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Souhrn

Tématem této prace je vliv kryokonzervace na kmenové buriky, jmenovité na kmenové
buriky izolované ze zubni dfené (KBZD). Kryokonzervace je metoda uchovavani bunék a tkani
pfi teplotach hluboko pod bodem mrazu, pfi niz jsou biologické pochody zastaveny.
Odstranuje nutnost udrzovat kmenové burnky (KB) v dlouhodobé kultivaci, umoznuje
skladovani KB pro potencialni budouci klinické vyuZiti, pfipadné pro klinické testovani. Pro
jeji plné vyuziti v preklinické a klinické praxi je nezbytné objasnéni nezadoucich efektd na

kryokonzervované burky.

Cilem tohoto vyzkumu bylo ovéfeni vlivu metody nefizené kryokonzervace na KBZD
s pouzitim dimethylsulfoxidu (DMSQO) v koncentraci 10 % jako kryoprotektiva (KPA). Stanovit
vliv porovnanim velikosti, viability, proliferacni aktivity, fenotypu, relativni délky telomer a
diferenciacniho potencidlu nezmrazenych a zamrazenych KBZD po dobu Sesti a dvandcti

mésicl. KBZD byly izolovany ze stdlych zub( od darc( ve véku 13 — 18 let.

Dle vysledk( této prace mohou byt KBZD efektivné kryokonzervovany technicky nenarocnou
metodou nefizené kryokonzervace minimalné po dobu 12 mésicl. Nepozorovali jsme vliv na
jejich morfologii, fenotyp, ale po kryokonzervaci doslo k jejich zmenseni a poklesu viability.
Kryokonzervované buriky zlstaly po rozmrazeni proliferacné aktivni, ale potrebovaly delsi
¢as na obnoveni jejich ,funkéniho zdravi“. | po ro¢ni kultivaci byly KBZD schopné diferenciace

ve zralé bunécéné typy.

DMSO je povaZovan za zlaty standard pro jeho vSestranné vyuZiti pfi kryokonzervaci rdznych
typl bunék. Vyuziti DMSO vsak sebou nese i rizika plynouci z jeho cytotoxického efektu. V
nasi budouci praci bychom se radi zaméfili na eliminaci DMSO z kryokonzervaéniho média,

pripadné alespon na sniZzeni jeho koncentrace kombinaci s vysokomolekularnimi latkami.



Summary

The topic of this study is the effect of cryopreservation on stem cells, namely dental pulp
stem cells (DPSCs). Cryopreservation is a process of sustaining the viability of cells and
tissues by freezing and storing them at sub-zero temperatures where biochemical reactions
do not occur. It eliminates the need to preserve stem cells through long-term cultures,
allows the storage of stem cells for potential future clinical use, or clinical studies. However,
it is necessary to fully understand any adverse effects on cryopreserved cells for full

applicability in preclinical and clinical practice.

The purpose of this study was to cryopreserve DPSCs for 6 and 12 months using an
uncontrolled-rate freezing technique and observe its effect on the biological properties of
stored stem cells. We used 10 % dimethyl sulfoxide (DMSO) as a cryoprotective agent (CPA).
We successfully isolated ten dental pulp stem cell lineages from donors aged 13 — 18 years
to be able to observe the effect of cryopreservation on cell size, viability, proliferation

activity, relative telomere length and differentiation potential.

According to the data obtained, the uncontrolled-rate freezing technique is not technically
demanding, and it is sufficient for the successful cryopreservation of DPSCs for at least 12
months. Cryopreserved cells kept the same morphology, phenotype and differentiation
potential. We observed size reduction and decreased viability after cryopreservation.
Cryopreserved cell groups remained proliferatively active after the thawing process.
However, the population doubling time for the cryopreserved group was longer immediately

after thawing in comparison to the fresh cells.

DMSO is a frequently used CPA for its versatile effectiveness in cryopreservation of various
cell types. On the other hand, there are broadly published concerns about its cytotoxic
effect. In our future study, we would like to reduce its concentration or eliminate it from the

cryopreservation protocol.



1 Uvod do problematiky

1.1 Kmenové bunky
Kmenové bunky (KB) predstavuji velmi pravdépodobné budoucnost regenerativni a
reparativni mediciny diky svym vlastnostem, jako jsou schopnost sebeobnovy a diferenciace
ve zralé bunécné typy in vitro. Dle zdroje a doby izolace KB rozezndvame kmenové buriky
embryonalni (EKB) a postnatalni nebo také adultni (AKB). EKB se mohou diferencovat v
kteroukoli bunku lidského téla, jsou tzv. pluripotentni (1). AKB maji uZsi spektrum
diferenciace a jsou oznacovany jako multipotentni (1). Pfi odbéru adultnich kmenovych
bunék mUzZe darce nebo jeho zakonny zdstupce dat informovany souhlas s jejich vyuzitim a

nevznikaji tak silné etické rozpory, jako pfi vyuZiti embryonalnich kmenovych bunék, u

vV

vevys

v regenerativni Ci reparativni mediciné.

Adultni kmenové buriky byly izolovany z fady tkani lidského téla, jmenovité z kize (3), kostni
drené (4), tukové tkané (5), periferni krve (6), chrupavky (7), periostu (8) a rady dalSich.
Adultni kmenové buniky byly také izolovany z tkani souvisejicich se zubem, tj. ze zubni dfené
natdlniho, do¢asného i stalého zubu, zubniho folikulu, apikalni papily, tzn. z tkdné pfi apexu
kofene vyvijejiciho se zubu, z periodoncia a gingivy. V anglictiné oznacovanych jako , Dental
related stem cells”. Vyvoj zubu je zaloZen na sérii vzajemnych induktivnich interakci mezi
ektodermem a mezenchymem ¢i ektomezenchymem. Derivaty dentalniho mezenchymu
jsou dentdlni papila a dentalni vak. Zevni vrstva bunék dentdlni papily jsou burky
ektomezenchymalni, davajici vznik odontoblastim a extracelularni matrix (ECM) dentinu.
Vnitfni masa bunék dentaIni papily je mezenchymalniho plivodu a dava vznik fibroblastiim
zubni dfené, cévam a fidkému kolagennimu vazivu zubni dfené. Vnitfni vrstva bunék
dentalniho vaku jsou burnky ektomezenchymadlniho plivodu a davaji vznik cementoblastim,
respektive ECM cementu. Zevni a stfedni masu bunék dentalniho vaku poté tvofi bunky
mezenchymadlniho plvodu a davaji vznik fibroblastlim (stfedni vrstva), kolagennimu vazivu
periodoncia, a osteoblastim (zevni vrstva), ECM kosti alveolarniho vybézku horni a dolni
Celisti. Podkladem pro dentalni mezenchym a ektomezenchym jsou bunky, které béhem

embryonalniho vyvoje vycestovaly z okraja crista neuralis. Diky rozdilnému embryonalnimu



vyvoji jednotlivych zubnich tkdni se dd predpokladat, Ze ze zubni dfené a z okolnich mékkych
tkani je mozné ziskat KB rozdilného plivodu umoziujici vybér vhodnych linii pro rlizné
aplikace (9).

V soucasnosti bylo identifikovano a charakterizovano jiz osm skupin kmenovych bunék
izolovanych z tkani souvisejicich s natalni, doasnou nebo stdlou dentici. Kmenové buriky
izolované ze zubni dfené (KBZD), které byly poprvé izolovany v roce 2000 (10) a nasledné
charakterizovany v roce 2002 (11). Ostatni typy kmenovych bunék byly objeveny podé;ji:
Kmenové buriky izolované ze zubni difené docasnych exfoliovanych zub( (SHED — ,,stem cells
from human exfoliated decidious teeth”) (12) poprvé izolovany v roce 2003; kmenové bunky
izolované z periodontalnich ligament (13) objeveny v roce 2004; kmenové buriky izolované
z dentdlniho folikulu poprvé izolovany v roce 2005; kmenové buriky izolované z apikdalni
papily objeveny vroce 2006 (15); kmenové buriky izolované ze zubniho zarodku ve
vyvojovém stadiu zvonku poprvé izolovany vroce 2007 (16); gingivalni mezenchymalni
kmenové buriky poprvé izolovany v roce 2009 (17); kmenové buriky izolované ze zubni dfené

natalnich zub( objeveny v roce 2010 (18).

1.2 Kmenové bunky zubni diené

Kmenové buriky zubni difené byly poprvé identifikovany v roce 2000 prof. Gronthosem a
jeho kolegy (10). Vitalni zubni dfen predstavuje relativné snadno dostupny zdroj
postnatalnich kmenovych bunék. Extrakce zubu se provadi vétSinou jako planovany vykon,
a tak se jedna o vyuziti biologického materidlu, ktery by se jinak cilené likvidoval jako
biologicky odpad. Pacient, respektive darce, tak nepodstupuje zadny operacni vykon navic.
Nejcastéji jsou za Ucelem izolace KB vyuZivany tfeti molary v 77,6 % (19), které jsou c¢asto
extrahovany z dlvoda retence ¢i semiretence. Druhou nejcastéjsi skupinou jsou prvni
premolary v 10,7 % (19), které jsou extrahovany z ortodontickych divodd okolo 12. roku
véku, tedy zdhy po profezani do dutiny ustni. Jednd se tak ¢asto o intaktni zuby s
nedokoncenym vyvojem korene. Treti nejCastéji vyuzivané zuby jako zdroj KBZD jsou
nadpocetné zuby, zejména meziodenty, atov 2,6 % (19).

Zubni dfen je izolovana od okolnich struktur tvrdymi zubnimi tkanémi a zachovava si
specifické mikroprostfedi, nazyvané ,niche”, které ovliviuje vlastnosti uloZenych
kmenovych bunék izolovanych ze zubni dfené (KBZD) (20), (21). JelikoZ svym sloZzenim niché

zubni dfené velmi pfipomina niché primitivni (embryonalni) tkané, dda se predpokladat, Ze i
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nékteré vlastnosti KBZD mohou byt podobné vlastnostem embryondlnich kmenovych
bunék. Suchdnek a kol. dokazali, Ze buriky jsou schopné dosahnout pfes 60 populacnich
zdvojeni (22) a Laino s kolegy dosahl i 80 populacnich zdvojeni (23). KBZD maji vietenovity
tvar s mnozstvim cytoplazmatickych vybézk(. Jsou schopné adherovat k pevnym povrchiim
a exprimuji povrchové CD (, cluster of differentiation”) znaky mezenchymalnich kmenovych
bunék. Jejich velikou vyhodou je ektomezenchymalni embryonadlni plvod, diky kterému jsou
schopné diferenciace v Siroké spektrum bunék in vitro. KBZD jsou schopné diferenciovat in
vitro v osteogenni, neurogenni, adipogenni, myogenni, chondrogenni bunécnou fadu a

buriky produkujici inzulin (24), (25), (26).

1.3 Principy kryokonzervace

Jeden z hlavnich cil(i tkanového inZenyrstvi je regenerace a reparace tkani ztracenych
Urazem nebo patologickym procesem. K dosazeni tohoto cile je potfeba mit k dispozici
dostatecny pocet KB, idealné takovych, které jsou jiz charakterizované a uskladnéné pro
pfipadné vyuZiti. Kryokonzervace je metoda uchovavani bunék a tkdnich pfi teplotach
hluboko pod bodem mrazu, kdy jsou biologické pochody zastaveny (27). Po odebrani by tak
bunky a tkané mohly byt skladovany az do doby, kdy by je darce potfeboval. Pro vyuZiti
zmrazenych bunék a tkani v klinické praxi je vSak nutné, aby pouzity kryokonzervacni
protokol byl standardizovan a respektoval pravidla ,,good manufacturing practice” (GMP).
Buiky a tkané jsou béhem procesu kryokonzervace vystaveny riziku ireverzibilniho
poskozeni. Pfesné mechanismy poskozeni nejsou zcela objasnény. Kryobiologie je
multidisciplindrni obor zabyvajici se biologickymi principy probihajicimi v burikach a tkanich
(zahrnuijici i jejich interakci se zevnim prostiredim) pfi teplotdch bod bodem mrazu. BEhem
kryokonzervace je problematickd zejména rychlost ochlazovani, vystaveni kritickym
teplotam Ci pii rozmrazovani prechod zpét k teplotdam okolo 37 °C (27). Primarnim ukolem
tohoto oboru je objasnéni principll a mechanism({ poskozeni bunék a tkani béhem
kryokonzervace a upravit protokoly tak, aby k témto ireverzibilnim zménam nedochdazelo,
nebo byl jejich dopad minimalni.

Béhem kryokonzervace se pro soubor mechanisml s negativhim dopadem na KB pouZiva
obecné termin kryoposkozeni, jelikoz je tézké jednotlivé mechanismy od sebe oddélit.
NejdulezZitéjsi jsou procesy, které se souborné oznacuji jako chladovy Sok a chladové

poskozeni (28). Chladovy Sok je zodpovédny za snizeni viability vlivem prudké ¢i velké zmény
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teplot a chladové poskozeni nastava pfi vystavéni bunék kritickym teplotdm, coz jsou teploty
okolo 0-20 °C.

Pti chladovém Soku jsou prvni poSkozeny lipidy vdazané v membrané, struktura proteinu a
nukleovych kyselin DNA dale je poSkozeny proces translace mRNA a inhibovana enzymova
aktivita vazana na bunééné membrany (28). Vlivem téchto pochodl je zahajena syntéza tzv.
chladem indukovanych protein(i. Prozatim byly dlkladné prostudovany zejména dva
chladové proteiny: CIRBP (chladem indukovany RNA vazajici protein) a RBM3 (RNA vazajici
motif protein 3). Tyto proteiny byly identifikovany jak u bakterii, tak i u mnohobunécénych
organisml véetné Clovéka. Syntéza téchto chladovych proteinl je klicovym kontrolnim
mechanismem v sav€ich bunkdch, ktery spousti kaskadu dalSich pochodli béhem
kryokonzervace (29), naptiklad zvySenou syntézu nenasycenych mastnych kyselin, ¢imz
dochazi ke zvySené propustnosti membran (30).

Jednim z moznych mechanismu chladového poskozeni je neefektivni fazova preména lipidu
v lipidové dvojvrstvé bunéénych membran. Pri teploté 0 — 20 °C by mély lipidy prechazet
z tekuté krystalické struktury na gelu podobnou rigidni strukturu (31). Teplota 0 — 20 °C je
proto oznacovana za kritickou a doba strdvenad pfti téchto teplotach by méla byt obecné co
nejkratsi. Kryokonzervace vyuzivajici rychly pokles teploty tak snizuje riziko chladového
poskozeni, ale zvysuje riziko chladového Soku (32). Geneticky se senzitivita pro chladové
poskozeni u rostlin upravuje vy$sim podilem nenasycenych mastnych kyselin (podil dvojnych
vazeb) v bunéénych membrdanach (33), na druhou stranu se membrany poté stavajici vice
propustnymi. Membrany spermii maji také vyssi podil polynenasycenych MK. V téchto
pfipadech se poté uplatriuje poskozeni vlivem volnych radikal( (34), (35).

Pfi studiu vlivu kryoposkozeni na bunky kuary kralicich nadledvin ponorfenych do
vitrifikacniho média byla zjisténa linearni zavislost mezi snizovanim viability bunék a klesajici
teplotou od 0 °C az k — 85 °C (28). Ve studii Guan a kol. pfi genové analyze zjistili expresi
stresovych a prozanétlivych genl pfi pomalé kryokonzervaci az k teploté — 80 °C (36).
Buriky a tkané jsou také poskozeny béhem procesu kryokonzervace a rozmrazovani tvorbou
extraceluldrnich a intraceluldrnich krystal( ledu. Pfi teploté mezi — 15 °C az — 5 °C dochazi
k formovani krystall ledu v extracelularnim médium, ale intracelularné stale chrani bunky
jejich membrana. Nastava tzv. prechodné obdobi, kdy obsah bunék z(istdva nezmrazeny a
zvysuje se jeho osmolalita. Pro obnoveni rovnovahy unika intracelularni voda vné bunék

(37). Nasledujici pochody poté zavisi na rychlosti poklesu teploty béhem kryokonzervace. Pfi
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pfilis rychlém poklesu teploty voda z bunék nestaci uniknout, nedojde k obnoveni rovnovahy
a ledové krystaly se pti dalSim snizovani teploty za¢nou tvofit intracelularné (38). Naopak pfi
pfilis pomalém poklesu teploty buriky ztraceji nitrobunéénou vodu. Ztrata vody zplsobuje
dehydrataci a smrsténi bunék, ¢imz dochdzi ke zvySeni koncentrace intracelularnich
elektrolyti pfed dosaZzenim eutektické teploty (pfi této teploté jsou vSechny komponenty
roztoku v pevném stavu) (37). Objemové smrsténi bunék a dlouhodobé vystavéni vyssi
koncentraci elektrolytli vede k poskozeni lipidové dvojvrstvy, ¢imZz bunétné membrany
ztraceji svou selektivni propustnost a pfi rozmrazovani praskaji (39). Tento mechanismus je
oznacovan jako hyperosmoticky stres (40). Navic je objemové smrsténi bunék limitované
jejich obsahem, ktery je oznacCovan jako tzv. kriticky objem. | kdyZz bunky maji nadale
tendenci se zmenSovat, neni to mozné, a tak se na povrchu bunék vytvari vysoky
hydrostaticky tlak, ktery opét vede k jejich lyze (41). Pti ztraté vody dale dochazi k formovani
novych vazeb mezi proteiny, které by pfti fyziologické konfiguraci bunék nemohly vznikat. Pti
opétovném zahrati, respektive rehydrataci bunék, jsou tyto vazby nestdlé, proteiny
denaturuji a buriky jsou ireverzibilné poskozeny (42). Pfi smrsténi bunék se také ztraceji
mezibunécné kontakty (37).

Reakce na kryokonzervaci jsou odlisSné odvijejici se od typu a velikosti bunék, rozdilné
permeability bunéénych membran a osmotické tolerance (37), (43), (44).

Mezi dalsi mechanismy, které se wuplatiuji béhem kryokonzervace a poskozuji
kryokonzervované burky, patfi oxidativni stres a tvorba volnych kyslikovych radikalG.

Nejcastéji se jednd o peroxid vodiku, superoxidové ionty a hydroxylové radikaly (45).

1.4 Kryoprotektivum

Kryoprotektiva (KPA) jsou latky pridavané k bunécné suspenzi pred kryokonzervaci, jejichz
smyslem je snizit negativni dopad kryokonzervace ve vSech vySe popsanych mechanismech.
Diky vysokému obsahu vody uvnitf bunék a tkani je voda jeden z hlavnich determinantu
fyzikalnich zmén uvnitf bunék béhem kryokonzervace i pfi procesu rozmrazovani.

