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POPIS SKRACENICA

DFPCs - Prekursorske stanice dentalnog folikula
DPSCs - Mati¢ne stanice zubne pulpe

FGS - Fetalni govedi serum

PDLSCs - Mati¢ne stanice parodontnog ligamenta
SCAPs - Mati¢ne stanice apikalne papile

SHEDs - Mati¢ne stanice mlijecnih zuba



1. UvOD



Termin mati¢ne stanice prvi Se puta pojavio u znanstvenoj literaturi joS 1868.
godine u radu njemackog biologa Ernesta Haeckela. Haeckel je koristio termin
»Stemmzelle“ kako bi opisao progenitorni jednostanicni organizam za koji je
pretpostavio da je prekursor svih visestani¢nih organizama. Kasnije, 1960. godine,
Leroy Stevens otkrio je embrionalne tumorske stanice prilikom istrazivanja
testikularnog karcinoma. Stevens i njegovi suradnici dokazali su da su embrionalne
tumorske stanice zaista pluripotentne mati¢ne stanice. Jednim od najveéih postignuca
na ovom podrucju znanosti smatra se rad o specificnoj modifikaciji gena
embrionalnim mati¢nim stanicama za koji su 2007. Mario R. Capecchi, Martin J.

Evans i Oliver Smithies nagradeni Nobelovom nagradom za medicinu (1).

Mati¢ne stanice su nespecijalizirane stanice koje se mogu neograni¢eno
samoobnavljati i diferencirati u zrelije stanice sa specijaliziranim funkcijama.
Glavna funkcija im je osigurati razvoj tkiva, homeostazu i reparaciju u slucaju
oSte¢enja tkiva (2). Razlikujemo embrionalne i odrasle mati¢ne stanice. Embrionalne
mati¢ne stanice proizlaze iz unutarnje stani¢ne mase blastociste te imaju sposobnost
neograni¢enog rasta zadrzavajuéi svoju pluripotentnost (3). Odrasle mati¢ne stanice
nazivaju se jos i tkivno specifi¢ne ili somatske, a prisutne su u kostanoj srzi, masnom
tkivu, koZi, miSi¢ima 1 perifernoj krvi. Imaju sposobnost diferencijacije u razlicite
loze stanica ukljucujuci one koje tvore kost, hrskavicu, masno tkivo, misi¢e i neurone
(4). Embrionalne mati¢ne stanice su pluripotentne. Sve ostale mati¢ne stanice koje se
nalaze u specijaliziranim tkivima fetusa ili odrasle osobe nazivaju se
multipotentnima, Sto znaci da mogu formirati mnoge, ali ne sve vrste stanica. Dakle,

multipotentne mati¢ne stanice mogu proizvesti samo one vrste stanica u ¢ijim se
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tkivima uobicajeno nalaze (5). No, otkri¢em induciranih pluripotentnih mati¢nih
stanica (iPS), otvorena je mogucnost pretvorbe diferenciranih somatskih stanica u

multipotentne matic¢ne stanice (6).

Mati¢ne stanice imaju dvije kljune osobine: sposobnost samoobnavljanja i
sposobnost diferencijacije (7). Prilikom samoobnavljanja od mati¢ne stanice nastaje
stanica k¢i (8). Mati¢ne stanice imaju kapacitet samoobnavljanja iznad Hayflickovog
limita, Sto znaéi da stanica moze proliferirati preko 50 dioba (2). Diferencijaciju
mozemo definirati kao kvalitativhu promjenu stani¢nog fenotipa koja je posljedica
promjene u ekspresiji gena i posljedi¢ne funkcionalne sposobnosti stanice, a moze se
prepoznati kao promjena u morfologiji stanice ili promjenama u enzimskoj aktivnosti

ili sastavu enzima (9).

Terapija matiénim stanicama predstavlja velik potencijal za primjenu u
regenerativnoj medicini. Medutim, jedna od glavnih prepreka s kojom se suocava
takva terapija je nemogucnost predvidanja sudbine stanice te rezultata terapije prije
transplantacije. Prije uvodenja terapije maticnim stanicama u svakodnevnu praksu,
potrebno je razviti nove tehnologije za procjenu vitalnosti stanice prije

transplantacije (1).



2. SVRHA RADA



Svrha rada je prikazati moguénosti terapeutske primjene mati¢nih stanica s
posebnim osvrtom na primjenu u dentalnoj medicini. Terapija maticnim stanicama
ima velik potencijal za reparaciju i regeneraciju ostecenih tkiva. Istrazivanje maticnih
stanica nudi moguénost razvoja novih nacina lijeCenja razliCitth bolesti

stomatognatog sustava.



3. MATICNE STANICE DENTALNOG PODRIJETLA



Zubna tkiva istrazuju se ve¢ duze vrijeme kao potencijalni izvor za izolaciju mati¢nih

stanica (10).

Izolirano je 5 razli¢itih populacija u postnatalnim dentalnim tkivima:

1. mati¢ne stanice zubne pulpe (DPSCs);

2. mati¢ne stanice mlije¢nih zuba (SHEDs);

3. mati¢ne stanice apikalne papile (SCAPs);

4. mati¢ne stanice parodontnog ligamenta (PDLSCs);

5. prekursorske stanice dentalnog folikula (DFPCs) (11).

3.1. Matié¢ne stanice zubne pulpe

Regenerativni potencijal humanog pulpodentinskog kompleksa koji se ocituje
stvaranjem reparatornog dentina usred karijesne lezije ili blaze traumatske ozljede,
sugerira  prisutnost dentinogenih  progenitorskih  stanica u zubnoj pulpi.
Eksperimentalna izvjeS¢a pokazuju da pulpa sadrzi populacije stanica na kojima se
nalaze osteogeni markeri koji odgovaraju na induktore osteogene, tj. odontogene
diferencijacije. Te populacije su ektomezenhimalnog podrijetla (12). DPSCs
smjeStene Su uglavnhom u zoni pulpe bogate stanicama, u perivaskularnim i
perineuralnim podrucjima (13).

