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Introducere 
Medicina dentară nu poate evita provocările medicinei regenerative 1. Implementarea 

biomimeticelor dentare devine facilitată de mărirea volumului cunoștinţelor despre celulele stem 

dentare, și despre procesul de diferenţiere a acestora. Acest domeniu oferă perspective importante, 

precum bioingineria completă a dintelui, sau regenerarea ţesutului periodontal 1.  

Obiectivul cercetărilor mele doctorale a fost de a aprecia structural nișe stem orodentare, fie 

epiteliale, fie stromale. Am urmărit nișa epitelială orală, nișele stem ale foliculilor dentari, papilei 

apicale și pulpei dentare, prin studii imunohistochimice și studii în microscopia electronică de 

transmisie. Au rezultat evidenţe originale care fie sunt sustenabile prin informaţia specifică publicată 

până în prezent, fie aduc contribuţii inedite la cunoaștere.  

 

PARTEA GENERALĂ A TEZEI DE DOCTORAT 
Am documentat în partea generală a tezei mele de doctorat date fundamentale privind 

morfogeneza dentară, incluzând aici şi dezvoltarea pulpei dentare. În continuare prezint elemente de 

histologie a mucoasei orale, cu cele două componente, epiteliul şi ţesutul conjunctiv, submucoasa 

orală, apoi histologia papilei apicale, celulele stem ale foliculilor dentari, celulele ligamentului 

periodontal, histologia pulpei dentare, şi această nişă stem dentară. În cel de-al treilea capitol al părţii 

generale sunt prezentate elemente privind structura nişelor stem hematopoietică şi mezenchimală.  

PARTEA PERSONALĂ A TEZEI DE DOCTORAT 
Am realizat 5 studii în partea originală a tezei de doctorat: 

1. Cercetări imunohistochimice privind anatomia moleculară a sacului folicular; 

2. Cercetări imunohistochimice privind anatomia moleculară în nișa mucoasei orale; 

3. Cercetări imunohistochimice privind anatomia moleculară și ultrastructurală a pulpei dentare; 

4. Imunohistochimia pulpară și mecanismul formării calculilor pulpari; 

5. Cercetări imunohistochimice ale anatomiei moleculare a papilei apicale. 

1 Cercetări imunohistochimice privind anatomia moleculară a sacului 
folicular 

Ţesuturile periodontale care persistă după odontogeneză constituie foliculul dentar (FD), care 

este considerat o nișă stem a adultului 2. Totuși, posibilităţile de transdiferenţiere ale endoteliilor din 

această nișă par a fi trecute cu vederea 2.  
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Am ridicat ipoteza că celulele endoteliale ale FD prezintă deopotrivă un fenotip progenitor și 

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, și CD68, marker monocitar/macrofagic, în 

endoteliile FD 2. 

Ţesut uman folicular dentar a fost colectat de la 10 pacienţi la care s-a practicat extracţia 

molarilor trei incluși din motive ortodontice și terapeutice. Metoda imunohistochimică a utilizat 

anticorpi primari pentru: CD117/c-kit; nestină; p120; CD68. Am documentat histologia sacului 

folicular pe lame colorate cu hematoxilină-eozină. Pe lamele imunomarcate cu nestină markerul a 

fost exprimat în celule endoteliale ale FD. Deasemenea și p120 a fost exprimată în endoteliile 

vasculare de la nivelul FD. Am identificat cu acurateţe pe lamele microscopice structura sacului 

folicular. Celulele endoteliale microvasculare aparţinând la venule postcapilare (după calibru şi 

datorită lipsei pericitelor) au prezentat expresia pozitivă atât a CD117/c-kit, cât şi a CD68. Cei doi 

markeri au fost exprimaţi pozitiv şi în celule stromale cu morfologie fibroblastoidă. De asemenea, 

CD68 a prezentat expresie pozitivă în celule epiteliale bazale ale epiteliului scuamos stratificat de la 

nivelul sacului folicular.  

Baza celulară a regenerării ţesuturilor este dată de capacitatea celulelor progenitoare de a se 

transdiferenţia în diferite linii celulare şi/sau de multipotenţialul celulelor stem de a se diferenţia în 

ţesuturile ţintă dorite 3. Unul dintre ţesuturile multipotente ale corpului, căruia i s-a atribuit o calitate 

de progenitor, este FD, un strat relativ omogen de celule ectomezenchimale care se consideră că pe 

lângă originea ligamentului periodontal, cementului şi osului alveolar are şi rol în menţinerea 

statusului nemineralizat şi a arhitecturii spaţiale a ligamentului periodontal 3. Cercetările existente 

demonstrează fie că FD conţine populaţii heterogene de celule progenitoare, fie că celulele 

progenitoare ale FD au multipotenţial 3. 

 Sunt diferite studii ale celulelor progenitoare ale FD în care a fost identificat faptul că acestea 

exprimă nestină, CD29, CD44, CD73, CD90, şi nu exprimă CD14, CD31, CD34, CD45 and CD117 

4. Având în vedere specificitatea acestor markeri reiese faptul că în nişa FD componentele celulare 

nu se leagă nici de un fenotip hematopoietic (CD34, CD45, CD117), nici de unul endotelial (CD31, 

CD34) şi nici de unul monocitar/macrofagic (CD14). Un studiu al FD la molari de minte parţial erupţi, 

asupra subseturilor de celule inflamatorii, precum macrofage identificate prin expresia CD68, a 

evaluat faptul că FD nu conţin un număr crescut de celule inflamatorii 5. Astfel, se poate specula 

rezonabil că fenotipul CD68+ pe care l-am identificat nu are legătură cu inflamaţia, iar celulele 

stromale fibroblastoide CD68+ şi c-kit+ pe care le-am găsit se leagă mai degrabă de subseturi de 

monocite şi progenitori. Un astfel de fenotip poate indica progenitori endoteliali. Aceasta deoarece 

se cunoaşte faptul că la adult hemagioblaştii părăsesc măduva osoasă şi trec în ţesuturi non-
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hematopoietice; astfel de celule sau progenia lor ar putea reprezenta o sursă de celule endoteliale la 

adult, progenitorii aceştia endoteliali fiind identificaţi atât prin expresia pozitivă a c-kit, cât şi prin 

expresia pozitivă a CD68 6.  

