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Maticne stanice iz mlijecnih zuba: postupak pohrane i upotreba

Sazetak

Istrazivanjem mati¢nih stanica doSlo je do novih spoznaja o mogucénosti lijeCenja stanicama
koje se razlikuju od kirurSke terapije 1 terapije lijekovima. SHED su maticne stanice
pronadene u tkivu mlije¢nih zuba kod djece. SHED su nezrele, nespecijalizirane stanice iz
mlije¢nih zuba koje mogu rasti u specijalizirane vrste stanica pomocu postupka poznatog kao
diferencijacija. SHED stanice se brzo razmnoZavaju i rastu mnogo brze od odraslih mati¢nih
stanica, sugerirajuc¢i da su manje zrele pa imaju potencijal razviti viSe vrsta tkiva nego druge
vrste mati¢nih stanica. Vrste SHED-a su: adipociti, hondrociti, osteoblasti i mezenhimalne
maticne stanice.

Znanstvenici su dosadasnjim istraZivanjima dokazali da se SHED mogu upotrebljavati za
regeneraciju zubnih struktura i kosti, u terapiji tkiva neurodegenerativnih stanja kod
Parkinsonove bolesti i multiple skleroze, bolesti jetre, dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti,
autoimunih bolesti, poremecaja miSi¢no-koStanog sustava i zZivaca, regeneracija tkiva nakon
ozljeda mozga ili ledne mozdine. Povecanjem broja ljudi pogodenih degenerativnim
bolestima, bit ¢e sve viSe potrebe za novim mogucénostima lijeCenja zbog stalnog starenja
populacije. Pohranjivanje SHED-a osigurat ¢e njihovu dostupnost u buduénosti, onda kada to
ljudima bude najvise potrebno. SHED ¢e imati najveé¢i buduci uéinak ako se pohrane dok su

pacijenti mladi i zdravi.

Kljuéne rije€i: mati¢ne stanice; SHED; vrste SHED-a; upotreba; pohrana



Stem Cells from Human Exfoliated Deciduous Teeth: Banking Procedure and Usage

Summary

Stem cell research has led to new insights about the possibilities of cell therapy, which differ
from surgical therapy and drug therapy. SHED are stem cells found in the exfoliated
deciduous teeth of children. SHED cells are immature, unspecialized cells in the deciduous
teeth that are able to grow into specialized cell types by a process known as differentiation.
SHED cells multiply rapidly and grow much faster than adult stem cells, suggesting that they
are less mature and they have the potential to develop into a wider variety of tissue types.
Types of SHED are adipocytes, chondrocytes, osteoblasts and mesenchymal stem cells.
Scientists have proved by recent studies that SHED can be used for regeneration of dental
tissues and bones, in the treatment of neurodegenerative disorders such as Parkinson's disease
and multiple sclerosis, liver disorders, diabetes, cardio-vascular diseases, autoimmune
diseases, disorders of musculoskeletal system and neurological system, regeneration of tissue
following brain and spinal cord injuries. As the number of people affected by degenerative
diseases increases and well as due to overall aging of population the necessity for new
therapeutical possibilities will grow. Banking of SHED shall ensure their availability in the
future when they shall be most needed. Banking of SHED shall be the most efficient if they
are banked while patients are young and healthy.

Key words: stem cells, SHED, types of SHED; usage, banking
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Popis skracenica

DPSCs — dentalne mati¢ne stanice iz pulpe zuba (eng. dental pulp stem cells)

PDLSCs — mati¢ne stanice parodontnog ligamenta (eng. periodontal ligament stem cells)
PDL — parodontni ligament

SCAPs — mati¢ne stanice apikalne papile

DFPCs — prekursorske stanice dentalnog folikula (eng.dental follicle precursor cells)

SHEDs — mati¢ne stanice iz izvadenih mlije¢nih zuba (eng. stem cells from human exfoliated

deciduous teeth)

MPC — mezenhimne progenitorske stanice

PBSA — Dulbeccova fosfatna puferirana otopina soli bez kalcijevih i magnezijevih iona
MSC — mezenhimalni stani¢ni medij

CAS — sistem zivih stanica (eng.cells alive system)

GFAP — glijalni kiseli fibrilarni protein

NeuN — neuronske jezgre

EGF — epidermalni faktor rasta

FGF — fibroblasti¢ni faktor rasta

GAD - glutaminska kiselina dekarboksilaze
NFM — neurofilament M

Apo E — Apolipoprotein E

ICA — stanice nalik oto¢i¢ima

MING — B-stani¢na linija pankreasa miSa



1. UvOD



Lucija Lomnicki, diplomski rad

1. 1 Mati¢ne stanice

What is a Stem Cell?

a single cell ..replicate
that can... itself, or...

..differentiate into
many cell types.

Slika 1. Shematski prikaz mati¢ne stanice, njenog samoobnavljanja ili diferencijacije.

Preuzeto i prilagodeno iz (1).

Mati¢ne stanice jesu nediferencirane stanice u ljudskom tijelu koje imaju sposobnost razviti se
u specijalizirane stanice s novom, specijaliziranom funkcijom. Mogu se razviti u razliite
tipove stanica u tijelu. Mati¢ne stanice imaju ulogu u obnavljanju i popravljanju oStecenih
stanica 1 tkiva jer, zbog svoje mogucnosti neogranicene diobe, mogu nadomjestiti druge
stanice u tijelu i regenerirati osteceno tkivo. Nakon §to se mati¢na stanica podijeli, svaka
novonastala stanica ima potencijal ostati mati¢na ili pretvoriti Se u novi tip diferencirane

stanice (2,3).

Znanstvenici su prvenstveno radili s dvije vrste mati¢nih stanica Zivotinja 1 ljudi: embrionalne
mati¢ne stanice i ne-embrionalne ,,somatske* ili ,,adultne* mati¢ne stanice. Ranija detaljna
studija biologije misjih mati¢nih stanica, 1998. godine, dovela je do otkrica metode za
dobivanje mati¢nih stanica iz ljudskih embrija i rasta stanica u laboratoriju. Ove stanice
nazivaju se ljudskim embrionalnim mati¢nim stanicama. Zametak koji se koristio u ovim
istrazivanjima stvoren je za reproduktivne svrhe postupcima in vitro oplodnje. Kada viSe nisu

bile potrebne za tu svrhu, donirali su ih za istrazivanje uz pristanak donora (4).

Maticne stanice zadovoljavaju dva svojstva: prvo je da one same ne vrSe nikakvu djelatnu
ulogu u organizmu, ali su sposobne pretvoriti se (diferencirati) u djelatne stanice (npr.

eritrocite, Zljezdane stanice, miSi¢ne stanice).
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Drugo svojstvo mati¢nih stanica je sposobnost samoobnavljanja jer one osim stvaranja
djelatnih stanica, moraju zadrzati i mogucnost stvaranja novih matic¢nih stanica koje se mogu,
ako je potrebno, ponovno iskoristiti. Mati¢ne stanice nuzne su za normalno funkcioniranje
odrasle osobe. Neke od njih dijele se ubrzano jer moraju zadovoljiti svakodnevnu potrebu za
novim djelatnim stanicama (npr. krvotvorne mati¢ne stanice), dok druge miruju u tkivu i bit
¢e potaknute na diferencijaciju samo po potrebi (npr. satelitske stanice u miSi¢nom tkivu).
Mati¢ne SuU stanice pogotovo vazne tijekom embrionalnog razvoja kada od nediferenciranih
stanica nastaju nove djelatne stanice novog organizma. Diferencijacija obuhvacéa niz promjena
u kojima stanica postupno dobiva svoj identitet, prilagodava svoju gradu 1 kona¢no pocinje
izvrSavati svoju djelatnu ulogu. Stoga postoji vrlo slozena hijerarhija mati¢nih stanica
odredena postupnoséu diferencijacije koja je istovremeno pracena ograni¢avanjem
mogucnosti navedenih stanica. Primjerice, od krvotvornih mati¢nih stanica mogu nastati sve

krvne stanice, ali od eritroblasta samo eritrociti (5).
1. 2 Embrionalne mati¢ne stanice