Mati¢ne stanice zubne pulpe imaju multipotentni kapacitet diferencijacije u razlicite
7



loze stanica kao S$to su adipociti, osteociti, hondrociti i miociti in vitro (14)
ukljucujuéi i in vivo istrazivanja koja pokazuju diferencijaciju DPSCs u
odontoblaste, neuralne stanice te stanice koje imaju ulogu u kardiogenom oporavku

poboljsavajuci angiogenezu (Slika 1) (15).

X
Dental Stem Cells é b‘;

Muilti-Differentiation

v i, v 1 Uy
W NE gRg eEe v

<
Osteoblast Chondrocyte Adipocyte Endothelial Cell Neural Cells

Slika 1. Sposobnost diferencijacije dentalnih mati¢nih stanica. Preuzeto: (16).

Postoji nekoliko studija na zivotinjama koje dokazuju potencijal DPSCs u
regeneraciji kosti (17) i klini¢ka studija koja pokazuje uspjesno koristenje DPSCs za
augmentaciju kosti u alveoli ekstrahiranog zuba (18). DPSCs pokazuju povisenu
imunosupresivnu aktivnost u usporedbi sa odraslim mezenhimalnim mati¢nim
stanicama izoliranim iz koStane srzi (BM-MSCs) (19). DPSCs imaju izrazene
kostane markere kao §to su kosStani sijaloprotein, alkalna fosfataza, osteokalcin,
osteonektin, te kolagen tip I'i I1l. Prilikom njihova uzgoja u supstratima s dodatkom
hidroksiapatita ili trikalcij fosfata formiraju tkiva nalik kosti i cementu. Laino i

suradnici (20) pokazali su da se DPSCs mogu diferencirati u funkcionalne
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osteoblaste in vitro i producirati ekstracelularni i mineralizirani matriks. Sli¢na
istrazivanja pokazuju da, in vitro, ve¢ina DPSCs formira 3D koStanu trabakularnu
strukturu, dok je 30 % populacije stanica imalo endotelne markere. Transplantacija
tih osteoblasti¢nih/endotelnih konstrukcija u imunodeficijentog misa dovela je do
bioloske integracije i generacije tkivne strukture s integralnom opskrbom krvi (17).
Klinicka studija d’Aquina i suradnika dala je klinicke i radiografske dokaze
regeneracije kosti kod transplantacije DPSC nakon ekstrakcije mandibularnog treceg
molara. DPSCs dobivene su iz dentalne pulpe ekstrahiranih tre¢ih mandibularnih
molara. Oba molara izvadena su simultano te je u jednu ekstrakcijsku alveolu
stavljen kolageni nosac koji sadrzi DPSCs, a u drugu kolageni nosa¢ bez stanica koji
je koristio kao kontrola. Radiografski, nakon 3 mjeseca bilo je moguée uoditi
potpunu regeneraciju podrucja u kojem je bio smjesten kolageni nosa¢ koloniziran sa
DPSCs. Na kontrolnoj strani koli¢ina stvorene kosti bila je znac¢ajno manja (21).
DPSCs, kultivirane u odgovaraju¢im uvjetima pokazale su sposobnost produkcije
mineralnih depozita i diferencijacije u stanice nalik odontoblastima karakterizirane
staniénom polarno$¢u i produkcijom struktura nalik mineraliziranom dentinu (22).
Prema istrazivanju Huang GT 1 suradnika, postavljanje DPSCs u mehanicki proSirene
korijenske kanale miSa, nakon uklanjanja pulpe, dovelo je do stvaranja nove

vaskularizirane strukture sli¢cne pulpodentinskom kompleksu (14).

3.2. Mati¢ne stanice mlije¢nih zuba

Mati¢ne stanice nalaze se i u vitalnoj pulpi mlijecnih zuba. To je heterogena



populacija stanica fibroblasticne morfologije koja ima klonogeni kapacitet kao i
sposobnost stvaranja adherentnih  kolonija s ekstenzivnim proliferacijskim
kapacitetom (23). U usporedbi s DPSCs rastu i proliferiraju puno brze i imaju veéi
broj dioba (9). Imaju izrazene markere MSCs (STRO-1 i CD146). SHEDs se mogu
diferencirati, in vitro, u adipogene, neurogene, osteogene, odontogene, miogene i
hondrogene loze (24,25). In vivo pokazuju osteoinduktivni kapacitet. Prilikom
transplantacije u imunodeficijentnog misa, SHEDs poti¢u stvaranje nove kosti i
organizaciju osteoinduktivnog matriksa (23). Prema istrazivanjima, SHED se¢ ne
moze diferencirati izravno u osteoblaste, ali poticu stvaranje nove kosti formiranjem
osteoinduktivnog obrasca koji aktivira domacinove osteogene stanice. Prema
istrazivanju Fernanda de SA Silva i suradnika, SHEDs mogu posluziti kao
imunoloski modulator u klinickoj praksi. Ovi podaci govore u prilog tome da
mlije¢ni zubi imaju ulogu i u induciranju formacije kosti tijekom nicanja trajnih zubi
(26). Yamada i suradnici su u studiji sa pse¢cim DPSCs i SHEDs pokazali da obje
populacije stanica u kombinaciji sa plazmom bogatom trombocitima mogu tvoriti
zrelo koStano tkivo dobro prokrvljeno novim krvnim zilama 1 povecati
osteointegraciju - procijenjenu kontaktom kost/implantat kod dentalnih implantata

obloZenih hidroksiapatitom (27).

