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Streszczenie
Wstęp. Niewyrznięte zęby mądrości są źródłem komórek macierzystych, które przy odpowiedniej stymulacji środowiska 
hodowlanego in vitro różnicują się w liczne linie rozwojowe m.in. odontoblasty, neurocyty, chondrocyty, adipocyty.
Cel pracy. Porównanie in vitro potencjału proliferacji i tworzenia kolonii przez komórki izolowane z miazgi ludzkiego 
zęba (DPSC) oraz brodawki wierzchołkowej (SCAP), hodowanych w środowisku stymulującym mineralizację (grupa 
doświadczalna) oraz w warunkach standardowych (grupa wyjściowa i kontrolna).
Materiał i metody. Po zabiegu odontektomii miazgę komorową oraz brodawkę wierzchołkową trawiono roztworem 
dyspazy i kolagenazy typu I, a pozyskane komórki hodowano w pożywce αMEM uzupełnionej surowicą bydlęcą, 
L-glutaminą oraz antybiotykami. Pożywkę w grupie doświadczalnej dodatkowo wzbogacano składnikami stymulującymi 
mineralizację. Mezenchymalny fenotyp komórek określono metodą MACS z użyciem przeciwciał przeciwko STRO-1 
i CD146, a komórki hematopoetyczne i leukocyty eliminowano selekcją negatywną z użyciem przeciwciał przeciwko 
CD34 i CD45. Potencjał proliferacyjny szacowano pomiarem szybkości rozkładu soli tetrazolowej do formazanu, nato-
miast zdolność tworzenia kolonii oceniono barwieniem Giemsy.
Wyniki. Analiza hodowli komórek DPSC i SCAP wykazała, że komórki SCAP we wszystkich badanych grupach dzieliły 
się szybciej oraz tworzyły większe i bardziej liczne kolonie w porównaniu z komórkami DPSC. Ponadto, promineraliza-
cyjna stymulacja środowiska hodowlanego powodowała obniżenie zdolności formowania kolonii i spadek potencjału 
proliferacji w obu liniach komórkowych. 
Wnioski. Wysoki potencjał proliferacji oraz zdolność tworzenia licznych kolonii przez komórki SCAP dowodzi ich niższej 
dojrzałości komórkowej w porównaniu do komórek DPSC. Jednak zarówno SCAP jak i DPSC hodowane w środowisku 
promineralizacyjnym ulegają szybszemu różnicowaniu komórkowemu o czym świadczy ich niższy potencjał do samood-
nawiania i spowolnienie procesów proliferacyjnych. Pomimo różnic w dojrzałości komórkowej komórek pochodzących 
z obu linii komórkowych, zarówno miazga zęba jak i brodawka wierzchołkowa niewyrzniętych zębów ósmych są cen-
nym źródłem mezenchymalnych komórek macierzystych.
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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 I. 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.
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Wstęp
Rozwój inżynierii genetycznej z wykorzystaniem 
komórek macierzystych otworzył możliwość rege-
neracji wielu tkanek, co skutkuje szybkim rozwo-
jem medycyny regeneracyjnej w wielu specjalno-
ściach medycznych [1]. Komórki wykorzystywane 
w zabiegach regeneracyjnych definiuje się jako 
posiadające cechy komórek macierzystych (SC), 
w tym zdolność samoodnawiania oraz możliwość 
różnicowania w kierunku wyspecjalizowanych tka-
nek np. tłuszczowej, kostnej, chrzęstnej lub nerwo-
wej [2, 3, 4, 5, 6]. Cechę różnicowania w kierunku 
co najmniej czterech linii komórkowych określa się 
jako charakter multipotencjalny [2, 3, 4, 5, 6]. Do-
datkowo, podczas hodowli in vitro SC są zdolne do 
proliferacji ponad limit Hayflicka [7]. W warunkach 
fizjologicznych głównym zadaniem komórek macie-
rzystych jest utrzymanie homeostazy oraz zapew-
nienie rezerwuaru komórkowego dla rozwoju oraz 
regeneracji tkanki w przypadku jej uszkodzenia.

Jako pierwsze mezenchymalne komórki ma-
cierzyste wyizolowano komórki pochodzące ze 
szpiku kostnego (BMSC) [8, 9, 10]. Specyficzną 
cechą wyróżniającą te komórki jest ich hetero-
genność, co oznacza, że jedynie niewielka ilość 
komórek danej populacji posiada cechy komórek 
macierzystych [11]. Przyjęto, że kierunek rozwoju 
BMSC zależy od stopnia ich zróżnicowania w mo-
mencie izolacji oraz wpływu środowiska, w którym 
wyizolowane komórki są hodowane [11]. Ze wzglę-
du na obciążający dla pacjenta charakter zabiegu 
pozyskiwania BMSC ze szpiku kostnego, podjęto 
próby izolacji komórek macierzystych pochodze-
nia mezenchymalnego (MSC) z innych, łatwiej do-
stępnych źródeł [12, 13, 14]. W badaniach ostat-
niej dekady potwierdzono obecność MSC także 
w miazdze zęba [15] oraz brodawce wierzchołko-
wej [16] zlokalizowanej na szczycie nieuformowa-
nych korzeni trzecich zębów trzonowych [17].