Tvoreni intracelularnich a extraceluldrnich krystald ledu vede k fatdlnimu poskozeni
bunécénych struktur. Tvorba krystal( ledu mizZe nastat kdykoliv pokud klesne teplota pod O
°C (46), pricemz extracelularni krystaly se tvofi snadnéji nez intracelularni (47). Krystaly ledu
jsou vétsinou solidni a maji pravidelnou krystalickou strukturu. Pro krystalizaci ledu je nutné

krystaliza¢ni centrum, jadro, od kterého se krystal rozr(ista. Toto jddro muZe byt iont nebo
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jiny krystal ledu. KPA pracuji jednak na principu optimalizace teploty tani a tuhnuti, ale také
jsou to latky schopné zamezit ¢i omezit tvorbu krystall ledu tim, Ze zamezuji ¢i omezuji
vazbu tuhnouci vody na zdrodecna centra krystald (48). KPA se daji rozdélit dle jejich
molekuldrni hmotnosti na nizkomolekularni a vysokomolekularni. Mezi KPA o nizké
molekuldrni hmotnosti patfi ethylen (propylen) glykol, dimethylsulfoxid (DMSO), glycerol,
methanol a jiné (28), (48). Diky nizké molekularni vaze jsou schopné proniknout
intracelularné a ovlivnit tak vnitfni prostfedi buriky. Snizuji koncentraci elektrolytd
nitrobunécné a brani dehydrataci bunék pti poklesu teploty. Zabranuji formovani ledovych
krystalG vazbou na hydroxylovou skupinu v molekulach vody (49). Jejich efektivita stoupa
s koncentraci, ale s vyssi koncentraci zaroven stoupa i jejich toxicita (37). Druhd skupina
latek jsou latky o vysoké molekuldarni hmotnosti, mezi které patfi naptiklad dextran,
hydroxyethyl Skrob, polyvinylalkohol a jiné (50). Cukry a jejich derivaty, jako glukdza,
sachardza nebo trehaléza, byly nalezeny jako pfirodni KPA u nékterych druhd rostlin (51),
Zab (52) a Zabronoziek (53), které jsou timto chranény pred nizkymi teplotami. Obecné
vysokomolekuldrni latky chrani burnky prevaziné extraceluldarné. Podili se ¢astecné na
dehydrataci bunék, zdbrané tvorby intracelularnich krystalG ledu a dale také stabilizuji
bunééné membrany (48). V malém mnoiZstvi se tato KPA dostavaji intracelularné i do
nefagocytujici bunék pravdépodobné diky procesu pinocytdzy (54).

Obecné plati, zejména u vétsiny nizkomolekuldrnich kryoprotektiv, Ze s rostouci koncentraci
stoupd jejich toxicita. RozliSuje se jednak specificka toxicita vramci daného KPA a
nespecificka toxicita. Toxicky vliv KPA se velmi obtizné dokazuje, jelikoZz se béhem
kryokonzervace uplatiuji i mechanismy kryoposkozeni, osmotického poskozeni,
oxidativniho stresu a jiné. Stejné i samotny vliv KPA se lisi dle pouZité koncentrace, teploty,

typu bunék, metodiky studie a média s KPA (28).

1.4.1 Dimethylsulfoxid
Uziti DMSO je s obavami diskutovano uz od roku 1964, kdy byly poprvé schvéleny klinické
studie. Jiz v roce 1965 byly klinické studie s DMSO v humdanni mediciné zakdzany, protoze
byl pozorovan nezadouci uc¢inek DMSO na ocni ¢ocku u pokusnych zvitat (55). Nasledujici
rok byly schvaleny nékteré klinické studie, ve kterych byl DMSO pouzit pro kozni aplikaci u
pacientd s vaznym onemocnénim, a u nichZ neexistovala jina uc¢inna lécba. V roce 1968, po

dokonceni zvlastnich studii toxicity, které nepotvrdily toxicitu DMSO na proteiny o¢ni ¢ocky
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Clovéka, byly povoleny dalsi klinické studie. PFi téchto studiich byl DMSO pouZit pro méné
zdvazina postizeni (56). LetdIni ddvka DMSO pfi intravendznim podani je 2,5 — 8,9 mg/kg
télesné hmotnosti (studovano na zvifatech - psech, opicich, krysdch a mysich) (56). Pomérné
vysoka letalni davka zménila pohled na toxicitu DMSO, a americky Ufad pro kontrolu
potravin a léCiv klasifikoval DMSO do stejné kategorie jako ethanol, jmenovité do
rozpoustédel 3. tfidy. Rozpoustédla 3. tfidy jsou latky s nizkym toxickym potenciondlem pfi
nizkych koncentracich pfijatelnych v léCivech (57). Tento zavér umoznil rozsifeni uZivani
DMSO. Vyuziti DMSO se zaklada na vlastnostech, které je mozné medicinsky vyuzit. DMSO
ma analgetické, vazodilatacni, diuretické ucinky a relaxacni Ucinky na svalstvo, kdy tyto
vlastnosti se ovérovaly laboratorné (58). Navic DMSO napomaha vstfebavani ostatnich léciv
pres kozni bariéru (59). Mimo kryokonzervace KBZD se DMSO pouzivda napfiklad
v dermatologii. Pfi koZni aplikaci zabezpecuje okamzitou, do¢asnou ulevu od bolesti, tedy
spisSe paliativni lécbu (60). Pouziva se pfi fesSeni viedu, dekubitl, nekrdz klze pfi extravazaci
po podani cytostatik (59). Dale pfi 1é¢bé muskuloskeletalnich onemocnéni, respektive pfi
feSeni bolesti spojenych s muskuloskeletdlnimi onemocnénimi (60), (61), (62). Jedna se o
bezbarvou tekutinu, ktera se pro svou liposolubilitu rychle vstfebava. Je metabolizovan
zejména v ledvindch, ale jeden z metabolitli je vylu¢ovany plicemi a ma ¢esneku podobny
zapach (63). Obecné plati, Ze podporuje vylu¢ovani histaminu, a proto i vedlejsi reakce jsou
spojené s reakcemi vazanymi na histamin (64). Nejcastéji je nezddoucim ucinkem postizen
gastrointestindlni trakt a projevy jsou zejména nauzea a zvraceni. Vyraznéji se nezadouci
ucinky projevuji pfi intravendznim podani, kdy se vsak jedna o prechodné a mirné ucinky,
trvajici ptiblizné 48 hod. Dalsi vedlejsi ucinky se projevuji v kardiovaskularnim a respiraénim
systému. Po intravendznim podani jiz kryokonzervovanych kmenovych bunék byla
popisovana u pacientd prechodna bradykardie, hypertenze, hypotenze, extrasystoly,
dyspnoe az cyandza. Jednalo se vidy o pfechodné na davce zavislé Gcinky, nevyzadujici dalsi
intervenci. Pri |écbé dermatologickych onemocnéni byly u pacientll popsany po
transdermalnim podani lokalni reakce, napfiklad zarudnuti, edém, svédéni. Dale byly
popsany neurologické vedlejsi uéinky, zejména bolest hlavy, ale i epileptické zachvaty. Vliv
na proteiny ocni ¢ocky nebyl u ¢lovéka prokazan (65).

Toxicita DMSO stoupa s rostouci koncentraci, teplotou a dobou pusobeni DMSO na buriky

(66).



Vazba DMSO na hydroxylové skupiny v molekule vody je nékolikrat silnéjsi (30 KJ/mol) a déle
trvajici nez vazba mezi molekulami vody samotné (20 KJ/mol) (67). Sila této vazby se snizuje
se stoupajici teplotou (68).

Nejcastéjsi vyuzivana koncentrace DMSO pro kryokonzervaci je 10 %. Pro snizeni
koncentrace DMSO se vyuZiva jeho kombinace s vysokomolekuldrnimi KPA, které ve vétsiné
pfipadl nejsou samostatné dostacujicimi pro ochranu béhem procesu kryokonzervace ¢i
rozmrazovani. Stabilizuji bunécné membrany, urychluji proces vitrifikace a snizuji tvorbu
ledovych krystall (37). Dle studie Thirumbala a kol. poSkozeni kmenovych bunék
izolovanych z tukové tkané bylo srovnatelné pfi vyuziti DMSO v koncentracich 2 %, 4 %, 6 %,
8 % a 10 %. Naopak pfi koncentrace DMSO pod 2 % doslo k vyraznému sniZeni viability
kmenovych bunék po rozmrazeni (69).

Diky riziku vySe popsanych vedlejSich ucinkl, pfi poddani jiz kryokonzervovanych KB
s pouzitim DMSO pacientovi, je nutné po procesu rozmrazovani DMSO odstranit.
Nejjednodussi metoda je okamzitd centrifugace rozmrazenych bunék. Po centrifugaci je
supernatant odstranén a bunky jsou resuspendovany v novém cCistém roztoku. Proces se
mUZe opakovat (70). Nevyhodou této metody jsou ztraty bunék, které jsou nutné pro
naslednou lécbu, ¢asovd ndrocnost metody a riziko kontaminace (71). Metoda je ale
uspésna, Akkok a kol. pozorovali vyrazné nizsi vyskyt vedlejsich reakci u pacientli po podani
jiz zmrazené destickové naplavy, kde DMSO pred podanim byl odstranén pravé timto
zplUsobem (72).

Mezi nové metody pro odstranéni DMSO patfi filtrace bunééné suspenze pres rotacni
membranu. Nevyhodou jsou opét velké ztraty objemu bunék diky jejich shlukovani a vyssi
ekonomické ndklady této metody. Na druhou stranu se pfi této metodé sniZuje riziko
kontaminace (73). DalSi novou metodou je difuze bunécéné suspenze pres mikrotubuly (74).
Nevyhodou je, Ze se mlzZou zpracovat jen malé objemy vzork( a pro vétsi objemy pfi
klinickém vyuZiti neni tato metoda vhodna (71). Treti nova metoda je diluce pres duté tubuly
obsahujici velké mnozstvi tenkych dutych vlaken. Pfi odstrafiovani DMSO proudi bunécna

suspenze pres Uzka vldkna jednim smérem a vymyvaci roztok opacné (75).

1.5 Kryokonzervace celych zubi
Prestoze se vétsi pozornost priklada studiu kryokonzervace kmenovych bunék zubni drenég,

tedy po uspésné izolaci a amplifikaci, bylo i nékolik studii zabyvajici se kryokonzervaci celych
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intaktnich zub(. Izolace a kultivace KBZD v tkanovych laboratofich je technicky narocny a
nakladny proces, béhem kterého hrozi kontaminace izolovanych linii KBZD (76). P¥i
zamrazeni celych zubU by se toto riziko eliminovalo. Kryokonzervace celych intaktnich zubf
ma vSak sva uskali, které témér brani uziti tohoto protokolu v preklinické i klinické praxi.

Diky nizkym teplotam béhem kryokonzervace dochazi k mechanickému poskozeni zubud. Oh
a kol. (77) ve své studii uvadéji, Ze u 4 z 16 premolard zmrazenych pfi teploté — 196 °C po
dobu jednoho tydne pozorovali podélnou frakturu klinické korunky a korene. Tvrdost
tvrdych zubnich tkani byla shodnd s kontrolni skupinou nezamrazenych zub(. Dalsi
problémem byl nizky pocet ziskanych viabilnich kmenovych bunék po izolaci ze zubni dfené
rozmrazenych docasnych i stalych zubl. Liedemann a kol. (78) ve své studii uvedli, Ze
uspésnost izolace kmenovych bunék z rozmrazenych docasnych zubl byla pouze 30 %
v porovnani s nezamrazenymi zuby, kde UspéSnost byla pfes 60 %. Navic, tyto burky
z rozmrazenych zubl, nemély typickou morfologii SHED. Misto klasického vietenovitého
tvaru vykazovaly kulaty tvar a mély nizsi proliferacni aktivitu v porovnani s SHED izolovanych
z nezamrazenych zubG. Doba do prvni pasaze u SHED z rozmrazenych zub( byla 31 dni u
nezamrazenych 27 dni. Vjiné studii Woods a kol. (79) zamrazili 10 stalych zubl
s nedokonéenym vyvojem korene po dobu jednoho mésice pfi teploté — 196 °C. Po
rozmrazeni se ze tfi zubl nepodafilo izolovat KBZD, u sedmi izolované KBZD nebyly
proliferacné aktivni, pouze u dvou zubl KBZD vykazovaly znaky typické pro KBZD a byly
proliferacné aktivni. Predpoklada se, Ze nizkd vytéznost izolace KB z kryokonzervovanych
zubl je zplsobena nedostate¢nou penetraci kryoprotektiva do nitra zubni dfené. Z tohoto
dlvodu neni mozné tento protokol vyuzZit pro stalé zuby s dokonéenym vyvojem korene ci
docasné zuby bez viditelné resorpce korene. | pres vyuziti stdlych zubl s nedokonéenym
vyvojem korene ¢i docCasnych zubU s resorbovanymi koreny, je vsak vytéZnost nizka a
izolované bunky vykazuji nizkou proliferacni aktivitu. Gioventiu a kol. (80) vyuzili Nd:YAG
laser k vytvoreni otvor( o priméru 0,07 — 0,3 mm ve skloviné a dentinu docasnych zub( ve
snaze usnadnit penetraci kryoprotektiva pres tvrdé zubni tkané (TZT) do nitra zubu, a tim
zvysit protektivni Gcinek KPA. Izolované bunky byly pozitivni pro znaky mezenchymalnich
kmenovych bunék a zachovaly si shodnou morfologii i proliferacni aktivitu jako kontrolni
skupina. Na druhou stranu technicka i finanéni ndroénost metody s vyuzitim Nd:YAG laseru

se vyrazneé zvysila.



Obecné plati, Ze i pres riziko kontaminace v pribéhu izolace kmenovych bunék je
upfednostfiovan postup izolace a kratkodobé kultivace linii KB s naslednou kryokonzervaci

pred kryokonzervaci celého zubu.

1.6 Kryokonzervace kmenovych bunék zubni dfené

1.6.1 Extrahované zuby
Pro izolaci kmenovych bunék je limitujici fakt, Ze vlivem ztraty krevni perfuze dochazi po
vyCerpani zasob kysliku a zvysSeni pH k degradaci zubni dfené, respektive kmenovych bunék,
po extrakci zubu. Nékolik studii prokazalo, Ze je mozné kmenové bunky izolovat i po uplynuti
120 hodin od preru$eni cévniho zasobeni zubni dfené zubu. Cim je tato doba viak del$i, tim
procento Uspéchu izolace klesd (47). Pro zpomaleni procesu degradace tkani béhem
transportu do tkanové laboratore jsou zuby uchovavany pfi 4 °C a nej¢astéji ponoreny do
Hankova balancovaného solného roztoku. Pro snizeni rizika kontaminace béhem izolace se
jednak oSetfuje povrch zubl komercné dostupnymi baktericidnimi prostredky, napft.
chlorhexidinem, ale také jsou do transportniho roztoku priddvana antibiotika a
antimykotika. Pro ucely izolace kmenovych bunék Ize vyuzit jakykoliv vitalni zub v pribéhu

celého Zivota jedince, ale Uspésnost izolace s rostoucim vékem klesa.

1.6.2 lIzolace kmenovych bunék zubni dfené
Pro izolaci zubni dfené je nejdfive nutné zpfistupnit dfefovou dutinu tak, aby nedoslo
k poskozeni zubni diené. V soucasné dobé existuji dvé metody izolace KBZD, metoda
enzymatického sStépeni (anglicky termin — ,,enzymatic digestion method”, ED) (10) a metoda
spontanniho vycestovani z izolované tkané (anglicky termin — ,,outgrow isolation method”,
OG) (82). Pri enzymatické izolaci se suspenze KBZD ziskava stépenim tkané pusobenim
enzym(. Nejcastéji se jednd o smés kolagenazy typu | a dispazy v poméru 1:1. Doba plsobeni
enzym0 je okolo 30 - 60 minut, rlzni se dle velikosti izolované solidni tkané. Vysledkem
Stépeni je suspenze jednotlivych bunék rizného pavodu, zbytky cév a extracelularni matrix.
KBZD poté adheruji ke dnu kultivacni nddoby a pfi vyméné média se ostatni neadherujici
buriky a zbytky tkani odstrani. Doba pUlsobeni enzym( je pro izolaci KBZD stézejni, jelikoz
delsi doba mlze negativné ovliviiovat viabilitu izolovanych kmenovych bunék (83). Druha

technika je autory popisovana jako metoda, kdy se rozmélnéné casti zubni dfené velikosti
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okolo 1 - 2 mm?3 vloZi do kultivaéni nadoby s vhodnym médiem a KBZD spontanné
vycestovavaji z tkané a adheruji k povrchu kultivacni nadoby béhem 3 — 5 dni. Ackoliv je
metoda spontanniho vycestovdni technicky méné ndrocna, vSeobecné se k izolaci
mezenchymalnich kmenovych bunék vice vyuzivd postup enzymatického Stépeni. Bylo
popsano, Ze KBZD ziskané touto metodou vykazuji vysSi proliferacéni aktivitu, Sirsi
diferenciacni potencial (84) a vyssi schopnost produkovat mineralizovanou extracelularni
matrix (85). Hilkens s kol. (86) ve své pozdéjsi praci demonstroval, Ze pokud jsou KBZD
izolovany od stejného darce, kultivovany za stejnych podminek, nezaleZi na pouZzité metodé,
jelikoz nezpozorovali signifikantni rozdil v morfologii, proliferacni aktivité ¢i diferencia¢nim

potencidlu mezi izolovanymi KBZD.

1.6.3  Kryokonzervacni protokol
Existuje nékolik metod kryokonzervace. Woods a kol. (79) ve své studii uvedli, Ze optimalni
mnozstvi bunék pro kryokonzervaci je 1,0 - 1,5 x 10° bunék pfi pouZiti 10% DMSO jako
kryoprotektiva. Studovali také optimalni teplotu pro uchovani bunék. Nepozorovali rozdil ve
viabilité po rozmrazeni (>90 %) u bunék skladovanych po dobu jednoho tydne, mésice a roku

pfiteploté — 80 °C ¢i teploté kapalného dusiku — 196 °C.