3.3. Matic¢ne stanice apikalne papile

Mati¢ne stanice moguce je izolirati 1 iz apikalne papile, mekog tkiva koje

okruzuje vrSak korijena trajnog zuba u razvoju. Apikalna papila je prekursor
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radikularne pulpe (28). Prema tome, SCAPSs predstavlja populaciju stanica u ranijim
stadijima diferencijacije. Te stanice pokazuju kapacitet diferencijacije u stanice
osteogenih, odontogenih, adipogenih i neurogenih loza (29,30). U usporedbi s
DPSCs, SCAPs ima manje izrazene markere kao S§to su dentinski sijaloprotein,
fosfoglikoprotein ekstracelularnog matriksa, transformiraju¢i ¢imbenik rasta, no
imaju izrazen marker CD23 koji nije pronaden kod DPSCs. Takoder, imaju
sposobnost diferencijacije u funkcionalno vaskulariziran pulpodentinski kompleks
prilikom transplantacije u imunodeficijentog misa (29). SCAPs imaju vecu
sposobnost za regeneraciju dentina od DPSCs (31). Smatra se da su SCAPs
odgovorne za stvaranje primarnih odontoblasta koji su zaduzeni za izgradnju
korijenskog dentina dok je DPSCs izvor rezervnih odontoblasta koji su odgovorni za

produkciju reparatornog dentina (32,33).

3.4. Mati¢ne stanice parodontnog ligamenta

Mati¢ne stanice parodontnog ligamenta heterogena su populacija stanica sa
karakteristikama mati¢nih stanica (34). Ova populacija stanica nalazi se u ljudskom
zdravom parodontnom ligamentu kao i u onom zahvacenom parodontitisom.
Lokalizirane su u koronarnom i apikalnom dijelu te oko furkacije korijena (35).
PDLSCs imaju sposobnost diferencijaciju u stanice slicne cementoblastima,
osteoblastima, adipocitima, hondrocitima i fibroblastima (36,37). Prilikom in vivo
transplantacije u imunokompromitiranog misa, PDLSCs su stvorile parodontnom

ligamentu, tj. cementu, sli¢ne strukture karakterizirane insercijom vlakana kolagena
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tipa | u strukture nalik cementu oponasajuci na taj na¢in Sharpeyeva vlakna. Osim
toga, prilikom transplantacije tih stanica u parodontne defekte dolazi do
pri¢vr§¢ivanja parodontnog ligamenta na povrSinu zuba i regeneracije izgubljenog

alveolarnog kostanog tkiva (34).

3.5. Prekursorske stanice dentalnog folikula

Prekursorske stanice dentalnog folikula nalaze se u dentalnom folikulu,
ektomezenhimalnoj strukturi koja okruzuje caklinski organ i dentalnu papilu zuba u
razvoju prije nicanja (38). DFPCs tvore manji broj klonogenih kolonija sa tipicnom
morfologijom fibroblasta i imaju izrazene MSC markere ukljucuju¢i including
STRO-1, nestin, Notch-1, kolagen tip I, Runx-2 i osteokalcin (39). In vitro nakon
adekvatne indukcije DFPCs pokazuju osteogenu, odontogenu i cementogenu
sposobnost diferencijacije (40). In vivo implantacija DFPCs u imunodeficijentnog
miSa rezultirala je stvaranjem vlaknastog 1 rigidnog tkiva, bogatog osteokalcinom,

kostanim sijaloproteinom i kolagenom tip I (41).
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4. 1ZVORI I NACINI IZOLACIJE MATICNIH STANICA 1Z ZUBA



Mati¢ne stanice izolirane su i uzgojene iz humane pulpe trajnih zuba
(DPSCs), mlije¢nih zuba (SHEDs) te iz apikalne papile zuba s nezavrSenim rastom i
razvojem Kkorijena (PDLSCs) (42). Identifikaciju i izolaciju mati¢nih stanica humane
pulpe trajnih zuba prvi puta su opisali Gronthos i suradnici 2000. godine (Slika 2)
(43). U svom istrazivanju koristili su pulpno tkivo ekstrahirano iz impaktiranih tre¢ih
molara. Nesto kasnije, 2003. godine, Miura i suradnici izolirali su mati¢ne stanice

mlije¢nih zuba (SHEDs) (44).

DPSCs/SHEDs/
DPPSCs

Slika 2. Razlicite populacije dentalnih mati¢nih stanica unutar zuba. Preuzeto: (45).
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Pretpostavlja se da u zubnoj pulpi postoje dvije razli¢ite loze DPSCs. Naime, tijekom
odontogeneze zub se razvija iz dva embrijska sloja - ektomezenhimalnih stanica
neuralnog grebena te ektoderma dentalne lamine. Smatra se da jedna populacija
mati¢nih stanica zubne pulpe nastaje iz mezenhima neuralnog grebena, a druga iz
derivata ektodermalne dentalne lamine. Medutim, to¢na lokalizacija DPSC unutar

zubne pulpe jos nije utvrdena (42).

Najcesc¢e metode izolacije su sljedece.

1. KoriStenje enzima za razgradnju pulpnog tkiva u 3%-tnoj otopini kolagenaze
tijekom jednog sata na 37 °C. Tijekom procesa filtracije stanice koje imaju promjer
od 3 do 20 um ostaju zadrzane za daljnju kulturu i amplifikaciju. Ova metode

omogucuje izoliraciju male populacije koja sadrzi visok postotak mati¢nih stanica.