Interesant, am găsit expresii pozitive ale c-kit şi CD68 în celulele endoteliale ale venulelor 

postcapilare din FD 2. Expresia endotelială a CD68, de intensitate variabilă, a fost decelată anterior 

în celule ale liniei monocitar/macrofagice şi în fibroblaşti şi celule endoteliale, ceea ce a susţinut 

faptul că CD68 nu este un marker strict monocitar/macrofagic ci mai degrabă o proteină lizozomală 

care este mai bogat reprezentată în macrofage 7. Acest lucru este susţinut în plus şi de expresia CD68 

în celule mezenchimale stem/stromale 8. Pe de altă parte, celule endoteliale umane normale, precum 

cele din vena ombilicală, din ganglionii limfatici normali şi din măduva osoasă, produc Stem Cell 

Factor (SCF, factorul Steel, acesta fiind ligandul receptorului c-kit) şi au receptori c-kit 9. Se pare 

astfel că celulele endoteliale in situ ca şi celulele stromale ale FD au în comun antigene 

monocitar/macrofagice şi antigene hematopoietice. Pe de o parte aceasta ar putea indica faptul că 

rezidenţii stromei FD au potenţialul de formare de neovase, însă pe de altă parte se sugerează rolul 

pe care celulele endoteliale l-ar putea juca în fiziologia unei nişe stem hematopoietice locale. S-a 

demonstrat că celulele stem hematopoietice se localizează la adult în nişe perivasculare 10 şi că la 

embrion endoteliul poate genera celule stem hematopoietice 11. Acest fapt este susţinut şi de 

experimente care au identificat endoteliul aortic ca fiind hemogenic, celulele stem hematopoietice din 

spaţiul subaortic derivând prin tranziţie endotelial-hematopoietică 12. Pe de altă parte, majoritatea 

celulelor endoteliale circulante din sângele periferic au originea din pereţii vasculari 13  iar astfel de 

celule pot popula diferite ţesuturi, inclusiv ţesuturile în care au origine. 

În lumina acestor demonstraţii originea celulelor stem/progenitoare ale FD suportă revizuiri, 

deoarece endoteliul poate reprezenta un donor al componentelor nişei. Acest lucru este întărit şi de 

faptul că în celulele FD a fost identificată expresia Stro-1 14,15 care, deşi este considerat un marker de 

celule stem mezenchimale 16, în fapt este un antigen endotelial de 75kD 17.  

2 Cercetări imunohistochimice privind anatomia moleculară în nișa 
mucoasei orale 

Telocitele (TC) reprezintă un tip celular denumit în 2010, anterior aceste celule fiind 

considerate celule interstiţiale Cajal-like; sunt celule stromale cu o caracteristică specifică – 

prelungirile celulare extreme de lungi, subţiri și moniliforme, numite telopode (dilataţiile au fost 

denumite podoame, segmentele subţiri dintre podoame au fost denumite podomere) 18-24. Deși s-a 

demonstrat că pot apare morfologii hibride 22, în microscopia electronică de transmisie care este 

considerată metoda de elecţie prin care pot fi identificate TC, în descrierile iniţiale s-a considerat că 
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TC sunt distincte de fibroblaști 18,19. Telocitele nu sunt însă acceptate de toţi cercetătorii, nefiind 

incluse nici în Terminologia Histologica 25,26. 

În prezent, sunt numeroase lucrări care discută limitările studiilor iniţiale despre TC și care pun 

la îndoială ideea că TC ar putea reprezenta un nou tip celular 26-38. De aceea, este necesară prudenţă 

pentru a face diferenţa între un TC și o celulă TC-like (fals TC) iar studii noi sunt necesare pentru a 

diferenţia corespunzător TC de celulele liniei endoteliale 24. Ar trebui utilizaţi în studiul TC și markeri 

limfatici, pentru a distinge TC de celulele endoteliale limfatice 35. Markerul endotelial CD31 ar trebui 

folosit în studiile imunohistochimice despre TC pentru a face distincţia TC CD34+/CD31- de celulele 

vasculare endoteliale CD34+/CD31+ 39. Totuși, CD31 marchează și celule endoteliale limfatice 28. 

Pe de altă parte, CD34 care este privit ca un identificator al TC, este deasemenea un marker 

hematopoietic 33, la fel ca și c-kit, ceea ce nu este în avantajul identificărilor TC prin 

imunohistochimie 24. 

Scopul acestui studiu imunohistochimic al tezei mele de doctorat a fost astfel reprezentat de 

investigarea nișei stem a mucoasei orale și de punerea la punct a unui panel de markeri 

imunohistochimice care să diferenţieze celulele nișei, inclusiv prin testarea macrofagelor în această 

nișă. Studiul a fost realizat retrospectiv pe specimene arhivate incluse la parafină cu mucoasă orală 

keratinizată umană (treizeci de cazuri). Metoda imunohistochimică a utilizat anticorpi primari pentru: 

CD34, D2-40, CD31, CD68, citokeratina 5 (CK5), Ki67 și alfa-actina mușchiului neted (α-SMA).  

După aplicarea anticorpilor anti-CD34 am observat că doar câteva celule epiteliale au prezentat 

expresia acelui marker. În lamina propria a mucoasei orale am pus în evidenţă expresia CD34 în 

endotelii. În plus am evidenţiat două subpopulaţii distincte morfologic de celule stromale care au 

exprimat CD34: (i) celule multipolare în planul secţiunii, care proiectau prelungiri telopodiale 

dihotomice; (ii) celue fusiforme delicate, telocit-like, care proiectau deasemenea prelungiri 

telopodiale dihotomice. Anticorpul anti-CD31 a prezentat o expresie exclusivă endotelială. Astfel de 

celule endoteliale au prezentat deasemenea expresia markerului monocitar/macrofagic CD68. 

