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Souhrn

Uvod: Tématem této prace je kryokonzervace kmenovych bunék zubni dfené (KBZD).
Kryokonzervace je metoda uchovdvani bunék a tkani pfi teplotdch hluboko pod bodem
mrazu, pfi niz jsou biologické pochody zastaveny. Odstranuje nutnost udrZovat kmenové
bunky (KB) v dlouhodobé kultivaci, umoznuje skladovani KB pro potencialni budouci klinické
vyuZiti, ptipadné pro klinické testovani. Pro plné vyuzZiti kryokonzervace v preklinické a
klinické praxi je nezbytné objasnéni nezadoucich efektd na kryokonzervované burky. Cilem
tohoto vyzkumu bylo ovéreni vlivu metody nefizené kryokonzervace na KBZD s pouZitim
dimethylsulfoxidu (DMSO) v koncentraci 10 % jako kryoprotektiva (KPA).

Metodika: Vliv nefizené kryokonzervace jsme zjistovali porovnanim velikosti, viability,
proliferacni aktivity, fenotypu, relativni délky telomer a diferenciaéniho potencialu
nezmrazenych a zamrazenych KBZD po dobu Sesti a dvanacti mésicl. KBZD byly izolovany ze
stdlych zub( od darch ve véku 13 — 18 let.

Vysledky a zavér: Dle vysledk( této prace mohou byt KBZD efektivné kryokonzervovany
technicky nenaro¢nou metodou nefizené kryokonzervace minimalné po dobu 12 mésica.
Nepozorovali jsme vliv kryokonzervace na jejich morfologii, fenotyp a diferenciacni
potencial. U kryokonzervovanych KBZD doslo k jejich zmenseni a poklesu viability.
Kryokonzervované buriky zlstaly po rozmrazeni proliferacné aktivni, ale potrebovaly delsi
¢as na obnoveni jejich ,funkéniho zdravi“.

DMSO je povaZovan za zlaty standard pro jeho vSestranné vyuziti pfi kryokonzervaci rliznych

typl bunék. Vyuziti DMSO vsak sebou nese i rizika plynouci z jeho cytotoxického efektu.



Effect of cryopreservation on stem cells
Summary

Background: The topic of this study is the cryopreservation of 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 determine the effect of cryopreservation on
DPSCs stored for 6 and 12 months using an uncontrolled-rate freezing technique.

Methods: We successfully isolated ten dental pulp stem cell lineages from donors aged 13 —
18 years to be able to observe the effect of an uncontrolled rate freezing technique on cell
size, viability, proliferation activity, relative telomere length, and differentiation potential. We
used 10 % dimethyl sulfoxide (DMSQ) as a cryoprotective agent (CPA).

Results and conclusion: 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. However, we observed size reduction and decreased viability
after cryopreservation. Cryopreserved groups of cells remained proliferatively active, but the
population rate was slower immediately after thawing in comparison with fresh stem 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.



Uvod do problematiky

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
embryonadlni (EKB) a postnatdlni nebo také adultni (AKB). Pfi odbéru adultnich kmenovych
bunék muize darce nebo jeho zdkonny zastupce dat informovany souhlas s jejich vyuZitim a
nevznikaji tak silné etické rozpory, jako pfi vyuziti embryonalnich kmenovych bunék, u kterych
je odbér spojen se zdnikem embrya.

Adultni kmenové buriky byly izolovany z fady tkani lidského téla, mimo jiné také z tkani
souvisejicich se zubem, tj. ze zubni drfené natalniho, docasného i stdlého zubu, zubniho
folikulu, apikalni papily, tzn. z tkdné pfi apexu kofene vyvijejiciho se zubu, z periodoncia a
gingivy. V soucasnosti bylo identifikovano a charakterizovano jiz osm skupin kmenovych bunék
izolovanych z tkani souvisejicich s natdlni, do¢asnou nebo stalou dentici. Kmenové buriky zubni
difené (KBZD) byly poprvé izolovany v roce 2000 (1) a charakterizovany v roce 2002 (2).

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. Nejéastéji jsou za Uéelem
izolace KB vyuzivany tfeti molary, prvni premolary a nadpocdetné zuby, zejména meziodenty
(3). Zubni dren je izolovana od okolnich struktur tvrdymi zubnimi tkdanémi a zachovava si
specifické mikroprostfedi, nazyvané ,niche”, které ovliviuje vlastnosti uloZzenych kmenovych
bunék izolovanych ze zubni difené (KBZD) (4). JelikoZz svym slozenim niché zubni dfené velmi
pfipomind niché primitivni (embryonalni) tkané, da se predpokladat, Ze i nékteré vlastnosti
KBZD mohou byt podobné vlastnostem embryonalnich kmenovych bunék.