Pomimo, że kość oraz zębina posiadają zbliżo-
ny skład białek organicznej macierzy, to struktura 
tkankowa jaką tworzą jest znacząco różna. Istotną 
cechą różnicującą BMSC oraz DPSC jest zdolność 
obu linii komórkowych do tworzenia odpowiednio 
struktury kość/szpik oraz kompleksu zębina/mia-
zga [18, 19]. Skrupulatnie prowadzone badania 
porównawcze wykazały, iż DPSC charakteryzują 
się wyższym potencjałem wzrostowym i prolifera-
cyjnym w porównaniu z BMSC [19]. Wiąże się to ze 
zwiększonym wydzielaniem przez komórki DPSC 
specyficznych mediatorów cyklu komórkowego 
CDK-6 i IGF [19, 24]. Pozyskane wyniki sugerują 
możliwość podjęcia prób wykorzystania komórek 
DPSC do regeneracji tkanek o mezenchymalnym 
rodowodzie, w tym zębiny i kości [19].

Komórki macierzyste miazgi zęba (DPSC) 
zostały jako pierwsze opisane przez Grontho-
sa i wsp. [19]. W swoich badaniach autorzy wy-
kazali zdolności multipotencjalne oraz samoodna-
wiające komórek DPSC, oraz zdolność regeneracji 

przez DPSC kompleksu miazga-zębina, w którym 
to kompleksie potwierdzono ekspresję sialofosfo-
proteiny zębiny (DSPP) jedynego specyficznego 
markera zębiny [15].

Podobnie, jak to miało miejsce w przypadku 
analizy DPSC, badania komórek pochodzących 
z brodawki wierzchołkowej (SCAP) wykazały, że 
również te komórki posiadają zdolność do różni-
cowania w kierunku funkcjonalnych odontobla-
stów [20]. Wynik uzyskano na modelu zwierzęcym, 
w którym po ośmiu tygodniach od implantacji ko-
mórek SCAP podskórnie myszom poddanym im-
munosupresji doszło do ektopowego wytworzenia 
zębiny, wykazującej ekspresję genu DSPP [19]. Ob-
raz histologiczny powstałej zębiny był analogicz-
ny do powstałej z udziałem DPSC. Jednocześnie 
badania porównawcze przeprowadzane na tych 
samych myszach immunosupresyjnych wskazały 
na znacząco większy potencjał regeneracyjny ko-
mórek pochodzących z brodawki wierzchołkowej 
w porównaniu z komórkami izolowanymi z miazgi 
zęba [21]. Dla potwierdzenia funkcji jaką pełnią 
komórki formujące brodawkę wierzchołkową roz-
wijającego się zawiązka zęba, przeprowadzono 
doświadczenie, w którym na etapie wczesnego 
rozwoju korzenia zęba trzonowego, chirurgicznie 
odcięto brodawkę wierzchołkową z zachowaniem 
funkcjonalnej miazgi kanałowej [20]. W efekcie od-
cięcia brodawki doszło do całkowitego zatrzymania 
rozwoju korzenia zęba, gdyż odontoblasty rezydu-
jące w miazdze kanałowej samodzielnie nie pod-
jęły funkcji dalszego tworzenia zębiny korzeniowej 
[20]. Doświadczenie to jednoznacznie wskazało 
na dominujący wpływ komórek SCAP na rozwój 
zębiny korzeniowej i wzrost korzenia zęba i jed-
nocześnie potwierdza dominujący wpływ sygnali-
zacji pochodzenia mezenchymalnego na tym eta-
pie morfogenezy korzenia zęba [20]. Ostatecznie 
multipotencjalny charakter obu linii komórkowych 
potwierdzono nie tylko przez zdolność różnicowa-
nia DPSC oraz SCAP w kierunku funkcjonalnych 
odontoblastów, ale także adipocytów, wybarwia-
nych czerwienią olejową oraz neurocytów wyka-
zujących ekspresję markerów GFAP i nestyny [15, 
20, 22, 23, 24, 25, 26, 27]. Istotną zaletą komórek 
macierzystych pozyskiwanych z miazgi zęba oraz 
brodawki wierzchołkowej jest relatywnie łatwa 
dostępność kliniczna. Do celów badawczych ko-
mórki obu linii komórkowych ekstrahuje się z nie-
wyrzniętych trzecich zębów trzonowych, których 
początek rozwoju określa się na około 6. rok życia, 
co pozwala wnioskować, że zarówno pozyskiwane 
DPSC jak i SCAP znajdują się w stosunkowo wcze-
snej fazie różnicowania komórkowego [19].

Intensywna analiza molekularna komórek 
izolowanych z miazgi zęba oraz brodawki wierz-
chołkowej pozwala wnioskować, że zarówno nie-
zróżnicowane komórki DPSC jak i SCAP zlokalizo-
wane są w okolicach nisz okołonaczyniowych [28]. 
Obecność na powierzchni komórek pochodzą-
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cych z obu źródeł epitopów STRO-1 oraz CD146 
potwierdza nie tylko mezenchymalny rodowód ko-
mórek [15, 19, 20, 21, 28], ale również ich pierwot-
ną lokalizację, gdyż antygen STRO-1 prezentują 
komórki w ścianach dużych naczyń krwionośnych 
oraz naczyń miazgi zęba [28], natomiast epitop 
CD146 komórki lokalizujące w mikrounaczynieniu 
miazgi [21, 28].

