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DENTAL PULP STEM CELLS (DPSCS). CHARACTERISTICS AND APPLICATION - A REVIEW

Summary

The dental pulp stem cells (DPSCs) are the fraction of the mesenchymal stem cells and can be characterized by the properties of
all stem cells, such as self-renewal, multipotential character and the presence of the STRO-1 receptor on their surface. DPSCs
possess the ability to secrete the components of the extracellular matrix and the dentine building proteins. They are mainly
isolated from young human teeth, such as the completely impacted third molars. The cells identification covers colony forming
tests, phenotypic assays, behavioral aspects and specific surface markers testing. Isolated and tested cells may be kept in liquid
nitrogen using the cryopreservation technique for up to 6 months. Different culture conditions provide multiple differentiation
modes, which enables obtaining specific progenitor cells. DPSCs may be used in various medicine disciplines, as well as in
dentistry. Nowadays, the DPSCs have become an attractive source for tissue engineering using different biological scaffolds.
The scaffolds are three-dimensional structures providing an ideal framework and morphogenic molecules constituents for
the cells. Their application covers the treatment of neurodegenerative diseases, ex. the Parkinson disease, the regenerative
endodontics and the post-traumatic treatment of young permanent teeth in the revascularization method. They also provide
a great source of cells used in regenerative tissue engineering. The banking of the cells is also available via cryopreservation. In
dentistry, DPSCs decide for the pulps regenerative and defensive potential and are the future of the regenerative dentistry as

well as an ideal scientific research material.
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WSTEP

Miazga zeba ludzkiego jest zbudowana z substan-
cji podstawowej oraz elementéw komoérkowych, do
ktérych naleza m.in. odontoblasty, fibroblasty oraz
komorki macierzyste tkanki zeba (ang. dental stem
cells - DSCs), bedace frakcjg komdrek macierzystych
mezenchymy (ang. mesenchymal stem cells — MSCs).
Wsrod komoérek DSCs wyrozniamy: komorki macie-
rzyste z miazgi zeba ludzkiego (ang. dental pulp stem
cells — DPSCs), komorki macierzyste z miazgi zeba
mlecznego (ang. stem cells from human exfoliated
deciduous teeth — SHEDs), komorki macierzyste wie-
zadta ozebnowego (ang. periodontal ligament stem
cells — PDLSCs), komérki macierzyste brodawki wierz-
chotkowej (ang. stem cells from apical papilla — SCAP)
oraz komérki progenitorowe pecherzyka zebowego
(ang. dental follicle progenitor cells — DFPCs) (1-7).
Komérki macierzyste sg niezréznicowanymi komorka-

mi embrionalnymi lub dojrzatymi komdrkami postnatal-
nymi, ktére cechuje ciagty potencjat proliferacyjny. Sg
one samoodnawialne (ang. self-renewal) i posiadajg
zdolnos¢ tworzenia komorek progenitorowych (prekur-
sorowych), czyli réznicowania sie do kazdej wyspecjali-
zowanej komérki (tzw. totipotencjalnosé) (1, 8). DPSCs
sg klasyfikowane jako wyspecjalizowane dojrzate (post-
natalne) komérki macierzyste (ang. adult stem cells),
zréznicowane na skutek dziatania czynnikéw zewnetrz-
nych, doprowadzajacych do przerwania procesu sa-
moodnawiania sie DSCs. DPSCs, w przeciwienstwie
do MSCs, wykazujg charakter multipontentny, co ozna-
cza, ze moga sie roznicowa¢ do przynajmniej trzech
réznych linii komdérkowych, takich jak odontoblasty,
osteoblasty, komérki endotelium, nerwowe i ttuszczo-
we (2, 3, 9, 10). Pierwszymi komérkami macierzystymi
wykorzystywanymi w medycynie byty komorki macie-
rzyste szpiku kostnego (ang. bone marrow stem cells
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— BMSCs). Ich pozyskiwanie byto obcigzajace i niebez-
pieczne dla pacjenta. Proby wyizolowania i oznacze-
nia DPSCs zostaly podjete w koncu XX wieku, gtéwnie
z uwagi na ich znane zdolnosci proliferacyjne i regene-
racyjne oraz potencjalng mozliwo$¢ zastgpienia nimi
BMSCs (3).