Vyhodou KBZD je jejich ektomezenchymalni embryondlni ptvod, diky kterému jsou schopné
diferenciace v Siroké spektrum bunék in vitro, napf. v osteogenni, neurogenni, adipogenni,
myogenni, chondrogenni bunécnou fadu a v buriky produkujici inzulin (5). V soucasné dobé
existuji dvé metody izolace KBZD, metoda enzymatického Stépeni (anglicky termin —
,enzymatic digestion method”, ED) (6) a metoda spontdnniho vycestovani z izolované tkané
(anglicky termin — ,outgrow isolation method“, OG) (7). Pfi enzymatické izolaci se suspenze

KBZD ziskava sStépenim tkané zubni drené plsobenim enzymi. Pfi druhé technice se



rozmélnéné C¢asti zubni drfené vlozi do kultivacni nadoby s vhodnym médiem a KBZD
spontanné vycestovavaji z tkdné a adheruji k povrchu kultivaéni nddoby.

Jeden z hlavnich cild 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 uchovdvani bunék a tkanich pfi teplotdch hluboko pod bodem
mrazu, kdy jsou biologické pochody zastaveny (8). Po odebrdni by tak buriky a tkdné mohly
byt skladovany az do doby, kdy by je darce potfeboval. Pro vyuziti zmrazenych bunék a tkani
v klinické praxi je vSak nutné, aby pouzZity kryokonzervacni protokol byl standardizovan a
respektoval pravidla ,,good manufacturing practice” (GMP).

Buriky a tkané jsou béhem procesu kryokonzervace vystaveny riziku ireverzibilniho poskozeni.
Pro soubor mechanismi s negativnim dopadem na KB se pouZivd obecné termin
kryoposkozeni. Problematickd pro KB je zejména rychlost ochlazovani, vystaveni kritickym
teplotam &i pfi rozmrazovani prechod zpét k teplotam okolo 37 °C (8). Jednim z mechanismu
poskozeni bunék béhem procesu kryokonzervace je tvorba intracelularnich a extraceluldrnich
krystald ledu. Misto vzniku ledového krystalu silné souvisi s rychlosti snizovani teploty. Pfi
pfilis rychlém poklesu teploty voda z bunék nestaci uniknout, nedojde k obnoveni rovnovahy
a ledové krystaly se pfi dalSim sniZzovani teploty zacnou tvofit intracelularné (9). Naopak, pfi
prilis pomalém poklesu teploty bunky ztraceji nitrobunécnou vodu, ¢imz dochazi k jejich
dehydrataci a smrsténi (10). Buriky jsou navic poskozeny extracelularné vzniklymi krystaly
ledu.

Mezi dalSi mechanismy, které se uplatiuji béhem kryokonzervace a poskozuji
kryokonzervované bunky, patfi oxidativni stres a tvorba volnych kyslikovych radikald (11).
Kryoprotektiva (KPA) jsou latky priddavané k bunécné suspenzi pred kryokonzervaci, jejichz
smyslem je sniZit negativni dopad procesu kryokonzervace. Princip ochrany je zaloZen
zejména na optimalizaci teploty tani a tuhnuti. Dale jsou tyto latky schopné zamezit ¢i omezit
tvorbu krystall ledu tim, Ze zamezuji ¢i omezuji vazbu tuhnouci vody na zdrodecna centra
krystald (12). KPA se daji rozdélit dle molekuldarni hmotnosti na nizkomolekuldrni a
vysokomolekularni. Mezi KPA o nizké molekularni hmotnosti patfi glycerol, ethylen (propylen)
glykol, dimethylsulfoxid (DMSQO), methanol a jiné. Diky nizké molekularni vaze jsou schopné
proniknout intraceluldrné a ovlivnit tak vnitfni prostredi bunky. Jejich efektivita stoupa

s koncentraci, ale s vy$si koncentraci zaroven stoupa i jejich toxicita (10). Druhd skupina latek



jsou latky o vysoké molekularni hmotnosti, mezi které patfi napriklad dextran, hydroxyethyl
Skrob, polyvinylalkohol a jiné (13).

Nejcastéji vyuzivané KPA v kryokonzervaci KB je DMSO. Uziti DMSO je diskutovano uz od roku
1964, kdy byly poprvé provedeny klinické studie na zviratech. Jiz v roce 1965 byly klinické
studie s DMSO v humanni mediciné zakdzany, protoze byl pozorovan nezddouci uc¢inek DMSO
na ocni ¢ocku u pokusnych zvirat (14). V roce 1968, po dokonceni zvlastnich studii toxicity,
které nepotvrdily toxicitu DMSO na proteiny o¢ni ¢ocky ¢lovéka, byly povoleny dalsi klinické
studie. Pfi téchto studiich bylo DMSO pouzito pro méné zavazna postizeni (15). Letalni davka
DMSO pfi intravendznim podani je 2,5 — 8,9 mg/kg télesné hmotnosti (studovano na zviratech
- psech, opicich, krysach a mysich) (15). Pomérné vysoka letdlni ddvka zménila pohled na
toxicitu DMSO, a americky Ufad pro kontrolu potravin a léciv klasifikoval DMSO do kategorie
rozpoustédel 3. tridy (16).