Uzasadnienie i cel pracy
Pomimo złożonej struktury anatomiczno-morfolo-
gicznej zapewniającej zębom twardość i wytrzy-
małość, uszkodzenia mechaniczne oraz bakteryjne 
prowadzą do nieodwracalnej utraty tkanek zęba, 
stąd wyzwania medycyny regeneracyjnej dotyczą 
również zabiegów stomatologicznych. Obiecującą 
drogą odbudowy zarówno braków zębowych jak 
i ubytków w obrębie tkanek zęba wydaje się bioin-
żynieria angażująca komórki macierzyste pocho-
dzenia zębowego. Niektóre badania wykazały, że 
komórki DPSC mogłyby zostać wykorzystane do 
wytworzenia kompleksu miazga-zębina [30]. Jed-
nak zanim to nastąpi kluczowym wydaje się skru-
pulatne poznanie mechanizmów wzrostu oraz róż-
nicowania komórek macierzystych rezydujących 
w miazdze zęba oraz brodawce wierzchołkowej 
z uwzględnieniem ich potencjału proliferacyjnego 
oraz proodontoblastycznego. Skrupulatna anali-
za publikacji dotyczących porównania potencjału 
komórek macierzystych pochodzących z miazgi 
ludzkiego zęba (DPSC) versus komórki z brodawki 
wierzchołkowej (SCAP) wykazała całkowity brak 
doniesień odnoszących się do komórek izolowa-
nych z tego samego zęba [4, 14]. Ponieważ do-
tychczasowe doniesienia uwzględniały jedynie 
analizę porównawczą populacji obu linii komórko-
wych, celem niniejszej pracy było bezpośrednie 
porównanie in vitro zdolności proliferacyjnych oraz 
zdolności tworzenia kolonii przez komórki DPSC 
oraz SCAP pochodzące z tego samego zęba i ho-
dowane zarówno w środowisku stymulującym mi-
neralizację, jak i w warunkach standardowych. 

Materiał i metody
Komórki macierzyste izolowano z miazgi zęba 
(DPSC) oraz brodawki wierzchołkowej (SCAP) nie-
wyrzniętych zębów ósmych. Komórki pochodzi-
ły z tego samego zęba (w sumie 9 zębów), a ich 
hodowla prowadzona była równolegle w sposób 
pozwalający na analizę porównawczą komórek 
DPSC oraz SCAP pochodzących od pojedyn-
czego pacjenta. Hodowlę prowadzono w trzech 
niezależnych doświadczeniach, co oznacza, że 
równolegle prowadzono trzy hodowle komórek 
DPSC oraz trzy hodowle komórek SCAP, przy 
czym jednej hodowli komórek DPSC odpowiadała 
jedna hodowla komórek SCAP. W celu uzyskania 
populacji komórek o mezenchymalnym fenotypie 
oraz eliminacji leukocytów i komórek hematopo-
etycznych, komórki DPSC i SCAP poddano selek-

cji na obecność epitopów STRO-1, CD146, CD34 
i CD45. Następnie, komórki hodowano w pożywce 
standardowej (grupa wyjściowa i kontrolna) oraz 
w pożywce stymulującej mineralizację (grupa 
doświadczalna). Zaplanowano przeprowadzenie 
analizy potencjału proliferacji badanych komórek 
metodą WST-1 oraz zdolności formowania kolonii 
(CFU-F) dla grupy wyjściowej w 5 pasażu hodowli, 
natomiast dla grup doświadczalnej i kontrolnej po 
6 tygodniach hodowli prowadzonej nieprzerwanie 
w określonych warunkach.

Pozyskiwanie miazgi zęba i brodawki
wierzchołkowej
Materiał do badań pozyskiwano z niewyrzniętych 
trzecich zębów trzonowych. Pierwotnie uzyskano 
materiał badawczy od 9 osób tak, że równoległa 
hodowla komórek DPSC oraz SCAP była możli-
wa w 3 powtórzeniach. Materiał badawczy stano-
wiły miazga zęba oraz brodawka wierzchołkowa 
pobrana od pacjentów obojga płci, w przedziale 
wiekowym 16–20 lat (średnia wieku 18,3 lat). Po 
usunięciu zęba drogą odontektomii, skalpelem od-
cinano brodawkę wierzchołkową, a z powierzchni 
korzenia usuwano pozostałości włókien ozębnej. 
Kolejno, ząb dwukrotnie przemywano 70% eta-
nolem oraz pięciokrotnie płukano w roztworze 
soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS). 
Następnie, tarczą diamentową z chłodzeniem solą 
fizjologiczną ząb przecinano w płaszczyźnie po-
przecznej wzdłuż granicy szkliwno-cementowej 
i wyłuszczano miazgę komorową. Zarówno mia-
zgę jak i brodawkę wierzchołkową w warunkach 
sterylnych przenoszono do standardowej pożywki 
αMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Pozyskiwanie komórek DPSC oraz SCAP
Miazgę zęba oraz brodawkę wierzchołkową roz-
drabniano przy użyciu skalpela, a następnie tra-
wiono roztworem dyspazy (4 mg/ml) i kolagenazy 
typu I (3 mg/ml) przez 45 minut w temperaturze 
37oC. Po okresie trawienia całość odwirowywa-
no (10 min × 1200 rpm), a następnie przesączano 
przez filtr o średnicy porów 70μm (Milipore). W ten 
sposób eliminowano niestrawione tkanki oraz uzy-
skano hodowlę 1-warstwową. Komórki wysiewano 
do butelek z pożywką hodowlaną αMEM uzupeł-
nioną surowicą bydlęcą (15%) (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA), 2% L-glutaminą (Invitrogen) oraz 
100 U/ml penicyliny i 100 mg/ml streptomycyny 
(Invitrogen).