1.6.3.1 Rizend kryokonzervace
Chladovy Sok je zodpovédny za sniZzeni viability bunék a tkani po rozmrazeni vlivem
prudkého ¢&i velkého poklesu teploty pfi ochlazovani. Rizenad kryokonzervace kontroluje
pokles nizkych teplot ve snaze minimalizovat riziko poskozeni zamrazenych bunék a tkani.
Diky regulaci poklesu teplot se minimalizuje dehydratace bunék a tkani a tim i riziko
osmotického Soku. SniZuje se i riziko vzniku intracelularnich krystalG ledu. Pfi pomalé
regulované kryokonzervaci (,,slow freezing rate”, SRF) dochazi k poklesu teplotyo—1az -2
°C za minutu (87), (88). Tato metoda byla poprvé vyuzZita pti kryokonzervaci psich
hematopoetickych kmenovych bunék (89). Pfi dalsi metodé, ultra pomalé regulované
kryokonzervaci (,,ultra-slow freezing rate”, USFR), je pokles teplot jesté pomalejsi, o — 0,3 az
kol. (91) ve své studii uvedli, Ze pfi pouZiti kontrolované kryokonzervace dosahli vyraznéji
vyssi viability bunék po rozmrazeni, 79,7 % pfi pouziti 5% DMSO jako KPA a 79,0 % pfi pouziti
10% DMSO jako KPA nezZ v pripadé vitrifikace, kde viabilita byla 10,8 % pfi 5% DMSO a 32,1
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% pri 10% DMSO jako KPA. Na druhou stranu Naaldijk a kol. (92) ve své studii ovérovali
efektivitu kontrolované kryokonzervace a vitrifikace pti vyuziti rlznych kombinaci
koncentraci hydroxyethyl Skrobu a DMSO jako KPA. Ve své praci nepozorovali vyrazné
rozdily ve viabilité krysich kmenovych mezenchymalnich bunék po rozmrazeni (85 %
v priiméru) v Zadném z pouZitych protokoll. Nevyhodou této metody zUstava fakt, Ze nelze
vyuZit pro kryokonzervaci vétsiho objemu, jelikoZz by nebylo mozné kontrolovat rovhomérny

pokles teploty.

1.6.3.2 Nerizend kryokonzervace
Alternativou kontrolované kryokonzervace je netizena kryokonzervace, technicky i financné
nenarocnd metoda. Primarné je kryokonzervacni médium zchlazeno na teplotu 4 °C, kdy po
pridani bunék a tkani je kryokonzervaéni nddoba pfimo zmrazena na teplotu — 20 °C. Pfi této
teploté je uchovana pfiblizné 1-2 hodiny. Po této dobé jsou kryozkumavky dlouhodobé
uchovéany pfi teploté — 80 °C &i teploté kapalného dusiku (93). Rada studii potvrdila
efektivnost této metody na kryokonzervaci KBZD pfi pouZiti kapalného dusiku. Zhang a kol.
(94) ve své studii potvrdili schopnost KBZD diferencovat v neurogenni,
osteogenni/odontogenni, adipogenni, myogenni a chondrogenni bunécnou fadu po
jednomésiéni kryokonzervaci v tekutém dusiku. Dalsi studie potvrdila schopnost bunék
vytvaret kostni matrix po dvourocni kryokonzervaci a skladovani pti teploté kapalného
dusiku (95). Dentry a kol. (96) potvrdili ve své studii, Ze je tato metoda vhodnd i pro kmenové
buniky periferni krve. Jen malo studii popisuje nefizenou kryokonzervaci pfi nasledném
skladovani pfri teploté — 80 °C. Kumar a kol. (97) ve své studii analyzovali efekt nékolika
modifikovanych protokoll nefizené kryokonzervace pfi pouziti DMSO jako KPA. Uvedli, ze
v zadném z protokoll nevidéli zménu v morfologii ¢i fenotypu KBZD po jednorocni
kryokonzervaci. Po rozmrazeni byly nejvice proliferané aktivni buriky, které byly zamrazené
pfimo na teplotu — 80 °C. Naopak nejmensi proliferaéni aktivitu pozorovali u bunék, které
nejdfive ponechali 15 minut v 10% DMSO, a poté az zamrazili na teplotu - 80 °C. VSechny
zmrazené bunky si zachovaly schopnost diferencovat ve zralé bunécné linie. Ve vSech
dostupnych studiich se prozatim pozoroval vliv nefizené kryokonzervace na KBZD pouze pfi

pouziti DMSO.
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1.6.3.3 Vitrifikace
Vitrifikace je metoda rapidni kryokonzervace. Tato metoda je vyuZivdna zejména pfi
kryokonzervaci embryi, oocytl a spermatickych bunék, tedy bunék velmi senzitivnich na
kryoposkozeni. Pfi této metodé se vyuzivad vysokych koncentracich vhodného KPA (casto
DMSO) a velmi rychlého ochlazeni bunék na teplotu kapalného dusiku (- 196 °C).
Kryokonzervaéni médium s burikami se méni na vysoce viskdzni az sklovitou hmotu. Buriky
jsou dale uchovavany pfi teploté kapalného dusiku. Vysoké koncentrace KPA a tim mozny
cytotoxicky efekt se diky velmi rychlému ochlazeni bunék neprojevuje. Jadoon a kol. (98) ve
své studii srovndvali metodu fizené kryokonzervace a vitrifikace pfi uchovavani oocytarnich
bunék a pozorovali vétsi mnoistvi viabilnich bunék po rozmrazeni v pfipadé pouziti
vitrifikace (70,3 % vs. 12,5 %). Pfi pomalé fizené kryokonzervaci je problematické zajistit
rovnomérné ochlazeni periferie i centra oocytu, a tim dochazi k jejich poSkozeni. Na druhou
stranu, pro zajisténi vitrifikace je nutné, aby byl uchovavan jen maly objem bunék ¢i tkani
(99). Je jen malo studii zabyvajici se vyufZiti vitrifikace pro uchovani KBZD. Huynh a kol. (91)
6 mésici metodou vitrifikace nez u bunék kryokonzervovanych metodou pomalé fizené
kryokonzervace. Vitrifikaci neni mozné vyuzit pfi kryokonzervaci tkani, pro velky objem neni
mozné zajistit dostatecné zesklovaténi celého objemu tkané. Stejné nedspésnd je i vitrifikace
celych intaktnich zubl, kdy dochdzi vyraznému poskozeni kofene, respektive poskozeni

uchovanych KBZD (100).

1.6.3.4 Kryokonzervace s pouZitim magnetického pole
Tato metoda je modifikaci fizené kryokonzervace, kde se vyuziva navic efekt magnetického
pole. Programovatelné mrazici boxy jsou schopné vytvaret magnetické pole o velikosti 0,01
mT a regulovat rychlost chlazeni o — 0,5 °C za minutu aZ po teplotu — 32 °C. Nasledné jsou
buniky a tkdné uchovavany pfimo pfi teploté — 150 °C. Pfi poutziti tohoto protokolu byla
zachovana viabilita KBZD po rozmrazeni pres 73 % i pfi snizeni koncentrace pouzitého DMSO
na 3 % a vyuziti kryokonzervacniho média bez ptidani fetalniho bovinniho séra (101). Oba
tyto vysledky jsou velmi dulezZité pro pozdéjsi klinické vyuZiti. Magnetické pole omezuje
pronikani slabého proudu, ktery se tvoti pfi krystalizaci vody. Tento proud tak nem(ze

poskodit bunécné membrany kryokonzervovanych bunék a buriky jsou |épe chranény.
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Efektivnost této metody byla ovéfena nejen pfi kryokonzervaci izolovanych KBZD, ale i

celych intaktnich zubu (101).

1.6.4 Rozmrazovani bunék
Nejen samotnd kryokonzervace, ale i rozmrazovani m(ze mit kriticky vliv na viabilitu KBZD.
Béhem rozmrazovani je hned nékolik bodd, které je nutné brat v Uvahu, pokud chceme
zajistit co nejvyssi vytéznost viabilnich bunék po rozmrazeni. Mezi tyto body patfi teplota a
rychlost zahfivani, vyslednd teplota vzorku, promichani obsahu béhem rozmrazovani, a
nakonec naredéni KPA, tak aby se neprojevil cytotoxicky efekt KPA (102). V soucasné dobé
je za zlaty standard povazovdna metoda rozmrazovani v termdlni vodni lazni pfi teploté 37
°C. Pfi této metodé dochazi k rozpusténi ledovych krystall, a tak poskozeni bunék je jen
minimalni (79), (81). Na druhou stranu vodni lazen predstavuje prostfedi s vysokym rizikem
kontaminace mykotickou ¢i bakteridlni infekci. Méné rozSifena metoda je rozmrazovani
suchym teplem. Suché teplo predstavuje nizsi riziko kontaminace a vétsi univerzalnost pfi
rozmrazovani. Soucasné poznatky ukazuji, Ze je tato metoda stejné efektivni jako vodni lazen
(103), (104). Nejvice se suché teplo v klinické praxi vyuzivd pfi zpracovani zamrazenych
vzorkd krve a krevnich derivatQ (102). Rozmrazovani ale nekond¢i pouze zahfatim vzorkd.
Dalsim dulezitym krokem je inaktivace KPA a jeho roziedéni, tak aby se minimalizoval jeho
cytotoxicky efekt. Obecné by koncentrace KPA neméla byt vyssi nez 0,5 % predtim, nez jsou

buriky nasazeny do kultiva¢niho média.
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2. Cil
Cilem tohoto vyzkumu bylo ovéreni vlivu metody nefizené kryokonzervace na kmenové
buriky izolované ze zubni dfené stalych zubl s pouZitim kryoprotektivni latky DMSO v
koncentraci 10 %. Vliv kryokonzervace a DMSO jsme stanovili porovnanim morfologie,
proliferani aktivity, viability, fenotypu, relativni délky telomer a diferenciacniho potencidlu

linii nezmrazenych a zamrazenych KBZD po dobu Sesti a dvandacti mésic(.

15



3. Material a metodika
Kazdy pacient/darce byl pred odbérem, respektive extrakci zubu seznamen s problematikou
vyzkumu KBZD a obsahem informovaného souhlasu. V pfipadé nezletilych pacientl byli
sezndameni s danou problematikou také jejich zakonni zastupci. Informovany souhlas i obsah
doprovodného textu byly schvaleny Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové.
Zpracovani biologického materialu za védeckym ucelem bylo schvaleno stejnou komisi (ref.
201812 SO7P). Po zarazeni do studie v pripadé kladného souhlasu byla osobni data

uchovdvana dle platnych zakond CR.

3.1 Odbér zubu
Extrakce zubu probihala v lokadlnim znecitlivéni za aseptickych podminek na oddéleni
dentoalveolarni chirurgie Stomatologické kliniky UK LF a FN v Hradci Kralové. Po extrakci
zubu, pro co nejvétsi minimalizaci rizika kontaminace, nasledovalo oSetreni povrchu zubu
pomoci sterilni gazy a jeho dekontaminace ponofenim do 0,2% vodného roztoku
chlorhexidin glukonatu po dobu 30 sekund. Po dobu transportu do laboratore tkanovych
kultur Ustavu histologie a embryologie LF UK v Hradci Kralové byl zub uloZen v uzaviené
nadobé a zcela ponofen do transportniho média, sloZzeného z 1 ml Hankova balancovaného
solného roztoku (HBSS; Invitrogen, Waltham, MA), 9 ml aqua pro injectione (Bieffe Medital,
Grosotto, Itdlie) a antibiotik, antimykotik - 200 pl/10 ml streptomycinu (Invitrogen), 200
ul/10 ml gentamicinu (Invitrogen), 200 pl/10 ml penicilinu (Invitrogen), 50 ul/10 ml
amfotericinu B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Teplota roztoku béhem transportu byla

udrzovéna pfi 4 °C.

3.2 lzolace zubni diené
Izolace zubni dfené byla provadéna za sterilnich podminek v laminarnim boxu v laboratofi
tkanovych kultur. V pfipadé zubl s nedokonéenym vyvojem kofenového systému jsme pro
vyjmuti zubni dfené z kofene a korunky vyuzili Siroce oteviené foramen apicale. Po Setrném
oddéleni zubni dfené od vnitfni stény kofene pouZitim sterilni ostré sondy jsme zubni dren
separovali od zubu sterilni mikrochirurgickou pinzetou. Podminkou byla minimalni Sirka
foramen apicale dva milimetry, jinak tento zplsob odbéru nebyl mozny. U zubl s kofeny,
kde rozmeéry foramen apicale byly mensi nez dva milimetry, bylo nutné separovat korunku

zubu od korene v misté cementosklovinné hranice pomoci Luerovych klesti. Tim jsme Siroce

16



otevreli jak dfeflovou dutinu, tak kofenové kanalky, a opét oddélili zubni dfen od vnitini
stény korunky a kofene zubu sterilni sondou a vyjmuli mikrochirurgickou pinzetou (obr. 1A,

1B).

3.3 Enzymaticka izolace kmenovych bunék zubni dfené
Pomoci sterilnich nGizek jsme zubni d¥ef rozstfihali na malé fragmenty o objemu cca 1 mm3
(obr. 1C). Nasledné jsme takto upravenou zubni dren vlozZili do tkanového
minihomogenizatoru (Radnoti, Covina, CA) s 1 ml izotonického fosfatového pufrovacniho
rozotoku (PBS; Invitrogen) k ziskani homegennich fragmentd metodou homogenizace (obr.

1D).
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Obr. 1 Izolace KBZD. A Separace korunky od kofene zubu. B lzolovand zubni dren. C
Nastiihdni tkané zubni dfené. D PouZiti minihomogenizdtoru.

Pro zahdjeni enzymatického stépeni homogennich fragmentl zubni dfené jsme smés prelili
do zkumavky a pfidali 1 ml 0,05% trypsinu (0,02 mM, Gibco, Thermo Fisher Scientific, Foster
City, CA). Komercné doddavany roztok dale obsahuje 0,48 mM ethylendiamintetraoctové
kyseliny (EDTA), 0,35 mM fenolové cervené pro identifikaci acidobazické rovnovahy, 5,33
mM chloridu draselného, 37,93 mM chloridu sodného, 0,44 mM fosforecnanu draselného,
0,34 mM fosfore¢nanu sodného, 4,17 mM bikarbonatu sodného a 0,03 mM dextrézy (D-
glukdzu). Zkumavku jsme nasledné ulozili do termadlni vodni ldzné o teploté 37 °C. Po
uplynuti 10 minut jsme plsobeni enzymu inhibovali pfidanim 3 ml inaktivacniho média,
slozeného z minimalniho esencidlniho média v a modifikaci (a-MEM), (Gibco) a fetalniho
bovinniho séra (FBS, PAA Laboratories, Darthmouth, MA) v koncentraci 20 % (obr. 2A).
Naslednou centrifugaci suspenze bunék pti 2000 otackach za minutu po dobu 5 minut (600
g) jsme ziskali bunécnou peletu sloZzenou z uvolnénych bunék rdzného plvodu, zbytky cév

a extracelularni matrix (obr. 2B).
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a
Obr. 2A Enzymatickd izolace KBZD. 2B Peleta bunék, extraceluldrnich tkdni, cév po

centrifugaci (oznacena Sipkou).

Po odsati supernatantu jsme peletu resuspendovali do kultivaéni nddoby o plose 22,5 cm?
(Sarstedt, Newton, NC). Izolovanou smés rliznorodych bunék, extracelularni matrix a cév
jsme kultivovali v modifikovaném médiu pro postnatdlni progenitorové mezenchymalni
buriky (Eaglovo minimalni esencialni médium v Alpha modifikaci; a-MEM) obohacené o 2 %
FBS, rlstové faktory - 10 ng/ml epidermalni rGstovy faktor (EGF, ,,epidermal growth factor”;
PeproTech, London, UK), 10 ng/ml rdstovy faktor izolovany z trombocytd (PDGF, ,platelet-
derived growth factor”; PeproTech); dale 0 0,2 mM L-askorbové kyseliny (Bieffe Medital) pro
ochranu proti kyslikovych radikalim, o esencialni aminokyselinu glutamin (Invitrogen) s
finalni koncentraci 2 %, o 50 mM dexametazonu (Bieffe Medital), o antibiotika a
antimykotika - 100 U/ml penicilinu, 100 ug/ml streptomycinu, 20 pg/ml gentamicinu, 10
ul/ml amfotericinu B. Dle vysledk( nasi predchozi studie bylo dale kultivaéni médium
obohacené o 10 pl/ml Insulin-Transferrin-Sodium-Selenium supplement (ITS; Sigma-Aldrich)

pro usnadnéni utilizace nutrientd (105). Kultivacni nadoby s izolovanymi KB byly inkubovany
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pfi teploté 37 °C a atmosfére obsahujici 5 % CO,. Médium bylo ménéno kazdé tfi dny a po
dosazeni 70% konfluence byly buriky pasdZovany v koncentraci 5000 bunék/cm?. Kultivace

byla vidy ukoncena pfi dosaZeni 8. pasaze.