Existuje nékolik metod kryokonzervace. Woods a kol. ve své studii uvedli, Ze optimalni
mnozstvi bunék pro kryokonzervaci je 1,0 - 1,5 x 10° bunék pfi pouziti 10% DMSO jako
kryoprotektiva (17). Metoda nefizené kryokonzervace je technicky i finan¢né nendrocna.
Primarné je kryokonzervacni médium zchlazeno na teplotu 4 °C, kdy po pfidani bunék je
kryokonzervacni nadoba pfimo zmrazena na teplotu — 20 °C a pfi této teploté ponechana po
1 - 2 hodiny. Po této dobé jsou kryozkumavky dlouhodobé uchovany pfi teploté — 80 °C &i pfi
teploté kapalného dusiku (94). Rada studii potvrdila efektivnost této metody. Jen malo studi
popisuje netizenou kryokonzervaci pti nasledném skladovani kmenovych bunék pfi teploté —
80 °C. Ve vsech dostupnych studiich se prozatim pozoroval vliv nefizené kryokonzervace na
KBZD pouze pfi pouziti DMSO.

Nejen samotna kryokonzervace, ale i proces rozmrazovani muize mit kriticky vliv na viabilitu
KBZD. V soucasné dobé je za zlaty standard povaZzovana metoda rozmrazovani v termalni
vodni lazni pfi teploté 37 °C. Pri této metodé dochdzi k rozpusténi ledovych krystald, a tak

poskozeni bunék je jen minimalni (18).



Cil

Cilem této prace bylo ovéreni vlivu metody netizené kryokonzervace na kmenové bunky
izolované ze zubni dfené stalych zub( s pouzitim kryoprotektivni latky DMSO v koncentraci
10 %. Vliv kryokonzervace a DMSO jsme stanovili porovnanim morfologie, proliferacni
aktivity, viability, fenotypu, relativni délky telomer a diferenciaéniho potencialu linii

nezmrazenych a zamrazenych KBZD po dobu Sesti a dvanacti mésica.



Material a metodika

Kazdy pacient/darce Ci jeho zdkonny zastupce byl pfed odbérem, respektive extrakci zubu,
seznamen s obsahem informovaného souhlasu. Informovany souhlas byl schvalen Etickou

komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové (ref. ¢. 201812 SO7P).

Odbér zubu

Extrakce zubu probihala v lokalnim znecitlivéni za aseptickych podminek na Stomatologické
klinice UK LF a FN v Hradci Kralové. Po extrakci nasledovalo oSetfeni povrchu zubu pomoci
sterilni gdzy a jeho dekontaminace ponofenim do 0,2% vodného roztoku chlorhexidin
glukonatu po dobu 30 sekund. Po dobu transportu do laboratofe tkafovych kultur Ustavu
histologie a embryologie LF UK v Hradci Kralové byl zub uloZen v uzaviené nadobé a zcela
ponotfen do transportniho média (Hanklv balancovany solny roztok (Invitrogen, MA)

s antibiotiky a antimykotiky) o teploté 4 °C.

Izolace zubni difené

Izolace zubni dfené byla provadéna za sterilnich podminek v laminarnim boxu v laboratofi
tkanovych kultur. V ptipadé zubl s nedokonéenym vyvojem korenového systému jsme pro
vyjmuti zubni dfené z korene a korunky vyuzili Siroce oteviené foramen apicale. U zub(
s Uzkym foramen apicale bylo nutné pro izolaci zubni dfené nejdfive separovat korunku zubu
od korene v misté cementosklovinné hranice pomoci Luerovych klesti. Zubni drenl jsme
nasledné oddélili od vnitini stény korunky a kofene pomoci sterilni sondy a vyjmuli

mikrochirurgickou pinzetou.