2. Kultivacija kolonija mati¢nih stanica. Koristi se enzimatska razgradnja pulpnog
tkiva u svrhu dobivanja suspenzije pojedina¢nih stanica koje se dalje koriste za
stvaranje kolonija. Kolonije se sastoje od 50 ili viSe stanica koje se umnaZaju za

daljnje istraZivanje.

3. Magnetski aktivirano sortiranje stanica. Prilikom koriStenja ove imuno-magnetske
metode dolazi do odvajanja mati¢nih stanica temeljem njihovog povrSinskog
antigena (CD271, STRO-1, CD34, CD45 i c-Kit). Metoda je tehnicki jednostavna i

jeftina, no stupanj Cisto¢e mati¢nih stanica je nizak.

4. Florescencijom aktivirano sortiranje stanica. Ovom metodom izoliraju se stanice

temeljem njihove veli¢ine i florescencije. Zahtijeva skupu opremu, visoko educirano
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osoblje i smanjena je vijabilnost stanica sortiranih ovom metodom (46).

Aktualne tehnike kao medij za uzgoj DPSCs koriste fetalni govedi serum (FGS) (47).
Uzgoj stanica u fetalnom govedem serumu ima viSe nedostataka koji su povezani s
nastankom mogucih alergijskih reakcija uzrokovanih proteinima fetalnog govedeg
seruma te rizik od prijenosa virusa, priona, bakterija i endotoksina prilikom
transplantacije (48). Osim toga, koncentracija faktora rasta u FGS mozZe varirati $to

dovodi do poteskoca u konstantnom odrzavanju protokola stani¢ne kulture.

Razvijeno je nekoliko novih medija za uzgoj kao Sto su autogeni humani serum,
alogeni humani serum, krvni serum pupcane vrpce i autologna plazma dobivena iz
kostane srzi (49). Zbog imuno-patogenih rizika koji postoje prilikom koristenja FBS-
a u stani¢noj kulturi humani se serum smatra sigurnijom alternativom jer iskljucuje
mogucénost prijenosa infekcija i imunogenih reakcija. Pojavile su se i kulture koje
sadrze kemijski definiran serumfree/xenofree medij (SF/XF-M) (47). Njihovom

uporabom nastoje se izbjec¢i imunoloske reakcije i uz to vezane komplikacije (50).
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5. TERAPEUTSKA PRIMJENA MATICNIH STANICA U DENTALNOJ
MEDICINI



Langer i Vacanti prvi su opisali tkivni inzenjering kao ,, interdisciplinarno
podrucje koje primjenjuje nacela inzenjeringa i prirodnih znanosti prema razvoju
bioloskih nadomjestaka koji vracaju, odrzavaju ili poboljsavaju funkcije tkiva " (51).
Unato¢ postojanju razli¢itih definicija regenerativne medicine, u praksi pojam
regeneracije predstavlja primjenu popravljenih ili zamijenjenih strukturnih i
funkcionalnih tkiva kao $to su kosti, hrskavice i krvne zile, medu ostalim organima i

tkivima.

5.1. Regenerativna parodontologija

Regenerativna parodontna terapija ukljuCuje tehnike koje su dizajnirane za
obnavljanje dijelova potpornih struktura zuba koje su izgubljene zbog parodontitisa
ili gigivne traume. Zahvati koji se pri tome Kkoriste imaju za cilj stvaranje novog
pricvrstka ukljucujuéi 1 stvaranje novog parodontnog ligamenta sa vlaknima

umetnutim u novostvoreni cement i alveolnu kost.

Parodontitis je jedna od najces¢ih infektivnih bolesti kod ljudi. Uzrokuju ga
mikroorganizmi koji se naseljavaju na povrSinu zuba te uzrokuju kroni¢nu upalu a s
vremenom 1 unistenje parodontnih struktura. Istrazivanja kod imunokompromitiranih
miSeva pokazuju da transplantirane PDLSCs mogu regenerirati parodont §to govori
o njihovom izrazitom potencijalu za primjenu u klinickoj praksi. Medutim, teska

oStecenja parodontnih tkiva Cesto rezultiraju gubitkom zuba. Stoga je nuzno razviti
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nove strategije kojima bi se omogucilo koriStenje u potpunosti regeneriranih zuba.
Jedan od nacina da se to postigne je stvaranje zubnog zametka in vitro prije njegove
implantacije in vivo ili transplantacijom dentalnih mati¢nih stanica u usnu Supljinu.
U ovom posljednjem nacinu dentalne mati¢ne stanice trebale bi biti noSene na
biomimeti¢kom nosacu koji ima oblik zuba. KoriStenjem razli¢itih nosaca moguce je
inducirati diferencijaciju PDLSCs i DPSCs u nekoliko stani¢nih tipova koji formiraju
korijen i parodontna tkiva in vitro i in vivo. Kramer i suradnici demonstrirali su
mogucénost razvoja tkiva nalik parodontnom ligamentu iz parodontnih progenitorskih

stanica te iz mezenhimalnih mati¢nih stanica (52).

5.2. Regenerativna endodoncija

Zubna pulpa je visokospecijalizirano mezenhimalno tkivo koje ima
ograniceni regeneracijski kapacitet. Moguénost regeneracije pulpnog tkiva
ograniCava anatomska grada pulpne komorice. Zubna pulpa ima minimalnu
kolateralnu krvnu opskrbu $to ograni¢ava sposobnost imunoloskog sustava da se bori
s infekcijom. Reparativna sposobnost zuba moze se uociti pojavom karijesa pri cemu
dolazi do stimulacije sekretorne aktivnosti odontoblasta (53). Ukoliko prevladaju
odgovarajuci uvjeti odontoblasti stvaraju tercijarni dentin koji sluzi kao zastita pulpe
od bakterija i njihovih produkata. No, prilikom dubljih Kkarijesnih lezija (54) ili
trauma moze do¢i do odumiranja odontoblasta i ireverzibilnog pulpitisa ili nekroze
(53). U takvim slucajevima indicirano je endodontsko lijeCenje zahvacenog zuba.