Macrofagele CD68-pozitive au populat în număr mare lamina propria și la acel nivel se învecinau cu 

monocite CD68-pozitive care erau lipsite de prelungiri. Aceste macrofage CD68-pozitive au apărut 

în secţîuni fie ca celule largi multipolare, atunci când au fost secţionate tangenţial, fie ca bastonașe 

alungite, atunci când au fost secţionate ortogonal. Am observat că macrofagele proiectau prelungiri 

bine reprezentate și dihotomice. Am identificat deasemenea morfologii telocitare și telopodiale, 

inclusiv în stratul imediat subepitelial și în nișa perivasculară. Am găsit deasemenea celule epiteliale 

bazale și suprabazale care au fost marcate pozitiv cu anticorpul anti-CD68. În plus, am pus în 

evidenţă, foarte rar, celule epiteliale apoptotice. Markerul limfatic D2-40 a fost exprimat în celule 

epiteliale bazale. Anticorpii anti-D2-40 au marcat deasemenea capilarele limfatice și colectoarele 
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limfatice din lamina propria. Am observat capilare limfatice localizate în vecinătatea vaselor sanguine 

care erau negative pentru markerul D2-40. Colectoarele limfatic largi proiectau filopode și erau în 

bună parte lipsite de pericite, au apărut precum cordoane groase cu filopode atunci când erau 

secţionate tangenţial. În plus am pus în evidenţă pilieri intraluminali în colectoarele limfatice largi. 

Deasemenea am evidenţiat celule telocit-like perivasculare D2-40-pozitive dar acest lucru trebuie 

interpretat cu prudenţă pe secţiunile microscopice bidimensionale. 

Numeroase studii au indicat faptul că TC au un fenotip CD34+ 20,40-44. Diaz-Flores și colab. 

(2014) au realizat o documentare complexă, demonstrând că „telocitele” sunt doar un alt termen 

folosit pentru a indica celule stromale CD34+ 45. Un studiu anterior privind expresia CD34 în 

mucoasa orală a identificat distribuţia uniformă a celulelor stromale CD34+ în ţesutul normal 46. Am 

constatat că celulele stromale pot prezenta o morfologie telocitară pe secţiuni bidimensionale 24. 

Totuși în studiul acesta am identificat două seturi de celule stromale CD34+, primul fiind cu celule 

largi cu numeroase prelungiri telopodiale, care ar putea aparţine liniei hematopoietice, iar al doilea 

fiind celulele stromale cu morfologie telocitară CD34+ 24. Acestea din urmă par a nu aparţine liniei 

endoteliale deoarece nu am identificat astfel de celule marcate cu CD31. Este interesant în acest 

context faptul că în cazuri cu fibroză submucoasă orală, care este un status potenţial premalign tisular, 

apare o reducere sau chiar dispariţîe completă a celulelor stromale CD34+ 46. Astfel, în timp ce 

evidenţa TC CD34+ în mucoasa orală indică un status normal, sănătos, al ţesutului, lipsa reţelelor de 

TC CD34+ ar putea indica modificări patologice 24. Aceasta oglindește modificările cutanate din 

sclerodermă, când TC dispar progresiv, ceea ce poate afecta reparaţia sau regenerarea cutanată, poate 

conduce la alterări ale matricei extracelulare și reduce controlul asupra activităţii miofibroblaștilor și 

mastocitelor 44. Din păcate, CD34 este binecunoscut precum marker hematopoietic 47, nefiind astfel 

chiar atât de semnificativ pentru diferenţierea între TC și celulele liniei hematopoietice 24. Este 

important din această perspectivă de discutat aici faptul că diverse studii au indicat și fenotipul 

CD117/c-kit+ pentru TC 48-52, dar și acest ultim marker este deasemenea specific pentru linia 

hematopoietică 24. Se consideră că nișa stem universală a adultului este nișa perivasculară, după cum 

indică o serie de cercetări anterioare 40,53,54. Celulele stem mezenchimale sunt derivate din celule 

perivasculare 55. Din această perspectivă, faptul că am identificat celule telocitare perivasculare 

exprimând D2-40 ar putea fi explicat prin aceea că podoplanina poate acţiona ca reglator al 

morfologiei celulare normale, atât în celule normale cât și în celule maligne 56. Dacă se consideră că 

celulele telocitare perivasculare ce exprimă D2-40 ar fi celule endoteliale limfatice, atunci se poate 

specula rezonabil faptul că un spaţiu interstiţial perivascular prelimfatic ar fi delimitat de celule 

telocitare 24. Trebuie însă avut în vedere că MSC pot exprima un fenotip limfatic atunci când sunt 

puse în contact cu un mediu inductiv limfatic 57,58. Într-un studiu publicat în 2012, realizat prin 
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microscopie electronică de transmisie, au fost prezentate TC, macrofage în contact cu telopode, dar 

și macrofage proiectând telopode, la nivelul spaţiului subcapsular renal 59. Nu este surprinzător, 

deoarece, după cum reiese și din studiul prezent, macrofagele proiectează numeroase procese subţiri 

24. Cum în studiul respectiv nu a fost utilizat niciun marker pentru macrofage, distincţia dintre TC și 

macrofage în microscopia electronică rămâne discutabilă 24. Proprietăţile fagocitare ale TC CD34+ 

au fost demonstrate în diferite ţesuturi, inclusiv în ţesuturile periodontale, deși aceste celule au fost 

identificate ca negative pentru CD31 și α-SMA, ceea ce autorii demonstrează prin evidenţe 

prezentate, dar negative pentru CD45, CD68 și h-caldesmon, ceea ce nu se susţine prin evidenţele 

prezentate atunci 60. S-a sugerat atunci că TC fagocitare exprimă CD34 dar nu exprimă CD68, în timp 

ce macrofagele exprimă CD68 dar sunt negative pentru CD34 60. Dar, experimente realizate anterior 

de studiul pe care îl discut au demonstrat faptul că celulele endoteliale care rezultă din celule 

mononucleare și exprimă markeri specifici endoteliali, precum CD34, CD144 și factorul von 

