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Abstrakt

Tématem této disertacni prace je optimalizace vybaveni zubni pulpy z cavum pulpae,
izolace kmenovych bunék zubni pulpy stalé dentice (KBZP) a standardizace kultivacnich
podminek pro jejich dlouhodobou kultivaci. Postupy vyhodnocené jako optimalni na liniich
KBZP byly dale pouzity pro izolaci a kultivaci kmenovych bunék zubni pulpy docasné dentice
(SHED). Dalsim cilem bylo charakterizovat KBZP/SHED a ovéfit schopnost téchto bunék

diferencovat se v jiné bunécné linie (osteogenni, chondrogenni, adipogenni).

Porovnavali jsme postupy extrakce zubni pulpy a metody izolace KBZP. Ke kultiva¢nim
experimentlm byla pouzita tfi média s rozdilnym mnozstvim fetalniho teleciho séra (FCS) ve
béiné proliferacni aktivity a cytogenetické stability KBZP. Standardizované postupy a
vybrané kultivacni médiu byly pouzity také pfi izolaci a kultivaci kmenovych bunék zubni
pulpy z do¢asnych zub(l (SHED). KBZP a SHED jsme charakterizovali pomoci zakladnich
biologickych vlastnosti (morfologie, viabilita, velikost bunék, proliferacni aktivita). Byl
studovan vliv jednotlivych médii na biologické vlastnosti (viz vysSe), fenotyp a stabilitu

karyotypu KBZP po dosaZeni Hayflickova limitu.

Optimalnim postupem extrakce zubni pulpy se ukazala byt extrakce pomoci
Luerovych klesti, standardni metodou izolace KBZP z tkané zubni pulpy jsme zvolili pisobeni
enzymatického koktejlu na rozstfihanou tkan zubni pulpy. Kultivaéni médium s2 % FCS
obohacené o ITS suplement bylo vybrano jako standardni, proto bylo uzito i pfi kultivaci
SHED. KBZP/SHED jsou vysoce proliferacné aktivnimi bunécnymi liniemi, které jsme byli
schopni kultivovat pres Hayflickliv limit pfi zachovani cytogenetické stability. Z fenotypu se
da usuzovat, Ze KBZP jsou mezenchymalniho plvodu, nesou znaky typické pro velmi malo
diferencované buriky a nejsou pfibuzné s hematopoetickou fadou. SHED jsou v porovnani
s KBZP méné diferencované, vykazuji zvySenou pozitivitu CD 105, znaku bézné

exprimovaného endotelidlnimi burikami.

Klicova slova
Kmenové buriky zubni pulpy, exfoliovany docasny zub, Hayflickdv limit, izolace, kultivace,

analyza fenotypu



Abstract

The aim of this dissertation study was to optimize the isolation and long term
cultivation protocols for human dental pulp stem cells. The protocols which showed best
results were used for cultivation of dental pulp stem cell isolated from exfoliated teeth
(SHED). Additional aims were to characterize DPSC and SHED and prove their ability to
proliferate over Hayflick’s limit and differentiate into mature cell lines (osteoblasts,

chondroblasts and adipocytes).

In order to find optimal protocols for isolation of dental pulp from tooth, we tried
three different approaches. During optimization of cultivation protocol we focused on
decreasing amount of fetal calf serum (FCS) from 10 % FCS in cultivation media (most often
used in literature) into 2 % and thus get closer to cultivation conditions suitable for clinical
usage. We compared DPSC cultivated in three different media (medium with 10 % FCS, 2 %
FCS supplemented with growth factors and media with 2 % FCS supplemented with ITS and
growth factors). For characterization of DPSC and SHED we used basic biological properties

(proliferation activity, viability, morphology), their phenotype and karyotype.

The study demonstrated that the best protocol for isolation of dental pulp from tooth
was to break the roots and extract the pulp throw this aperture. We found that enzymatic
dissociation was the most successful for isolation of DPSC from dental pulp. We were able to
cultivate DPSC in all three tested media, but DPSC in medium containing 2 % FCS and
supplemented with ITS showed the highest proliferation rate and kept other biological
properties on the same levels as DPSC cultivated in other tested media. We were able to
proliferate  DPSC over Hayflick’s limit and differentiate them into osteoblasts and
chondroblasts-like cells. The phenotypical analysis showed that DPSC express surface
markers typical for mesenchymal cells and some markers of stem cells, on the other hand

they did not express any markers typical for hematopoietic cell line.

