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MATICNE STANICE U REGENERACIJI PULPNO-DENTINSKOG KOMPLEKSA

Sazetak

U slucaju ireverzibilnog pulpitisa ili nekroze pulpe, klasicna terapija koryenskog kanala
podrazumijeva endodontsko lijecenje zuba. Takva terapija ne omogucava cijeljenje 1
regeneraciju pulpnog tkiva jer se ono tijekom endodontskog zahvata uklanja kemomehanicki 1
tako obradeni prostor hermeticki se brtvi materjjalima za punjenje korijenskih kanala.
Regenerativna endodoncija alternativna je opcija koja regenerira pulpno-dentinski kompleks,
a ukljuCuje tri osnovne komponente: mati¢ne stanice koje se mogu diferencirati u stanice
pulpe, bioaktivne molekule — c¢imbenike rasta za pokretanje 1 promicanje stanine
diferencijacije te nosa¢ koji mehanic¢ki podupire stanice 1 pruza im povoljan okolis. Izvori
mati¢nih stanica iz zubnih tkiva mogu bit1 zubna pulpa, parodontni ligament, zubni folikul,
gingiva 1li alveolarna kost, a najceS¢e se koriste maticne stanice zubne pulpe zbog njihove
Jednostavnosti dobivanja 1 izuzetne sposobnosti diferencijacije.

Prema dostupnim istrazivanjima, koriStenjem mati¢nih stanica stvaraju se tkiva nalik pulpi 1
dentinu, pulpa je vaskularizirana 1 inervirana, stvorene stanice slicne su odontoblastima koji
stvaraju mineralizirano tkivo. Medutim, regenerirana tkiva nemaju nuzno originalnu pulpnu
arhitekturu 1 funkeiju. Osim toga potencijalni su problemi: potrebna veli¢ina apikalnog otvora,
svojstava Cimbenika rasta 1 nosaca, metoda izolacije 1 uzgoja mati¢nih stanica, klinicko
rukovanje, 1zvedivost 1 troSkovi lijjecenja. Buduca in vivo istrazivanja trebala b1 pokazati

uspjesnost 1 potencijalne komplikacije transplantacije mati¢nih stanica.

Kljuéne rijefi: matiCne stanice; nosaci; ¢imbenici rasta; regeneracija; pulpno-dentinski

kompleks



STEM CELLS IN REGENERATION OF DENTINE-PULP COMPLEX

Summary

In the case of irreversible pulpitis or pulp necrosis, classical therapy involves root canal
treatment. Such therapy does not enable healing and regeneration of pulp tissue because pulp
or pulp remnants are removed chemomechanically during the endodontic treatment where
endodontic space 1s hermetically sealed using root canal filling materials. Regenerative
endodontics is an alternative option used for regeneration of dentine-pulp complex and it 1s
based on three basic components: stem cells that can differentiate into pulp cells, bioactive
molecules - growth factors, that initiate and promote cell differentiation and a scaffold that
mechanically supports cells and provides them with favorable environment. Sources of stem
cells from dental tissues are dental pulp, periodontal ligament, dental follicle, gingiva or
alveolar bone. Dental pulp stem cells are most commonly used because they are easily
accessible and have an exceptional ability to differentiate.

According to available research, by using stem cells, pulp- and dentin-like tissues are
obtained, the pulp is vascularized and innervated and the differentiated cells are similar to
odontoblasts and produce mineralized tissue. However, regenerated tissues do not necessarily
have the original pulp architecture and function. In addition, potential problems are: apical
foramen size, growth factor and scaffold properties, stem cells isolation and culture methods,
clinical handling, feasibility and treatment costs. Future in vivo studies should demonstrate the

success and potential complications of stem cell transplantation.

Keywords: stem cells; scaffolds; growth factors; regeneration; pulp-dentin complex
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Popis skracenica

ADSC: engl. adipose-derived stem cells, hrv. mati¢ne stanice dobivene iz masnog tkiva
bFGF: engl. basic fibroblast growth factor, hrv. osnovni ¢imbenici rasta fibroblasta

BMP: engl. bone morphogenic protein, hrv. koStani morfogenetski proteini

BM-MSC: engl. bone marrow mesenchymal stem cells, hrv. mezenhimske mati¢ne stanice
1zvedene 1z koStane srzi

DPSC: engl. human dental pulp stem cells, hrv. mati¢ne stanice ljudske zubne pulpe

ECM: engl. extracellular matrix, hrv. izvanstani¢ni matriks

EGF: engl. epidermal growth factor, hrv. epidermalni ¢imbenik rasta

ESCs: engl. embryonic stem cells, hrv. embrionalne mati¢ne stanice

FGF-2: engl. fibroblast growth factor 2, hrv. ¢imbenik rasta fibroblasta 2

G-CSF: engl. granulocyte colony-stimulating factor, hrv. ¢imbenik stimulacije rasta
granulocita

IGF-1 1IGF-2: engl. insulin-like growth factors 1 and 2, hrv. inzulinu sli¢ni ¢imbenici rasta 1
12

IPSC: engl.induced pluripotent stem cells, hrv. inducirane pluripotentne maticne stanice
MTA: engl. mineral trioxide aggregate, hrv. mineralni trioksidni agregat

NGF: engl. nerve growth factor, hrv. ¢imbenik rasta Zivaca

PDGEF: engl. platelet-derived growth factor, hrv. ¢imbenik rasta izveden 1z trombocita
PDLSCs: engl. periodontal ligament stem cells, hrv. mati¢ne stanice parodontnog ligamenta
PGA: engl. polyglycolic acid, hrv. poliglikolna kiselina

PLA: engl.polylactic acid, hrv. polilakticka kiselina

PLGA: engl. poly lactic-co-glycolic acid, hrv. polilakti¢no-ko-glikolna kiselina

SCAP: engl. stem cells from apical papilla, hrv. mati¢ne stanice iz apikalne papile

SDF-1: engl. stromal cell-derived factor-1, hrv. ¢imbenik-1 i1zveden iz stromalnih stanica
SHED: engl.stem cells from human exfoliated deciduous teeth, hrv. mati¢ne stanice mlijecnih
zuba kod ljudi

TDM: engl. treated dentin matrix, hrv. tretirani dentinski matriks

TGF-B: engl. tranforming growth factor beta, hrv. transformiraju¢i ¢imbenik rasta beta
TNF-a: engl. tumor necrosis factor alpha, hrv. ¢imbenik tumorske nekroze alfa

VEGF: engl. vascular endothelial growth factor, hrv. vaskularni endotelni ¢imbenik rasta
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Zubni karijes jedna je od najrasprostranjenijih infektivnih bolesti u svijetu koja dovodi do
gubitka tvrdih zubnih tkiva 1 moguceg oStecenja pulpnog tkiva. Glavni su uzroc¢nici upale
zubne pulpe gram negativne bakterije Porphyromonas, Tannerella, Treponema, Prevotella 1
Fusobacterium, a Ceste su 1 gram pozitivne bakterije Actinomyces,  Filifactor,  Olsenella,
Pseudoramibacter, Propionibacterium, Micromonas, Peptostreptococcus, Streptococcus
(1,2,3,4). Toksini koje spomenute bakterije proizvode prodiru u pulpu kroz dentinske tubuluse
(5). Dolazi do oslobadanja medijatora nespecificne upalne reakcije poput histamina,
bradikinina, arahidonske kiseline 1 neuropeptida, a u pulpi se javljaju klasi¢ni znakovi upale
(5). Kao posljedica otpustanja velike koli¢ine medijatora upale dolazi do povecanja
propusnosti krvnih Zila, zastoja cirkulacije 1 migracije leukocita na mjesto ozljede (5).
Povecani kapilarni tlak 1 povecana propusnost uzrokuju izlazak tekuéine i1z krvnih zila u
okolno tkivo (5). Ako odvodenje teku¢ine venulama 1 limfnim Zilama nije jednako filtraciji 1z
kapilara, dolazi do formiranja eksudata (5). Pulpa je okruZena tvrdim zubnim tkivom pa mali
porast tkivnog tlaka vodi do kompresije, ¢ak 1 do potpunog kolapsa venula na mjestu
oStecenja (6).