Kada su Martin Evans i Matthew Kaufman prvi puta uspostavili kulturu embrionalnih
maticnih stanica, njihova osnovna namjera bila je proucavati najranija dogadanja tijekom
embrionalnog razvoja. Umjesto da za svaki pokus izoliraju nove miS§je zametke, te stanice
omogucile su uvid u najraniju diferencijaciju zametka. Ova prva primjena embrionalnih
maticnih stanica vazna je 1 danas te se ovim stanicama intenzivno proucavaju diferencijacijski
putovi kojima se mogu dobiti one vrste stanica koje su predmet naSeg interesa. Posebno je
zanimljiva moguc¢nost dobivanja sr¢anih miSi¢nih 1 Ziv€anih stanica jer se te stanice ne
obnavljaju u naSem tijelu, te bi se embrionalne mati¢ne stanice mogle iskoristiti kao
nadomjestak izgubljenih stanica nakon oStecenja ili bolesti. Svojstvo totipotentnosti
embrionalnih mati¢nih stanica (tj. svojstvo da od njih nastane bilo koja stanica odraslog
organizma) istovremeno je i prednost i nedostatak — od njih se mogu dobiti sve potrebne
stanice, ali ¢e embrionalne mati¢ne stanice uvijek mo¢i napraviti i razne druge vrste stanica,

tako da je dosta teSko usmyjeriti ih isklju¢ivo u zeljenom smjeru.

Znanstvena primjena embrionalnih mati¢nih stanica vrlo je vazna u molekularnoj genetici.
Danas, kada poznajemo sekvencu cijelog genoma, pokuSavamo razumjeti znaclenje
genomskog zapisa koji sadrzi nasljednu informaciju. Osnovni elementi nasljedne informacije

jesu geni koji odreduju bjelanc¢evine kao djelatne molekule koje ozivotvoruju genomski zapis.
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Stoga, ako se razjasni §to svaka pojedina bjelancevina ¢ini, mogao bi se razumjeti cijeli
djelatni mehanizam odreden zapisom nasljeda. Razotkrivanje znacenja zapisanog u genomu

nazivamo proucavanjem uloge gena i za to su nam potrebne embrionalne mati¢ne stanice.

Poznavanje svojstava mati¢nih stanica otvorilo je put potpuno novom pristupu u medicini koji
se bitno razlikuje od kirurSke terapije i terapije lijekovima. To je nadomjesna terapija
stanicama kojom bi se zbog bolesti nedjelotvorne, oste¢ene ili izgubljene stanice nadomjestile
novima. Kao i u spontanom procesu cijeljenja, osnovni izvor novih djelatnih stanica jesu
maticne stanice. Primjer ovakve nadomjesne terapije stanicama, a koji ve¢ danas predstavlja
uhodanu medicinsku praksu, je presadivanje koStane srzi. Zanimljivo je da nadomjesnom
terapijom stanica mozemo nazvati i transfuziju krvi koja je kao terapijski postupak poznata
ve¢ stotinjak godina. Novost bi u ovom pristupu bila moguénost nadomjestanja stanica koje
nemaju sposobnost cijeljenja, kao Sto su ziv€ane i sr¢ane misi¢ne stanice.

Moguénost nadomjestanja tih stanica otvorilo bi put rjeSavanju velikih zdravstvenih problema
koji ukljucuju bolesti srca i krvnih Zila te bolesti mozga.

S obzirom da su embrionalne mati¢ne stanice totipotentne one predstavljaju moguci izvor bilo
kojih stanica koje bi bile potrebne nasem tijelu. Ovladavanjem postupcima diferencijacije
mati¢nih stanica one bi mogle biti unesene u bolesnika i u njegovu bi tijelu postale djelatne

stanice koje bi zamijenile oboljele i na taj nacin izlijecile bolest.

Pred moguc¢om upotrebom embrionalnih mati¢nih stanica stoji jo§ niz tehnoloskih 1 etickih
prepreka. Jedna od njih je sama totipotentnost embrionalnih mati¢nih stanica koje, osim §to se
diferenciraju u Zeljeni tip stanica, takoder diferenciraju i u druge za terapiju nepotrebne
stanice. Kao S§to zaostale mati¢ne stanice tijekom normalnog razvoja zametka uzrokuju
teratome, tako je za ocCekivati 1 da bi presadivanje mati¢nih stanica moglo zbog nastanka

nezeljenih tipova stanica dovesti do stvaranja tumora u tako lijecenih osoba.

Istrazivanja embrionalnih mati¢nih stanica uspjela su posti¢i ogroman napredak u zadnje
vrijeme, a taj napredak ukazuje na sve vecu opravdanost ocekivanja njihove primjene u
lijeCenju niza bolesti. Na tom putu stoje jo§S mnoge tehnoloske prepreke, ali i nuZnost
sveobuhvatne procjene eti¢kih pitanja koja se veZu uz primjenu mati¢nih stanica. Kako bi se
te prepreke otklonile 1 eticke nedoumice razjasnile, potrebna je Siroka podrSka znanstvenim
istrazivanjima mati¢nih stanica koja bi prikupila saznanja, iskustva i rezultate potrebne za §to

brzu primjenu mati¢nih stanica u lije¢enju ljudi (6).
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1. 3 Somatske ili adultne mati¢ne stanice (ne-embrionalne)

Smatra se da adultna mati¢na stanica predstavlja nediferenciranu stanicu koja se nalazi
izmedu diferenciranih stanica u tkivu ili organu. Adultna mati¢na stanica moze se obnoviti i
moze se diferencirati kako bi se dobila neka ili sve glavne specijalizirane vrste stanica tkiva ili
organa. Primarne uloge adultnih mati¢nih stanica u Zivom organizmu jesu odrzavanje i
popravak tkiva u kojem se nalaze. Znanstvenici takoder koriste termin somatske mati¢ne
stanice umjesto adultne mati¢ne stanice, gdje se somatski odnosi na stanice tijela (ne na
zametne stanice, spermu ili jaja). Za razliku od embrionalnih mati¢nih stanica, koje su
definirane njihovim podrijetlom (stanice iz embrija u predimplantacijskom stadiju), podrijetlo

adultnih mati¢nih stanica u nekim zrelim tkivima jos se istrazuje.

Istrazivanje na adultnim mati¢nim stanicama izazvalo je veliko uzbudenje. Znanstvenici su
pronasli adultne mati¢ne stanice u mnogo vise tkiva nego $to je neko¢ bilo moguce. Zbog tog
su se znanstvenog rada istrazivaci i kliniari zapitali mogu li se adultne mati¢ne stanice
koristiti za transplantaciju. Zapravo, mati¢ne stanice iz koStane srzi adultne hematopoetske, ili
krvne, koriste se u presadivanju vise od 40 godina. Znanstvenici sada imaju dokaze da
mati¢ne stanice postoje u mozgu i srcu, dvjema lokacijama na kojima se u pocetku nije
oc¢ekivalo da postoje adultne mati¢ne stanice. Ako se diferencijacija adultnih mati¢nih stanica
moze kontrolirati u laboratoriju te stanice mogu postati osnova terapija koja se temelji na

transplantaciji.

Adultne matic¢ne stanice identificirane su u brojnim organima i tkivima, uklju¢uju¢i mozak,
kostanu srz, perifernu krv, krvne zile, koStani misi¢, kozu, zube, srce, crijeva, jetru, epitel
jajnika i testise. Smatra se da su prisutne u specificnom podrucju svakog tkiva (zvanom ,,nisa
mati¢nih stanica®). Trenutni dokazi upucuju na to da se u mnogim tkivima nalaze pericitne
maticne stanice, koje tvore vanjski sloj malih krvnih Zila. Mati¢ne stanice mogu ostati
neaktivne (nedjeljive) kroz duge periode sve dok se ne aktiviraju normalnom potrebom za

odrzavanjem tkiva ili uslijed ozljede tkiva ili bolesti.