3.4 Charakterizace KBZD
Celkovy pocet bunék a medidn jejich velikosti byly zméreny v kazdé pasazi pomoci pristroje
Z2-Counter (firma Beckman Coulter, Miami, FL). Prolifera¢ni aktivitu jsme analyzovali
pomoci poctu populacnich dvojeni (anglicky termin , population doubling”, PD) a casu
potfebného pro zdvojeni populace (anglicky termin ,population doubling time*, DT). Pro
vypocet kumulativnich populac¢nich zdvojeni v kazdé pasaZi jsme pouzili vzorec PD = log;
(Nx/N1), kde Ny je celkovy pocet ziskanych bunék pfi pasazovani vypocitany pomoci Z2-
Counter a N1 je inicidlni poéet bunék pfi nasazeni do kultivaéni misky (5000 bunék/cm?). Pro
vypocet ¢asu potfebného pro zdvojeni poc¢tu populace jsme pouZili vzorec DT = t/n, kde t je
pocet hodin kultivace v rdmci jedné pasaZe a n je pocet PD v dané pasazi, vypocitany podle
popisu vySe. Viabilitu bunék jsme detekovali na zakladé obarveni nevitdlnich bunék
trypanovou modfi pomoci analyzatoru Vi-Cell (Beckman Coulter) v 2. a 8. pasazi. Porovnava
se vzdy 50 obrdzkd zachycujicich jak neviabilni, tak viabilni buriky v zorném poli. Procento
viabilnich bunék bylo ndsledné spocitdno pomérem neviabilnich (oznacené trypanovou
modfi) ku viabilnim bunikam. Fenotyp izolovanych bunék jsme analyzovali pomoci pritokové
cytometrie pomoci Cell Lab Quanta (Beckman Coulter) v 3. a 7. pasazi. Buriky byly obarveny
imunofluorescenénimi  polyvalentnimi  protilatkami  konjugovanymi s fluorescein
izothiokyanatem (FITC) a konjugovanymi s fykoerytrinem (PE) proti povrchovym CD znak(m.
Pfi fenotypové analyze jsme pouZili metodu dvojiho znaceni, tzn. Ze do jedné z 96 jamek
jsme pipetovali 10° bunék v celkovém objemu 200 ml PBS a dvé protilatky konjugované
s odliSnymi fluorochromy. Cely 96-jamkovy panel byl inkubovan ve tmé po dobu 30 minut
pfi teploté 24 °C. Analyzovali jsme tyto znaky (viz. pfiloha — Analyza fenotypu): CD10 (CB-
CALLA, eBioscience, Waltham, MA), CD13 (WM-15, eBioscience), CD18 (7E4, Beckman
Coulter), CD29 (TS2/16, BioLegend, San Diego, CA), CD31 (MBC 78.2, Invitrogen), CD34 (581
(Class Ill), Invitrogen), CD44 (MEM 85, Invitrogen), CD45 (HI30, Invitrogen), CD49f (GoH3,
Invitrogen), CD63 (CLBGran/12, Beckman Coulter), CD73 (AD2, BD Biosciences Pharmingen,
Erembodegen, Belgie), CD90 (F15-42-1-5, Beckman Coulter), CD105 (SN6, Invitrogen),
CD106 (STA, BioLegend, USA), CD117 (2B8, Chemicon, Tokio, Japonsko), CD146 (TEA1/34,
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Beckman Coulter), CD166 (3A6, Beckman Coulter), CD271 (ME20.4, BioLegend), HLA |
(Tul49, Invitrogen), HLA Il (TU36, Invitrogen), antiCXCR4 (12G5, Invitrogen) a STRO1 (STRO-
1, BioLegend). VSechny vzorky byly méreny spolu s negativnimi kontrolami konjugovanymi
s FITC a PE (izotyp 1gG1, IgG2a, IgG2b) a autofluorescenci. Procento pozitivnich bunék bylo
stanoveno jako procento s fluorescenéni intenzitou vyssi nez 99,5 % negativni izotypové
imunoglobulinové kontroly. Vyjadieni CD znakl jsme hodnotili podle klasifikacnich kritérii:
<10 % - nevyjadreno, 11 — 40 % - nizka exprese, 41 — 70 % - stfedni exprese, >71 % - vysoka

exprese znaku (106).

3.5 Kvantitativni polymerazova retézova rekce (QPCR)
Pro kvantitativni PCR analyzu (qPCR) jsme vyuzili DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden,
Némecko). Protokol pro analyzu byl shodny s protokolem pouzitym v pfedchozi studii (107).
Kvantitativni analyzu qPCR pro méreni délky telomer, resp. relativni aktivity telomerdzy jsme
provadéli v 2. a 7. pasaZi. Kazdé méreni jsme provadéli ze zamrazenych suchych pelet.
Nejdrive byly vzorky rozmrazeny na pokojovou teplotu. Po zahtati jsme suchou peletu
resuspendovali v 200 pl PBS a pfidali 20 pl proteindzy K. Ddle jsme pfidali 200 ul AL pufru
(,, lysis” pufr; Qiagen, Hilden, Némecko). AL pufr obsahuje pufrovaci soli (napf. Tris-HCI) a
iontové soli (napr. NaCl) pro regulaci pH a osmolarity lyzatu. Smés jsme dtkladné promichali
na trepacce. Nasledné jsme pfidali 200 pl ethanolu (96-100 %) a opét promichali na
trepacce. Poté jsme smés prenesli do DNeasy mini spin zkumavek a ty i s obsahem vlozili do
2 ml sbérnych zkumavek. Zkumavky jsme centrifugovali pfi 8000 otdckach za minutu (> 6000
g) po dobu 1 minuty. Po odsati supernatantu a pfidani 500 pl AW1 pufru (s nizkou
koncentraci guanidinu; Qiagen) jsme smés centrifugovali pti 8000 otdckach za minutu (2
6000 g) po dobu 1 minuty. Nakonec jsme jesté jeden krok centrifugace zopakovali, ale
s pouzitim 500 ul AW2 pufru (na bazi tres(hydroxymethyl)aminomethanu; Qiagen) pfi 20
000 otackach za minutu (= 14 000 g) po dobu 3 minut. Pro vyluhovani DNA jsme do centra
membrany spin zkumavky pfidaly 200 ul AE pufru (Qiagen). AE pufr se sklada z 10 mM Tris-
HCl a 0.5 mM EDTA a ma pH 9,0. Pfidanim tohoto pufru doslo k vyluhovani DNA skrz
kremicito-gelovou membranu do sbérné zkumavky. Vyluhovani probiha pfi teploté 15 — 25
°C po dobu 1 minuty. Nakonec se zkumavka opét centrifuguje po dobu 1 minuty pfi 8000
otackach za minutu. Krok je mozné zopakovat pro vyssi vytéZznost DNA. Koncentrace DNA

v kazdém vzorku byla analyzovdna pomoci pfistroje Nanodrop 1000 (Thermo Fisher
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Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Pro analyzu relativni délky telomer jsme pocitali
srovnici T/S = 278 (kde ACt = Cttelomery — Ctesingle copy” gen). 36B4, je kodujici acidicky
ribozomalni fosfoprotein, ktery je ¢asto pouzivany jako interni standard pro analyzu. V nasi
studii byl pouzit jako ,single copy” gen (,,housekeeping” gen). qPCR méreni relativni délky
telomer a 36B4 bylo vidy provadéno na samostatnych 96jamkovych desti¢kach, pricemz
kazdy vzorek byl méren v triplikaci ve stejné pozici jamek na detekénim systému ABI 7500
HT (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Kazda 20 pl reakce se sestdvala z 20 ng DNA,
1 x SYBR Green master mixu (Applied Biosystems) a 200 nM dopfedného primeru telomery
(CGG TTT GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT), 200 nM reverzni primeru
telomery (GGC TTG CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT). Pro 36B4 genovou
gPCR byly pouZzity nasledujici pary primer(i: 36B4u, CAG CAA GTG GGA AGG TGT AAT CC;
36B4d, CCC ATT CTA TCA TCA ACG GGT ACA A. Pro standardizaci kvanta DNA byl jeden
referencni vzorek zfedén do vysledné koncentrace (0,02, 0,2, and 2,0 ng/ul) v kazdé 96-
jamkové desce. Cyklovani pro gPCR jak telomer, tak 36B4 produktl bylo nejdfive po dobu
10 minut pfi 95 °C, nasledovalo 45 cykld pfi 95 °C po dobu 15 sekund a 60 ° C po dobu 1
minuty. Po amplifikaci byla zhotovena disociacni ktivka pro potvrzeni specifity méreni. Jak
standardni, tak disociacni kfivka, byla vygenerovana za poutziti ABI Prism 7500 SDS softwaru.
Vysledky analyzy jsme statisticky zpracovali Wilcoxonovym parovym testem s pomoci
softwaru GraphPad Prism 5.01 (San Diego, CA, USA), kdy jako statisticky signifikantni jsme

stanovili p<0,05.

3.6 Diferenciacni potencial KBZD

K ovéreni skutecnosti, zda jsou KBZD schopné diferencovat ve zralé bunécné typy
(osteoblasty chondroblasty, adipocyty), jsme pouZili komeréné dodavand média a
standardni diferenciacni protokoly. Diferenciace probihala ve formé monolayeru (buriky
zachycené na dné kultivacni nddoby) i ve formé trojrozmérné pelety.

Jako chondrodiferenciaéni médium bylo vyuZito Differentiation Basal Medium-
Chondrogenic (Lonza, Basilej, Svycarsko) obohacené o 50 ng/ml TGF-B1 (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), pfidané do kultiva¢ni nadoby po dosazeni 70 — 100% konfluence v
bunécné kulture, vyménované kazdé 3 dny po dobu 3 tydnd. Po uplynuti této doby byly
buriky v kultivaéni nddobé fixovany pomoci 10% formalinu. Nasledné byly burnky oddéleny

ode dna kultiva¢ni nadoby pomoci cell-scraperu a prefiltrovany pres filtracni papir. Stejny
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krok byl zopakovan jesté po pridani 5 ml PBS do kultivacni nddoby tak, aby byla dosazena co
nejvétsi vytéznost. Materidl s filtraCnim papirem jsme vlozili do kapsle a zpracovali
v autotechnikonu (Leica, Wetzlar, Némecko), kde doslo k odvodnéni za pomoci ethanolu,
acetonu a xylolu. Po vyjmuti z autotechnikonu byl material uvolnén od filtra¢niho papiru a
zalit do parafinového bloku. Ten byl nakrdjen na 7 um silné fezy. Pro prikaz chondrogenni
extraceluldrni matrix jsme wvyuzZili imunohistochemické i histologické barveni. Pro
imunohistochemii byl ze vzork( odstranén parafin pomoci zahfati v citratovém pufru (Penta,
Praha, Ceskd republika). Poté byly vzorky oplachnuty destilovanou vodou. Pro
permeabilizaci bunéénych membran, kterd pomaha navazani imunoprotilatek na jiz fixované
bunky, jsme poutzili 0,5 % roztok Tritonu (Sigma-Aldrich) (250 ml Triton a 500 ml PBS) po
dobu 10 minut. Po trojndsobném oplachu pomoci PBS po dobu 5 minut byly vzorky
blokovany fosfatovy pufraénim roztokem s kozim sérem v koncentraci 1:20 (Jackson
ImunoResearch Labs, Cambridgeshire, UK) a inkubovany pfi 4 °C po dobu 60 minut s mysi
IgM primarni protilatkou (1:500, Sigma-Aldrich) proti kolagenu typu Il. Po opétovném
trojnasobném oplachu pomoci PBS po dobu 5 minut se vzorky s navazanou primarni
protilatkou inkubovaly s kozi IgM anti-mysi sekundarni protilatkou konjugovanou s Cy3™
(1:600, Jackson ImmunoResearch Labs) pti pokojové teploté po dobu 45 minut. Nasledné
byly vzorky opét tfikrat oplachnuty pomoci PBS. Pro vizualizaci jader bunék byly vzorky
dobarveny fluorescenénim barvivem 4',6-diamidin-2-fenylindolem (DAPI, Sigma-Aldrich) po
dobu 5 minut a oplachnuty destilovanou vodou. Bunky s vyprodukovanou extracelularni
hmotou byly poté pozorovany fluorescenénim mikroskopem BX51 Olympu (Tokyo)
s digitdlni kamerou. Ziskané fotografie bylo nutné navzdjem prekryt pouzitim Adobe®
Photoshopu CC 2019, aby byla patrna lozZiska jak s kolagenem typu Il v extraceluldrni matrix,
fluoreskujici cervené, tak lokalizace jader bunék, fluoreskujici modre. Negativni kontroly byly
provedeny s kazdym vzorkem spolu se vzorkem bez primarni protilatky. Dale jsme také pro
prikaz pfitomnosti kolagenu a prokolagenu ve vyprodukované matrix vyuzili standardni
histologické barveni modrym Massonovym trichromem.

Pro indukci osteodiferenciace jsme bunécné kultury po dosazeni 70 — 100 % konfluence
prelili médiem Differentiation Basal Medium-Osteogenic (Lonza). Médium jsme pravidelné
ménili dvakrat tydné po dobu 21 dni. Po 3 tydnech byly bunécné kultury opét fixovany 10%
formalinem, zality do parafinového bloku a nafezany na 7um fezy. Pro ovéreni, zda bunky

diferenciovaly a zaCaly produkovat osteogenni extracelularni matrix jsme vzorky barvily
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vyuZitim imunohistochemického a histologického barveni. Pfitomnost kolagenu a
prokolagenu v extracelularni matrix jsme potvrdili standardnim histologickym barvenim
modrym Massonovym trichromem (kolagen a prokolagen zobrazen modie). Dale jsme
ovérovali pfitomnost kalcium fosfatovych depozit s pouzitim von Kossova barveni. Kalcium
fosfatova loZiska jsou patrna jako tmavé hnéda az ¢ernd, jadra bunék se poté barvi Cervené.
Imunohistochemicky jsme prokazovali pfitomnost osteokalcinu, primarniho proteinu
osteogenni matrix. Parafinové fezy musely byt znovu deparafinovany pro zahdjeni
imunohistochemické reakce. Deparafinované fezy byly permeabilizovany vyuzitim 0,5%
roztoku Tritonu (Triton (250 ml Triton (Sigma-Aldrich) and 500 ml PBS)) po dobu 10 minut.
Oplachnuty destilovanou vodou. Vzorky jsme nasledné opét trikrat oplachli PBS po dobu 5
minut. Posléze byly bunky blokovany fosfatovy pufracnim roztokem soslim sérem
v koncentraci 1:20 (Jackson ImmunoResearch Labs) po dobu 20 minut. Nato jsme vzorky
inkubovali pfi 4 °C po dobu 60 minut s1gG mysi primarni protilatkou (1:50, Millipore,
Kankakee, IL, USA) namifenou proti osteokalcinu. Po oplachu, byly vzorky s primarni
protildtkou inkubovany pti pokojové teploté po dobu 45 minut se sekundarni osli IgG anti-
mysi protildtkou (1:500, Jackson ImmunoResearch Labs). Po opétovném oplachu, byly
vzorky inkubovany s avidin-peroxidazou (1:300, Dako, Glostrup, Némecko). Po téchto
reakcich byly rezy opét tfikrat oplachnuty pouzitim PBS a obarveny 3,3’-diaminobenzidinem
(DAB, Sigma-Aldrich). Oxidovany DAB ve vzorku formuje hnédé precipitaty v misté
peroxidazy. Na konci tohoto protokolu byly vzorky omyty destilovanou vodou a dobarveny
modrou skalici (Penta) po dobu 5 minut a hematoxylinem (Sigma-Aldrich) po dobu 5 sekund.
Nakonec byly fezy opét pozorovany s pouZitim mikroskopu BX51 Olympus s digitalni
kamerou. Negativni kontroly byly provedeny s kazdym vzorkem spolu se vzorkem bez
primarni protilatky.

Pro diferenciaci v adipocyty jsme KBZD nechali dorlst do 100% konfluence, poté nadobu s
burikami prelili médiem hMSC Adipogenic Induction SingleQuots (Lonza) a ponechali takto
3 dny. Po této dobé jsme médium vymeénili za hMSC Adipogenic Maitenance SingleQuots
(Lonza, USA) na dalsi 3 dny. Tento postup jsme opakovali celkem tfikrat. Na posledni tyden
diferenciace jsme kultivacni nddobu prelivali pouze druhym uvedenym médiem, které jsme
dle navodu vyrobce jedenkrat vyménili. Po uplynuti stanované doby jsme odsali médium
z kultivaéni nadoby a pfichycené bunky na dné nddoby jsme oplachnuli pomoci PBS.

Diferencované KBZD jsme nasledné fixovali 10% formalinem pfimo v kultiva¢ni nadobé po
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dobu 15 minut. Fixované bunécné kultury jsme oplachli pomoci pufru a do nddoby ptidali
3,3 ml olejové cervené pro prlikaz tukovych vakuol v diferencovanych burikach. Tukové
vakuoly se po tomto krok( barvi ¢ervené. Po 30 - 60 minutdch a oplachu destilovanou vodou

jsme barevné zmény ihned pozorovali pod mikroskopem.

3.7 Neftizena kryokonzervace KBZD
Z prvni pasaze byly uchovany vzdy dvé kryozkumavky o celkovém objemu 2 ml obsahujici
1,5 x 108 KBZD v 0,5 ml kultivaéniho média. Pro dosaZeni stanoveného poctu byly buriky vidy
nejdrive spocitany pomoci Z2-Counteru (firma Beckman Coulter). Kryozkumavky byly
zamrazeny metodou netizené kryokonzervace. To znamena, Ze nejdfive byly KBZD ponofeny
do 0,5 mljiz zchlazeného kryokonzervaéniho media na teplotu 4 °C, obsahuijici fetalni bovinni
sérum a dimethylsulfoxid jako kryoprotektivum. Po smichdni s médiem s burikami byla
vysledna koncentrace DMSO 10 % a koncentrace FBS byla 40 %. Nasledné byly kryozkumavky
zchlazeny nejdrive na teplotu — 20 °C. PFi této teploté byly skladovany po dobu 1 - 2 hodin a
poté byly vloZzeny do mrazicich boxU, kde byly uchovavany pfi konec¢né teploté - 80 °C. Pri
této teploté byly bunky dlouhodobé skladovany po dobu 6 a 12 mésicu. Po uplynuti 6 mésicu
byla jedna kryozkumavka z kazdé linie KBZD rozmrazena v 37 °C teplé termalni [azni. Pro
inaktivaci kryokonzervacniho média, a tim pouzZitého kryoprotektiva, byly burky po
rozmrazeni smichany s 2 ml inaktiva¢niho média, sloZzeného z a-MEM a FBS v koncentraci 20
%. Zkumavku jsme cetrifugovali pfi 2000 otackach za minutu po dobu 5 minut (600 g).
Ziskana peleta byla nejdfive resuspendovana a poté nasaza do nové kultivaéni nadoby.
Nasledné jsme pokracovali ve stanovaném protokolu jako u nezamrazenych KBZD (kontrolni

skupina). Stejné jsme postupovali i po uplynuti 12 mésicl s druhou kryozkumavkou.

3.8 Statistické zpracovani
Vysledky byly statisticky zpracovany s pouzitim parového t-testu a v pfipadé zamitnuté
normality neparametrickym Wilcoxonovym testem. Korelace relativni délky telomer s DT a
s PD byla hodnocena pomoci Pearsonova korelaéniho testu. Hladina vyznamnosti byla
stanovena na p<0,05. Diky faktu, Ze se porovnavala vidy kontrolni skupina nezmrazenych
KBZD se zmrazenymi skupinami KBZD po dobu 6 a 12 mésic(, bylo statisticky spravné vyuzit
Bonferroniho modifikaci hladiny vyznamnosti. Tim bylo sniZzeno riziko chyby 1. druhu, ato i

za cenu navyseni rizika chyby 2. druhu diky malé velikosti souboru. Bonferroniho modifikace
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spocivd v tom, Ze pfi porovnavani na hladiné 0,05 nastavime hladinu vyznamnosti ve
vypoctech na p=0,05/k, kde k je pocet srovnani (v této dizertacni praci je tedy k rovno 2).
Vypoctené hladiny vyznamnosti jsme porovnavali s modifikovanymi hladinami. Pro hladinu

p<0,05 je modifikovana hladina 0,025.
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4. Vysledky

4.1 lzolace KBZD

Pro tuto praci jsme extrahovali celkem deset stalych zub( s riznym stupném vyvoje korene

od pacient(, resp. darct ve véku od 13 do 18 let. Ziskali jsme celkem Ctyfi retinované Ci

semiretinované treti molary (od Zen ve véku 15, 16 a 18 let), jeden semiretinovany druhy

molar (od Zeny ve véku 16 let), tfi prvni premolary (od Zeny ve véku 14 let a dva premolary

od muZe ve véku 13 let), jeden prespocetny premolar (od Zeny ve véku 16 let) a také jeden

nadpocetny zub ve stfedni ¢are, tzv. meziodent (od Zeny ve véku 14 let). Z vétsi Casti se

jednalo o celkové zdravé jedince, pouze ve dvou pripadech se jednalo o zdravotné

kompromitované pacienty. Jednim byl 13lety pacient s Aspergerovym syndromem a druhym

16letd pacientka s mitralni chlopenni vadou.