Dojrzate odontoblasty, bedgce komérkami odpowie-
dzialnymi za sekrecje substancji budujacych macierz
zewnatrzkomorkowg zebiny (ang. extracellular matrix
— ECM) i jej dalsza mineralizacje, w odpowiedzi na
czynniki draznigce miazge wydzielaja szereg substan-
cji obronnych (cytokiny, interleukiny, chemokiny), ktére
maja za zadanie eliminacje zagrozenia (1-3, 5, 11-15).
W chwili opanowania ostrego stanu zapalnego naste-
puje proces naprawczy tkanek twardych zeba (1). Udo-
wodniono stymulujgcy wptyw interleukiny 1 (IL-1), trans-
formujgcych czynnikéw wzrostu B, i B, (TGF-B,, TGF-B,)
oraz materiatéw odontotropowych, takich jak np. wodo-
rotlenek wapnia, na wydzielanie kolagenu zebiny przez
komérki miazgi (11, 12, 16-19). Nowo powstata tkanka
twarda odseparowuje miazge zeba od strefy degrada-
cji tkanki. Grubo$¢ warstwy zebiny oddzielajgcej dno
ubytku préchnicowego od miazgi zeba jest waznym
czynnikiem warunkujacym przezycie odontoblastéw.
W przypadku dziatania silnego bodzca komoérki lezace
w bezposredniej strefie jego oddziatywania obumieraja.
Ich funkcje sekrecyjng przejmuja komorki miazgi wiasci-
wej, w tym DSCs, a nowo powstata tkanka nazywana
jest zebing reparacyjna (7, 17, 20).

DPSCs posiadajg wszystkie cechy komoérek macie-
rzystych, o czym $wiadczy obecno$¢ na ich powierzch-
ni receptora STRO-1 — specyficznego epitopu komoérek
mezenchymalnych (3, 4, 10, 21). Ponadto, na ich po-
wierzchni wykazano obecnos$é receptoréw charaktery-
stycznych dla $rédbtonka (CD106, CD146, czasteczka
adhezji komorkowej naczyn 1 [VCAM-1]), tkanek oko-
tonaczyniowych (CD146, 3G5, ACTA2), kosci, zebiny
i cementu (biatko morfogenetyczne kosci [ang. bone
morphogenetic protein — BMP], fosfataza zasado-
wa [ang. alkaline phosphatase — ALP], osteonektyna
[ang. osteonectin — OSN], osteopontyna [ang. oste-
opontin — OSP], kostna sialoproteina [ang. bone sialo-
protein — BSP]) oraz fibroblastéw (kolagen typu |, lll oraz
czynnik wzrostu fibroblastéw 2 [FGF-2]) (1, 21, 22).

DPSCs charakteryzujg sie wysokim potencjatem
proliferacyjnym, wzrostowym i zdolnos$cig wydzielania
mediatoréw wzrostu komoérkowego, takich jak kinazy-6
zaleznej od cyklin (ang. cyclin-dependent kinase-6
— CDK-6) oraz insulinopodobnego czynnika wzro-
stu (ang. insulin-like growth factor — IGF) (3). DPSCs
posiadajg réwniez na swojej powierzchni receptory
odpowiadajgce za rozpoznawanie bakterii, tj. TLR-2,
TLR-4 (ang. toll-like receptors — TLR) oraz wydzielajg
naczyniowy endotelialny czynnik wzrostu (ang. endo-
thelial growth factor — EGF) w odpowiedzi na lipopoli-
sacharyd (23). Réznicowanie DPSCs w dojrzate odon-
toblasty nastepuje na skutek stymulacji przez bodzce
zewnetrzne i biatka sygnatowe (gtownie czynniki wzro-
stu takie jak TGF-1, TGF-3, BMP-2, IFG-1) wydzielane

przez dojrzate odontoblasty oraz nabtonek wewnetrz-
ny narzgdu szkliwotwérczego. Udowodniono réwniez,
ze w warunkach fizjologicznych oraz w obecnosci bia-
tek macierzy zebiny i pozostatych czynnikéw wzrostu
moze dojs¢ do rozpoczecia procesu rdznicowania
DPSCs w odontoblasty, nawet w przypadku braku we-
wnetrznego nabtonka narzadu szkliwotwérczego lub
btony podstawnej (24-26). Na proces migracji DPSCs
z ich niszy bytowania wptywajg biatka sygnatowe z ro-
dziny receptorow efedrynowych dla kinazy tyrozyno-
wej subklasy B — EphB/efedryna-B (1, 27).