Obicno u svakom tkivu postoji vrlo mali broj mati¢nih stanica 1 nakon §to ih se ukloni iz tijela
njihova je sposobnost dijeljenja ograniCena, zbog Cega je stvaranje velikog broja mati¢nih
stanica teSko. U brojnim laboratorijima znanstvenici pokuSavaju pronaci bolji nain uzgoja
vecih koli¢ina adultnih mati¢nih stanica iz stani€nih kultura i manipulirati ih kako bi se

stvorile specijalizirane stanice koje bi se koristile u lijecenju ozljeda ili bolesti.
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Neki primjeri mogucih tretmana ukljucuju regeneraciju kostiju koriste¢i stanice dobivene iz
strome koStane srzi, razvijanje stanica koje proizvode inzulin za dijabetes tipa 1 1 regeneraciju

oSte¢enog sr¢anog misi¢a nakon sréanog udara sa stanicama sr¢anog misica (4).

Svrha ovog rada je osvrt na istrazivanja mati¢nih stanica, njihove sposobnosti i uloge kod
regeneracije oSte¢enih stanica i tkiva, s posebnim naglaskom na mati¢ne stanice iz mlije¢nih

zuba, njihov postupak pohrane i upotreba.



2. DENTALNE MATICNE STANICE
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Mati¢ne se stanice mogu izolirati iz razli¢itih dijelova zuba, bilo da su povezane s njegovim

razvojem ili da su trenuta¢no njegov gradivni dio.

Trenutacno izvor za njihovu izolaciju moze biti pulpa zuba (DPSCs), periodontalni ligament
(PDLSCs), apikalna papila (SCAPs), folikul zuba u razvoju (DFPCs), ispali ili izvadeni
mlije¢ni zubi ( SHEDS) (7).

DPSCs First permanent
DFPCs lower molar
Second deciduous

lower molar SHED

Second
permanent lower,
maolar germ

Second
permanent lower
premolar germ

Slika 2. Shematski prikaz izvora dentalnih mati¢nih stanica. Preuzeto i prilagodeno iz (8).
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2. 1 Dentalne mati¢ne stanice iz pulpe zuba

Zubna pulpa meko je tkivo smjesteno u srediStu zuba. Ona stvara, podupire i sastavni je dio
dentina koji je okruzuje. Primarna funkcija pulpe je formativna, ona potice odontoblaste ne
samo da stvaraju dentin, nego i da stupaju u interakciju sa zubnim epitelom u ranom stadiju
razvoja zuba kako bi doSlo do stvaranja cakline. Nakon stvaranja zuba, pulpa pruza nekoliko
sekundarnih funkcija povezanih s osjetljivosc¢u, hidratacijom i obranom zuba.

Dentin i pulpa jedinstven su tkivni kompleks ¢iji histoloski izgled varira s dobi i izloZeno$¢u
vanjskim podrazajima.

Pod svjetlosnim mikroskopom mladi, potpuno razvijeni trajni zubi pokazuju odredene
prepoznatljive aspekte pulpne arhitekture. U njihovim vanjskim (perifernim) podrucjima u
neposrednoj blizini predentina lezi odontoblasticki sloj. Prema sredistu nalazi se bestani¢na
zona (Weilova zona). Ispod sloja bez stanica nalazi se sloj bogat stanicama. U sredi$tu je
podrucje koje sadrzi uglavnom fibroblaste 1 glavne grane Zivaca i krvne zile, a naziva se
pulpna jezgra.

Matic¢ne stanice nalaze se u cijeloj pulpi, iako su najgusce rasporedene u njezinoj jezgri.

Pod utjecajem poticajnih molekula, oslobodenih kao odgovor na osSteCenje i smrt stanice,
mati¢ne stanice migriraju do mjesta oSteCenja i diferenciraju se u odontoblaste.

Klju¢ne poticajne molekule u ovom procesu jesu clanice obitelji koStanih morfogenetskih
proteina i transformirajuceg 3 faktora rasta (9).

Mati¢ne stanice iz zubne pulpe do sada su izdvojene iz umnjaka, mlije¢nih sjekutica i
prekobrojnih zuba. DPSC se moZe reprogramirati u viSe stani¢nih linijja kao S§to su:
odontoblasti, osteoblasti, hondrociti, miociti, neurociti, adipociti, epitelne stanice roznice,

stanice melanoma, pa ¢ak i inducirane pluripotentne mati¢ne stanice (10).

2. 1. 1 InZenjering tkiva na stomatoloSkim mati¢nim stanicama

Buduéi da zreli zub ne moze popraviti ili napraviti novu caklinu, znanstvenici su se
usredotocili na bioinzenjering dentina iz celuloze i PDL kompleksa, ukljucujuci cementnu i
alveolarnu kost. Stomatoloske mati¢ne stanice, izvorno izvedene iz ektomezenhima, smatraju
se novim izvorom ljudskih adultnih mati¢nih stanica za regenerativnu medicinu. To se moze

dobiti iz mlije€nih zuba ili ekstrahiranih trajnih zuba.
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Slika 3. Prikaz inzenjeringa tkiva pulpe. Preuzeto i prilagodeno iz (11).

Ove mati¢ne stanice mogu se koristiti za izvodenje autologne zamjene stanica. Moguénost
prikupljanja potrebnih stanica od pacijenta ¢ini ovaj proces atraktivnim. Kljucno pitanje koje
treba rijesiti je jesu li ove stomatoloSke stanice doista mati¢ne stanice. Razliite studije
dokazale su da stomatoloska pulpa i PDL stanice imaju znacajke mezenhimalnih mati¢nih
stanica, temeljene na njihovoj sposobnosti razlikovanja u hrskavici, kostima, masnoci,
raznoliku raspodjelu in vivo budu¢i da mogu biti izvedene iz vecine, ako ne i svih, vezivnih
tkiva ukljucujuéi koStanu srz, periost, sinovijsku membranu, skeletni misi¢, dermis, pericit,

krv, trabekularne kosti, ljudske pupcane vrpce i pluca.

2. 2 Matic¢ne stanice parodontnog ligamenta

Parodont, tkivo koje okruzuje i podupire korijen zuba, sastoji se od cementa, PDL-a i
alveolarne kosti.

Parodontni ligament je, kao i zubna pulpa, specijalizirano vezivno tkivo. Njegova funkcija je
djelomic¢no povezana s prisutnoscu specijalno rasporedenih snopova kolagenih vlakana koja
podupiru zub u alveoli i apsorbiraju sile okluzije koje se prenose na okolnu kost.

PDL prostor je malen i varira od prosje¢nih 0,21 mm kod mladih zuba do 0,15 mm kod starih
zuba (9).

PDL je odavno prepoznat da sadrzi populaciju progenitorskih stanica, a studije su nedavno
identificirale mati¢ne stanice PDL sposobnog za diferenciranje uz mezenhimalne stani¢ne
linije za proizvodnju stanica poput cementoblasta, adipocita i vezivnim tkivima bogatim
kolagenom 1.
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PDL matic¢ne stanice (PDLSC) pokazuju karakteristike markera stani¢ne povrsine i potencijal
diferencijacije slican stromalnim mati¢nim stanicama kostane srzi i DPSC.

Dokazano je da ove stanice zadrzavaju svojstva mati¢nih stanica i sposobnost regeneracije
tkiva. Rezultati istrazivanja u laboratorijima sugeriraju da se ova populacija stanica moze
koristiti za stvaranje bioloskog korijena koji bi se mogao koristiti na slican nac¢in kao 1 metalni

implantat, zatvarajuci se umjetnom zubnom krunom (10).

