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Introducere
Medicina dentard nu poate evita provocirile medicinei regenerative 1. Implementarea

biomimeticelor dentare devine facilitatd de marirea volumului cunostintelor despre celulele stem
dentare, si despre procesul de diferentiere a acestora. Acest domeniu ofera perspective importante,

precum bioingineria completi a dintelui, sau regenerarea tesutului periodontal L.

Obiectivul cercetarilor mele doctorale a fost de a aprecia structural nise stem orodentare, fie
epiteliale, fie stromale. Am urmarit nisa epiteliald orald, nisele stem ale foliculilor dentari, papilei
apicale si pulpei dentare, prin studii imunohistochimice si studii Tn microscopia electronicd de
transmisie. Au rezultat evidente originale care fie sunt sustenabile prin informatia specifica publicata

pana in prezent, fie aduc contributii inedite la cunoastere.

PARTEA GENERALA A TEZEI DE DOCTORAT

Am documentat In partea generald a tezei mele de doctorat date fundamentale privind
morfogeneza dentara, incluzand aici si dezvoltarea pulpei dentare. In continuare prezint elemente de
histologie a mucoasei orale, cu cele doud componente, epiteliul si tesutul conjunctiv, submucoasa
orald, apoi histologia papilei apicale, celulele stem ale foliculilor dentari, celulele ligamentului
periodontal, histologia pulpei dentare, si aceasti nisa stem dentara. In cel de-al treilea capitol al partii

generale sunt prezentate elemente privind structura niselor stem hematopoietica si mezenchimala.

PARTEA PERSONALA A TEZEI DE DOCTORAT

Am realizat 5 studii in partea originala a tezei de doctorat:

Cercetari imunohistochimice privind anatomia moleculard a sacului folicular;
Cercetari imunohistochimice privind anatomia moleculara in nisa mucoasei orale;
Cercetari imunohistochimice privind anatomia moleculara si ultrastructurald a pulpei dentare;

Imunohistochimia pulpara si mecanismul formarii calculilor pulpari;

o > N

Cercetari imunohistochimice ale anatomiei moleculare a papilei apicale.

o

Cercetari imunohistochimice privind anatomia moleculara a sacului

folicular
Tesuturile periodontale care persista dupa odontogeneza constituie foliculul dentar (FD), care

aceastd nisa par a fi trecute cu vederea 2.




Am ridicat ipoteza ca celulele endoteliale ale FD prezinta deopotriva un fenotip progenitor si
unul mieloid 2. Scopul acestui studiu a fost astfel de a testa in situ pe specimene tisulare umane
expresiile CD117/c-kit, marker stem/progenitor, si CD68, marker monocitar/macrofagic, in
endoteliile FD 2.

Tesut uman folicular dentar a fost colectat de la 10 pacienti la care s-a practicat extractia
molarilor trei inclusi din motive ortodontice si terapeutice. Metoda imunohistochimicad a utilizat
anticorpi primari pentru: CD117/c-kit; nestina; p120; CD68. Am documentat histologia sacului
folicular pe lame colorate cu hematoxilind-eozina. Pe lamele imunomarcate cu nestind markerul a
fost exprimat in celule endoteliale ale FD. Deasemenea si p120 a fost exprimatd in endoteliile
vasculare de la nivelul FD. Am identificat cu acuratete pe lamele microscopice structura sacului
folicular. Celulele endoteliale microvasculare apartinand la venule postcapilare (dupa calibru si
datorita lipsei pericitelor) au prezentat expresia pozitiva atat a CD117/c-kit, cat si a CD68. Cei doi
markeri au fost exprimati pozitiv si in celule stromale cu morfologie fibroblastoida. De asemenea,
CD68 a prezentat expresie pozitiva in celule epiteliale bazale ale epiteliului scuamos stratificat de la

nivelul sacului folicular.

Baza celulara a regenerarii tesuturilor este data de capacitatea celulelor progenitoare de a se
transdiferentia 1n diferite linii celulare si/sau de multipotentialul celulelor stem de a se diferentia in
tesuturile tinta dorite 3. Unul dintre tesuturile multipotente ale corpului, ciruia i s-a atribuit o calitate
de progenitor, este FD, un strat relativ omogen de celule ectomezenchimale care se considera ca pe
langd originea ligamentului periodontal, cementului si osului alveolar are si rol in mentinerea
statusului nemineralizat si a arhitecturii spatiale a ligamentului periodontal 3. Cercetirile existente
demonstreaza fie cd FD confine populatii heterogene de celule progenitoare, fie cd celulele

progenitoare ale FD au multipotential 3.

Sunt diferite studii ale celulelor progenitoare ale FD in care a fost identificat faptul ca acestea
exprima nestina, CD29, CD44, CD73, CD90, si nu exprima CD14, CD31, CD34, CD45 and CD117
4. Avand in vedere specificitatea acestor markeri reiese faptul ci in nisa FD componentele celulare
nu se leaga nici de un fenotip hematopoietic (CD34, CD45, CD117), nici de unul endotelial (CD31,
CD34) si nici de unul monocitar/macrofagic (CD14). Un studiu al FD la molari de minte partial erupti,
asupra subseturilor de celule inflamatorii, precum macrofage identificate prin expresia CD68, a
evaluat faptul ci FD nu contin un numir crescut de celule inflamatorii °. Astfel, se poate specula
rezonabil ca fenotipul CD68+ pe care l-am identificat nu are legatura cu inflamatia, iar celulele
stromale fibroblastoide CD68+ si c-Kit+ pe care le-am gasit se leagd mai degraba de subseturi de
monocite si progenitori. Un astfel de fenotip poate indica progenitori endoteliali. Aceasta deoarece

se cunoaste faptul ca la adult hemagioblastii parasesc maduva osoasa si trec in tesuturi non-
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hematopoietice; astfel de celule sau progenia lor ar putea reprezenta o sursa de celule endoteliale la
adult, progenitorii acestia endoteliali fiind identificati atat prin expresia pozitiva a c-Kit, cat si prin

expresia pozitivi a CD68 °.