Stupanj upale proporcionalan je intenzitetu 1 stupnju oStec¢enja tkiva. Manji1 mehanicki iritansi
poput manje preparacije ili mikrobni iritansi poput pocetnog karijesa ne dovode ni do kakvih
promjena u pulpi ili je prisutna pocetna upala (5). Ako se iritans ukloni, krvne Zile postupno
se vracaju u normalno stanje 1 dolazi do reparacije ili regeneracije (5). Medutim, duboke
karijesne lezije ili drugi perzistirajuci iritansi dovode do jacih upalnih promjena 1, u konacnici,
do nekroze (7).

Kao odgovor na razli¢ite mikrobioloske, mehanicke, termicke 1 kemijske podrazaje stvara se
tercijarni dentin. Tercijarni dentin moze se klasificirati u reakcionarni 1 reparativni tip (8).
Reakcionarni dentin stvara se u slu¢aju manje ozljede (primjerice pocetni karijes il blaga
trauma zuba) na koju reagiraju postoje¢i odontoblasti 1 1zluuju tercijarni dentin (8).
Reparativna dentinogeneza odgovor je kod kojeg se, u sluCaju oStecenja izvornih
odontoblasta, mati¢ne stanice pulpe diferenciraju u stanice slicne odontoblastima koje luce
dentin (9). Mati¢ne stanice migriraju na mjesto ozljede 1 sudjeluju u procesu regeneracije
(10,11). Ovo reparativno mineralizirano tkivo nalik dentinu (osteodentin) razlikuje se od
reakcionarnog dentina jer sadrzi viSe matriksa 1 obi¢no je atubularan 1li su tubuli nepravilni, a
Cesto sadrzi stani¢ne ikluzije (12).

U slucaju jaceg upalnog odgovora, moguéa je nekroza pulpe koja zahtijeva endodontsko

lijeCenje (7).
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Terapyja 1reverzibilnog pulpitisa 1li nekroze podrazumijeva uklanjanje upaljenog ili
nekroticnog pulpnog tkiva, kemomehani¢ku obradu koryjenskih kanala 1 hermeticko brtvljenje
endodontskog prostora. Cilj je potpuno uklanjanje postojeceg tkiva 1/ili bakteryja i1z
korijenskog kanala da se sprije¢i reinfekcyja ili da se prevenira infekcija endodontskog
prostora. Jedan je od nedostatka endodontskog lijecenja taj da sam postupak ne omogucava
cyjeljenje 1 regeneraciju upaljenog pulpnog tkiva (13).

Neuspjeh endodontskog lije¢enja moZe nastati zbog razli¢itih ¢imbenika koji se javljaju prije,
tyjekom 1 nakon endodontskog lijecenja (14). Prije endodontskog lije¢enja pogresna dijagnoza
il1 vertikalna fraktura korijena mozZe uzrokovati kasniji neuspjeh lije¢enja. Tijekom lijecenja
korijenskih kanala neuspjeh se dogada zbog nepravilno izradenog pristupnog kaviteta,
nepronadenih korijenskih kanala, nepravilnog c¢iS¢enja 1 oblikovanja korijenskih kanala
(probijanje stijenki korijena, stvaranje stepenice, stvaranje umjetnog kanala, lom instrumenta,
udisanje 1li gutanje instrumenta, nedostatno uklonjeni debris), prepunjenja, prekratkog
punjenja te perforacija (5,14). Nakon lije€enja koryjenskih kanala neuspjeh kirurske 1
nekirurske revizije takoder uzrokuje neuspjeh endodontskog lijecenja (14).

Najce$¢i je uzrok neuspjeha endodontskog lijeCenja nepotpuna dezinfekcija korijenskih
kanala zbog njithove sloZene anatomije (15).

Osim toga, kod endodontski lijecenih zuba treba uzeti u obzir 1 sljedece:

(a) promjenu boje krune zuba zbog materijala za endodontsko punjenje (16,17),

(b) strukturni integritet moze biti naruSen zbog gubitka zubnog tkiva 1 kasnijih restaurativnih
postupaka (18-20),

(c) zubi bez pulpe gube svoje senzorne funkcije pa karijes moze neprimjetno napredovati,

(d) gubitak zuba ¢es¢i je zbog sekundarnih karijesa 1 sloZenth restaurativnih problema (21-
24).

Regenerativna endodoncija alternativna je opcija klasicnoj endodontskoj terapiji korijenskog
kanala. Njezin je cilj o€uvanje vitaliteta pulpe (25). Upaljena ili nekroti¢na pulpa zamijenit ¢e
se nosacima, ¢imbenicima koji poti€u cijeljenje 1 matiénim stanicama, ¢ija ¢e kombinacija
omoguciti regeneraciju pulpno-dentinskog kompleksa (26).

Mati¢ne stanice postavljene u prostor korijenskog kanala diferencirat ¢e se u razne loze —
fibroblaste, zivCane stanice, endotelne stanice 1 odontoblaste kako bi stvorili novo vezivno
tkivo, ziv€ana vlakna, krvne Zile 1 dentin (27). Mati€ne stanice imaju Siroku primjenu 1 mogu
se koristiti za regeneraciju parodonta, alveolarne kosti, pulpno-dentinskog kompleksa,
kraniofacijalne kosti, sluznice, miSi¢a jezika te za vracanje funkcije Zlijezda slinovnica

(28,29). Izvori mati¢nih stanica su zubna pulpa, parodontni ligament, zubni folikul, gingiva,

3
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alveolarna kost 1 papila (30). Mati¢ne stanice zubne pulpe lako su dostupne, imaju izrazitu
sposobnost diferencijacije te se zbog spomenutih razloga Cesto koriste u istrazivanjima (31).
Istrazivanja o mati¢nim stanicama uglavnom su vezana za odrasle mezenhimske mati¢ne
stanice jer rad s embrionalnim 1 induciranim pluripotentnim matinim stanicama 1
podrazumijeva odredene tehnicke poteSkoce, eticke probleme 1 veci rizik od nastanka tumora
(32,33).

Svrha je ovog diplomskog rada, pregledom stru¢ne 1 znanstvene literature, prikazati
mogucnosti 1 postupke regeneracije pulpno-dentinskog kompleksa maticnim stanicama. U
radu e se opisati terapija mati¢nim stanicama, pocevsi od uzimanja mati¢nih stanica iz tkiva
do procjene rezultata terapije. Takoder ¢e se opisati prednosti 1 ograni¢enja terapije mati¢nim

stanicama u regeneraciji pulpno-dentinskog kompleksa te smjernice za buduca istrazivanja.



2. FIZIOLOGIJA PULPNO-DENTINSKOG KOMPLEKSA I HISTOLOGIJA ZUBNE
PULPE
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Dentin 1 zubna pulpa ¢ine pulpno-dentinski kompleks. Anatomski se pojam pulpno-
dentinskog kompleksa odnosi na zubnu pulpu koja je obavijena dentinom duZ njezine
periferije (7). Zubna je pulpa rahlo vezivno tkivo gradeno od stanica 1 izvanstani¢nih
komponenti, opskrbljeno Zilama 1 Ziveima (34). Pet je osnovnih funkcija zubne pulpe:
induktivna uloga, stvaranje dentina, prehrambena, senzorna 1 obrambena uloga (34).
Induktivna uloga znacajna je u embrionalnom razvoju tijekom epitelno-mezenhimalne
interakcije. Unutarnji caklinski epitel inducira diferencijaciju odontoblasta, koji stvaraju
dentin, a odlaganjem dentina zapoCinje stvaranje cakline. Formativna uloga zubne pulpe
oCituje se u stvaranju dentina sintezom 1 sekrecijom organskog matriksa, transportom
anorganskih komponenti u novostvoreni matriks 1 mineralizaciji matriksa. Prehrana dentina
odvija se preko krvnih zila vitalne zubne pulpe. Hranjive tvari izmjenjuju se preko kapilara u
intersticijsku teku¢inu koja putuje u dentin kroz dentinske tubule. Obrambena je uloga zubne
pulpe dvojaka: odontoblasti odlazu dentin kao odgovor na podrazaj ili ozljedu, a u pulpi
dolazi do imunoloske reakcije uz pomo¢ stanica imunoloSkog sustava. Senzitivna se uloga
odnosi na provodenje bolnih Zivéanih podrazaja iz pulpe do visih Ziv€anih sredista. Uglavnom
Je to osjet boli; Ad mijelinizirana ziv€ana vlakna provode brzu, ostru, zestoku bol, a vlakna
tipa C sporiju, tupu 1 difuznu bol (35).