Pulpektomija i dezinfekcija pulpnog prostora te punjenje istog umjetnim
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materijalima uzrokuje znacajan gubitak dentina i posljedi¢no slabljenje mehanicke

otpornosti zuba (55).

Dokazano je da DPSCs mogu proliferirati i adherirati u nosaCima te se mogu
diferencirati u odontoblaste. In vitro DPSC pokazuju visoku frekvenciju stvaranja

kolonija stvaraju¢i kalcificirane ¢vorove (12).

Primijenjene na mehanicki i kemijski tretiranu dentinsku povrSinu, DPSC se
diferenciraju u stanice nalik odontoblastima (56). In vivo, transplantacijom DPSC u
imunokompromitiranog misa stvorena su tkiva nalik zubnim tkivima pri ¢emu su
stanice ispoljavale gene konzistente s odontoblasticCkom diferencijacijom (57).
Prilikom smjestaja DPSC u nosa¢ s dentinom doslo je do nastanka tkiva sli¢nog pulpi
(58). No, kada su iste stanice smjeStene na nosa¢ bez dentina nije doSlo do njihove
diferencijaciju u odontoblaste. SHED u kombinaciji s dermalnim mikrovaskularnim
endotelnim stanicama (HDMEC) tvore dobro vaskularizirano pulpno tkivo sa
morfologijom koja nalikuje ljudskoj zubnoj pulpi (59). Koriste¢i sli¢an pristup,
Casagrande i suradnici (2010.) su pokazali da SHED imaju sposobnost
diferencijacije u stanice nalik odontoblastima ispoljujuci tri markera odontoblasticke
diferencijacije. (DSPP, DMP1, MEPE). Autori su takoder dokazali da blokiranje
utjecaja koStanog morfogenetskog proteina 2 (BMP-2) inhibira diferencijaciju SHED
u odontoblaste (60). SHED takoder imaju sposobnost diferencijacije u funkcionalne
endotelne stanice (61). Nadalje, uocena je formacija dobro organiziranog pulpnog
tkiva unutar korijenskih kanala maksilarnith prvih molara koriste¢i SHED u
kombinaciji s injicirajuéim nosac¢em. SHED su se diferencirale u funkcionalne

odontoblaste sposobne za stvaranje novog dentina (62).
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Uspjesni tkivni inZenjering ukljuCuje stvaranje ucinkovite krvne mreze koja je
sposobna opskrbljivati tkiva kisikom, nutrijentima i imunim stanicama te pritom
uklanjati nusprodukte i stani¢ni otpad. Nutrijenti i kisik su kriticni faktori za
odrzavanje visoke metabolicne aktivnosti stanica koje su ukljucene u tkivnu
regeneraciju (63). Zbog anatomskih karakteristika korijenskog kanala, razvoj
strategija koje ¢e povecati stvaranje novih krvnih Zila ¢ini se najve¢im izazovom u
polju tkivnog inzernjerstva zubne pulpe. Iako je u posljednjih nekoliko godina
ucinjen znacajan napredak u razumijevanju angiogenog potencijala mati¢nih stanica
zubne pulpe, daljnja istrazivanja usmjerena su brzem razvoju funkcionalne
vaskularne mreze. Izgleda da je ovo kriti¢ni izazov koji mora biti ispunjen prije

uobicajene primjene tkivnog inZenjeringa pulpe u klinickoj stomatologiji.

Medutim, stalnim napredovanjem regenerativna endodoncija daje obecavajuce
rezultate koriStenjem mati¢nih stanica u kombinaciji s odgovaraju¢im nosac¢ima i

signalnim molekulama (55).

5.3. Regenerativna kirurgija

Mezenhimalne mati¢ne stanice koriStene su u augmentaciji alveolne kosti,
maksilarnog sinusa, kostanoj regeneraciji nakon usadivanja implantata u razli¢itim
istrazivanjima provedenima na ljudima 1 zivotinjama. Rezultati studija na
zivotinjama (64,65) pokazali su kako mezenhimalne mati¢ne stanice povecavaju
regeneraciju kosti u kra¢em periodu u usporedbi s koriStenjem samog biomaterijala.

Klini¢ke studije na ljudima takoder su dokazale vecu regeneraciju kosti kada su
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koriStene mezenhimalne mati¢ne stanice. Meijer 1 suradnici (66) su implantirali
mezenhimalne mati¢ne stanice kako bi regenerirali defekte alveolne kosti u 6
pacijenata. Cetiri mjeseca kasnije regeneracija kosti uo¢ena je u 3 pacijenta. Autori
su iznijeli da je samo u jednom slucaju regenerirano vise od 7 mm, a za autora, samo
u ovom slucaju, regeneracija je nastala zbog mezenhimalnih matic¢nih stanica. Od 11

implantata u 5 pacijenata jedan implantat nije uspio.

Shayesteh i suradnici (67) su proveli klini¢ku studiju na 6 pacijenata, pri ¢emu Su
koriStene mezenhimalne maticne stanice i1 beta tri kalcij fofat/hidroksiapatit kao
materijali za podizanje sinusa sa manje od 3 mm rezidualne kosti. Tri mjeseca
kasnije studije su pokazale 41 % regenerirane kosti. Od 30 postavljenih implantata 2

nisu uspjela.