Enzymaticka izolace kmenovych bunék zubni drené

Pomoci sterilnich nGZek jsme zubni dferi rozstfihali na malé fragmenty o objemu cca 1 mm3.
Nasledné jsme takto upravenou zubni dfen vlozZili do tkdnového minihomogenizatoru
k ziskdni homogenni suspenze zbytk( tkané zubni dfené. Pro enzymatické Stépeni
homogennich fragmentld zubni drené jsme vyuZili 0,05% trypsin (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, CA) po dobu 10 minut pfi teploté 37 °C. Po inaktivaci trypsinu, centrifugaci a odsati
supernatantu, byla smés rdznorodych bunék, extracelularni matrix a cév kultivovana v

modifikovaném médiu pro postnatalni progenitorové mezenchymadlni burnky (Eaglovo



minimalni esencialni médium v Alpha modifikaci) obohacené o 2 % FBS, rlstové faktory - 10
ng/ml epidermalni rGstovy faktor (PeproTech, London, UK), 10 ng/ml rlstovy faktor
izolovany z trombocyt(i (PeproTech); dale o 0,2 mM L-askorbové kyseliny (Bieffe Medital,
Italie), o esencidlni aminokyselinu glutamin (Invitrogen) s findlni koncentraci 2 %, o 50 mM
dexametazonu (Bieffe Medital), o antibiotika a antimykotika - 100 U/ml penicilinu
(Invitrogen), 100 pg/ml streptomycinu (Invitrogen), 20 pug/ml gentamicinu (Invitrogen), 10
ul/ml amfotericinu B (Sigma-Aldrich, MO). Dale bylo kultivacni médium obohacené o 10
ul/ml Insulin-Transferrin-Sodium-Selenium supplement (ITS; Sigma-Aldrich). Kultivaéni
nadoby s izolovanymi KB byly inkubovany pfi teploté 37 °C a atmosfére obsahujici 5 % CO..
Médium bylo ménéno kazdé tfi dny a po dosazeni 70% konfluence byly burfiky pasdZovany v

koncentraci 5000 bunék/cm?. Kultivace byla vidy ukonéena pfi dosaZzeni 8. pasaze.

Charakterizace KBZD

Celkovy pocet bunék a median jejich velikosti byly zméreny v kazdé pasazi pomoci ptistroje
Z2-Counter (firma Beckman Coulter, Miami, FL). Prolifera¢ni aktivitu jsme analyzovali pomoci
poctu populaénich dvojeni (anglicky termin ,population doubling”, PD) a ¢asu potfebného
pro zdvojeni populace (anglicky termin ,,population doubling time“, DT). Viabilitu bunék jsme
detekovali pomoci analyzatoru Vi-Cell (Beckman Coulter) v2. a 8. pasaZi. Fenotyp
izolovanych bunék jsme analyzovali pomoci pritokové cytometrie pomoci Cell Lab Quanta
(Beckman Coulter) v3. a 7. pasdazi. Bunky byly obarveny imunofluorescenénimi
polyvalentnimi protilatkami konjugovanymi s fluorescein izothiokyanatem (FITC) a
konjugovanymi s fykoerytrinem (PE) proti povrchovym CD znakim. Procento pozitivnich
bunék bylo stanoveno jako procento s fluorescen¢ni intenzitou vyssi nez 99,5 % negativni
izotypové imunoglobulinové kontroly. Vyjadireni CD znakd jsme hodnotili podle klasifikacnich
kritérii: <10 % - nevyjadfeno, 11 — 40 % - nizka exprese, 41 — 70 % - stfedni exprese, >71 % -

vysoka exprese znaku (19).

Kvantitativni polymerazova retézova rekce (qPCR)
Pro kvantitativni PCR analyzu (qPCR) jsme wvyuzili DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden,
Némecko). Protokol pro analyzu byl shodny s protokolem pouzitym v predchozi studii (20).

Kvantitativni analyzu gPCR pro méreni délky telomer, resp. relativni aktivity telomerazy jsme



provadéliv 2. a 7. pasazi. Pro samotnou analyzu jsme po¢itali s rovnici T/S = 272t (kde ACt =

Cttelomery - Ct”single copy” gen)-

Diferenciacni potencial KBZD

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

Pro prikaz diferenciace jsme vyuZili imunohistochemické a histologické barveni.

Nefizena kryokonzervace KBZD

Z prvni pasaze byly uchovany dvé 2 ml kryozkumavky obsahujici 1,5 x 10 KBZD v 1 ml
kryokonzervaéniho média, které se skladalo z 0,5 ml kultivacniho média a 0,5 ml 20 % DMSO
v FBS. Vysledna koncentrace DMSO tak byla 10 %. Kryozkumavky byly zamrazeny metodou
nefizené kryokonzervace. Kryokonzervované KBZD byly pfti teploté - 80 °C skladovany po
dobu 6 a 12 mésich. Po uplynuti 6 nebo 12 mésicu, byly kryozkumavky rozmrazeny v 37 °C
teplé termdlni lazni. Nasledné jsme pokracovali ve stanovaném protokolu jako u

nezamrazenych KBZD (kontrolni skupina).

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,
respektive s PD, byla hodnocena pomoci Pearsonova korela¢niho testu. Hladina vyznamnosti
byla stanovena na p<0,05. Pti pouziti Bonferroniho modifikace byla hladina vyznamnosti

upravena na 0,025.