2. 3 Mati¢ne stanice apikalne papile

Mati¢ne stanice iz apikalne papile (SCAP) jedinstvena su populacija zubnih mezenhimalnih
matic¢nih stanica i takoder razli¢ite od mati¢nih stanica zubne pulpe. Studija i primjena ovog
tipa stanica iznimno su vazni u prirodnoj regeneraciji korijena zuba, a posebno u lije¢enju
oralnih bolesti. One su sposobne formirati odontoblastno sli¢ne stanice i proizvode dentin in
vivo 1 vjerojatno ¢e biti izvor stanica primarnih odontoblasta za formiranje korijena dentina.
Otkrice SCAP-a moze takoder objasniti klinicki fenomen koji je predstavljen u brojnim
klinickim slu¢ajevima koji pokazuju da se apeksogeneza moze pojaviti u zarazenim nezrelim
trajnim zubima s apikalnim parodontitisom ili apscesom. Vjerojatno je da su SCAP koje
borave u apikalnoj papili prezivjele infekcije zbog blizine periapikalnih tkiva. Ovo tkivo moze
imati koristi od svoje kolateralne cirkulacije, Sto omogucéava da prezivi tijekom procesa
pulpne nekroze. Nakon endodontske dezinfekcije, ove stanice dovode do primarnih

odontoblasta za dovrsetak stvaranja korijena (10).
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2. 4. Prekursorske stanice dentalnog folikula

Dentalni folikul je labavo vezivno tkivo koje okruzuje zub u razvoju. Dentalni folikul odavno
se smatra multipotentnim tkivom, na temelju njegove sposobnosti stvaranja cementa, kosti i
PDL-a izvedenog iz ektomezenhimskog fibroznog tkiva. Zubne stanice prekursora folikula
(DFPC) mogu se izolirati i uzgajati pod odredenim uvjetima kulture tkiva, a nedavna
karakterizacija ovih mati¢nih stanica povecala je njihov potencijal za primjenu u inZenjeringu
tkiva, ukljucujuéi parodontnu i kostanu regeneraciju. DFPC oblikuje PDL diferenciranjem u
PDL fibroblaste koji luce kolagen i interakciju s vlaknima na povrSinama susjedne kosti i

cementa.

Zubne progenitorske stanice folikula izolirane iz ljudskog treceg kutnjaka karakteriziraju
njihovo brzo povezivanje u kulture i sposobnost stvaranja kompaktnih kalcificiranih ¢vorova
in vitro. DFPC, zajedno sa SCAP-om, predstavljaju stanice iz tkiva u razvoju i mogu na taj
nacin pokazati vecu plasti¢nost od ostalih zubnih mati¢nih stanica. Medutim, na isti nacin kao
i za SCAP, potrebna su daljnja istrazivanja koja se provode na svojstvima i potencijalnom

koristenju ovih stanica (10).

2. 5 Mati¢ne stanice iz mlije¢nih zuba (SHED)

SHED su postnatalne maticne stanice sposobne za opseZnu proliferaciju i multipotencijalnu
diferencijaciju. Mlije¢ni zubi mogu biti idealan izvor postnatalnih mati¢nih stanica za
regeneraciju zubnih struktura i kosti, te mogucée lijeCenje ozljeda Ziv€anog tkiva ili
degenerativnih bolesti. SHED su visoko proliferativne stanice izvedene iz pristupa¢nog izvora

tkiva i stoga zadrzavaju potencijal za pruzanje dovoljnog broja stanica za klinicke primjene.

lako se SHED izdvaja iz zubne pulpe, njihov potencijal diferencijacije nije ograni¢en samo na
odontoblaste. Zapravo, SHED se moze razlikovati u nekoliko tipova stanica, ukljucujuci

neurone, osteoblaste, adipocite i endotelne stanice (12).
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S dokumentiranim otkricem SHED-a dr. Songtaoa Shija 2003. godine mati¢ne stanice
mlijecnih zuba postale su dostupan izvor mati¢nih stanica koje se lako mogu ocuvati i koristiti
za buduce lijecenje bolesti.

SHED su nezrele, nespecijalizirane stanice u zubima koje mogu rasti u specijalizirane vrste
stanica pomoc¢u postupka poznatog kao ,,diferencijacija“. SHED se pojavljuju u 6. tjednu
tijekom embrionalnog stadija covjekova razvoja. Znanstvenici vjeruju da se te mati¢ne stanice
ponasaju druk¢ije nego postnatalne (adultne) maticne stanice.

SHED stanice se brzo razmnozavaju i rastu mnogo brze od odraslih mati¢nih stanica,
sugerirajuci da su manje zrele pa imaju potencijal razviti se u Siru raznolikost tipova tkiva.
Abbas 1 sur. (2008) istrazivali su moguce neuralno podrijetlo mati¢nih stanica dentalne pulpe
iz mlije¢nih zuba (SHED). Neuronske krvne stanice jesu multipotentne stanice koje su
sposobne samostalno obnavljati i viSestruke diferencijacije te igraju vaznu ulogu u razvoju
zuba tako S§to omogucuju izgradnju mezenhimalnih komponenti zuba ukljucujuéi
odontoblaste, pulpu, apikalne vaskulature i parodontni ligament.

SHED je heterogena populacija koja dijeli zajednicke molekularne karakteristike s neuralnim
krvnim stanicama i mati¢nim stanicama in vitro. Takva sposobnost rasta i1 regeneracije tkiva
fokus je nastajanja polja personalizirane medicine koja koristi pacijentove mati¢ne stanice za
bioloski kompatibilne terapije i individualno prilagodene tretmane.

Nadalje, SHED su sposobne za ekspresiju proteina na njihovim stani¢nim povrs§inama koje im
dozvoljavaju ne samo da se diferenciraju u zubnoj pulpi, kosti i dentinu, nego i u neuralne i
masne stanice (adipocite). Cinjenica je da se SHED diferenciraju u Zivéanim stanicama lakse
nego odrasle mati¢ne stanice izolirane od trajnih zuba. SHED izrazavaju razli¢ite neuronske i
glijalne stani¢ne markere koji izravno odrazavaju embrionalno neuralno podrijetlo zubne
pulpe.

Onkogeni potencijal mati¢nih stanica joS se treba odrediti u opseznim klinickim studijama.
Istrazivanja su do danas uglavnom ogranicena na zivotinjske modele 1 joS uvijek istrazivanja
na ljudima treba dokumentirati istim rezultatima. Treba uzeti u obzir poteSkoce u
prepoznavanju, izoliranju, prociS¢avanju i rastu ovih stanica u laboratoriju, kako bi se ove
stanice terapeutski koristile u ve¢im koli¢inama. Imunolosko odbacivanje je takoder jedno od
pitanja koje zahtijeva temeljitu obradu.

Konaéno, ove stanice su relativno manje potentne od embrionalnih mati¢nih stanica (13).
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3.1 Vrste mati¢nih stanica iz ljudskih mlije¢nih zuba

1)

2)

3)

Adipociti su uspjesno koristeni da bi popravili oSte¢enje sr¢anog misi¢a uzrokovano
teSkim sréanim napadom. Tu su i preliminarni podaci koji ukazuju na to da se mogu
koristi za lijeCenje kardiovaskularnih bolesti, kraljeznice i ortopedskih stanja,
kongestivnog zatajenja srca, Crohnove bolesti, a moguce je koristenje kod plasti¢nih
operacija.

Hondrociti i osteoblasti: oba su uspjesno koristena za rast kosti i hrskavica prikladnih
za transplantaciju. Takoder, koriSteni su pri rastu zuba kod Zivotinja.

Mezenhimalne mati¢ne stanice uspjeSno Su koriStene za popravak ozljeda ledne
mozdine i za vracanje osjecaja i kretanja kod paraliziranih ljudskih pacijenata. Kako
ove stanice mogu formirati neuronske nakupine, mezenhimalne mati¢ne stanice
takoder imaju potencijal za lijeCenje neuronalnih degenerativnih poremecaja kao Sto
su Alzheimerova i Parkinsonova bolest, cerebralnu paralizu, kao i niz drugih
poremecaja. Mezenhimalne mati¢ne stanice imaju veéi terapeutski potencijal od

drugih vrsta odraslih mati¢nih stanica (13).

15



4. POSTUPAK POHRANE



Lucija Lomnicki, diplomski rad

Za lijeCenje mnogih stanja vrSe se istraZivanja na terapijama temeljenih na mati¢nim
stanicama, ukljuCuju¢i neurodegenerativna stanja kod Parkinsonove bolesti i multiple
skleroze, bolesti jetre, dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti, autoimunih bolesti, poremecaja
misi¢no-kostanog sustava i zivaca, regeneracija nakon ozljeda mozga ili ledne mozdine.
Trenutno, bolesnici se lijeCe primjenom mati¢nih stanica za kronicne prijelome, rak
(transplantacijom koStane srzi) i kirurgijom spinalne fuzije. Nove terapije mati¢nih stanica
neprestano se testiraju i neke je ve¢ odobrila Americka agencije za hranu i lijekove.
Povecanjem broja ljudi pogodenih degenerativnim bolestima, rastu i potrebe za novim
mogucénostima lijeenja zbog stalnog starenja populacije. Pohranjivanje i bankarstvo SHED-a
osigurat ¢e njihovu dostupnost u buduénosti, onda kada im bude najvise potrebno.

