)

Wyniki oceny zdolnosci tworzenia
kolonii (CFU-F) komorek macierzystych
SCAP i DPSC

Barwienie metodg Giemsy wykazato, iz komorki
DPSC i SCAP zdolne sg do formowania kolonii

z pojedynczej komorki progenitorowej, co uwi-
docznito sie w postaci charakterystycznych ,wi-
réw” ztozonych z tworzacych sie populacji. W gru-
pie wyjsciowe;j linii komoérkowej SCAP stwierdzono
najwiekszg ilos¢ komorek progenitorowych w ca-
tym doswiadczeniu, co skutkowato powstaniem
najwiekszych i najliczniejszych kolonii (Rycina 2:
A, B). Po 6-tygodniowej obserwacji odnotowano
mniejszg ilos¢ i wielkos¢ kolonii zarébwno w gru-
pie kontrolnej (Rycina 2: C, D) jak i doSwiadczalnej
(Rycina 2: E, F) komorek SCAP, jednak réznica po-
miedzy tymi dwoma grupami byta nieznaczna.

Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w linii ko-
moérkowej DPSC. W grupie wyjsciowej komorek
wyizolowanych z miazgi zeba (Rycina 3: A, B) wy-
tworzone kolonie byty wigksze i liczniejsze w po-
réwnaniu do grupy kontrolnej i doswiadczalnej. Po
6 tygodniach hodowli grupa doswiadczalna linii
komoérkowej DPSC (Rycina 3: E, F) takze wykazy-
wata spadek ilosci i wielkosci kolonii w stosunku
do grupy kontrolnej (Rycina 3: C, D), przy czym
dysproporcja w formowaniu kolonii pomigdzy tymi
grupami byta wieksza w poréwnaniu do komoérek
SCAP. W catym eksperymencie najmniejszg ilo$¢
kolonii stwierdzono w grupie doswiadczalnej linii
komorkowej DPSC.

Przeprowadzona analiza wykazata, ze komor-
ki SCAP formowaty wiecej kolonii w stosunku do
komoérek DPSC w analogicznych grupach badaw-
czych (Tabela 2). Po 6-tygodniowej hodowli w ob-

AT

Rycina 2. Obraz skupisk komoérek SCAP tworzgcych charakterystyczne ,wiry”: — mikroskopowy (A, C, E) (pow. x10) oraz
— makroskopowy (B, D, F). Barwienie Giemsy. A, B: grupa wyjsciowa; C, D: grupa kontrolna; E,F: grupa do$wiadczalna.
Figure 2. Picture of numerous clusters formed by SCAPs (A, C, E) (light microscope x10) and macroscopic picture (B,
D, F). Giemsa staining. A, B: initial group; C, D: control group; E, F: experimental group.
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Rycina 3. Obraz skupisk komérek DPSC tworzgcych charakterystyczne ,wiry”: — mikroskopowy (A, C, E) (pow. x10) oraz
— makroskopowy (B, D, F). Barwienie Giemsy. A, B: grupa wyjsciowa; C, D: grupa kontrolna; E, F: grupa do$wiadczalna.
Figure 3. Picture of numerous clusters formed by DPSCs (A, C, E) (light microscope x10) and macroscopic picture (B,
D, F). Giemsa staining. A, B: initial group; C, D: control group; E, F: experimental group.

razie makroskopowym linii komoérkowej SCAP
stwierdzono 85-90% konfluencje (Rycina 2: B,
D, F), podczas gdy konfluencja hodowli komérek
DPSC byta nizsza i wynosita ok. 60% (Rycina 3:
B, D, F).

Tabela 2. Podsumowanie wynikow oceny zdolnosci
formowania kolonii (CFU) przez komérki SCAP i DPSC.
Grupe wyjsciowg stanowit pasaz 5, natomiast ocene po-
zostatych grup dokonano po 6 tygodniach hodowli ko-
morkowe;j

Table 2. Colony forming ability (CFU) of both SCAPs
and DPSCs. The initial group form cells at 5th passage,
whereas the control and experimental groups were as-
sessed after 6 weeks of culture

SCAP DPSC
Grupa wyj$ciowa +HH+ ++
Grupa kontrolna +++ ++
Grupa do$wiadczalna ++ +

Dyskusja

Wyzwaniem wspbtczesnej stomatologii jest stwo-
rzenie takiego sposobu odbudowy utraconych
tkanek zeba, ktory bytby zadawalajgcy zaréwno

DENTAL FORUM /2/2013/XLI

pod wzgledem funkcjonalnym jak i estetycznym.
Mozliwo$¢ wykorzystania komorek macierzystych
pochodzenia zebowego w codziennej praktyce
stomatologicznej, pomimo iz na dzien dzisiejszy
jest duzym wyzwaniem, to jednoczes$nie wydaje
sie by¢ sposobem leczenia najbardziej zblizonym
do warunkow fizjologicznych. Aby jednak zrealizo-
wac ten cel niezbedne jest skrupulatne poznanie
mechanizméw sterujgcych rozwojem i réznicowa-
niem komorek pochodzacych z miazgi ludzkiego
zeba oraz brodawki wierzchotkowej, ktére stano-
wig sprawdzone zrédfo pozyskiwania komorek
macierzystych [16, 19].