Vysledky
lzolace KBZD

Pro tuto praci jsme extrahovali celkem deset stalych zubU s rlznym stupném vyvoje korene a

Uspésné izolovali 10 linii KBZD od ddarc( ve véku od 13 do 18 let.
Charakterizace KBZD

Tvar KBZD byl jednak vietenovity s dlouhymi vybéiky a rozvinutym cytoskeletem, ale
pozorovali jsme také linii KBZD, v niz pfevladal tvar vice okrouhly, s mensim poctem vybézka.
U kryokonzervovanych KBZD po dobu Sesti a dvandacti mésicl jsme nezpozorovali zménu tvaru
bunék po celou dobu kultivace. Median velikosti ze vSech osmi pasazi nezmrazenych
kmenovych bunék cinil 14,4 um. U KBZD zmrazenych po dobu 6 mésicl byl 14,0 um a u KBZD
zmrazenych po dobu 12 mésicl 14,1 um. Pfi statistickém zpracovani nebyl rozdil mezi
hodnotami velikosti nezmrazenych KBZD a kryokonzervovanych KBZD po dobu 6 a 12 mésicu
vyznamny.

U nezmrazené skupiny bunék byl median namérené viability 91,8 % v 2. pasazi a 92,0 % v 8.
pasazi. U bunék zmrazenych nefizenou kryokonzervaci a rozmrazenych po 6 mésicich byl
median viability ihned po rozmrazeni v 2. pasazi nizsi, 85,7 %. Toto snizeni poctu viabilnich
KBZD ihned po rozmrazeni bylo statisticky vyznamné. Procento viabilnich bunék v 8. pasazi
bylo opét pres 90 %, kdy median Cinil 92,2 %. Tato hodnota se jiz vyznamné nelisila od hodnoty
kontrolni skupiny v 8. pasazi. U KBZD zamrazenych po dobu 12 mésict byl median hodnot
viability v 2. pasazi 91,5 %, ale ke konci kultivace v 8. pasazi hodnota medianu viabilnich bunék
klesla na 88,9 %. Ani jedna z hodnot se statisticky vyznamné neliSila od kontrolni skupiny.
Medidn dosazenych PD u nezmrazenych KBZD ¢inil 47,3 populacnich zdvojeni od 0. pasaze
(primokultura) do 8. pasaze. KBZD zmrazené po dobu 6 mésici dosahly medianu 47,1
populacnich zdvojeni od 0. pasaze do 8. pasaze. Také KBZD kryokonzervované po dobu 12
mésicl zUstaly proliferacéné aktivni a dosahly medianu 44,6 populacnich zdvojeni od 0. pasaze
do 8. pasaze. Pfi porovnavani PD v ramci kazdé linie KBZD kryokonzervovanych po dobu 6,
respektive 12 mésicl, s hodnotami, které dosahly pred kryokonzervaci, nebyl rozdil statisticky
vyznamny v Zadné pasdzi. Rychlost proliferace jsme hodnotili dle dosazeného DT.
Kryokonzervované bunky byly vidy rozmrazeny v 1. pasazi, kdy jsme u obou skupin
zmrazenych KB pozorovali prodlouzeni DT mezi 1. a 2. pasazi oproti kontrolni skupiné. Median

vvvvvv
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38,1 hodin a KB zmrazenych po dobu dvanacti mésicd 38,9 hodiny. Tento rozdil nebyl
statisticky vyznamny. Od 3. pasdze se rychlost proliferaéni aktivity pribliZila rychlosti kontrolni
skupiny. Vétsi rozdil jsme opét pozorovali az ke konci kultivace. Median DT u nezamrazenych
bunék Cinil 45,6 hodin v 8. pasazi, u bunék zamrazenych po dobu Sesti mésici 54,9 hodin a u
bunék zamrazenych po dobu dvanacti mésict 58,8 hodin. | pfes navyseni DT nebyl rozdil od
kontrolni skupiny statisticky vyznamny.

Celkem jsme analyzovali 20 povrchovych CD znak@. Cerstvé izolované i kryokonzervované
bunky vysoce exprimovaly znaky typické pro mezenchymalni kmenové bunky, tj. CD29, CD44,
CD90. Dale byly vysoce vyjadieny tzv. ,stromal-associated” antigeny CD13, CD73 a CD166.
Naopak s negativni expresi byl znak CD34 a s nizkou pozitivitou znak CD45. Ke statisticky
vyznamné zméné exprese doslo u znakd CD31, CD106, CD117, CD146, HLA I. Pfehled mediant

procent pozitivnich KBZD vyjadrujici testované CD znaky zobrazuje tab. 1.

