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SAZETAK

Uvod: najnovija istrazivanja pokazala su da acetilsalicilna kiselina (ASA), Siroko koris¢en
antiinflamatorni lek, poseduje i osteoinduktivno dejstvo.

Cilj: da se ustanovi da li ASA moZe potencijalno da uti¢e i na odontogenezu, odnosno da
stimuliSe diferencijaciju mati¢nih celija zubne pulpe (DPSCs) u odontoblaste, i kojim
mehanizmima.

Materijali i metode: DPSC su izolovane iz tkiva pulpe tre¢ih molara pet pacijenata i uzgajane u
osteogenoj podlozi same ili uz dodatak ASA. Ekspresija markera mati¢nosti testirana je
protocnom citometrijom. Citotoksi¢nost ASA u koncentracijama od 10, 50 i 100 ug/ml testirana
je MTT i NR testovima. Osteo/odontogena diferencijacija analizirana je alizarin crvenom bojom
I preko aktivnosti alkalne fosfataze (ALP). Kvantitativni PCR je koris¢en za analizu ekspresije
osteo/odontogenih markera (DSPP, BMP2, BMP4, BSP, OCN i RUNX2), kao i cMYC gena.

Rezultati: testovi citotoksi¢nosti pokazali su da samo najveéa doza ASA smanjuje vijabilnost
¢elija. Najmanja koncentracija ASA dovela je do znafajnog poboljSanja osteo/odontogene
diferencijacije DPSC. Doslo je do povecanog formiranja mineralizovanih nodula u celijskim
kulturama, kao i do porasta aktivnosti ALP i ekspresije svih analiziranih gena (izmedu 2 i 30
puta), u poredenju sa netretiranim Celijama. ASA je takode povecala proliferaciju DPSC-a. Nivo
ekspresije c-MYC smanjen je u kulturama tretiranim sa ASA, $to ukazuje na njegovu ulogu u
procesu diferencijacije DPSC ka odontogenoj lozi.

Zakljuccei: pokazano je da niske koncentracije ASA (koje odgovaraju standardnoj upotrebi kod
kardiovaskularnih pacijenata) stimuliSu osteo/odontogenu diferencijaciju mati¢nih ¢celija zubne

pulpe.
Klini¢ka vaznost: ASA primenjena kao antitrombocitna terapija moze potencijalno da pomogne i
u reparaciji zubne pulpe.

KLJUCNE RECI: mati¢ne éelije zubne pulpe, acetilsalicilna kiselina, osteogena/odontogena
diferencijacija, proliferacija, protein kinaza aktivirana adenozin monofosfatom (AMPK).



ABSTRACT

Introduction: recent research has shown that acetylsalicylic acid (ASA), a widely used anti-
inflammatory drug, also has an osteoinductive effect.

Objective: to establish whether ASA can potentially influence odontogenesis, i.e. stimulate the
differentiation of dental pulp stem cells (DPSCs) into odontoblasts, and by what mechanisms.

Materials and methods: DPSCs were isolated from the pulp tissue of the third molars of five
patients and grown in osteogenic medium alone or with ASA. Stem cell’s markers expression
was tested by flow cytometry. Cytotoxicity of ASA in concentrations of 10, 50 and 100 pg/mi
was tested by MTT and NR tests. Osteo/odontogenic differentiation was examined by alizarin
red staining and alkaline phosphatase (ALP) activity. Quantitative PCR was used to analyze the
expression of osteo/odontogenic markers (DSPP, BMP2, BMP4, BSP, OCN and RUNX2), as
well as of cMYC gene.

Results: cytotoxicity tests showed that only the highest dose of ASA reduced cell viability. The
lowest concentration of ASA led to a significant improvement in the osteo/odontogenic
differentiation of DPSCs. There was an increased formation of mineralized nodules in cell
cultures, as well as an increase in ALP activity and expression of all analyzed genes (between 2
and 30-fold), compared to untreated cells. ASA also stimulated DPSC proliferation. The
expression level of c-MYC was decreased in cultures treated with ASA, indicating its role in the
process of DPSC differentiation towards the odontogenic lineage.

Conclusions: low concentrations of ASA (corresponding to standard use in cardiovascular
patients) were shown to stimulate osteo/odontogenic differentiation of dental pulp stem cells.

Clinical relevance: ASA applied as an antiplatelet therapy can potentially help in dental pulp
reparation.
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1. UvOD



TKivni inzinjering predstavlja osnovu jedne relativno nove grane medicine poznate pod
nazivom regenerativna medicina i bazira se na stvaranju novih celija 1 tkiva, polazeci od
razli¢itih vrsta mati¢nih ¢elija, uz eventualnu primenu specifi¢nih ¢elijskih nosac¢a, dobijenih od
biokompatibilnih materijala. Regenerativna medicina se u svojim poc¢ecima oslanjala mahom na
upotrebu mati¢nih ¢elija iz Krvi pupéanika — tzv. umbilikalne mati¢ne Celije, jer se radi o mladim
mati¢nim Celijama, sa gotovo u potpunosti ocuvanim visokim potencijalom proliferacije i
diferencijacije, bez tragova prethodno prelezanih bolesti, vakcinacija, itd. Pored njih, takode se
koriste i mati¢ne ¢elije izolovane iz kostane srzi - h(BMMSc, zbog njihovog izuzetnog potencijala
diferencijacije i proliferacije. Medutim, ispitivanja razli¢itih vrsta izvora mati¢nih ¢elija pokazala
su da su prisutne znatne varijacije izmedu adultnih tkiva kako u odnosu na broj ¢elija koje se iz
njih mogu izolovati i na njihovu potentnost, ali isto tako i u odnosu na dostupnost celija, t;.
invazivnost metoda dobijanja ¢elija, itd. (Carlos Estrela et al., 2011).

Zbog gore pomenutog, sve vise su u fokusu, kao potencijalni izvori mati¢nih ¢elija, tkiva koja se
odbacuju nakon medicinskih procedura i do kojih se sa relativnom lako¢om moze doci, bez
ugrozavanja zdravlja donora a za ¢ije kori$éenje prakti¢no ne postoje prepreke etickog karaktera.

Imajuéi ovo u vidu, mati¢ne Celije dobijene iz dentalnih tkiva postaju sve privlacniji bioloski
materijal, pristupacan, kako za naucna istrazivanja tako i za svakodnevnu primenu u terapijske
svrhe. Izolovan je do sada veci broj tipova mati¢nih Celija iz dentalnih i oralnih tkiva, kao §to je
ranije spomenuto - npr., iz eksfoliranih mle¢nih zuba (engl. Stem Cells From Human Exfoliated
Decidual Teeth, SHED), iz periodontalnog ligamenta (PDLSC), iz apikalne papile (SCAP), iz
dentalnog folikula (DFPC), oralne mukoze, i, generalno, iz razli¢itih tkiva usne duplje (Demarco
F, et al., 2011). Medutim, mati¢ne cCelije dentalne pulpe ostaju najzanimljiviji i najistrazivaniji
materijal na polju regenerativne stomatologije.

Mati¢ne éelije (MC) imaju sposobnost samoobnavljanja i diferencijacije u bilo koji tip zrelih
¢elija. Ova sposobnost nije podjednako izrazena u svim vrstama mati¢nih éelija. Embrionalne
mati¢ne Celije mogu da se diferenciraju u sve vrste ¢elija i tkiva dok se mati¢ne Celije odraslog
organizma mogu jedino diferencirati u one tipove celija prisutne u datom tkivu domacina
(Demarco F, et al., 2011).

Tokom zivota neminovno dolazi do gubitka zuba iz razli¢itih razloga, kao §to su bolesti,
povrede, itd, Sto ih Cini relativno pristupa¢nim za izolaciju razli¢itih populacija mati¢nih ¢elija
zubnih tkiva. MC izolovane iz zuba mogu posluziti, 0sim za obnovu i regeneraciju zuba i drugih
intraoralnih tkiva, takode i za leCenje sistemskih oboljenja.

U istrazivanjima danas se uglavnom koriste adultne mati¢ne ¢elije i indukovane pluripotentne
matic¢ne celije (IPSC). Upotreba embrionalnih mati¢nih ¢elija je ogranicena etickim pitanjima.
Postnatalne mati¢ne Celije su izolovane iz vise razliCitih tkiva, kao Sto su koza, skeletni miSi¢i,
kostana srz, mozak, folikul dlake, zubno tkivo, itd. 1z zubne pulpe je do danas izolovano vise
razli¢itih tipova mati¢nih celija - mati¢ne ¢elije zubne pulpe (engl. Dental Pulp Stem Cells,
DPSC). Takode, izolovane su i mati¢ne Celije iz eksfoliranih mle¢nih zuba (engl. Stem Cells
From Human Exfoliated Decidual Teeth, SHED), iz periodontalnog ligamenta (PDLSC),
apikalne papile (SCAP), dentalnog folikula (DFPC) i drugih dentalnih tkiva (Demarco F, et al.,
2011).

Na narednim stranicama bice opisani neki od najznacajnijih tipova mati¢nih celija.



1.1 Embrionalne mati¢ne celije (ESC)

ESC celije su maticne celije izvedene iz unutrasnje celijske mase u ranoj fazi pre
implantacije embriona, poznatoj kao blastocista (Evans and Kaufman, 1981). lako su
dokumentovane brojne razlike u vezi sa vrstama (npr. karakteristike rasta, vreme udvostrucenja,
markeri ¢elijske povrSine, signalni putevi i uslovi kultivacije), sve ove celije su pluripotentne
(Yamanaka et al., 2008). ESC iz miSeva mogu generisati potpuno odrzive embrione, ukljucujuci
sve tipove celija. Ljudske ESC celije doprinose izgradnji sva tri zametna sloja u teratomima
(benigni tumor koji tipi¢no sadrzi meSavinu mnogih diferenciranih ili delimi¢no diferenciranih
tipova ¢elija), indukovanim kod miseva (Nussbaum et al., 2007). ESC c¢elijske linije imaju skoro
neograni¢eni kapacitet za proliferaciju i razmnozavanje, in vitro. Shodno tome, ove pluripotentne
mati¢ne celije su u stanju da generiSu sve druge multipotentne i unipotentne mati¢ne celije
pronadene u embrionu (Vobus and Boheler, 2005). ESC ¢elije imaju visok neoplasticni
potencijal i pokazuju mnoge karakteristike tipi¢ne za ¢elije raka (Burdonet al., 1999), ukljucujuci
neograni¢eni proliferativni kapacitet (Suda et al., 1987), stvaranje klonova, gubitak kontaktne
inhibicije, itd. (Mona Abd-Elmotelb, 2012).

1.2 Postnatalne (adultne) mati¢ne ¢elije (ASC)

Sa nastavkom razvoja, osim zametnih celija, pluripotentne embrionalne mati¢ne celije
nestaju. U odraslom organizmu, iako je vecina c¢elija formirana, vec¢ina tkiva sadrzi malu
subpopulaciju éelija, poznatu kao odrasle mati¢ne celije (ASC), sa urodenom sposobnosc¢u da
odrzavaju skup mati¢nih celija samoreplikacijom i generisanjem progenitorskih celija, kroz
diferencijaciju, duz visestrukih linija (Veissman, 2000). Takve ¢elije obi¢no ostaju mirne unutar
tkiva odraslih; medutim, mogu reagovati na povredu tkiva i igraju integralnu ulogu u procesima
reparacije (Fuchs et al., 2004). Stavise, njihov veliki potencijal za §irenje ,,in Vitro® i
imunomodulatorna svojstva mezenhimskih ¢elija ¢ine ih od velikog interesa za nauénu zajednicu
(Leeb et al., 2010), (Mona Abd-Elmotelb, 2012).

1.3 Mezenhimalne mati¢ne ¢elije (MSC)

Mezenhimalne mati¢ne ¢elije (MSC) ¢ine subpopulaciju ASC koja se nalazi u kostanoj
srzi (He et al.), zajedno sa hematopoetskim mati¢nim ¢elijama (Mona Abd-Elmotelb, 2012). Od
otkrica i karakterizacije multipotentnih mezenhimskih mati¢nih celija (MSC) iz kosStane srzi
(BM), populacije slicne MSC iz drugih tkiva opisane su na osnovu utvrdenih kriterijuma
,zlatnog standarda“ za BMMSC (Friedenstein et al., 1976; Caplan, 1991; Prockop,
1997;Pittenger et al., 1999; Gronthos et al., 2003). Od toga, populacije slicne MSC-u iz masnog
tkiva, i krvi iz pupéane vrpce, najviSe obecavaju kao alternativni multipotentni izvori MSC-a
(Mareschi et al., 2001; Zuk et al., 2001). Ove MSC mogu da stvore najmanje 3 ¢elijske loze:
osteogenu, hondrogenu i adipogenu. Druge loze, poput miogenih, neurogenih itd, takode mogu
biti izvedene iz BMMSC -a. Potraga za ¢elijama slicnim MSC-u u specifi¢nim tkivima dovela je
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do otkri¢a raznih mati¢nih ¢elija u svakom organu i tkivu u telu, u proteklim decenijama ( Baksh
et al., 2004; Porada et al., 2006; Kolf et al., 2007), (G.T.-J. Huang et al.,2009).

Mezenhimalne mati¢ne ¢elije dobijene iz kosStane srzi opisane su kao kolonije fibroblasta (CFU-
F) ,.in vitro®, sposobne za osteogenu diferencijaciju (Cohnheim, 1867; Friedenstein et al., 1976).
Njihov kapacitet da formiraju klonogene kolonije karakteristican je i za druge somatske mati¢ne
¢elije, kao Sto su hematopoetske mati¢ne ¢elije, i definiSe njihovu sposobnost samoobnavljanja.
Medutim, BMMSCs su ogranic¢ene na potencijal rasta od 30 do priblizno 50 udvostrucenja
populacije (PDs) nakon ,.ex vivo“ ekspanzije (Bruder et al.,, 1997; Bianco et al., 2001).
Morfoloski, BMMSCs su heterogena populacija celija (Colter et al., 2000). Osim toga, ove celije
sadrze meSovite populacije ¢elija u smislu stadijuma celijske nezrelosti, duz puteva celijske
diferencijacije (Gronthos et al,. 1999; Stevart et al., 1999). U novije vreme, razliciti celijski
povrsinski markeri su koriS¢eni u pokuSajima da se identifikuju navodne MSC. Najcesce
koris¢eni markeri su STRO-1, CD73, CD90, CD105, CD146, Oct4, Nanog, beta2 integrin
pozitivan, i CD14, CD34, CD45 i HLA-DR negativne ekspresije (Gronthos et al., 2003; Shi and
Gronthos, 2003; Miura et al., 2005; Dominici et al., 2006; Battula et al., 2007; Greco et al., 2007,
Gronthos and Zannettino, 2008). BMMSCs se mogu diferencirati u vise ¢elijskih loza kada se
uzgajaju u definisanim uslovima ,,in vitro®, uklju¢ujuéi osteogenu, hondrogenu, adipogenu,
miogenu i neurogenu lozu. Brojna klini¢ka ispitivanja sa raznim metodama implantacije ljudskih
mati¢nih celija u srce su dala razli¢ite nivoe uspeha (Segers and Lee, 2008). Prijavljena klinicka
ispitivanja sa BMMSCs su ograni¢ena, ali ipak, intrakoronarna transplantacija autolognih
BMMSCs za ishemijsku kardiomiopatiju je pokazala obec¢avajuce rezultate (Chen et al., 2006a).
Kod glodara, pokazalo se da se BMMSCs diferenciraju u astrocite i, u nekim slu¢ajevima,
neurone, nakon transplantacije u mozak misa (Kopen et al., 1999), ili da olakSavaju funkcionalni
oporavak oStecenog mozga ili ki¢mene mozdine kod pacova (Chen et al., 2001; Hofstetter et al.,
2002). BMMSC:s dobijene od pacova i ljudi se mogu ,,in vitro“ diferencirati u neurone (Voodburi
et al., 2000), mada je neurogeni potencijal slabiji u poredenju sa mati¢nim ¢elijama izvedenim iz
nervnih tkiva (Raedt et al., 2007; Song et al., 2007), ( G.T.-J. Huang, S. Gronthos i S. Shi, 2009).

MSC iz masnog tkiva, dobijene usisnom lipektomijom (liposukcija), (Zuk et al., 2001; Mizuno et
al.,, 2002) i MSC-u sli¢ne populacije iz krvi pupéane vrpce (UCB), su takode izolovane
(Mareschi et al., 2001). MSC iz BM, masnog tkiva i krvi pupcanika su morfoloski i
imunofenotipski sli¢ne, ali nisu identi¢éne (Kern et al., 2006). MSC izvedene iz UCB-a prave
najmanje kolonija i pokazuju najveci proliferativni potencijal, dok MSC iz masnog tkiva stvaraju
najveci broj kolonija. BMMSC imaju najmanji proliferativni kapacitet. MSC iz masnog tkiva i
posebno UCB (Ballen et al., 2008) mogu imati vecu upotrebljivost, jer su ova tkiva lako
dostupna i poseduju veliki potencijal za mnoge klinicke primene ( G.T.-J. Huang, S. Gronthos
and S. Shi, 2009).