Key word
Dental pulp stem cells, exfoliated teeth, Hayflick’s limit, isolation, cultivation, phenotypical

analysis
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Uvod a soucasny stav sledované problematiky

1. Uvod a souéasny stav sledované problematiky
1.1 Kmenové bunky

Kmenové bunky (KB) se zakladaji ve vznikajicim organismu jako jedny z prvnich
bunécnych populaci. Jejich hlavni Ulohou je produkce specializovanych bunécnych typl pfi
soucasném zachovani nezménéné populace KB v pribéhu celého Zivota. Zatimco béhem
vyvoje organismu vytvareji zaklad jednotlivych orgdnd, v dospélosti slouzi k udrieni
homeostdazy tkani a jejich reparaci v pripadé poskozeni. Z tohoto dlivodu jsou KB obdareny
vyjimecnymi biologickymi vlastnostmi - schopnosti asymetrického déleni (1), které zamezuje
vyCerpani KB v organismu, a schopnosti se diferencovat ve zralé bunécné elementy. KB maji
nizsi hladinu reaktivnich molekul kysliku nez bunky somatické (2) a navic obsahuji specifické
detoxikacénich proteiny (3), které je chrani pred Skodlivymi vlivy prostiedi. V neposledni fadé
disponuji schopnosti neomezené proliferace pfi souc¢asném zachovani plavodni bunécné
linie. Tyto vlastnosti KB odliSuji od vSech ostatnich bunék organizmu. Mikroprostiedi
(tzv. niché), v némiZ jsou KB uchovavany, se s vyzravanim organismu meéni, a proto
se obménuji i vlastnosti samotnych KB (adultni vs. embryonalni KB). Nové poznatky
ochovani embryondlnich kmenovych bunék (ES), primordidlnich  zdrodecnych
(prvopohlavnich) bunék, fetalnich a adultnich tkanoveé specifickych KB, jakoZ i moznosti jejich
izolace, separace, aktivace, ex vivo expanze, reprogramovani, véetné moznosti regulace
vyzravani potomstva téchto bunék v presné vymezené bunécné typy, Cini z KB velice
perspektivni ndstroj pro terapii afekci postihujicich nejrlznéjsi tkané ¢i organy, at jiz

stimulaci endogenni reparace, nebo transplantaci KB.
1.1.1 Embryonalni kmenové buriky

Embryonalni kmenové buriky jsou totipotentni kmenové bunky ziskané z bunék
blastocysty (4). Tyto bunky disponuji neomezenym proliferanim potencidlem a schopnosti
diferencovat v jakykoliv bunécny typ nachazejici se v dospélém organismu (endodermalniho,
ektodermalniho a mezodermalniho pGvodu) (5). Prvni linie ES byly izolovany z mysich embryi
v roce 1981 (6). Stejny tym prokazal schopnost ES proliferovat v in vitro podminkach. Lidské
ES byly poprvé izolovany v roce 1998 (7). Izolace lidskych ES a jejich uZiti jako prostiedku
bunécné terapie narazi na etické a pravni problémy, které vedou k omezeni vyzkumu téchto

bunék.



Uvod a soucasny stav sledované problematiky

1.1.2 Mezenchymové kmenové bunky

Mezenchymové kmenové buriky (MKB) jsou vzacné bunécné elementy vyskytujici
se ve vétSiné tkani, napf. v kostni dieni, v niZ jsou zodpovédné za vytvoreni a udrZeni
struktury stromatu, s frekvenci zhruba 2-5 na 1 milion jadernych bunék (8, 9, 10). Obecné lze
vyskyt MKB predpokladat ve vétsiné tkani a organd. Mezenchymové kmenové burky
¢i kmenové buriky mezenchymovym podobné (MKB-like) byly v lidském organismu
identifikovany napf. v tukové tkani (11), amniové tekutiné (12), fetalnich tkanich a organech
(13), periostu (14), periodontalnich ligamentech (15) a také v zubni pulpé (ZP) stalych
i docasnych zubl (16, 17, 18, 19).

MKB jsou v soucasné dobé intenzivné studovdny pro svou schopnost podpory
krvetvorby, modulace imunitnich funkci a diferenciace smérem ke specializovanym tkanim
(kost, chrupavka, Slacha, srdecni sval aj.). Disponuji znacnym proliferaénim (20)
a diferencia¢nim potencidlem (21, 22). Tyto bunky jsou schopné diferenciace jak in vitro
(po poskytnuti diferenciacnich podnét(), tak in vivo pfi pfeneseni do permisivniho prostredi
(19). Neddvno publikovana studie Yasuaki a spol. rozSifuje moZnosti wvyuZiti MKB.
Rretrovirovou transdukci byly do MKB zavedeny OCT3/4, Sox-2 a KLF4, cozZ vedlo k indukci
pluripotentnich bunék, které v mnoha smérech, véetné jejich morfologie, pfipominaji ES
(23). MKB se nabizeji pro potencidlni Siroké klinické vyuziti (bunécna terapie), laboratorni

modelovani a laboratorni testovani.

MKB a MKB-like buriky ze solidnich tkani, ¢i orgdnd jsou nejcastéji izolovany
procesem enzymatické disociace - bézné smési kolagendzy typu | a dispazy (15, 16, 17, 18).
V nékterych védeckych publikacich se miZzeme setkat téZ s metodou mechanické disociace
(24), nebo spontanni migrace bunék ze vzorku tkané na dno kultivacni nadoby (25). Vznikla
suspenze bunék je nasledné filtraci zbavena nedisociovanych casti tkané (napr. cév), burky
jsou proplachnuty fyziologickym roztokem pufrovanym fosfaty (PBS), ndsledné
centrifugovany a resuspendovany v kultivacnim médiu rlizného sloZeni (vétSina protokol(

pouziva zavedené médium s 10 % FCS) (15, 16, 17, 18).