Ovaj sveobuhvatan popis bolesti i stanja koje se lije¢e koriStenjem mati¢nih stanica ukljucuje
poremecaje mati¢nih stanica, akutnu i1 kroni¢nu leukemiju, mijeloproliferativne poremecaje,
mijelodisplasticne sindrome, limfoproliferativne poremecaje, nasljedne abnormalnosti
eritrocita, liposomske poremecaje, histiocitne poremecaje, poremecaje fagocita, kongenitalne
poremecaje imunoloskog sustava, naslijedene abnormalnosti trombocita, poremecaje plazma

stanica i maligne bolesti (13).

4. 1 Nadin prikupljanja mlije¢nih zuba u stomatolos$koj ordinaciji

Slika 4. Mlije¢ni zubi
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Budu¢i da je SHED bankarstvo proaktivna odluka roditelja, prvi je korak upucen njima da
ostave mlijecni zub u sterilnoj otopini soli i nazovu banku za pohranu mati¢nih stanica iz zuba
ili kontaktiraju stomatologa u banci.

Izvadeni zub trebao bi imati pulpu crvene boje, ukazujuéi na to da je pulpa dobila protok krvi
sve do vremena uklanjanja zuba, $to je indikativno za odrzivost stanica. Ako je pulpa sive
boje, vjerojatno je da je protok krvi u pulpu bio ugrozen, a time su i mati¢ne stanice vjerojatno
nekroti¢ne 1 viSe se ne mogu oporaviti.

Zubi koji postaju klimavi, bilo kroz traumu ili bolest (npr. klasa III ili IV mobilnosti), ¢esto
imaju odvojenu krvnu opskrbu i nisu kandidati za oporavak mati¢nih stanica. Zbog toga je
oporavak mati¢nih stanica iz mlije¢nih zuba poZzeljniji nakon ekstrakcije, nego mobilni zub.
Mati¢ne stanice pulpe ne bi se smjele prikupljati sa zuba s apikalnim apscesom, tumorom ili
cistom. U slu¢aju zakazanog postupka, stomatolog vizualno pregledava svjeZe izvaden zub da
potvrdi prisutnost zdravog pulpalnog tkiva, a zub ili zubi prenose se u bocicu koja sadrzi
hipotonic¢ni fosfat s puferiranom otopinom soli koja pruza hranjive tvari i pomaze kako bi se
sprijecilo isuSivanje tkiva tijekom transporta (do Cetiri zuba u jednoj bocici). Stavljanje zuba u
ovu boc€icu na sobnu temperaturu uzrokuje hipotermiju. Tada se bocica paZljivo zapecati i
termicki izolira, nakon ¢ega se stavi u izoliranu metalnu transportnu posudu. Tako izolirana
transportna posuda odrzava uzorak u hipotermalnom stanju tijekom prijevoza.

Tvrtka koja se bavi bankama mati¢nih stanica koristi isti uredaj kao i onaj koji se koristi za
transport mati¢nih stanica iz stomatoloske ordinacije do laboratorija. Kako bi mati¢ne stanice
ostale sposobne za Zivot, vazno je pripaziti da vrijeme i temperatura uzorka budu u potrebnim
granicama. Vrijeme od uzimanja uzorka do dolaska u stomatolo$ku banku na obradu ne smije
prije¢i 40 sati. Takve korake poduzima asistent stomatoloske banke, ako prethodno nije

planirana ekstrakcija za prikupljanje uzorka (13).

4.2 Laboratorijski postupak za pohranu mlije¢nih zuba

Medunarodne organizacije koje su uspostavile pravila i smjernice za rad banaka mati¢nih
stanica krvi iz pupkovine i ostalih mati¢nih stanica prije svega jesu NETCORD (dio
EUROCORD-a) u suradnji s FACT-om (Zaklada za akreditiranje stani¢ne terapije). Postupci
koje slijedi laboratorijska obrada za pohranu mati¢nih stanica potpuno su uskladeni s uputama

navedenih organizacija:
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

asepti¢ni uvjeti: vrlo vazno pravilo za banke maticnih stanica je osigurati da se svi
procesi u laboratorijima provode u sterilnim uvjetima i u potpuno kontroliranom i
¢istom okruzenju sa sustavom koji odrzava asepticke uvjete zraka u prostoru,

kodiranje uzoraka: svi se uzorci kodiraju crti¢nim kodom, na jedinstven nacin, tako da
je uvijek moguce prepoznati i identificirati uzorak i iskljuciti mogucénost mijeSanja
uzoraka;

inicijalna procjena uzorka: uzorak se procjenjuje prema stanju i duljini sekcije tkiva
koje je sakupljeno prije poc¢etka daljnje obrade;

izolacija i kultura mezenhimalnih mati¢nih stanica: tkivo je podvrgnuto dugom
procesu u kojem se mezenhimalne stanice oslobadaju, a potom se uzgajaju u
odgovaraju¢im medijima u optimalnim uvjetima Koji pogoduju njihovu razvoju.
Razvojni proces rastu¢ih mezenhimalnih stanica nastavlja se sve dok ne osiguramo
dovoljan broj odrzivih stanica bez kontaminacije, a koje ¢e biti prikladne za buduce
lijecenje ili koriStenje. Vrijeme koje Ce trebati da se postigne odgovarajuci broj ovisi o
samim stanicama i njihovoj stopi rasta. Na kraju ovog procesa i prije zamrzavanja sve
su stanice podijeljene u zasebne poduzorke (ovisno o njihovu kona¢nom broju);
kontrola mikrobne kontaminacije: na matiénim stanicama provodimo kompletnu
mikrobiolosku kontrolu uzorka kako bismo provjerili prisutnost kontaminacije
bakterijama i gljivicama. U sluaju mezenhimalnih stanica, ako se provodi mikrobna
kontaminacija, to obi¢no sprecava njihovo razvijanje pa se stoga cijeli proces usporava
kontrola broja i odrzivosti stanica: pazljiva kontrola provodi se kod broja i odrzivosti
mezenhimalnih stanica prije zamrzavanja;

zamrzavanje uzorka: na¢in na koji se najbolje postize krioprezervacija je postupno
zamrzavanje 1 koristi se upravo na isti nafin za sve razliite vrste uzoraka.
Krioprezervacija mezenhimalnih mati¢nih stanica izvodi se pomocu posebnog
automatiziranog stroja koji kontroliraju racunala i posebni programi;

pohrana uzorka: ukupan broj mezenhimalnih stanica dijeli se u dvije ili vise bocica,
ovisno o broju, za dodatnu sigurnost i svestranost uporabe. Pohranjuju se u posebnim
spremnicima punjenim teku¢im dusikom, na temperaturi ispod -150 °C u

kontinuiranom 24-satnom nadzoru (14).
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4. 3 Izolacija maticnih stanica

Kada stomatoloska banka dobije bocicu s uzorkom, slijedi protokol:

1) povrSina zuba ocisti se ispiranjem tri puta s Dulbeccovom fosfatnom puferiranom
otopinom soli bez kalcijevih i magnezijevih iona (PBSA);

2) dezinfekcija se vrsi s dezinfekcijskim reagensom kao npr. povidon jodom i ponovno
ispire s PBSA-om;

3) tkivo pulpe je izolirano iz pulpne komore sa sterilnim malim pincetama ili
stomatoloSkim instrumentom. Pulpa bogata mati¢nim stanicama takoder se moze
isprati slanom vodom od centra zuba;

4) kontaminirano pulpno tkivo, koje je najmanje tri puta isprano s PBSA-om, stavljeno
je u sterilnu Petrijevu posudu;

5) tkivo se zatim digestira s kolagenazom tipa | i odstrani 1 sat na 37 °C;

6) izolirane stanice se propustaju kroz 70 um filtar da bi se dobile pojedina¢ne stani¢ne
suspenzije;

7) tada se stanice uzgajaju u mezenhimalnom stani¢énom mediju (MSC) koji se sastoji od
alfa modificiranog minimalnog esencijalnog medija s 2 mM glutamina i dodatkom 15
% fetalnog govedeg seruma (FBS), 0,1 M fosfata L-askorbinske kiseline, 100 U/ml
penicilina i 100 ug/ml streptomicina na 37 °C i 5 % CO2 u zraku. Uobicajeno
izolirane kolonije vidljive su nakon 24 sata;

8) mijenjanjem u MSC mediju mogu se dobiti razliite stani¢ne linije kao $to su
odontogene, adipogene i neuralne;

9) ako se kultura dobije s neodredenom pripremom, mogu se uspostaviti epitelne stanice

ili endotelne stanice sa sliénom kolonijom stanica.