Morfologia DPSCs przypominajg fibroblasty. Ce-
chujg sie wydtuzonym ciatem komoérkowym z cen-
tralnie utozonym jadrem komoérkowym, dobrze wy-
ksztatconym szorstkim retikulum endoplazmatycznym
(ang. rough endoplasmic reticulum — RER), aparatem
Golgiego oraz licznymi pecherzykami sekrecyjny-
mi (3). Mtode odontoblasty, niewykazujgce funkcji se-
krecyjnej, sg matymi, owalnymi komdrkami z wysoko
utozonym jadrem komérkowym, stabo wyksztatconym
aparatem Golgiego i szczatkowym szorstkim retikulum
endoplazmatycznym. W procesie dojrzewania naste-
puje zmiana budowy komorki — jej ciato ulega wydtu-
zeniu, jadro komdérkowe z aparatem Golgiego zloka-
lizowanym nieopodal uktada sie centralnie, a takze
pojawiajg sie pecherzyki sekrecyjne rozsiane w catej
cytoplazmie (3). Dochodzi do wyksztatcenia potgczen
pomiedzy komérkami, czyli utworzenia syncytium.
Wyrostek cytoplazmatyczny, zbudowany z wtokien ak-
tynowych i nestynowych, posiada cze$¢ gtébwng oraz
odchodzace od niej w réznych odlegtosciach licz-
ne odgatezienia, dzieki ktorym sg mozliwe: sekrecja
sktadnikédw macierzy zewnatrzkomoérkowej, sygnali-
zacja miedzykomorkowa oraz sygnalizacja pomiedzy
komorkg a ECM. Obecnos$é nestyny w odontoblascie
$wiadczy o jego przynaleznoséci do komérek wywo-
dzacych sie ze zwoju nerwowego (9). Dojrzate odon-
toblasty wydzielajg sktadniki budujace ECM, takie jak
kolagen typu I, lll (90% ECM), proteoglikany oraz sub-
stancje niekolagenowe (10% ECM), do ktérych nalezg
dwa gtéwne biatka budujgce zebine: sialoproteina ze-
binowa (ang. dentin sialoprotein — DSP) i fosfoproteina
zebinowa (ang. dentin phosphoprotein — DPP). Oba
sg kodowane przez pojedynczy gen sialofosfoprote-
iny zebinowej (ang. dentinsialophosphoprotein gene
— DSPP) (9). Wykazano, ze ekspresja DSPP i dalsza
produkcja DSP oraz DPP nastepujg bezposrednio po
utworzeniu sie kolagenowej matrycy prezebiny i sg
one $cisle zwigzane z procesem zebinogenezy (9). Po-
nadto, dojrzate odontoblasty wydzielaja wiele innych
biatek niekolagenowych ECM, m.in. fosfoproteine ma-
cierzy zebiny 1 (ang. dentin matrix protein-1 — DMP-1),
fibronektyne, OSP, OSN, BSP i inne (3, 7, 28, 29).

Izolacja komorek macierzystych taczy sie z koniecz-
noscig enzymatycznej degradacji tkanki, identyfikacji
uzyskanych komérek pod wzgledem zgodnosci oraz
wykonania szeregu testéw potwierdzajgcych ich po-
chodzenie, morfologie i charakter. Do identyfikacji stuzg
testy:
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- zdolnoéci tworzenia kolonii (ang. colony forming
assay — CFA) (potwierdzajace klonogenno$¢ po-
zyskanych komorek, tj. zdolno$¢ do tworzenia ze-
spotu identycznych morfologicznie i czynnos$ciowo
komorek budujacych dana tkanke lub wyspecjali-
zowanych w spetnianiu okreslonej funkgciji),

— fenotypowe (oceniajgce morfologie i zachowanie
pozyskanych komorek),

— czynnosciowe (okreslajgce zdolno$¢ zaimplanto-
wanych komérek do integracji z pozostatymi ko-
morkami i funkcjonowania jak komorki zroznicowa-
ne),

— oceniajace obecnosé specyficznych markeréw na
powierzchni komorki (w tescie cytometrii przepty-
wowej) (1, 4, 8).