1.4 Indukovane Pluripotentne Mati¢ne Celije (IPSCs)

Tokom 2006. godine otkriveno je da se maticne c¢elije mogu generisati iz odraslih
somatskih celija kroz proces celijskog reprogramiranja (Takahashi i Yamanaka, 2006).
Generisane mati¢ne ¢elije ovom novom tehnologijom nazvali su indukovane pluripotentne
mati¢ne celije (IPSCs). Od njihovog otkri¢a, postoji znacajno interesovanje za IPSC, jer ova
tehnologija olakSava generisanje odraslih ljudskih pluripotentnih mati¢nih ¢elija, bez potrebe za
ljudskim embrionima, ¢ime se zaobilazi niz eti¢kih i pravnih pitanja koja prate istrazivanja
embrionalnih mati¢nih ¢elija (Takahashi i Yamanaka, 2006; Maherali et al., 2007; Okita et al.,
2007; Takahashi et al., 2007; Vernig et al., 2007). Izgleda da IPSC imaju niz prednosti u odnosu
na dentalne mati¢ne cCelije, kao §to su one dobijene iz periodontalnog ligamenta (PDL) i zubne
pulpe. Konkretno, IPSCs mogu biti generisane iz lako dostupnih izvora - tkiva, ukljucujuci
oralnu sluzokozu (Miioshi et al., 2010) i gingivalno tkivo (Egusa et al., 2010). Sto je jo$ vaznije,
IPSC su veoma proliferativne, Sto omogucava dobijanje velikog broja mati¢nih celija koje bi
bile potrebne za koriS¢enje u regenerativnoj terapiji.

Medutim, pre upotrebe IPSCs u glavnim procedurama u stomatologiji potrebno je razmotriti
neke vazne Cinjenice. Glavni nedostaci IPSC-a ukljucuju njihovu genomsku nestabilnost i
njihovu sklonost da formiraju tumore, ,,in vivo*“ (Ben-David and Benvenisti 2011; Gore et al.,
2011). Koris¢enje virusno integrisanih vektora u generisanju IPSCs je faktor koji doprinosi
genomskoj nestabilnosti i tumorigenom potencijalu IPSCs. Medutim, tumorigeni potencijal
IPSCs moze se smanjiti diferenciranjem IPSCs u linijski specificne progenitorske Celije ili zrele
populacije ¢éelija, pre njihove upotrebe u regenerativnim terapijama ( K. Hynes, et al., 2015).

Uzimajuci u obzir ogroman potencijal IPSC u stomatoloskim istrazivanjima i potencijalne koristi
kori§¢enja dentalnih IPSC, mnogi istrazivaéi su reprogramirali populacije ¢elija dobijene iz
zubnih tkiva u pluripotentne mati¢ne celije. Da bi se smanjio ili potpuno uklonio tumorigeni
potencijal IPSCs, pre klinicke upotrebe, pristupa se njihovoj diferencijaciji. Najcesce se sprovode
dva diferencijacijska pristupa koji su posebno relevantni za stomatologiju - diferencijacija IPSC-
a u MSC i diferencijacija IPSC-a u osteoprogenitorske celije ( K. Hynes, et al., 2015).

1.5 Matic¢ne ¢elije zuba (DSC)

Maticne celije se iz zuba mogu dobiti relativno jednostavnim procedurama. Pristupacnost
zuba zaobilazi potrebu za vecom operacijom, a prirodno izgubljeni ili hirurski uklonjeni zubi
dobar su izbor za izolaciju mati¢nih éelija. Stavise, bolesti zuba su Siroko rasprostranjen javno-
zdravstveni problem, neretko povezan i sa sréanim oboljenjima (De Stefano et al., 1993) kao i
dijabetesom (Lamster et al., 2008). Osim $to se koriste za popravku, obnovu i regeneraciju zuba,
ovako dobijene mati¢ne Celije mogu se Koristiti i za razvoj terapija zasnovanih na mati¢nim
¢elijama, za bolesti koje ugrozavaju zivot (Yvonne Wai Yee Pang, 2015).



1.5.1 Matic¢ne ¢elije periodontalnog ligamenta (PDLSC)

Periodontalni ligament (PDL) je specijalizovano vezivno tkivo koje povezuje povrsinu
korena zuba sa alveolarnom kosti (48). PDL ima heterogenu populaciju ¢elija koja se moze
diferencirati u celije cementa ili kosti (5). Mati¢ne ¢elije periodontalnog ligamenta (PDLSc) su
sposobne za samoobnavljanje i ekspresiju markera mezenhimalnih mati¢nih ¢elija CD146 /
MUC18, CD105, CD166 i STRO-1 (17). PDLSc ¢elije takode izrazavaju tetivne specifi¢ne
markere (40). Ovo ukazuje na to da su PDLSc jedinstvena populacija postnatalnih mati¢nih
¢elija, razli¢ite od DPSCs ili mezenhimalnih MC, dobijenih iz kostane srzi. Sli¢no sa mati¢nim
¢elijama poreklom iz pulpe, PDLSc su multipotentne c¢elije sa visokim potencijalom za
osteogenu, adipogenu i hondrogenu diferencijaciju (40). PDL sazreva tokom izbijanja zuba,
pripremajué¢i se za podrsku funkciji zuba za okluzalno opterecenje. U zrelom PDL-u, glavni
snopovi kolagena (glavna vlakna), zauzimaju celinu PDL-a i ugradeni su u cement i alveolarnu
kost. Vlakna su rasporedena u odredenim pravcima, kako bi se povecalo apsorbovanje sila koje
se javljaju tokom Zvakanja. Odavno je poznato da PDL sadrzi populaciju progenitorskih ¢elija a
odnedavno i da sadrzi populaciju mati¢nih celija, sposobnih za diferencijaciju duz
mezenhimalnih ¢elijskih linija, te produkciju cementoblastima sli¢nih ¢elija, adipocita i vezivnog
tkiva bogatog kolagenom (14), ( Carlos Estrela et al., 2011).

PDL mati¢ne ¢elije (PDLSC) pokazuju povrsinske c¢elijske markere koji su po karakteristikama i
potencijalu diferencijacije slicne mati¢nim ¢elijama kostane srzi i DPSC (14). Kada se
transplantiraju sa HA/TCP u imunodeficijentne miseve, PDLSC proizvode strukturu sli¢nu
cementu /PDL i doprinose popravci periodontalnog tkiva (17), (Demarco F, et al., 2011),( Carlos
Estrela et al., 2011).

Pod istim uslovima nadjeno je da mati¢ne Celije periodontalnog ligamenta stvaraju vecu koli¢inu
fibroblasta od one opisane kod mati¢nih ¢elija koStane srzi i zubne pulpe. Nivo ekspresije
sklerizacije kod mati¢nih celija periodontalnog ligamenta veci je nego kod mati¢nih celija
kosStane srzi i mati¢nih Celija zubne pulpe, §to sugeriSe da mati¢ne celije periodontalnog
ligamenta pokazuju jedinstvena svojstva u poredenju sa drugim mezenhimalnim mati¢nim
¢elijama (59, 141), ( Kim Hynes et al., 2012).

Transplantacija matiénih celija periodontalnog ligamenta umnoZenih ,ex vivo“ u
imunokompromitovane miseve potvrdila je sposobnost ovih ¢elija da formiraju funkcionalne,
cementoblastima slicne c¢elije i cementu/periodontalnom ligamentu sli¢na tkiva, ukljucujuci
Sarpejeva vlakna, "in vivo" (59, 141), ( Kim Hynes et al., 2012).

Sprovedena su znacajna istrazivanja da bi se procenio regenerativni kapacitet mati¢nih celija
periodontalnog ligamenta u zbrinjavanju zubnih defekata, u razli¢itim zivotinjskim modelima i u
jednoj klinickoj studiji. U toj klinickoj studiji, potencijal progenitorskih ¢elija periodontalnog
ligamenta proucavan je na koStanim defektima kod tri pacijenta (48). U ovoj studiji dva od tri
pacijenta su imala primetnu regeneraciju tkiva. Treci pacijent imao je smanjenu mobilnost zuba i
dubinu dZepa, smanjenu gingivalnu recesiju i stabilno poboljSanje pripoja (48). Ovo istraZivanje
je zakljucilo da PDLSC kori$¢ene u hirurS§kim tretmanima periodontitisa mogu biti efikasne u
regenerativnoj stomatologiji. Generalno, pokazano je da mati¢ne ¢elije periodontalnog ligamenta
imaju potencijal da formiraju kost, cement i periodontalnom ligamentu sli¢ne strukture i da
poboljsaju opstu parodontalnu regeneraciju. Za sada, izgleda da mati¢ne celije periodontalnog
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ligamenta imaju veci kapacitet za generisanje zubnih struktura u poredenju sa drugim celijama
slicnim mezenhimalim mati¢énim c¢elijama, $to ih ¢ini izuzetno prihvatljivim za upotrebu u
regeneraciji parodoncijuma ( Kim Hynes et al., 2012 ).

1.5.2 Matic¢ne ¢elije apikalne papile (SCAP)

MC su otkrivene i u vrhu korena zuba. Ove éelije se nazivaju Mati¢nim ¢elijama apikalne
papile (SCAP) i dokazano je da se diferenciraju i pokazuju vecu stopu proliferacije ,,in vitro*
nego DPSC. Izmedu apikalne papile i pulpe nalazi se zona bogata celijama. Treba naglasiti da su
mati¢ne/progenitorske ¢elije nadjene i u zubnoj pulpi i apikalnoj papili, ali sa razli¢itim
karakteristikama (12). Visi proliferativni potencijal SCAP-a ¢ini ovu populaciju c¢elija
pogodnijom za regeneraciju baziranu na ¢elijama i dominantno, za formiranje korena. One su
sposobne da formiraju odontoblastima sli¢ne ¢elije i produkuju dentin ,,in vivo* i verovatno su
izvor celija primarnih odontoblasta, za formiranje dentina korena (12). Otkrice SCAP-a moze
takode objasniti klini¢ku pojavu koja je predstavljena u nekoliko nedavnih izvestaja klini¢kih
slucajeva, koji pokazuju da apeksogeneza moze i dalje postojati kod zarazenih, nedovoljno
zrelih, stalnih zuba sa apikalnim periodontitisom ili apscesom (28). Pretpostavlja se da SCAP iz
apikalne papile prezive infekciju zbog njihove blizine periapikalnim tkivima. Mozda, posle
endodontske dezinfekcije, ove ¢elije mogu dovesti do stvaranja primarnih odontoblasta, da bi se
kompletiralo formiranje korena ( Carlos Estrela et al., 2011).

SCAP su jedinstvena populacija multipotentnih MC jer one izrazavaju visok nivo ekspresije dva

gena ukljucena u medijaciji ¢elijske proliferacije: survivina i telomeraze (147), (Kim Hynes et
al., 2012).

Maticne celije iz apikalne papile transplantirane u imunokompromitovane miseve formirale su
sloj dentinu sli¢nog tkivo na povrSini hidroksiapatita / trikalcijum fosfata, koji je koris¢en kao
nosa¢ ¢elija (147). Autori ovog rada sugeri$u da je dentin proizveden ,,in vivo® formiran od
odontoblastima sli¢nih ¢elija koje su se diferencirale od ¢elija slicnih mezenhimalnim mati¢nim
¢elijama, prisutnih medu mati¢nim ¢elijama iz apikalne papile (147), ( Kim Hynes et al.,2012).

1.5.3 Matic¢ne €elije iz humanih eksfoliranih mle¢nih zuba (SHED)

Otkrivanje MC u mle¢nim zubima (Miura et al., 2003) baca novo svetlo na intrigantnu
mogucnost koris¢enja mati¢nih ¢elija zubne pulpe u tkivnhom inzenjeringu (Murrai i Garcia-
Godoi, 2004; Sloan i Smith, 2007). Oc¢igledne prednosti SHED-a su: veca stopa proliferacije u
odnosu na MC stalnih zuba (Miura et al., 2003), lako se umnozavaju "in vitro", visoka
plasticnost dok se ne diferenciraju u neurone, adipocite, osteoblaste i odontoblaste, laka
dostupnost u mladih pacijenata (Miura et al., 2003), narocito pogodne za mlade pacijente sa
mesovitom denticijom (Nor, 2006). Miura je pokazao da SHEDs ne mogu direkino da se
diferenciraju u osteoblaste, ve¢ su indukovale stvaranje nove kosti regrutovanjem osteogenih
¢elija domacina (Miura et al., 2003). SHEDs su karakteristi¢ne po osteoindukcijskoj sposobnosti
i visokoj plasti¢nosti. Cordeiro je sa saradnicima zasejao SHEDs u PLLA (porozna poli-L-
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mlecna kiselina), pripremljene sa skafoldom — nosacem i transplantirao ih u potkozno tkivo
imunodeficijentnih miseva. Primetio je da se SHEDs diferenciraju u ¢elije sli¢ne odontoblastima
i pokazuju morfoloske karakteristike slicne onima kod odontoblastnih ¢elija. Takode su potvrdili
da su presadeni SHEDs bili sposobni da se diferenciraju u krvne sudove koji su anastomozirali sa
vaskulaturom domacina (Cordeiro et al., 2008). Ove studije su pokazale da SHEDs mogu biti
dobar izvor MC za popravku osteéenih zuba i izazvati regeneraciju kosti ( Li Peng, Ling Ye,
Xue-dong Zhou, 2009).

Izolacija i karakterizacija ,,in vitro“ SHED je ostvarena iz koronarne pulpe mle¢nih zuba. U
uslovima ,,in vitro“, SHEDs su multipotentne MC, sposobne da se diferenciraju u niz
mezenhimalnih i ne-mezenhimalnih ¢elijskih vrsta, ukljucuju¢i nervne celije, adipocite,
hondrocite i odontoblaste (31, 108, 139, 142, 166). In vivo, SHED imaju sposobnost da izazovu
stvaranje kosti, generiSu dentin, zubno pulpno tkivo i ispoljavaju markere neurogene
diferencijacije (31, 108, 139), ( Kim Hynes et al., 2012).

Malo je objavljenih publikacija implantacije mati¢nih ¢elija iz humanih mle¢nih zuba u
parodontalne defekte. Medutim, koris¢ene su za regeneraciju tkiva zubne pulpe kada se
implantiraju unutar humanih zuba smestenih u imunodeficijentne miseve (31). Neke studije
(Zheng i sar.), su pokazale da se implantirane mati¢ne ¢elije direktno diferenciraju u novu kost,
Sto rezultira znacajno viSim formiranjem nove kosti na mestu defekta (181). Zajedno, ove studije
pruzaju sigurne dokaze da mati¢ne ¢elije iz humanih mle¢nih zuba mogu sluziti kao alternativni
izvor mati¢nih celija, za tretmane bazirane na mati¢nim ¢elijama, u vezi periodontalne
regeneracije ( Kim Hynes et al., 2012).

1.5.4 Maticne ¢elije zubnog folikula (DFPC)

Zubni folikul je labavo vezivno tkivo ektodermalnog porekla, koje okruzuje zubnu klicu u
razvoju, pre erupcije. Smatra se da zubni folikul sadrzi progenitore za cementoblaste, celije
periodontalnog ligamenta i osteoblaste. Maticne celije humanih zubnih folikula se najcesce
izoluju prilikom ekstrakcije impaktiranih trecih molara (112). Mati¢ne celije izolovane od
humanih zubnih folikula karakteriSe njihovo brzo vezivanje u kulturi i izrazavanje markera
tipi¢nih za mati¢ne celije - nestina i notch-1 (112) ( Kim Hynes et al.,2012). Ove ¢elije mogu iéi
u uslovima “in vitro® u smeru adipogene, osteogene i neurogene diferencijacije. Mati¢ne celije
zubnih folikula takode mogu da formiraju kompaktne kalcifikovane nodule ,,in vitro“, sto
upucuje da se mogu diferencirati u cement (112). DFPC ,,in vivo*“ imaju sposobnost da se
diferenciraju u odontoblaste i doprinesu stvaranju dentina u prisustvu skafolda - nosaca (61, 62,
86, 96). One takode imaju kapacitet za stvaranje periodontalnog ligamenta ,,in vivo* (175),
(Kim Hynes, et al., 2012).

Guo i sar. (61) su koristili mati¢ne ¢elije zubnog folikula za procenu sposobnosti takvih ¢elija da
doprinesu formiranju korena zuba. Oni su implantirali mati¢ne celije zubnog folikula u tri
razli¢ita mikrookruzenja, kod pacova: nemineralizovani omentalni dzep, visoko mineralizovanu
lobanju i indukovanu alveolarnu ¢asicu (61). Studije su pokazale da mikrookruZzenje u koje se
implantiraju maticne celije utice na kapacitet ovih celija u formiraju razlicitih tkiva. Jo$



interesantnije, ovi rezultati takode pokazuju potencijal koji mati¢ne celije zubnih folikula imaju
u regeneraciji korena zuba (61), ( Kim Hynes, et al., 2012).

1.5.5 Matic¢ne ¢elije gingive (GSC)

Medu najvaznijim elementima parodoncijuma je gingivalno tkivo, koje je pokazalo
izvanrednu sposobnost zarastanja rana i regeneracije. Od dva tipa tkiva izolovanih iz gingive,
populacija fibroblasta je heterogena mesSavina c¢elija koje doprinose procesu zarastanja rana,
reagujuci na razlicite faktore rasta i luce¢i odredene proteine ekstra ¢elijskog matriksa, dok oralni
epitel pokazuje izvanredna svojstva regeneracije. Progenitorske celije i multipotentne MSC,
subpopulacije su izolovane iz gingivalnih fibroblasta (Fournier et al., 2010; Hsu et al., 2012;
Mitrano et al., 2010). Jednostavna izolacija gingivalnih fibroblasta ¢ini ih vrlo prakti¢nim
izvorom zubnih mati¢nih ¢elija, a takode su i nedavno reprogramirani u IPSC Celijske linije
(Wada et al., 2011). Na Slici 1. dat je prikaz izvora dentalnih mati¢nih ¢elija ( Yvonne Wai Yee
Pang, 2015).