Uvod a soucasny stav sledované problematiky

1.2 Srovnani ES, MKB a somatickych bunék

Lidské télo obsahuje vice nez 220 bunécnych typl. Jednd se vétSinou o plné
diferencované somatické buriky, které maji vyrazné omezenou schopnost proliferace. Diky
své specializaci jsou tyto burnky pro fungovani organismu nepostradatelné. Kvili jejich
omezené proliferacni aktivité jsou ve vétsiné tkani uchovavany multipotentni kmenové
buriky. Tyto kmenové buriky nejsou schopné diferenciace v jakykoliv bunéény typ, ale pouze
v bunilky tkani pochazejicich ze stejnych embryondlnich listd. V lidském organismu
jsou pouze ES bunky tzv. totipotentni, tedy schopné diferencovat v jakoukoliv bunéénou linii.
Na druhou stranu wvyuZiti ES bunék s sebou nese zasadni problémy v otazce
histokompatibility (bunék darce s bunkami prijemce), etickych a prdvnich norem. Hlavné
z téchto dUvoduU se vyzkum zaméruje pravé na kmenové buriky izolované z tkani dospélého
organismu. Mezi né patfi i mezenchymové kmenové buriky. MKB jsou, i pfes omezeny
diferenciacni potencidl, schopny maturovat v Sirokou skalu bunécnych typu. Coz, v pripadé,
Ze tyto bunky budeme schopni vyuzit terapeuticky, skyta i rozsahlé spektrum potencialnich
klinickych aplikaci v 1écbé degenerativnich onemocnéni, posttraumatickych stavu
a autoimunitnich nemoci. Prikazem, Ze testovand linie je linii ES, nebo KB je, mimo
schopnosti diferencovat ve vice bunécnych typl, schopnost neomezené proliferace. Tato
esencialni vlastnost je dana pfitomnosti telomerazy — enzymu reverzni transkriptazy, ktery
je schopen prodluzovat telomery (opakujici se sekvenci DNA bazi, konkrétné v pfipadé
lidskych telomer TTAGGG, na konci eukaryotnich chromozomu), ¢imZ brani degeneraci
chromozomU (26). Degenerace chromozomu je zakladem procesu starnuti somatickych
eukaryotnich bunék, které ma za ndsledek neschopnost buriky dale syntetizovat DNA

a postupnou senescenci (27).
1.3 Kmenové buriky zubni pulpy do¢asného a stalého zubu

Lidské MKB, jejichZ izolaci a ex vivo expanzi se vénujeme v Laboratofi tkanovych
kultur Ustavu histologie a embryologie Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Hradci Kralové,
byly izolovany i ze ZP. Tyto buriky byly popisné oznaceny jako kmenové buriky zubni pulpy
(KBZP). Poprvé byly izolovany, kultivovany a obecné charakterizovany védeckym tymem
Gronthos a spol. (16). Dalsi prace (17, 28, 29, 30, 31) dokladaji schopnost sebeobnovy KBZP,

diferenciace ve zralé bunécné typy, regenerace mikroprostredi zubni pulpy a vysoky
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proliferacni potencidl. Stejni autofi také diskutuji distribuci KBZP uvnitf zubni pulpy
a zameéruji se predevsim na srovnani perivaskularniho niché KB z kostni dfené a ZP. Kromé
toho v roce 2003 Miura a spol. izolovali kmenové burky z lidskych exfoliovanych zubi
(SHED) (19). Béhem jejich experimentl byly tyto buriky schopné po transplantaci vytvorit
vyznamné mnoiZstvi kosti in vivo. Zubni dien z exfoliovanych zubl byla diky této préci

shledana jako alternativni zdroj postnatalnich kmenovych bunék (19, 32).

DaleZité je si uvédomit, Ze linie KBZP i SHED jsou izolovany z tkané, ktera je ziskana
v ramci jiného lécebného zakroku. Pro izolaci KBZP ze ZP jsou nejCastéji vyuZivany treti
molary. Treti molary jsou poslednimi zuby profezavajicimi do dutiny ustni. Jsou to také zuby
s nejvariabilngjsi erupci, tvarem i postavenim v okluzi, vztahu k okolnim zublm
a anatomickym strukturam. Profezavani obvykle zacind okolo 14. roku, do svého
individudlniho anatomického postaveni vSak dorlstaji az do 30. roku. Tento ¢asovy interval
je abnormalné dlouhy v porovnani s ostatnimi zuby. Déje se tomu tak proto, Ze umisténi
zarodk( téchto zubl na konci dentalni listy ¢asto neumoznuje tfetim molariim prorezat

do spravného postaveni.