Linie Darce/pacient Vék Zub Vyvoj kofene Poloha profezani
KBzZD01 Zena 14 meziodent do 1/2 retinovany
KBZDO02 Zena 16 M2 vice 1/2 retinovany
KBZD03 zena 16 M3 do 1/2 retinovany
KBZD04 Zena 14 P1 plné vyvinuty profezany
KBZDO05 Zena 15 M3 do 1/2 retinovany
KBZD06 zena 15 M3 do 1/2 retinovany
KBZDO07 Zena 18 M3 vice nez 1/2 semiretinovany
KBZD08 muz 13 P1 vice nez 1/2 retinovany
KBzZDO09 muz 13 P1 vice nez 1/2 retinovany
KBzZD10 Zena 16 nadpocetny P vice nez 1/2 retinovany

Tab. 1 Prehled pacienti/ddrct a extrahovanych zubt (M — moldr, P — premoldr).

Pacienti/darci byli zafazeni do studie po podepsani informovaného pisemného souhlasu.

V pfipadé nezletilych pacientl informovany souhlas podepisoval jejich zakonny zastupce.

Pro ndzornost bunky rozmrazené po 6 mésicich jsme oznacili pismenem A a burky

rozmrazené po 12 mésicich jsme oznadili pismenem B v nazvu.
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4.2 Charakterizace KBZD

Uspédné jsme izolovali celkem deset stabilnich linii KBZD. Za 48 - 72 hodin po nasazeni
suspenze bunék ziskanych z enzymatického Stépeni jsme v primokultufe pozorovali pod
mikroskopem s fazovym kontrastem prvni KBZD, popfipadé malé kolonie po 2 - 5 burikach.
V této dobé jsme kultivacni médium pouze pridali. Jeho vyména nasledovala po 7 dnech
kultivace, ¢imZ jsme odstranili i zbytky tkani, pfipadné zbytky ostatnich bunék, které na rozdil
od KBZD neadheruji ke dnu kultiva¢ni nadoby. Primokulturu jsme nechali narlst az do 70%
konfluence, poté byla pasaZovana.

Tvar KBZD byl jednak vretenovity s dlouhymi vybézky a rozvinutym cytoskeletem, ale
pozorovali jsme také linii KBZD, v niz prevladal tvar vice okrouhly, s mensim poctem vybézki

(obr. 3A, B).
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Obr. 3 Tvar KBZD v 1. pasdzZi, mikroskop s fdzovym kontrastem. A Vietenovity tvar KBZD
s Cetnymi vybézky (linie KBZD02). B Okrouhly tvar KBZD (linie KBZD04).

U kryokonzervovanych KBZD po dobu Sesti a dvanacti mésici jsme nezpozorovali zménu
tvaru bunék po celou dobu kultivace. Dominantnim tvarem byl vietenovity tvar s cetnymi
cytoplazmatickymi vybézky a rozvinutym cytoskeletem (obr. 4A - C).

Obr. 4A
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Obr. 4 Tvar KBZD v 3. psdz”i, mikroskop s fazovym kontrastem. A Linie nezmrazenych KBZD

(linie KBZD02). B Linie zmrazenych KBZD po dobu 6 mésicu (linie KBZD0O2A). C Linie
zmrazenych KBZD po dobu 12 mésict (linie KBZD02B).

Median velikosti ze vSech osmi pasazi nezmrazenych kmenovych bunék ¢inil 14,4 um. U

KBZD zmrazenych po dobu 6 mésicli byl 14,0 um a u KBZD zmrazenych po dobu 12 mésicu

14,1 um (graf 1). Podrobny prehled median( velikosti jednotlivych linii zndzorriuje tabulka

2.
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Velikost KBZD (median)
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Graf 1 Prehled medidani velikosti KBZD v um

Podrobny prehled median( velikosti jednotlivych linii znazornuje tabulka 2.

Linie Velikost Linie Velikost Linie Velikost
KBZDO1 14,5 KBZDO1A 13,1 KBZDO01B 13,9
KBZD02 12,7 KBZDO02A 11,1 KBZD02B 10,8
KBZDO03 13,1 KBZDO3A 13,4 KBZDO03B 10,1
KBZD04 14,4 KBZDO0O4A 13,6 KBZD04B 14,9
KBZDO05 13,9 KBZDO5A 12,5 KBZDO5B 11,0
KBZD06 15,1 KBZDO6A 14,6 KBZD06B 14,9
KBzZD07 15,2 KBZDO7A 14,3 KBZD07B 14,3
KBZD08 15,8 KBZDO8A 14,9 KBZD08B 12,0
KBZD09 15,7 KBZD09A 15,3 KBZD09B 15,2
KBZD10 14,3 KBZD10A 15,0 KBZD10B 15,3

Tab. 2 Prehled medidna velikosti KBZD v um. A — KBZD kryokonzervované po dobu 6 mésicu;
B — KBZD kryokonzervované po dobu 12 mésicu

Pfi  statistickém zpracovani s pouzitim parového t-testu nebyl rozdil mezi
hodnotami velikosti nezmrazenych KBZD a kryokonzervovanych KBZD po dobu 6 a 12 mésicl

vyznamny (pro KBZD kryokonzervovanych po dobu 6 mésici p=0,221; pro KBZD
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kryokonzervovanych po dobu 12 mésict p=0,120). Pozorovali jsme vsak zmenseni KBZD po
kryokonzervaci.

Viabilita bunék byla zjistovana na zakladé obarveni nezivych bunék trypanovou modfiv 2. a
8. pasazi pomoci pfistroje Vi-cell. U nezmrazené skupiny bunék byl median namérené
viability 91,8 % v2. pasazi a 92,0 % v 8. pasazi. U bunék zmrazenych nefizenou
kryokonzervaci a rozmrazenych po 6 mésicich byl medidn viability ihned po rozmrazeni v 2.
pasazi nizsi 85,7 %. Toto snizeni pocCtu viabilnich KBZD ihned po rozmrazeni bylo statisticky
vyznamné (p=0,005) i podle Bonferroniho modifikace hladiny vyznamnosti. Procento
viabilnich bunék v 8. pasazi bylo opét pres 90 %, kdy median ¢inil 92,2 %. Tato hodnota se
jiz vyznamné neliSila od hodnoty kontrolni skupiny v 8. pasazi (p=0,708). U KBZD
zamrazenych po dobu 12 mésicu byla situace odlisna. Median hodnot viability v 2. pasazi byl
vyssi, a to 91,5 %, ale ke konci kultivace v 8. pasdzi vypocitand hodnota medianu viabilnich
bunék klesla na 88,9 %. Ani jedna z hodnot se statisticky vyznamné neliSila od kontrolni
skupiny (p=0,469 v pfipadé 2. pasaze a p=0,073 v ptipadé 8. pasaze) (Graf 2). Prehled

zmérenych hodnot viabilnich KBZD jednotlivych linii z 2. a 8 pasazZe popisuje tabulka ¢. 3.

Viabilita KBZD (median)

B Nezmrazené
mZmrazené 6M
m Zmrazené 12M
88,9
85,7

2. pasaz 8. pasai

100,0

90,0

Viabilita (%)

80,0

Cislo pasaze

Graf 2 Median viability KBZD v %
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Pfehled hodnot viabilnich KBZD jednotlivych linii z 2. a 8 pasaze popisuje tabulka ¢. 3.

Linie 2p 8p Linie 2p 8p Linie 2p 8p
KBZDO1 | 91,3 94,7| KBZDO1A | 84,2| 91,8 KBzDO1B| 953 | 89,0
KBZD02 | 94,8 | 93,3| KBZDO2A | 82,1| 92,6 | KBzZzD02B| 91,6 | 88,7
KBZDO3 | 90,7 91,8| KBZDO3A| 85,4 | 90,8 KBZDO3B | 86,6 | 77,5
KBZD04 | 90,2 93,5| KBZDO4A | 83,7| 91,4 KBzZD04B| 90,0 85,0
KBZDO5 | 90,2 91,5 KBZDO5A | 86,0 | 88,4 KBZDO5B| 93,6 | 80,2
KBZDO6 | 95,6 ( 97,7 | KBZDO6A | 88,2| 91,5( KBZDO6B | 96,7 | 97,2
KBZDO7 | 92,8 90,7 | KBZDO7A | 90,9| 94,1 KBzDO7B| 951 96,4
KBZDO8 | 92,5| 91,4| KBZDO8A | 87,4| 96,7| KBzZDO8B | 82,5| 87,3
KBZD09 | 90,5( 92,1 | KBZDO9A | 83,7| 96,7 KBzZD09B | 88,1| 90,3
KBZD10 | 92,3 | 90,2| KBZD10A| 97,2 | 98,5| KBzZD10B| 91,4| 94,5

Tab. 3 Prehled viability KBZD v % v 2. (2p) a 8. (8p) pasdzZi (A — KBZD kryokonzervované po
dobu 6 mésicl; B — KBZD kryokonzervované po dobu 12 mésicti)

Median dosazenych populacnich zdvojeni u jednotlivych linii nezmrazenych KBZD ¢inil 47,3

populacnich zdvojeni od 0. pasaze (primokultura) do 8. pasaze. KBZD zmrazené po dobu 6

mésict dosahly medianu 47,1 populacnich zdvojeni od 0. pasaze (primokultura) do 8.

pasaze. Také KBZD kryokonzervované po dobu 12 mésicl zUstaly proliferacné aktivni a

dosahli medianu 44,6 populacnich zdvojeni od 0. pasaze (primokultura) do 8. pasdze. Trend

nartstu kumulativnich populacnich zdvojeni s dobou kultivace zobrazuje graf 3.
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Graf 3 Medidn populacnich zdvojeni v pribéhu kultivace vypocitany z jednotlivych populaci
nezmrazenych a zmrazenych KBZD. Cervend vertikdla oznacuje okamZik kryokonzervace
KBZD v 1. pasdZi.

PFi statistickém zpracovani jsme neporovnavali vysledky z primokultury a 1. pasaze, jelikoz
jsme vychazeli z hodnot, ziskanych z linii nezmrazenych KBZD. Porovnavali jsme data aZ od
2. pasaze, kdy jsme pokracovali ve standardnim protokolu i u zmrazenych linii. Pfi
porovnavani PD v ramci kazdé linie KBZD kryokonzervovanych po dobu 6, respektive 12
mésicll, s hodnotami, které dosahly pred kryokonzervaci, nebyl rozdil statisticky vyznamny

v zadné pasazi (p>0,05). Dosazena populacéni zdvojeni u jednotlivych linii zobrazuji grafy 4-6.
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Kumulativni population doublings - nezmrazené KBZD
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Graf 4 DosaZend populacni zdvojeni u jednotlivych linii nezmrazenych KBZD.

Kumulativni population doublings - KBZD zmrazené 6M
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Graf 5 DosaZena populacni zdvojeni u jednotlivych linii zmrazenych KBZD po dobu 6 mésicd.

Cervend vertikdla oznacuje okamzik kryokonzervace v 1. pasdzi.
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Kumulativni population doublings - KBZD zmrazené 12M
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Graf 6 DosaZend populacni zdvojeni u jednotlivych linii zmrazenych KBZD po dobu 12
mésict. Cervend vertikdla oznacuje okamzik kryokonzervace v 1. pasdzi

Rychlost proliferace jsme hodnotili dle ¢asu potfebného pro zdvojeni poctu populace. Opét
jsme porovnavali hodnoty od 2. pasazZe, jelikoZz hodnoty z primokultury a 1. pasaze byly
shodné u nezmrazenych i zmrazenych KBZD. U zmrazenych KB po dobu 3esti i dvanacti
mésicl jsme vSak pozorovali stejny trend, a to prodlouzeni DT pfi pasdzovani bunék po
dosazeni 70% konfluence po rozmrazeni, tedy mezi 1. a 2. pasazi. Median DT v 2. pasazZi u
kontrolni skupiny nezmrazenych KB byl 36,3 hodin, u KBZD zmrazenych po dobu 6 mésicl
rozdil nebyl statisticky vyznamny. Od 3. pasaze se rychlost proliferacni aktivity pfiblizila
rychlosti kontrolni skupiny. Vétsi rozdil jsme opét pozorovali az ke konci kultivace, zejména
u bunék zmrazenych po dobu 12 mésicli. Median population doubling time z jednotlivych
linii nezamrazené bunék cinil 45,6 hodin v 8. pasazi, u bunék zamrazenych po dobu Sesti
mésicl byla tato hodnota 54,9 hodiny a u bunék zamrazenych po dobu dvanacti mésict 58,8
hodin. | pres navySeni DT nebyl rozdil od kontrolni skupiny statisticky vyznamny. Obecné
vSak platilo, Ze s rostouci dobou kultivace se prodluZovala i doba potifebnd pro zdvojeni

poctu populace (graf 7.)
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Graf 7 Medidn doubling time v pribéhu kultivace vypocitany z jednotlivych populaci
nezmrazenych a zmrazenych KBZD. Cervend vertikdla oznac¢uje okamZik kryokonzervace
KBZD v 1. pasdzi.
Rozdil v proliferacni aktivité, pfi porovnavani potfebného ¢asu pro zdvojeni populace, u
KBZD kryokonzervovanych po dobu 6 mésicl, respektive 12 mésicli, s kontrolni skupinou,
nebyl v Zddné z pasazich statisticky vyznamny. DT u jednotlivych linii v pribéhu kultivace

zobrazuji grafy 8-10.

Population doubling time - nezmrazené KBZD
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Graf 8 Doubling time v pribéhu kultivace nezamrazenych KBZD.

38



Population doubling time - KBZD zmrazené 6M
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Graf 9 Doubling time v pribéhu kultivace KBZD zamrazenych po dobu 6 mésicii. Cervend
vertikdla oznacuje okamZik kryokonzervace KBZD v 1. pasdZi.

Population doubling time - KBZD zmrazené 12M
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Graf 10 Doubling time v pribéhu kultivace KBZD zamrazenych po dobu 12 mésict. Cervend
vertikdla oznacuje okamzik kryokonzervace KBZD v 1. pasdZi.

Fenotyp jsme analyzovali pomoci pritokové cytometrie v 3. a 7. pasazi u zmrazenych i
nezmrazenych KBZD. Béhem kultivace kontrolni skupina nezmrazenych kmenovych bunék

dle vypocitanych mediana ze vsech linii vykazovala vysokou pozitivitu povrchovych znakd
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CD13 (96,8 % v 3 pasazi (3p), 95,0 % v 7. pasazi (7p)), CD29 (92,0 % v 3pa 91,8 % v 7p), CD44
(96,7 % v 3pa94,9%v 7p), CD63 (81,7 % v 3p), CD73 (92,3 % v 3p a 95,7 % v 7p), CDIO (97,9
% Vv 3pa98,0%v 7p),CD166 (89,7 % v 3pa92,4%v 7p). Naopak negativni expresi pro znaky
CD10 (6,8 % v 7p), CD18 (0,4 % v3pa 0,5 % v 7p), CD31 (0,1 % v3pa0,1%v 7p), CD34 (0,4
%v3pa0,6%v7p),CD106 (0,2% v3pa0,1%v7p), HLAII (55 %v3pa3,0%v7p). Nizce
pozitivni byly buriky pro znaky CD10 (26,0 % v 3p), CD45 (16,8 % v 3p a 20,7 % v 7p), CD49f
(34,0% v3pa268%v7p),CD271 (14,8 % v3p a 19,5 % v 7p), STRO1 (25,2 % v3pa 28,2 %
v 7p). Stfedné pozitivni byly nezmrazené buriky pro znaky CD63 (67,4 % v 7p), CD105 (61,8
% v 3pa69,7%v7p), CD117 (59,1 % v 3p, 53,2 % v 7p), CD146 (59,4 % v 3p a 59,6 % v 7p),
HLA1(66,9 % v 3pa52,2%v 7p).

KBZD zmrazené po dobu 6 mésicll exprimovaly s vysokou pozitivitou znaky CD13 (93,3 %
v3pa93,8%v7p),CD29(92,2%v3pa93,0%v7p),CDA44(94,0% v 3pa96,6%v 7p), CD63
(74,0 % v 3p), CD73 (96,7 % v 3p 2 97,4 % v 7p), CD9O (96,1 % v 3p a 97,5 % v 7p), CD146
(84,6 % v3pa77,6%v 7p), CD166 (87,7 % v 3p a 83,8 % v 7p). Nevyjadieny byly povrchové
znaky CD18 (0,4 % v3pal,2%v 7p), CD31(0,0% v3pa0,5%v 7p), CD34 (0,0%v3pal4
% v 7p),CD106 (7,3% v3pa8,2%v7p), CD271(8,6 % v 3p), HLAII (0,8 % v3pa2,4%v7p).
Nizkou expresi vykazovaly znaky CD10 (14,0 % v 3p a 10,3 % v 7p), CD45 (12,7 % v3p a 11,2
% v 7p), CDA9f (19,1 % v 3p a 25,7 % v 7p), CD 117 (32,6 % v 7p), CD271 (10,6 % v 7p), HLA |
(37,6 % v 3p), STRO1 (25,3 % v 3p a 29,3 % v 7p). Stfedné vysokou expresi jsme pozorovali u
znak(l CD63 (64,1 % v 7p), CD105 (58,3 % v 3p a 61,6 % v 7p), CD117 (40,6 % v 3p), HLA |
(44,7 % v 7p).