<——— Zubni folikul— DFSCs

/VGingiva —> GSCs

. DPSCs
™\ SHED
PDL —> PDLSCs

Pulpa

Apikalna papila—> SCAP

Slika 1. Sematski prikaz izvora dentalnih mati¢nih ¢elija. Pulpa: DPSCs - Mati¢ne éelije zubne
pulpe; SHED - Mati¢ne celije iz zubne pulpe eksfoliranih mle¢nih zuba. PDL - Periodontalni
ligament: PDLSCs - Mati¢ne celije iz periodontalnog ligamenta. Apikalna papila: SCAP -
Mati¢ne celije iz apikalne papile. Zubni folikul: DFSCs - Mati¢ne ¢elije zubnog folikula.
Gingiva: GSCs - Maticne celije gingive (prilagodeno (Huang, 2009)).



1.5.6 Maticne Celije zubne pulpe (DPSCs)

DPSCs su ektomezenhimalnog porekla i uglavnom se nalaze u perivaskularnoj nisi. Lako
se izoluju, imaju visok proliferativni i klonogeni potencijal, multipotentne su i sliéne mati¢nim
¢elijama kostane srzi (BMMSC), ( Kerkis I, Kerkis A, Dozortsev D, et al., 2006, d’Aquino R,
Papaccio G, Laino G, Graziano A., 2008, Perry BC, Zhou D, Wu X, et al., 2008). Dokazano je
da ove ¢elije ispoljavaju visoku ekspresiju gena alkalne fosfataze, proteina 1 matriksa dentina, i
dentin-sijalofosfoproteina kao i gena koji kodiraju sintezu komponenti ekstracelularnog matriksa,
faktora rasta i transkripcionih faktora, te molekula ¢elijske adhezije (Shi S, Gronthos S., 2003,
d’Aquino R, Graziano A, Sampaolesi M, et al., 2007 ). ,,In vitro“, ove Celije mogu da se
diferenciraju u pravcu osteoblasta, odontoblasta, endotelnih ¢elija i melanocita, glatkih i
skeletnih mi$i¢nih Celija, hondrocita, adipocita, itd., (Das S, Bellare JR., 2018, Yamada Y,
Nakamura-Yamada S, Kusano K, Baba S., 2019 ). Pored toga, mati¢ne celije zubne pulpe
ispoljavaju i anti-inflamatorno i imuno-modulatorno dejstvo, zato $to imaju sposobnost inhibicije
proliferacije T limfocita kao i antioksidativni efekat (Ullah I, Choe YH, Khan M, et al., 2018).

Ove celije imaju sposobnost reagovanja na oStecenja zubne pulpe, uzrokovana karijesnim
lezijama, traumama, kao $to je, npr., preparacija kaviteta, itd. Regenerativni potencijal zubne
pulpe manifestuje se formiranjem reparativnog, tercijarnog dentina. Nakon direktnog zatvaranja
pulpe materijalima kao $to su kalcijum hidroksid i mineralni trioksidni agregat (MTA) dolazi do
inicijalne inflamatorne reakcije, pra¢ene stvaranjem tercijarnog dentina. Tokom procesa
stvaranja reparativnog dentina, originalni odontoblasti bivaju unisteni i zamenjuju se novim,
diferenciranim éelijama, poreklom od MC, koje na mestu ofteéenja naknadno proliferisu i
diferenciraju se u odontoblastima sli¢ne ¢elije. Gronthos i sar. (2000) su prvi identifikovali MC
iz zubne pulpe odraslih ljudi. Ovu populaciju MC iz stalnih tre¢ih molara karakteride velika
proliferativnost i sposobnost stvaranja kolonija. Takode, pokazano je da transplantacijom ovih
¢elija ,,in vivo*“ u imunokompromitovane miseve dolazi do stvaranja funkcionalnog zubnog
tkiva, u obliku kompleksa sastavljenog od dentina i pulpe ( Gronthos S, et al., 2000). Mora se
naglasiti da uloga progenitorskih c¢elija, uklju¢enih u reparativnu dentinogenezu i dalje nije do
kraja razjaSnjena. Postoji nekoliko populacija pulpnih ¢elija iz kojih mogu nastati odontoblasti,
ukljuceni u reparativnu dentinogenezu. Jedna od njih je i Hohl-ov sloj bogat ¢elijama, koji pored
odontoblasta sadrzi i nediferencirane mezenhimalne celije koje mogu biti jedan od izvora
prekursora odontoblastnih ¢éelija. Takode, i perivaskularne Celije (periciti) i fibroblasti poseduju
osobine sliéne mati¢nim ¢elijama i mogu biti izvor ¢elija iz kojih se formiraju novi odontoblasti
(Vidovic-Zdrilic I et al., 2018).

Treba naglasiti da ni signalni putevi ukljuéeni u regrutovanje i diferencijaciju ovih ¢elija nisu do
kraja razjasnjeni. Nakon jakih stimulusa, kao Sto su karijesno oStecenje ili mehanicka trauma,
dolazi do regrutovanja i diferencijacije celija progenitora, koja ukljucuje delovanje kosStanih
morfogenetskih proteina (BMPs), oslobodenih nakon odontoblastne apoptoze. Nakon invazije
mikroorganizama dolazi do infiltracije inflamatornih ¢éelija (T-limfociti, makrofagi, dendritske
¢elije, neutrofili i B-limfociti) na mesto oStecenja tkiva ( Goldberg M, et al., 2008). Ove celije
oslobadaju citokine i faktore rasta, koji ¢e dalje uslozniti signalne mehanizme. Odontoblasti ¢e
osloboditi molekule kao s§to su osteokalcin (OCN), protein dentinskog matriksa 1 (DMP-1) i
dentinski sialofosfoprotein (DSPP), koji se smatraju bioloskim markerima diferencijacije MC u
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odontoblaste. | aktivnost alkalne fosfataze (ALP) se smatra ranim markerom diferencijacije MC
u odontoblaste i ima znacajnu ulogu u formiranju dentina ( Song Z, Chen L, Guo J, et al., 2017).

Neka jedinjenja koja se koriste u stomatologiji, kao $to su kalcijum hidroksid, natrijum hipohlorit
i mineralni trioksidni agregat (MTA), dovode do oslobadanja bioaktivnih molekula iz dentina
(dentin sialoprotein, dentin fosfoprotein, protein-1 dentinskog matriksa i dr). Ovi molekuli, u
razli¢itim koncentracijama, dovode do diferencijacije, angiogeneze i apoptoze ( Goldberg M, et
al., 2008).

DPSC izolovane enzimskim tretmanom pulpe formiraju CFU-Fs sa razli¢itim karakteristikama
(Grontos et al., 2000; Huang et al., 2006). Postoje razlicite gustine ¢elijskih kolonija, Sto sugeriSe
da svaki ¢elijski klon moze imati razli¢ite stope rasta, kao $to je slu¢aj i sa BMMSC (Gronthos et
al., 2002). U okviru iste kolonije, primecene su razli¢ite ¢elijske morfologije i veli¢ine. Ako su
zasejane na dentinu, neke DPSC se pretvaraju u odontoblastima sli¢ne ¢elije, sa polarizovanim
¢elijskim telom i ¢elijskim nastavcima produZzenim u postojece dentinske tubule (Huang et al.,
2006), ( G.T.-J. Huang et al., 2009).

Pored dentinogenog potencijala, subpopulacije hDPSC takode poseduju adipogeni i neurogeni
potencijal diferencijacije, stvaraju¢i adipocitima i neuronima sli¢ne celije, sa odgovaraju¢om
ekspresijom  genskih markera (Gronthos et al., 2002). Otkrivene su i DPSC osteogene,
hondrogene i miogene diferencijacije ,,in vitro “ (sazeto u Tabeli 1) (Laino et al., 2005; Zhang et
al., 2006; dAkuino et al., 2007), ( G.T.-J. Huang et al., 2009).
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Tabela 1. Potencijal diferencijacije humanih dentalnih mati¢nih ¢éelija

In vitro Analiza In vivo Analiza
Tip Celija PD* Multipotentnost Formiranje ektopi¢nog tkiva
DPSCs 60 - >120 Osteo/Dentinogeni  + Dentin-pulpa-slican-kompleks
Adipogeni + Odontoblastima-sli¢ne-celije
Hondrogeni +  Kos$tanom-sli¢no-tkivo
Miogeni +
Neurogeni +
SHED > 140 Dentinogeni +  Dentin-pulpa-sli¢no- tkivo
Adipogeni +  Odontoblastima-sli¢ne-celije
Hondrogeni +  Ne formira dentin-pulpa
kompleks
Miogeni +  Formiranje kostiju
Neurogeni +
Osteo-induktivni +
SCAP >70 Dentinogeni + Dentin-pulpa-sli¢an kompleks
Adipogeni + Odontoblastima-sli¢ne ¢elije
Hondrogeni ND
Miogeni ND
Neurogeni +
PDLSCs ND Osteo/Cementogeni +  Cementu-sli¢ne formacije
Adipogeni + PDL-sli¢ne formacije
Hondrogeni +
Miogeni ND
Neurogeni +
DFPCs ND Cementogeni + PDL- sli¢ne formacije
Odontogeni + Formiranje cementnog

matriksa

Adipogeni-Hondrogeni +
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Miogeni +
Neurogeni ND
BMMSCs 30->50  Odontogeni BMMSCs su pokazale

formiranje i ektopi¢nog i
ortotopi¢nog tkiva.Formiranje
kostanog i kostanoj srzi
hrskavici, miSi¢nom i nervnim

¢elijama/ slicnom tkivu.

Osteogeni +
Adipogeni — Hondrogeni +
Miogeni +
Neurogeni +

* PD, Dupliranje populacije; ND, Nije utvrdeno; +, Poseduje potencijal.

Zubna pulpa poseduje sposobnost regeneracije i reparacije nastalih oSteCenja, uzrokovanih
karijesom, traumom, itd. (About et al., 2000; Robertson et al., 1997; Smith et al., 1995 ; Smith et
al., 1994). Cini se da se populacija odontoblasta popunjava od populacija ¢elija progenitora, koje
se nalaze u dubljoj pulpi. Ove c¢elije su sposobne za samoobnavljanje i mogu migrirati nakon
Stetnih nadrazaja 1 diferencirati se u odontoblaste (Fitzgerald et al., 1990; Smith 1 Lesot, 2001).
Kada je zubno tkivo umereno osteceno, tercijarni dentin koji lu¢e odontoblasti se reaktivira. S
druge strane, tokom duboke preparacije, odontoblastni sloj je uniSten $to dovodi do dolaska
pericita ili mezenhimalnih ¢elija u zubnu pulpu. Ove celije pokazuju odontoblastna svojstva i
mogu zameniti nekrotiéne odontoblaste i izluditi reparativni dentin (Smith et al., 1995; Tziafas,
1995).

DPSC su takode sposobne da se diferenciraju u adipocite, kao i u osteoblaste i endoteliocite
(d'Akuino et al., 2007). Osim toga, uocena je diferencijacija u ¢elije sli¢ne neuronima jer je
otkriveno da izrazavaju markere neuronskih prekursora i glijalnih ¢elija, poput nestina i proteina
glijalne fibrilarne kiseline (GFAP) (Vislet-Gendebien et al., 2003), ( Yvonne Wai Yee Pang,
2015).

Istrazivanje ,,in vivo“ pokazalo je da DPSC proizvode kost kada su implantirane na subkutane
lokacije u imunokompromitovanim misevima sa HA/TCP prahom, kao nosa¢em. Pored toga,
analiziran je potencijal DPSC-a za dugotrajno skladistenje. Otkriveno je da i ¢ak nakon
skladistenja od 2 godine, DPSC su i dalje bile sposobne da se diferenciraju u pre-osteoblaste i
proizvode kostano tkivo. Osim toga, DPSC su i dalje izrazavale odredene povrSinske antigene,
potvrdujuci ¢éelijski integritet (Papaccio i sar., 2006, Otaki i sar., 2007), (Li Peng et al., 2009).

Nekoliko ,,in vitro“ i ,,in vivo* studija dokazalo je osteogeni potencijal DPSC-a. lzrazena
ekspresija alkalne fosfataze i1 formiranje mineralizovanih nodula takodje moze biti izazvana
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tokom osteogene diferencijacije izolovanih STRO-1* DPSCs (Slika 2), (Byung-Chul Kim et al.,
2012).

» Kultura pulpnog tki"% Maticne celije zubne pulpe

o .I (DPSC)
) ‘ ‘Op U/
\ " Celuelzpulpnog “ ‘m.“..‘:“,:w : "

[ TR thiva
aMEM
+15% FBS P
+{-Glycerophosphate | oo
+Ascorbic acid diferencijacija

+Dexamethasone l

>

B
Posuda za kulturu celija ispunjena Zelatinom

Slika 2. In vitro osteogena diferencijacija DPSC. Mati¢ne celije su izolovane iz tkiva zubne
pulpe procis¢avanjem STRO-1- pozitivne ¢celijske populacije sa MACS sistemom i omoguceno
je da se diferenciraju u osteogene linije kako bi formirale mineralizovane ¢vori¢e pod pravilnim
uslovima osteogene kulture. (A) Imunocitohistohemijska slika izolovanih DPSC: Stro-1 (zeleni),
CD44 (crveno), i nuklearno bojenje (DAPI, plavo). (B) Fenotipska ekspresija alkalne fosfataze
posle 21 dana osteogene kulture. (C) Alizarin crveno-S-obojena slika mineralizovanih nodula
nakon 21 dana osteogene kulture pod svetlosnim mikroskopom. (D) Alizarin crveno-S-obojena
slika mineraliziranih nodula nakon 21 dana osteogene kulture pod fluorescentnim mikroskopom.
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2. ODONTOBLASTI

2.1 Grada i funkcija odontoblasta

Odontoblasti su velike ¢elije, vretenastog oblika, koje se nalaze po obodu zubne pulpe.
Ove celije funkcioni$u u smislu unutar-celijske akumulacije kalcijuma i lu¢enju dentina, kao i u
odrzavanju tkivne homeostaze (Linde i Goldberg, 1993). Poznato je da se morfologija ovih celija
razlikuje u zavisnosti od njihovog stepena zrelosti (Slika 3) i lokacije ovih ¢elija u odontogenom
sloju, jer su odontoblasti koji se nalaze u blizini krune veci od onih koji se nalaze u blizini
korena zuba (Simon et al, 2009). Nezreli odontoblasti su relativno male celije koje sadrze
ograni¢enu citoplazmu i nedovoljno razvijen RER i Goldzijev kompleks. Kako ove ¢elije po¢inju
sazrevati i postaju sekretorne, razvijaju se granulirani endoplazmatski retikulum (GER),
Goldzijev aparat, lizozomi i sekretorne vezikule i raste broj mitohondrija (Sasaki i Garant, 1996;
Simon et al, 2009). Ove unutar-¢elijske organele potrebne su za stvaranje i luéenje organskog
kolagenog matriksa koji formira pre-dentin, pracen taloZzenjem kalcijum fosfata, potrebnog za
sazrevanje dentina. Odontoblasti leZe na formativnoj povrsini dentina i1 kako se debljina ovog
matriksa povecava, on prisiljava odontoblaste da se kre¢u unutar pulpe (Larmas, 2008). Kako se
tkivo mineralizuje, preostali nastavci odontoblasta postaju okruzeni mineralizovanom matricom,
formirajuéi karakteristi¢ne tubule, povezane sa dentinom (Nino-Barrera et al, 2013). Kako ove
¢elije postaju manje aktivne, postaju kuboidnije, sa manje citoplazme i smanjenim GER-om
(Couve, 1986; Simon et al, 2009). Tokom sazrevanja, sekretorni aparat smanjuje se usled
autofagnog delovanja, a preostale celijske organele se premestaju u bazu celije i njihova se
aktivnost smanjuje (Couve, 1986; Couve et al, 2013) (Slika 3), ( Owen Davis, 2013).

Odontoblasti se odlikuju izduzenim citoplazmatskim nastavkom koji se proteze od ¢elijskog tela
do dentinskih tubula. Smatra se da je ta¢na duzina nastavaka povezana sa staro$cu, sa dokazima
koji ukazuju na to da nastavci dopiru do dentinske povrSine samo u ranim fazama razvoja (Biers
i Sugaia, 1995). Ovi nastavci ne sadrze organele, ve¢ se sastoje od velike kolekcije strukturnih
proteina kao Sto su aktin, vimentin 1 tubulin, kao 1 sekretornih vezikula (Sigal et al, 1985). Bo¢ne
grane se proteZzu od glavnog nastavka i smatra se da predstavljaju puteve za difuziju hranljivih
materija i molekula matriksa, kao i da olakSavaju interakciju i komunikaciju ¢elija-celija i ¢elija-
matriks (Arana-Chavez i Massa, 2004). Nastavci odontoblasta takode olakSavaju kretanje
kalcijuma u pre-dentin, tokom formiranja zrelog dentina (Linde, 1995). Stavise, odontoblastni
nastavci takode deluju kao senzorni receptori, bilo direktno ili hidrodinamicki, i u stanju su da
detektuju promene u okruzenju (Holland, 1985). Oko ovih izduZenih ¢elijskih nastavaka formira
se matrica dentinskog matriksa, koja se na kraju mineralizuje i formira dentinske tubule ( Owen
Davis, 2013).