Evolu¢nim vyvojem splanchnokrania (pfedevsim vlivem zmény sloZeni stravy -
zaclenénim masa a tepelnou Upravou pokrm(), dochdzi k postupnému zmensovani celisti
a redukci zubnich obloukll. Mezi zuby nejcastéji postizené anodoncii patfi tfeti molary.
Pokud vezmeme v Uvahu zmenseni Celisti a skute¢nost, ze tzv. ,zuby moudrosti“ eruptuji
jako posledni, nutné dojdeme kzavéru, Ze se prostor jim vymezeny zmeénil. Takto
modifikované anatomické poméry v dutiné Ustni tfetim molarlm malokdy umozni plné
profezani. To je ddvodem castého vyskytu tzv. retenci, ¢i semiretenci tfetich molard v kosti,

Ci pod sliznici, kdy béhem erupce proreze pouze ¢ast zubu.

S vyvhodou extrahujeme treti molary v adolescentnim véku, kdy Casto pozorujeme
rychlé a nekomplikované zhojeni. Velkou vyhodou je rovnéZ nizkd morbidita pacientd
vtomto véku. O ideadlnim case k extrakci retinovanych zub(l moudrosti se vedou spory,
vsichni odbornici se ale shoduji, Ze se tak ma stat pfed dokoncenim vyvoje korene, tedy mezi

14. - 18. rokem Zivota.
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Indikace extrakce tretich molarQ jsou tyto: 1. ohroZuji-li pfi svém rlstu, prorezavani
a ektopickym postavenim sousedni zuby (resorpce korene, zubni kaz, poskozeni zavésného
aparatu druhého molaru), 2. opakovany vyskyt perikoronitidy (zanéty mékkych tkani v okoli
obtizné prorezavajici korunky zubu), odkud se infekce Siti do okolnich prostor za vzniku
kolemcelistnich zanét(. Extrakce se z této indikace provadi aZ po odeznéni zanétu. 3. dojde-li
k cystické degeneraci, ¢i nadorovému zvratu tkané folikularniho vaku, 4. retence zubu pod
zubni nahradou, kdy diky utlaku a resorpci okolni kosti v ,, bezzubém Useku” Celisti dochazi
ke zdanlivému pozdnimu profezavani retinovaného zubu, zhmozdéni sliznice
nad , profezdvajicim” zubem, ulceracim a moznému vzniku infekci (extrakce téchto zubl
provazi obtizné a dlouhé hojeni), 5. bolest v retromoldrnim prostoru po vylouceni jinych
moznych pfic¢in, tlak na n. mandibularis, onemocnéni dfené, nebo parodontu
semiretinovanych tfetich molarQ, 6. extrakce retinovaného zubu z lomné linie pfi frakture
dolni celisti, 7. ortodonticka indikace (extrakce zubniho zarodku u nékterych typl
mesiookluzi, po ukonceni ortodontické |éCby jako prevence stésnani ve frontalnim useku),
8. vylouceni metastatického rozsevu odontogeni infekce pred ndhradou srdecnich chlopni,
transplantacemi orgdn( a kostni difené a radioterapii v oblasti hlavy a krku (33), 9. pokrocila
parodontitida a za 10. zubni kaz a jeho komplikace. Ztrata tretich molart necini pacientovi
(ddrci) Zadné obtize.

Linie SHED s vyhodou izolujeme z fyziologicky odloucené tkané exfoliovaného zubu,
tedy bez jakéhokoliv poskozeni a bolesti.

Obména docasného chrupu ve stalou dentici je velmi unikdtnim a dynamickym
procesem. Vyvoj a erupce stalych zubl jsou peclivé koordinovany s resorpci korend
docasnych zubl. Tento proces zacind v 6 letech ditéte a pomalu ustavd po 12. roce véku.

Béhem tohoto obdobi by mélo byt vsech 20 doc¢asnych zubtl nahrazeno zuby stalymi.
1.4. Budoucnost uZiti KBZP/SHED v bunééné terapii

ZvySeny zajem o problematiku KB, a to zejména v poslednich deseti letech, si vyzadal
usporadani mnoha monotematicky zamérenych mezindrodnich konferenci a postgradualnich
kurzd. Informace o vyzkumu KB se stale Castéji objevuji nejen v nejrliznéjSich odbornych
periodicich, ale také v populdrné naucnych poradech, stejné jako plni titulni strany novin

po celém svété.
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Ve svétové literature pribyva zprav o tom, Ze nejperspektivnéjsim typem bunék pro
regenerativni medicinu jsou pravé MKB, které jsou schopné generovat celé spektrum bunék
mezenchymového plvodu (34, 35, 36). Navic jsou nékteré MKB, mezi nez patii KBZP
a SHED, schopné konverze i v elementy odlisnych zarodecnych listd (v rdmci tzv. plasticity
KB) — nervové bunky (37, 38) atd. Takovy terapeuticky potencial lze ocekavat pouze
od lidskych  embryonalnich kmenovych bunék, které vsak nespliuji podminku

histokompatibility s tkdnémi pfijemce.