U zubnoj pulpi 1zrazena je slojevitost stanica. Na samoj periferiji pulpe nalazi se sloj
odontoblasta, visoko specijaliziranih stanica pulpe. Spomenute stanice sintetiziraju matriks
koji mineralizacijom postaje dentin. Odontoblast se sastoji od tiela 1 staniénog nastavka
(Tomesovo vlakno). Tijela se nalaze u pulpi uz predentin, a nastavci u tubulima koje okruzuje
peritubulusni dentin. Od periferije pulpe prema srediStu, uz sloj odontoblasta, nalazi se zona
siromasna stanicama ili Weilova zona. U tom se sloju nalazi subodontoblasti¢ni sloj Ziv€anog
spleta pleksus Raschkow 1 interodontoblasticni splet pleksus Bradlow (36). Slijedi zona
bogata stanicama s mnogo fibroblasta 1 nediferenciranth mezenhimnih stanica 1z kojih se
razvijaju preodontoblasti, odnosno novi odontoblasti. Prostor koji okruzuje zona bogata
stanicama sredi$nja je zona oznacena kao srz pulpe koja sadrzi ostale stanice, Zivce, limfne 1
krvne zile.

Dentin se stvara tijekom razvoja zuba prije nicanja (primarni dentin), nakon zavrSetka
stvaranja korijena 1 nicanja zuba (sekundarni dentin) 1 kao odgovor na razne podrazaje —
terciyjarni dentin. Tercyarni dentin moZe biti reakcionaran (strukturno slican fizioloSkom
dentinu) ili reparativni (loSe organiziran, uglavnom atubularan, sa stanicama zarobljenim
unutar matriksa). Svaka vrsta proizlazi iz dvije razlicite populacije stanica — prvi iz izvornih

odontoblasta, a drugi iz mati¢nih stanica (8).
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Da bi doslo do dijeljenja, proliferacije 1 diferencijacije mati¢nih stanica iz kojih ¢e se stvoriti
reparativni dentin, potrebne su signalne molekule. To su ¢imbenici rasta koji posreduju u
navedenim procesima, a nalaze se unutar matriksa dentina. U slu¢aju odredene nokse dolazi
do razgradnje matriksa 1 oslobadaju se ¢imbenici rasta (37). Dolazi do oslobadanja
transformiraju¢eg ¢imbenika rasta beta (engl. tranforming growth factor beta, TGF-B),
kostanith morfogenetskih proteina (engl. bone morphogenic protein, BMP), inzulinu sli¢nih
¢imbenika rasta (engl. insulin-like growth factors 1 and 2, IGF-1 and -2), ¢imbenika rasta
fibroblasta (engl. fibroblast growth factor 2, FGF-2) 1 raznih angiogenih ¢imbenika rasta koji

se nalaze unutar dentinskog matriksa (7).



3. MATICNE STANICE
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3.1. Uloga i mehanizam djelovanja

Mati¢ne stanice definirane su kao nediferencirane stanice koje su sposobne za

samoobnavljanje kroz replikaciju 1 diferencijaciju u odredene stani¢ne loze (Slika 1.) (38).

Dentalne mati¢ne stanice

[ | [ T I |
_—

- 29O L X S SO (®)
= t o SO o OO
Odontoblasti Osteoblagti

Hondrocit Adipociti Miociti  Endotelne stanice Neuralne stanice
Slika 1. Diferencijacija dentalnith mati¢nih stanica u razli¢ite stanice

Mogu se podijeliti u embrionalne mati¢ne stanice (engl. embryonic stem cells, ESCs) 1
postnatalne mati¢ne stanice (39). Embrionalne mati¢ne stanice imaju najbolji potencijal za
popravak 1 regeneraciju tkiva, ali njthova je primjena ograni¢ena zbog visokog rizika od
nastanka tumora te eti¢kih 1 pravnih pitanja vezanih za njihovo embrionalno podrijetlo (7,40).
Inducirane pluripotentne maticne stanice slicne su embrionalnim mati¢nim stanicama, a
1zvedene su 1z odraslih somatskih stanica koje su genetski reprogramirane (41). KoriStenje
induciranth pluripotentnih mati¢nih stanica povecava rizik od nastanka tumora (42).

Trenutno su istrazivanja usmjerena na terapiju tkiva pomocu postnatalnih mezenhimskih
mati¢nih stanica (40). Ove stanice imaju manji potencijal za diferencijaciju, ali se mogu
koristiti tijekom cijelog Zivota (43). Izvor postnatalnith mati¢nih stanica nalazi se u gotovo
svim tjelesnim tkivima, u krvi, tjelesnoj masnoci, pupkovini 1 zubnim tkivima (zubna pulpa,
parodontni ligament, zubni folikul, gingiva, alveolarna kost) (7).

Transplantacyja postnatalnth mezenhimskih matiénih stanica zajedno s cCesticama
hidroksiapatita 1 trikalcijevog fosfata dovodi do stvaranja vlaknastog tkiva nalik pulpi koje
sadrzi krvne Zile 1 stanica nalik odontoblastima koje stvaraju strukturu sli¢nu matriksu dentina
(44). Dakle, mati¢ne stanice stvaraju vaskularizirano tkivo nalik pulpi 1 sloj novostvorenog
reparativnog dentina na zidovima korijenskih kanala. /n vivo istrazivanje pokazalo je da su
inducirane pluripotentne maticne stanice (engl. induced pluripotent stem cells, IPSC) stvorile
tkivo nalik pulpt s funkcionalnim odontoblastima sposobnima za proizvodnju tubularnih
struktura slicnih dentinu (45). Araujo 1 sur. (46) dokazali su da uporabom mati¢nih stanica
dobivenih iz mlije¢nih zuba u kombinaciji s razli¢itim materijalima za prekrivanje pulpe

dolazi do stimulacije, proliferacije, migracije i diferencijacije stanica nalik odontoblastima.
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U slucaju da se ne koriste mati¢ne stanice, bila bi potrebna transplantacija viSe vrsta stanica
(fibroblasta, odontoblasta) 1 njthova prostorna organizacija u pravilnom redoslijedu da se
oponasa prirodna arhitektura zubne pulpe, odontoblasti na periferiji, a fibroblasti u srediSnjem
dijelu pulpe (7). Takav je pristup slozen 1 tezak za provedbu.

Koncept tkivnog inZenjeringa temelji se na trima osnovnim komponentama: zZivim stanicama,

nosa¢ima 1 ¢cimbenicima rasta (Slika 2.) (13).

Faktori rasta Matiéne stanice
@ e
0e%e0y ©
0o %o, ®
® o
o @

Nosac

Slika 2. Tr1 osnovne komponente tkivnog inZenjeringa- nosa¢, mati¢ne stanice 1 ¢imbenici
rasta

Cimbenici rasta kao $to su: osnovni ¢Gimbenik rasta fibroblasta (engl. basic fibroblast growth
factor, bFGF), ¢imbenik rasta Zivaca (engl. nerve growth factor, NGF), ¢imbenik rasta
1zveden 1z trombocita (engl. platelet-derived growth factor, PDGF), transformiraju¢i ¢imbenik
rasta beta 1 koStani morfogenetski proteini utjeCu na proces diferencijacyje 1 staniCnu
proliferaciju mati¢nih stanica.

Nosaci poput kolagena, hidrogela, decelularizirani bioloski nosaci 1 nanofibrozne spuzvaste
mikrosfere koriste se za vezanje stanica, migraciju, proliferaciju 1 diferencijaciju.
Odgovaraju¢a kombinacija ¢imbenika rasta 1 nosac¢a moZe pojacati diferencijaciju mati¢nih

stanica 1 optimizirati dentalnu ekspresiju 1 morfologiju zubne pulpe (47).

3.2. Maticne stanice dentalnog podrijetla

Postoji viSe vrsta dentalnih mezenhimalnih mati¢nih stanica: mati¢ne stanice iz zubne pulpe
(engl. human dental pulp stem cells, DPSCs), mati¢ne stanice iz mlije¢nih zuba (engl. stem

cells from human exfoliated deciduous teeth, SHED), mati¢ne stanice iz apikalne papile (engl.
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stem cells from apical papilla, SCAP), mati¢ne stanice parodontnog ligamenata (engl.
periodontal ligament stem cells, PDLSCs), 1 stanice prekursora zubnog folikula (engl. dental
follicle stem cells, DFPCs) (Slika 3.) (48-51).