W celu pozyskania do dalszych doświadczeń 
homogennej hodowli komórek mezenchymal-
nych (STRO-1+; CD146+) oraz w celu eliminacji 
leukocytów oraz komórek hematopoetycznych 
(CD34+); (CD45+) przed rozpoczęciem właściwe-
go doświadczenia komórki DPSC oraz SCAP pod-
dano selekcji z wykorzystaniem przeciwciał anty 
STRO-1, CD146, CD34, CD45 (R&D Systems Inc., 
USA) przy użyciu metody MACS (Magnetic Acti-
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vated Cell Sorting) oraz magnetycznego separato-
ra (MagCellect Magnet, R&D Systems Inc., USA). 
Komórki poddano sortowaniu pozytywnemu na 
obecność receptorów STRO-1, CD146 oraz sorto-
waniu negatywnemu z wykorzystaniem receptorów 
CD34 i CD45 [8, 9, 19, 28, 33]. Następnie komórki 
zrywano z podłoża z użyciem 0,25% trypsyny po 
uprzednim odsączeniu pożywki i 2-krotnym płu-
kaniu roztworem PBS. Kolejno, komórki wirowano 
przez 3 minuty × 1200 rpm i zawieszano w ilości 
1 x 106 komórek w 1 ml buforu reakcyjnego (2 mM 
EDTA + 0,5% BSA + PBS). Segregację pozytyw-
ną przeprowadzono w dwóch etapach, najpierw 
na obecność receptorów STRO-1, a następnie 
CD146. Procedurę sortowania negatywnego pro-
wadzono jednoczasowo na obecność obu epito-
pów CD34 i CD45.

W celu sortowania pozytywnego do zawiesi-
ny komórek w buforze reakcyjnym wprowadzo-
no przeciwciała anty-STRO-1 i/lub anty-CD146 
w stężeniu 1 μg/1 x 106 komórek, a następnie in-
kubowano 15 min. w temperaturze 2–8°C. Kolejno 
dodawano 100 μl ferrofluidu (MagCellect Goat An-
ti-Mouse IgG Ferrofluid, R&D Systems Inc., USA) 
sprzężonego z przeciwciałem przeciwko mysiemu 
IgG (R&D Systems Inc., USA) i inkubowano w tych 
samych parametrach. W końcowej fazie inkubacji 
komórki przenoszono do 50 ml saszetki, płukano 
w 15 ml mieszaniny reakcyjnej i wirowano 8 min. × 
300 g. Po zebraniu supernatantu i rozpuszczeniu 
komórek w 2 ml buforu reakcyjnego, prowadzono 
6-minutową inkubację w temperaturze pokojowej 
w magnetycznym separatorze. Po odessaniu su-
pernatantu komórki związane z ferrofluidem o fe-
notypie STRO-1(+) lub CD146(+) dwukrotnie płuka-
no w PBS, a następnie wysiewano do pożywki.

Sorting negatywny był przeprowadzany jedno-
czasowo dla receptorów CD34 i CD45. Po 1 μg 
przeciwciał przeciwko ludzkiemu receptorowi bło-
nowemu CD34 i CD45 dodawano do 1 x 106 komó-
rek pozyskanych z uprzedniego sortingu pozytyw-
nego. Komórki zawieszano w buforze reakcyjnym, 
a następnie inkubowano 15 min. w temp. 2–8°C. 
Kolejno zawiesinę uzupełniono o 125 μl ferrofluidu 
sprzężonego z przeciwciałem przeciwko mysiemu 
IgG i ponownie inkubowano w tych samych wa-
runkach. W końcowym okresie inkubacji zawiesi-
nę uzupełniono buforem reakcyjnym do objętości 
2 ml i umieszczano w separatorze magnetycznym 
na 6 minut w temperaturze pokojowej. Zawieszo-
ne w supernatancie komórki STRO-1(+), CD146(+), 
CD34(-) i CD45(-) stanowiły materiał do dalszych 
doświadczeń i analizy. Sorting wykonano cztero-
krotnie, a pozyskane komórki stanowiły materiał 
badawczych do czterech niezależnie powtarza-
nych doświadczeń.

Ostatecznie komórki grupy kontrolnej hodowa-
no w pożywce standardowej αMEM uzupełnionej 
15% surowicą bydlęcą, 2% L-glutaminą oraz 100 
U/ml penicyliny i 100 mg/ml streptomycyny [33, 

35]. Pożywkę grupy doświadczalnej dodatkowo 
wzbogacono składnikami stymulującymi minera-
lizację. 10 nM deksametazon dodano w celu sty-
mulowania proliferacji, 10 mM β-glicerofosforan 
w celu stymulowania mineralizacji, natomiast 50 
μg/ml kwas L-askorbinowy miał na celu stymulację 
tworzenia macierzy zewnątrzkomórkowej [19, 20, 
25, 36]. Pożywkę zmieniano co 3 dni, każdorazo-
wo dwukrotnie płucząc komórki w PBS. Inkubację 
komórek prowadzono w temperaturze 37oC, w at-
mosferze 5% CO2. Po osiągnięciu przez komórki 
80% konfluencji, hodowlę komórkową zrywano 
z podłoża z użyciem 0,25% trypsyny (Invitrogen), 
a następnie rozsiewano do kolejnych butelek. Do-
świadczenie zaplanowano na 6 tygodni prowa-
dzenia nieprzerwanej hodowli. Po 6 tygodniach 
obserwacji porównano potencjał proliferacyjny 
i zdolność tworzenia kolonii grupy kontrolnej i do-
świadczalnej względem siebie oraz w stosunku 
do grupy wyjściowej z początku doświadczenia 
(pasaż 5). Zaplanowane doświadczenia przepro-
wadzono 3-krotnie, a wyniki uśredniono z trzech 
niezależnych powtórzeń.

Ocena potencjału proliferacyjnego komórek 
DPSC oraz SCAP
Potencjał proliferacyjny badano w grupie wyjścio-
wej na początku doświadczenia oraz w grupie kon-
trolnej i doświadczalnej po 6 tygodniach hodowli.