Nezmrazené KBZD KBZD zamrazené 6M KBZD zamrazené 12M
3p 7p 3p p - hladina 7p p - hladina 3p p-hladina 7p p-hladina
CD10 26,0 6,8 14,0 0,822 10,3 0,389 32,5 0,919 5,2 0,262
CD13 96,8 95,0 93,3 0,007 93,8 0,136 85,2 0,006 88,4 0,003
CD18 0,4 0,5 0,4 0,719 1,2 0,610 5,0 0,058 5.2 0,012
CcD29 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 0,006 165 0,006
CD34 0,4 0,6 0,0 0,182 0,4 0,435 0,6 0,893 0,6 0,203
cDa4 96,7 94,9 94,0 0,090 96,6 1,000 94,5 0,011 94,4 0,154
CcD45 16,8 20,7 12,7 0,124 11,2 0,033 13,7 0,307 11,1 0,013
CcDAa9f 34,0 26,8 19,1 0,041 25,7 0,609 19,1 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 87,5 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 11,1 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
CDh 271 14,8 19,5 8,6 0,032 10,6 0,047 83 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 I 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
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Tab. 1 Medidan procent pozitivnich KBZD vyjadfujici 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<O0,05;

zelené p<0,025.

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (qPCR)

Vypocitané ACt u kontrolni skupiny KBZD se nachazelo v rozmezi 1,5 - 2,5 v 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.
pasazi a 0,8 — 2,5 v 7. pasazi a u bunék kryokonzervovanych po dobu 12 mésict 1,8 — 2,5 v 2.
pasazi a 1,2 — 2,6 v 7. pasazi. Pozorovali jsme signifikantni zkraceni délky telomer jak u
kontrolni skupiny, tak u zmrazenych KBZD po dobu 6 mésici mezi burikami izolovanymi z 2. a
7. pasaze. | kdyZ jsme pozorovali zkraceni relativni délky telomer i u KBZD kryokonzervovanych
po dobu 12 mésicl, u této skupiny byl rozdil mezi 2. a 7. pasazi na hranici statistické
vyznamnosti. Rozdil ve zkraceni relativni délky telomer mezi kontrolni skupinou a
kryokonzervovanymi skupinami bunék nebyl staticky vyznamny. Po kryokonzervaci jsme vsak
pozorovali prodlouZeni relativni délky telomer v 2. pasazi oproti kontrolni skupiné. Median T/S
pro KBZD kryokonzervované po dobu 6 mésicl byl 4,4, pro KBZD kryokonzervované po dobu
12 mésicud 4,7 a u kontrolni skupiny byla hodnota 3,6. Pri korelaci prodlouzeného DT v 2. pasazi
s relativnim prodlouzenim délky telomer v 2. pasazi u kryokonzervovanych KBZD oproti
kontrolni skupiné byla tato korelace statisticky vyznamna. Pozorovali jsme také statisticky
vyznamnou korelaci mezi vyssi hodnotou T/S vypocitanou u kryokonzervovanych skupin
bunék v 7. pasazi a vysSim poctem dosazenych PD, respektive kratSim DT v 7. pasazi. Navic u
bunék kryokonzervovanych po dobu 12 mésicl signifikantné korelovalo zkraceni relativni
délky telomery mezi 2. a 7. pasazi u jednotlivych linii s prodlouzenim DT do 7. pasdie a

snizenim poctu dosazenych PD.

Diferenciacni potencial KBZD
Diferenciacni potenciadl KBZD jsme ovérovali ve 4. pasazi, kdy byly KBZD vystaveny pUsobeni
diferenciacniho média. | po rocni kryokonzervaci KBZD diferenciovaly v osteoblastim a

chondroblastim podobné burky a produkovaly extraceluldrni matrix dané tkané.
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Charakteristiku vyprodukované extracelularni matrix jsme ovérovali pomoci histologického
barveni i imunohistochemie. | pfes vyuZiti protokolu ovéreného jinymi autory a pouZiti
proadipogenné silné plsobictho média nebylo nahromadéni tukovych vakuol
v diferencovanych nezmrazenych KBZD pruikazné, proto jsem adipogenni diferenciaci u

kryokonzervovanych skupin bunék neovérovali.
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Diskuze

Cilem této dizertacni prace bylo objasnéni vlivu nefizené kryokonzervace s vyuzitim 10%
DMSO jako KPA na KBZD. Kryokonzervace prindsi znaéné mnozstvi vyhod. Odstrariuje nutnost
udrZovat buriky v dlouhodobé kultivaci, a s tim souvisejici problémy jako riziko kontaminace,
genetickych driftl ¢i epigenetickych zmén. Umoznuje dlouhodobé uskladnéni kmenovych
bunék pro potencialni budouci klinické vyuZiti, ¢i pfipadné udrZeni pro dalsi klinické testovani,
bez ovlivnéni fenotypu a ostatnich zakladnich biologickych vlastnosti. Podminkou vyse
uvedenych uplatnéni je dlkladné porozuméni procesu kryokonzervace a optimalizace
jednotlivych krokU, popf. objasnéni nezadoucich efektl na kryokonzervované buriky.