Vyzkum ZP ukazal unikatni histologickou podobnost s embryonalni tkani pupecniku.
Zubni dfen je diky tvrdym zubnim tkdnim (TZT) uchovdna v dobfe ohrani¢eném prostoru
cavum pulpae a zachovava si tak vyjimecnou stavbu. Vzhledem ke specifickému niché (18),
které zubni pulpa predstavuje a k vySe uvedené podobnosti s embryonalnim mezenchymem,
predpokladame, Ze tyto kmenové bunky izolované ze zubni pulpy stalych, nebo docasnych
zubl (KBZP/SHED) sdileji mnohé vlastnosti s primitivnimi kmenovymi burnkami. Proto
by izolace populace multipotentnich kmenovych bunék z pulpy exfoliovanych docasnych
zubu, stalych zubl (predevsim retinovanych 3. moldrd a zub( extrahovanych z ortodontické
indikace) mohla nabidnout jedinecny zdroj (autogennich) kmenovych bunék pro potencialni

klinické aplikace.

V soucasné dobé terapeutickému vyuziti kmenovych bunék brani pouziti xenogennich
suplementl pfi kultivaci. Klasickym prostfedim pro péstovani MKB je Dulbeccem
modifikované Eaglovo médium (DMEM), ¢i Eaglovo minimalné esencialni médium v alfa
modifikaci (a-MEM) s 10-20 % fetalnim telecim sérem (FCS) (39). Ani DMEM, ani a-MEM
nejsou t. ¢. schvaleny pro klinické pouziti a téZz pouziti zvifeciho séra je v soucasné dobé
povazovano za velmi problematické vzhledem k moznosti prfenosu zoondz (napf. bovinni
spongiformni encefalopatie) a vzniku prudkych alergickych (anafylaktickych) reakci na zviteci
bilkovinu, zejména pokud by byly bunky u téhoz pacienta transplantovany opakované (40).
Proto jsme se rozhodli soustfedit se na snizeni obsahu FCS v kultivatnim médiu a na jeho

nahrazeni jinymi suplementy.



Uvod a soucasny stav sledované problematiky

1.5 Centrum pro odbér, izolaci, kultivaci a dlouhodobé uchovani KBZP/SHED

Laboratof tkafovych kultur Ustavu histologie a embryologie Lékaiska fakulta
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové se vénuje izolaci KBZP od roku 2004, na konci roku 2009
byly do experiment(l zafazeny i SHED. Soucasné s touto bunécnou linii kultivujeme kmenové
bunky izolované z kostni diené. V soucasné dobé spolupracujeme s nékolika zahrani¢nimi
laboratofemi na projektu PurStem (FP7, www.purstem.eu), jehoZ cilem je vytvoreni
kultivacniho média splnujici podminky pro klinické aplikace kmenovych bunék. V pripadé,
7e bude toto médium vytvofeno, mohlo by dojit ve spolupraci Ustavu histologie
a embryologie Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Hradci Kralové, Stomatologické kliniky
Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Hradci Kralové a Fakultni nemocnice Hradec Kralové
a Tkdnovou Ustfednou Fakultni nemocnice Hradec Kralové k vytvofeni Centra pro odbér,

izolaci, kultivaci a dlouhodobé uchovani KBZP/SHED (41).
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2. Histologicka stavba zubni pulpy a tvrdych zubnich tkani,

odontogeneze

2.1 Tvrdé zubni tkané

Zub se sklada ze skloviny, dentinu a cementu. Tyto tkdné se od sebe lisi strukturou,

vlastnostmi i embryonalnim pdvodem.
2.1.1. Sklovina

Sklovina je nejtvrdsi tkan v lidském téle, ktera zub chrani a zaroven mu umoznuje
odolavat Zvykacim sildm. Neni inervovana, a proto pfi poskozeni neboli. Z 96 % je tvorena
anorganickymi krystaly (pfevazné fluorohydroxyapatitu), 1-2 % pfipadaji na organické latky
(hlavné bilkoviny enamelin, amelogenin a keratin), zbyvajici 2-3 % predstavuje voda. Sklovina

se vzhledem ke své strukture déli na prizmatickou, aprizmatickou a interprizmatickou.

Prizmaticka sklovina je nebunécénd substance tvorend krystaly hydroxyapatitu, které
jsou produkovany ameloblasty, burikami ektodermalniho pUvodu. Tyto krystaly tvofi
tzv. prizmata. Prizmata jsou struktury tvaru hranolu, které odstupuji kolmo k povrchu
dentinu, ve stredni tfetiné se spirdlné staceji a konci opét kolmo k povrchu zubu. Toto
zakfiveni vyznamné ovliviiuje pevnost skloviny. Kazdé sklovinné prizma je tvoreno jednim
ameloblastem, ktery po ukonceni produkce skloviny degeneruje; obnova ztracené skloviny
proto neni mozna. Vidy Ctyfi sousedni ameloblasty se podileji na produkci interprizmatické
skloviny (vyssi podil organické slozky), kterd vyplfiuje prostor mezi jednotlivymi prizmaty
(Obr. 1) a vytvari tak mezi nimi tmel. Jako posledni produkt ameloblastl vznika sklovina
aprizmatickd, v niz jsou k sobé vzajemné paralelni krystaly hydroxyapatitu priklddany kolmo
na sklovinu prizmatickou. Diky tomuto dé&ji je na konci obdobi produkce skloviny uzavien
vchod do interprizmatickych prostor velmi tvrdou hmotou, kterd je vice mineralizovana