Interesant, am gasit expresii pozitive ale c-kit si CD68 in celulele endoteliale ale venulelor
postcapilare din FD 2. Expresia endoteliald a CD68, de intensitate variabild, a fost decelatd anterior
in celule ale liniei monocitar/macrofagice si in fibroblasti si celule endoteliale, ceea ce a sustinut
faptul ca CD68 nu este un marker strict monocitar/macrofagic ci mai degraba o proteina lizozomala
care este mai bogat reprezentati in macrofage ‘. Acest lucru este sustinut in plus si de expresia CD68
in celule mezenchimale stem/stromale 8. Pe de alti parte, celule endoteliale umane normale, precum
cele din vena ombilicala, din ganglionii limfatici normali si din maduva osoasa, produc Stem Cell
Factor (SCF, factorul Steel, acesta fiind ligandul receptorului c-kit) si au receptori c-kit °. Se pare
astfel ca celulele endoteliale in situ ca si celulele stromale ale FD au in comun antigene
monocitar/macrofagice si antigene hematopoietice. Pe de o parte aceasta ar putea indica faptul ca
rezidentii stromei FD au potentialul de formare de neovase, insa pe de alta parte se sugereaza rolul
pe care celulele endoteliale I-ar putea juca in fiziologia unei nise stem hematopoietice locale. S-a
demonstrat ci celulele stem hematopoietice se localizeaza la adult in nise perivasculare ° si ci la
embrion endoteliul poate genera celule stem hematopoietice 1. Acest fapt este sustinut si de
experimente care au identificat endoteliul aortic ca fiind hemogenic, celulele stem hematopoietice din
spatiul subaortic derivand prin tranzitie endotelial-hematopoietici 2. Pe de altd parte, majoritatea
celulelor endoteliale circulante din sangele periferic au originea din peretii vasculari ** iar astfel de

celule pot popula diferite tesuturi, inclusiv {esuturile in care au origine.

In lumina acestor demonstratii originea celulelor stem/progenitoare ale FD suporta revizuiri,
deoarece endoteliul poate reprezenta un donor al componentelor nisei. Acest lucru este intarit si de

1 14,15

faptul ca in celulele FD a fost identificata expresia Stro- care, desi este considerat un marker de

celule stem mezenchimale ¢, in fapt este un antigen endotelial de 75kD 7.

2 Cercetari imunohistochimice privind anatomia moleculara in nisa

mucoasei orale
Telocitele (TC) reprezintd un tip celular denumit in 2010, anterior aceste celule fiind

considerate celule interstitiale Cajal-like; sunt celule stromale cu o caracteristicd specificd —
prelungirile celulare extreme de lungi, subtiri si moniliforme, numite telopode (dilatatiile au fost
denumite podoame, segmentele subtiri dintre podoame au fost denumite podomere) 182, Desi s-a
demonstrat ci pot apare morfologii hibride 2, in microscopia electronici de transmisie care este

consideratd metoda de electie prin care pot fi identificate TC, in descrierile initiale s-a considerat ca




TC sunt distincte de fibroblasti 319 Telocitele nu sunt insi acceptate de toti cercetitorii, nefiind

incluse nici in Terminologia Histologica 2>2°.

In prezent, sunt numeroase lucriri care discuta limitarile studiilor initiale despre TC si care pun
la indoiali ideea ci TC ar putea reprezenta un nou tip celular 28, De aceea, este necesara prudenti
pentru a face diferenta intre un TC si o celula TC-like (fals TC) iar studii noi sunt necesare pentru a
diferentia corespunzitor TC de celulele liniei endoteliale 2*. Ar trebui utilizati in studiul TC si markeri
limfatici, pentru a distinge TC de celulele endoteliale limfatice 3°. Markerul endotelial CD31 ar trebui
folosit in studiile imunohistochimice despre TC pentru a face distinctia TC CD34+/CD31- de celulele
vasculare endoteliale CD34+/CD31+ . Totusi, CD31 marcheazi si celule endoteliale limfatice 22,
Pe de alta parte, CD34 care este privit ca un identificator al TC, este deasemenea un marker

33

hematopoietic *°, la fel ca si c-kit, ceea ce nu este in avantajul identificarilor TC prin

imunohistochimie 24,

Scopul acestui studiu imunohistochimic al tezei mele de doctorat a fost astfel reprezentat de
investigarea nisei stem a mucoasei orale si de punerea la punct a unui panel de markeri
imunohistochimice care sa diferentieze celulele nisei, inclusiv prin testarea macrofagelor in aceasta
nisa. Studiul a fost realizat retrospectiv pe specimene arhivate incluse la parafind cu mucoasa orala

keratinizata umana (treizeci de cazuri). Metoda imunohistochimica a utilizat anticorpi primari pentru:

CD34, D2-40, CD31, CD68, citokeratina 5 (CK5), Ki67 si alfa-actina muschiului neted (a-SMA).