Uzyte w naszym doswiadczeniu komorki pro-
genitorowe o fenotypie STRO-1(+), CD146(+),
CD34(-), CD45(-), wyizolowane z miazgi i brodaw-
ki wierzchotkowej niewyrznietych trzecich zebdw
trzonowych, nalezg do komorek macierzystych,
ktérych multipotencjalny charakter potwierdzono
zdolnoscig do samoodnawiania, tworzenia kolonii
i réznicowania w kierunku licznych linii komorko-
wych, w tym osteoblastow, adipocytéw, neurocy-
tow oraz funkcjonalnych odontoblastow [15, 19,
31]. Analiza zdolnosci proliferacyjnych komorek
DPSC i SCAP wykazata rozny potencjat prolifera-
cyjny obu linii komoérkowych, co w naszym prze-
konaniu wynika z réznej dojrzato$ci omawianych
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grup komorkowych. Pozyskane wyniki potwier-
dzajg przypuszczenie, ze rezydujgce w miazdze
zeba odontoblasty, wyksztatcone w okresie odon-
togenezy, tracg swojg aktywnosé po catkowitym
uformowaniu zebiny pierwotnej, co stwarza ko-
niecznos¢ zastgpienia ich przez nowe komorki
odontoblastopodobne zdolne do produkcji zgbiny
wtérnej i reparacyjnej. Nasze badania sg zgodne
z uzyskanymi przez innych autoréw i wskazuja, iz
te nowo wyr6znicowane komorki odontoblastopo-
dobne pochodzg z nisz okotonaczyniowych miazgi
zebow, stanowigcych rezerwuar komorek progeni-
torowych [28]. Nieco inng role petnig komorki pro-
genitorowe pochodzgce z brodawki wierzchotko-
wej, ktore sg zrédtem pierwotnych odontoblastéw
odpowiedzialnych za wytwarzanie pierwotnej ze-
biny korzeniowej [17]. Szybko$¢ odktadania zebiny
wtérnej i reparacyjnej versus pierwotnej zebiny ko-
rzeniowej wymaga ekspresji réznych genoéw oraz
uruchomienia odmiennych $ciezek sygnalizacyj-
nych skutkujacych réznym nasileniem procesow
metabolicznych w komérkach odpowiedzialnych
za odktadanie obu rodzajow zebiny. Zatem nieco
odmienne funkcje komérek pochodzacych z mia-
zgi zeba po zakonczonym okresie morfogenezy
oraz komorek brodawki wierzchotkowej w okresie
tworzenia korzenia zeba sugerujg, ze obie linie
komoérkowe prezentujg rézny stopien dojrzatosci,
co w konsekwencji bezposrednio przektada sie na
szybkos¢ proliferacji oraz zdolno$¢ tworzenia kolo-
nii z pojedyncze;j fibroblastopodobnej komorki [20,
21]. Te obserwacje dodatkowo potwierdza nasze
doswiadczenie polegajgce na hodowli komorek
SCAP i DPSC w warunkach stymulacji promine-
ralizacyjnej srodowiska hodowlanego. Dokonane
pomiary jednoznacznie wykazaty, ze stymulo-
wanie dojrzewania komérek przyczyniato sie do
spadku potencjatu proliferacji oraz zdolnosci two-
rzenia kolonii w grupach doswiadczalnych z obu
linii komoérkowych w poréwnaniu z grupami kon-
trolnymi. Do podobnych wnioskéw w swoich ba-
daniach doszli Suchanek i wsp. [37]. Ostatecznie
potwierdzono, ze najwyzszy potencjat proliferacy;j-
ny miaty komorki na poczgtku doswiadczenia, co
jest zgodne z obserwacjami innych badaczy [19,
20, 21, 32].

Niezwykle intrygujgce wydajg sie wyniki uzy-
skane w grupie komorek pochodzacych z brodaw-
ki wierzchotkowej, w ktorych szybkos¢ proliferaciji
grup kontrolnej oraz stymulowanej nie wykazata
istotnej réznicy, a jedynie komorki stymulowane
dzielity sie minimalnie wolniej. Obserwacja ta po-
twierdza jednoznacznie, iz komoérki pochodzace
z brodawki wierzchotkowej wyjsciowo prezentujg
znaczaco nizszy stopien dojrzatosci w porownaniu
z komoérkami z miazgi zeba i szeSciotygodniowa
stymulacja srodowiskowa nie jest wystarczajgca
do wyréwnania aktywnosci metabolicznej komo-
rek SCAP do poziomu prezentowanego przez ko-
moérki DPSC, a tym samym procesy proliferacyj-
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ne dominujg nad dojrzewaniem komérkowym.
Jednoczes$nie nasuwa sie wniosek, ze komorki
z brodawki wierzchotkowej stanowig bardziej ,pla-
styczny” rezerwuar komoérek progenitorowych dla
odontoblastow.