Do oceny ilościowej potencjału proliferacji uży-
to zestawu Quick Cell Proliferation Assay Kit (Bio-
Vision, Mountain View, CA, USA), który oparty jest 
na pomiarze szybkości katalizowanej przez dehy-
drogenazę mitochondrialną redukcji soli tetrazolo-
wej do formazanu (WST-1). Enzym dehydrogenaza 
mitochondrialna znajduje się w błonie wewnętrz-
nej mitochondrium i katalizuje reakcję kompleksu 
łańcucha oddechowego, polegającą na transpor-
cie jonów wodorowych z NADH (Dinukleotyd ni-
kotynoamidoadeninowy) do ubichinonu (CoQ). 
Prowadzi to do powstania ubichinolu (CoQH2) 
[34], a cała reakcja rozpoczyna cykl oddechowy. 
Ponieważ jedynie żywe komórki o niezaburzonym 
metabolizmie wykazują aktywność dehydrogena-
zy mitochondrialnej, to zwiększenie liczby komórek 
bezpośrednio przekłada się na wzrost aktywności 
dehydrogenazy mitochondrialnej i w konsekwencji 
zwiększenie ilości wytworzonego formazanu. Za-
stosowany zestaw cechuje się wyższą czułością 
niż tradycyjne metody MTT.

Do doświadczenia użyto 96-studzienkową płyt-
kę. Komórki w liczbie 1 x 104 zawieszono w 90 μl 
pożywki i poddano 24-godzinnej inkubacji w tem-
peraturze 37°C i atmosferze 5% CO2. Następnie 
do każdej studzienki wprowadzono 10 μl WST-1, 
otrzymując 100 μl roztworu łącznie. Wykonano 
próbę ślepą, mieszając 10 μl WST-1 i 90 μl pożyw-
ki. Tak przygotowaną płytkę inkubowano przez 4 
godziny w warunkach standardowych. Po inku-
bacji w spektrofotometrze (Victor3, Perkin Elmer) 



Ocena potencjału proliferacji i zdolności formowania kolonii in vitro przez komórki izolowane z miazgi ludzkiego zęba (DPSC)...

19DENTAL FORUM  /2/2013/XLI PRACE ORYGINALNE

zmierzono poziom absorbancji światła przy długo-
ści fali 450 nm. Eksperyment niezależnie przepro-
wadzono 3-krotnie w trzech powtórzeniach.

Analiza statystyczna
Dla oceny istotności różnic pomiędzy średnimi 
wynikami w doświadczeniach wykorzystano test 
t-Studenta. Istotność statystyczną przyjęto na po-
ziomie p < 0,05.

Badanie zdolności formowania kolonii
(CFU-F, colony forming unit-fibroblast)
komórek SCAP i DPSC
Komórki pochodzenia mezenchymalnego mają 
zdolność do tworzenia kolonii pochodzących z po-
jedynczej fibroblastopodobnej komórki (CFU-F). 
Jest to jedna z cech charakterystycznych tych 
komórek progenitorowych, która pośrednio może 
świadczyć o ich stopniu zróżnicowania i dojrzało-
ści. Jednostka CFU-F powstaje po możliwie rów-
nomiernym rozprowadzeniu zawiesiny z komórka-
mi w pożywce hodowlanej, tak aby każda komórka 
znalazła się w pewnym oddaleniu od siebie. Na-
stępnie poprzez rozmnażanie się pojedynczej ko-
mórki progenitorowej powstaje populacja, która 
w mikroskopie świetlnym tworzy charakterystycz-
ny obraz „wiru”.

W obecnym doświadczeniu, zdolność formo-
wania kolonii (CFU-F) przez komórki macierzyste 
SCAP i DPSC oceniono barwieniem Giemsy. Do 
butelek hodowlanych o objętości 25 ml wysiano 
po 5 ml pożywki z zawartością 1 × 105 komórek 
i inkubowano 2 godziny w warunkach standar-
dowych (temp. 37°C, 5% CO2). Kolejno hodowlę 
przepłukano 2-krotnie w PBS. Następnie do bu-
telki grupy kontrolnej wprowadzono 5 ml pożywki 
standardowej αMEM, natomiast do butelki grupy 
doświadczalnej dodano 5 ml pożywki αMEM zmo-
dyfikowanej składnikami stymulującymi minerali-
zację [19, 20, 25, 36]. Całość hodowano przez 14 
dni w warunkach standardowych bez zmiany po-
żywki. Po 2-tygodniowej hodowli komórki barwio-

no metodą Giemsy. Z butelek hodowlanych odsą-
czono pożywkę, płukano 2-krotnie w PBS i przez 
20 minut utrwalano na lodzie w 70% etanolu. Na-
stępnie alkohol etylowy odsączano, a do hodowli 
wprowadzano 5 ml roztworu Giemsy (Sigma-Al-
drich, St. Louis, MO, USA) na 20 minut. Kolejno po 
odsączeniu barwnika hodowlę 2-krotnie płukano 
wodą destylowaną i pozostawiono do wyschnię-
cia. Obraz komórek oceniono makroskopowo oraz 
w mikroskopie świetlnym w powiększeniu ×10. Do-
świadczenie przeprowadzono 3-krotnie w trzech 
powtórzeniach.

Wyniki

Ocena potencjału proliferacyjnego komórek 
DPSC oraz SCAP
Zaobserwowano, iż komórki z grup wyjściowych 
(pasaż 5) obu linii komórkowych DPSC oraz SCAP 
ulegały szybszemu podziałowi aniżeli komórki po-
chodzące z analogicznych grup kontrolnych i do-
świadczalnych po 6 tygodniach hodowli. Po 24-
-godzinnej inkubacji przyrost liczby komórek 
SCAP w grupie wyjściowej wyniósł 11133 (± 
501,47), a w analogicznej grupie komórek DPSC 
9318 (± 381) (Rycina 1: A). 