Dupa aplicarea anticorpilor anti-CD34 am observat ca doar cateva celule epiteliale au prezentat
expresia acelui marker. In lamina propria a mucoasei orale am pus in evidenti expresia CD34 in
endotelii. In plus am evidentiat doua subpopulatii distincte morfologic de celule stromale care au
exprimat CD34: (i) celule multipolare in planul sectiunii, care proiectau prelungiri telopodiale
dihotomice; (ii) celue fusiforme delicate, telocit-like, care proiectau deasemenea prelungiri
telopodiale dihotomice. Anticorpul anti-CD31 a prezentat o expresie exclusiva endoteliala. Astfel de
celule endoteliale au prezentat deasemenea expresia markerului monocitar/macrofagic CD68.
Macrofagele CD68-pozitive au populat in numar mare lamina propria si la acel nivel se invecinau cu
monocite CD68-pozitive care erau lipsite de prelungiri. Aceste macrofage CD68-pozitive au aparut
in sectiuni fie ca celule largi multipolare, atunci cand au fost sectionate tangential, fie ca bastonase
alungite, atunci cand au fost sectionate ortogonal. Am observat cd macrofagele proiectau prelungiri
bine reprezentate si dihotomice. Am identificat deasemenea morfologii telocitare si telopodiale,
inclusiv 1n stratul imediat subepitelial si In nisa perivasculara. Am gasit deasemenea celule epiteliale
bazale si suprabazale care au fost marcate pozitiv cu anticorpul anti-CD68. In plus, am pus in
evidentd, foarte rar, celule epiteliale apoptotice. Markerul limfatic D2-40 a fost exprimat in celule

epiteliale bazale. Anticorpii anti-D2-40 au marcat deasemenea capilarele limfatice si colectoarele
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limfatice din lamina propria. Am observat capilare limfatice localizate in vecinatatea vaselor sanguine
care erau negative pentru markerul D2-40. Colectoarele limfatic largi proiectau filopode si erau in
buna parte lipsite de pericite, au aparut precum cordoane groase cu filopode atunci cand erau
sectionate tangential. In plus am pus in evidenta pilieri intraluminali in colectoarele limfatice largi.
Deasemenea am evidentiat celule telocit-like perivasculare D2-40-pozitive dar acest lucru trebuie

interpretat cu prudenta pe sectiunile microscopice bidimensionale.

Numeroase studii au indicat faptul ci TC au un fenotip CD34+ 204044 Djaz-Flores si colab.
(2014) au realizat o documentare complexa, demonstrand ca ,telocitele” sunt doar un alt termen
folosit pentru a indica celule stromale CD34+ *°. Un studiu anterior privind expresia CD34 in
mucoasa orali a identificat distributia uniforma a celulelor stromale CD34+ in tesutul normal “6, Am
constatat ci celulele stromale pot prezenta o morfologie telocitard pe sectiuni bidimensionale 2*.
Totusi in studiul acesta am identificat doua seturi de celule stromale CD34+, primul fiind cu celule
largi cu numeroase prelungiri telopodiale, care ar putea apartine liniei hematopoietice, iar al doilea
fiind celulele stromale cu morfologie telocitard CD34+ 24, Acestea din urmai par a nu apartine liniei
endoteliale deoarece nu am identificat astfel de celule marcate cu CD31. Este interesant in acest
context faptul ca in cazuri cu fibroza submucoasa orala, care este un status potential premalign tisular,
apare o reducere sau chiar disparitie completd a celulelor stromale CD34+ 6. Astfel, in timp ce
evidenta TC CD34+ 1n mucoasa orald indica un status normal, sanatos, al tesutului, lipsa retelelor de
TC CD34+ ar putea indica modificiri patologice 2*. Aceasta oglindeste modificirile cutanate din
scleroderma, cand TC dispar progresiv, ceea ce poate afecta reparatia sau regenerarea cutanata, poate
conduce la alterari ale matricei extracelulare si reduce controlul asupra activitatii miofibroblastilor si
mastocitelor 4. Din picate, CD34 este binecunoscut precum marker hematopoietic *’, nefiind astfel
chiar atat de semnificativ pentru diferentierea intre TC si celulele liniei hematopoietice 2. Este
important din aceastd perspectiva de discutat aici faptul cd diverse studii au indicat si fenotipul
CD117/c-kit+ pentru TC “%2) dar si acest ultim marker este deasemenea specific pentru linia
hematopoieticd 2*. Se consideri ci nisa stem universali a adultului este nisa perivasculari, dupi cum
indica o serie de cercetdri anterioare “53°, Celulele stem mezenchimale sunt derivate din celule
perivasculare *°. Din aceastd perspectivd, faptul ci am identificat celule telocitare perivasculare
exprimand D2-40 ar putea fi explicat prin aceea ca podoplanina poate actiona ca reglator al
morfologiei celulare normale, atat in celule normale ct si in celule maligne °°. Daci se considerd ci
celulele telocitare perivasculare ce exprima D2-40 ar fi celule endoteliale limfatice, atunci se poate
specula rezonabil faptul cd un spatiu interstitial perivascular prelimfatic ar fi delimitat de celule
telocitare 2*. Trebuie insd avut in vedere ci MSC pot exprima un fenotip limfatic atunci cand sunt

puse in contact cu un mediu inductiv limfatic 5%, Intr-un studiu publicat in 2012, realizat prin