V této praci jsme KBZD izolovali od mladych darcd ve vékovém rozmezi 13 — 18 let.
V soucasnosti je upfednostfiovana kryokonzervace jiz izolovanych, charakterizovanych KBZD
nez tkané zubni dfené nebo celych zubl. Ze dvou technik izolace je pro KBZD obecné vice
pfijimana metoda enzymatického stépeni zubni dfené. Pro enzymatické stépeni zubni tkané
je zapotrebi pritomnost enzymU. Nejcastéji se jednd o smés kolagenazy typu | a dispazy
v poméru koncentraci 1:1 (21), doba pUsobeni této smési se pohybuje v rozmezi 30 - 60 minut
dle mnozstvi izolované tkané zubni dfené. Doba plsobeni enzymU je v izola¢nim protokolu
stéZejni a muze negativné ovlivnit viabilitu izolovanych kmenovych bunék (22). Vidy je proto
snaha zkratit dobu plsobeni enzymu na minimum. V nasi studii jsme vyuZili k izolaci KBZD
trypsin v koncentraci 0,05 %. %. Dle dostupnych tUdajd v soucasné literature se jednalo o prvni
protokol vyuZzivajici trypsin pro izolaci KBZD, kdy izolované bunky byly proliferacné aktivni az
do 8. pasaze a mély viabilitu pres 90 %. Navic jsme dobu enzymatické izolace zkratili na 10
minut oproti popisovanym 30 az 60 minutam pfi vyuziti smési kolagenazy typu | a dispazy.

V této praci jsme izolovali celkem deset linii KBZD z deseti extrahovanych stalych zubd. Pro
uchovavani bunék a tkdni po dobu Sesti a dvandacti mésicli jsme vyuzili metodu nefizené
kryokonzervace a vyuzitim 10% DMSO jako kryoprotektiva.

Pfi kultivaci rozmrazenych KBZD jsme nepozorovali zménu v jejich morfologii, a to ani u KBZD
zmrazenych po dobu Sesti ani dvandcti mésicd. U kryokonzervovanych KBZD byl medidn
velikosti bunék mensi nez u nekryokonzervovanych KBZD, a vSak zména velikosti nebyla
statisticky vyznamna. Tento jev si vysvétlujeme tim, Ze dosSlo k urcité selekci a eliminaci

rdznorodych subpopulaci KBZD vlivem stresu zplUsobeného pfi kryokonzervaci, resp.
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rozmrazeni KBZD. Obecné plati, Ze vétsi KBZD se obtiznéji vyrovnavaji se vzniklym osmotickym
stresem pfi tvoreni ledovych krystall, a tim dochazi snadnéji k jejich lyze (10).

PFi pozorovani vlivu nefizené kryokonzervace na viabilitu KBZD jsme u bunék zmrazenych po
dobu 6 mésicl pozorovali statisticky vyznamny pokles viability namérené po rozmrazeni ve 2.
pasazi. Viabilita mérend v 8. pasdzi se jiz od kontroly statisticky vyznamné nelisila. SniZeni
viability mérené v 2. pasazi mlze byt spojeno s poskozenim bunék vlivem jednotlivych krokt
pfi kryokonzervaci nebo pfi rozmrazovani. Po eliminaci nevitalnich bunék postupnou kultivaci
a pasazovanim doslo k obnoveni viability bunék. U KBZD kryokonzervovanych po dobu 12
mésict jsme naopak pokles viability pozorovali ke konci kultivace, ale tento pokles nebyl
staticky vyznamny. Ovlivnéni viability vtomto ptipadé mulze byt zplsobeno pozdnimi vlivy
kryokonzervace, kdy nedoslo k obnoveni ,,funkéniho” zdravi kryokonzervovanych bunék.
Vysoka proliferacni aktivita je velmi dllezitou vlastnosti KBZD potfebnou pro jejich moziné
terapeutické uplatnéni. Je tedy nutné zachovat ji po kryokonzervaci v co nejméné alterované
podobé. Jak kontrolni skupina KBZD, tak kryokonzervované KBZD zustaly prolifera¢né aktivni.
U kryokonzervovanych KBZD po dobu Sesti i dvandcti mésict byla hodnota PD nizsi a doslo i
k prodlouzeni DT, ale tyto rozdily nebyly statisticky vyznamné. Kryokonzervované KBZD
potrebovaly delsi dobu na obnoveni ,funkéniho” zdravi po kryokonzervaci a rozmrazeni.