Drugi autori su izveli (68) sinus lifting i primijenili onlay graftove koriste¢i
mezenhimalne mati¢ne stanice pomijeSane sa ksenograftom ili alograftom u 5
pacijenata. UocCili su regeneraciju kosti u zonama grafta prema histoloSkoj 1
histomorfoloskoj analizi. U klini¢koj studiji koju su proveli Rickert i suradnici
koristene su mati¢ne stanice za podizanje maksilarnog sinusa u 12 pacijenata pri
¢emu je nasumi¢nim odabirom u jedan maksilarni sinus stavljen ksenograft mati¢nih
stanica kostane srzi, a u drugi ksenograft ili autograft. Petnaest tjedana kasnije
histomorfoloSka studija pokazala je puno viSu razinu stvaranja kosti prilikom
primjene mati¢nih stanica (18 %) nego u kontrolnoj skupini (12 %). Razli¢ite studije
procjenjivale su regeneracijski potencijal mati¢nih stanica dobivenih iz razliitih
izvora. Ito i suradnici (69) su usporedili oseointegraciju dentalnih implantata i kosti

koja je manipulirana tkivnim inZenjerstvom koriStenjem DPSCs, MSC
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mezenhimalne mati¢ne stanice koStane srzi ili stanice pokosnice. U donjoj Celjusti
defekti su ispunjeni stanicama iz jednog od ova tri izvora i plazmom bogatom
trombocitima. Osam tjedana kasnije implantati su postavljeni, a nakon jo$ 8 tjedana
procijenjena je veli¢ina dodirne povrsine kosti i implantata. Rezultati su pokazali 67
%, 62 % i 39 % kontakta kost-implantat za DPSC, mezenhimalne mati¢ne stanice
koStane srzi i stanice pokosnice. Razvijaju se i neke druge moguénosti in vitro
tkivnog inZenjeringa za uzgoj mati¢nih stanica ili osteoblasta na povrSini titanskih
konstrukcija implantata. Takav napredak dovest ¢e do novih strategija za kranijalnu i

maksilofacijalnu rekonstrukciju oStec¢ene ili patoloski promijenjene kosti (70).

5.4. Signalne molekule

Za razvoj terapije maticnim stanicama u stomatologiji vazno je i koriStenje
signalnih molekula. Nekoliko molekula koje sudjeluju u razvoju parodonta ve¢ se
koriste u klinickoj praksi. Trenutne studije usmjerene su na identifikaciju odredene
populacije stanica, prikladnih signalnih molekula i pozeljnih materijala koji ¢e se
koristiti kao nosaci za specificne tipove stanica. PonaSanje mati¢nih stanica pod
kontrolom je specijaliziranog mikrookolisa koji zovemo «ni$a mati¢ne stanice» (71).
Ovaj mikrookoli§ regulira vitalitet, proliferaciju 1 diferencijaciju mati¢nih stanica.
Primjena mati¢nih stanica u ozlijedenom ili patoloski promijenjenom tkivu
ograni¢ava njihovo Sirenje i ne osigurava dobre uvjete za njihovu instalaciju. Stanice
mogu odumrijeti zbog odsutnosti odredenih lokalnih faktora kao $to je kisik ili zbog
neprikladnog ekstracelularnog matriksa koji je potreban za njihovu adheziju. To se
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moze izbje¢i primjenom maticnih stanica u biokompatibilni i1 biorazgradiv
nanovlaknasti nosa¢ koji priviemeno zamjenjuje vlaknastu 3D mrezu
ekstracelularnog matriksa i oponasa strukturne aspekte niSe mati¢nih stanica. Nosaci
su 3D strukture koje predstavljaju inicijalni kostur za stanice. Nakon $to ispune svoju
ulogu, vezanjem stanica, sto omogucuje njihov rast i diferencijaciju, trebalo bi doci
do razgradnje nosaca (72). Dakle, mati¢ne stanice se usidre u nanovlaknasti kostur
koji se ponasa kao umjetna niSa stanica koje se nakon toga transplantiraju na mjesto
lezije. Time se poboljsava prezivljenje, diferencijacija i migracijski potencijal
mati¢nih stanica, a osim toga i njihova prostorna organizacija (Slika 3) (73).
Transplantirane mati¢ne stanice mogu se pratiti kroz duze razdoblje koriStenjem
neinvazivnih tehnika snimanja (74). Vizualizacija oznacenih mati¢nih stanica
zahtijeva razli¢ite sustave snimanja kao S§to su magnetska rezonanca,

kompjutorizirana tomografija te PET.
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Slika 3. Trijada tkivnog inZenjerstva: uzgoj mati¢nih stanica na nosa¢ima uz potporu
faktora rasta. Preuzeto: (75).
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6. RASPRAVA



Zubi se sastoje od razli¢itih tvrdih tkiva uklju¢ujuéi caklinu, dentin i cement, a
okruzuje ih integrirani kompleks koji ¢ini alveolna kost i parodontni ligament. Imaju
viSestruke funkcije ukljucujuéi prehranu, izgovor i estetiku, a njihov gubitak moze
uzrokovati fizicku i psiholosku patnju koja ne ugrozava samo kvalitetu Zivota

pojedinca ve¢ 1 njegovo samopostovanje.

Danasnja stomatologija klinicki problem gubitka zuba rjeSava protetskim
nadomjestcima ili implantatima napravljenima od sintetskih materijala. lako ovi
nadomjestci sluze svrsi, Koristenje proteza povezano je s komplikacijama kao $to su
protetski stomatitis i traumatski ulkusi. Uporaba zubnih implantata takoder ima
nedostatke te moze dovesti do neuspjeha zbog mnogih ¢imbenika koji ometaju
oseointegraciju. S obzirom na napredak u tkivnom inzenjerstvu i biologiji mati¢nih
stanica, za prevladavanje tih nedostataka predloZena je regeneracija zuba mati¢nim
stanicama. Glavni koncept regeneracije je oponasanje procesa razvoja prirodnih zuba

in vitro ili in vivo pomoc¢u mati¢nih stanica.