Odontoblasti takode imaju odbrambenu ulogu i ucestvuju u pokretanju upalne reakcije nakon
patogene invazije dentinskih tubula (Couve et al, 2013). Zbog ¢injenice da odontoblasti pruzaju
svoje duge celijske nastavke kroz dentinski sloj, oni predstavljaju prve ¢elije na koje nailaze
mikroorganizmi koji su uspeli da prodru kroz zastitnu gled i dentinske slojeve zuba (Cooper et
al, 2010). Susedni odontoblasti povezani su meducelijskim spojevima koji stvaraju nepropusnu
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barijeru, Sto je prva linija odbrane od patogene invazije pulpe (Holland, 1975). Sloj odontoblasta
je usko povezan sa dendritickim ¢elijama i limfocitima, za koje se smatra da osecaju i reaguju na
infiltraciju izloZenih dentinskih tubula (Ohshima et al, 1995). Odontoblasti na svojim ¢elijskim
povrSinama eksprimiraju receptore (TLR), koji prepoznaju bakterije, te reaguju proizvodnjom
citokina koji pokrecu inflamatorni odgovor (Keller et al, 2010 ; Farges et al, 2011). Ovo je
potvrdeno studijama ,in vitro“, koje su pokazale da odontoblasti reaguju na prisustvo
bakterijskih komponenti kao $to je lipoteihoi¢na kiselina (LTA), koja je uobi¢ajena za gram-
pozitivne bakterije, koje se prvenstveno nalaze u dentinskom Kkarijesu (Carrouel et al, 2013;
Farges et al, 2011), ( Owen Davis, 2013).

Sekretarni Zreli

Slika 3. Tlustracija morfoloskih i unutar-celijskih promena, povezanih sa sazrevanjem
odontoblasta. Sekretorni odontoblasti formiraju primarni dentinski matriks i sadrze opsezan RER
i Golgijev kompleks potreban za transport organskih i neorganskih sastojaka matriksa. Sa
starenjem zuba odontoblasti smanjuju svoju sekretornu aktivnost i postaju zreli. Zrele
odontoblaste karakteriSe prisustvo autofagnih vezikula i posreduju u taloZenju sekundarnog
dentina. GC, Golgijev kompleks; JC, spojni kompleksi; Ly, lizosom; M, mitohondrije; N, jezgro;
OP, odontoblastni nastavak; PC, primarna cilija; RER, grubi endoplazmatski retikulum; SG,
sekretorne granule; AV, autofagni vezikuli (modifikovano prema Couve i Schmachtenberg,
2011).
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2.2 Razvoj odontoblasta

Razumevanje procesa signalizacije ukljucenih u fiziolosku indukciju i diferencijaciju
odontoblasta vazno je ako zelimo da razvijemo bioloSke mehanizme za popravku zuba.
Generacija odontoblasta koji proizvode dentin predstavlja veliki istrazivacki izazov u
regenerativnoj stomatologiji i mogla bi pruziti bioloSku osnovu za strategije regeneracije.
Trenutno je znanje o mehanizmima koji dovode do diferencijacije odontoblasta daleko od
potpunog. Medutim, studije su pokazale da su ¢lanovi transformisuceg faktora rasta B familije,
poput TGF- B1, 2 i 3, kao i BMP-2, 4 i 6 sposobni da izazovu diferencijaciju odontoblasta ,,in
vitro“ (Smith i Lesot , 2001; Begue-Kirn et al, 1992; Li et al, 2011; Kavai et al, 2013).
Verovatno ovi faktori poticu iz oralnog epitela, bazalne membrane i ¢vori¢a primarne gledi, a
nastaju tokom morfogeneze zuba (Ruch et al, 1995; Lesot et al, 2001). Konkretno, dokazano je
da delovanje BMP-2 i TGF-B1 promovise ekspresiju transkripcionih faktora ukljucenih u
diferencijaciju odontoblasta, kao S$to je faktor vezivanja jezgra 1 (Cbfal) i dentalnog
sijalofosfoproteina (DSPP) (Duci et al, 1997; He et al, 2004). Pokazalo se da diferencijaciju
odontoblasta prati i koordinisana ekspresija jedinstvenih skupova gena poput FGF-1 i 2 i
nuklearnog faktora 1-C (NFI-C), sto ukazuje na to da kompleksna mreza faktora moze uticati na
bazalnu membranu u cilju izazivanja diferencijacije odontoblasta ,,in vivo“ (Ruch et al, 1995;
Unda et al, 2001; Lisi et al, 2003; Lee et al, 2009). Takode, drugi faktori, ukljuceni u proces
diferencijacije, podrazumevaju sistemski izvedene molekule kao §to je IGF-1, za koji se
pokazalo da stimuliSe citolosku diferencijaciju, kao $to je reorganizacija mikrofilamenata i
fibronektina tokom polarizacije odontoblasta, ali ne i funkcionalnu diferencijaciju ovih c¢elija
(Lesot et al, 2001), ( Owen Davis, 2013).

Terminalnu diferencijaciju odontoblasta karakteriSe transkripcija gena kao Sto su dentinski
matriksni geni DMP1, DMP2 i DSPP, sa pratecim stvaranjem mineralizovanog dentinskog
matriksa. Na primer, nivoi DMP1 se smanjuju u sekretornim odontoblastima nakon
mineralizacije pre-dentina, dok se nivoi DSPP i DMP2 odrzavaju u zrelim odontoblastima
(D'Souza et al, 1997; Hao et al, 2004; Simon et al, 2009). DMP1 je vazan u regulisanju
transkripcije mnogih gena povezanih sa odontoblastima, poput DSPP i DMP2 (Naraianan et al,
2001). Ekspresija DSPP je takode povezana sa BMP2, faktorom rasta izrazenim u ranim fazama
morfogeneze zuba. Cbfal (alternativni naziv Runx2) i Osterix predstavljaju takode dva vazna
transkripciona faktora potrebna za diferencijaciju ( Owen Davis, 2013).

Odsustvo Runx2 i Osterix povezano je sa zubnim abnormalnostima, kao $to je osteogeneza
imperfekta, ali i sa teskim defektima skeleta, kao rezultat zaustavljenog diferenciranja
osteoblasta (Mundlos et al, 1997; Lapunzina et al, 2010). Studije koje analiziraju efekte
ekspresije Runx2 i Osterix na odontogene gene pokazale su korelacije izmedu ekspresije ovih
gena i kljuénih markera odontoblasta kao Sto su DSPP i DMPI1, povezuju¢i ova dva
transkripciona faktora sa transkripcijom gena povezanih sa odontoblastima (Kobaiashi et al,
2005; Chen et al, 2009), (Owen Davis, 2013).
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2.3 Uloga odontoblasta u sazrevanju dentina

Sazrevanje dentina karakteriSe mineralizacija pre-dentina i talozenje kalcijuma i fosfata u
organski matriks. Nakon §to stignu u matricu pre-dentina, joni kalcijuma i fosfata se jezgraju i
Sire, formirajué¢i kalcifikovani dentinski matriks (Linde i Lundgren, 1995). Smatra se da se
mineralizacija cirkumpulpalnog dentina dogada kretanjem jona kalcijuma i fosfata iz vaskularne
mreze subodontoblastnog podruéja, preko sloja ¢elija odontoblasta i prema frontu mineralizacije.
Regulacija transporta kalcijuma u odontoblastima je takode povezana sa prisustvom proteina koji
vezu kalcijum u citoskeletu i celijskoj membrani, poput proteina dentinskog matriksa 4 i
kalbindina (Magloire et al, 1988; Linde, 1985; Hao et al, 2007), (Owen Davis, 2013).

2.4 Tercijarna dentinogeneza

Kao odgovor na ostecenja, nastala usled uznapredovale karijesne lezije ili fizicke traume,
pulpa talozi sloj tercijarnog dentina na granici pulpe i dentina. Tercijarni dentin je brzo
natalozeni matriks koji moze varirati od uredenog cevastog rasporeda, koji je strukturno slican
primarnom dentinu, do poremecenijeg, atubularnog matriksa koji sadrzi celijske inkluzije
(osteodentin) (Linde i Goldberg, 1993). Tercijarna dentinogeneza se moze podeliti u dve klase u
zavisnosti od tezine stimulusa i éelija koje reaguju na taj stimulus. Celije koje povecéavaju svoju
biolosku aktivnost kao odgovor na stimulus su ili lokalni primarni odontoblasti koji se nalaze u
blizini oStecenja ili populacija multipotentnih progenitorskih ¢elija koja se verovatno nalazi u
zubnoj pulpi, gde se razmnozava, migrira na mesto oste¢enja i diferencira u celije slicne
odontoblastima (Linde i Goldberg, 1993; Smith et al, 2001; Sangvan et al, 2013), (Owen Davis,
2013).

2.4.1 Reaktivna dentinogeneza

Reaktivna dentinogeneza je definisana sposobnos¢u odontoblasta da reguliSu svoju
biolosku i sekretornu aktivnost kao odgovor na karijes ili traumu (Smith et al, 1995). Smatra se
da su bioloski mehanizmi u osnovi reaktivne dentinogeneze rezultat delovanja endogenih faktora
rasta i bioaktivnih molekula oslobodenih iz dentinske matrice, nakon osteé¢enja zuba (Slika 4).
Oslobodeni bioaktivni molekuli poseduju sli¢an induktivni potencijal onima koje stvara gledni
epitel i bazalna membrana tokom morfogeneze zuba (Smith et al, 1995). Tercijarni dentin
deponovan kao rezultat reaktivne dentinogeneze obi¢no ima cevasti kontinuitet sa sekundarnim
dentinom, mada tacna struktura tercijarnog dentina zavisi od stepena iritacije, pri ¢emu teze
oste¢enje rezultira manje organizovanom matricom, koja sadrzi vec¢i broj celijskih inkluzija
(Tziafas , 2010), ( Owen Davis, 2013).
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2.4.2 Reparativna dentinogeneza

Dentin izlozen karijesu, operativhim zahvatima ili tretmanu sa terapijskim zubnim
materijalima, kao $to je EDTA, ima za posledicu smrt odontoblasta i iniciranje populacije ¢elija
progenitora koja se nalazi unutar pulpe, da se diferenciraju i formiraju celije slicne
odontoblastima (Slika 4) (Magloire et al, 2001). Ove celije deponuju reparativni dentinski
matriks na mestu povrede, u procesu koji se naziva reparativna dentinogeneza (Lesot et al, 1993;
Harichane et al, 2011). Sli¢no reaktivnoj dentinogenezi, Stetni stimulus dovodi do oslobadanja
endogenih faktora rasta i bioaktivnin molekula iz dentinske matrice. Ovi faktori pokrecu
regrutovanje c¢elija, proliferaciju i diferencijaciju unutar kompleksa dentin-pulpa i talozenje
tercijarnog dentina, koji stvara zastitnu barijeru izmedu pulpe i spoljasnjeg okruzenja (Simon et
al, 2010), ( Owen Davis, 2013).

Reparativnu dentinogenezu karakteriSe formiranje novih ¢elija slicnih odontoblastima iz lokalnih
mati¢nih/progenitorskih ¢elija, koje se nalaze unutar pulpe. Medutim, identitet populacije
mati¢nih/progenitorskih ¢elija povezanih sa reparativnom dentinogenezom ostaje nerazjasnjen. U
zubnoj pulpi je identifikovano vise progenitorskih ¢elijskih nisa (Sloan i Smith, 2007; Sloan i
Vaddington, 2009). Hohlov sloj bogat ¢éelijama, koji lezi u blizini sloja odontoblasta, jedan je od
primera niSe koja sadrzi populacije od nediferenciranih mezenhimalnih ¢elija (Cotton, 1967).
Ove celije su embrioloski slicne pre-odontoblastima, ali im nedostaju konacni signali koji
dovode do terminalne odontoblastne diferencijacije (Tziafas, 1995).Periciti takode predstavljaju
populaciju multipotentnih ¢elija koje su lokalizovane u vaskulaturi zubne pulpe (Carlile et al,
2000; Janebodin et al, 2013). Postoje dokazi koji potvrduju ulogu pericita tokom reparativne
dentinogeneze a koji su izvedeni iz eksperimenata pracenja pericitne loze, i koji pokazuju da su
¢elije izvedene iz vaskularne nise sposobne da deluju kao populacije ¢elija slicne MSC-u, za
stvaranje odontoblastima sli¢nih ¢elija, nakon stomatoloSke traume (Feng et al, 2011) . Zrela
pulpa takode sadrzi multipotentnu populaciju mati¢nih Celija koja se naziva i mati¢ne celije
zubne pulpe (DPSC), koje nastaju iz oralnog ekto-mezenhima, tokom morfogeneze zuba
(Gronthos et al, 2000; Vang et al, 2013). DPSC predstavljaju potencijalni izvor prekursora
odontoblasta, sa mnogim studijama koje dokumentuju odontogeni potencijal ovih celija i ,,in
Vivo“ i ,,in vitro® (Huang et al, 2006; Huang et al, 2010; Gronthos et al, 2011), ( Owen Davis,
2013).

Potvrda uloge DPSC tokom reparativne dentinogeneze obezbedena je pracenjem DPSC signalnih
puteva, nakon povrede zuba. Studije su potvrdile da se Notch receptori, koji su povezani sa
diferencijacijom MSC, aktiviraju na DPSC, nakon povrede zuba (Lovschall et al, 2005; Zhang et
al, 2008). Dalji dokaz o uces¢u DPSC u reparativnoj dentinogenezi dobijen je uporednom
analizom profila ekspresije gena celija pulpe izvedenih iz zdravih zuba, sa onima iz blago
karijesnih zuba (Paakkonen et al, 2005). Ovo poredenje je identifikovalo dva Notch receptora
(Jagged2 i JaG2 i mitogenom-aktiviranu protein kinazu), koji su umeSani u diferencijaciju
progenitornih ¢elija ka zamenskim odontoblastima, nakon ostecenja zuba. Ove receptore su
stvorile celije dobijene iz karioznog tkiva pulpe, ali ih nema u zdravom tkivu, $to dokazuje da su
DPSC na odredenom nivou uklju¢ene u dentinogeni odgovor na povredu zuba (Paakkonen et al,
2005; Mitsiadis et al, 1999), ( Owen Davis, 2013).

19



- S
Slabiji Intenzivni

stimulansi stimulansi

Oslobadjanje faktora rasta i signalnih molekula

Reparativna
dentinogeneza

Reakcionarna
dentinogeneza

‘ Progenitorske celije 0 odontoblasti ® odontoblastima sli¢ne Celije

Slika 4. Dijagramski prikaz popre¢nog preseka zuba koji ilustruje klju¢ne dogadaje potrebne za
talozenje tercijarnog dentina. Slika prikazuje viSu regulaciju odontoblasta tokom reaktivne
dentinogeneze, kao i proliferaciju i regrutovanje pulpno lociranih mati¢nih/progenitorskih ¢éelija
potrebnih za proizvodnju reparativnog dentina, kao odgovor na faktore rasta i signalne molekule
koji se oslobadaju nakon o$tecenja zuba. Izmenjeno od Smith et al. (1995).

20



3. ACETILSALICILNA KISELINA

3.1 Uloga i znacaj acetilsalicilne kiseline

Acetilsalicilna kiselina (ASA) je lek iz grupe nesteroidnih antiinflamatornih lekova
(NSAIL), koji ima analgeticki, antipireticki, antiinflamatorni i antiagregacioni efekat. Ovi efekti
ASA nastaju kao posledica inhibicije enzima ciklooksigenaze (COX) i posledi¢nog sniZenja
nivoa prostaglandina i tromboksana. Poznato je da ASA nepovratno (ireverzibilno) inhibise
enzime ciklooksigenaze (COX 1/COX 2) i prostaglandin, koji su mo¢ni multifunkcionalni
regulatori osteogeneze (Knippenberg et al., 2006). Inhibicija prostaglandina E2 moZze smanjiti
regulaciju ekspresije faktora transkripcije c-Myc, kao §to je ranije primeceno (Xia et al., 2014).
C-Myc je klju¢na rana meta COX inhibitora (Sobolevski et al., 2011), i njegova ekspresija je
vazna za mati¢ne sposobnosti ¢elija, delujuc¢i kao prekida¢ izmedu programa proliferacije i
diferencijacije. Naime, smanjenje c-Myc je povezano sa procesom diferencijacije, dok je
povecanje c-Myc ekspresije u osteogenim linijama povezano sa smanjenjem ekspresije markera
diferencijacije (Melnik et al., 2019).

3.2 Indikacije za primenu acetilsalicilne Kiseline

ASA je lek koji se danas uglavnom koristi u prevenciji i leCenju infarkta miokarda kao i
profilaksi kardiovaskularnih oboljenja, kod pacijenata sa dijabetes melitusom i visokim
kardiovaskularnim rizikom. Vazno je napomenuti da je doza ASA koja se primenjuje u cilju
lecenja 1 prevencije kardiovaskularne bolesti znacajno niza od doza koje se primenjuju za
ublazavanje bola ili sniZavanje poviSene temperature, Sto smanjuje rizik od nastanka nezeljenih
efekata, kao §to je krvarenje u digestivnom traktu. Medutim, jasno je da se terapijsko polje
dejstva ASA moze prosiriti zahvaljujuci uticaju ASA na aktivnost i drugih enzima, ukljuéenih u
regulaciju ¢elijskog metabolizma i proliferaciju, kao §to je adenozin monofosfatom aktivirana
protein kinaza (AMPK), (Jung, Y. R, et al., 2015), (Hardie DG, et al., 2016).