microscopie electronica de transmisie, au fost prezentate TC, macrofage in contact cu telopode, dar
si macrofage proiectind telopode, la nivelul spatiului subcapsular renal >°. Nu este surprinzitor,
deoarece, dupa cum reiese si din studiul prezent, macrofagele proiecteaza numeroase procese subtiri
24 Cum 1in studiul respectiv nu a fost utilizat niciun marker pentru macrofage, distinctia dintre TC si
macrofage in microscopia electronicd rimane discutabild 2*. Proprietitile fagocitare ale TC CD34+
au fost demonstrate in diferite tesuturi, inclusiv in tesuturile periodontale, desi aceste celule au fost
identificate ca negative pentru CD31 si a-SMA, ceea ce autorii demonstreazd prin evidente
prezentate, dar negative pentru CD45, CD68 si h-caldesmon, ceea ce nu se sustine prin evidentele
prezentate atunci . S-a sugerat atunci ca TC fagocitare exprima CD34 dar nu exprima CD68, in timp
ce macrofagele exprimi CD68 dar sunt negative pentru CD34 . Dar, experimente realizate anterior
de studiul pe care il discut au demonstrat faptul ca celulele endoteliale care rezultd din celule
mononucleare si exprimd markeri specifici endoteliali, precum CD34, CD144 si factorul von
Willebrand, exprimid deasemenea CD68 7. Deoarece am pus in evidentd celule cu morfologie
telocitara, fusiforme si proiectand telopode, care exprima CD68, consider ca este nevoie de prudenta
atunci cand CD68 este folosit pentru a face distinctia dintre TC si alte tipuri celulare. Inainte ca TC
si fie lansate drept un nou tip celular in anul 2010, de citre Popescu si Faussone-Pellegrini *°,
specificitatea a trei anticorpi monoclonali anti-CD68 fusese testatd prin imunohistochimie si
citometrie in flux ®.. Au fost atunci documentate clonele KP1, EBM11 si PGM1 ale CD68, precum
si markerii fibroblastici CD90 si prolil-4 hidroxilaza .. S-a demonstrat atunci ci la testarea in
citometrie in flux a fibroblastilor CD68+, aproape toate celulele testate au fost pozitive pentru KP1
61 clona pe care am folosit-o in acest studiu. De aceea, identificarea de celule telocitare CD68(KP1)-
pozitive, apare normala. Acest lucru se coreleaza cu identificarea in alt studiu precedent a expresiei
in fibroblastii gingivali a expresiei CD14 ®2, un alt marker pentru monocite si macrofage. Diferite linii
celulare de fibroblasti exprima CD68 la niveluri comparabile cu macrofagele 3, de aceea distinctia
in microscopia optica a celulelor fibroblastoide de macrofage sectionate tangential poate apare

speculativa.

Anumite tulpini de Escherichia coli produc factor citotoxic necrotizant 1 (CNF1, Cytotoxic
Necrotizing Factor 1) care acviteaza permanent Rho GTPazele si permite astfel celulelor epiteliale
sa supuna macropinocitozei nu doar particule de latex si bacterii, dar si celule apoptotice, intr-un mod
similar fagocitelor profesioniste precum macrofagele si neutrofilele 5%, S-a demonstrat ci celulele
Hep-2 ale carcinomului laringian uman exprima markerul fagocitar specific CD68, si deasemenea s-
a demonstrat ci activarea Rho prin intermediul CNF1 variazi localizarea intracelulari a CD68 6,
Aceste rezultate demonstreaza cd celulele epiteliale Rho-activate se comporta de regula in acelasi fel

precum fagocitele profesioniste %. Pani la studiul prezent, prezenta celulelor epiteliale rezidente




macrofag-like CD68+ in mucoasa orald nu a mai fost testati 2. Se cunoaste totusi ci integrarea
incompletd a complexelor adherens ale jonctiunilor intercelulare conduce la degenerarea edematoasa
a epiteliului care, in sindromul Sjogren, este infiltrat de macrofage ®’. De aceea, este posibil ca in
timp ce celulele epiteliale actioneaza ca fagocite profesioniste in epiteliile normale, in epiteliile
degenerative si fie importate macrofage din stromi 24, Mucoasa orali este un derivat ectodermal, asa
cum este si pielea %8, S-a sugerat anterior faptul ci macrofagele CD68+ migreazi din derm in epiderm
si se transdiferentiazi in celule Langerhans rezidente ®°. Un alt studiu a documentat faptul ci in pielea
normali se afl celule dendritice epidermale CD68+ °. De aceea, expresia pe care am identificat-o,
a celulelor epiteliale orale adendritice CD68+ ar putea sa corespunda cu stadii tranzitionale ale unei
transdiferentieri a macrofagelor 2*. Studii viitoare care si utilizeze metode de dubld marcare ar putea

elucida acest aspect.

3 Cercetari privind anatomia moleculara si ultrastructurala a pulpei

dentare
Pulpa dentari reprezinti un micromediu complex "* unde celulele stem mezenchimale (MSC,

Mesenchymal Stem Cells) si celulele progenitoare cohabiteazi ', de regula in nise stem perivasculare
375, Imunofenotipul CS ale pulpei dentare (DPSC, Dental Pulp Stem Cells) a fost descris cu
adiugarea in mediul lor a diferitelor molecule ’®. Experimentele realizate in vitro nu oferi insi date

obiective privind caracterizarea in situ a DPSC .

Am urmarit Tn acest studiu sa documentez anatomia imunohistochimica si ultrastructurala in
nisa pulpard, pentru realizarea de corelatii adecvate cu referentialul specific. Metoda
imunohistochimica a utilizat anticorpi primari pentru CD10; CD 105; CD117/c-kit; CD146; CD34;
CD45; nestina; Stro-1; enolaza neuron-specifica; Ki67; a-actina muschiului neted; proteina fibrilara
acidica gliala (GFAP). Microscopia electronica de transmisie: fragmentele tisulare (pulpe dentare

prelevate de la nivelul dintilor frontali) au fost procesate si montate pe grile.