nez sama sklovina prizmaticka.
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Obr. 1: Vybrus korunky zubu v polarizovaném svétle (A) a ndkres vyvijejiciho se zubu
(v posledni fazi amelogeneze) (B), jehoZz korunka je jeSté kryta redukovanym sklovinnym
epitelem (residuum organu skloviny) (SO). S — sklovina, D — dentin, P — pulpa, Sipky —

Retziusovy linie (mineralizaéni rdstové linie) ve skloviné. (A — Mazurova Y., Ust. histologie

a embryologie, UK v Praze, LF v Hradci Krdlové; B — Bath-Balogh M., Fehrenbach M. J., 1997)

1 .‘-_

Obr. 2: Periapikalni rentgenovy snimek zub( 44 a 45. P - dfenova dutina, D - dentin, C-

cement, K - alveoldrni kost, S — sklovina. Archiv Stomatologické kliniky FNHK.

Obr. 3: Preparat kofene zubu a zavésného aparatu. P - zubni pulpa, D - dentin, C - cement,
K - alveoldrni kost, G - gingiva. Barveni Hematoxylin-eosin (HE). Pfevzato z

http://www.med.muni.cz/histol/MedAtlas_1/maatlas.html.
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2.1.2. Dentin

Dentin tvofi pruzné jadro korunky i korfene zubu. Oproti skloviné je méné
mineralizovan; obsahuje 75 % anorganické substance, 20 % organické substance (predevsim
kolagen typu I a lll) a 5 % vody. Tato tkan mezenchymového plvodu je tvofena odontoblasty,
burikami odvozenymi z crista neuralis, které béhem odontogeneze migruji do zarodku zubni
pulpy, kde pred sebe produkuji predentin, ktery nasledné mineralizuje. Odontoblasty jsou
uloZzeny v odontogenni zong, tj. na hranici dentinu a pulpy. Odontoblasty jsou zasobovany
pulparni subodontoblastickou kapildrni pleteni a inervovany subodontoblastickou nervovou

pleteni.

Dentin je v celé tloustce prostoupen dentinovymi tubuly. Jedna se o systém kanalkd
vyplnénych ultrafiltratem krevni plazmy (Obr. 4). Na dentino-pulpdlnim rozmezi
a v dentinovych tubulech nalézame tzv. Tomesova vlakna, dlouhé vybézky odontoblast(

provazené nemyelinizovanymi nervovymi zakoncéenimi (Obr. 5).

RozliSujeme tfi zakladni druhy dentinu. Dentin primarni vznika v pribéhu vyvoje zubu
rychlym pfirGstanim (pfiblizné 4 pum za den), dentinové tubuly maji plynuly pribéh
od dentinosklovinné hranice az k pulpé. Sekundarni dentin se tvofi po ukonceni vyvoje
kofene, béhem obdobi funkce, kdy se dreniovd dutina pomalu zmensuje. Ukladani
transparentniho dentinu je fyziologicky jev, pfi kterém dochazi k uzavirani dentinovych
tubul(l  pfrirGstajicim intertubularnim dentinem. Odontoblastim podobné burky
mezenchymového plvodu produkuji terciarni dentin jako odpovéd na lokalni drazdéni, tim
meéni geometrii dfenové dutiny. Dentin, ktery ma vlivem pfirdstani intertubuldrni matrix
obliterované tubuly jako nasledek vékovych zmén, nazyvdme dentin transparentni, jako

nasledek chronického drazdéni dentin skleroticky.
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Obr. 4: Struktura dentinu s dentinovymi tubuly a jejich vydst&nim na povrch dentinu. Sipka
oznaCuje erytrocyt. Elektronovy mikroskop, puUvodni zvétSeni 150x. Prevzato

z www.bleaching-dental.com/img/news/5.jpg.

Obr. 5: Dentino-pulpalni hranice. D - dentin, P - predentin, O - vrstva odontoblasti.

Do dentinovych tubull pronikaji Tomesova vldkna. Barveni HE, plvodni zvétSeni 150x.
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2.1.3 Cement

Tato tvrda zubni tkan pokryvajici kofen zubu se svoji strukturou podoba primarni
kosti. Cement tvori z 65 % anorganické latky, 23 % predstavuje organickd komponenta
a zbylych 12 % celkové hmotnosti pfipada na vodu. Anorganicka Cast se sklada z vapniku
a fosforecnych iontli ve formé apatitovych krystald, organickd komponenta je prevainé
kolagenniho puvodu. Stejné jako sklovina neni tato tvrda zubni tkan inervovana a je tedy

nebolestiva.