Po 6 tygodniach hodowli potencjał prolifera-
cyjny komórek z grup kontrolnych obu linii komór-
kowych zmalał. W grupie komórek SCAP wyniósł 
9409 (± 1299), a w analogicznej grupie komórek 
DPSC 7555 (± 1200) (Rycina 1: B). Jednocześnie 
stwierdzono, że pożywka stymulująca minerali-
zację zastosowana w grupach doświadczalnych 
w sposób istotny wpłynęła na zmniejszenie poten-
cjału proliferacyjnego głównie w linii komórkowej 
DPSC. W grupie doświadczalnej DPSC zanoto-
wano przyrost liczby komórek na poziomie 4252 
(± 86). Stymulacja środowiska hodowlanego nie 
miała istotnego wpływu na szybkość podziału ko-
mórek w linii SCAP. W grupie doświadczalnej ko-
mórek SCAP odnotowano przyrost liczby komórek 
na poziomie 9250 (± 154,8) (Rycina 1: C).

Rycina 1. Ocena potencjału proliferacji komórek SCAP i DPSC z grup: A) wyjściowych (pasaż 5) oraz B) kontrolnych, 
C) doświadczalnych (po 6 tygodniach hodowli). Przedstawione wyniki są średnimi z trzech niezależnych doświadczeń 
± SD, *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 wykazały, że ko-
mórki pochodzące z brodawki wierzchołkowej 
we wszystkich grupach badawczych (wyjściowej, 
kontrolnej oraz doświadczalnej) dzieliły się szyb-
ciej w porównaniu do analogicznych grup komórek 
izolowanych z miazgi zęba. Potencjał proliferacyjny 
grupy wyjściowej linii SCAP był najwyższym uzy-
skanym w całym doświadczeniu i wynosił 11133 
(± 501,47) (Tabela 1).

Wyniki oceny zdolności tworzenia
kolonii (CFU-F) komórek macierzystych 
SCAP i DPSC
Barwienie metodą Giemsy wykazało, iż komórki 
DPSC i SCAP zdolne są do formowania kolonii 

z pojedynczej komórki progenitorowej, co uwi-
doczniło się w postaci charakterystycznych „wi-
rów” złożonych z tworzących się populacji. W gru-
pie wyjściowej linii komórkowej SCAP stwierdzono 
największą ilość komórek progenitorowych w ca-
łym doświadczeniu, co skutkowało powstaniem 
największych i najliczniejszych kolonii (Rycina 2: 
A, B). Po 6-tygodniowej obserwacji odnotowano 
mniejszą ilość i wielkość kolonii zarówno w gru-
pie kontrolnej (Rycina 2: C, D) jak i doświadczalnej 
(Rycina 2: E, F) komórek SCAP, jednak różnica po-
między tymi dwoma grupami była nieznaczna. 

Podobną zależność zaobserwowano w linii ko-
mórkowej DPSC. W grupie wyjściowej komórek 
wyizolowanych z miazgi zęba (Rycina 3: A, B) wy-
tworzone kolonie były większe i liczniejsze w po-
równaniu do grupy kontrolnej i doświadczalnej. Po 
6 tygodniach hodowli grupa doświadczalna linii 
komórkowej DPSC (Rycina 3: E, F) także wykazy-
wała spadek ilości i wielkości kolonii w stosunku 
do grupy kontrolnej (Rycina 3: C, D), przy czym 
dysproporcja w formowaniu kolonii pomiędzy tymi 
grupami była większa w porównaniu do komórek 
SCAP. W całym eksperymencie najmniejszą ilość 
kolonii stwierdzono w grupie doświadczalnej linii 
komórkowej DPSC.

Przeprowadzona analiza wykazała, że komór-
ki SCAP formowały więcej kolonii w stosunku do 
komórek DPSC w analogicznych grupach badaw-
czych (Tabela 2). Po 6-tygodniowej hodowli w ob-

Rycina 2. Obraz skupisk komórek SCAP tworzących charakterystyczne „wiry”: − mikroskopowy (A, C, E) (pow. ×10) oraz 
− makroskopowy (B, D, F). Barwienie Giemsy. A, B: grupa wyjściowa; C, D: grupa kontrolna; E,F: grupa doświadczalna.

Figure 2. Picture of numerous clusters formed by SCAPs (A, C, E) (light microscope ×10) and macroscopic picture (B, 
D, F). Giemsa staining. A, B: initial group; C, D: control group; E, F: experimental group.

Tabela 1. Tabela zbiorcza potencjałów proliferacji komó-
rek SCAP i DPSC wszystkich badanych grup (wyjściowa, 
kontrolna, doświadczalna). Przedstawione wyniki są śred-
nimi z trzech niezależnych doświadczeń ± SD. *P < 0,05

Table 1. Picture of numerous clusters formed by SCAPs 
(A, C, E) (light microscope ×10) and macroscopic picture 
(B, D, F). Giemsa staining. A, B: initial group; C, D: con-
trol group; E, F: experimental group

SCAP DPSC
Grupa wyjściowa 11133 (± 501,47*) 9318 (± 381*)
Grupa kontrolna 9409 (± 1299*) 7555 (± 1200*)
Grupa doświadczalna 9250 (± 154,8*) 4252 (± 86*)
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razie makroskopowym linii komórkowej SCAP 
stwierdzono 85–90% konfluencję (Rycina 2: B, 
D, F), podczas gdy konfluencja hodowli komórek 
DPSC była niższa i wynosiła ok. 60% (Rycina 3: 
B, D, F).