Buniky zmrazené po dobu 12 mésici mély vysoce vyjadiené znaky CD13 (85,2 % v 3p a 88,4
% v 7p), CD29 (95,5 % v 3p a 96,7 % v 7p), CDA4 (94,5 % v 3p a 94,4 % v 7p), CD63 (76,7 % v
3p), CD73 (94,8 % v 3p a95,0% v 7p), CD90 (96,1 % v 3pa 97,6 % v 7p), CD146 (80,0 % v 3p),
CD166 (81,6 % v 3p a 84,5 % v 7p). Nevyjadieny byly znaky CD10 (5,2 % v 7p), CD18 (5,0 % v
3pa5,2%v7p),CD34 (0,6 % v3pa0,6%v7p), CD106 (9,7 % v 3p), CD271 (9,3 % v 3p), HLA
11(3,6% v 3pa2,0%v 7p). Mezi znaky, které byly mirné pozitivni, pattily CD10 (32,5 % v 3p),
CD31 (23,4 % v 3p a 16,5 % v 7p), CD45 (13,7 % v 3p a 11,1 % v 7p), CDASF (19,1 % v 3p),
CD63 (37,6 % v 7p), CD106 (11,1 % v 7p), CD117 (37,4 % v 7p), CD271 (11,3 % v 7p), HLA |
(28,3 % v 7p), STRO1 (28,4 % v 3p a 18,5 % v 7p). Stfedné vysoce vyjadiené byly znaky CD49f
(41,8 % v 7p), CD105 (58,3 % v3p a 58,2 % v 7p), CD117 (40,6 % v 3p), CD146 (68,7 % v 7p),
HLA I (61,5 % v 3p).
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Pro statistické zpracovdni jsme pouZili parovy t-test a v pfipadé zamitnuté normality
neparametricky Wilcoxonuyv test. U znak( CD13, CD49f, CD73, CD90, CD106, CD117, CD146,
CD271, HLA |, HLA 1l v 3. pasaZi a znakd CD45, CD117, CD146, CD271 v 7. pasazi u KBZD
zmrazenych po dobu 6 mésici byla hladina p<0,05 pfi porovnani s expresi znakd u
nezmrazenych bunék. Pti pouZiti hladiny vyznamnosti dle Bonferroniho modifikace byl rozdil
statisticky vyznamny pouze u znak(l CD13, CD73, CD106, CD117, CD146, HLA |, HLA 1l v 3.
pasazi. U KBZD zmrazenych po dobu 12 mésicu se jednalo o znaky CD13, CD31, CD44, CD90,
CD106, CD146 v 3. pasazi a CD13, CD18, CD28, CD31, CD45, CD105, CD106, CD166, HLA | a
STRO1 v 7. pasazi, kdy byla hladina p<0,05. Pouze u znakd CD13, CD31, CD44, CD106, CD146
v 3. pasazi a CD13, CD18, CD29, CD31, CD45, CD105, CD166, HLA | v 7. pasazi byla hladina
p<0,025. Expresi jednotlivych povrchovych znakd u KBZD nezmrazenych, zmrazenych po
dobu Sesti a dvanacti mésicl v medidnech a presné hladiny p dle statistického zpracovani

zobrazuje tabulka €. 4.
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Nezmrazené KBZD KBZD zamrazené 6M KBZD zamrazené 12M
3p 7p 3p p - hladina 7p p - hladina 3p p-hladina p p-hladina
CcD10 26,0 6,8 14,0 0,822 10,3 0,389 325 0,919 3;2 0,262
CD 13 96,8 95,0 93.3 0,007 93,8 0,136 85,2 0,006 88,4 0,003
CcD18 0,4 0,5 0,4 0,719 1,2 0,610 3,0 0,058 5:2 0,012
CD29 92,0 91,8 92,2 1,000 93,0 0,646 95,5 0,086 96,7 0,014
CD31 0,1 0,1 0,0 0,533 0,5 0,102 23,4 0,006 16,5 0,006
CD34 0,4 0,6 0,0 0,182 0,4 0,435 0,6 0,893 0,6 0,203
CcD44 96,7 94,9 94,0 0,090 96,6 1,000 94,5 0,011 94,4 0,154
CD45 16,8 20,7 12,7 0,124 11,2 0,033 13,7 0,307 11,1 0,013
CD4of 34,0 26,8 19,1 0,041 257 0,609 15,1 0,378 41,8 0,189
CD63 81,7 67,4 74,0 0,799 64,1 0,719 76,7 0,799 37.6 0,375
CcD73 92,3 95,7 96,7 0,009 97,4 0,822 94,8 0,358 95,0 0,175
CD90 97,9 98,0 96,1 0,028 97.5 0,560 96,1 0,043 97,6 0,241
CD105 61,8 69,7 58,3 0,984 61,6 0,384 54,2 0,444 58,2 0,029
CD106 0,2 0,1 7.3 0,001 8,2 0,312 9.7 0,013 111 0,277
CcD117 59,1 53,2 40,6 0,009 32,6 0,050 47,4 0,075 37,4 0,153
CD146 59,4 59,9 84,6 0,002 77,6 0,026 80,0 0,017 68,7 0,209
CD166 89,7 92,4 87,7 0,289 83,8 0,105 81,6 0,181 84,5 0,032
cb271 14,8 19,5 8,6 0,032 10,6 0,047 9.3 0,610 11,3 0,155
HLA | 66,9 52,2 37,6 0,014 44,7 0,746 61,5 0,223 28,3 0,004
HLA 1l 5,5 3,0 0,8 0,007 2,4 0,721 3,6 0,933 2,0 0,169
STRO1 25,2 28,2 25,3 0,236 29,3 0,266 28,4 0,591 18,5 0,038

Tab. 4 Medidan procent pozitivnich KBZD vyjadrujici testované povrchové CD znaky.
Procento pozitivnich bunék bylo stanoveno jako procento s fluorescencni intenzitou vyssi
neZ 99,5 % negativni izotypové imunoglobulinové kontroly. Hladiny p dle statistického
zpracovdni s pouZitim t-testu, respektive neparametrického Wilcoxonova testu (Zluté
oznacené p<0,05; zelené p<0,025).

4.3 Kvantitativni polymerazova retézova reakce (qPCR)
Méreni relativni délky telomer, respektive telomerdzové aktivity s pouzitim kvantitativni
PCR metody jsme provadéli v2. a 7. pasazi u nezmrazenych i zmrazenych KBZD. Pro
samotnou analyzu jsme pocitali s rovnici T/S = 272 (kde ACt = Cttelomery — Ct“single copy” gen)-

Jednotlivé hodnoty ACt u nezmrazenych a zmrazenych linii KBZD zobrazuje tabulka €. 5.
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Linie Act Linie ACt Linie Act

2p 7p 2p 7p 2p 7p
KBZD01 1,5 1,7 |KBZDO1A| 2,2 2,0 [KBZDO1B| 1,9 2,1
KBZDO02 2,0 1,7 |KBZDO2A| 1,8 1,3 |KBZzD02B| 1,9 1,6
KBzZDO03 2,1 1,0 |KBZDO3A| 1,8 0,8 |KBzD03B| 2,5 1,3
KBZD04 1,5 1,0 |KBZDO4A| 2,1 1,2 |KBZD04B| 2,5 1,3
KBZDO05 1,9 1,5 |KBZDO5A| 1,8 1,3 |KBZDO5B| 1,9 1,2
KBZDO06 1,8 2,1 |KBZDO6A| 2,4 2,5 |KBZDO6B| 2,5 2,6
KBZDO07 2,4 1,8 |KBZDO7A| 2,8 2,1 |[KBZDO7B| 2,4 2,5
KBzZDO08 1,5 1,4 |KBZDO8A| 2,4 2,1 |KBZDO8B| 1,8 1,5
KBzZD09 1,4 1,1 |KBZDO9A| 14 1,7 |KBZDO9B| 2,2 1,7
KBZD10 2,5 2,4 |KBZD10A| 2,6 2,2 |[KBZD10OB| 2,3 2,0

Tab. 5 Vypocitané ACt jednotlivych linii nezmrazenych a zmrazenych KBZD.

Vypocitané ACt u kontrolni skupiny KBZD se nachdazelo v rozmezi 1,5—-2,5v 2. pasazia 1,0 —
2,4 v 7. pasazi. U bunék kryokonzervovanych po dobu 6 mésicl bylo toto rozmezi 1,4 - 2,8
v 2. pasazia 0,8 —2,5v 7. pasazi a u bunék kryokonzervovanych po dobu 12 mésici 1,8 - 2,5
v 2. pasdzia 1,2 — 2,6 v7. pasazi. V 7. pasazich dosahly linie dle vypocitaného medianu ze
vsech linii okolo 43,4 populacnich zdvojeni u kontrolni skupiny, 43,9 u bunék zmrazenych na
6 mésicl a 42,1 populacnich zdvojeni u bunék zmrazenych na 12 mésic(i. Navzdory mozné
interindividualni variabilité jsme pozorovali signifikantni zkraceni délky telomer (p<0,05) jak
u kontrolni skupiny (p=0,036), tak u zmrazenych KBZD po dobu 6 mésicl (p=0,011) mezi
burikami izolovanymi z 2. a 7. pasaze. | kdyZ jsme pozorovali zkraceni relativni délky telomer
i u KBZD kryokonzervovanych po dobu 12 mésicu, u této skupiny byl rozdil mezi 2. a 7. pasazi
na hranici statistické vyznamnosti (p=0,0502). Pouze u linie KBZD06 nedoslo ke zkraceni
relativni délky telomer ani po kryokonzervaci. Rozdil ve zkraceni relativni délky telomer mezi
kontrolni nezmrazenou skupinou a kryokonzervovanymi skupinami bunék nebyl staticky
vyznamny. Pro KBZD zmrazené po dobu Sesti mésicl i dvanacti mésict byla hodnota
p=0,160. Dynamiku relativni délky telomer v 2. a 7. pasazi nezmrazenych a zmrazenych KBZD

ilustruji grafy ¢. 11 — 14,
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Graf 11 Relativni délka telomer méfena rovnici T/S = 272t (qPCR) u nezmrazenych KBZD.
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Graf 12 Relativni délka telomer méFena rovnici T/S = 272t (qPCR) u zmrazenych KBZD po
dobu 6 mésicd.
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Relativni délka telomer - KBZD zmrazené 12M
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Graf 13 Relativni délka telomer mérena rovnici T/S = 272t (qPCR) u zmrazenych KBZD po
dobu 12 mésica.
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Graf 14 Medidn relativni délky telomer méfena rovnici T/S = 272t (qPCR) ze vsech linii KBZD.

Pfi porovnani relativni délky telomer mérené v 2. pasdzi mezi zmrazenymi a nezmrazenymi
KBZD jsme zjistili zajimavy jev. Po kryokonzervaci se relativni délka telomer méfena v 2.
pasazi oproti kontrolni skupiné prodlouZila. Median T/S pro KBZD kryokonzervované po

dobu 6 mésicl byl 4,4, pro KBZD kryokonzervované po dobu 12 mésict 4,7 a u kontrolni
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skupiny byla hodnota 3,6. DT kryokonzervovanych bunék straveny ve 2. pasazi byl delsi nez
u kontrolni skupiny. Median DT v 2. pasazi u kontrolni skupiny nezmrazenych KB byl 36,3
hodin, u KBZD zmrazenych po dobu 6 mésicli byl tento ¢as 38,1 hodin a KB zmrazenych po
dobu dvandcti mésicd 38,9 hodiny. Pfi korelaci prodlouzeného DT u jednotlivych linii s
relativnim prodlouzenim délky telomer v 2. pasaZi u kryokonzervovanych KBZD oproti
kontrolni skupiné vysel korela¢ni koeficient R=0,818 pro KBZD kryokonzervované po dobu
6 mésici a R=0,754 pro KBZD kryokonzervované po dobu 12 mésicl. Pfi porovndni s
hladinou vyznamnosti testu nulovosti korelacniho koeficientu byla korelace v obou
pripadech kryokonzervovanych KBZD statisticky vyznamna (p=0,003, respektive 0,012), a
to i podle Bonferroniho modifikace.

Obecné jsme pozorovali statisticky vyznamnou korelaci mezi vyssi hodnotou T/S
vypocitanou u kryokonzervovanych skupin bunék v 7. pasazi a vyssim poctem dosazenych
PD (R= 0,810, p= 0,005 pro KBZD kryokonzervované po dobu 6 mésicli a R=0,722, p=0,018
pro KBZD kryokonzervované po dobu 12 mésicu), respektive kratSim DT v 7. pasazi (R=-
0,786, p= 0,007 pro KBZD kryokonzervované po dobu 6 mésicti a R=-0,667, p=0,035 pro
KBZD kryokonzervované po dobu 12 mésica).

Navic u bunék kryokonzervovanych po dobu 12 mésicu signifikantné korelovalo zkraceni
relativni délky telomery mezi 2. a 7. pasaZi u jednotlivych linii s prodlouzenim DT do 7.

pasaze (R=0,692, p=0,027) a snizenim poctu PD (R =-0,655, p=0,018) do 7 pasaze.

4.4 Diferenciacni potencial KBZD

K ovéreni faktu, zda jsou KBZD schopné diferencovat ve zralé bunécéné typy, osteoblasty
chondroblasty, adipocyty, jsme pouZzili komeréné doddavana média a vyuzili standardné
vyuzivané diferenciacni protokoly. Diferenciacni potencidl KBZD jsme ovérovali ve 4.
pasazi, kdy po dosazeni 70 - 100% konfluence byly KBZD vystaveny pusobeni
diferenciacniho média.

KBZD ze vsech skupin, nezmrazené i zmrazené, kultivované v chondrogennim, resp.
osteogennim médiu mély rozvinutéjsi cytoskelet a do svého okoli produkovaly
extraceluldarni matrix (obr. 5A, 5B). Diferenciace probihala jak ve formé monolayeru (na

dnu kultivacni misky) i ve formé trojrozmérné pelety (obr. 5C).
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Obr. 5 Diferenciace KBZD, mikroskop s fdzovym kontrastem. A Chondrogenni extraceluldrni
matrix ve formé monolayeru (linie KBZD01). B Osteogenni extraceluldrni matrix ve formé
monolayeru (linie KBZD05). C Chondrogenni extraceluldrni matrix ve formé trojrozmérné
pelety (linie KBZDO5).

Po ukonceni osteogenni a chondrogenni diferenciace dle stanoveného protokolu jsme
vzorky nezamrazenych i rozmrazenych kryokonzervovanych KBZD zalili do parafinovych
blo¢ku a diferenciaci prokazovali pomoci imunohistochemie a histologického barveni.

Kontrolni skupiny bunék i rozmrazené kryokonzervované KBZD produkovaly do
extraceluldrniho prostoru chondrogenni matrix. Kolagen typu Il v produkované matrix jsme
verifikovali pomoci imunohistochemické reakce, kdy po navazani protilatek kolagen typu Il

fluoreskoval ¢ervené, zatimco jadra bunék se zbarvila modre (obr. 6A, B).
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Obr. 6 Histologicky rez KBZD kultivovanych v chondrogennim médiu, imunohistochemie,
fluorescencni mikroskop (jadra bunék fluoreskujici modre, okrsky kolagenu typu Il ¢ervené).
A Nezmrazené KBZD (linie KBZDO01); jadra bunék predstavuji 15,5 % plochy a okrsky
kolagenu typu Il 32,7 % plochy obrdzku. B KBZD zmrazené po 12 mésict (linie KBZDO1B);
jadra bunék predstavuji 12,3 % plochy a okrsky kolagenu typu 1l 30,1 % plochy obrdzku)
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PFi histologickém barveni byl kolagen a prokolagen v chondrogenni hmoté prokazany

modrym Massonovym trichromem a byl zndzornén modre (obr 7A,B).

LS
Obr. 7 Histologicky fez KBZD kultivovanych v chondrogennim médiu, barveni modrym

Massonovym trichromem (kolagen a prokolagen obarveny modre). A Nezmrazené KBZD
(linie KBZD01); jadra bunék predstavuji 12,0 % plochy a okrsky kolagenu 29,0 % plochy
obrdzku. B KBZD zmrazené po 12 mésicu (linie KBZD01B); jadra bunék predstavuji 12,1 %
plochy a okrsky kolagenu 18,5 % plochy obrdzku.

U nezmrazenych i rozmrazenych kryokonzervovanych KBZD jsme také uspésné indukovali

osteogenezi. Imunohistochemicky jsme prokazali pfitomnost osteokalcinu (hnédé okrsky)
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(obr. 8A,B), za pomoci histologického barveni modrym Massonovym trichromem jsme

ovérili pfitomnost kolagenu a prokolagenu (modré okrsky) (obr. 9A,B) a barvenim dle Kossy

pfitomnost vapenatych partikuli (Cerné okrsky) ve vyprodukované osteogenni

extraceluldrni hmoté (obr. 10A, B) u kontrolni i sledované skupiny rozmrazenych

kryokonzervovanych bunék.

Obr. 8 Histolog;c/;y Feé KBZD kultivovanych v osteogennim médiu, imunohistochemie
(osteokalcin obarven hnédé). A Nezmrazené KBZD (linie KBZDO05); okrsky extraceluldrni
matrix predstavuji 61,2 % plochy obrdzku. B KBZD zmrazené po 12 mésicu (linie ZKBZDO5B);

okrsky extraceluldrni matrix predstavuji 45,0 % plochy obrdzku.
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Obr. 9 Histologicky Fez KBZD kultivovanych v osteogennim médiu, barveni modry Massonuiv
trichrom (kolagen a prokolagen obarveny modre). A Nezmrazené KBZD (linie KBZD05);
okrsky extraceluldrni matrix predstavuji 67,8 % plochy obrdzku. B KBZD zmrazené po 12
meésicu (linie KBZDO5B); okrsky extraceluldrni matrix pfedstavuji 65,1 % plochy obrdzku.
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Obr. 10 Histologicky rez KBZD kultivovanych v osteogennim médiu, barveni dle Kossy (jadra
bunék obarvena cervené, vdapenaté partikule cerné). A Nezmrazené KBZD (linie KBZDO05),
vdpenaté partikule predstavuji 2,1 % plochy obrdzku. B KBZD zmrazené po 12 mésic (linie
KBZDO5B); vdapenaté partikule predstavuji 1,4 % plochy obrdzku.

Adipogenni diferenciaci jsme prokazovali po ukonceni stanované doby diferenciace
pomoci olejové Eervené pfimo na fixovanych diferenciovanych burnkdch v kultivaénich
nadobdch. | pfes vyuziti protokolu ovéfeného jinymi autory a pouZiti proadipogenné silné

pusobiciho média nebylo nahromadéni tukovych vakuol v diferencovanych nezmrazenych
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KBZD prlikazné (Obr. 11A,B). Adipogenni diferenciaci jsme poté u kryokonzervovanych

bunék dale neovérovali.