Willebrand, exprimă deasemenea CD68 47. Deoarece am pus în evidenţă celule cu morfologie 

telocitară, fusiforme și proiectând telopode, care exprimă CD68, consider că este nevoie de prudenţă 

atunci când CD68 este folosit pentru a face distincţia dintre TC și alte tipuri celulare. Înainte ca TC 

să fie lansate drept un nou tip celular în anul 2010, de către Popescu și Faussone-Pellegrini 19, 

specificitatea a trei anticorpi monoclonali anti-CD68 fusese testată prin imunohistochimie și 

citometrie în flux 61. Au fost atunci documentate clonele KP1, EBM11 și PGM1 ale CD68, precum 

și markerii fibroblastici CD90 și prolil-4 hidroxilaza 61. S-a demonstrat atunci că la testarea în 

citometrie în flux a fibroblaștilor CD68+, aproape toate celulele testate au fost pozitive pentru KP1 

61, clona pe care am folosit-o în acest studiu. De aceea, identificarea de celule telocitare CD68(KP1)-

pozitive, apare normală. Acest lucru se corelează cu identificarea în alt studiu precedent a expresiei 

în fibroblaștii gingivali a expresiei CD14 62, un alt marker pentru monocite și macrofage. Diferite linii 

celulare de fibroblaști exprimă CD68 la niveluri comparabile cu macrofagele 63, de aceea distincţia 

în microscopia optică a celulelor fibroblastoide de macrofage secţionate tangenţial poate apare 

speculativă.  

Anumite tulpini de Escherichia coli produc factor citotoxic necrotizant 1 (CNF1, Cytotoxic 

Necrotizing Factor 1) care acvitează permanent Rho GTPazele și permite astfel celulelor epiteliale 

să supună macropinocitozei nu doar particule de latex și bacterii, dar și celule apoptotice, într-un mod 

similar fagocitelor profesioniste precum macrofagele și neutrofilele 64-66. S-a demonstrat că celulele 

Hep-2 ale carcinomului laringian uman exprimă markerul fagocitar specific CD68, și deasemenea s-

a demonstrat că activarea Rho prin intermediul CNF1 variază localizarea intracelulară a CD68 66. 

Aceste rezultate demonstrează că celulele epiteliale Rho-activate se comportă de regulă în același fel 

precum fagocitele profesioniste 66. Până la studiul prezent, prezenţa celulelor epiteliale rezidente 



7 
 

macrofag-like CD68+ în mucoasa orală nu a mai fost testată 24. Se cunoaște totuși că integrarea 

incompletă a complexelor adherens ale joncţiunilor intercelulare conduce la degenerarea edematoasă 

a epiteliului care, în sindromul Sjögren, este infiltrat de macrofage 67. De aceea, este posibil ca în 

timp ce celulele epiteliale acţionează ca fagocite profesioniste în epiteliile normale, în epiteliile 

degenerative să fie importate macrofage din stromă 24. Mucoasa orală este un derivat ectodermal, așa 

cum este și pielea 68. S-a sugerat anterior faptul că macrofagele CD68+ migrează din derm în epiderm 

și se transdiferenţiază în celule Langerhans rezidente 69. Un alt studiu a documentat faptul că în pielea 

normală se află celule dendritice epidermale CD68+ 70. De aceea, expresia pe care am identificat-o, 

a celulelor epiteliale orale adendritice CD68+ ar putea să corespundă cu stadii tranziţionale ale unei 

transdiferenţieri a macrofagelor 24. Studii viitoare care să utilizeze metode de dublă marcare ar putea 

elucida acest aspect.  

3 Cercetări privind anatomia moleculară şi ultrastructurală a pulpei 
dentare 

Pulpa dentară reprezintă un micromediu complex 71 unde celulele stem mezenchimale (MSC, 

Mesenchymal Stem Cells) şi celulele progenitoare cohabitează 72, de regulă în nişe stem perivasculare 

73-75. Imunofenotipul CS ale pulpei dentare (DPSC, Dental Pulp Stem Cells) a fost descris cu 

precădere prin cercetări in vitro 71. Se cunosc posibilităţi de modificare fenotipică ale DPSC după 

adăugarea în mediul lor a diferitelor molecule 76. Experimentele realizate in vitro nu oferă însă date 

obiective privind caracterizarea in situ a DPSC 71. 

Am urmărit în acest studiu să documentez anatomia imunohistochimică şi ultrastructurală în 

nişa pulpară, pentru realizarea de corelaţii adecvate cu referenţialul specific. Metoda 

imunohistochimică a utilizat anticorpi primari pentru CD10; CD 105; CD117/c-kit; CD146; CD34; 

CD45; nestină; Stro-1; enolaza neuron-specifică; Ki67; α-actina muşchiului neted; proteina fibrilară 

acidică glială (GFAP). Microscopia electronică de transmisie: fragmentele tisulare (pulpe dentare 

prelevate de la nivelul dinţilor frontali) au fost procesate şi montate pe grile.  

Enolaza neuron-specifică (NSE) a marcat pozitiv nervii pulpari și elemente ale plexului 

subodontoblastic al lui Raschkow. Expresia CD10 la nivelul pulpei dentare umane adulte a fost 

panstromală în mantaua pulpară, unde au apărut marcate reţele stromale complexe, inclusiv endotelii. 