3.2.1 Protein-kinaza aktivirana adenozin-monofosfatom (AMPK)

AMPK ima centralnu ulogu u regulaciji intracelijske energetske homeostaze i kontrolise
metabolizam i energetski balans na nivou celog organizma. Aktivira se u uslovima niskog
energetskog statusa u celiji, kada je povec¢an odnos AMP/ATP (adenozin monofosfata/adenozin
trifosfata) (Witczak, Sharoff et al., 2008). Svoj efekat ova kinaza ostvaruje direktnom
fosforilacijom odredenih metabolickih enzima, ali, i indirektno, kontrolisu¢i ekspresiju gena
(Hardie 2011; Mihaylova and Shaw, 2011).
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Dokazano je da AMPK ima bitnu ulogu u regulaciji ¢elijskog metabolizma i da je funkcija ovog
enzima od velikog znacaja u patogenezi stanja koja prate poremecaji energetskog balansa, kao
Sto su inflamatorni procesi ( Vuci¢evi¢ M. Ljubica, 2013).

Kao posledica aktivacije AMPK dolazi do stimulacije oksidacije masnih kiselina u jetri,
inhibicije sinteze holesterola, inhibicije lipogeneze i sinteze triglicerida, inhibicije lipogeneze
adipocita, inhibicije lipolize adipocita i modulacije sekrecije inzulina pomoc¢u beta-celija
pankreasa ( Winder WW, Hardie DG, 1999).

3.3 Acetilsalicilna kiselina i osteogeneza

Pored primene u profilaksi i lecenju infarkta miokarda kao i profilaksi kardiovaskularnih
oboljenja, kod osoba sa povisenim rizikom, znacajan je podatak da epidemioloSka ispitivanja
pokazuju da redovna primena ASA moZe povoljno da uti¢e na gustinu kosti muskaraca, kao 1
zena u post-menopauzi ( Carbone LD, et al., 2003). Osim toga, nedavna istrazivanja na
animalnom modelu pokazuju da ASA povoljno utie i na povecanje zarastanja kosStanih defekata
kalvarije ( Cao Y, Xiong J, Mei S, et al., 2015).

U najskorije vreme je pokazano da ASA uti¢e na povecanje osteogene diferencijacije SHED (Liu
Y, et al., 2015) i pospesuje osteogenu diferencijaciju DPSC (Yuan M, et al., 2018). Medutim,
podataka o uticaju ASA na odontoblasnu diferencijaciju DPSC i o mehanizmima koji su u to
ukljuceni, za sada prakticno nema. Kako je studija Liu 1 sar (2015), ispitujuéi potencijal razlicitih
koncentracija ASA (10-200ug/ml) u osteogenoj stimulaciji mati¢nih ¢elija poreklom iz mle¢nih
zuba (SHED), pokazala da samo niske koncentracije ASA (10 1 50 pg/ml) uti€u znacajno na
osteogenu diferencijaciju SHED, i dizajn nase studije podrazumevao je ispitivanje uticaja niskih
koncentracija ASA na odontogenu stimulaciju mati¢nih ¢elija poreklom iz zubne pulpe stalnih
zuba. Primenjene doze inace odgovaraju farmakoloskim dozama koje se koriste u profilaksi
kardiovaskularnih oboljenja.

22



4._RADNA HIPOTEZA
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Predmet ovog istrazivanja je ispitivanje uticaja niskih koncentracija (10 i 50 ug/ml) ASA
na diferencijaciju mati¢nih ¢elija, izolovanih iz perivaskularne niSe humane pulpe, U
odontoblaste, kao i mehanizama ukljucenih u ovaj efekat ASA. Polazna hipoteza je da niske
koncentracije ASA stimulisu diferencijaciju DPSC u funkcionalno sposobne odontoblaste i
ekspresiju gena odgovornih za stvaranje dentina, mehanizmima koji ukljuuju aktivaciju
signalnih puteva AMPK.
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5.CILJEVI
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1. Izolacija i kultivacija ¢elija iz perivaskularne niSe zubne pulpe tre¢ih molara adultnih osoba.

2. Utvrdivanje prisustva mati¢nih c¢elija preko markera mati¢nosti, koriS¢enjem protocne
citometrije.

3. Odredivanje klonogenog, proliferativnog i migratornog potencijala izolovanih ¢elija.

4. Ispitivanje uticaja niskih koncentracija ASA (10 i 50 pg/ml) u uslovima ,,in vitro“ na
diferencijaciju ovako izolovanih mati¢nih ¢elija u pravcu odontoblasta.

5. Ispitivanje ekspresije gena markera odontoblasne diferencijacije, odgovornih za stvaranje
dentina: dentinskog sialofosfoproteina (DSPP), proteina dentinskog matriksa 1 (DMP-1), alkalne
fosfataze (ALP) i osteokalcina (OCN).

6. Ispitivanje uloge AMPK signalnog puta u ASA-stimulisanoj diferencijaciji DPSC u
odontoblaste.
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6. MATERIJAL | METODE

27



6.1 Pacijenti

Sve procedure u ovom istrazivanju odobrene su od strane etiCke i nau¢ne komisije
Stomatoloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Svi pacijenti su obavesteni 0 studiji i potpisali
su pismeni informisani pristanak. Studija, koju je pregledala i odobrila Eticka komisija
Stomatoloskog fakulteta (br. 36/8), Univerziteta u Beogradu, sprovedena je u skladu sa
Helsinskom deklaracijom. Istrazivanje je sprovedeno na Stomatoloskom fakultetu, Univerziteta u
Beogradu, u Laboratoriji za bazi¢na istrazivanja, u saradnji sa Klinikom za oralnu hirurgiju
Stomatoloskog fakulteta u Beogradu. Za ovu ,,in vitro* studiju neophodno je bilo izolovati
matiCne Celije od ekstrahovanih tre¢ih molara pet pacijenata, sistemski zdravih, mlade zivotne
dobi (18-25 godina). U ispitivanju su se koristile samo ¢elije zubne pulpe zuba ekstrahovanih iz
razloga ortodontske ili preprotetske terapije.

6.2 Celijske kulture i dokazivanje mati¢nosti DPSC

Zubi su bili preseceni na gledno - dentinskoj granici, a zatim je tkivo pulpe paZzljivo
uklonjeno iz komore. Tkivo je zatim usitnjeno skalpelom na komade od 1 mm, isprano 3 puta
puferiranim fosfatnim fizioloskim rastvorom (PBS) i zasejano u posude za ¢elijske kulture T75
u kompletnom medijumu (CM) (Dulbecco's Modified Eagle Medium dopunjen sa 10% FBS i
100 U/ml rastvor penicilin-streptomicina, Gibco, ThermoFisher, SAD), primenom tzv. “explant”
metode (Simonovi¢ et al., 2019). Celije su kultivisane u standardnim uslovima u vlaZnoj
atmosferi sa 5 % CO2 na 37 C° (Simonovi¢, J, et al., 2019). Medijum u kulturama se menjao tri
puta sedmic¢no do postizanja subkonfluentnosti od 80% a zatim se radilo pasaziranje odredenog
broja ¢elija (500 000 éelija). Celije zubne pulpe su zasejavane u osteogenom medijumu (OM) uz
dodatak ASA u koncentracijama od 10, 50 i 100 pg/ml u trajanju od 72h.

U eksperimentima inhibicije AMPK, jedan sat pre primene ASA ¢elije su bile inkubirane sa 1uM
dorsomorfin dihidrohlorida (inhibitor AMPK).

6.2.1 Test formiranja kolonija (eng. Colony Forming Unit - CFU TEST)

Celije pete pasaze su zasejane u petri posudice od 35 mm? u gustini od 200 éelija po
posudici u kompletnom medijumu koji je menjan na svakih 2-3 dana. Nakon 7 i 10 dana
kompletni medijum je aspiriran i odbacen. Posude su isprane sa DPBS-om pre tridesetominutnog
fiksiranja sa 4% paraformaldehidom (Sigma Aldrich, Minhen, Nemacka), na sobnoj temperaturi.
Fiksirani ¢elijski monosloj zatim je bojen 0,05% rastvorom Kristal Violet-a (Centrohem,
Beograd, Srbija). Nakon ispiranja DPBS-om dva puta, posude su posmatrane i fotografisane na
invertnom mikroskopu. U odredivanju klonogenog potencijala izolovanih ¢elija, koris¢en je test
formiranja kolonija (Colony Forming Unit), koji se zasniva na zasejavanju istog broja ¢elija (po
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200) i pracenja proliferacije i formiranja kolonija nakon 7 i 10 dana od zasejavanja, da bi se
potom bojenjem sa 0,05% crystal violet, jasno uocile kolonije na invertnom mikroskopu.

6.2.2 Test ¢elijske proliferacije

U cilju odredivanja proliferativnog potencijala, uraden je test ¢elijske proliferacije (Cell
Proliferation Assay) koji podrazumeva zasejavanje istog broja ¢elija (po 10 000) i brojanje ¢elija
nakon 3., 5., i 7. dana nakon zasejavanja.

6.2.3 Test zarastanja rana

Migratorni potencijal ¢elija je odredivan testom zarastanja rana (Scratch Wound Healing
Assay). Nakon zasejavanja ¢elija (po 10 000) i uspostavljanja 80% konfluentnosti, sterilnom
gumom $irine 1mm ¢elije se razdvajaju, a zatim prate tokom 48h.

6.2.4 Proto¢na citometrija

U cilju utvrdivanja mati¢nosti kod celija perivaskularne niSe zubne pulpe vrSeno je
testiranje kako pozitivne, tako i negativne ekspresije povrSinskih markera metodom protocne.
citometrije, a za ova testiranja koris¢ene su celije pete pasaze. Ispitani markeri, karakteristi¢ni za
mezenhimske mati¢ne celije bili su CD73, CD90 i CDI105. Za dokazivanje odsustva
hematopoeti¢nih ¢elija koriS¢eni su markeri CD34 1 CD45. Primenjena su odgovarajuca antitela
obeleZena razli¢itim fluorescentim bojama: fluoresceinizotiocijanatom (FITC) obeleZena su
misja monoklonalna antitela protiv CD90, CD105 i CD34, a fikoeritrinom (PE) obelezena su
mi§ja monoklonalna antitela protiv CD73 i CD45 (sva antitela su nabavljena od Ekbio, Ceska
Republika). Ukratko, ¢elije su sakupljene sa TrypLE™ Ekspresnim rastvorom, isprane sa PBS-
om, sa dodatkom 10 % FBS-a, i prebrojane. 5 x 10° ¢elija je resuspendovano u 1 ml 10%
rastvora FBS-a u PBS-u i inkubirano sa antitelima 45 min u frizideru. Posle inkubacije, ¢elije su
fiksirane sa sterilnim 4% paraformaldehidom 20 min i na kraju dvaput isprane sa PBS-om.
Celije su analizirane na stonom protoénom citometru-analizatoru (BD Melody, USA) a rezultati
su bili obradeni BD FACS Chorus TM (USA), ( Simonovic, J, et al., 2018). Ispitivana je
ekspresija gena odgovornih za stvaranje dentina: ALP, OCN, DSPP i DMP-1. Za dokazivanje
ekspresije DSPP gena koristice se reverse-transcription polymerase chain-reaction (RT-PCR).
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6.2.5 Indukcija diferencijacije u hondro-, adipo- i neuro-lozu

Da bi se procenile karakteristike DPSC-a, njihov potencijal diferencijacije u vise loza
(hondro-, adipo- i neuro-), bio je pracen. Celije su uzgajane u odgovaraju¢em medijumu za
diferencijaciju, koji se menjao svaka 2 dana. Posle trazene diferencijacije nakon isteklog
vremenskog perioda, ¢elije su obojene i/ili fotografisane.

6.2.5.1 Hondrogena Indukcija

Za hondrogenu indukciju, ¢elije su zasejane u obliku mikromase u ukupnom broju od 1,5
x 10° i uzgajane tokom 21 dana u komercijalno dostupnom medijumu za hondrogenezu
(StemPro™ komplet za diferencijaciju hondrogeneze, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
SAD). Nakon 21 dana, kompletni medijum za hondrogenu diferencijaciju je usisan i odbacen,
bunari¢i su isprani DPBS-om, a zatim je ¢elijski sloj fiksiran sa 1 ml 4% formaldehida u trajanju
od 30 minuta na sobnoj temperaturi. Fiksirane ¢elije ispirane su dva puta sa po 1-1,5 ml DPBS-a.
Dodat je 1 ml 0,1% vodenog rastvora Safranina O (Centrohem, Beograd, Srbija), a ¢elije su
inkubirane na sobnoj temperaturi 15 minuta. Boja je aspirirana i odbacena, a bunari¢i ispirani tri
puta sa destilovanom vodom.

6.2.5.2 Adipogena indukcija

Adipogena indukcija je trajala 21 dana u medijumu za adipogenezu (StemPro™
Adipogenesis Differentiation Kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), pri gustini
zasejavanja od 1 x 10* éelija/cm2, po bunari¢u. Koris¢eno je bojenje Oil Red O (Centrohem,
Beograd, Srbija) da bi se vizuelizovala intracelularna akumulacija lipida u obliku lipidnih
vakuola. Nakon 21 dana, kompletni medijum za adipogenu diferencijaciju je usisan i odbacen iz
bunari¢a, a celije fiksirane sa 1 ml 4% formaldehida u trajanju od 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Potom je i formaldehid odstranjen a fiksirane ¢elije isprane su sa po 1-1,5 ml PBS-a
dva puta. U bunarice je dodato po 1 ml Oil Red O boje, a zatim su plo¢e inkubirane na sobnoj
temperaturi 15 minuta. Nakon bojenja, ¢elije su ispirane tri puta sa po 1 ml destilovane vode.

6.2.5.3 Neurogena indukcija

Da bi se izazvala neurogena diferencijacija, ¢elije su zasejane (1,5 x 10°) u T-25
flaskovima za tkivne kulture u standardnoj podlozi. Posle 24 h, dodati su neuralni predindukcioni
medijum i DMEM sa 100 mM betamerkaptoetanola, a celije su inkubirane 4 h. Zatim je
diferencijacija celija nastavljena u medijumu za neuralnu indukciju koji sadrzi rekombinantni
humani osnovni fibroblastni faktor rasta, neuralni faktor rasta i B27 suplement (sve od Thermo
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Fisher Scientific-a, Waltham, MA, SAD) u DMEM. Posle 7 dana kultivacije, posmatrana je
morfologija celija.

6.3 Odontogena diferencijacija

Da bi se indukovala osteo/odontogeneza, 5 x 10* DPSC je kultivisano u OM do 14 dana u
plocama sa 24 odeljka. Svaka 3 dana OM sa ASA (10 i 50 pg/ml) je dopunjen. 7. i 14. dana
indukcije, ¢elije su bile obojene sa rastvorom Alizarin Red S (ARS) (2%) i mikroskopske slike
su snimljene pri uvecanju od 40 x (BIB-100/T invertni mikroskop, Boeco, Nemacka). Da bi se
utvrdio stepen mineralizacije, ARS vezan za kulture ekstrahovan je inkubacijom sa 200 ul 1%
hlorovodonic¢ne kiseline u 70% etanolu 20 min. Apsorpcija je bila izmerena na 450 nm u ELISA
¢ita¢u mikroplo¢a (RT-2100c, Rayto, Kina) (Mici¢ et al., 2020).

6.4 MTT Test

Celije su zasejane na ploce sa 96 pregrada (1 x 10* ¢elije/pregradi) i kultivisane u CM.
Posle 24 h, ¢elije su tretirane sa 10, 50 i 100 pug/ml ASA (kat. br. A5376, Sigma-Aldrich, SAD).
Sledeceg dana, 100 pl MTT rastvora (3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5 difeniltetrazolijum bromid) je
dodat u svaki deo. Posle 4 h inkubacije (5 % CO: i 37 C°), supernatant je odbac¢en, a precipitati
su rastvoreni u 100 pl dimetil sulfoksida (Sigma-Aldrich), muc¢kanjem na 37 C° tokom 15 min.
Opticka gustina (OD) je merena na 540 nm koris¢enjem ELISA c¢ita¢a (RT-2100c, Rayto, Kina).
Procenat zivih ¢elija bio je izracunat koris¢enjem sledece formule: % zivih ¢elija = OD (uzorak)/
OD (kontrola) x 100.