DPSCs SHED
DFSCs SCAP

PDLSCs

Slika 3. Razli¢ite vrste dentalnih mati¢nih stanica (DFSCs, SCAP, PDLSCs, DPSCs 1 SHED)

3.2.1. Mati¢ne stanice zubne pulpe

Maticne stanice zubne pulpe bile su prve izolirane dentalne mati€ne stanice 1 vecina
istrazivanja koristi upravo njih za regeneraciju pulpno-dentinskog kompleksa. Imaju visoku
sposobnost diferencijacije 1 regeneracije kompleksa sliénog dentinu 1 pulpi. Brojna
istrazivanja pruzila su dokaze o sposobnosti diferencijacije DPSCs, poput neurogeneze,
adipogeneze, osteogeneze, hondrogeneze, angiogeneze 1 dentinogeneze (52-57). Prilikom
presadivanja s hidroksiapatitom ili trikalcijevim fosfatom stvaraju strukturu nalik dentinu sa
stanicama sli¢nih odontoblastima s tkivom nalik pulpi koje sadrzi vaskularne strukture (44,58-
61). Nakon transplantacije u pulpektomizirane zube mati¢ne stanice zubne pulpe regeneriraju
pulpu 1 dentin, Sto je dokazano elektriénim testom pulpe, magnetskom rezonancom 1 CBCT-
om (62). Regenerirale su, inervirale 1 vaskularizirale zubno pulpno tkivo sa zavrSetkom rasta
duljine korijena 1 apikalnim zatvaranjem foramena (63). Mati¢ne stanice zubne pulpe najcesce
se dobiju iz ortodontski izvadenih zuba, Cesto trec¢ih molara (64).

Upaljeno pulpno tkivo moze biti dobar izvor za izolaciju mati¢nih stanica iako je kapacitet za

regeneraciju pulpno-dentinskog kompleksa manji u odnosu na stanice iz netaknute pulpe (65).

11
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Maticne stanice iz izloZene pulpe sklonije su diferenciranju u osteoblasti¢ne stanice umjesto u

dentinogene stanice (66).

3.2.2. Mati¢ne stanice 1z apikalne papile

Mati¢ne stanice 1z apikalne papile imaju vecu aktivnost, migraciju 1 veci kapacitet
umnozavanja od DPSCs jer su dio zuba u razvoju (67). Pokazuju povecani stupanj
proliferacije 1 veéi potencijal mineralizacije (40). SCAP su prirodni izvor primarnih
odontoblasta koji inducira razvoj korijenskog dentina, a DPSCs su izvor zamjenskih
odontoblasta (68). Stvaraju viSe homogenog tkiva nalik dentinu s veé¢im slicnostima s
prirodnim dentinom. Obi¢no su izolirane 1z nezrelih tre¢ih kutnjaka (69). Formirani pulpno-
dentinski kompleks ima pravilniji 1 deblji matriks dentina u usporedbi s DPSC-om (67).

Ove su mati¢ne stanice uglavnom u stanju mirovanja, a aktiviraju se promjenama u okoliSu
poput ozljede tkiva ili bolesti (70). U prisutnosti apikalnog parodontitisa u lumenu
korijenskog kanala nema vitalnih tkiva. Ali, pulpno tkivo moZe prezivjeti apikalno, ¢ak 1 u
prisutnosti velike periapikalne lezije (71). Mati¢ne stanice iz apikalne papile zuba u razvoju
1maju sposobnost stvaranja vaskulariziranog tkiva poput pulpe u 5 — 6 mm dugom kanalu
(67). Takoder induciraju formiranje mineraliziranog tkiva (72). Brojna istrazivanja dokazuju
nastavak razvoja korijena nakon lijeenja nezrelih zuba s apikalnim parodontitisom, $to znaci

da su se SCAP stanice, usprkos infekciji, diferencirale u odontoblaste (49,72-74).

3.2.3. Mati¢ne stanice parodontnog ligamenta

Mati¢ne stanice parodontnog ligamenta koristile su se u istrazivanju uz DPSCs 1
hidroksiapatit (28). Stvoreni su novi korijeni sa slicnim mineralnim komponentama 1
biomehanickim svojstvima kao 1 prirodni zubi, ali su uspjeSni rezultati postignuti samo u
petini uzoraka (28). Dokazana je sposobnost diferencijacije mati¢nih stanica parodontnog
ligamenta u osteoblaste te posljedic¢no stvaranje kosti (50). Medutim, zasada nedostaju dokazi

o regeneraciji struktura sli¢nih pulpi (7).

3.2.4. Maticne stanice 1z mlije¢nih zuba

Mati¢ne stanice iz mlije¢nih zuba potjecu od izvadenih mlije¢nih zubi 1 smatraju se

neinvazivnim izvorom mati¢nih stanica (75). Ove mati¢ne stanice imaju pojacanu sposobnost
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osteogene regeneracije, diferencijacije 1 vecéu stopu proliferacije u usporedbi s DPSC-ima
(76). Znacajna karakteristika SHED-a njihov je osteoinduktivni potencijal.

Upotreba SHED-a u hidrogelskom nosacu, koji se injektira, rezultira stvaranjem
organiziranog tkiva nalik pulpi (77). Istrazivanja su pokazala sposobnost diferencijacije u
angiogeni endotel uz stvaranje funkcionalnih odontoblasta (78). Mati¢ne stanice iz mlije¢nih
zuba u istraZivanju in vivo stvorile su tkivo slicno dentinu 1 gotovo u potpunosti obnovile

defekte zubne pulpe (79).

3.2.5. Stanice prekursora zubnog folikula

Stanice prekursora zubnog folikula sli¢ne su matiénim stanicama parodontnog ligamenta,
stvaraju vezivna 1 mineralizirana tkiva, cement, kost 1 parodontni ligament (51,80,81,82).

Zubni je folikul vezivno tkivo koje okruzuje zub u razvoju 1 kasnije sudjeluje u razvoju
parodonta (83). Budu¢i da je rije¢ o nezrelim stanicama 1 s obzirom na njithovo razvojno
podrijetlo, stanice zubnog folikula uglavnom su istrazene u regeneraciji cementa 1
parodontnog ligamenta (84-87). Dovode do stvaranja sloja sli¢nog cementu 1 parodontnog
ligamenta, ali 1 pulpno-dentinskog kompleksa (85). Lako su dostupan dobar izvor mati¢nih
stanica, ali treba uzeti u obzir utjecaj razli¢itih mikrookolina na njthov regenerativni
potencijal 1 potencijalne razlike povezane s vrstama i1z kojih se stanice dobivaju ako se

presaduju kod ljudi (83). U endodonciji ove mati¢ne stanice jo$ nisu dovoljno istraZene.

3.3. Maticne stanice nedentalnog podrijetla

3.3.1. Mezenhimske matiéne stanice izvedene 1z kostane srzi

Mezenhimske mati¢ne stanice dobivene iz koStane srzi (engl. bone marrow mesenchymal
stem cells, BM-MSC) pokazuju nizi odontogeni potencijal nego mati¢ne stanice zubne pulpe
(88). Mogu se diferencirati u stanice poput ameloblasta 1 odontoblasta, ali to zahtijeva
interakciju 1izmedu epitelnih stanica usne Supljine 1 obogacenih BM stanica (89). Za maticne
stanice 1z ekstradentalnih 1zvora potrebno je posebno okruzenje za odontogenu diferencijaciju,
a to Je sloZzen postupak u usporedbi za upotrebu mati¢nih stanica zubnog podrijetla (7).

Ako se koriste mati¢ne stanice iz koStane srzi s nosatem dentinskog matriksa, stanice se

diferenciraju u stanice nalik odontoblastima koje prodiru u dentinske tubule (90). Medutim,
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dobivanje ovih stanica iz ljudskih izvora invazivni je postupak 1 njegova je glavna klinicka

primjena za ortopedske indikacije 1 istrazivanja (91).

3.3.2. Mati¢ne stanice dobivene iz masnog tkiva

Mati¢ne stanice iz masnog tkiva (engl. adipose-derived stem cells, ADSC) koristili su Hung 1
sur. (92) te su otkrili veliku stopu proliferacije ovih stanica sa sli¢nim rezultatima regeneracije
zuba kao kod mati¢nih stanica zubne pulpe.

Ove se stanice mogu koristiti u kombinaciji s matiénim stanicama iz koStane srzi umjesto

matic¢nih stanica zubne pulpe (93).