La nivelul miezului pulpar endoteliile vaselor pulpare mari nu au exprimat CD10. Deasemenea 

expresia CD10 a fost negativă în nervi pulpari. La nivelul pulpei dentare expresia CD117/c-kit a fost 

pozitivă în reţele stromale construite în bună parte de celule fibroblastoide și celule multipolare. Stro-

1 a prezentat expresie pozitivă în celule endoteliale și în celule stromale ale pulpei dentare. Expresia 

CD146 a fost slabă şi inconstantă în celulele endoteliale ale vaselor pulpare rezidente dar acest marker 



8 
 

a fost bine exprimat în capilarele născânde. CD146 nu a avut expresie pozitivă în celule stromale non-

endoteliale ale PD testate de mine. Am identificat în pulpa dentară expresia CD34 la nivelul celulelor 

endoteliale vasculare dar şi în capilare nascânde şi în celule stromale izolate. Expresia CD45 a fost 

pozitivă în celule endoteliale ale vaselor rezidente pulpare și în capilarele născânde. Rare celule 

stromale izolate au prezentat fenotip CD45+ pe secţîunile bidimensionale. CD105 (endoglina) a 

prezentat expresie endotelială şi am putut demonstra celulele endoteliale germinative prin proiecţia 

stromală a filopodelor acestora. Expresia CD105 a fost prezentă şi în celule stromale izolate ale pulpei 

dentare. Markerul proliferativ Ki67 a fost exprimat la nivelul pulpei dentare în celule ale pereţilor 

vasculari – celule endoteliale şi celule periendoteliale (ex.celule musculare netede vasculare) precum 

şi în celule stromale izolate. Imunomarcarea cu nestină a pulpei dentare umane adulte a demonstrat 

reţele nestin+ panstromale la nivel pulpar. Alfa-actina de muşchi neted a fost exprimată exclusiv în 

celule mioide periendoteliale intramurale, pericite şi celule musculare netede vasculare. Am pus în 

evidenţă, în pulpa dentară umană adultă, expresia GFAP la nivelul pericitelor (săgeţi) şi nervilor 

pulpari (săgeţi cu vârf dublu). 

Secţiune ultrafină a pulpei dentare de la nivelul unui 
incisiv lateral superior. Nucleolul (n) prezintă o 
morfologie intermediară în cursul citokinezei 
(săgeata cu vârf dublu). Nucleolul este învelit parţial 
de un strat de preribozomi (vârfuri de săgeţi) şi are în 
vecinătate grămezi de cromatină (săgeţi), într-o 
celulă-fiică cu filamente intermediare (IF).  

 
 

În microscopia electronică de transmisie am pus în evidenţă un aspect morfologic particular 

legat de nucleolii DPSC – nucleoli giganţi extrudaţi în citoplasmă (figura). Acești nucleoli erau cel 

mai probabil legaţi de regiuni de organizare nucleolară (NOR, Nucleolar Organiser Regions) ale 

acelor nuclei, fie central, fie polar. Interesant, acei nucleoli erau de dimensiuni comparabile și erau 

parţial înglobaţi în nuclei și parţial extrudaţi în citoplasma celulei. Acești nucleoli au constat din centri 

fibrilari și componentele densă fibrilară și granulară; pe flancul adnuclear erau tapetaţi de 

heterocromatină iar pe flancul abnuclear (citoplasmatic) erau tapetaţi de o peliculă subţire de 

(pre)ribozomi, care venea în contact direct cu filamentele intermediare din citoplasmă. Prezenţa 

(pre)ribozomilor a fost utilă pentru a considera acești nucleoli precum maturi, funcţionali, și nu de tip 

primitiv, care ar fi trebuit să fie mai largi și lipsiţi de înveliș ribozomal. O altă morfologie intermediară 

a acestor nucleoli a fost cea multiloculară. În stadiul morfologic intermediar, nucleolul era înconjurat 

de un strat incomplet de (pre)ribozomi, precum și de grămezi de cromatină condensată, aparent într-
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o celulă aflată în citokineză. Nucleolul multilocular era învelit complet de (pre)ribozomi și aparent 

părea format din trei corpi nucleolari. Nu pot exclude însă o formă tridimensională multilobată a unui 

singur nucleol. Pe unele dintre grilele de microscopie electronică am găsit cordoane celulare 

construite de celule slab diferenţiate, cordoane care căpătau lumene și au fost considerate ca fiind 

vasculogenice. Aceste cordoane vasculogenice au apărut ocazional acoperite de pericite. Celulele 

endoteliale progenitoare au prezentat nucleoli giganţi extrudaţi și, rar, corpi Weibel-Palade. 

Am pus în evidenţă prin acest studiu structuri care nu au mai fost găsite în organismul uman, 

pe care le-am denumit nucleoli extrudaţi giganţi, care erau identici ca structură și dimensiuni cu 

nucleolii intranucleari. Iniţial am fost tentat să indic nucleolii extrudaţi drept sisteme canaliculare 

nucleolare (NCS, Nucleolar Channel Systems). Endometrul formează consistent în faza luteală NCS, 

indiferent de statusul fertilităţii 77. NCS a mai fost numit și coșuleţ nucleolar sau canalicule nucleolare 

și a fost identificat ca structură tranzitorie în nucleii celulelor epiteliale endometriale 78. Se consideră 

că NCS sunt structuri specifice umane 79. Prin supraexpresia proteinei nucleolare Nopp140 a fost 

indusă formarea în nucleii celulelor din culturi a unor structuri numite R-rings, sisteme de membrane 

cu o mare asemănare ultrastructurală cu NCS; R-rings constau din câteva straturi de cisterne tubulare 

de membrane înglobate într-o matrice electronodense și associate frecvent cu nucleoli și cu anvelopa 

nucleară 79. Astfel de R-rings constau de bună seamă din reticul endoplasmic însă sunt structuri lipsite 

de elemente specifice anvelopei nucleare 79. Evaluarea ultrastructurală este singura capabilă de a 

identifica fără echivoc NCS 79. 

Terzakis (1965) a documentat și a descris cu acurateţe posibilităţile morfologice ale NCS 80. 