6.5 Neutralno crveno test (Neutral red-NR- assay)

DPSC su zasejane na ploce sa 96 pregrada i inkubirane sa ASA kao sto je opisano u MTT
testu. Posle 24 h perioda inkubacije rastvori su odstranjeni i zamenjeni sa 150 pl neutralno
crvenog rastvora (3- amino-7dimetil-1-2-metilfenazin hidrohlorid) (Sigma - Aldrich) i
inkubirane 4 h sa 5 % CO- na 37 C°. Dalje, pregrade su isprane sa PBS i 150 pl NR eluenta (96
% etanol: dH20: CH3COOH 50:49:1) je dodat u svaki odeljak i inkubiran u prostoriji na sobnoj
temperaturi 15 min. OD i procenat zivih ¢elija su izraunati kao $to je opisano u odeljku MTT
testa.
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6.6 Test aktivnosti ALP

DPSC (2 x 10% su bile dodate u ploe sa 96 odeljaka i kultivisane do 80%
subkonfluencije. Zatim su DPSC ostavljene 24 h u CM sa 2% FBS. Posle 24 h, OM je dopunjen
sa 10 nM deksametazon dinatrijum fosfata, 1,8 mM monokalijum fosfata (KH2PO4), 10 mM b-
glicerofosfata i 50 mg/ml vitamina C (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD) sa ili bez ASA (10 i
50 pg/ml) je bio dodat celijama. Sveze razblazeni i medijum su dodavani svaka 3 dana.
Kolorimetrijski Test aktivnosti ALP je izveden 7 dana nakon osteo/odontogene diferencijacije
koris¢enjem pNPP kompleta za ispitivanje alkalne fosfataze (Sigma-Aldrich). Kao kontrola
koris¢ene su celije kultivisane sa CM. Rezultati ALP-a normalizovani su koncentracijom
proteina.

6.7 1zolacija RNK i analiza ekspresije osteo/odontogenih markera

5 x 10° ¢elija je dodato u ploc¢e sa 6 odeljaka i kultivisano do 80% subkonfluentnosti.
Celije su zatim ostavljene 24 h u CM sa 2% FBS. Zatim je OM dodat u odgovarajuée bunare.
Izolacija RNK je izvrSena 21 dan nakon osteogene diferencijacije. Ukupna RNK je ekstrahovana
iz ¢elija koris¢enjem TRIzola (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, SAD). Komplementarna
DNK je pripremljena koris¢enjem Revert Aid First Strand Komplet za sintezu cDNK (Thermo
Fisher Scientific) prema uputstvima proizvodaca. Koriste¢i odgovarajuce prajmere, amplifikacija
gena od interesa izvedena je primenom komercijalnog kita Maxima TM SYBR Green/ROX q
pCR Detection System (Thermo Fisher Scientific) i uz pomo¢ qPCR aparata (Light Scanner,
Idaho Technology, America), po sledecoj recepturi:

SYBR Green 10 pl
Prajmer Forward 1 ul
Prajmer Reverse 1 ul
ddH20 6 ul
cDNK uzorak 2 ul

Lista specificnih prajmera data je u Tabeli 2. Housekeeping gen GAPDH bio je koris¢en kao
referentan. Relativna ekspresija odredena je primenom 2° 24t (Livak & Schmittgen, 2001). Za
svaku reakciju, uradena je i negativna kontrola bez cDNK, a reakcija je izvedena u triplikatu
(Livak, K. J, & Schmittgen, T. D., 2001). Ekspresija osteo/odontogenih markera (DSPP, BMP2,
BMP4, BSP, OCN, RUNX2) analizirana je pod istim uslovima (Simonovi¢ et al., 2018).
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Tabela 2. Nazivi gena i prajmeri sa odgovaraju¢im sekvencama, upotrebljeni u studiji.

Product Name Sequences (5= 3’)
DSPP Forward TCACAAGGGAGAAGGGAATG
Reverse CTGGATGCCATTTGCTGTGA
BMP2 Forward CACTGTGCGCAGCTTCC
Reverse CCTCCGTGGGGATAGAACTT
BMP4 Forward CTGGATGAGTATGATAAGGTGGTA
Reverse GGGTGAGTGGATGGGAAC
BSP Forward AAAGTGAGAACGGGGAACCT
Reverse ACCATCATAGCCATCGTAGCC
OCN Forward TTGGACACAAAGGCTGCAC
Reverse CTCACACTCCTCGCCCTATT
RUNX2 Forward ACAAACAACCACAGAACCACAAGT
Reverse GTCTCGGTGGCTGGTAGTGA
c-Myc Forward GGTGCTCCATGAGGAGACAC
Reverse AGCCTGCCTCTTTTCCACAG
GAPDH Forward TCATGACCACAGTCCATGCCATCA

Reverse CCCTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT

Uslovi amplifikacije gena od interesa, koriS¢eni u reakciji real-time PCR-a (QPCR) dati su u
Tabeli 3.
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Tabela 3. Uslovi gPCR ciklusa

Vreme/ciklusi Temperatura
1 ciklus Inicijacija 2 min 95
Denaturacija 30s 95
40 ciklusa Vezivanje prajmera 30s 50-60
Elongacija 60 s 72
1 ciklus Finalna elongacija 10 min 72

Na Slici 5. dat je prikaz toka amplifikacije gena u realnom vremenu za razli¢ite uzorke.

Morm. Fluora.

Slika 5. Pracenje amplifikacije uzoraka primenom kvantitativne PCR tehnike (QPCR); prikaz pet
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uzoraka oznacenih razli¢itim bojama, od kojih je svaki analiziran u triplikatu.
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6.8 Test proliferacije éelija nakon ASA

Celije (1 x 10%) su zasejane na plo¢i sa 12 bunariéa i tretirane sa 0,5 ml od 10 pg/ml ASA
razblazenog u humanom osteogenom medijumu za diferencijaciju (OM) (StemMACS™
OsteoDiff Media, Miltenyi Biotec, Nemacka). Ukupan broj celija je prebrojan pod invertnim
svetlosnim mikroskopom (BIB-100/T invertni mikroskop, Boeco, Nemacka) nakon 1., 2., i 7.
dana. OM sa ASA je zamenjen 3. dana eksperimenta (za 7 - dnevne kulture).

6.9 Analiza c-Myc ekspresije

Da bi se pokuSalo utvrditi da li tretman ASA favorizuje DPSC diferencijaciju ili
proliferaciju, ekspresija c-Myc je bila procenjivana pomoc¢u qPCR, kao $to je prethodno opisano.
5 x 10° éelija je dodato na plode sa 6 odeljaka i kultivisano do 80% subkonfluencije. Celije su
zatim ostavljene 24 h u CM sa 2 % FBS. Zatim je OM dodat u odgovarajuc¢e odeljke - bunare a
¢elije su kultivisane sa OM i sa ASA (10 ug/ml). RNA izolacija je izvrSena 7. dana nakon
osteo/odontogene diferencijacije.

6.10 AMPK inhibicija

Pre primene 10 pg/ml ASA, ¢elije (5 x 10%bunari¢u) bile su inkubirane sa 1 mM
dorsomorfin dihidrohloridom (kat br 171260, AMPK inhibitor, Compound C, CAS 866405-64—
3, Sigma Aldrich) na plo¢i sa 6 bunaric¢a, ukupno jedan sat. Nakon inhibicije AMPK, izolacije
RNK i analize ekspresije gena DSPP, OCN, RUNX2, su bile izvedene nakon 7. dana
osteo/odontogene indukcije, kao $to je opisano u prethodnom odeljku.

6.11 Statisti¢ka analiza

Statisticka analiza je obavljena koris¢enjem SPSS 20.0 statistikog paketa (SPSS, Cikago,
IL, SAD). Nakon pregleda i potvrde normalnosti distribucije (Kolmogorov-Smirnov test),
sproveden je jednosmerni ANOVA ili nezavisni uzorak T test. Tukey Post hoc test viSestrukog
poredenja je uraden, da bi se utvrdile razlike izmedu grupa. Statisticki je razmatrana vrednost P <
0,05 znacajan. Svi eksperimenti su izvedeni u tri primerka, ponovljeni dva puta.
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7. REZULTATI
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7.1 1zolacija i karakterizacija DPSC iz treéih molara

Celije su kultivisane u standardnim uslovima u vlaZnoj atmosferi sa 5 % CO2 na 37 C°.
Tehnika kulture eksplant ¢elija (Simonovi¢ et al., 2019) je sprovedena. Nakon 3-4 dana, u
flaskovima su uocene prve celije oko komadica isitnjene i zasejane pulpe kako formiraju
primarne kolonije i adheriraju za plasti¢nu podlogu, pa je u postojeé¢i medijum dodato jo$
nekoliko ml svezeg medijuma. Nakon 7-10 dana od izolacije uocen je znatno veci broj Celija,
pa je medijum za kultivaciju prvi put zamenjen u potpunosti svezim medijumom. Nakon 14-
21 dan postignuta je konfluentnost, odnosno prekrivenost od 70-80% povrsine flaska, ¢ime
su steceni uslovi za pasazu (Slika 6a).

Medijum u kulturama menjao se tri puta sedmic¢no do postizanja subkonfluentnosti od 80% a
zatim se pristupilo pasaziranju odredenog broja ¢elija (500 000 ¢elija)(Slika 6b).

200m

Slika 6a. lzgled ¢elija tokom kultivacije.
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Slika 6b Izgled ¢elija odmah nakon pasaZziranja.

7.1.1 Test formiranja kolonija (eng. Colony Forming Unit - CFU TEST)

Na Slici 7, prikazani su rezultati CFU testa. Ve¢ nakon 7. dana uocljivi su klonogeni
potencijal i proliferacija, a nakon 10. dana doslo je do izrazenijeg povecanja broja celija i
kolonija.

Slika 7. Prikaz rezultata CFU testa nakon 7 (levo) i 10 (desno) dana od zasejavanja.
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7.1.2 Proliferativni kapacitet DPSC

Odredivanje proliferativnog kapaciteta DPSC u kratkotrajnim kulturama, tj. odredivanje
njihovog broja u kulturama do 7. dana inkubacije, ukazalo je na visoki proliferativni kapacitet
DPSC, s obzirom da je ve¢ nakon 5 - 10 sati inkubacije broj ¢elija u kulturama bio dvostruko
povecan, dok je nakon 6 - 7 dana bio povecan za oko 5 puta (Slika 8).
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Slika 8. Proliferativni kapacitet DPSC u kulturama, pracen u vremenskom rasponu do 7. dana.

39



7.1.3 Test zarastanja rana

Migratorni potencijal ¢elija je odredivan testom zarastanja rana (Scratch Wound Healing
Assay) i on je pokazao da je doslo do zatvaranja prostora izmedu razdvojenih ¢elija (Slika 9).

Slika 9. Proces migracije ¢elija u nultom vremenu (a), nakon 12 sati (b), nakon 24 sata (c) i
nakon 48 sati (d).

7.1.4 Protoc¢na citometrija je pokazala prisustvo markera mezenhimalnih
mati¢nih éelija u DPSC kulturama

Markeri mezenhimalnih mati¢nih ¢elija CD73, CD90 i CD105 pokazali su ekspresiju u
preko 90% c¢elija: CD73 u 92,27% i CD90 u 90,03% i CD105 u 93,76% (Slike 10a, 10b, 10c),
dok su CD45 i CD34 markeri hematopoetskih maticnih ¢éelija pronadeni u manje od 3.00 %
¢elija (CD34 u 2,6 % i CD45 u 0,57 %).
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Slika 10a. Proto¢na citometrija DPSC obelezenih antitelom na CD73.
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Slika 10b. Proto¢na citometrija DPSC obelezenih antitelom na CD90.
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Slika 10c. Proto¢na citometrija DPSC obeleZenih antitelom na CD105.

7.1.5 Dokazivanje multipotentnosti DPSC

DPSC uzgajane u odgovaraju¢em medijumu za diferencijaciju su indukovane prema
hondro, adipo i neuro-lozama (Slika 11), sto je bilo potvrdeno specificnim bojenjem ¢elijskih
produkata. Hondro-diferencijacija je potvrdena bojenjem ¢elijskih kultura Safranin O bojom koja
je karakteristi¢na za hrskavicu; adipo-diferencijacija je potvrdena bojenjem masnih kapljica u
¢elijama Oil red O bojom, dok je neuro-diferencijacija potvrdena na osnovu morfologije ¢elije
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koje su pokazivale tanke, izduzene citoplazmatske nastavke.

A

Slika 11. DPSC uzgajane u odgovaraju¢em medijumu za diferencijaciju su indukovane prema
hondro (A), adipo (B) i neuro (C) lozama, sto potvrduje specificno bojenje celijskih produkata:
hondro-diferencijacija (safranin O) i adipo-diferencijacija (oil red O) ili ¢elijska morfologija
(neuro-diferencijacija).

7.2. Uticaj ASA na odontogenu diferencijaciju DPSC

7.2.1 MTT i NR testovi i ispitivanje citotoksi¢nosti ASA

Generalno, ASA nije imala izrazeniji citotoksi¢ni efekat na DPSC. Najvisa koncentracija
ASA (100 pg/ml) samo je neznatno smanjila vijabilnost DPSC-a kao §to prikazuje MTT (89,1 %
zivih ¢elija) i NR (96,8 %) test (Slika 12).
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Slika 12. Testovi citotoksi¢nosti MTT i neutralne crvene boje. *P < 0,05 Kontrola — DPSC
kultivisan u kompletnom medijumu bez tretmana ASA; ASA 10 - DPSC kultivisan u
kompletnom medijumu sa 10 ug/ml acetilsalicilne kiseline; ASA 50 — DPSC Kkultivisan u
kompletnom medijumu sa 50 ug/ml acetilsalicilne kiseline; ASA 100 - DPSC kultivisan u
kompletnom medijumu sa 100 pg/ml acetilsalicilne kiseline.

Zanimljivo je da je najniza koncentracija ASA (10 pg/ml) indukovala éelije da proliferisu -
vijabilnost ¢elija je bila veca u poredenju sa kontrolom (102,1 % MTT test, 111,1 % NR test), ali
bez statisti¢ki znacajne razlike (Slika 12). Ipak, zbog smanjene vijabilnosti celija tretiranih sa
najvecom dozom ASA i povecane vijabilnosti ¢elija tretiranih sa najnizom dozom ASA,
statisticki znacajna razlika se pojavila izmedu ove dve ispitivane grupe. Zbog smanjene
vijabilnosti DPSC u kulturama tretiranim sa 100 pg/ml ASA, ova koncentracija je iskljuéena iz
daljih eksperimenata.

7.2.2 ASA indukuje osteo/odonto-diferencijaciju

Da bi se procenio efekat ASA na osteo/odontogeni potencijal ¢elija, DPSC kulture su
tretirane sa dve koncentracije ASA (10 i 50 pg/ml) tokom 7 i 14 dana. Niske doze ASA su
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poboljsale osteogenu/odontogenu diferencijaciju DPSC ,,in vitro“, na $ta ukazuju veca koli¢ina
mineralizovanih nodularnih formacija u tretiranim, u odnosu na netretirane celije, nakon
njihovog bojenja Alizarin Red-om (Slika 13). Nije bilo znacajne razlike u pokazanom efektu na
diferencijaciju izmedu dve doze ASA, ali je ona svakako bila izrazenija u odnosu na ¢elije koje
su kultivisane samo u osteogenom medijumu (OM). Drugim re¢ima, kombinacija OM sa ASA
poboljsala je formiranje mineralizovanih nodula.
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Slika 13. (A) Bojenje Alizarin crvenom, uvecanje 40 x; (B) Kvantitifikacija bojenja, OM-DPSC
kultivisane u osteogenom medijumu; OM + ASA 10 - DPSC kultivisane u osteogenom
medijumu sa 10 pg/ml acetilsalicilne kiseline; OM + ASA 50 - DPSC kultivisane u osteogenom
medijumu sa 50 pg/ml acetilsalicilne kiseline.

7.2.3 ASA stimuli$e aktivnost ALP

Nize koncentracije ASA (10 pg/ml), imale su bolji efekat na aktivnost ALP u poredenju
sa vis§im koncentracija ASA. Naime, aktivnost ALP je bila statisticki znacajno povisena (P <
0,05) u ¢elijskim kulturama tretiranim nizom koncentracijom ASA (10 pg/ml) nego u kontrolnim
kulturama, tj. onima koje su gajene samo u osteogenom medijumom (Slika 14). DPSC
kultivisane sa visom dozom (50 pg/ml ASA) su imale manju ALP aktivnost u poredenju sa
kontrolnom grupom, medutim, bez dostizanja statisti¢ki znacajne razlike (P = 0,56).
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Slika 14. ALP aktivnost DPSC posle 7 dana osteo/odontogene diferencijacije. *P < 0.05, OM-
DPSC kultivisan u osteogenoj podlozi; OM + ASA 10 - DPSC kultivisan u osteogenoj sredini sa
10 pg/ml acetilsalicilne kiseline; OM + ASA 50 - DPSC kultivisan u osteogenom medijumu sa
50 pg/ml acetilsalicilne kiseline.

7.2.4 ASA povecava ekspresiju osteo/odontogenih markera

Niske doze ASA (10 odnosno 50 pg/ml) znacajno su poboljsale ekspresiju nivoa markera
osteo/odontogene diferencijacije (Slika 15). Ekspresija DSPP gena bila je 33,1 puta veca u
¢elijskoj kulturi tretiranoj sa 10 pg/ml ASA i 9,4 puta visa u kulturama tretiranim sa 50 pg/ml
ASA u poredenju sa kontrolom (OM). Sli¢an obrazac povecanja ekspresije primeéen je za sve
proucavane gene. U poredenju sa kontrolom, tretman sa 10 pg/ml ASA znacajno (P < 0,05) je
povecao nivo ekspresije BMP2 (16,7 puta), BMP4 (8,5 puta), BSP (29,4 puta), OCN (4,6 puta) i
RUNX2 (2,1 puta). Pored toga, celije tretirane sa 10 pg/ml ASA su pokazale statisticki znac¢ajno
visi nivo ekspresije BMP2 u poredenju sa 50 pg/ml ASA tretiranim DPSCs (Slika 15).
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Slika 15. Nivo ekspresije markera osteo/odontogene diferencijacije u DPSC kulturama. *P <
0.05; **P < 0.01 OM - DPSC kultivisane u osteogenom medijumu; OM+ ASA 10 - DPSC
kultivisane u osteogenom medijumu sa 10 pg/ml acetilsalicilne kiseline; OM + ASA 50 - DPSC
kultivisane u osteogenom medijumu sa 50 pg/ml acetilsalicilne kiseline.