DPSCs zostaly po raz pierwszy wyizolowane w roku
2000 (21) z tkanki okotonaczyniowej, ktdra stanowi
ich nisze bytowania (2, 3, 22). Fenotypowo sg one po-
dobne do wywodzacych sie z grzebienia nerwowego
perycytow wyscielajgcych zewnetrzng powierzchnie
$ciany matych naczyn krwiono$nych (27). Silne wtasci-
wosci adherentne umozliwiajg ich namnazanie na réz-
nych podtozach (3, 21). Zrédio tkanki dawcy komoérek
ma ogromne znaczenie, poniewaz im mtodsza i mniej
zréznicowana tkanka, tym lepsze sg warunki dla po-
zyskania DPSCs. Najkorzystniejsze wydaje sie wyko-
rzystanie w tym celu catkowicie zatrzymanych trzecich
zebow trzonowych (3, 9). Rdéznicowanie komorek ma-
cierzystych jest zalezne od zewnetrznych czynnikow
$srodowiskowych, stad wniosek, iz odmienne warunki
hodowli pozwolg na zréznicowanie DPSCs w rézne li-
nie komérkowe (3, 9, 30).

Réwnolegle z izolacja DPSCs przeprowadzane
jest testowanie z uzyciem przeciwciat, takich jak np.
STRO-1 (3, 9), w czasie maksymalnie 120 godzin od
ekstrakcji zeba (2). Komérki mozna przechowywacd
przez okres do 6 miesiecy, stosujac krioprezerwacje
w cieklym azocie w temperaturze -196°C, bez wpltywu
na ich morfologie i funkcjonowanie (1, 2, 30). Przecho-
wywanie nietknietych zebdéw ludzkich po ekstrakcji me-
todg krioprezerwacji okazuje sie mniej skuteczne niz
samych wyizolowanych komorek (DPSCs sg odzyski-
wane tylko z ok. 20% tych zebdéw) (31). W okreslaniu
fenotypu odontoblastéw niezmiernie przydatne oka-
zuja sie badania dotyczace sekwencjonowania cDNA
metodg PCR, pozwalajace na stworzenie biblioteki ge-
néw charakterystycznych dla tych komorek. Badania
wskazuja na nadmierng ekspresje genéw kodujacych
biatka DSPP, ameloblastyne, PHEX (gen regulujacy
fosfataze dla endopeptydaz na chromosomie X) oraz
enameline, ktérej ekspresja pojawia sie juz we wcze-
snej fazie réznicowania z DPSCs (29).

W chwili obecnej nie istniejg takie warunki hodowli,
ktére umozliwityby jedynie zwiekszenie liczby komérek
DPSCs bez ich réznicowania (21). DPSCs zazwyczaj
przechodzg asymetryczne podziaty, w ktérych powsta-
je niezmieniona komédrka cérka (ang. daughter stem
cell), posiadajgca wszystkie cechy komoérek macierzy-
stych, oraz komérka progenitorowa. Badania naukowe

wykazaty takze, ze komérki DPSCs pochodzace z dzie-
wigtego pasazu hodowane w standardowym medium
spontanicznie ulegajg asymetrycznemu podziatowi i réz-
nicowaniu w dojrzate odontoblasty, osteoblasty i chon-
drocyty, o czym $wiadczy rowniez podwyzszony poziom
ekspresji genéw biatek DSPP, ALP, OPN, BSP i kolage-
nu typu Il (32). W obrebie dojrzatej miazgi, DPSCs wy-
stepuja w formie utajonej i uaktywniaja sie w momencie
jej uszkodzenia. Liczba DPSCs w dojrzatej miazdze jest
stata, dzieki czemu zachowana jest homeostaza miazgi
zeba (10).

Koncowa faza réznicowania odontoblasta jest kon-
trolowana przez nabtonek wewnetrzny narzadu szkli-
wotworczego w mechanizmie interakcji z czynnikami
wzrostowymi, ktdrych rezerwuar stanowi btona pod-
stawna (10, 29). Wéréd nich wymienia sie wchodza-
ce w sktad rodziny czynnikéw wzrostu fibroblastéw
(ang. fibroblast growth factor) TGF-B, IGF1. W wa-
runkach in vitro kohcowa faza réznicowania odonto-
blastdbw moze by¢ indukowana poprzez hodowle na
podtozu wzbogaconym o aktywne frakcje biatkowe
TGF-1, BMP-2 w kombinaciji z heparyng lub IGF1, jak
réwniez aFGF w kombinacji z IGF1 (29).

Charakterystyczne wtasciwoéci komoérek DPSCs po-
zwalajg na ich szerokie zastosowanie zar6wno w stoma-
tologii, jak i medycynie w zakresie badan naukowych
oraz sterowanej regeneracji tkankowe;.