NCS constă din matrice, granule dense și canale ramificate și anastomozate, matricea amorfă fiind la 

fel de densă precum cea mai densă componentă a nucleolului 80. Forma NCS este variabilă, apărând 

fie ca un elipsoid, sau sferă solidă, fie ca o sferă subţire goală, sau ca un torus, sau inelar 80. NCS se 

localizează frecvent la periferia nucleolului, sau poate fi separat de acesta 80. NCS poate fi despărţit 

de anvelopa nucleară prin nucleoplasmă, sau poate veni în contact cu membrana nucleară internă, 

canalele NCS fiind în această situaţie deschise în spaţiul perinuclear care, la rândul său, este conectat 

cu cisternele RER 80. O a treia posibilitate pentru NCS este cea în care comunică direct cu citoplasma 

80. Deși este neobișnuit, NCS este evaginat din nucleu cât este încă acoperit de anvelopa nucleară 80. 

În studiul prezent diagnosticul de NCS al structurilor identificate precum nucleoli giganţi extrudaţi a 

fost declinat din mai multe motive: (a) PD nu este un ţesut epitelial; (b) nucleolii extrudaţi pe care i-

am documentat ultrastructural nu au fost acoperiţi de anvelopele nucleare, asemănându-se din acest 

punct de vedere cu R-rings; (c) nu am găsit evidenţe de NCS conectaţi cu nucleoli, precum în studiul 

lui Terzakis; (d) nucleolii pe care i-am identificat nu prezintă dimensiunea regulată și repartiţia 
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uniformă a NCS. Mai mult, lumenul tubulilor individuali în NCS comunică direct cu spaţiul 

perinuclear 80, ceea ce nu este cazul în studiul prezent. 

Holmgren a descris pentru prima oară, în 1899, corpi nucleolar-like în citoplasma neuronilor 

din ganglionii spinali la iepuri și broaște 81, după cum este citat de Santolaya (1973) 82. Conform lui 

Santolaya (1973) structuri similare au fost identificate în neuronii ganglionilor spinali umani de către 

Korner (1937) și în celulele organului pineal uman de Bargmann (1943) 82-84. Acești corpi nucleolar-

like reprezintă nucleoli extrudaţi din nuclei în citoplasmele neuronale 85. Ehret și Powers (1955) au 

studiat dezvoltarea nucleolilor la Paramecium Bursaria și au comentat că deoarece s-au observat 

nucleoli mici extrudaţi de până la 0,2 µm diametru, este posibil de considerat că lărgirea acestora în 

citoplasmă are loc prin creștere sau prin coalescenţă 86. Alţi autori, Shimizu și Ishii (1965), au găsit 

la nivelul hipotalamusului de șobolan prin utilizarea microscopiei electronice de transmisie, 

ocazional, corpi nucleolar-like intracitoplasmatici pe care i-au considerat a fi rezultatul extruziei 

nucleolare și nu artefacte 87. Re-analizând imaginile acestori doi autori am identificat bona fide corpi 

Weibel-Palade în acele celule cu corpi nucleolar-like citoplasmatici. Acest fapt ar fi putut fi trecut 

ușor cu vederea, deoarece acești corpi specifici celulelor liniei endoteliale au fost comunicaţi și 

prezentaţi cu doar un an înainte de către Ewald Weibel și George Palade 88. Această observaţie leagă 

nucleolii citoplasmatici de linia celulară endotelială. Şi Kawabata (1965) a studiat hipotalamusul de 

șobolan, a raportat corpi nucleolar-like incluși în citoplasmă, și a discutat despre mecanismul probabil 

al extruziei nucleolilor în citoplasma unor celule neurosecretorii 89. Autorul nu a prezentat probe 

morfologice directe ale extruziei, deși au fost analizate sute de secţiuni de hipotalamus 89. Nu este 

cazul pentru studiul PD prezentat aici care, deși static, a arătat extruzia nucleolară intracitoplasmatică. 

Biggiogera și colab. (1997) au observat faptul că în decursul apoptozei timocitelor, componente cu 

ribonucleoproteină nucleară (RNP) formează grămezi care sunt extrudate în citoplasmă 90. Acest grup 

de cercetare a observat că aceste structuri ectopice heterogene derivate din RNP (HERD, 

Heterogeneous Ectopic RNP-Derived) constau din fibrile de pericromatină, granule de 

intercromatină, granule de pericromatină și din material nucleolar 90,91. Au fost prezentate ulterior și 

evidenţe ultrastructurale 92. Astfel, se poate specula rezonabil că prezenţa nucleolilor extrudaţi în 

cordoanele vasculogenice ale PD poate fi corelată cu faza de lumenizare a acestor cordoane, fază 

caracterizată prin remodelări celulare. Este interesant faptul că nucleolii extrudaţi nu sunt o 

caracteristică specifică celulelor de la mamifere.  

Nucleolii extrudaţi pe care i-am pus în evidenţă prin microscopia electronică de transmisie au 

fost mai mari decât nucleii respectivi. Acest fapt ar putea sugera o aberaţie nucleolară precum cea din 

celulele maligne unde un concept disputat indică faptul că „nucleolul este mult mai larg faţă de 

dimensiunea nucleului în toate celulele maligne, indiferent de tipul sau originea neoplasmului” 93. 
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Emodina este un anticarcinogenetic ce inhibă creșterea celulelor canceroase, crește mRNA și expresia 

proteinei Notch1 în timp ce reduce semnificativ mRNA și expresia proteinei VEGF 94. Notch1 nu se 

localizează numai în membrana celulară și în citoplasmă, ci și în nucleolul celulelor canceroase, fiind 

implicată în mecanismele de supresie tumorală 94. Activarea căilor de semnalizare pentru Notch 

induce downreglarea VEGF, suprimând tumorigeneza și angiogeneza 94. Interesant este aici faptul că 

leziunile dentare activează expresia nestinei în odontoblaști și expresia Notch în celulele PD, inclusiv 

în acele celule ale vaselor sangvine 95. Sunt necesare de aceea studii ulterioare care să evalueze 

expresia Notch în DPSC și să o localizeze în compartimentele celulare, inclusiv în nucleoli. Deși 

activarea Notch în celulele stem canceroase este determinată de semnalizarea juxtacrină dintre aceste 

celule și celulele endoteliale din nișele respective 96, pare speculativă extrapolarea acestui mecanism 

la nivelul nișei non-maligne a PD.  