3.3.3. Mezenhimske mati¢ne stanice pupkovine

Mezenhimske mati¢ne stanice pupkovine dostupne su u velikim koli¢inama bez mvazivnih
postupaka 1 pohranjene su u svjetskim bankama matic¢nih stanica (94). One se diferenciraju u
stanice slicne odontoblastima 1 stvaraju tvrdo tkivo. Ove se stanice smatraju sigurnima jer su
zaSti¢ene od virusnih infekcija posteljicom (94). U istrazivanju Wang 1 sur. (95) pokazalo se
da ove stanice poticu mineralizaciju 1 sekreciju BMP-2. Ipak, mozda nisu opcya u klinickom

okruzenju zbog imunoloske nekompatibilnosti.

14



4. PRIMJENA MATICNIH STANICA U OBNOVI PULPNO-DENTINSKOG
KOMPLEKSA



Martina PeruSina Arbanas, diplomski rad

4.1. Izvor i nacin izolacije mati¢nih stanica

Prilikom odabira izvora mati¢nih stanica javlja se pitanje moze li se koristiti upaljeno pulpno
tkivo. Obi¢no ¢e se ono potpuno ukloniti kako bi se stvorio sterilni okoli§, a dostupni su
oprecni podaci o djelovanju tako izoliranih stanica (40). S jedne strane dokazalo se da su
takve mati¢ne stanice disfunkcionalne 1 da ih je teSko imunoregulirati (96). lako te stanice
mogu tvoriti komplekse dentina 1 pulpe in vivo, imaju smanjeni potencijal mineralizacije (65).
S druge strane pokazalo se da su stanice iz upaljenog pulpnog tkiva sliéne onima iz
normalnog pulpnog tkiva prema morfoloSkim svojstvima, potencijalu proliferacije 1
diferencijacije te da takoder stvaraju tkiva sliéna dentinu 1 pulpi. (65,97). Upala potice
odontoblasti¢nu diferencijaciju 1 nastanak matriksa dentina, ali jaka upala izaziva stani¢nu
apoptozu (98). lako su mati¢ne stanice iz upaljene pulpe dostupnije, potrebno je potvrditi
njithovu ucinkovitost kroz daljnja istrazivanja rizika od patogenog prijenosa iz inficiranih
tkiva (65).

S obzirom na izvor mati¢ne se stanice dijele na: autologne (vlastite), alogene (donorske) 1
ksenogene (Zivotinjskog podrijetla) (99). Budu¢i da se mati¢ne stanice danas najvise koriste
na Zivotinjama, u laboratoryjskim istraZzivanjima najviSe je ksenografta (stanice su
transplantirane s jedne vrste na drugu).

NajceS¢e se koriste tre¢i kutnjaci, pretkutnjact 1 mlije¢ni zubi jer je njithova ekstrakcija
uobicajeni ortodontski postupak (83). Izolacija mati€nith stanica 1z ovih zubi vrlo je
Jednostavna.

Nacmi 1zolacije mati¢nih stanica jesu:

1. Izolacija kroz sito

Pulpno tkivo stavlja se u otopinu 3 % kolagenaze tipa I tijekom 1 sata na 37 °C. Postupkom
filtriranja dobivaju se stanice promjera izmedu 3 1 20 pm za daljnju kulturu 1 umnozavanje.
Na temelju ovog pristupa mogu se izolirati male populacije koje sadrze visok postotak
mati¢nih stanica.

2. Uzgoj kolonije mati¢nih stanica

Zubna pulpa stavlja se u enzimsku otopinu za pripremu pojedina¢nih stanica koje se koriste za
stvaranje kolonija koje sadrze 50 1l1 viSe stanica koje se zatim umnaZaju.

3. Magnetsko aktivirano razvrstavanje stanica

Imuno-magnetska metoda za odvajanje populacija mati¢nih stanica na temelju njihovih

povrsinskih antigena (CD271, STRO-1, CD34, CD45 i c-Kit). Ova je metoda jednostavna,
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Jjeftina 1 sposobna za rukovanje velikim brojem stanica, ali je stupanj ¢isto¢e mati¢nih stanica
nizak.

4. Sortiranje stanica aktivirano fluorescencijom (100)

Prikladna je 1 u€inkovita metoda koja moZe izolirati mati¢ne stanice na temelju veli¢ine
stanica 1 fluorescencije. Nedostaci su ove tehnike skupa oprema, visokokvalificirano osoblje,
smanjena odrZivost stanica 1 neprikladnost za obradu velikih koli¢ina stanica.

Prije koriStenja maticnih stanica za regeneraciju potrebno ih je uzgajati u kulturi da b1 se
postigla potrebna koli¢ina (101,102). Stanice se uzgajaju u fetalnom govedem serumu, $to
povecava rizik od infekcije 1 imunoloskog odgovora (64). Istrazivaci su koristili 1 humani
trombocitni lizat za uzgoj, Sto znaci da je moguca upotreba autolognog medija (64).

Ako se uzgajaju u mediju bez seruma u koji su dodani ¢imbenici rasta, vidi se proliferacija 1
ekspresija mati¢nih stanica (103).

Ako se mati¢ne stanice uzgajaju u nosa¢ima, dolazi do povecanja njithova broja te th se moze
usmjereno diferencirati u specifi¢na tkiva. Ako se koristi deksametazon 1 askorbinska kiselina,
do¢i ¢e do vece osteogene diferencijacije (66). Dodatne koli¢ine monokalijevog fosfata mogu

pojacati diferencijaciju maticnih stanica u odontoblaste ili osteoblaste (66,104).

4.2. Nacin primjene mati¢nih stanica

In vivo transplantacyja kod Zivotinja moZe biti ektopi¢na 1 ortotopska (ortogradna)
transplantacija (13). Ektopicna znaci daleko od 1zvornog mjesta 1li transplantacija neobi¢nog
polozaja. Ortotopska transplantacija podrazumijeva normalni ili uobicajeni polozaj. U
istrazivanjima regeneracije pulpno-dentinskog kompleksa, ektopi€na implantacija mati¢nih
stanica ukljucuje transplantaciju stanica izvan zuba — transplantaciju u potkozno tkivo ili
bubreZnu kapsulu. Supkutano se implantira dio korijena zuba u dorzum Zivotinja, a mati¢ne su
stanice na nosacu u koryjenskom kanalu (11,57,65,67,102,105-110). Ortotopska implantacija
ukljucuje transplantaciju stanica u prostor korijenskog kanala (13). Najbolje okruzenje koje
simulira stvarno stanje jest pulpektomirani kanal zuba u alveoli Zivotinja (69).

Istrazivanja pokazuju da je sudbina ugradenith maticnih stanica viSe povezana s mjestom
transplantacije nego s njthovim podrijetlom 1 veca je vjerojatnost da ¢e stanice diferencirati u
odontoblaste ako se transplantiraju u pulpnu komoru, a u druge stanicne linije kada se
transplantiraju na druga mjesta (111). Utjecaj imaju 1 primateljeve mati¢ne stanice koje se
nalaze blizu mjesta transplantacije koje ¢e se diferencirati zajedno s mati¢nim stanicama

pulpe pa tako pulpne stanice mogu izgubiti svoj prevladavajuci u¢inak na tkiva (111).
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Ipak, regeneracija pulpe u pulpektomiziranim zubima oteZana je zbog ishemije kao posljedice
suzenog otvora na vrhu korijena 1 smanjenje cirkulacije krvi (40). lako ektopicni modeli tesko
oponaSaju in situ mikrookruZenje zuba, kod ortotopskih modela, zbog jedinstvene anatomske
grade korijenskih kanala, nakon transplantacije dolazi do prianjanja na krunski dio kanala, a

srednji 1 apikalni dio ostaju prazni (57).

4.3. Nosaci

Nosa¢ ima glavnu ulogu tijekom terapije maticnim stanicama. On pruza trodimenzionalni
supstrat, odnosno privremeni matriks za razvoj maticnih stanica 1 trebao bi oponasati prirodni
ekstracelularni matriks (112). Nosa¢ omogucuje prezivljavanje stanica, migraciju, stvaranje
kapilarne mreze 1 povecanje ekspresije vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta (engl
vascular endothelial growth factor, VEGF) da se stvori vaskularizirano tkivo nalik pulpi s
podruc¢jima osteodentina (57). Dakle, osim na mati¢ne stanice, nosa¢ djeluje 1 na ¢imbenike
rasta 1 kontrolira njthovo oslobadanje.