Enolaza neuron-specifica (NSE) a marcat pozitiv nervii pulpari si elemente ale plexului
subodontoblastic al lui Raschkow. Expresia CD10 la nivelul pulpei dentare umane adulte a fost
panstromald in mantaua pulpard, unde au aparut marcate retele stromale complexe, inclusiv endotelii.
La nivelul miezului pulpar endoteliile vaselor pulpare mari nu au exprimat CD10. Deasemenea
expresia CD10 a fost negativa in nervi pulpari. La nivelul pulpei dentare expresia CD117/c-kit a fost
pozitiva in retele stromale construite in buna parte de celule fibroblastoide si celule multipolare. Stro-
1 a prezentat expresie pozitiva in celule endoteliale si in celule stromale ale pulpei dentare. Expresia

CD146 a fost slaba si inconstanta in celulele endoteliale ale vaselor pulpare rezidente dar acest marker




a fost bine exprimat in capilarele nascande. CD146 nu a avut expresie pozitiva in celule stromale non-
endoteliale ale PD testate de mine. Am identificat in pulpa dentara expresia CD34 la nivelul celulelor
endoteliale vasculare dar si in capilare nascande si in celule stromale izolate. Expresia CD45 a fost
pozitiva in celule endoteliale ale vaselor rezidente pulpare si in capilarele ndscande. Rare celule
stromale izolate au prezentat fenotip CD45+ pe sectiunile bidimensionale. CD105 (endoglina) a
prezentat expresie endoteliald si am putut demonstra celulele endoteliale germinative prin proiectia
stromala a filopodelor acestora. Expresia CD105 a fost prezenta si in celule stromale izolate ale pulpei
dentare. Markerul proliferativ Ki67 a fost exprimat la nivelul pulpei dentare in celule ale peretilor
vasculari — celule endoteliale si celule periendoteliale (ex.celule musculare netede vasculare) precum
si in celule stromale izolate. Imunomarcarea cu nestina a pulpei dentare umane adulte a demonstrat
retele nestint panstromale la nivel pulpar. Alfa-actina de muschi neted a fost exprimata exclusiv in
celule mioide periendoteliale intramurale, pericite si celule musculare netede vasculare. Am pus in
evidentd, in pulpa dentara umana adulta, expresia GFAP la nivelul pericitelor (sageti) si nervilor

pulpari (sageti cu varf dublu).

Sectiune ultrafind a pulpei dentare de la nivelul unui
incisiv lateral superior. Nucleolul (n) prezintd o
morfologie intermediard in cursul citokinezei
(sdgeata cu vdrf dublu). Nucleolul este invelit partial
de un strat de preribozomi (véarfuri de sdgeti) si are in
vecindtate grdmezi de cromatind (sdgeti), intr-o
celuld-fiicd cu filamente intermediare (IF).

In microscopia electronica de transmisie am pus in evidentd un aspect morfologic particular
legat de nucleolii DPSC — nucleoli giganti extrudati in citoplasma (figura). Acesti nucleoli erau cel
mai probabil legati de regiuni de organizare nucleolara (NOR, Nucleolar Organiser Regions) ale
acelor nuclei, fie central, fie polar. Interesant, acei nucleoli erau de dimensiuni comparabile si erau
partial inglobati in nuclei si partial extrudati in citoplasma celulei. Acesti nucleoli au constat din centri
fibrilari si componentele densd fibrilara si granulard; pe flancul adnuclear erau tapetati de
heterocromatina iar pe flancul abnuclear (citoplasmatic) erau tapetati de o pelicula subtire de
(pre)ribozomi, care venea in contact direct cu filamentele intermediare din citoplasma. Prezenta
(pre)ribozomilor a fost utild pentru a considera acesti nucleoli precum maturi, functionali, si nu de tip
primitiv, care ar fi trebuit sa fie mai largi si lipsiti de invelis ribozomal. O alta morfologie intermediara
a acestor nucleoli a fost cea multiloculara. In stadiul morfologic intermediar, nucleolul era inconjurat

de un strat incomplet de (pre)ribozomi, precum si de gramezi de cromatind condensatd, aparent intr-
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o celuld aflatd in citokineza. Nucleolul multilocular era invelit complet de (pre)ribozomi si aparent
parea format din trei corpi nucleolari. Nu pot exclude nsa o forma tridimensionald multilobata a unui
singur nucleol. Pe unele dintre grilele de microscopie electronicd am gasit cordoane celulare
construite de celule slab diferentiate, cordoane care capdtau lumene si au fost considerate ca fiind
vasculogenice. Aceste cordoane vasculogenice au aparut ocazional acoperite de pericite. Celulele

endoteliale progenitoare au prezentat nucleoli giganti extrudati si, rar, corpi Weibel-Palade.

Am pus n evidenta prin acest studiu structuri care nu au mai fost gasite in organismul uman,
pe care le-am denumit nucleoli extrudati giganti, care erau identici ca structurd si dimensiuni cu
nucleolii intranucleari. Initial am fost tentat sa indic nucleolii extrudati drept sisteme canaliculare
nucleolare (NCS, Nucleolar Channel Systems). Endometrul formeaza consistent in faza lutealda NCS,
indiferent de statusul fertilitatii . NCS a mai fost numit si cosulet nucleolar sau canalicule nucleolare
si a fost identificat ca structuri tranzitorie in nucleii celulelor epiteliale endometriale '®. Se consideri
cd NCS sunt structuri specifice umane ’°. Prin supraexpresia proteinei nucleolare Nopp140 a fost
indusa formarea in nucleii celulelor din culturi a unor structuri numite R-rings, sisteme de membrane
Cu o mare asemanare ultrastructurald cu NCS; R-rings constau din cateva straturi de cisterne tubulare
de membrane inglobate intr-o matrice electronodense si associate frecvent cu nucleoli si cu anvelopa
nucleard ’°. Astfel de R-rings constau de buni seama din reticul endoplasmic insa sunt structuri lipsite
de elemente specifice anvelopei nucleare °. Evaluarea ultrastructurald este singura capabilid de a

identifica fara echivoc NCS 7°.