Zubni cement je duleZitou soucdsti zavésného apardtu, protoie se do néj upinaji
Sharpeyova vlakna, kterd takto uchycuji zub kalveoldrni kosti a umoziuji pruzné
dentoalveolarni spojeni (Obr. 2, 3). NejsilnéjSi vrstva cementu pokryva apex korene
(200 um), naopak nejtenci nalézdme v oblasti krcku (15 um). Rozezndvame dva typy
cementu, aceluldrni (primarni) a celularni (sekundarni) cement. Aceluldrni cement vznikajici
béhem vyvoje zubu vytvari kalcifikovanou homogenni nebunécnou strukturu na povrchu
koronarnich dvé tretiny kofene; cementoblasty tak z(stavaji na zevnim povrchu cementové
vrstvy, kolagenni vlakna probihajici kolmo k povrchu kofene a fixuji zub v alveolu. Celularni
cement, prirlstajici béhem obdobi funkce zubu, pokryva hrot korene silnou vrstvou; zde
se také cementoblasty vyskytuji na zevnim povrchu. Vzhledem k rychlé apozici celularniho
cementu jsou cementoblasty zality do matrix. Timto dochazi k maturaci cementoblast(
v cementocyty a ukonceni produkce cementu. Cementocyty jsou uloZzeny v lakunach a jejich
vybézky ve vzdjemné propojenych kanalcich, které sméruji k povrchu zubu a tim umoznuji
transport latek z periodoncia a vyZivu této avaskularni struktury. Kolagenni vlakna probihaji

rovnobézné s povrchem zubu a na fixaci zubu v alveolu se nepodileji.

Cement je nepravidelné produkovan po cely Zivot. Vlivem tlaku a tahu dochazi
k prestavbé cementové vrstvy, kjeji fyziologické resorpci a apozici. Toto nestejnomérné

ukladani cementu doklada pribéh inkrementdlnich Salterovych linii.
2.1.4 Regenerace tvrdych zubnich tkani

Struktura zubu, diky jedine¢né kombinaci vlastnosti skloviny a dentinu, zajistuje
pevnost a zaroven jistou miru pruznosti. | pfes tyto vlastnosti je zubni tkan casto poskozena,

at uz pasobenim sily (trauma), nebo chronickym plsobenim zplodin bakterialniho
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metabolismu. Zubni tkan nema mozZnost se v pfipadé poskozeni sama reparovat. Jednou
z pricin je pritomnost ameloblastl pouze v dobé pred erupci zubu do dutiny Ustni. Druhym
dlvodem je schopnost odontoblastli vytvaret dentin pouze na hranici mezi ZP a dentinem.
Poskozeni struktury zubu, at uZ traumatem, parodontalnim onemocnénim, kariéznim
procesem, nebo genetickou poruchou, vedouci kjeho ztraté nejen negativné ovliviiuje
zakladni funkci Zvykaciho Ustroji, ale i estetiku a kvalitu pacientova Zivota sdruzenou

s oralnim zdravim.

Zubni lékarstvi v soucasné dobé resi tyto problémy pomoci autologni transplantace,
pouzitim dentalnich aloplastickych implantatl, poptipadé pomoci protetické lécby. Tato
lécba s sebou nese urcita rizika (napr. poskozeni sousednich zubl) a omezeni (napf. resorpce
alveolarni kosti). Zub vytvorfeny pomoci KBZP/SHED v in vitro podminkach by byl velmi
slibnou metodou pro celkovou rekonstrukci pacientovy dentice bez pouziti materiald, které
nejsou télu vlastni. Jiz dnes se v odborné literatufe objevuji studie, kdy KBZP byly vpraveny
do opracovaného korenového kanalku, kde byla prokazana jejich afinita k dentinu (42). Dalsi

studie poukazuje na schopnost KBZP vytvofit tzv. dentine-pulp like complex (28).
2.2 Zubni pulpa

Zubni pulpa je pro vétsinu zubnich Iékarl tkani, se kterou se ve své praxi neradi
setkavaji. Je to pravé zubni pulpa (resp. nervova zakonceni v ni obsazena), ktera zpUsobuje
bolest pacientovi pfi zakroku nebo pfi probihajicim zanétu. Dalsi nepfijemnou vlastnosti pro
klinického stomatologa je nizky regeneracni potencial ZP in situ. V pfipadé toxického nebo
mechanického poskozeni dochazi casto knekréze ZP aztoho plynouci nutnosti
endodontického osetieni. ZP vSak nemusi byt jen zdrojem obtizi. Pravé diky ZP si pacient
uvédomuje, Ze néktery z jeho zub(l je poskozen a Casto navstivi stomatologa jeSté v dobé,

kdy je naprava skod mozna.