Inzynieria tkankowa oraz medycyna regenera-
cyjna (ang. tissue engineering and regenerative
medicine — TERM) polega na stworzeniu materiatu
o dziataniu biologicznym, ktory zawieratby wszystkie
niezbedne sktadniki dla prawidtowego namnazania
sie komorek na jego powierzchni, mégtby by¢ ta-
two aplikowany do tkanki podlegajgcej regeneracii,
cechowat sie biokompatybilno$cig oraz biodegrado-
walnoscig bez pozostawienia toksycznych produk-
téw ubocznych (3, 33). TERM opiera sie na trzech
podstawowych elementach: wykorzystaniu komérek
macierzystych w obecnosci odpowiednich czynnikéw
wzrostu oraz rusztowania (bazy) (1, 33). Wspotczesne
koncepcje zaktadajg namnozenie komoérek macie-
rzystych na materiatach biodegradowalnych, takich
jak np. kolagen. W pionierskich badaniach komorki
DPSCs namnazano na podtozu z hydroksyapatytu/
fosforanu tréjwapniowego (HA/TCP) oraz kwasie po-
limlekowym (PLA), ktore wykazywaty biokompatybil-
nos¢ w stosunku do DPSCs i umozliwiaty wytworzenie
dobrze unaczynionej miazgi oraz jednorodnej warstwy
zebiny (21). Préby z wykorzystaniem materiatéw na
bazie kolagenu nie spetnity poktadanych w nich ocze-
kiwan i nie uzyskano wystarczajgco dobrej podstawy
do namnazania DPSCs, chociaz uzyskane wyniki byty
zadowalajgce (34). Po zastosowaniu samych DPSCs
w potgczeniu z bazg kolagenowa widoczne sg oznaki
organizacji komérek, chociaz nowo powstata tkanka
nie wykazuje cech pozgdanych do regeneracji miazgi
zeba. Natomiast w przypadku obecnosci wszystkich
trzech komponentéw (DPSCs, baza kolagenowa oraz
DMP-1) nowo powstatg tkanke charakteryzuje dobra
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organizacja i zdolno$¢ do formowania nowej matrycy
kolagenowej oraz angiogenezy (34).

Pozostate mozliwos$ci zastosowania DPSCs obejmujg
wypetnianie ubytkéw kostnych w ortopedii (33), regene-
racje tkanek w nowo powstajgcej dziedzinie stomatologii,
jaka jest endodoncja regeneracyjna (ang. regenerative
endodontics) (34), oraz leczenie choréb neurodegene-
racyjnych, takich jak choroba Parkinsona (35).

Ubytki kostne powstajg jako wynik choréb nowotwo-
rowych, wrodzonych deformacji, urazéw, osteoporozy,
dziatan jatrogennych (zabiegi chirurgiczne) oraz choréb
przyzebia i moga by¢ z powodzeniem leczone z zasto-
sowaniem TERM wykorzystujgcym DPSCs a nie, jak do
tej pory sadzono, jedynie MSCs wywodzace sie ze szpi-
ku kostnego (33).

Endodoncja regeneracyjna zajmuje sie wykorzysta-
niem komdrek macierzystych w leczeniu obrazen mia-
zgi zebowej, perforacji dna komory i $cian kanatéw ko-
rzeniowych (34), a takze martwicy miazgi zebdéw statych
z nieukonczonym rozwojem korzenia metoda rewasku-
laryzacji/regeneraciji (36). Zréznicowane DPSCs (adult
DPSCs) stanowig doskonaty materiat dla zastosowan
endodonciji regeneracyjnej, przy zatozeniu, ze zostana
one wyhodowane na takim podtozu, ktére zapewni po-
rowato$¢ umozliwiajacg fatwo$C migracji i organizaciji
komérek, biokompatybilno$¢ dla pozostatej czesci mia-
zgi, biodegradowalnos¢ w czasie oraz komfort pracy dla
lekarza (34).

PODSUMOWANIE

W stomatologii DPSCs decyduja o mozliwosciach
obronnych miazgi oraz stanowig przyszto$¢ endodoncji
regeneracyjnej. Komadrki macierzyste miazgi zebowej sg
doskonatym Zrodtem sterowanej regeneracji tkankowe;.
Ich zdolno$¢ réznicowania sie do odontoblastéw umoz-
liwia prowadzenie badan naukowych, ktére pozwolg na
doktadniejsze poznanie funkcjonowania odontoblastow
i ich odpowiedzi na réznorodne czynniki szkodliwe.
Pozyskanie komorek jak najmniej zréznicowanych jest
jednak trudne, mimo mozliwosci ich przechowywania
poprzez krioprezerwacje. O
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