7.3. Uticaj ASA na ¢elijsku proliferaciju i diferencijaciju

7.3.1 Uticaj ASA na proliferaciju

Da bi se procenilo da li tretman sa ASA stimulise diferencijaciju ili proliferaciju DPSC,
primenjen je test proliferacije celija. Test je pokazao postepeno povecanje broja celija, tokom
trajanja eksperimenta, kako u kontrolnim tako i u tretiranim ¢elijama (Slika 16).
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Slika 16. Uticaj ASA na proliferaciju DPSC.

U tri ponovljena eksperimenta, brojanjem ¢elija, ustanovljeno je da je povecanje njihovog
broja sveukupno izrazenije u kulturama tretiranim sa ASA (10 pg/ml), iako u prvim danima
eksperimenta to nije o¢igledno. Tac¢nije, tokom kultivacije prisutne su odredene oscilacije u broju
¢elija u obe kulture (sa i bez ASA- Slika 16), i svakako se u prvim danima ne uo¢ava nikakva
razlika u broju izmedu kontrole i tretiranih celija. Do znacajnijeg porasta broja celija dolazi
izmedu drugog i sedmog dana, i taj porast je izraZeniji u Celijama tretiranim ASA, mada se ni
nakon sedam dana ne dostize statisti¢ka znacajnost u razlici (Slika 17a).

7.3.2 Uticaj ASA na diferencijaciju ¢elija

Da bi se ustanovilo da li ASA ima prevashodno uticaj na proliferaciju ili na diferencijaciju
mati¢nih ¢elija zubne pulpe, ispitan je nivo ekspresije c-Myc gena, s obzirom da je poznato da je
proces proliferacije pracen povecanjem ekspresije c-Myc-a, a proces diferencijacije njenim
smanjenjem. Zanimljiv je nalaz da ASA, uporedo sa pospeSivanjem proliferacije, pospesuje i
diferencijaciju, iako su ova dva procesa ¢esto suprotstavljena.

Dakle, pod dejstvom ASA, uporedo sa porastom broja celija, odigrava se i proces
diferencijacije na Sta ukazuje smanjenje nivoa ekspresije c-Myc (Slika 17b). Drugim re¢ima
ASA pospesuje, razli¢itim mehanizmima, i1 proliferaciju i diferencijaciju matic¢nih ¢elija zubne

pulpe.
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Slika 17. (a) Test celijske proliferacije i (b) relativni nivoi ekspresije c-Myc. OM - DPSC
kultivisane u osteogenom medijumu; OM + ASA 10 - DPSC Kkultivisane u osteogenom
medijumu sa 10 ug/ml acetilsalicilne kiseline.

7.3.3 Mehanizam delovanja ASA i AMPK inhibicija

Poslo se od pretpostavke da se efekat ASA mozda ostvaruje preko AMP-aktivirane
protein kinaze (AMPK), odnosno, njene signalizacione kaskade, i u svrhu utvrdivanja ta¢nosti
nase pretpostavke, u celijske kulture dodat je inhibitor AMPK, dorsomorfin. Efekat inhibicije
AMPK bio je procenjen ekspresijom tri odabrana gena: DSPP, OCN i RUNX2 (Slika 18).
Zanimljivo, suprotno ocekivanjima, AMPK inhibicija je pojacala ekspresiju sva tri gena, §to
navodi na zaklju¢ak da mehanizam delovanja ASA ne podrazumeva AMPK signalni put.

Pored toga, genska ekspresija je bila veéa kada je ukljucen i tretman sa ASA
(INH+OM+ASA). Naime, DSPP je pokazao statisticki znacajnu razliku (P < 0,05) izmedu sve tri
grupe: ¢elije u osteogenom medijumu (OM) naspram celija u OM sa dodatkom 10 pg/ml ASA
(OM + ASA 10), naspram celija sa inhibitorom AMPK (INH). RUNX2 je pokazao statisticku
razliku izmedu c¢elija kultivisanih u OM u odnosu na ¢elije kultivisane sa AMPK inhibitorom,
kao i izmedu OM + ASA 10 pg/ml indukovanim ¢elijama u odnosu na INH grupu. Konacno,
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OCN je pokazao razliku (P < 0,05) samo izmedu celija uzgajanih u OM i ¢elija uzgajanih sa
AMPK inhibitorom.
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Slika 18. Efekat inhibicije AMPK na ekspresiju markera osteo/odonto-diferencijacije u DPSC
kulturama. *P < 0.05; OM - DPSC kultivisane u osteogenoj podlozi; OM + ASA 10 - DPSC
kultivisane u osteogenom medijumu sa 10 pg/ml acetilsalicilne kiseline; INH - DPSC
kultivisane u osteogenom medijumu sa 10 pg/ml acetilsalicilne kiseline i tretirane inhibitorom
AMPK; OM - osteogeni medijum; ASA - acetilsalicilna kiselina.
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Polazne osnove studije

Kako je u Uvodu ve¢ istaknuto, skorasnje studije pokazale su da acetilsalicilna kiselina
moze da se dovede u vezu sa kosStanim sistemom coveka, odnosno, sa procesom osteogeneze.
Acetilsalicilna kiselina (ASA), poznatija kao aspirin, je vise od jednog veka veoma Siroko
primenjivan nesteroidni antiinflamatorni lek, pre svega, zbog svog analgetickog, antipireti¢ckog i
antiinflamatornog delovanja, ali, isto tako i zbog antiagregacionog, odnosno, antitromboznog
efekta. Aspirin takode spada u naj¢eS¢e prepisivane i prodavane lekove globalno. Efekti ASA
posledica su inhibicije enzima ciklooksigenaze (COX) i posledicnog snizenja nivoa
prostaglandina i tromboksana. Poznato je da je ASA, za razliku od diklofena i ibuprofena,
nepovratan inhibitor enzima ciklooksigenaze (COX 1/COX 2). Naime aspirin dovodi do
acetilacije serina u aktivnom mestu enzima ciklooksigenaze i njegove ireverzibilne inaktivacije.
Prostaglandini, hormonima sli¢éni molekuli, eksprimirani su u gotovo svim tkivima, a pored
inflamatornog dejstva imaju i brojna druga, koja zavise od toga koji je prostaglandin u pitanju i
preko Kkojih receptora se ostvaruje dejstvo. Mogu da se ponaSaju vazodilataciono i
bronhodilataciono, ali i bronhokonstrikciono; ukljuceni su i u razvoj alergisjkih oboljenja, deluju
kako na misSi¢nu kontrakciju tako i na mi$i¢nu relaksaciju. Izmedu ostalog, ovi multifunkcionalni
regulatori uti¢u i na proces osteogeneze (Knippenberg et al., 2006). Tako je ustanovljeno da
ASA povoljno uti¢e na gustinu kosti muskaraca, kao i zena u post-menopauzi (Carbone LD, et
al., 2003). Istovremeno je na animalnom modelu utvrdeno da ASA, preko uticaja na osteogenu
diferencijaciju mezenhimalnih mati¢nih ¢elija, ima povoljan efekat na ubrzavanje zarastanja
kostanih defekata kalvarije (Cao Y, et al., 2015).

Dve studije su se posebno bavile efektom ASA na dentalne maticne celije. Jedna studija
je pokazala pozitivno dejstvo ASA na osteogenu diferencijaciju mati¢nih Celija mle¢nih zuba
(Liu Y, et al., 2015 ), a druga studija da ASA isto tako pospesuje i osteogenu diferencijaciju
mati¢nih ¢elija zubne pulpe (Yuan M, et al., 2018 ). Liu i saradnici su ustanovili da nize doze
ASA stimuliSu osteogenu diferencijaciju i imunomodulaciju SHED. Zanimljivo je da su ovaj
efekat aspirina na regeneraciju kosti povezali sa delovanjem ASA na porast ekspresije
telomeraza-reverzne transkriptaze (TERT)/Wnt/beta katenin signalnog puta. Yuan i saradnici su
nakon opsezne karakterizacije DPSC i nakon dokazivanja da ASA u koncentracijama ispod 100
pg/ml nema citotoksicni efekat, pokazali pozitivno dejstvo aspirina na osteogenu diferencijaciju.
Ova studija u svom dizajnu podse¢a na nasu, s tom razlikom da u pomenutoj studiji nije
razmatran nijedan marker specifican za odontogenu diferencijaciju, ve¢ isklju¢ivo markeri koji
su zajednicki 1 za osteo 1 za odonto-cCelijsku lozu.

Na ovom mestu treba ista¢i da problem ovih malobrojnih studija koje se bave uticajem
ASA na osteo-odontogenu diferencijaciju upravo i lezi u ¢injenici da se mnogi markeri odonto- i
osteo-indukcije preklapaju, i da se ne moze uvek sa sigurnoSéu napraviti distinkcija izmedu
jednih i drugih Celija u kulturama.

Iz napred navedenog, jasno je da je podataka o uticaju ASA bilo na osteogenu, bilo na
odontogenu diferencijaciju DPSC, a pogotovo 0 mehanizmima koji su u to ukljuceni, izuzetno
malo.
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Karakterizacija ¢elija dobijenih iz zubne pulpe

DPSC ¢ine heterogenu celijsku populaciju dobijenu iz pulpe stalnih zuba enzimskom
digestijom ili eksplant metodom. DPSC ¢elije se odlikuju visokom sposobnoséu da se
diferenciraju u visestruke stromalne celijske linije i visokim klonogenim potencijalom. DPSC su
u stanju da adheriraju i razmnoZavaju se u plasticnim posudama tokom standardnih uslova
kultivacije c¢elija. U uslovima ,,in vivo“, transplantacija u imunokompromitovane miseve
pokazala je sposobnost DPSC-a da generiSu zubna tkiva koja eksprimiraju gene tipi¢ne za
odontoblastnu diferencijaciju (Carlos Estrela et al., 2011).

U ovom istrazivanju, nakon izolacije ¢elija zubne pulpe i njihove kultivacije eksplant
metodom, pristupilo se temeljnoj karakterizaciji generisanih celijskih kultura nakon pete pasaze,
primenom standardnih testova. Celije su, prema o&ekivanjima, pokazivale dobru adherenciju za
plasti¢nu podlogu a takode su pokazivale i izrazeni klonogeni potencijal nakon 7 i 10 dana
kultivacije. Pored toga, zapazen je i visok kapacitet proliferacije; ve¢ nakon 5 - 10 sati inkubacije
broj ¢elija u kulturama bio je udvostruéen, dok je nakon 6 - 7 dana bio povecan za oko 5 puta.
Migratorni potencijal DPSC odreden je testom zarastanja rana (Scratch Wound Healing Assay) i
on je pokazao da je ve¢ nakon 48 h doSlo do zatvaranja prostora izmedu razdvojenih ¢elija, Sto
svedoci o njihovoj izrazenoj pokretljivosti.

Nakon testova proliferacije, migracije 1 formiranja kolonija, potvrdena je 1
multipotentnost ¢éelija pulpe, tako $to su u odgovaraju¢im medijumima uspesno indukovane u
pravcu hondrogene, adipogene i neurogene loze. Uspesna indukcija pokazana je primenom
svetlosne mikroskopije i proverom prisustva specificnog bojenja (za hondrogenu i adipogenu
lozu), odnosno odgovaraju¢om morfologijom (prisustvo izduZenih citoplazmatskih nastavaka -
za neurogenu lozu). Test multipotentnosti predstavlja jedan od klju¢nih dokaza mati¢nosti i ¢elije
dobijene iz zubne pulpe ispoljavaju ovu fundamentalnu karakteristiku, tako da su dobijeni
rezultati, naravno, bili ocekivani i u saglasnosti sa brojnim prethodnim studijama (Kawashima N,
2012; Ferro F, et al., 2014; Cao Y, et al., 2015; Simonovic J, et al., 2018).

Konac¢no, primenom proto¢ne citometrije, analiza markera specificnih za mezenhimalne
mati¢ne ¢elije, CD73, CD90 i CD105, pokazala je njihovu ekspresiju u preko 90% celija (CD73
u 92,27%, CD90 u 90,03% i CD105 u 93,76%). Uporedo sa visokom ekspresijom
mezenhimalnih markera, ekspresija markera hematopoetskih mati¢nih ¢elija, CD45 i CD34, je
prakti¢no izostala, tj., utvrdena je u manje od 3.00 % celija (CD34 u 2,6 % i CD45 u 0,57 %),
¢ime je nedvosmisleno potvrdena mezenhimalna priroda mati¢nih cCelija dobijenih iz zubne
pulpe. Imunofenotipizacija DPSC bila je takode u skladu sa ocekivanjima i1 potvrdila nalaze
drugih autora (Ferro F, et al., 2012; Karamzadeh R, et al., 2016; Simonovic J, et al., 2018).
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Uticaj ASA na osteo/odontogenu diferencijaciju DPSC

Pre ove disertacije, samo je jedna studija ukazala na moguénost da ASA indukuje
odontogenu diferencijaciju DPSC (Rankin R, et al., 2020). Ovi autori su bioinformati¢kim
pristupom pretrazili Gene Expression Omnibus (GEO) bazu podataka i na osnovu specificnog
profila genske ekspresije tokom odontogene diferencijacije, metodom mapiranja veza
(Connectivity mapping) sa razli¢itim hemijskim komponentama, predvideli pozitivan uticaj
aspirina na odontogenezu. Analizom viSe markera osteo/odontogene diferencijacije (ALP,
RUNX2, COL1A1, DSPP, DMP1 i SPP1), autori su u tom istom radu potvrdili svoja teorijska
predvidanja delovanja ASA.

Za potrebe ove disertacije i ispitivanja efekta ASA na odontogenezu, dizajn studije je bio
prilagoden, na prvom mestu, farmakoloskim dozama ASA, koje se standardno koriste u
profilaksi kardiovaskularnih oboljenja, ali i studiji Liu i sar. (2015), koji su, ispitujuéi efekat
razli¢itih koncentracija ASA (10-200pg/ml) na osteogenu stimulaciju matiénih éelija poreklom iz
mle¢nih zuba (SHED), pokazali da samo niske koncentracije ASA (10 i 50 ug/ml), ali ne i visoke
(200 pg/ml), znacajno uti¢u na osteogenu diferencijaciju.

U nasoj studiji, najniza koncentracija ASA (10 pg/ml) pokazala je pozitivan efekat na
kulture DPSC, odnosno indukovala je ¢elijsku proliferaciju. MTT i NR testovima uradenim 24 h
nakon izlaganja ¢elija aspirinu, utvrdena je povisena vijabilnost u poredenju sa kontrolom (koja
je postavljena na vrednost 100%); u kulturi sa 10 pg/ml ASA vijabilnost je iznosila 102 % (MTT
test), odnosno 111% (NR test). Ovaj rezultat je bio u skladu sa nalazima Liu i saradnika (2015).
Doze od 50 pg/ml i 100 pg/ml izazvale su blago snizenje vijabilnosti, pri ¢emu je pri dozi od 50
pg/ml to smanjenje bilo zanemarljivo.

Dalje, da bi se procenio efekat ASA na osteo/odontogeni potencijal ¢elija, DPSC kulture
su tretirane sa dve koncentracije ASA (10 i 50 pg/ml) tokom 7 i 14 dana. Niske doze ASA su
znacajno poboljsale osteogenu/odontogenu diferencijaciju DPSC ,.in vitro “, na Sta ukazuju veca
koli¢ina mineralizovan nodularnih formacija u tretiranim, u odnosu na netretirane ¢elije, nakon
njihovog bojenja Alizarin Red-om. Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u pokazanom efektu na
diferencijaciju izmedu dve doze ASA, ali je mineralizacija svakako bila izrazenija u odnosu na
Celije koje su kultivisane samo u osteogenom medijumu. Drugim re¢ima, kombinacija
osteogenog medijuma i aspirina pospesila je formiranje mineralizovanih nodula.

Efekat ASA na osteo/odontogenu diferencijaciju procenjen je i odredivanjem aktivnosti
alkalne fosfataze (ALP), bitnog enzima u metabolizmu fosfata i stvaranju koStanog matriksa koji
prethodi procesu osifikacije. Nize koncentracije ASA (10 pg/ml), imale su bolji efekat na
aktivnost ALP u poredenju sa visSim koncentracijama ASA. Naime, aktivnost ALP je bila
statisticki znacajno poviSena U celijskim kulturama tretiranim nizom koncentracijom ASA (10
pg/ml) nego u kontrolnim kulturama, dok su DPSC kultivisane sa visom dozom (50 pg/ml ASA)
pokazivale ne$to manju ALP aktivnost u poredenju sa kontrolnom grupom, ali, bez statisticki
znacajne razlike. Liu i saradnici su takode utvrdili da niske doze aspirina (10 i 50 pg/ml),
povecavaju ekspresiju ALP, odnosno, postoji saglasnost izmedu nasih i1 njihovih rezultata. |
drugi autori su pokazali da niske doze aspirina uti¢u na porast nivoa ALP-a, tj. imaju pozitivan
efekat na osteogenu diferencijaciju, kao 1 na ¢elijsku proliferaciju. Tako je Du sa saradnicima, na
zivotinjskom modelu i na mezenhimalnim mati¢nim ¢elijama, utvrdio da doze ¢ak i od 1 pg/ml
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(pored doze od 10 pg/ml) stimuliSsu ALP aktivnost, dok visoke doze (100uM i1000uM) imaju
inhibitorni efekat na ALP i dovode do zaustavljanja ¢elijske proliferacije (Mi Du, et al., 2016).