o eyt

Terzakis (1965) a documentat si a descris cu acuratete posibilititile morfologice ale NCS .
NCS consta din matrice, granule dense si canale ramificate si anastomozate, matricea amorfa fiind la
fel de densi precum cea mai densd componenti a nucleolului ®. Forma NCS este variabild, aparand
fie ca un elipsoid, sau sfera solida, fie ca o sferd subtire goala, sau ca un torus, sau inelar 8 NCS se
localizeazi frecvent la periferia nucleolului, sau poate fi separat de acesta 8. NCS poate fi despartit
de anvelopa nucleard prin nucleoplasma, sau poate veni In contact cu membrana nuclearad interna,
canalele NCS fiind in aceasta situatie deschise in spatiul perinuclear care, la randul sau, este conectat
cu cisternele RER ®. O a treia posibilitate pentru NCS este cea in care comunica direct cu citoplasma
8. Desi este neobisnuit, NCS este evaginat din nucleu cat este inci acoperit de anvelopa nucleara .
In studiul prezent diagnosticul de NCS al structurilor identificate precum nucleoli giganti extrudati a
fost declinat din mai multe motive: (a) PD nu este un tesut epitelial; (b) nucleolii extrudati pe care i-
am documentat ultrastructural nu au fost acoperiti de anvelopele nucleare, asemanandu-se din acest
punct de vedere cu R-rings; (c) nu am gasit evidente de NCS conectati cu nucleoli, precum in studiul

lui Terzakis; (d) nucleolii pe care i-am identificat nu prezintda dimensiunea regulata si repartitia




uniforma a NCS. Mai mult, lumenul tubulilor individuali in NCS comunica direct cu spatiul

perinuclear &, ceea ce nu este cazul in studiul prezent.

Holmgren a descris pentru prima oara, in 1899, corpi nucleolar-like in citoplasma neuronilor
din ganglionii spinali la iepuri si broaste 8, dupa cum este citat de Santolaya (1973) 82. Conform lui
Santolaya (1973) structuri similare au fost identificate in neuronii ganglionilor spinali umani de catre
Korner (1937) si in celulele organului pineal uman de Bargmann (1943) 828 Acesti corpi nucleolar-
like reprezinti nucleoli extrudati din nuclei in citoplasmele neuronale 8. Ehret si Powers (1955) au
studiat dezvoltarea nucleolilor la Paramecium Bursaria si au comentat ca deoarece s-au observat
nucleoli mici extrudati de pana la 0,2 pm diametru, este posibil de considerat ca largirea acestora in
citoplasmai are loc prin crestere sau prin coalescentd ®. Alti autori, Shimizu si Ishii (1965), au gasit
la nivelul hipotalamusului de sobolan prin utilizarea microscopiei electronice de transmisie,
ocazional, corpi nucleolar-like intracitoplasmatici pe care i-au considerat a fi rezultatul extruziei
nucleolare si nu artefacte 8. Re-analizand imaginile acestori doi autori am identificat bona fide corpi
Weibel-Palade in acele celule cu corpi nucleolar-like citoplasmatici. Acest fapt ar fi putut fi trecut
usor cu vederea, deoarece acesti corpi specifici celulelor liniei endoteliale au fost comunicati si
prezentati cu doar un an inainte de citre Ewald Weibel si George Palade . Aceasti observatie leagi
nucleolii citoplasmatici de linia celulara endoteliala. Si Kawabata (1965) a studiat hipotalamusul de
sobolan, a raportat corpi nucleolar-like inclusi in citoplasma, si a discutat despre mecanismul probabil
al extruziei nucleolilor in citoplasma unor celule neurosecretorii &. Autorul nu a prezentat probe
morfologice directe ale extruziei, desi au fost analizate sute de sectiuni de hipotalamus 8. Nu este
cazul pentru studiul PD prezentat aici care, desi static, a aratat extruzia nucleolara intracitoplasmatica.
Biggiogera si colab. (1997) au observat faptul cd in decursul apoptozei timocitelor, componente cu
ribonucleoproteini nucleara (RNP) formeaza grimezi care sunt extrudate in citoplasma %. Acest grup
de cercetare a observat ca aceste structuri ectopice heterogene derivate din RNP (HERD,
Heterogeneous Ectopic RNP-Derived) constau din fibrile de pericromatind, granule de
intercromatini, granule de pericromatini si din material nucleolar **°*. Au fost prezentate ulterior si
evidente ultrastructurale %2. Astfel, se poate specula rezonabil ci prezenta nucleolilor extrudati in
cordoanele vasculogenice ale PD poate fi corelata cu faza de lumenizare a acestor cordoane, faza
caracterizata prin remodeldri celulare. Este interesant faptul cd nucleolii extrudati nu sunt o

caracteristica specifica celulelor de la mamifere.

Nucleolii extrudati pe care i-am pus in evidenta prin microscopia electronicd de transmisie au
fost mai mari decat nucleii respectivi. Acest fapt ar putea sugera o aberatie nucleolara precum cea din
celulele maligne unde un concept disputat indica faptul cd ,,nucleolul este mult mai larg fata de

dimensiunea nucleului in toate celulele maligne, indiferent de tipul sau originea neoplasmului” %,
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Emodina este un anticarcinogenetic ce inhiba cresterea celulelor canceroase, creste mRNA si expresia
proteinei Notch1 in timp ce reduce semnificativ mRNA si expresia proteinei VEGF %4, Notch1 nu se
localizeazd numai in membrana celulara si in citoplasma, ci si in nucleolul celulelor canceroase, fiind
implicatd in mecanismele de supresie tumorald . Activarea cailor de semnalizare pentru Notch
induce downreglarea VEGF, suprimand tumorigeneza si angiogeneza %*. Interesant este aici faptul ci
leziunile dentare activeaza expresia nestinei in odontoblasti si expresia Notch in celulele PD, inclusiv
i le celule al 1 ine % d dii ulteri a 1

in acele celule ale vaselor sangvine *°. Sunt necesare de aceea studii ulterioare care sd evalueze
expresia Notch Tn DPSC si sa o localizeze in compartimentele celulare, inclusiv in nucleoli. Desi
activarea Notch in celulele stem canceroase este determinatd de semnalizarea juxtacrina dintre aceste

. . . . . 96 . o . .
celule si celulele endoteliale din nisele respective *°, pare speculativa extrapolarea acestui mecanism

la nivelul nisei non-maligne a PD.