Whioski pochodzace z badan potencjatu pro-
liferacji komoérek DPSC oraz SCAP sg zgodne
z danymi uzyskanymi w doswiadczeniu majgcemu
wykazac¢ dojrzato$¢ komorkowg poprzez badanie
zdolnosci tworzenia kolonii (CFU). Duza zdolno$¢
tworzenia kolonii z jednej fibroblastopodobnej ko-
morki jest cechg specyficzng dla komérek niedoj-
rzatych [8]. W naszych badaniach komorki pocho-
dzace z brodawki wierzchotkowej tworzyty bardzo
liczne kolonie widoczne w postaci ,wirow”. Jedno-
cze$nie wysoki poziom proliferacji tych komérek
sprawiat, iz obserwowane hodowle byty prawie
catkowicie konfluentne. W tym samym okresie ob-
serwacji komorki DPSC formowaty mniejszg ilo$¢
dobrze odgraniczonych kolonii przy istotnie mniej-
szej konfluencji. Po wprowadzeniu w grupach do-
Swiadczalnych pozywki stymulujgcej mineralizacje
odnotowano znaczny spadek ilosci tworzacych sig
kolonii w obu liniach komérkowych, przy czym
liczba skupisk komorek i konfluencja byta nizsza
w komorkach wyizolowanych z miazgi zeba w po-
réwnaniu z komoérkami z brodawki wierzchotkowe;.
Podobne obserwacje poczynit Sonoyama i wsp.
ktérzy zaobserwowali, iz komorki z brodawki wierz-
chotkowej majg wyzszy potencjat samoodnowy
i wiekszg zdolno$¢ tworzenia kolonii w stosunku
do komorek DPSC [20, 21]. Jednak istotna ro6znica
wynikéw pozyskanych w naszym doswiadczeniu
polega na obserwacji dwoch linii komorkowych
pochodzgcych z jednego zeba, co w naszym prze-
konaniu pozwala na bardziej precyzyjng ocene
porownawczg. Dodatkowo, wspomniani autorzy
sugerowali rébwniez, iz rozny potencjat proliferaciji
DPSC versus SCAP moze wynikaé z mniejszej
Srednicy komérek SCAP w poréwnaniu do DPSC,
co miatoby umozliwiaé wiekszej ilosci mniejszych
komorek SCAP wzrost na tej samej przestrzeni ho-
dowlanej [20, 21]. Test CFU oraz poziom potencjatu
proliferacji wykorzystali tez inni autorzy do oceny
komorek progenitorowych wyizolowanych z miazgi
ludzkich zebdéw mlecznych i statych [38]. Podobnie
jak to miato miejsce w naszych badaniach auto-
rzy ci zaobserwowali wiekszg ilos¢ tworzgcych sie
kolonii na poczatku doswiadczenia w stosunku do
konca obserwacji oraz znaczny spadek proliferacji
w grupach komoérek poddanych stymulacji promi-
neralizacyjnej [38]. Dowodzi to, ze wyzszy stopien
zréznicowania komorek przektada sie bezposred-
nio na spadek zdolnosci formowania kolonii.

Biezace doswiadczenie pozwala wysnu¢ wnio-
sek, iz komoérki macierzyste z miazgi ludzkiego
zeba oraz brodawki wierzchotkowej, pozyskane
z tego samego niewyrznigtego zeba madrosci,
wykazujg znaczaco roézny potencjat proliferacyj-
ny oraz zdolnos¢ tworzenia kolonii, na korzys¢
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komoérek SCAP. Wskazuje to, iz komorki pocho-
dzgce z brodawki wierzchotkowej sg bardziej pla-
stycznym rezerwuarem komorek macierzystych
i zachowujg bardziej pierwotny charakter zaréwno
w warunkach hodowli standardowej, jak i stymulo-
wanej przez czynniki promineralizacyjne.

Szeroki zakres badan prowadzonych na ko-
mérkach progenitorowych wyizolowanych z tka-
nek zeba przybliza nas do przetomu w inzynierii
tkankowej i materiatoznawstwie, dzieki kt6remu
mozliwa bedzie sterowana regeneracja tkanek
w praktyce stomatologicznej, podobnie jak ma to
miejsce w ortopedii. Pozwala to mie¢ nadzieje, ze
uzupetnienie utraconych tkanek zgba przy wyko-
rzystaniu zebopochodnych komorek progenito-
rowych, ktére rozwing sie w poszczegdlne tkanki
zeba, stanie sie ztotym standardem leczenia sto-
matologicznego w przysztosci. W ocenie autoréw
istnieje zatem potrzeba nie tylko kontynuaciji, ale
réwniez intensyfikacji badan komérek macierzy-
stych izolowanych ze struktur zeba.
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