Dizajn nosaca temeljni je korak za bilo koji postupak tkivnog imzenjeringa kako b1 se pravilno
isporucile stanice 1 biomolekule, stvorilo okruZenje za aktivnost stanica 1 promovirala
medustani¢na komunikacija (113).

Nosac se 1zraduje od razlicitih vrsta materijala:

e sinteticki biorazgradivi polimeri (npr. polilakticka kiselina [engl. polylactic acid, PLA],
poliglikolna kiselina [engl. polyglycolic acid, PGA], polilakti¢no-ko-glikolna kiselina [engl.
poly lactic-co-glycolic acid, PLGA])

e prirodni biorazgradivi polimer1 1z bioloskih i1zvora (npr. kolagen, Zelatina, fibrin, albumin,
hitin, hyjaluronska kiselina, celuloza)

e anorganski materyjali (npr. hidroksiapatit 1 trikalcijev fosfat)

e kompoziti (7).

Prirodni polimer1 pruzaju bolju biokompatibilnost, bioaktivnost 1 biorazgradivost, ali postoje
poteSkoce u proc¢iS€avanju, niska 1m je stabilnost, Cesto ih je teSko obraditi 1 postoji rizik od
imunoloske reakcije. Sinteticki polimeri pruzaju prednosti poput lakoée izrade 1 i1zvrsnih
mehani¢kih svojstava s ve¢om kontrolom fizikalno-kemijskih svojstava poput brzine
razgradnje, mikrostruktura 1 mehanicka Cvrsto¢a, dok nedostaci ukljucuju nedostatak

bioaktivnosti 1 kroni¢ni ili akutni upalni odgovor domacina (114).
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Kolagen je najrasprostranjenija komponenta zubne pulpe 1 dentinskog matriksa (115).
Kolagen tipa I u matriksu dentina pruza ZzariSne tocke za kalcifikaciju, bioloski je
kompatibilan s prirodnim tkivom, ima nisku antigenost 1 stoga je dobar materijal za nosace
(116). Pomaze u proliferaciji mati¢nih stanica zubne pulpe 1 njthovoj diferencijaciji u
odontoblaste 1 sintezi tvrdih tkiva (117). Sakai je u istrazivanju opisao da su se SHED
oblikovale u krvne Zile slicne kapilarama nakon uzgoja u kolagenom nosacu (78). Brojna
istrazivanja provedena in vitro 1in vivo pokazala su da kolagen 1 nosaci na bazi gela pomazu u
proliferaciji maticnih stanica zubne pulpe 1 njithovoj diferencijaciji u odontoblaste, kao 1
sintezi tvrdih zubnih tkiva, $to ukazuje na to da je kolagen prikladan nosa¢ u rekonstrukciji
pulpno-dentinskog kompleksa (115,118,119).

Medutim, druga istrazivanja pokazuju da upotreba kolagena 1 mati¢nih stanica pulpe dovodi
do kontrakcije dentinskog matriksa koja moze ograni€iti stani¢nu proliferaciju 1 regeneraciju
tkiva (120,121). Istrazivanje Zhang (115) pokazuje da je novostvoreno tkivo od DPSCs na
kolagenom nosacu in vivo sli¢nije vezivnom tkivu nego dentinu.

Osim toga, s obzirom na to da se izolira od alogenih izvora tkiva, upotreba kolagena moze
potencijalno prenijeti infekcije povezane s vrstama 1li 1zazvati imunoloski odgovor (26,7).
Fibrin je znacajan kod cijeljenja zbog svoje uloge u koagulaciji (122). Koristi se za
revaskularizaciju zubne pulpe kao rezultat odontoblasticne diferencijacije (123). Osim
regeneracije pulpe, dolazi do zadebljanja stijenki dentina, produljenja korijena, regresije
periapikalne lezije 1 apikalnog zatvaranja (118).

Trombocitima bogat fibrin iz krvi pacijenta prirodni je nosac 1z krvi za regeneraciju pulpnog
tkiva 1 njegovom se upotrebom minimizira rizik od nepovoljnog imunoloskog odgovora (40).
Moze osloboditi mnoge ¢imbenike povezane s angiogenezom, uklju¢ujué¢i PDGF, TGF-f,
bFGF 1 VEGF (124,125). On1 djeluju na proliferaciju 1 ubrzavaju mineralizaciju mati¢nih
stanica.

Hyaluronska kiselina jedan je od najvaznijih glikozaminoglikana u izvanstani¢noj matrici
(126). Inducira stvaranje dentina, djeluje na fizikalno-kemijsku strukturu, citokompatibilnost 1
biorazgradnju (127). Nedostatak je Sto se tijekom njezine razgradnje modulira upalni proces te
se inhibira migracija leukocita 1 adhezija neutrofila (128).

Polilakticna kiselina poti¢e diferencijaciju, proliferaciju 1 angiogenezu te stvara tkivo nalik
pulpi 1 dentinu (129). Poliglikolna kiselina stvara vaskulariziranu mreZu, visoko
mineralizirano tkivo dentina, tkivo pulpe, kao 1 Hertvigovu epitelnu ovojnicu (130).
Hidroksiapatit i trikalcijev fosfat koriste se za cijeljenje velikih koStanih defekata te kao

nosaci u regeneraciji pulpe. Istrazivanja su dokazala regeneraciju dentina i pulpe nakon
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supkutane implantacije DPSCs te Cestica hidroksiapatita 1 trikalcijev fosfata (44,58,131).
Hidroksiapatit se prirodno nalazi u sastavu dentina. Dentinski matriks sadrzi brojne proteine
sa znaCajnim utjecajem na proliferaciju, angiogenezu 1 regeneraciju pa se zato tretirani
dentinski matriks (engl. treated dentin matrix, TDM) cesto koristi kao materijal za nosace
(132-134). Transplantacija SCAP s dijelovima dentinskog matriksa dovodi do stvaranja
vaskulariziranog kompleksa sli¢nog dentinu 1 pulp1 (118).

Kolagen tip 1 1 sinteticki polimeri (PLGA 1 PLA) pokazali su najpovoljnije rezultate u
endodontskoj regeneraciji tkiva (7). Prema istrazivanjima, upotreba hidrogela, 1 to na bazi
kolagena, najbolja je opcija u terapiji korijenskih kanala (135,136).

U posljednje vrijeme sintetizirani su nanofibrozni polimerni nosaci koji strukturno 1 funkcijski
imitiraju ekstracelularni matriks (40). Oni su bolji od ostalih nosaa zbog medusobno
povezane porozne mreze 1 visokog omjera povrSine 1 volumena (137). Nanofibrozni polimeri
mogu se prilagoditi kako bi se olakSala odredena stani¢na ponaSanja 1 interakcija stanica s
matriksom (138).

Zbog nepravilnog oblika korijenskih kanala najbolji su injekcijski nosa¢i s malim Cesticama
(139).

Primjena bioloSkog printanja u kombinaciji s matiénim danas je predloZena alternativa
klasiénom endodontskom lije¢enju (140). Istrazivanje je pokazalo da bio-tinta na bazi fibrina
dizajnirana za 3D ispis mati¢nih stanica zubne pulpe stvara 3D komplekse dentina 1 pulpe
(141). KoriStenjem bioloskih tinti omogucena je sinteza nosaca s preciznom, ponovljivom
mikroarhitekturom. Novi hibrid 1zvanstani¢nog matriksa (engl. extracellular matrix, ECM)
sintetiziran 1z alginata 1 bjelan¢evine dentinskog matriksa pokazao je visoke moguénosti
bioprintanja 1 prezivljavanja stanica u razli¢itim koncentracijama (140).

Biolo8ki nosa¢ za regeneraciju pulpe treba biti dvofazna struktura s odgovarajué¢im srediSnjim
podru¢jem za regeneraciju pulpe 1 perifernim podru¢jem za regeneraciju dentina. Podrucje
pulpe treba izraditi od organskih materijala kao Sto su Zelatina, kolagen, elastin, fibrin, a
vanjsko podruc¢je dentina mora biti od anorganskih materjjala kao Sto su hidroksiapatit 1
trikalcijev fosfat (66). U nosa¢ se mogu ugraditi male koli¢ine sintetickih materijala (PLGA,
PLA, PGA) da se poboljSaju isporuka lijeka 1 mehanicka svojstva (142).