S proliferaéni aktivitou KB souvisi i délka telomer v sekvenci DNA bunék. PrestoZe se jednalo o
kmenové bunky, u nichZ by ztrata telomer méla byt kompenzovana aktivitou telomerazy,
pozorovali jsme signifikantni zkraceni relativni délky telomer u nezmrazenych i zamrazenych
KBZD po dobu 6 mésicu s rostouci dobou kultivace. U KBZD kryokonzervovanych po dobu 12
mésicl 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, Ze izolované burky vysoce
proliferovaly vin vitro podminkach a 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, v porovnani sdélkou telomer negativni kontroly v 2. pasdzi. U
kryokonzervovanych bunék doslo k prodlouzeni DT mezi 1. a 2. pasazi, pravdépodobné
z dGvodu vyrovnani se se stresem plynoucim z procesu kryokonzervace. BEéhem této doby

mohlo dojit ke kompenzaci ztrat telomer aktivitou telomerazy.
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Fenotyp Cerstvé izolovanych i kryokonzervovanych bunék jsme méfili pomoci pratokové
cytometrie v 3. a 7. pasaZi. Cerstvé izolované i kryokonzervované buriky vysoce exprimovaly
znaky mezenchymalnich kmenovych bunék CD29, CD44, CD90. Dale byly vysoce vyjadieny
tzv. ,stromal-associated” antigeny CD13, CD73, CD166. Naopak negativni exprese znaku CD34
a nizka pozitivita znaku CD45 potvrzuje, Ze hematopoetické prekurzory nejsou v zubni dfeni
pfitomny. Lehce zvySend exprese CD45 muzZe byt vysvétlena pfitomnosti ITS v kultivacnim
médiu. Takto obohacené médium ponechava KBZD méné diferenciované (23). Obecné vsak
Ize Fici, Ze si KBZD kryokonzervované po dobu Sesti i dvandcti mésicll, az na nékteré vyjimky,
zachovaly stabilni fenotyp, shodny s fenotypem cerstvé izolovanych KBZD.

Diferenciace ve zralé bunécné typy je dalSim kritériem , kmenovosti“ bunék. V této praci jsme
hodnotili schopnost diferenciace izolovanych KBZD pred a po kryokonzervaci ve tfi zralé
bunécné typy, v osteoblastim podobné burky, chondroblastim podobné burky a v
adipocyty. U vSech skupin bunék jsme Uspésné prokazali diferenciaci v osteoblastim podobné
a chondroblastim podobné burky soucasné s prlikazem tvorby kostni a chrupavcité
extraceluldrni matrix. Avsak i pres proadipogenné silné plisobici médium bunky diferencovaly
v adipocyty jen velmi omezené. Na rozdil od mezenchymalnich bunék z kostni drené, které
fyziologicky inklinuji k adipogenni bunééné radé. KBZD tuto vlastnost nemaji a v tukové buriky

pfirozené nediferencuiji.

16



Cilem této prace bylo zhodnotit vliv nefizené kryokonzervace s pouzitim 10 % DMSO na
kmenové buriky izolované ze zubni diené. Dle ziskanych vysledk( jsou KBZD schopné odolat
stresovym podminkam a mohou byt efektivhé kryokonzervovany metodou nefizené
kryokonzervace minimalné po dobu 12 mésicu. Kryokonzervované burky si po rozmrazeni a
pfi nasledujici kultivaci zachovaly charakteristicky vietenovity tvar. Pozorovali jsme v3ak, Ze
kryokonzervace méla vliv na velikost bunék. Hodnota medianu velikosti bunék byla po
kryokonzervaci niz$i nez jeho hodnota v kontrolni skupiné. 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 mésicu
jsme v prabéhu kultivace pozorovali pokles viability pod 89 %, avsak i tento vysledek se da
hodnotit jako Uspésny v porovnani s ostatnimi studiemi. Kryokonzervované buriky byly stale
proliferacné aktivni. U kryokonzervovanych bunék jsme pozorovali prodlouzeni DT okamZité
po rozmrazeni v 2. pasazi, 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 ¢erstvé 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 rocni
kryokonzervaci si bunky zachovaly schopnost diferenciace ve zralé bunééné typy,
osteoblastliim podobné buriky a chondroblastim podobné bunky. | pfes proadipogenné silné
pusobici diferenciacni médium se nam nepodafilo Cerstvé izolované buriky diferenciovat
v adipocyty, proto jsme u kryokonzervovanych bunék tuto schopnost dale neovérovali.

V tomto vyzkumu jsme jako kryoprotektivum vyuzili 10 % DMSO. DMSO je povazovan za
standardni kryoprotektivum pro jeho efektivnost pti kryokonzervaci velkého spektra bunék.
Vyuziti DMSO vsak sebou nese i rizika plynouci z jeho cytotoxického efektu. Efektivita
kryokonzervaéniho média je dana zejména stanovenim rovnovahy mezi extracelularnim a
intracelularnim prostfedim béhem kryokonzervace. Poté jsou kryokonzervované burky

nejlépe chranény.
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