Nakon ovih bazi¢nih testova, uradena je analiza ekspresije kljuénih markera
osteo/odontogeneze: DSPP, BMP2, BMP4, BSP, OCN i RUNX2. Svih Sest ispitivanih markera
pokazalo je viSe nivoe ekspresije u kulturama DPSC tretiranim sa ASA u odnosu na DPSC
gajene samo U osteogenom medijumu. Treba napomenuti da je postojala statisticki znaajna
razlika kada su poredene ekspresije izmedu kontrolnih ¢elija i Celija tretiranih nizom dozom
ASA (10 pg/ml), dok razlika izmedu kontrola i DPSC tretiranih visom dozom ASA (50 pg/ml)
nije uvek bila statisticki znacajna.

Od ispitivanih markera, najvisi nivo u tretiranim celijama pokazali su BMP2 i BMP4.
DPSC koje su rasle u medijumu sa niskom dozom ASA imale su 17 puta vecu ekspresiju BMP2 i
8 puta vecu ekspresiju BMP4 u odnosu na netretirane ¢elije, $to ukazuje na izraZen stimulatorni
efekat ASA. lako mehanizmi koji leze u osnovi formiranja reparativnog dentina nisu u
potpunosti razjasnjeni, poznato je da proteini kao $to su kostani morfogenetski proteini (bone
morphogenetic proteins-BMP), igraju vaznu ulogu u ovom procesu. KoStani morfogenetski
proteini su ¢lanovi transformiSuceg faktora rasta (TGF)-beta familije. BMP-ovi su prvobitno
identifikovani kao regulatori formiranja hrskavice i kostiju (Urist, 1965), igraju vaznu ulogu u
embriogenezi i morfogenezi razli¢itih organa i tkiva, uklju¢ujuci i zube. BMP su ¢ak odobreni za
leCenje preloma kostiju od strane Food and Drug Administration u SAD. Morfogenetski signalni
molekuli se vezuju za specifiéne membranske receptore i indukuju kaskadu procesa koji
rezultuju stvaranjem novog tkiva. Kao faktori rasta, oni kontrolisu aktivnost mati¢nih ¢éelija, npr.
regulisanjem stope proliferacije, izazivanjem diferencijacije u drugi tip ¢elija, itd. Ovi molekuli
igraju kljuénu ulogu u formiranju i reparaciji dentina i pulpe. Znacajno je da je dentinski matriks
rezervoar faktora rasta koji mogu da, nakon mobilizacije, stimulisu tkivni odgovor, izmedu
ostalog i formiranje tercijarnog dentina.

Faktori rasta BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7 i Gdfll igraju veoma bitnu ulogu u
biologiji ¢elija pulpe. Studije su pokazale da je ekspresija BMP-2 povecana tokom terminalne
diferencijacije odontoblasta, pa bi se tako na osnovu nasih rezultata moglo zakljuciti da ASA
pospesuje terminalnu fazu procesa odontogeneze. Primeéeno je takode da je BMP-2 izolovan iz
dentina neophodan za diferencijaciju SHED-a u odontoblaste (L. Casagrande et al., 2010), a isti
signalizacioni efekat uocen je i u slu¢aju DPSC (Demarco et al., 2010). Poput BMP2, i BMP4 je
protein sa bitnim funkcijama u morfogenezi zuba i diferencijaciji odontoblasta, s obzirom da je u
stanju da suprimira efekat razlicitih inhibitora razvi¢a zuba prisutnih u zubnom mezenhimu, kao
Sto su Dkk2 i Osr2 (Shihai Jia et al., 2013). Takode je pokazano da proces odontogeneze, po
pravilu, podrazumeva povisene nivoe BMP4 (Ziheng Yan et al., 2019), sto opet govori u prilog
¢injenici da ASA pospesuje odontogenezu, s obzirom da dovodi do povecanja nivoa BMP4.

Pored BMP2 i BMP4, dva proteina koja su podjednako vazna i za osteo i za
odontogenezu, analiziran je i marker specifican za samu odontogenu diferencijaciju - DSPP.
Dentin sijaloprotein (DSP) i fosfoforin (PP) su proizvodi razgradnje dentin sijalofosfoproteina
(DSPP) i predstavljaju dva najzastupljenija nekolagena proteina dentina. U animalnom modelu,
nedostatak gena za DSPP rezultuje izgledom zuba koji bi odgovarao dentinogenezi imperfekti
kod ljudi, dok mutacije u ovom genu kod ljudi vode pojavi Dentinogenesis imperfecta tip 11 i tip
[11 . Ovi proteini igraju klju¢nu ulogu u mineralizaciji matriksa. I DSPP je u nasSoj studiji bio
jedan od markera sa najviSim nivoom ekspresije, ali iskljuivo u ¢elijama koje su rasle u
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medijumu sa dodatkom niske doze (10 pg/ml) ASA. Nivo DSPP-a je bio uveéan ¢ak 33 puta u
kulturama DPSC koje su rasle u prisustvu ASA u odnosu na ¢elije uzgajane samo u osteogenom
medijumu. Rezultati nase i studije Rankina i sar. (Rankin R et al., 2020) su podudarne u smislu
ekspresije DSPP nakon primene ASA. Naime, i oni su ustanovili da dolazi do znacajnog
povecanja ekspresije DSPP-a u ¢elijama pulpe nakon izlaganja niskim dozama ASA. Medutim,
treba ipak istaci i razliku izmedu njihove i nase studije, a to je da su njihovi eksperimenti radeni
na celokupnoj populaciji ¢elija pulpe a nasi eksperimenti su podrazumevali kultivisane maticne
¢elije zubne pulpe. Pored toga, ovi autori se nisu bavili potencijalnim mehanizmima delovanja
ASA na celije pulpe, ve¢ su ispitivali efekat aspirina na inflamatorne citokine i matriksne
metaloproteinaze i konstatovali da njihov nivo znacajno opada u ¢elijama podvrgnutim tretmanu
aspirinom.

RUNX2 gen je takode pokazao poviSen nivo ekspresije u ¢elijama tretiranim niskim
dozama ASA. | ovaj nalaz je u skladu sa rezultatima Liu i saradnika kao i1 Khampatee i
saradnika, koji su utvrdili da niske doze aspirina povecavaju ekspresiju RUNX2 (Liu Y, et al.,
2022; Khampatee et al., 2022). Sli¢ni efekat ASA na porast nivoa RUNX2 dobijeni su i na
zivotinjskim modelima (Du M, et al, 2016). Treba ipak naglasiti da je porast nivoa RUNX-a u
¢elijama izlozenim ASA bio relativno skroman - dva puta, §to je manje nego za sve ostale
ispitivane markere. Ipak je i ovaj porast bio statistiCki znacajan. Produkt RUNX2 gena je
transkripcioni faktor koji reguliSe ekspresiju viSe gena od klju¢nog znacaja za osteogenezu i
skeletogenezu, a nalaze se nizvodno u signalizacionoj kaskadi. To su geni za osteokalcin,
kolagen tipa 1, koStani sijaloprotein, osteopontin i alkalnu fosfatazu. Takode, aktivira i gen za
transkripcioni faktor osteriks koji i sam dalje reguliSe viSe gena bitnih za diferencijaciju
preosteoblasta u zrele osteoblaste 1 osteocite. Iako statisticki znacajan, efekat ASA na produkciju
Runx-a je ipak manji nego na ostale markere.

Kostani sijaloprotein (bone sialoprotein-BSP) je u naSoj studiji imao relativno nizak nivo
ekspresije u odnosu na ostale markere osteo- i odontogeneze. Medutim, kultivacija ¢elija u
prisustvu ASA dovela je do velikog skoka u ekspresiji i ovog markera - ¢ak 29 puta je porastao
nivo BSP-a u kulturama DPSC sa niskom dozom ASA u odnosu na nivo u ¢elijama koje su
kultivisane samo u osteogenom medijumu. BSP je jo$ jedan u nizu proteina sa vaznom ulogom u
mineralizaciji matriksa dentina, cementa zuba, kostiju i kalcifikovane hrskavice. Ukljucen je u
regulaciju formiranja hidroksiapatitnin  kristala u kostima i zubima, a nivo mu raste pri
mehanickoj stimulaciji ¢elija.

Konaéno, i ekspresija gena za osteokalcin (OCN) je bila relativno niska, u rangu
ekspresije BSP, ali isto tako i statisticki znacajno visa nakon tretmana DPSC sa ASA. Porast
ekspresije iznosio je 5 puta, pri niskoj dozi aspirina. | ovaj gen, odnosno njegov produkt, smatra
se vaznim markerom osteo- i odontogeneze. Njegova ekspresija je usko ograni¢ena na celije
zaduZene za mineralizaciju kao $to su osteoblasti, odontoblasti i cementoblasti. I on reguliSe
sposobnost ¢elija da vrSe mineralizaciju, odnosno, produkuju mineralne nodule. Medutim, 1 dalje
ne postoji konsenzus u nauc¢nim krugovima u pogledu vremena aktivacije ovog gena. Naime,
neki autori ekspresiju OCN gena smatraju ranim dogadajem osteo-odontogeneze (Nakamura A,
et al., 2009), dok ga drugi svrstavaju u kasne dogadaje (Aubin JE, 2001) ili ¢ak terminalne
(Zhang W, et al., 2008). Medutim, do sada nijedan od radova koji su ispitivali efekata ASA na
osteo-odontogenezu nije analizirao ovaj marker, tako da je nemoguce poredenje nasih rezultata
sa literaturnim.
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Na kraju treba spomenuti i da su stariji radovi, s kraja devedesetih godina proslog veka,
dolazili do rezultata koji se donekle kose sa danas$njim, u smislu da su smatrali da aspirin
negativno uti¢e na procese osteogeneze (Khokher MA i Dandona P, 1988;Trancik T, et al.,
1989).

Mehanizmi delovanja ASA

Da bismo istrazili potencijalne molekularne mehanizme osteo/odontogenih efekata ASA,
ispitali smo efekat ASA u prisustvu Siroko koris¢enog inhibitora AMPK (dorzomorfina).
Iznenadujuce, primena dorzomorfina per se rezultirao je povecanjem ekspresije gena markera
odontogeneze, dok sa druge strane, nije smanjio ve¢ pojacao osteo/odontogeni kapacitet DPSC
izazvan primenom ASA. Ovo implicitno zna¢i da AMPK aktivacija nije mehanizam putem kojeg
ASA indukuje osteo/odontogenu diferencijaciju, posto sama inhibicija AMPK nije smanjila
efekat ASA. Najverovatnije, efekti ASA na DPSC su povezani sa njenim glavnim mehanizmom
delovanja, odnosno COX1/COX2 inhibicijom i posledi¢nom inhibicijom prostaglandina. Naime,
pokazano je da PGE:» i prostaciklin, produkti aktivnosti COX1/COX2, snizavaju markere
osteogene aktivnosti; smanjena je aktivnost ALP kao i ekspresija RUNX2 gena u
mezenhimalnim matiénim c¢elijama (Knippenberg et al., 2006). Takode je pokazano da
prostaglandin E2 naruSava osteogenu diferencijaciju stromalnih ¢elija kosStane srzi ( Noack C, et
al., 2015), sto implicira da inhibicija prostaglandina od strane ASA moze biti u osnovi uocene
ASA-promocije osteogene diferencijacije u DPSC. Imajué¢i u vidu da primena dorzomorfina
smanjuje stvaranje prostaglandina E2, doduse u manjem stepenu u odnosu na ASA, sugerise da
je uoCeno povecanje osteogenih markera nakon primene samo dorzomorfina kao i njegov efekat
na pojacanje osteo/odontogenog efekta ASA, moze biti rezultat inhibicije stvaranja
prostaglandina E2 ( Kumar et al.,2018). Stavise, ASA koncentracija koja snazno inhibira sintezu
PgE2 in vitro je < 100 uM (Boutaud O, et al., 2016), a koncentracije koris¢ene u ovoj studiji su
bile unutar ovih granica.

Vazno je napomenuti da u pogledu ASA inhibicije PGE2, drugi ciljni molekul c-MYC,
takode moze biti od znacaja za uoCeni osteo/odontogeni efekat aspirina. C-Myc igra kriti¢nu
ulogu u ¢elijskoj proliferaciji i diferencijaciji, ali, i u ¢elijskoj smrti (apoptozi), kao i u progresiji
¢elijskog ciklusa i ¢elijskoj transformaciji u procesu tumorigeneze. Generalno posmatrano, nivo
ekspresije ovog kljunog transkripcionog faktora, produkta C-MYC gena, odreduje sudbinu
¢elije: visi nivoi ¢e Celiju usmeriti ka proliferaciji, a nizi ka diferencijaciji. U ovoj studiji, ASA je
indukovala smanjenje c-MYC-a, i tako favorizovala diferencijaciju nasuprot proliferacije. U
nekim ranijim studijama pokazano je da ASA (mada u ve¢im dozama nego u nasoj studiji),
smanjuje ekspresiju C-MYC gena, i na taj na¢in ispoljava svoje antikancerogene efekte (Ai. G, et
al., 2016). Ulogu C-MYC-a kao modulatora ¢elijskog ponasanja, odnosno molekula na osnovu
kog se DPSC opredeljuju za proliferaciju ili pak osteo/odonto-diferencijaciju, svakako treba dalje
istraziti.

Buduci pravci nekih daljih istrazivanja, pored uvodenja novih inhibitora ASA u "in vitro"
studijama, da bi se pouzdano utvrdili mehanizmi delovanja, mogli bi da budu, u klinickim
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uslovima, upotreba ASA u kombinaciji sa postojecim sredstvima za direktno ili indirektno
prekrivanje pulpe; tako bi se pospesila odontogena diferencijacija i formiranje reparativnog
dentina a takode poboljsao i klini¢ki ishod endodontskih tretmana.

U zakljucku, niska koncentracija ASA, ta¢nije doza koja odgovara standardnoj upotrebi
kod kardiovaskularnih pacijenata, pokazala je stimulativni efekat na osteo/odontogenu
diferencijaciju mati¢nih ¢elija zubne pulpe, upucuju¢i na moguci klini¢ki znacaj ASA na
ocuvanje reparatorne sposobnosti zubne pulpe kod pacijenata na antiagregacionoj terapiji.
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9. ZAKLJUCCI
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U skladu sa postavljenim ciljevima, a na osnovu dobijenih rezultata istrazivanja, moze se
zakljuciti sledece:

Karakterizacija mati¢nih ¢elija zubne pulpe:

- Eksplant metodom iz pulpe stalnih zuba uspesno se izoluju DPSC, koje tokom kultivacije
zadrzavaju sposobnost adhezije i proliferacije;

- DPSC izolovane iz pulpe stalnih zuba imaju visok klonogeni potencijal;

- Proliferativni kapacitet DPSC izolovanih iz pulpe stalnih zuba, odredivan tokom
kratkotrajnih kultura, izrazito je visok, s obzirom da je ve¢ nakon 5 - 10 sati inkubacije
broj ¢elija u kulturama bio dvostruko povecan, dok je nakon 6 - 7 dana bio povecan za
oko 5 puta;

- Proto¢na citometrija je pokazala prisustvo markera mezenhimalnih mati¢nih celija u
DPSC kulturama -CD73 , CD90 i CD105 markeri pokazali su ekspresiju u preko 90%
¢elija dok je ekspresija hematopoetskih markera bila zanemarljiva;

- DPSC uzgajane u odgovaraju¢cem medijumu za diferencijaciju su indukovane prema
hondro, adipo i neuro-lozama, §to potvrduje njihovu multipotentnost;

Efekat ASA na ¢elije zubne pulpe

- MTT i NR testovi su potvrdili izostanak citotoksi¢nosti ASA pri koris¢enim dozama;

- ASA indukuje osteo/odonto-diferencijaciju - niske doze ASA znacajno su poboljsale
osteogenu/odontogenu diferencijaciju DPSC ,.in vitro “;

- ASA stimuliSe aktivnost ALP pri ¢emu su nize koncentracije ASA imale bolji efekat na
aktivnost ALP u poredenju sa vis§im koncentracijama ASA,

- ASA povecava ekspresiju gena osteo/odontogenih markera - niske doze ASA (10/50

pg/ml) su statisti¢ki znacajno poboljSale ekspresiju nivoa markera osteo/odontogene
diferencijacije DSPP, BMP2, BMP4, BSP, OCN i RUNX2, pri ¢emu se povecanje nivoa
ekspresije, u zavisnosti od markera, kretalo izmedu 2 i 33 puta;

- AMPK inhibicija nije dovela do smanjenja markera osteo/odontogene diferencijacije, sto
znaci da mehanizam ASA nije posredovan aktivacijom AMPK;

- ASA dovodi do smanjenja ekspresije C-MYC gena, §to znaci da razli¢itim mehanizmima,
acetilsalicilna kiselina pospesuje i proliferaciju i diferencijaciju mati¢nih ¢elija zubne
pulpe.
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