U organizmu postoji viSe izvora mati¢nih stanica. Pupcana vrpca, koja se uklanja
prilikom rodenja, moze pruziti neiscrpan izvor mati¢nih stanica kroz neinvazivan,
bezbolan 1 eticki nekontroverzan postupak sakupljanja. Maticne stanice dobivene i1z
pupkovine (hUCMSCs) primitivnije su i imaju vecu stopu proliferacije, vecu
potentnost 1 vecu sposobnost ekspanzije u usporedbi s odraslim mezenhimalnim
mati¢nim stanicama te ne izazivaju stvaranje teratoma (76). lako su mlijecni zubi
najdostupniji izvor dentalnih mati¢nih stanica, vrlo malo pacijenata ima pohranjene

SHEDs jer je njihova izolacija i skladistenje relativno nova usluga (Slika 4).
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Dentalne mati¢ne stanice imaju razlic¢it kapacitet diferencijacije, stoga svaka vrsta
dentalnih matic¢nih stanica predstavlja izvor stanica za odredeno podrucje primjene.
Najveéi broj ¢lanaka o ovoj temi usmjeren je na DPSCs koje su dobar kandidat za
primjenu u regenerativnoj endodonciji za regeneraciju pulpe kao i za poticanje
stvaranja reparatornog dentina kod otvorene pulpe. Nakon DPSCs otkrivene su
SCAP i SHED koje se takoder moze koristiti u regenerativnoj endodonciji. DPSCs,
SHED, SCAPs, PDLSCs i DFPCs dobri su kandidati za poboljSanje postojeéih
regenerativnih postupaka kraniofacijalnih kostanih defekata primijenjene s nosa¢ima
i faktorima rasta. PDLSCs i DFPCs mogu se koristiti u regenerativnoj
parodontologiji kao dodatak odredenim postupcima, npr. vodenoj regeneraciji tkiva.
Nadalje, dentalne mati¢ne stanice mogu pruziti inovativna rjeSenja i u drugim
medicinskim granama  zahvaljuju¢i  svojoj sposobnosti  diferencijacije i

imunomodulacijskim svojstvima.

Dental Stern Cells with Aging

2% TR

J Baby teeth Wisdom teeth Permanent teeth
—» (2ge6:12) —» (age 16.20) —» (over age 20) ——'{

DPSC DPsSC DPSC
PDLSC DPPSC PDLSC
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Slika 4. Razlic¢ita dentalna tkiva moguce je upotrijebiti kao izvor mati¢nih stanica

ovisno o dobi. Preuzeto: (16).
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Regenerativna endodoncija daje sve viSe izgleda za pretvaranje avitalnog zuba u
vitalni zub. Cilj joj je zamijeniti patoloski promijenjenu pulpu funkcionalnom
pulpom. Postupci koji se danas koriste u klinickoj praksi uspjesno poti¢u razvoj
korijena, ali jos uvijek ne uspijevaju uspostaviti pravo pulpno tkivo. Postoji nekoliko
nedostataka koje treba premostiti kako bi se poboljsala kvaliteta i ucinkovitost ove
terapije. Izolacija DPSCs u odraslih ljudi ograni¢ena je na tre¢i kutnjak, osim toga ne
dolazi do obnavljanja DPSCs nakon ekstrakcije zuba kao, npr. kostane srzi (77).
Smjernice koje je dala American Dental Association za evaluaciju uspjesnosti
regeneracije ukljucuju klinicki asimptomatski i1 funkcionalan zub. Radioloska
procjena nakon 6 do 12 mjeseci treba pokazati periapikalna prosvjetljenja. Takoder,
veéinom je moguce vidjeti povecanu debljinu dentinskih stijenki. Nakon 12 do 24
mjeseca radiogram bi trebao pokazati povecanu dentinsku debljinu stijenke zajedno s

povecanom duljinom korijena.

Na temelju tih smjernica mnogo je uspje$nih pokuSaja zabiljezeno u literaturi (78).
Torabinejad i Faras (79) predstavili su klinicki, radiografski i histoloski nalaz Kkoji
pokazuje "vezivno vitalno tkivo nalik pulpi” iz zuba nakon regenerativog
endodontskog lijeCenje pomocu plazme bogate trombocitima (PRP) kao nosaca.
Sliéno histolosko izvjes¢e predstavili su i Shimizu i suradnici iz zuba izvadenog
nakon zavrSetka regenerativnog endodontskog lije¢enja u kojemu je pronadeno
labavo vezivno tkivo nalik pulpi koje je ispunjavalo vise od polovice kanala (80).

Ovi nalazi ukazuju na uspjeh regenerativnih endodontskih zahvata.

Nasuprot tome, u literaturi su opisani i slu¢ajevi u kojima nije doslo do regeneracije

pulpe i razvoja korijena. Lenzi i Trope (81) pronasli su prazan prostor korijenskog
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kanala nakon lijeCenja nezrelog gornjeg srediSnjeg sjekuti¢a s nekroti¢nom pulpom.
Nosrat i suradnici (82) pokazali su odsutnost vitalnih tkiva unutar korijenskog kanala
lijeCenih nezrelih gornjih sjekuti¢a s nekroticnom pulpom nakon 6 godina. Nosrat i
suradnici predstavili su jo$ jedan sluc¢aj u kojemu je doslo do sazrijevanja korijena
gornjeg srediSnjeg sjekuti¢a, iako je Krajnji rezultat primijenjene regenerativne

endodoncije bio prazan korijenski kanal.