4 Imunohistochimia pulpară și mecanismul formării calculilor pulpari – 
studiu original 

 

Mecanismul formării de calculi pulpari (DPS, Dental Pulp Stones) nu este încă identificat, iar 

un rol posibil al nişei stem pulpare în formarea acestora a fost ignorat, deşi se cunoaşte potenţialul 

osteogenic al DPSC. Fenotipurile moleculare ale DPSC au fost studiate extensiv, nestina fiind un 

marker pozitiv al DPSC, printre alţi markeri. Expresia nestinei poate indica celule stem neurale însă 

şi MSC sau progenitori orientaţi spre linia osteogenică. Rolul DPSC în formarea de DPS nu trebuie 

ignorat şi îl susţin prin studiul următor de caz în care am documentat anatomia imunohistochimică a 

nişei pulpare care îngloba DPS. Studiul imunohistochimic a fost realizat pe PD extrasă de la un molar 

de minte mandibular inclus care a fost obţinut de la o pacientă de 34 ani. Am folosit următorii 

anticorpi primari: α-SMA, CD34, Ki67, nestină, GFAP.  

În miezul pulpar al PD de la molarul 3 mandibular inclus extras am găsit un DPS fals, deci o 

structură calcificată degenerativă, tapetat de osteoblaști. În stroma PD care conţinea DPS celulele 

endoteliale microvasculare au fost marcate cu CD34, care nu a marcat însă celule stromale. Celulele 

stromale ale PD au prezentat, ca și osteoblaștii care tapetau DPS, expresia consistentă a nestinei. Am 

pus în evidenţă reţele stromale construite de celule multipolare și celule fibroblastoide care au 

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

Rezultatele prezentate susţin ipoteza unei origini posibile a DPS din osteoclaşti derivaţi din 

DPSC dedicate liniei osteogenice, după cum se demonstrează prin expresia nestinei, conform şi 

discuţiei următoare. Această ipoteză ar putea explica formarea de calculi pulpari. Mai mult, orice 

situaţie care creşte hipoxia pulpară (inflamaţia pulpară, deplasări ortodontice, traumatisme) poate 

conduce la expresia nestinei, dedicând astfel DPSC către linia osteogenică. Celulele pluripotente 
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nediferenţiate pot fi stimulate să evolueze către linia celulară osteogenică prin osteoinducţie 97. 

Osteoblaştii, ca şi odontoblaştii, sunt celule rezidente ale PD, care pot crea dentină şi os sub influenţa 

unor factori patologici precum replantarea sau transplantarea 98. În condiţii fiziologice celulele PD nu 

mineralizează 99. În condiţii patologice macanisme protective precum formarea de dentină reparatorie 

sunt induse de stimuli inflamatori sau de stimuli mecanici 99. În cursul acestor evenimente din celulele 

progenitoare ale PD se diferenţiază odontoblaști-like care secretă matrice dentinară, inclusiv proteine 

matriceale (Bone SialoProtein, BSP, Dentin SialoPhosphoProtein, DSPP, osteocalcină, OCN) care 

au roluri în diferenţierea odontoblaștilor 99. În legătură cu diferenţierea odontoblastică este exprimată 

și nestina 99. Răspunsul protectiv al PD este mediat de molecule inflamatorii, precum TNF-α (Tumor 

Necrosis Factor-α) 99. TNF-α poate induce diferenţierea odontoblastică a celulelor PD 100. Aceste 

detalii nu pot însă explica direct diferenţierea osteoblastică, și nu odontoblastică, a celulelor PD. 

Căutând în bazele de date împreună termenii-cheie „calculi pulpari” și „nestină”nu am obţinut niciun 

studiu specific. Astfel, se pare că o evoluţie spre diferenţiere osteogenică a DPSC nu a fost luată în 

considerare anterior, atunci când s-a analizat etiologia DPS. Acest lucru este intrigant, deoarece dacă 

se observă atent studiul realizat de Gronthos și colab. în 2000 unde au fost descrise, după studii in 

vitro, pentru prima dată DPSC , se poate găsi faptul că DPSC pot produce noduli calcificaţi denși 101,  

așa cum de altfel sunt și DPS. Studii ulterioare, in vitro, au demonstrat faptul că diferite clase de 

celule stem dentare se pot diferenţia în osteoblaști 4,102,103. Aceste detalii susţîn ipoteza indusă de 

studiul meu, aceea care indică un rol direct al DPSC în formarea DPS.  

5 Cercetări imunohistochimice ale anatomiei moleculare a papilei apicale 
Sonoyama şi colab. (2006) au raportat o nouă populaţie de celule stem dentare, din papila 

apicală, denumite SCAP (Stem Cells from the Apical Papilla), după un studiu pe material biologic de 

la suine 104. SCAP sunt celule fibroblastoide clonogenice, care au o rată de proliferare mai mare ca 

cea a DPSC 105. SCAP exprimă markerii mezenchimali de suprafaţă CD146 şi STRO-1, precum şi 

CD24, care ar putea să fie un marker unic pentru această subpopulaţie de celule stem dentare 105. Sunt 

puţine studii identificate în PubMed după termenii-cheie „nestin” și „apical papilla” 106-112. 