Potvrda trenutnog zdravlja i odrzivosti ovih stanica daje se roditeljima donatora (13).

4. 4 Pohrana SHED-a

U svjetlu sadasnjih istrazivanja, Koriste se sljedeca dva pristupa za pohranu mati¢nih stanica:

a) krioprezervacija

b) magnetno zamrzavanje.
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4. 4. 1 Krioprezervacija

To je proces oCuvanja stanica ili cijelog tkiva hladenjem na niskim temperaturama.

Na temperaturi zamrzavanja, bioloska aktivnost je zaustavljena, tj. bilo koji stani¢ni procesi
koji dovode do stani¢ne smrti. SHED se mogu dugoro¢no wuspjeSno pohraniti
krioprezervacijom i jo$ uvijek ¢e ostati odrzive za upotrebu. Ove stanice mogu biti
krioprezervirane na duze vrijeme i, kada je to potrebno, treba ih pazljivo odmrznuti kako bi
ostale odrzive.

Stanice koje se skupljaju blizu kraja faze rasta (oko 80 — 90 %) najbolje su za
krioprezervaciju. Uzorak je podijeljen u Cetiri krio-tube i svaki je dio pohranjen u zasebnu
lokaciju u kriogenom sustavu, tako da cak i ako postoji problem s jednom od jedinica za
pohranu, bit ¢e jo$ drugi uzorak dostupan za upotrebu. Stanice su sacuvane u tekucoj dusi¢noj
pari pri temperaturi manjoj od -150 °C. To Cuva stanice i odrzava njihovu latenciju I
potenciju. Optimalan broj smrznutog medija u jednoj bo¢ici je 1-2x 1 000 000 stanica u 1,5
ml.

Premali ili previsoki broj stanica moze smanjiti stopu oporavka.

Suchanek J. i1 suradnici su 2007. godine uspostavili protokol dentalnih pulpnih mati¢nih
stanica (DPSC) i kultiviranje DPSC od odraslih i izvadenih zuba i usporedili ih s kulturama
mezenhimnih progenitorskih stanica. U usporedbi s MPCs-om kostane srzi, DPSC-ovi imaju
sliéne bioloske osobine i svojstva mati¢nih stanica. Rezultati su dokazali da su DPSC i MPC
bile visoko proliferativne, klonogene stanice koje mogu ostati citogeneticki stabilne

Zhang i suradnici su jos 2006. godine procijenili diferencijalni potencijal mati¢nih stanica iz
krioprezervirane pulpe ljudskog treeg molara i zakljucili da tkivo pulpe treCeg molara moze
posluziti kao prikladan izvor multipotentnih mati¢nih stanica za buduce strategije inzenjerstva
tkiva i terapije na temelju stanica, ¢ak i nakon krioprezervacije.

Papaccio G. i suradnici su takoder 2006. godine proucavali diferencijaciju i morfo-
funkcionalna svojstva stanica dobivenih iz mati¢nih stanica nakon dugotrajne krioprezervacije
da bi ocijenili njihov potencijal za dugotrajno pohranjivanje s namjerom kasnijeg koristenja u
terapiji. Zakljucili su da zubna pulpa, mati¢ne stanice i stanice izvedene iz osteoblasta mogu

biti dugoro¢no krioprezervirane, §to se moze pokazati atraktivnim za klini¢ke rezultate (13).
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4. 4. 2 Magnetsko zamrzavanje:

Sveuciliste u HiroSimi radije koristi magnetsko zamrzavanje nego kriogeno zamrzavanje. Ova
tehnologija pod nazivom CAS iskoriStava malo poznate pojave koje primjenom c¢ak 1 slabog
magnetskog polja na vodu ili stani¢no tkivo smanjuju tocku smrzavanja tog tijela do 6 — 7 °C
Ideja CAS-a je da se potpuno ohladi objekt ispod toCke smrzavanja, bez zamrzavanja
osiguravaju¢i distribuiranu nisku temperaturu bez oSteéenja stani¢ne Stjenke uzrokovane
Sirenjem leda 1 smetnji za dospijece hranjivih tvari do kapilara, §to je obi¢no uzrokovano
konvencionalnim metodama zamrzavanja.

Zatim, kada se objekt ravnomjerno ohladi, magnetsko polje se iskljucuje 1 objekt se zamrzne.
Sveuciliste u HiroSimi prvo je ukazalo na ovu novu tehnologiju. Koriste¢i CAS, tvrdi da moze
povecati stopu prezivljavanja stanica u zubima do 83 %. Ovo se usporeduje sa 63 % za tekuci
dusik (-196°C), 45 % za ultrahladno zamrzavanje (-80 °C) i samo 21,5 % za zamrzivace U
kucanstvu (-20 °C). Odrzavanje CAS sustavom puno je jeftinije od krioprezervacije i mnogo
pouzdanije (13).

4. 5 Kriteriji prihvatljivosti zuba za SHED bankarstvo

Svi zubi nemaju isti potencijal. Zubi, a posebno mlije¢ni sjekuti¢i i o¢njaci bez patologije i
barem jedna trecina ostataka korijena sadrZze ove jedinstvene vrste stanica u dovoljnom broju.
Mlijec¢ni zubi distalno od o¢njaka ne preporucaju se za prikupljanje. Mlije¢ni molari imaju §iri
korijen, i stoga se zadrzavaju u ustima dulje vrijeme od prednjih zuba. Erupcija straznjih
trajnih zuba obi¢no traje dulje vrijeme dok se resorbira mlije¢ni molarni Korijen, §to moze
rezultirati odstranjenom pulpnom komorom koja ne sadrzi pulpu i stoga nema mati¢nih
stanica. U nekim slucajevima, rano uklanjanje mlije¢nih kutnjaka za ortodontsko razmatranje
(npr. rana intervencija za odrzavanje prostora) daje moguénost da se ovi zubi sacuvaju za

bankarstvo mati¢nih stanica (13).
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5.1 SHED za inZenjerstvo tkiva dentalne pulpe

Unato¢ uvodenju novih materijala, lijekova i alata za klinicko lije¢enje bolesti zubnih pulpa,
nacela lijeCenja korijenskoga kanala nisu se znacajno udaljila od paradigme dezinfekcije 1
obturiranja. Ovaj dobro uspostavljeni pristup predstavlja visoke stope uspjeha u ordinacijama,
ali samo se temelji na zamjeni organskih tkiva sa sintetskim i, u mnogim slucajevima,
inertnim materijalima To Cesto ograniCava zavrSetak razvitka korijena u nezrelim zubima.
Dakle, razvoj klini¢ki pristupacnih tehnika koje dopustaju regeneraciju funkcionalne zubne
pulpe koja je sposobna za polaganje organizirane i mineralizirane matrice vrlo je znacajan.
Pomak prema regenerativnoj endodonciji moze dovesti do spasavanja vitalnosti dentalnog

zivea i daljnjeg razvoja korijenskih struktura.

Prvi dokaz da se SHED moZe koristiti za obnavljanje tkiva pulpe prikazan je u referentnom
dokumentu koji je objavio Miura sa suradnicima 2003. godine: SHED su bili pomijesane s
hidroksiapatitom/trikalcijevim fosfatom i ugradeni u potkozni prostor imunokompromitiranih
miSeva. Nakon osam tjedana, SHED iz jedne ili vise kolonija bile su sposobne za

prezivljavanje 1 proliferaciju unutar nosaca te su formirale dentinu sli¢no tkivo (15).