4 Imunohistochimia pulpara si mecanismul formarii calculilor pulpari —
studiu original

Mecanismul formarii de calculi pulpari (DPS, Dental Pulp Stones) nu este inca identificat, iar
un rol posibil al nisei stem pulpare in formarea acestora a fost ignorat, desi se cunoaste potentialul
osteogenic al DPSC. Fenotipurile moleculare ale DPSC au fost studiate extensiv, nestina fiind un
marker pozitiv al DPSC, printre alti markeri. Expresia nestinei poate indica celule stem neurale 1nsa
s1 MSC sau progenitori orientati spre linia osteogenicd. Rolul DPSC in formarea de DPS nu trebuie
ignorat i il sustin prin studiul urmator de caz in care am documentat anatomia imunohistochimica a
nigei pulpare care ingloba DPS. Studiul imunohistochimic a fost realizat pe PD extrasa de la un molar
de minte mandibular inclus care a fost obtinut de la o pacientd de 34 ani. Am folosit urmatorii

anticorpi primari: a-SMA, CD34, Ki67, nestina, GFAP.

In miezul pulpar al PD de la molarul 3 mandibular inclus extras am gisit un DPS fals, deci o
structurd calcificati degenerativa, tapetat de osteoblasti. In stroma PD care continea DPS celulele
endoteliale microvasculare au fost marcate cu CD34, care nu a marcat insa celule stromale. Celulele
stromale ale PD au prezentat, ca si osteoblastii care tapetau DPS, expresia consistentd a nestinei. Am
pus in evidenta retele stromale construite de celule multipolare si celule fibroblastoide care au

prezentat expresia nestinei; acestea se conectau prin prelungiri lungi si dihotomice.

Rezultatele prezentate sustin ipoteza unei origini posibile a DPS din osteoclasti derivati din
DPSC dedicate liniei osteogenice, dupa cum se demonstreaza prin expresia nestinei, conform si
discutiei urmatoare. Aceasta ipoteza ar putea explica formarea de calculi pulpari. Mai mult, orice
situatie care creste hipoxia pulpara (inflamatia pulpara, deplasari ortodontice, traumatisme) poate

conduce la expresia nestinei, dedicand astfel DPSC catre linia osteogenica. Celulele pluripotente
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nediferentiate pot fi stimulate si evolueze citre linia celulard osteogenicd prin osteoinductie ¥'.
Osteoblastii, ca si odontoblastii, sunt celule rezidente ale PD, care pot crea dentina si os sub influenta
unor factori patologici precum replantarea sau transplantarea ®®. In conditii fiziologice celulele PD nu
mineralizeaza *°. In conditii patologice macanisme protective precum formarea de dentina reparatorie
sunt induse de stimuli inflamatori sau de stimuli mecanici *°. in cursul acestor evenimente din celulele
progenitoare ale PD se diferentiaza odontoblasti-like care secretd matrice dentinard, inclusiv proteine
matriceale (Bone SialoProtein, BSP, Dentin SialoPhosphoProtein, DSPP, osteocalcind, OCN) care
au roluri in diferentierea odontoblastilor ®. In legatura cu diferentierea odontoblastica este exprimati
si nestina %. Raspunsul protectiv al PD este mediat de molecule inflamatorii, precum TNF-o (Tumor
Necrosis Factor-a) %. TNF-o poate induce diferentierea odontoblastici a celulelor PD %, Aceste
detalii nu pot insa explica direct diferentierea osteoblastica, si nu odontoblastica, a celulelor PD.
Cautand in bazele de date Tmpreuna termenii-cheie ,,calculi pulpari” si ,,nestind”’nu am obtinut niciun
studiu specific. Astfel, se pare cd o evolutie spre diferentiere osteogenica a DPSC nu a fost luatd in
considerare anterior, atunci cand s-a analizat etiologia DPS. Acest lucru este intrigant, deoarece daca
Se observa atent studiul realizat de Gronthos si colab. in 2000 unde au fost descrise, dupa studii in
vitro, pentru prima datd DPSC , se poate gisi faptul ci DPSC pot produce noduli calcificati densi %,
asa cum de altfel sunt si DPS. Studii ulterioare, in vitro, au demonstrat faptul ca diferite clase de
celule stem dentare se pot diferentia in osteoblasti 4192103 Aceste detalii sustin ipoteza indusi de

studiul meu, aceea care indicd un rol direct al DPSC in formarea DPS.

5 Cercetari imunohistochimice ale anatomiei moleculare a papilei apicale
Sonoyama i colab. (2006) au raportat o noua populatie de celule stem dentare, din papila

apicala, denumite SCAP (Stem Cells from the Apical Papilla), dupa un studiu pe material biologic de
la suine 1%, SCAP sunt celule fibroblastoide clonogenice, care au o rati de proliferare mai mare ca
cea a DPSC 1%, SCAP exprimi markerii mezenchimali de suprafatd CD146 si STRO-1, precum si
CD24, care ar putea si fie un marker unic pentru aceasti subpopulatie de celule stem dentare 1%, Sunt

putine studii identificate in PubMed dupi termenii-cheie ,,nestin” si ,,apical papilla” 106112,

Am utilizat pentru imunohistochimie la parafind anticorpi pentru CD117/c-kit si nestina. Pe
lamele preparate pentru imunohistochimie la parafind am gasit expresia stromala atat a CD117/c-kit
cat si a nestinei. Reteaua respectiva era constituitd in mare parte din celule fusiforme cu prelungiri
lungi si dihotomice. Am gasit deasemenea celule multipolare, avind mai degraba prelungiri scurte si
dihotomice. Procesele celulare secundare rezultate dupa dihotomizéri, precum si cele primare,

contactau celule si prelungiri celulare din imediata lor vecinatate, configurand reteaua stromala.
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6 Concluziile tezei de doctorat

1.  Nisa endoteliala a foliculului dentar are individualitate distincta, celulele respective putand fi
distribuite prin transdiferentiere, sau ca celule stem/progenitoare, atat in mediul stromal respectiv, cat
si in circulatie.