Am utilizat pentru imunohistochimie la parafină anticorpi pentru CD117/c-kit şi nestină. Pe 

lamele preparate pentru imunohistochimie la parafină am găsit expresia stromală atât a CD117/c-kit 

cât și a nestinei. Reţeaua respectivă era constituită în mare parte din celule fusiforme cu prelungiri 

lungi și dihotomice. Am găsit deasemenea celule multipolare, având mai degrabă prelungiri scurte și 

dihotomice. Procesele celulare secundare rezultate după dihotomizări, precum și cele primare, 

contactau celule și prelungiri celulare din imediata lor vecinătate, configurând reţeaua stromală.  
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6 Concluziile tezei de doctorat 
 

1. Nişa endotelială a foliculului dentar are individualitate distinctă, celulele respective putând fi 

distribuite prin transdiferenţiere, sau ca celule stem/progenitoare, atât în mediul stromal respectiv, cât 

și în circulaţie.  

2. Se pare astfel că celulele endoteliale in situ ca şi celulele stromale ale foliculului dentar au în 

comun antigene monocitar/macrofagice şi antigene hematopoietice. Pe de o parte aceasta ar putea 

indica faptul că celulele stromale rezidente au potenţialul de formare de neovase, însă pe de altă parte 

se sugerează rolul pe care celulele endoteliale l-ar putea juca în fiziologia unei nişe stem 

hematopoietice locale.  

3. Expresia epitelială a CD68 la nivelul mucoasei orale indică potenţialul fagocitic profesionist 

al epiteliului oral. Este posibil ca în timp ce celulele epiteliale acţionează ca fagocite profesioniste în 

epiteliile normale, în epiteliile degenerative să fie importate macrofage din stromă.  

4. Expresia CD68 în celule telocit-like fie poate indica faptul că un subset de telocite sunt de 

fapt macrofage, fie demonstrează faptul că acest marker nu poate fi utilizat pentru a face distincţia 

dintre cele două tipuri celulare, sau între macrofage și celule endotelial-like. 

5. Diferite linii celulare de fibroblaști exprimă CD68 la niveluri comparabile cu macrofagele, de 

aceea discriminarea în microscopia optică între celulele fibroblastoide şi macrofage secţionate 

tangenţial poate apare speculativă.  

6. Folosirea unui anticorp cu specificitate limfendotelială poate distinge cu acurateţe procesele 

de limfangiogeneză de la nivelul mucoasei orale.  

7. Identificarea în preparatele microscopice a telopodelor nu este suficientă pentru a distinge 

telocite deoarece acestea pot fi confundate cu prelungiri celulare similare telopodelor pornite însă din 

celule endoteliale germinative, din macrofage sau din celule hematopoietice. 

8. Markerii demonstraţi in vitro în celule stem ale pulpei dentare trebuie consideraţi atent în 

studii in situ ale acestora. Stro-1, un marker de notorietate al acestor celule corespunde unui antigen 

endotelial, ceea ce poate indica apartenenţa celulelor stem pulpare la linia celulară endotelială. 

9. Studii preexistente au testat fenotipul molecular al celulelor stem dentare prin metode in vitro. 

Studii in situ al acestor fenotipuri trebuie să utilizeze paneluri de markeri comparabile cu cele folosite 

pentru studii în culturi pentru a valida, sau disputa, rezultatele precedente şi validitatea acestora pentru 

regenerarea tisulară utilizând celule stem dentare. 

10. Celulele tranzitorii de amplificare din nișele dentare pot prezenta o versatilitate fenotipică 

suficientă pentru a masca o identificare exactă a tipurilor celulare. Astfel, teste ulterioare sunt 

necesare pentru a stabili valoarea funcţională a nucleolilor extrudaţi în nișa dentară, ca și pentru a 

identifica dacă astfel de substructuri sunt sau nu specifice acestei nișe.  
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11. Pentru a întări rezultatele studiului electronomicroscopic care a identificat nucleoli extrudaţi 

în celule ale pulpei dentare este necesar şi un studiu molecular care să testeze markeri nucleolari 

specifici şi să identifica expresia lor citoplasmatică. 

12. Sunt necesare deasemenea cercetări care să stabilească rolul nucleolilor giganţi extrudaţi în 

nișa, trecută cu vederea în cercetări, a dinţilor frontali. Majoritatea studiilor preexistente au utilizat 

ţesut pulpar de la nivelul molarilor iar diferenţele specifice ale nişei stem pulpare dentare nu au fost 

apreciate prin corelaţie cu topografia dentară. 

13. Formarea calculilor pulpari ar putea fi indusă de celulele stem ale pulpei dentare adulte, după 

cum se susţine prin expresia nestinei în astfel de celule stem ale pulpei dentare ce înglobează calcul 

pulpar. Sunt însă necesare studii ulterioare pe loturi mai mari, cu paneluri de markeri extinse, pentru 

a valida această ipoteză.  

14. Un punct important în care apare confuzia în interpretarea rezultatelor este atunci când nestina 

este privită precum marker neural/neurogenic în ţesuturile dentare, şi nu precum un marker 

mezenchimal stem/progenitor, deşi s-a demonstrat in vitro că celulele stem ale pulpei dentare nu 

exprimă markeri corelaţi cu celule nervoase diferenţiate. 

15. Am identificat în studiul prezent reţele ale papilei apicale exprimând c-kit şi nestină. Este 

rezonabil de speculat faptul că reţelele stromale c-kit+/nestin- ar putea fi lipsite de capacitatea de 

transmitere a potenţialelor de acţiune (reţele inactive), în timp ce reţelele stromale c-kit+/nestin+ pot 

reprezenta o formă de reţele active. Sau, dimpotrivă, dacă iau în considerare faptul că nestina este 

downreglată odată cu diferenţierea celulară, reţelele c-kit+/nestin- pot avea un grad mai mare de 

diferenţiere, în timp ce reţelele c-kit+/nestin+ pot indica o clonogenicitate mai bună 113. Din această 

ultimă interpretare rezultă că nestina poate fi sau un marker funcţional în nişele dentare, din 

perspectiva transmiterii în reţelele stromale a potenţialelor de acţiune, sau un marker al 

clonogenicităţii celulelor tranzitorii de amplificare în nișa respectivă.  
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