Povrsina stanica koje oblazu dentin morfoloski podsje¢a na odontoblaste koji predstavljaju
ekscentri¢ni polarizirani polozaj jezgre na bazalnom dijelu stani¢nog tijela i ekspresiju
pozitivnog proteina za dentin sialoprotein (DSP). Kasnije je zamije¢en kapacitet SHED-a da
se diferencira u potpuno funkcionalne odontoblaste sposobne za taloZenje mineralizirane
strukture usporedive s dentinom in vivo. Prijenos inZenjeringa pulpnog tkiva u klinicki
postavljene uvjete zahtijeva regeneraciju dentalne pulpe unutar pune duzine korijenskog

kanala.

Pokazano je da su SHED sposobne pric¢vrstiti se na zidove dentina i proliferirati unutar
korijenskih kanala in vitro (16). 2013. godine transplantirane SHED punom duljinom
korijenskih kanala s injekcijskim nosa¢ima bile su sposobne proliferirati se unutar
korijenskoga kanala i prikazati markere odontoblasticke diferencijacije nakon 28 dana in
vitro. Iznimno, nakon 28 dana od implantacije, ljudsko tkivo poput pulpe zauzima vecinu
prostora korijenskog kanala bez obzira na vrstu injekcijskih nosaca koji se koriste.
InZenjeringom nastala dentalna pulpa bila je sposobna poloziti novi dentin, kako se pokazalo s
tetraciklinskim injekcijama, po stopi od priblizno 10 pm/dan. Promatrana stopa rasta je unutar

raspona za primarni dentin Koji varira prema stadiju razvoja i dobi zuba (4 do 15 um/dan).
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lako su ovi nalazi zanimljivi, oni su povezani sa stvaranjem abnormalnog tkiva. Nuzno je
provesti studije u buduénosti koje bi procijenile sposobnost SHED-a da generira funkcionalnu

zubnu pulpu u usnoj Supljini (17).

5.2 SHED za inZenjering neuronskih tkiva

Enamel
Crown — Dentine

Fulp

Gingiva
Alveolar bone
Root —| Cementum
Periodontium

Periodontal ligament

Apex

Slika 5. Shematski prikaz ljudskog molara i histologije zubnog korijena koji pokazuje razli¢ita

zubna tkiva. Preuzeto i prilagodeno iz (11).

Neurodegenerativni poremecaji okarakterizirani su gubitkom ili degeneracijom neurona, $to
dovodi do funkcionalnog oSteenja. lako neki od njih, kao S$to su Parkinsonova i
Alzheimerova bolest, uglavnom utjecu na starije osobe, one nisu dio prirodnog procesa
starenja. Parkinsonova bolest pogada 9,7 do 13,8 od 100 000 stanovnika, dok je Alzheimerova
bolest postala veliki problem koji se odnosi na javno zdravlje stanovniStva zbog starenja
svjetskog stanovniStva. Osim ovih bolesti, samo u Sjedinjenim Americkim DrZzavama Zivi
priblizno pet milijuna ljudi koji zive s traumatskim oSte¢enjima mozga. Ostala oStec¢enja kao
$to su mozdani udar, oSteCenja perifernih Zivaca i ledne mozdine takoder predstavljaju
ogroman teret drustvu. Zbog ograni¢ene mogucnosti regeneracije ziv€éanog sustava, terapije
na bazi mati¢nih stanica iskristalizirale su se kao terapijski potencijal. Zivéane krvne stanice
koje potjecu od zubne pulpe ¢ine SHED zanimljivim modelom stanica za istrazivanje
neuronske regeneracije tkiva (18).

U uvjetima ne-neuronske indukcije SHED izrazavaju nestin, glijalni kiseli fibrilarni protein
(GFAP), dvostruki kortin, neuronske jezgre (NeuN) i druge markere kako na genetskom tako i
na proteinskom nivou. lako SHED prikazuju neuronske karakteristike u njihovu
nediferenciranom stanju, te su stanice sklone diferencijaciji neurona i in vitro i in vivo.

SHED tretiran s medijem kulture koji je dopunjen s epidermalnim faktorom rasta (EGF) i

fibroblasticnim faktorom rasta (FGF) nakon Ccetiri tjedna iskazao je veliki udio proteina
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neuronskih markera ukljucuju¢i BIII-tubulin, glutaminsku Kiselinu dekarboksilaze (GAD) i
NeuN. Ipak, nije bilo povecanja u izrazu nestina, GFAP i neurofilament M (NFM). Sli¢an je
trend uocen u drugoj studiji gdje su diferencirani SHED pokazale pozitivhu ekspresiju
glijalnih i neuronskih markera nakon 21 dana. U toj su studiji neke od diferenciranih stanica
predstavljale depozite antimijelinskog bazi¢nog proteina, dok je vecina stanica iskazala
pozitivne nalaze neuronskog markera BIII-tubulina. Osim toga, diferencirane SHED iskazale
su pozitivan izraz Apolipoproteina E (Apo E), koji je prisutan unutar glija okolnih motornih i
osjetilnih neurona u perifernom zivéanom sustavu. Diferencijalne stanice takoder su bile
pozitivne §to se ti¢e intermedijarnih perifernim filamentna i Brn3a (19).

Prvi je protein prisutan u perifernom zivcanom sustavu, dok je drugi faktor transkripcije koji
regulira perifernu diferencijaciju senzornog neurona. Neuronski razvojni potencijal SHED-a
in vivo demonstrirali su Miura i kolege ubrizgavanjem SHED-a u dentalni girus hipokampusa
miSeva. Stanice koje su preZivjele u okruzenju osigurale su i nastavile izrazavati neuronske
markere kao $to je NFM tijekom vise od deset dana.

Sposobnost SHED-a da se podvrgne neurogenskoj diferencijaciji in vivo otvorila je putove za
koriStenje tih stanica kao alternativa za lijeCenje razli¢itih stanja povezanih s neuronima poput
fokalne cerebralne ishemije, ozljeda kraljeznicke mozdine, Alzheimerove bolesti i drugih.
Fokalna cerebralna ishemija javlja se kada nema dovoljnog dovoda kisika uslijed ograni¢enog
dotoka krvi u odredeno podru¢je mozga S$to moze dovesti do cerebralnog infarkta ili
ishemi¢nog mozdanog udara. SHED mogu izlucivati spojeve koji pozitivho utjeCu na
oporavak ove vrste lezije (20).

Ozljeda ledne mozdine je dozivotno stanje koje izaziva nepovratni gubitak motorickih i
senzorskih funkcija. Procjenjuje se da godisnje Sirom svijeta do 500 000 ljudi pretrpi ozljedu
ledne mozdine, a neke su i teske vrste (npr. C4 ili vece lezije) Sto moze negativno utjecati na
disanje budu¢i da lezija negativho utjeCe na autonomni ziv¢ani sustav. SHED imaju
izvanredna neuroregenerativna svojstva i mogu poticati funkcionalni oporavak nakon ozljede
ledne mozdine. Stakori kojima je ubrizgan SHED izmedu 9. i 11. torakalnog kraljeska
pokazali su bolje rezultate prema Bassovoj, Beattiejevoj i Bresnahanovoj ljestvici
lokomotornih sustava u usporedbi s onima koje su transplantirane sa stromalnim stanicama
kostane srzi ili fibroblastom. Takoder je i oCuvanje lokomotorne funkcije bilo bolje kod
Stakora koji su primili SHED. Bili su u mogu¢nosti koordinirano pomicati tri zgloba straznje
noge 1 hodati, a lijeCenje stromalnim stanicama koStane srzi omogucuje samo suptilne kretnje

jednog ili dva zgloba. Poboljsanja promatrana sa SHED-om mogu biti povezana s njihovom
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diferencijacijom u zrele oligodendrocite koji zamjenjuju izgubljene stanice i regeneraciju
cijepanih aksona (21).