2.  Se pare astfel ca celulele endoteliale in situ ca si celulele stromale ale foliculului dentar au in
comun antigene monocitar/macrofagice si antigene hematopoietice. Pe de 0 parte aceasta ar putea
indica faptul ca celulele stromale rezidente au potentialul de formare de neovase, insa pe de alta parte
se sugereaza rolul pe care celulele endoteliale 1-ar putea juca in fiziologia unei nise stem
hematopoietice locale.

3. Expresia epiteliala a CD68 la nivelul mucoasei orale indica potentialul fagocitic profesionist
al epiteliului oral. Este posibil ca in timp ce celulele epiteliale actioneaza ca fagocite profesioniste in
epiteliile normale, in epiteliile degenerative sa fie importate macrofage din stroma.

4.  Expresia CD68 in celule telocit-like fie poate indica faptul ca un subset de telocite sunt de
fapt macrofage, fie demonstreaza faptul ca acest marker nu poate fi utilizat pentru a face distinctia
dintre cele doua tipuri celulare, sau intre macrofage si celule endotelial-like.

5. Diferite linii celulare de fibroblasti exprima CD68 la niveluri comparabile cu macrofagele, de
aceea discriminarea in microscopia optica intre celulele fibroblastoide si macrofage sectionate
tangential poate apare speculativa.

6. Folosirea unui anticorp cu specificitate limfendoteliala poate distinge cu acuratete procesele
de limfangiogeneza de la nivelul mucoasei orale.

7. Identificarea in preparatele microscopice a telopodelor nu este suficientd pentru a distinge
telocite deoarece acestea pot fi confundate cu prelungiri celulare similare telopodelor pornite insa din
celule endoteliale germinative, din macrofage sau din celule hematopoietice.

8.  Markerii demonstrati in vitro in celule stem ale pulpei dentare trebuie considerati atent in
studii in situ ale acestora. Stro-1, un marker de notorietate al acestor celule corespunde unui antigen
endotelial, ceea ce poate indica apartenenta celulelor stem pulpare la linia celulard endoteliala.

9.  Studii preexistente au testat fenotipul molecular al celulelor stem dentare prin metode in vitro.
Studii in situ al acestor fenotipuri trebuie sa utilizeze paneluri de markeri comparabile cu cele folosite
pentru studii in culturi pentru a valida, sau disputa, rezultatele precedente si validitatea acestora pentru
regenerarea tisulara utilizand celule stem dentare.

10. Celulele tranzitorii de amplificare din nisele dentare pot prezenta o versatilitate fenotipica
suficientd pentru a masca o identificare exactd a tipurilor celulare. Astfel, teste ulterioare sunt
necesare pentru a stabili valoarea functionala a nucleolilor extrudati in nisa dentara, ca si pentru a

identifica daca astfel de substructuri sunt sau nu specifice acestei nise.
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11. Pentru a Intari rezultatele studiului electronomicroscopic care a identificat nucleoli extrudati
in celule ale pulpei dentare este necesar si un studiu molecular care sa testeze markeri nucleolari
specifici si sa identifica expresia lor citoplasmatica.

12.  Sunt necesare deasemenea cercetari care sa stabileasca rolul nucleolilor giganti extrudati in
nisa, trecuta cu vederea in cercetari, a dintilor frontali. Majoritatea studiilor preexistente au utilizat
tesut pulpar de la nivelul molarilor iar diferentele specifice ale nisei stem pulpare dentare nu au fost
apreciate prin corelatie cu topografia dentara.

13. Formarea calculilor pulpari ar putea fi indusa de celulele stem ale pulpei dentare adulte, dupa
cum se sustine prin expresia nestinei in astfel de celule stem ale pulpei dentare ce inglobeaza calcul
pulpar. Sunt insa necesare studii ulterioare pe loturi mai mari, cu paneluri de markeri extinse, pentru
a valida aceasta ipoteza.

14.  Un punct important In care apare confuzia in interpretarea rezultatelor este atunci cind nestina
este privita precum marker neural/neurogenic in tesuturile dentare, si nu precum un marker
mezenchimal stem/progenitor, desi s-a demonstrat in vitro ca celulele stem ale pulpei dentare nu
exprima markeri corelati cu celule nervoase diferentiate.

15.  Am identificat in studiul prezent retele ale papilei apicale exprimand c-kit si nestind. Este
rezonabil de speculat faptul ca retelele stromale c-Kit+/nestin- ar putea fi lipsite de capacitatea de
transmitere a potentialelor de actiune (retele inactive), in timp ce retelele stromale c-Kit+/nestin+ pot
reprezenta o forma de retele active. Sau, dimpotriva, dacd iau in considerare faptul ca nestina este
downreglata odata cu diferentierea celulara, retelele c-kit+/nestin- pot avea un grad mai mare de
diferentiere, in timp ce retelele c-kit+/nestin+ pot indica o clonogenicitate mai buna '3, Din aceasti
ultima interpretare rezultd cd nestina poate fi sau un marker functional in nisele dentare, din
perspectiva transmiterii in retelele stromale a potentialelor de actiune, sau un marker al

clonogenicitatii celulelor tranzitorii de amplificare in nisa respectiva.
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