Dyskusja
Wyzwaniem współczesnej stomatologii jest stwo-
rzenie takiego sposobu odbudowy utraconych 
tkanek zęba, który byłby zadawalający zarówno 

pod względem funkcjonalnym jak i estetycznym. 
Możliwość wykorzystania komórek macierzystych 
pochodzenia zębowego w codziennej praktyce 
stomatologicznej, pomimo iż na dzień dzisiejszy 
jest dużym wyzwaniem, to jednocześnie wydaje 
się być sposobem leczenia najbardziej zbliżonym 
do warunków fizjologicznych. Aby jednak zrealizo-
wać ten cel niezbędne jest skrupulatne poznanie 
mechanizmów sterujących rozwojem i różnicowa-
niem komórek pochodzących z miazgi ludzkiego 
zęba oraz brodawki wierzchołkowej, które stano-
wią sprawdzone źródło pozyskiwania komórek 
macierzystych [16, 19].

Użyte w naszym doświadczeniu komórki pro-
genitorowe o fenotypie STRO-1(+), CD146(+), 
CD34(-), CD45(-), wyizolowane z miazgi i brodaw-
ki wierzchołkowej niewyrzniętych trzecich zębów 
trzonowych, należą do komórek macierzystych, 
których multipotencjalny charakter potwierdzono 
zdolnością do samoodnawiania, tworzenia kolonii 
i różnicowania w kierunku licznych linii komórko-
wych, w tym osteoblastów, adipocytów, neurocy-
tów oraz funkcjonalnych odontoblastów [15, 19, 
31]. Analiza zdolności proliferacyjnych komórek 
DPSC i SCAP wykazała różny potencjał prolifera-
cyjny obu linii komórkowych, co w naszym prze-
konaniu wynika z różnej dojrzałości omawianych 

Rycina 3. Obraz skupisk komórek DPSC tworzących charakterystyczne „wiry”: − mikroskopowy (A, C, E) (pow. ×10) oraz 
− makroskopowy (B, D, F). Barwienie Giemsy. A, B: grupa wyjściowa; C, D: grupa kontrolna; E, F: grupa doświadczalna.

Figure 3. Picture of numerous clusters formed by DPSCs (A, C, E) (light microscope ×10) and macroscopic picture (B, 
D, F). Giemsa staining. A, B: initial group; C, D: control group; E, F: experimental group.

Tabela 2. Podsumowanie wyników oceny zdolności 
formowania kolonii (CFU) przez komórki SCAP i DPSC. 
Grupę wyjściową stanowił pasaż 5, natomiast ocenę po-
zostałych grup dokonano po 6 tygodniach hodowli ko-
mórkowej

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 wyjściowa ++++ +++

Grupa kontrolna +++ ++

Grupa doświadczalna ++ +
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grup komórkowych. Pozyskane wyniki potwier-
dzają przypuszczenie, że rezydujące w miazdze 
zęba odontoblasty, wykształcone w okresie odon-
togenezy, tracą swoją aktywność po całkowitym 
uformowaniu zębiny pierwotnej, co stwarza ko-
nieczność zastąpienia ich przez nowe komórki 
odontoblastopodobne zdolne do produkcji zębiny 
wtórnej i reparacyjnej. Nasze badania są zgodne 
z uzyskanymi przez innych autorów i wskazują, iż 
te nowo wyróżnicowane komórki odontoblastopo-
dobne pochodzą z nisz okołonaczyniowych miazgi 
zębów, stanowiących rezerwuar komórek progeni-
torowych [28]. Nieco inną rolę pełnią komórki pro-
genitorowe pochodzące z brodawki wierzchołko-
wej, które są źródłem pierwotnych odontoblastów 
odpowiedzialnych za wytwarzanie pierwotnej zę-
biny korzeniowej [17]. Szybkość odkładania zębiny 
wtórnej i reparacyjnej versus pierwotnej zębiny ko-
rzeniowej wymaga ekspresji różnych genów oraz 
uruchomienia odmiennych ścieżek sygnalizacyj-
nych skutkujących różnym nasileniem procesów 
metabolicznych w komórkach odpowiedzialnych 
za odkładanie obu rodzajów zębiny. Zatem nieco 
odmienne funkcje komórek pochodzących z mia-
zgi zęba po zakończonym okresie morfogenezy 
oraz komórek brodawki wierzchołkowej w okresie 
tworzenia korzenia zęba sugerują, że obie linie 
komórkowe prezentują różny stopień dojrzałości, 
co w konsekwencji bezpośrednio przekłada się na 
szybkość proliferacji oraz zdolność tworzenia kolo-
nii z pojedynczej fibroblastopodobnej komórki [20, 
21]. Te obserwacje dodatkowo potwierdza nasze 
doświadczenie polegające na hodowli komórek 
SCAP i DPSC w warunkach stymulacji promine-
ralizacyjnej środowiska hodowlanego. Dokonane 
pomiary jednoznacznie wykazały, że stymulo-
wanie dojrzewania komórek przyczyniało się do 
spadku potencjału proliferacji oraz zdolności two-
rzenia kolonii w grupach doświadczalnych z obu 
linii komórkowych w porównaniu z grupami kon-
trolnymi. Do podobnych wniosków w swoich ba-
daniach doszli Suchanek i wsp. [37]. Ostatecznie 
potwierdzono, że najwyższy potencjał proliferacyj-
ny miały komórki na początku doświadczenia, co 
jest zgodne z obserwacjami innych badaczy [19, 
20, 21, 32].