Poboljsana regeneracija koja je uocena sa SHED-0om odnosi se ne samo na lezije u srediSnjem
ziv€anom sustavu, ve¢ je primijecena i1 kod ozljeda perifernih zivaca. Bilo je moguce
poboljsati regeneraciju osteCenog zivca kod Stakora lijeCenjem lezija uz pomo¢ medija
dobivenog SHED-om. Gustoca aksona i broj regeneriranih mijeliniranih vlakana uoceni u
grupi tretiranoj medija dobivenog SHED-om bili su nalik onima dobivenim autograftom kao
kontrolom. Ovi obecéavajuci rezultati koji se odnose na diferencijaciju potencijala neurona
SHED-a u nekoliko in vitro pokusa i modela sa zivotinjama povecavaju interes za upotrebu

tih stanica kao alternative u lijecenju razli¢itih neuronskih bolesti i ozljeda (22).

5. 3 Diferencijacija SHED-a u odnosu na hormonske stanice

Uz njihovu terapijsku upotrebu u zubnoj pulpi i regeneraciji neurona SHED takoder imaju
potencijala za upotrebu u lijeCenju bolesti jetre 1 dijabetesa.

Transplantacija organa moze biti izbor metode lijeCenja za bolesnike koji pate od fatalnih
bolesti jetre kao Sto su ciroza 1 hepatocelularni karcinom. Medutim, nestasica donora potice
razvoj terapijskih alternativa. Nedavne studije pokazuju da se SHED moze diferencirati u
hepatijske linije stanica. Uz ispravnu stimulaciju, SHED izrazava skup hepatoloSkih markera
kao $to su hepaticki nuklearni faktor -40, o-fetoprotein i faktor rasta-1 nalik inzulinu.
Znacajno je da je 90 % dobivenih hepatocita pozitivno za ekspresiju albumina (23,24). Osim
toga, uoceno je znacajno povecanje koncentracije uree u mediju i1 koliina citoplazmatske
pohrane glikogena unutar stanica nakon diferencijacije. Razina diferencijacije moze biti
dodatno pojac¢ana dodavanjem ekstrakta sline ili tretiranjem pomoc¢u vodikovog sulfida (25).
Dijabetes je jedna od najce$¢ih kroni¢nih endokrinih bolesti povezanih s uniStenjem 1
disfunkcijom pankreasne B-stanice. Kao §to se SHED mogu diferencirati in vitro u (stanice
nalik otoc¢i¢ima) ICA, pojavljuju se kao alternativa stani¢noj nadomjesnoj terapiji za dijabetes.
Pokazalo se da ICA koja potjeée iz SHED-a moze in vitro otpustiti inzulin i C-peptide na
nacin slican ovisnom hormonu glukoze. Inkubacija MIN6 (B-stani¢na linija pankreasa misa)
uz pomo¢ medija dobivenog SHED-om pojacala je izlu€ivanje inzulina na nacin sli¢an
ovisnosti o koncentraciji glukoze. Kod miseva s dijabetesom uzrokovanim streptozotocinom u
koje su transplantirane stanice nalik oto¢i¢ima dobivenim od SHED-a zaustavljen je dijabetes

i obnovljena je normalna glikemija nakon tri do Cetiri tjedna (26).
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U svojoj studiji su Miura 1 suradnici ustanovili da izvadeni mlijecni zub sadrzi multipotentne
mati¢ne stanice. SHED su identificirani kao populacija visoko proliferativnih klonogenih
stanica koje mogu diferencirati u razliCitim tipovima stanica, ukljucujué¢i neuronske stanice,
adipocite i odontoblaste. Nakon in vivo transplantacije, pronadeno je da SHED moze
inducirati formiranje kostiju, generirati dentin 1 prezivjeti u misjem mozgu zajedno s
ekspresijom neuronskih markera. Ovdje pokazujemo da ljudski organ prirodno odstranjen
sadrzi populaciju mati¢nih stanica koje su potpuno razli¢ite od prethodno identificiranih
mati¢nih stanica. SHED nisu izvedene samo iz vrlo dostupnog resursa tkiva, ve¢ takoder
mogu pruziti dovoljno stanica za potencijalnu klinicku primjenu. Stoga, mlije¢ni zub moze
biti neocekivani jedinstveni resurs za terapije mati¢nim stanicama, ukljucuju¢i autolognu

transplantaciju mati¢nih stanica i inzenjering tkiva (15).

Uloga stomatoloskih mati¢nih stanica u buducnosti vrlo je velika. Eksperimentalne studije na
zivotinjama pokazale su da dentalne maticne stanice, posebice SHED, imaju viSe vrsta.
Studije su takoder pokazale da se SHED mogu diferencirati u aktivne neurone koji dokazuju
njihovu korisnost u upravljanju degenerativnim poremecajima kao Sto su Alzheimerova i
Parkinsonova bolest. Takoder je u eksperimentalnim istrazivanjima dokazano da stomatoloske
mati¢ne stanice mogu regenerirati ozlijedeno podru¢je na pokusnim Stakorima nakon
induciranog miokardijalnog infarkta s angiogenezom 1 pogorSanom ventrikularnom

funkcijom.

Dentalne mati¢ne stanice mogu se diferencirati u osteoblaste, Sto moze biti dobar izvor za
ponovni rast kostiju u kostanim defektima. Osim adipocita i hondrogena, zubna pulpa bila je u
stanju formirati stanice nalik otoCi¢ima, $to moze biti velika prednost za bolesnike s
dijabetesom tipa 1. Dentalne mati¢ne stanice mogu se koristiti za regeneraciju zuba S$to je

eksperimentalno dokazano na Zivotinjskim modelima.

Dentalne mati¢ne stanice imaju neka ograni¢enja poput ograni¢ene dostupnosti, a do sada nije
ucinjeno dovoljno istrazivanja na ljudima u klini¢koj primjeni, §to ¢e se svakako unaprijediti

za regeneraciju razlic¢itih tjelesnih tkiva u buducnosti (27).
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Mati¢ne stanice dentalnog podrijetla imaju viSe primjena. Posebno se treba prouciti Stetni
onkogeni potencijal tih stanica u dugotrajnim klini¢kim studijama. Stovise, istraZivanje je
uglavnom ograni¢eno na zivotinjske modele i njihova opsezna klinicka primjena tek se treba
ispitati. Druga ograni¢enja jesu poteskoce da se te stanice u laboratorijima identificiraju,
izoliraju, prociste 1 rastu. Jedno od pitanja koje zahtijeva temeljito istrazivanje je imunolosko
odbijanje. Zubne strukture ne mogu zamijeniti stvarne zube pa su potrebni znatni istrazivacki
I razvojni napori za unapredivanje stomatoloskih regenerativnih terapija. Istrazivaci jo§ uvijek
trebaju razviti takve zalihe krvi 1 zivaca koje bi bile potpuno funkcionalne. Iako trenutno nisu
dostupni, ti se pristupi mogu jednog dana koristiti kao bioloske alternative sintetiCkim
materijalima koji se trenutno koriste. Poput drugih moénih tehnologija, istrazivanje zubnih
maticnih stanica izaziva i rizike. Istrazivanje mati¢nih stanica mora se provesti pod
u¢inkovitim, odgovornim sustavima drustveno odgovornog nadzora i kontrole, kako na

nacionalnoj tako i na medunarodnoj razini, kako bi ispunilo izazove i izbjeglo sve moguce

rizike (28).
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Dosadasnja istrazivanja pokazala su da su SHED vrsta stomatoloskih mati¢nih stanica koje su

sposobne za opseznu proliferaciju i multipotencijalnu diferencijaciju.

U budu¢nosti treba vrsiti daljnja istrazivanja kako bi se mogao istraziti bioloski znacaj i

primjena SHED-a u regenerativnoj medicini i stomatologiji kod ljudi.

Dosadas$nje nacine i metode prikupljanja, pohrane i izolacije SHED-a trebalo bi unaprijediti i
uvoditi u stomatoloske ordinacije, te razmotriti nacine za smanjivanje njihovih troskova, kako

bi pohranjene SHED postale dostupne Sirokoj populaciji pacijenata, kada im budu potrebne.

U buducnosti se puno o¢ekuje od upotrebe SHED-a u lijeCenju mnogih stanja i bolesti.
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