Nosac bi trebao oponaSati izvorni okoli§ podrucja pulpe za pokretanje diferencijacije maticnih
stanica (7,102,143). Treba biti porozan jer na taj na¢in omogucuje mati¢nim stanicama da se
vezu, migriraju 1 razmnoZzavaju 1 trebao bi poticati mati¢ne stanice da sintetiziraju homogenu
matricu (144). Osim toga, nosac bi trebao biti biokompatibilan, njegova biorazgradnja trebala

bi biti sinkronizirana s remodelacijom novog tkiva, treba imati moguénost injekcije u
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korijenski kanal, treba osigurati enkapsulaciju ili povrSinsku adheziju za stanice koje ¢e
regenerirati razlicita zubna tkiva, trebao bi sluziti kao pomo¢ u prostornoj organizaciji stanica
1 1mati sposobnost 1zmjene specificnth mehanickih, fizickih 1 bioloSkih svojstava
(26,114,145,146).

Nosaci su kljuéni za strukturnu potporu 1 transport ¢imbenika rasta 1 stanica te pruzaju signale

vazne za bioloSke procese reparacije 1 regeneracije.

4.4. Dodatni ¢imbenici — ¢imbenici rasta i ostale signalne molekule

Diferencijacija dentalnih mati¢nih stanica u cilju regeneracije dentina 1 pulpe ovisi o0 mnogo
razlicitth ¢imbenika. T1 su ¢imbenici bioaktivne signalne molekule unutar lokalnog okoliSa
koji djeluju na ekspresiju gena mati¢nih stanica (147). Oni poboljSavaju u¢inkovitost terapije
u regeneraciji pulpno-dentinskog kompleksa, a neki su od njih: ¢imbenici rasta, lijekovi,
bioaktivni materijali, glikozaminoglikani 1 druge male molekule (69).

Cimbenici rasta molekule su peptida koje se oslobadaju iz stanica i prezentiraju receptorima
na povrsini stanice (140). Vezivanje ¢imbenika rasta na odredene receptore aktivira migraciju
stanica, prezivljavanje, adheziju, proliferaciju, rast 1 diferencijacija u Zeljeni tip stanice (148).
Prekursori odontoblasta regulirani su ¢imbenicima rasta poput PDGF, IGF 1 1 2, TGF-f,
bFGF te epidermalnog ¢imbenika rasta (engl. epidermal growth factor, EGF) 1 ¢imbenika
tumorske nekroze alfa (engl. tumor necrosis factor alpha, TNF-a)(47). TDM 1 njegovi topljivi
proteini Cesto se koriste kao dodatni ¢imbenik. Osim njih koriste se 1. BMP, VEGF, ¢imbenik
stimulacije rasta granulocita (engl. granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF), ¢imbenik-
1 1zveden 1z stromalnih stanica (engl. stromal cell-derived factor-1, SDF-1).

Odontoblasti izlu€uju ¢imbenike rasta 1 odlazu 1h u dentinski matriks gdje ostaju fosilizirani u
bioaktivnom obliku. U matriksu se nalaze brojne bioaktivne molekule sposobne utjecati na
stani¢na dogadanja ako dode do ozljede poput karijesnog procesa (37).

Odontoblasti sintetiziraju polimernu kolagensku matricu (tip 1) koja je predlozak za stvaranje
hidroksiapatita, kao 1 nekolagene proteine koji pomazu u mineralizaciji dentina (7). Dentinski
sialoprotein (engl. dentin sialoprotein, DSP) 1 dentinski fosfoprotein (engl. dentin
phosphoprotein, DPP) najzastupljeniji su nekolageni proteini u matriksu dentina (149). Uloga
je DSP-a u pokretanju procesa mineralizacije dentina, a DPP-a u sazrijevanju mineraliziranog
dentina, §to je dokazano u istrazivanju na zivotinjama (150).

BFGF regulira odontogenezu i oslobada se iz fibroblasta zubne pulpe nakon ozljede. Stvara se

pulpno tkivo s krvnim zilama i dolazi do mineralizacije na zidovima dentina (110).
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TGF-B potice diferencijaciju stanica slicnth odontoblastima 1 stimulira zubnu pulpu na
mineralizaciju (148).

Transplantirane mati¢ne stanice zubne pulpe s ¢imbenikom stimulacije rasta granulocita uz
kolagen kao nosa¢ u pulpektomizirane zube stvaraju tkivo nalik pulpnom s velikim krvnim
zilama 1 sekundarnim stvaranjem dentina. No, u ovom je istrazivanju MRI pregled pokazao da
bi regenerirani dentin mogao biti nedovoljno mineraliziran (151).

BMP-2 potice diferencijaciju mati¢nih stanica u odontoblaste (152). lohara 1 sur. pokazali su
stvaranje reparativnog dentina 1 regeneracije pulpe nakon autologne transplantacije DPSCs
kojima je dodan BMP-2 u amputiranoj pulpi pasjih zubi (53). BMP-4 takoder posreduje u
diferencijaciji embrionalnih mati¢nih stanica u zubni epitel (153).

VEGF jest ¢imbenik sa snaznim u¢incima na signale vezane za angiogenezu. Nakon lije¢enja
s VEGF-om u pulp1 se vidi pove¢ana gusto¢a kapilara 1 neovaskularizacija nakon 7 dana
(154). VEGF potice angiogenezu, ali ima kratak poluZivot, pa se zato koristi vezanjem na
heparin kako bi bio dulje bioraspoloziv (155).

Dakle, uloga ¢imbenika rasta poput TGF-B, BMP 1 FGF u diferencijaciji je odontoblasta 1
stimulaciji matriksa dentina na lucenje 1 regeneraciju pulpe (156).

Cimbenici rasta mogu se koristiti i bez mati¢nih stanica da bi se stvorilo tkivo sli¢no dentinu i
pulp1i u koryenskim kanalima (136). Ovaj pristup naziva se «cell homing», tj. navodenje
stanica 1 zasnovan je na kemotaksiji. Bioaktivni signali mogu biti pri¢vrS¢eni u biomaterijale.
Oslobadanjem signala in vivo, susjedne ili sistemske stanice uz vrhove korijena endodontski
tretiranih zubi mogu migrirati u korijenski kanal (113). Cimbenici rasta imaju kriti¢nu ulogu u
migraciji 1 diferencijaciji mati¢nih stanica (136). Kondicioniranje dentina korijenskog kanala
etilendiamintetraoctenom kiselinom (engl. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) potice
oslobadanje endogenih ¢imbenika rasta 1z matriksa dentina koji induciraju kemotaksiju 1
stvaranje tkiva nalik na pulpu (157). Na ovaj se naCin moze lakSe inducirati 1 ubrzati

regeneracija zubne pulpe u usporedbi s transplantacijom mati¢nih stanica (113).
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Tijekom posljednjih desetljec¢a postoji sve veci interes za podrucje regenerativne dentalne
medicine, posebno regeneracije zubne pulpe. lako se za regeneraciju zubne pulpe mogu
koristiti razli¢ite vrste maticnih stanica, u veéini istrazivanja koriStene su mati¢ne stanice
zubne pulpe (26,57,61,64,66,110,142,155,158,159). Svaka vrsta odraslith mati¢nih stanica
moze obnoviti pulpno-dentinski kompleks pa je najvaznije da su maticne stanice lako
dostupne za upotrebu 1 jeftine. Tre¢i kutnjaci ili izvadeni zubi iz ortodontskih razloga najceséi
su 1zvori mati¢nih stanica.

U upali, pod utjecajem kemotaksijskih gradijenata, mati¢ne stanice migriraju na mjesto
ozljede 1 sudjeluju u procesu regeneracije (10,11). Medutim, presadene mati¢ne stanice mogu
migrirati negdje drugdje ili ulaze u apoptozu. Takvi dogadaji mogu ovisiti o vrsti mati¢nih
stanica, sklonosti apoptozi 1 strukturi nosaca, $to ¢e utjecati na odrzivost okoliSa 1 migraciju
maticnih stanica (69).