Obr. 11 Barveni olejovou cerveni bunék nezmrazenych KBZD kultivovanych v adipogennim
meédiu (tukové vakuoly barevny Ccervené), linie KBZD01; obarvené tukové vakuoly
predstavuji 3,9 % plochy obrdzku. A Mikroskop s fdzovym kontrastem. B Opticky
invertovany mikroskop.
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5. Diskuze

Od roku 2000, kdy KBZD byly poprvé izolovany, zdjem o né neustale stoupd. Relativné
snadnd izolace a pozoruhodné vlastnosti, schopnost sebeobnovy a diferenciace, tyto burnky
predurcuji k vyuziti v regenerativni a reparativni mediciné.

Cilem této prace bylo objasnéni vlivu nefizené kryokonzervace s vyuzitim 10% DMSO jako
KPA na KBZD. Kryokonzervace pfinasi znaéné mnozstvi vyhod. Odstranuje nutnost udrzovat
buriky v dlouhodobé kultivaci, a stim souvisejici problémy jako riziko kontaminace,
genetickych driftd ¢i epigenetickych zmén. Umoznuje udrZovani pozadovanych fenotypu
bunék uloZenych v bunéénych bankdach, skladovani kmenovych bunék pro potencialni
klinické vyufZiti, ¢i pfipadné udrzeni pro dalsi klinické testovani. Z komeréniho i klinického
hlediska umoznuje skladovani produkt, respektive bunék, a zjednodusuje jejich prepravu
mezi jednotlivymi pracovisti. Podminkou vySe uvedenych uplatnéni je duUkladné
porozuméni procesu kryokonzervace a optimalizace jednotlivych kroku, popf. objasnéni
nezadoucich efektll na kryokonzervované bunky. Je pravdou, Ze diky rozmanitosti
kmenovych bunék, zdroji kmenovych bunék a moznosti vyuZiti v bunécné terapii, je malo
pravdépodobné, Ze je moziné dosahnout univerzalniho kryokonzervaéniho protokolu. Bez
ohledu na typ bunék, ktery je kryokonzervovan, klicovou roli na zajisténi optimalniho
skladovani procesem kryokonzervace ma vybér kryokonzervaéniho média, pouzitého
kryoprotektiva, zplisob nastoleni nizkych teplot a pfechod zpét k teplotam okolo 37 °C. P¥i
kryokonzervaci je hlavnim cilem zachovani strukturni a funkéni integrity bunék. K dosazeni
tohoto cile je nutna pritomnost kryoprotektiva v kryokonzervaénim médiu. Problémovym
faktem je, Ze rlizné typy bunék reaguji na pritomné kryoprotektivum rozdilné. Nejvice v
soucasnosti rozsifené a ,,univerzalni” kryoprotektivum je dimethylsulfoxid. Bez ohledu na
jeho ucinnost pfi zachovani velké skaly bunék, hematopoetickych i mezenchymalnich,
béhem procesu kryokonzervace, byly vzneseny obavy v souvislosti sjeho pouzitim
v bunécné terapii. Obecné plati, Ze je snaha snizit jeho koncentraci vhodnou kombinaci
zejména s vysokomolekularnimi kryoprotektivy, ptipadné zaclenit do kryokonzervacniho
protokolu jinou stejné Gcinnou alternativu. Na druhou stranu je pravdou, Ze cytotoxické
ucinky DMSO se vytvareji zejména po delsi dobé expozice, s vyssi koncentraci a v kulture
pfiteplotach zejména tésné nad bodem mrazu (66). Stdle vsak plati, Ze u pacientt po infuzi
rozmrazenych hematopoetickych kmenovych bunék, kde byl pouzit DMSO jako KPA, byly

popsany nezddouci reakce.
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V této prdci jsme KBZD izolovali od mladych darcui ve vékovém rozmezi 13 — 18 let. Obecné
plati, Ze s rostoucim vékem darce se negativné ovliviuji vlastnosti izolovanych KB (108).
Jednim z dGvod( pfi izolaci mUZe byt fakt, Ze srostoucim vékem pacienta se sniZuje
dostupné mnozstvi tkané zubni dfené diky apozici sekunddarniho i tercialniho dentinu, a tim
i mnoZstvi potencionalné izolovanych KBZD (109). Guerrero-Jiménez a kol. ve své studii
studovali histologické, morfologické i vahové rozdily v zubni dfeni izolované od darcl ve
véku od 5 — 25 let, respektive z doCasnych tezakd, stalych premolarli a molard a
prespocetnych zubl. Obecné platilo, Ze nejvice solidni tkané izolovali z molaru, zatimco
nejméné z docasnych fezak(l. Na druhou stranu i pfes mensi mnozstvi se jednalo o vice
bunécnou tkdan, a to i v pfipadé prespocetnych zubl. Pfespocetné zuby jsou navic ¢asto
extrahovany v ¢asném véku pacienta (111), kdy jejich klinické vyuziti jesté vétSinou nebyva
zapotrebi. Pravé z téchto divodu je nutné izolované KBZD charakterizovat a uskladnit
v dostatecném mnozstvi pro budouci pfipadné vyuziti. Je prokazano, ze kmenové buriky
zubni dfené srostoucim vékem pacienta ztraceji proliferacni schopnost, diferenciacni
potencial, a navic dochazi i k redukci jejich mnozstvi (110).

V soucasnosti je uprfednostiiovana kryokonzervace jiz izolovanych, charakterizovanych
KBZD nez tkané zubni difené nebo celych zubl. Ze dvou technik izolace KBZD, je metoda
enzymatického Stépeni zubni diené vice pfijimana. | pres to, Ze se jedna o vicekrokovy
postup, ktery je technicky narocnéjsi nez metoda spontanniho vycestovani. V soucasné
literature nebyl doposud publikovan jednoznacény dlikaz, Ze by metoda enzymatického
Stépeni byla vyraznéji u¢inné;jsi nez metoda spontanniho vycestovani z izolované tkané.
Pro enzymatické Stépeni solidni zubni tkané je zapotrebi pfitomnost enzym(. Ferrda a kol.
(19), ve své prehledové studii vychdazejici z 202 ¢lankl zjistili 19 rGznych protokolt, které
byly Uspésné vyuzity k izolaci KBZD. Nejcastéji se jednalo o smés kolagendazy typu |, Stépici
kolagen typu | a dispazy, Stépici fibronektin a kolagen typu IV (112), (113). Doba
enzymatického Stépeni zubni drfené touto kombinaci v poméru 1:1 je 30 - 60 minut.
Rozmezi se lisi dle velikosti fragment(. DalSimi popisovanymi enzymy byly napfriklad trypsin
nebo DNd&za. Doba pusobeni enzym( je v izolaénim protokolu stézejni a mize ovlivnit
viabilitu izolovanych kmenovych bunék. Pfi dlouhém plsobeni se mize enzym stat pro
bunky az toxickym (114). Vzdy je proto snaha zkratit dobu plsobeni enzymu na minimum.
Prvnim predpokladem, jak zkratit dobu enzymatické izolace, je dikladné rozmélnéni

solidni tkané na fragmenty. K tomuto ucelu jsme vyuZili efektivni metodu homogenizace.
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PFi tomto zpUsobu zpracovani dochazi ke vzniku homogenni suspenze rozmélnénim tkané
tfenim o stény nadoby za pfitomnosti vhodného roztoku. Nejcastéji se vyuziva izotonicky
roztok, tak aby se zabranilo osmotickému poskozeni. Principem enzymatické izolace KBZD
je proteolyza s cilem ziskat suspenzi bunék ze solidni tkdné, respektive zubni dfené. Trypsin
je proteolyticky enzym vyuZivany v laboratofi tkanovych kultur zejména pro pasdzovani
bunék, kdy Stépi proteiny odpovédné za adhezi bunék ke dnu kultivacni nddoby. V nasi
studii jsme se proto zaméfili na vyuziti trypsinu i k samotné izolaci KBZD, a to v koncentraci
trypsinu 0,05 %. Dle dostupnych udajl v soucasné literatufe se jednalo o prvni protokol
vyuZivajici trypsin pro izolaci KBZD, kdy izolované bunky byly prolifera¢né aktivni az do 8.
pasdze a mély viabilitu pfes 90 %. Navic jsme dobu enzymatické izolace zkratili na 10 minut
oproti popisovanym 30 aZ 60 minutam p¥i vyuZiti smési kolagendzy typu | a dispazy. Casova
Uspora je benefitni, zejména pfi izolaci vétsSiho poctu vzorkd, a zaroven minimalizujeme
dobu plsobeni proteolytického enzymu, ktery pti prolongovaném plsobeni muze
negativné ovliviiovat vlastnosti izolovanych bunék. Salehinejad a kol. (115) izolovali
mezenchymalni kmenové buriky z pupecniku pomoci smési
kolagenazy/hyaluronidazy/trypsinu, kolagenazy/trypsinu a pouze trypsinu. Kmenové
buriky izolované pouzitim trypsinu po 30 dnech kultivace dale neproliferovaly.

V této praci jsme izolovali celkem deset linii KBZD z deseti extrahovanych stalych zub( s
rdznym stupném vyvoje kofene. Jednalo se o Ctyfi retinované ¢i semiretinované treti
molary, jeden semiretinovany druhy molar, tfi prvni premolary a jeden nadpocetny zub,
meziodent. Spektrum ziskanych zub( v nasi praci odpovidalo i obecnému trendu, kdy
nejvice jsou pro experimentdlni ucely vyuZivané pravé treti molary, ndasledovany
premoldry, které jsou extrahovany zortodontickych d(vodl, a tretimi nejcastéji
vyuZivanymi jsou prespocetnymi zuby (19).

Pro uchovavani bunék a tkani po dobu Sesti a dvanacti mésict jsme vyuZili metodu nefizené
kryokonzervace a vyuZitim 10% DMSO jako kryoprotektiva. Sledovali jsme vliv této metody
i pouzitého kryoprotektiva na morfologii, proliferacni aktivitu, viabilitu, fenotyp, relativni
délku telomer a diferenciaéni potencidl zamrazenych kmenovych bunék zubni drené.

Pro zachovani standardtd GMP jsou duleZité dva aspekty, a to stanoveni kryokonzervacéniho
média, a tim pouzitého kryoprotektiva, a stanované kryokonzervacni techniky (116).

Pfi kultivaci rozmrazenych KBZD jsme nepozorovali zménu v jejich morfologii, a to ani u

KBZD zmrazenych po dobu Sesti ani dvandcti mésicd. Dominantni tvar, ktery jsme
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pozorovali u vSech skupin bunék, byl vietenovity s dlouhymi vybéZzky a rozvinutym
cytoskeletem. Tento tvar je popisovan zejména u KBZD, které byly izolovany z
perivaskuldrni zény zubni diené (22). U linie KBZD04 jsme po izolaci pozorovali také vice
okrouhly tvar s mensim poc¢tem vybézk(, tento tvar je naopak pozorovan u KBZD ziskanych
ze subodontoblastické zény (22). Zubni drfenn zejména stalych zub( je rozdélena do
charakteristickych vrstev, vnéjsi vrstva odontoblast(i s disperzné uloZzenymi burnkami a
Weilovou nebunécnou zénou (subodontoblastickd zéna) a vnitfni perivaskularni zéna.
Centralné poté prochazeji arterioly, vénuly a nervy. U docasnych zubl neni toto rozdéleni
tak patrné. Vétsi denzita nediferenciovanych mezenchymalnich bunék, fibroblastl se
nachdzi v perivaskularni a centrdlni zéné (111). Z téchto dlvoda je i vietenovity tvar
pozorovan u izolovanych KBZD ¢astéji.

U kryokonzervovanych KBZD byl medidan velikosti bunék mensi nez u
nekryokonzervovanych KBZD, a vSak zména velikosti nebyla statisticky vyznamna. Tento
jev si vysvétlujeme tim, Ze doslo k urcité selekci a eliminaci riznorodych subpopulaci KBZD
vlivem stresu zpUsobeného pfi kryokonzervaci, resp. rozmrazeni KBZD. Obecné plati, Ze
vétsi KBZD se obtiznéji vyrovnavaji se vzniklym osmotickym stresem pfti tvoreni ledovych
krystald, a tim dochazi snadnéji k jejich lyze (37).

Pfi pozorovani vlivu nefizené kryokonzervace s pouzitim 10% DMSO jako kryoprotektiva na
viabilitu KBZD jsme u bunék zmrazenych po dobu 6 mésicl pozorovali pokles viability
namérené po rozmrazeni ve 2. pasazi v medidnu na 85,7 %, tedy nizsi nez u kontrolni
skupiny bunék (91,8 %). Viabilita méfena v 8. pasazi se jiz od kontroly statisticky vyznamné
neliSila a median byl 92 %. Pfi nefizené kryokonzervaci dochdzi k rychlému
nekontrolovanému poklesu teploty pfi zmrazeni KBZD nejdfive na — 20 °C a poté na — 80
°C, pri které jsou buriky nadale uchovavéany. Pti rychlém nastoleni nizkych teplot, hrozi
riziko tvorby intracelularnich krystal( ledu, naopak se sniZzuje potenciondalné toxicky vliv
DMSO, ktery je vyssi pfi vyssich teplotach (66). Snizeni viability méfené v 2. pasazi, mlze
byt proto spojeno s poskozenim bunék vlivem samotné techniky a jednotlivych krokd pfi
kryokonzervaci, resp. rozmrazovani. Pravdépodobné vice bunék podlehlo lyze ¢i jinému
druhu poskozeni bunécné membrany, které po rozmrazeni bylo pro bunky fatalni. Po
eliminaci téchto bunék postupnou kultivaci a pasazovanim doslo na konci kultivace
k obnoveni viability bunék opét pres 92 %. Tento jev jsme naopak nepozorovali u bunék

kryokonzervovanych po dobu dvanacti mésici. U nich byl efekt zcela opacny. Median
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viability po rozmrazeni byl pfes 91,0 %, zatimco po kultivaci téchto bunék doslo k poklesu
na 88,9 % v 8. pasazi. Ovlivnéni viability v tomto pfipadé mulze byt zplisobeno pozdnimi
vlivy kryokonzervace, kdy nedoslo k obnoveni ,funkéniho” zdravi kryokonzervovanych
bunék, cozZ se projevilo béhem kultivace, ze zbylé viabilni bunky po roc¢ni kryokonzervaci
nebyly schopné kompenzovat stresovou situaci jako v pfipadé pllro¢ni kryokonzervace.
Obecné plati, Ze v pribéhu kryokonzervace je mnoho krokd, které spolu souvisi a které
mohou negativné ovliviiovat mnozstvi viabilnich bunék po kryokonzervaci. Mezi né patfi
vybér KPA a zpusob jeho pridani k burikdm, které maji byt kryokonzervovany, vybér
kryokonzervaéniho protokolu, rychlost poklesu teplot, zplisob skladovani, teplota pfi
skladovani, zplsob a rychlost rozmrazovani, a s tim souvisejici odstranéni pouzitého KPA,
nakonec také aplikace a nacasovani spolehlivé metody méfeni viability. Nacasovani doby
méreni viability je povaZzovdno za zdsadni, ma-li byt dosahnuto spolehlivého vyhodnoceni
procesu kryokonzervace. Vyhodnoceni viability ihned po rozmrazeni se nepovazuje za
vhodné. Pravdépodobné nadhodnocuje vysledek, jelikoZz buriky podléhaji bunécné smrti
vlivem kryokonzervace zejména béhem 48 hodin po jejich rozmrazeni. Pokud je viabilita
mérena okamzité po rozmrazeni tyto zpozdéné ztraty bunék nejsou zapocitany. Navic
nevyhodou ndmi zvolené techniky méreni viability je ta, Ze neodrdzi ,funkcni zdravi“
bunék. VyuZiti trypanové modre je nenarocni technika méreni viability, kterd vsak
identifikuje pouze bunky s porusenou integritou bunééné membrany. Neodrazi se tak
jejich funkénost. Z téchto divodl nelze vysledek mérené viability brat samostatné, ale je
nutné jej brat v souvislosti s napfiklad proliferaéni aktivitou bunék. Na druhou stranu, je
treba zd(iraznit, Ze i viabilita okolo 89 % po jednorocni kryokonzervaci KB je povaZovan za
uspésny vysledek.

Vysoka proliferacni aktivita je velmi dllezZitou vlastnosti KBZD potfebnou pro jejich mozné
terapeutické uplatnéni. Je tedy nutné zachovat ji po kryokonzervaci vco nejméné
alterované podobé. Jak kontrolni skupina KBZD, tak kryokonzervované skupiny KBZD
zGstaly proliferacné aktivni. Nezmrazené KBZD do 8. pasaze dosahly v medianu 47,3
populacnich zdvojeni. U kryokonzervovanych KBZD po dobu dvanacti mésicl byla hodnota
nizsi, 44,6 populacnich zdvojeni. Rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny. Doslo i
k prodlouzeni population doubling time u bunék kryokonzervovanych po dobu Sesti a
dvanacti mésicl, ale opét tyto rozdily nebyly statisticky vyznamné. Kryokonzervované

KBZD potrebovaly delsi dobu na obnoveni ,funkéniho® zdravi po kryokonzervaci,
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respektive rozmrazeni. Stejny trend pozorovali i ostatni autofi. Napriklad Al-Sagi a kol.
(117) ve své studii dosli k zavéru, Ze mezenchymalni kmenové buriky (hematopoetické a
KB izolované z tukové tkané) kryokonzervované v kryokonzervaénim médiu bez pfidaného
fetdlniho bovinniho séra a 10% DMSO jako kryoprotektivum v porovnani s nezmrazenymi
KB vykazovaly prodlouzeni DT po kryokonzervaci.

Linie KBZD02, KBZD03, KBZDO04 proliferovaly jak ptred kryokonzervaci, tak po
kryokonzervaci, pomaleji nez ostatni linie KBZD. V pripadé linii KBZD02, KBZDO03 se jednalo
o linie ziskané od jedné 16-ti leté celkové zdravé pacientky. Linie KBZD02 byla izolovdna
z retinovaného druhého molaru, linie KBZD03 z retinovaného tfetiho molara. Linie KBZD04
byla izolovana od 14-ti leté pacientky zplné profezaného prvniho premolaru
extrahovaného z ortodontickych ddvod(. Neobijevili jsme tedy Zadné souvislosti s vékem,
typem zubu. Tento rozdil pfisuzujeme tedy interindividualni variabilité pacient. Tutu
charakteristiku si linie zachovaly i po kryokonzervaci, kdy proliferovaly pomaleji nez ostatni
kryokonzervované linie KBZD.