Niezwykle intrygujące wydają się wyniki uzy-
skane w grupie komórek pochodzących z brodaw-
ki wierzchołkowej, w których szybkość proliferacji 
grup kontrolnej oraz stymulowanej nie wykazała 
istotnej różnicy, a jedynie komórki stymulowane 
dzieliły się minimalnie wolniej. Obserwacja ta po-
twierdza jednoznacznie, iż komórki pochodzące 
z brodawki wierzchołkowej wyjściowo prezentują 
znacząco niższy stopień dojrzałości w porównaniu 
z komórkami z miazgi zęba i sześciotygodniowa 
stymulacja środowiskowa nie jest wystarczająca 
do wyrównania aktywności metabolicznej komó-
rek SCAP do poziomu prezentowanego przez ko-
mórki DPSC, a tym samym procesy proliferacyj-

ne dominują nad dojrzewaniem komórkowym. 
Jednocześnie nasuwa się wniosek, że komórki 
z brodawki wierzchołkowej stanowią bardziej „pla-
styczny” rezerwuar komórek progenitorowych dla 
odontoblastów.

Wnioski pochodzące z badań potencjału pro-
liferacji komórek DPSC oraz SCAP są zgodne 
z danymi uzyskanymi w doświadczeniu mającemu 
wykazać dojrzałość komórkową poprzez badanie 
zdolności tworzenia kolonii (CFU). Duża zdolność 
tworzenia kolonii z jednej fibroblastopodobnej ko-
mórki jest cechą specyficzną dla komórek niedoj-
rzałych [8]. W naszych badaniach komórki pocho-
dzące z brodawki wierzchołkowej tworzyły bardzo 
liczne kolonie widoczne w postaci „wirów”. Jedno-
cześnie wysoki poziom proliferacji tych komórek 
sprawiał, iż obserwowane hodowle były prawie 
całkowicie konfluentne. W tym samym okresie ob-
serwacji komórki DPSC formowały mniejszą ilość 
dobrze odgraniczonych kolonii przy istotnie mniej-
szej konfluencji. Po wprowadzeniu w grupach do-
świadczalnych pożywki stymulującej mineralizację 
odnotowano znaczny spadek ilości tworzących się 
kolonii w obu liniach komórkowych, przy czym 
liczba skupisk komórek i konfluencja była niższa 
w komórkach wyizolowanych z miazgi zęba w po-
równaniu z komórkami z brodawki wierzchołkowej. 
Podobne obserwacje poczynił Sonoyama i wsp. 
którzy zaobserwowali, iż komórki z brodawki wierz-
chołkowej mają wyższy potencjał samoodnowy 
i większą zdolność tworzenia kolonii w stosunku 
do komórek DPSC [20, 21]. Jednak istotna różnica 
wyników pozyskanych w naszym doświadczeniu 
polega na obserwacji dwóch linii komórkowych 
pochodzących z jednego zęba, co w naszym prze-
konaniu pozwala na bardziej precyzyjną ocenę 
porównawczą. Dodatkowo, wspomniani autorzy 
sugerowali również, iż różny potencjał proliferacji 
DPSC versus SCAP może wynikać z mniejszej 
średnicy komórek SCAP w porównaniu do DPSC, 
co miałoby umożliwiać większej ilości mniejszych 
komórek SCAP wzrost na tej samej przestrzeni ho-
dowlanej [20, 21]. Test CFU oraz poziom potencjału 
proliferacji wykorzystali też inni autorzy do oceny 
komórek progenitorowych wyizolowanych z miazgi 
ludzkich zębów mlecznych i stałych [38]. Podobnie 
jak to miało miejsce w naszych badaniach auto-
rzy ci zaobserwowali większą ilość tworzących się 
kolonii na początku doświadczenia w stosunku do 
końca obserwacji oraz znaczny spadek proliferacji 
w grupach komórek poddanych stymulacji promi-
neralizacyjnej [38]. Dowodzi to, że wyższy stopień 
zróżnicowania komórek przekłada się bezpośred-
nio na spadek zdolności formowania kolonii.

Bieżące doświadczenie pozwala wysnuć wnio-
sek, iż komórki macierzyste z miazgi ludzkiego 
zęba oraz brodawki wierzchołkowej, pozyskane 
z tego samego niewyrzniętego zęba mądrości, 
wykazują znacząco różny potencjał proliferacyj-
ny oraz zdolność tworzenia kolonii, na korzyść 
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komórek SCAP. Wskazuje to, iż komórki pocho-
dzące z brodawki wierzchołkowej są bardziej pla-
stycznym rezerwuarem komórek macierzystych 
i zachowują bardziej pierwotny charakter zarówno 
w warunkach hodowli standardowej, jak i stymulo-
wanej przez czynniki promineralizacyjne.

Szeroki zakres badań prowadzonych na ko-
mórkach progenitorowych wyizolowanych z tka-
nek zęba przybliża nas do przełomu w inżynierii 
tkankowej i materiałoznawstwie, dzięki któremu 
możliwa będzie sterowana regeneracja tkanek 
w praktyce stomatologicznej, podobnie jak ma to 
miejsce w ortopedii. Pozwala to mieć nadzieję, że 
uzupełnienie utraconych tkanek zęba przy wyko-
rzystaniu zębopochodnych komórek progenito-
rowych, które rozwiną się w poszczególne tkanki 
zęba, stanie się złotym standardem leczenia sto-
matologicznego w przyszłości. W ocenie autorów 
istnieje zatem potrzeba nie tylko kontynuacji, ale 
również intensyfikacji badań komórek macierzy-
stych izolowanych ze struktur zęba.
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