Nosac¢ takoder utjeCe na regeneraciju tkiva. Mora biti porozan 1 spuzvast da moze nositi
dovoljno mati¢nih stanica 1 ¢imbenika rasta te mora omoguciti strujanje izvanstani¢nog
matriksa 1 stvaranje novih krvnih Zila te osigurati kontrolirano otpustanje ¢imbenika rasta
(69). U istrazivanjima se koriste razli¢ite vrste nosaca: svileni fibrinski nosaci, obradeni
dentinski matriks, nosa¢i na bazi kolagena, nanofibrozni polimerni nosa¢i koji imitiraju
ekstracelularni matriks te hibridi 1zvanstanicnog matriksa (110,115,117-
119,137,138,140,143). Prirodni 1 sinteticki polimeri imaju razlicite prednosti 1 nedostatke, a
istrazivanja su pokazala da dovode do vezanja maticnih stanica, proliferacije 1 angiogeneze
(77,78,160,161). Nosaci na bazi hidrogela pokazuju dobre rezultate u regeneraciji tkiva 1
Jednostavno se primjenjuju ako se koriste u obliku injekcija (77).

Da b1 doslo do regeneracije pulpno-dentinskog kompleksa, potrebno je inducirati angiogenezu
1 potaknuti mineralizaciju tkiva (40). Za poticanje angiogeneze koriste se ¢imbenici rasta
poput VEGF-a, ali u nepovoljnim, hipoksi¢énim uvjetima 1 same mati¢ne stanice luce
¢imbenike koji poti€u vaskularizaciju (144). Dokazano je da DPSCs lu¢e VEGF, bFGF 1
PDGF (162-165). Nekoliko in vitro istrazivanja ukazalo je da bt DPSCs mogle imati
sposobnost diferencijacije u stanice endotela, Sto b1 moglo ukazivati na potencijal ugradivanja
ovih stanica u novonastale krvne zile (61,166,167).

Da bi se procyenila regeneracija pulpno-dentinskog kompleksa, koriste se razlicite metode
poput: histologije 1 histomorfometrije, imunohistokemije i radiologije (CT, mikro-CT 1 obi¢na
radiografija) (69).
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U preglednom radu iz 2020. navedena su brojna in vivo 1 in vitro istraZivanja koja su pokazala
uspjeSne rezultate 1 uglavnom su provedena na Zivotinjama, a vrlo je malo istrazivanja
provedeno na ljudima (140).

Dokazano je da se terapijom maticnim stanicama stvaraju tkiva sli¢na pulpi 1 dentinu s jasnim
odontoblasti¢nim slojevima koji oblaZzu mineralizirani dentinski matriks (27). Mati¢ne stanice
dobivene 1z upaljene pulpe takoder imaju sposobnost regeneracije tkiva (65). Huang (67) je u
umjetni model ljudskog korijenskog kanala otvorio jedan kraj kanala da bi propustio krvnu
opskrbu, a drugi je kraj zapecatio MTA-om (engl. mineral trioxide aggregate, hrv. mineralni
trioksidni agregat). U implantiranom fragmentu ljudskog korijena s kulturom mati¢nih stanica
stvorena su tkiva nalik pulpi s dobro diferenciranim vaskularnim strukturama, dok su stanice
nalik odontoblastima stvorile tvrdo tkivo nalik dentinu (13). Iohara et al. pokazali su uspjesnu
regeneraciju pulpno-dentinskog kompleksa u pse¢ih zuba s prethodno uklonjenom pulpom
(135).

S druge strane, dokazana je ograniCena regeneracija pulpnog tkiva cijelom duzinom
korijenskog kanala, ali 1 da regenerirana tkiva nemaju originalnu pulpnu arhitekturu 1
funkciju, ve¢ popravljenu arhitekturu 1 funkeiju uz stvaranje fibroznih tkiva, cementa ili kosti
(113).

Osim toga, vaznom se pokazala 1 velicina apikalnog otvora, dok je u nekim istraZivanjima
dokazano da ona nema znacajnu ulogu (57,168-172). Na primjer, u zubima s otvorenim
vrhom regeneracija pulpe duljine je do 5 mm (57). U zubima sa zatvorenim vrhom obnavlja
se samo dio pulpe — 3 do 4 mm, pa su zato potrebne viSestruke transplantacije u mtervalima
kako bi se omoguéila vaskularizacija presadenih tkiva (57). Neka istrazivanja pokazuju
regeneraciju zubnih tkiva, ¢ak 1 kada je veli¢ina apikalnog foramena bila 0,7 mm (170-172).
Sofisticirani nosaci koji isporuc¢uju ¢imbenike rasta vazan su dio istrazivanja u regeneraciji
pulpnog tkiva. Jo§ uvijek ostaje mnogo elemenata na koje treba obratiti pozornost u terapiji
mati¢nim stanicama kao Sto su klini¢ko rukovanje 1 1izvedivost, testovi te metode kojima ¢e se
utvrditi vitalnost regenerirane pulpe 1 moguénost ponovnog lijeenja (7). I dalje je nepoznato
koji je idealan sastav ¢imbenika rasta 1 nosaca za regeneraciju pulpe. Potrebno je dodatno
1straziti tehnologiju nosaca prije nego $to ova alternativna terapija bude sigurna 1 u¢inkovita u
klinickoj praksi (113).

Budu¢i da upotreba nosaa povecava rizik od upale 1 infekcije, pokuSala se razviti 1
tehnologija za transplantaciju mati¢nih stanica zubne pulpe bez nosaca. U in vitro istrazivanju

koristeni su agregati DPSC-a s termoreaktivnim hidrogelom, a u in vivo istrazivanju strukture
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DPSC-a (158). Stvoreno je tkivo nalik pulpt s bogatim krvnim Zilama unutar ljudskog
koryjenskog kanala Sest tjedana nakon implantacije, 1to bez nosaca ili ¢imbenika rasta (158).
Negativne su strane koriStenja mati¢nih stanica veliki troskovi, oteZana stani¢na i1zolacija,
rukovanje, skladiStenje 1 otprema, ex vivo manipulacija 1 mogucénost imunoloskog odbacivanja
(za alogene stanice) (173). Ipak, regeneracija tkiva posredovana maticnim stanicama ima
dobre rezultate 1 sposobnost de novo regeneracije pulpe 1 novog dentina (67).

SloZenost zubnih struktura 1 viSestrani¢ne interakcije predstavljaju veliki izazov u koristenju
matic¢nih stanica u regeneraciji pulpno-dentinskog kompleksa. Za uspjeh navedenog postupka
potrebno je definirati univerzalno prihva¢ene markere za i1zolaciju 1 karakterizaciju mati¢nih
stanica te razviti medije bez Zivotinjskih proizvoda (140).

Takoder je potrebno usporediti ponaSanje dentalnith mati¢nih stanica in vitro 1 in vivo te
istraziti sve elemente vezane za pacijenta 1 potencijalno Stetno djelovanje dodataka u
kulturama stanica (83). U¢inci 1 nuspojave transplantacije mati¢nih stanica prije mogucnosti

klini¢ke primjene trebali bi biti jasno istrazeni (140).
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U regenerativnoj terapiji mati€ne se stanice koriste za odrZavanje vitalnosti pulpnog tkiva.
NajceSce se koriste maticne stanice zubne pulpe 1z ortodontski izvadenih zuba. Uz mati¢ne
stanice, za uspjeSnu regeneraciju pulpno-dentinskog kompleksa koriste se nosaci koji sluze
kao matriks za razvoj mati¢nih stanica 1 signalne molekule koje djeluju na ekspresiju gena
mati¢nih stanica.

Brojna istrazivanja pokazuju da se koriStenjem mati¢nih stanica stvaraju tkiva nalik pulpi 1
dentinu. Pulpa je vaskularizirana 1 inervirana, stvorene stanice sli¢ne su odontoblastima koji
stvaraju mineralizirano tkivo 1 na taj na¢in dolazi do uspjes$ne regeneracije pulpno-dentinskog
kompleksa.

Medutim, jo$ uvijek postoje brojna neodgovorena pitanja poput potrebne veli¢ine apikalnog
otvora, svojstava Cimbenika rasta 1 nosaca, metoda izolacije 1 uzgoja mati¢nih stanica,
klinickog rukovanja, izvedivosti 1 troSkova lije¢enja. Standardizirani protokol lijecenja
maticnim stanicama omoguc¢io bi predvidljiv klini¢ki rezultat 1 alternativu klasi¢nom
endodonskom lijjecenju u svakodnevnoj klinickoj praksi. Terapija maticnim stanicama ima
veliki potencijal 1 daje obecavajuce rezultate, ali potrebno je provesti vise in vivo istrazivanja

da bi se procijenili u€inci 1 potencijalne komplikacije transplantacije mati¢nih stanica.
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