Ovi rezultati mozda se ne smatraju "klini¢kim neuspjehom", ali pokazuju da ishod

protokola za regeneraciju pulpe moze biti nepredvidljiv.

Kako bi bilo moguce stvoriti ,,biozub“ jedna od prepreka koje treba prevladati je
dostupnost dentalnih epitelnih mati¢nih stanica jer je njihova kombinacija sa zubnim
mezenhimalnim mati¢nim stanicama, ¢ini se, tehnika koja daje najbolje rezultate za
tu svrhu. Iako je izolacija zubnih epitelnih mati¢nih stanica novorodenceta izvediva,
njihova upotreba u ljudi nosi odredeni rizik budué¢i da moze uzrokovati imunoloske
reakcije i odbijanje. Zubne epitelne mati¢ne stanice mogu se izolirati iz treéeg
kutnjaka djeteta i koristiti odmah ili pohraniti za buducu uporabu. Budu¢i da ovaj
postupak zahtijeva operaciju, nije eticki i stoga nije primjenjiv. Kod odraslih sam
izvor ostaje problem jer su dentalne epitelne mati¢ne stanice ve¢ izgubljene nakon

erupcije zuba (83).

Identifikacija nekoliko vrsta epitelnih i mezenhimskih mati¢nih stanica znacajno je
postignuce. Ipak, kontrola morfogeneze i citodiferencijacije je izazov koji zahtijeva
temeljito razumijevanje stani¢nih i molekularnih dogadaja koji su ukljuéeni u razvoj,

popravak i regeneraciju zuba.
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7. ZAKLJUCAK



Mati¢ne stanice imaju Sposobnost samoobnavljanja te sposobnost
diferencijacije u razliCite vrste stanica. Upravo zato zauzimaju vazno mjesto u
regenerativnoj medicini. Potraga za alternativnim izvorima mati¢nih stanica dovela
je do pronalaska dentalnih mati¢nih stanica. Izolirano je 5 razli¢itih vrsta stanica:

DPSCs, SHEDs, SCAPs, PDLSCs, i DFPCs.

Razvoj u istrazivanju mati¢nih stanica napreduje vrlo brzo, no postoje odredene
prepreke koje je potrebno prevladati prije koriStenja mati¢nih stanica u klinickoj
praksi. Mati¢ne stanice donijet ¢e velik napredak u lije€enju zubnog karijesa, bolesti
parodonta, regeneraciji oralne sluznice, zubne pulpe, zlijezda slinovnica kod
pacijenata s kserostomijom 1 ostalih kranofacijalnih struktura. U buduénosti
ordinacija dentalne medicine moze postati ,,bankom mati¢nih stanica® za pacijenta
koji kasnije u zivotu zatreba novu kost, zub ili neko dugo oralno tkivo. Doktor
dentalne medicine moze biti ukljucen u ekstrakciju, sakupljanje i pohranu mati¢nih
stanica iz zuba svog pacijenta. No, da bi u potpunosti sudjelovali u ovoj novoj ulozi
potrebna je edukacija o moguénostima primjene, klini¢koj upotrebi i pohrani

maticnih stanica.
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8. SAZETAK



Potraga za novim nacinima lijecenja dovela je do istraZzivanja mati¢nih stanica.
Postoje dva tipa mati¢nih stanica: embrionalne mati¢ne stanice 1 odrasle
mezenhimalne mati¢ne stanice. Embrionalne mati¢ne stanice izolirane su iz
unutras$nje stani¢ne mase blastociste, dok su odrasle mati¢ne stanice pronadene u
razli¢itim tkivima kao Sto je koStana srz, masno tkivo, potkozno tkivo, misiéi i
periferna krv. Razli¢ite metode koriste se za izolaciju stanica. One ukljucuju izolaciju

uz pomo¢ enzima, magneta, florescencije ili uzgoja stanica.

Mati¢ne stanice predmet su istrazivanja razli¢itih grana dentalne medicine.
Provedena su brojna klinicka istrazivanja koja pokazuju dobre rezultate primjene
maticnih stanica u kirurgiji prilikom koriStenja implantata i sinus liftinga, za
regeneraciju parodontnog ligamenta, oralne sluznice, a napreduje ¢ak i razvoj
funkcionalnog pulpodentinskog kompleksa. Novija istrazivanja koriste signalne
molekule i posebno dizajnirane nosace kako bi ciljano usmjerili ponasanje mati¢nih
stanica. Njihov razvoj dovest ¢e do novih rjeSenja mnogih klinickih problema koja

predstavljaju izazov ¢ak i u danasnjoj, modernoj dentalnoj medicini.
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9. SUMMARY



Stem cells and their use in dental tissue regeneration

The quest for alternative ways of treatment led to stem cells research. There are
two types of stem cells: embryonic stem cells and adult mesenchymal stem cells.
Embryonic stem cells constitute cells isolated from the inner cell mass of blastocysts
whereas adult stem cells were found in various tissues like bone marrow, adipose
tissue, dermis, muscles and peripheral blood. Different methods, which include the
use of enzymes, magnets, fluorescence or cell cultivation, are used for stem cell
isolation. Stem cells have been researched by many dentistry branches. There are
numerous clinical studies that show good results in the application of stem cells in
surgery, when using implants and sinus lifting, for the regeneration of the periodontal
ligament, the oral mucosa and even the development of a functional pulpo dentinal
complex has showed great progress. More recent research has demonstrated the
necessity to influence stem cells using signal molecules and specially designed
scaffolds. Their development will lead to solving many clinical conditions that even

contemporary dentistry finds challenging.
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