S proliferacni aktivitou KB souvisi i délka telomer v sekvenci DNA bunék. Telomery jsou
umisténé na koncové ¢asti chromosomu, kdy u obratlovci jsou tyto koncové useky tvoreny
TTAGGG opakujici se nukleotidovymi sekvencemi. Jsou to uUseky zejména bohaté na
guanin. Pfi kazdém déleni bunék, a tim replikaci DNA, dochazi ke ztraté téchto koncovych
usekl. Postupné zkracovdni telomer je povazovano za hlavni pfi¢inu starnuti bunék a
nastartovani jejich bunééné smrti apoptdzou, ¢imz je zabrdanéno nekontrolovatelnému
déleni. Ke ztraté této kontroly dochdzi pfi nadorovém bujeni (118). Na rozdil od
somatickych bunék, kmenové bunky, ale také nadorové bunky, maji kompenzacni
mechanismus vyrovnavajici ztratu délky telomer. Telomeraza je enzym pracujici jako
reverzni transkriptdza, ktery ma prodluZovat ztracené konce chromozomu. Obsahuje RNA
molekulu (tzv. telomerazova RNA komponenta, TERC) o délce nékolika desitek az stovek
nukleotid(l, ktera slouzi jako predloha (templat) pro syntézu DNA (119). Pravé zajisténi
homeostazy mezi délkou telomer a aktivitou telomerazy je dlleZité béhem embryonalniho
vyvoje (120). Obecné plati, Ze homeostaza délky telomer, respektive aktivity telomerazy,
je determinuijici faktor v proliferacni aktivité bunék, a tim i v zajisténi homeostazy tkani. Ke
snizeni aktivity telomerdzy naopak dochazi k rostoucim vékem (121). V této dizertacni
praci jsme pro méreni relativni délky telomer v 2. a 7. pasazi u nezmrazenych a zmrazenych

KBZD poutzili gPCR analyzu. Pro analyzu jsme poc¢itali s rovnici T/S = 272t (kde ACt = Cttelomery
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— Ctesingle copy” gen). Pro interni standard jsme poufZili housekeeping gen 36B4, kédujici
acidicky ribozomalni fosfoprotein. Prestoze se jednalo o kmenové buriky, u nichz by ztrata
telomer méla byt kompenzovdna aktivitou telomerazy, pozorovali jsme signifikantni
zkraceni relativni délky telomer u nezmrazenych i zmrazenych KBZD po dobu 6 mésicu
srostouci dobou kultivace, respektive snavySovanim poctu pasazi. U KBZD
kryokonzervovanych po dobu 12 mésict bylo zkraceni délky useku telomer oproti negativni
kontrole na hranici statistické vyznamnosti. Procesem nefizené kryokonzervace nedoslo
k signifikantni zméné tohoto trendu. Zkraceni relativni délky telomer vysvétlujeme tim, zZe
izolované bunky vysoce proliferovaly v in vitro podminkdch pfi kultivaci do 8. pasaze.
V téchto uméle navozenych stresovych podminkach nebyla kompenzace k udrzeni délky
telomer dostacujici, coz vedlo k poklesu jejich replikacni kapacity, nebo proliferaéni aktivita
byla rychlejsi nez schopnost telomerdzy syntetizovat zkracené useky telomer. Tomuto
zavéru nasvédcuje i fakt, Ze u kryokonzervovanych bunék jsme pozorovali delsi relativni
délku telomer méfenou po rozmrazeni v 2. pasazi. Kryokonzervované bunky byly
standardné kryokonzervovany v 1. pasazi a po rozmrazeni byl nutny delsi ¢as kultivace nez
byly KBZD pasazovany do 2. pasaZe, pravdépodobné z dlivodu vyrovnani se se stresem
plynoucim z procesu kryokonzervace. Po tuto dobu, mohlo dojit ke kompenzaci ztrat
telomer aktivitou telomerdazy. Linearni korelace mezi prodlouzenim DT v 2. pasaizi
kryokonzervovanych KBZD a relativni délkou telomer méfenou v 2. pasazi byla
signifikantni, jak pro skupinu kryokonzervovanou po dobu 6 mésicll, tak pro skupinu
kryokonzervovanou po dobu 12 mésicl. U bunék kryokonzervovanych po dobu 12 mésicl
jsme navic zjistili statisticky vyznamny linedrni vztah mezi zkracenim relativni délky telomer
mérené mezi 2. a 7. pasaii a prodlouzenim DT a snizenim poétu dosazenych PD do 7.
pasaze.

Vzhledem k heterogenité populace mezenchymadlnich kmenovych bunék a rozdilnym
technikdm izolace pouzivanych v laboratofi jsou charakteristické znaky nekonstantni.
Obecné plati, Zze KB maji schopnost adherovat k prilnavému povrchu, vyjadifovat specifické
povrchové antigeny a schopnost diferenciovat minimdlné v chondrogenni, osteogenni a
adipogenni bunécnou radu (114).

Fenotyp Cerstvé izolovanych i kryokonzervovanych bunék jsme méfili pomoci pritokové
cytometrie v 3. a 7. pasazi. Bunky byly obarveny imunofluorescencnimi polyvalentnimi

protildtkami konjugovanymi s fluorescein izothiokyanatem (FITC) a konjugovanymi
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s fykoerytrinem (PE) proti povrchovym CD znakim. Vyjadreni téchto znak(l jsme hodnotili
podle klasifikaénich kritérii: <10 % - nevyjadreno, 11 — 40 % - nizkd exprese, 41 — 70 % -
stfedni exprese, >71 % - vysoka exprese znaku (106).

Analyzovali jsme velké spektrum povrchovych CD znakl. Cerstvé izolované i
kryokonzervované burky vysoce exprimovaly znaky typické pro mezenchymalni kmenové
bunky, tj. CD29, CD44, CD90. Dale byly vysoce vyjadreny tzv. ,stromal-associated”
antigeny CD13 (aminopeptiddza N, molekula spojovdna s angiogenezi, bunécnou adhezi),
CD73 (5'-nukleotidaza) a CD166 (,activated leukocyte cell adhesion molecule”, ALCAM), tj.
adhezivni molekula zodpovédna za regulaci denzity a za migraci bunék. Naopak negativni
exprese znaku CD34 (,hematopoietic stem cell marker”, prekurzor hematopoetickych
bunék) a nizkd pozitivita znaku CD45 (,recognize leukocyte common antigen”, receptor
typu C proteinové tyrosin fosfatdzy, vyskytujici se v rlznych isoformach na vsech
hematopoetickych burikdch mimo cervenych krvinek a plazmatickych bunék) potvrzuje, ze
hematopoetické prekurzory nejsou v zubni dfeni pfitomny. Lehce zvySenou expresi znaku
CD45 vysvétlujeme pritomnosti ITS v kultivaénim médiu. Takto obohacené médium
ponechavd KBZD méné diferenciované a tyto KB maji poté variabilnéjsi diferenciacni
potencial (122). Pfi porovnani vysledk( fenotypové analyzy mérené u Cerstvé izolovanych
a kryokonzervovanych bunék byly nékteré zmény statisticky vyznamné. U nékterych znakt
byla tato zména stale ve stejném rozmezi stanovenych klasifikaénich kritérii. Jmenovité se
jednalo o znaky CD13, CD18, CD29, CD44, CD45, CD49f, CD73, CD90, CD 105, CD166,
CD271, HLA Il a STRO 1. K statisticky vyznamné zméné exprese i dle klasifikacnich kritérii
jsme pozorovali u znakd CD31, kdy doslo k navyseni exprese v 3. i 7. pasazi KBZD
kryokonzervovanych po dobu dvanacti mésicli; CD106, kdy doslo k navySeni exprese
zejména u bunék kryokonzervovanych po dobu dvanacti mésicli; CD117, kdy doslo
k poklesu exprese u KBZD kryokonzervovanych po dobu Sesti mésici; CD146, kdy doslo
k navyseni exprese u obou skupin kryokonzervovanych kmenovych bunék; HLA | kdy doslo
k poklesu v 3. pasazi KBZD zmrazenych po dobu Sesti mésicl a v 7. pasazi u KBZD
zmrazenych po dobu dvandcti mésicd. CD106 je oznacovdna za VCAM-1 molekulu,
z anglického terminu ,,vascular cell adhesion molecule-1. Jeji zvySena exprese je zejména
v zanétlivych procesech, kdy jednim z induktord muizou byt volné kyslikové radikaly (123).
Je dokazano, zZe se béhem procesu kryokonzervace také tvofi volné kyslikové radikaly, coz

muZe vysvétlovat i zvySenou expresi této povrchové molekuly u kryokonzervovanych
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bunék po dobu Sesti nebo dvanacti mésicl. Stimto souvisi i molekula CD31, kterd je
oznacovdna jako PECAM-1, zanglického terminu ,platelet endhotelial cell ahesion
molecule-1“. Jeji zvySend exprese muze nastat opét vlivem volnych kyslikovych radikalt
(124). Dalsi moznosti mizZe byt i fakt, Ze zvySena exprese CD31 byla popsana i u nezralych
kmenovych bunék zubni drfené (125). ZvySena nutnost kompenzovat bunécné ztraty
béhem kryokonzervace miiZe vést ke zvySené pritomnosti nezralych kmenovych bunék.
CD146 je oznacovdna jako MCAM molekula, zanglického terminu ,melanoma cell
adhesion molecule”. Jeji zvySena exprese byla pozorovdna u vysoce proliferativnich bunék
(126), kdy kryokonzervaci mohlo dojit k uréitému ndarGstu CD146 pozitivnich bunék
(CD146+) pfi nutnosti kompenzovat zaniklé buriky. Dale je zvySend exprese CD146
popisovana u bunék reagujici na pritomnost volnych kyslikovych radikald zejména pfi
zanétech i jinych stresovych situaci, kdy je nutna angiogeneze (127). Takovou stresovou
situaci mUzZe byt samoziejmé i samotny proces kryokonzervace. CD117 je molekula
oznacovana KIT, z anglického terminu ,tyrosine-protein kinase“. Je to signalni molekula
uplatiujici se naptiklad v migraci a diferenciaci bunék (128). Pfi nasi analyze i pres pokles
se molekula exprimovala ve vice nez 32 % vmedidanu ze vSech linii KBZD
kryokonzervovanych po dobu 6 mésici. Navic dle Bonferroniho modifikace hladina
vyznamnosti p=0,05 nebyla statisticky vyznamna. Pfi ovéfovani schopnosti diferenciace i
bunky kryokonzervované po dobu 6 mésict Uspésné diferenciovaly ve zralé bunécéné typy.
Narast bunék po kryokonzervaci s nizSim vyjadrenim HLA | na svém povrchu muze byt
pozitivnim jevem, jelikoZz bylo popsano, Ze takovéto mezenchymalni kmenové buriky maji
nasledném rozmrazeni popisuji i ve své studii Cattral a kol. (130). Obecné vsak lze fici, Ze si
KBZD kryokonzervované po dobu Sesti a 12 mésicli, az na nékteré vyjimky, zachovaly
stabilni fenotyp shodny s fenotypem cerstvé izolovanych KBZD.

Diferenciace ve zralé bunécné typy je dalSim kritériem , kmenovosti“ bunék. Diferenciace
in vitro spocCiva ve vystaveni bunék specifickym moduldtordm signalnich drah a v
manipulaci s podminkami bunééné kultury k napodobeni pfirozenych drah za ucéelem
produkce daného bunécéného typu. BEéhem embryonalniho vyvoje se zub vyviji z oralniho
ektodermu a ektomezenchymu, pochazejiciho z neurdlni kristy. Diky tomu KB izolované
z tkani souvisejicich se zubem maji schopnost diferenciace ve velké spektrum zralych

bunéénych typu, v odontoblastim podobné burky, osteoblastdm podobné burky,
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adipocyty, neurdlni bunky, chondroblastim podobné burnky, myoblasty, fibroblasty,
endotelialni bunky, bunky produkujici insulin. Velka variabilita diferenciacniho potencialu
tyto buriky uprednostiuje kvyzkumu moiného terapeutického uplatnéni. Pocatecni
vysledky vyzkumu in vitro ukazuji na moznost budouciho vyuZiti KBZD v |écbé endokrinnich
poruch (diabetu), akutniho infarktu myokardu, v regenerativni |é¢bé onemocnéni kosti
(osteopordzy), chrupavek (osteoartritidy), neurodegenerativnich onemocnéni (lécby
Parkinsonovy choroby, Alzheimerovy choroby, cévni mozkové prihody, poSkozeni michy,
periferniho nervu po Urazu) (131).

V této praci jsme hodnotili schopnost diferenciace izolovanych KBZD pred a po
kryokonzervaci ve tfi zralé bunécné typy, v osteoblastim podobné buriky, chondroblastim
podobné bunky a v adipocyty. Vyuzivali jsme komeréné dostupnd diferenciacni média a
nasledovali standardizované protokoly. Vysledky diferenciace po stanovené dobé tfi az ctyr
tydnd jsme ovérovali histologickym barvenim a imunohistochemicky. U vsech skupin
bunék, kontrolni nezamrazené skupiny i zamrazenych skupin po dobu Sesti a dvanicti
mésicll, jsme Uspésné prokazali diferenciaci v osteoblastim podobné a chondroblastim
podobné bunky soucasné s prlikazem tvorby kostni a chrupavdité extracelularni matrix.
Avsak i pres proadipogenné silné plsobici médium burky diferencovaly v adipocyty jen
velmi omezené. Schopnost diferenciace v adipocyty zvolenym protokolem jsme ovérovali
u linii KBZD01, KBZD02, KBZD03 a KBZD04, kdy vysledky byly shodné. Z téchto dlivodid jsme
ddle schopnost diferenciace v adipocyty po kryokonzervaci jiz neprovadéli. Je pravdou, zZe
kritéria pro potvrzeni, Ze se jedna o kmenové buriky, se tvofila zejména pro kmenové bunky
izolované z kostni drené. Na rozdil od mezenchymdlnich bunék z kostni drfené, které
fyziologicky inklinuji k adipogenni bunécné radé, jelikoz i v prabéhu Zivota je kostni dren
nahrazovana tukovou tkani, KBZD tuto vlastnost nemaji a v tukové bunky pfirozené
nediferencuji. Stejnych vysledkd dosahli i Gronthos a kol. ve své studii, v niZz popsali, Ze

KBZD v adipocyty diferencuji pouze velmi omezené (11).
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6. Zavér

Cilem této prace bylo zhodnotit vliv nefizené kryokonzervace s pouzitim 10 % DMSO na
kmenové buriky zubni diené. Dle ziskanych vysledk( jsou kmenové buriky zubni dfené
schopné odolat stresovym podminkam a mohou byt efektivné kryokonzervovany metodou
nefizené kryokonzervace minimalné po dobu 12 mésicli. Kryokonzervované bunky si po
rozmrazeni a pfi nasledujici kultivaci zachovaly charakteristicky vietenovity tvar jako
Cerstvé izolované bunky. Pozorovali jsme vsak, Zze kryokonzervace méla vliv na velikost
bunék. Hodnota medianu velikosti bunék byla po kryokonzervaci nizsi nez jeho hodnota u
kontrolni skupiny. Cerstvé izolované KBZD si zachovaly viabilitu pfes 90 % po celou dobu
kultivace. KBZD kryokonzervované po dobu 6 mésicl téchto hodnot dosahly az na konci
kultivace. U bunék kryokonzervovanych po dobu dvanacti mésicl jsme v pribéhu kultivace
pozorovali pokles viability pod 89 %, avsak i tento vysledek se da hodnotit jako Uspésny
v porovnani s ostatnimi studiemi. Kryokonzervované bunky byly stale proliferacné aktivni.
U kryokonzervovanych bunék jsme pozorovali prodlouzeni DT okamZzité po rozmrazeni v 2.
pasazi, kdy bunky potfebovaly delsi ¢as na kompenzaci ztrat nevitdlnich bunék vlivem
kryokonzervace, ale tento rozdil nebyl statisticky vyznamny. Od 3. pasaze se rychlost
proliferacni aktivity pfibliZila rychlosti kontrolni skupiny. Vétsi rozdil jsme opét pozorovali
az ke konci kultivace, zejména u bunék zmrazenych po dobu 12 mésicl. Jak u Cerstvé
izolovanych, tak kryokonzervovanych bunék jsme pozorovali zkraceni relativni délky
telomer s rostoucim poctem pasazi. U kryokonzervovanych bunék doslo k prodlouzeni
relativni délky telomer v 2. pasazi, coz korelovalo s prodlouzenim DT u jednotlivych linii v 2.
pasazi. Po ro¢ni kryokonzervaci KBZD diferenciovaly v osteoblastiim a chondroblastim
podobné buriky a produkovaly extracelularni matrix dané tkané. | pres proadipogenné silné
pUsobici diferenciacni médium se nam nepodafilo Cerstvé izolované bunky diferenciovat
v adipocyty, proto jsme u kryokonzervovanych bunék tuto schopnost dale neovérovali.

V této studii jsme jako kryoprotektivum vyuzili 10% DMSO. DMSO je povaZzovan za
standardni kryoprotektivum pro jeho efektivnost pfi kryokonzervaci velkého spektra
bunék. Vyuziti DMSO vsak sebou nese i rizika plynouci z jeho cytotoxického efektu. V nasi
budouci praci bychom se proto radi zameéfili idealné na jeho eliminaci z kryokonzervac¢niho
média, pripadné alespon na snizeni jeho koncentrace kombinaci s vysokomolekularnimi

kryoprotektivy. Efektivita kryokonzervacniho média, respektive pouzitého kryoprotektiva,
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je dana zejména stanovenim rovnovahy mezi extracelularnim a intraceluldrnim prostfedim

béhem kryokonzervace, tak aby byly bufky co nejlépe chranény.
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2. Prehled vysledkl pritokové cytometrie pfi fenotypové analyze. A Histogram a

tabulka hodnot znazornujici rozloZeni fluorescencni aktivity u testovanych povrchovych

znakt CD90 a CD117 v 3. pasazi u linie KBZDO1. B Tzv. dotplot znazornujici spektrum

pozorovanych bunék z hlediska jejich velikosti (EV) a vnitfni komplexity (SS). 1. Cerstvé

izolované KBZD. 2. KBZD kryokonzervované po dobu 6 mésicd. 3. KBZD
kryokonzervované po dobu 12 mésic.
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