JelikoZ je ZP ohranicena tvrdymi zubnimi tkdnémi od okolnich struktur jiz v obdobi
embryondlniho vyvoje, zachovavd si stavbu unikatniho, tzv. rosolovitého vaziva. Jedna
se o vazivo s velkym mnozZstvim mezibunécné hmoty (glykosaminoglykany, glykoproteiny)

a jen s malym mnozstvim kolagennich vlaken (zejména typ | a lll).
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ZP z mikroskopického pohledu rozdélujeme do 4 casti: 1) vrstva odontoblast(,
2) nebunéénd Weilova zoéna, 3) vrstva bohata na bunky (fibroblasty, imunokompetentni

buriky a buriky nediferencované) a 4) centrum ZP (Obr. 6).

Obr. 6: Zubni pulpa s ¢asti dentinu. 1) vrstva odontoblastl, 2) nebunécna Weilova zéna,
3) vrstva bohata na buriky (fibroblasty, imunokompetentni buriky a buriky nediferencované),

4) centrum ZP, 5) predentin a 6) dentin. HE, plvodni zvétseni 100x.

Odontoblasty jsou palisadovité (epiteloidné) usporadané burky tésné pod vrstvou
dentinu. Jsou zodpovédné za tvorbu primarniho, sekundarniho a peritubularniho dentinu.
Pod pasem odontoblastli je vrstvicka dfené s minimdalnim mnoZstvim bunék - bazalni
Weilova zéna. Pod Weilovou zénou je tzv. silné bunééna vrstva s fibroblasty, které jsou
Stihlymi vybézky v kontaktu s odontoblasty i mezi sebou navzdjem. Weilova zéna i silné
bunécna vrstva tvofi subodontoblasticky okrsek dfené. Subodontoblasticky kompartment
je velmi bohaty na nervova vldkna, ktera zde tvofi plexus Raschkowi, z néhoZz odbocuji

terminalni vlakna probihajici spolu s vybézky odontoblastli v dentinovych tubulech. ZP
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je velmi bohaté vaskularizovéna. V centru subodontoblastické zény nachazime vétsi cévni

i nervové kmeny.

Na zakladé vyse uvedenych faktll a vzhledem ke skutecnosti, Ze zubni pulpa
predstavuje ohrani¢eny a od ostatnich tkani oddéleny kompartment, ktery si uchoval stavbu
typickou pro primitivni (embryonalni) tkané, se domnivame, Ze KB v ni obsazené by mély
vykazovat spiSe vlastnosti podobné ES. Zubni pulpa je polarizovand tkan, proto vni
predpokldadame  existenci dvou kompartmentl, subodontoblastického - SO

a perivaskularniho - PV, o jejichz KB se domnivame, Zze maji rizny embryondlni pivod (31).
2.3 Vyvoj zubu a zubni pulpy

Vyvoj zubu a ZP je z hlediska embrygeneze velmi zajimavy proces. Zub se zaklada
z jednoho ektodermdlniho a dvou mezenchymadlnich zdroji. Ektoderm je list kryjici povrch
embrya, z néhoz vznika organ skloviny. Na vyvoji zubu se dale podileji buriky mezenchymové,
derivované jednak z mezenchymu primitivni dutiny Ustni, jednak z neuralni listy (tyto burky
béhem embryogeneze migruji z predniho mozku pod ektoderm primitivni dutiny Ustni a tvofi

zde tzv. ektomezenchym, ze kterého vznika ¢ast ZP - odontoblasty).

V prvni fazi vyvoje zubu (6. tyden embryonalniho vyvoje) dochazi k zanoreni bunék
ektodermu do mezenchymu. Vznika tzv. dentdlni lista, ze které se vyviji zuby docasné i stalé
dentice. Od dentdlni liSty se postupné oddéluji zarodky pro jednotlivé zuby (stala dentice
se vyviji lingvalné od dentice docasné); timto vznika stadium pupenu (Obr. 7). Pozdéji
dochazi ke zmnoZeni bunék ektodermu a formuje se tzv. stadium poharku (Obr. 8). V této
fazi je patrné zmnozeni bunék ektomezenchymu. Po kontaktu bunék ektodermu s burikami
mezenchymu se vytvari organ skloviny (Obr. 1). Buriky odvozené z ektodermu diferencuji
v preameloblasty a indukuji tak migraci bunék z crista neuralis do povrchovych ¢asti budouci
zubni pulpy. Tyto burnky po kontaktu s preameloblasty diferencuji v odontoblasty a zacinaji
tvofit predentin. Preameloblasty, poté co pfijdou do styku s predentinem, dokoncuji
diferenciaci a zacinaji tvofit sklovinu. Poslednim vyvojovym stupném korunky zubu
je stadium zvonku (Obr. 9). V této fazi je jiz dotvoren organ skloviny, buriky ektodermu témér

obklopily budouci ZP.
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i ektoderm
zubni lista

mezenchym

Obr. 7: Zarodek zubu ve fazi pupenu. Patrné zanoreni bunék vychdazejicich z dentalni listy
(ektoderm) do mezenchymu primitivni dutiny Ustni. Pfevzato z Avery James K.: Oral

development and histology, ISBN 0-86577-553-2, str. 74.

folikularni vak

Obr. 8: Zarodek zubu ve fazi poharku. Zacina se tvofit organ skloviny, dochazi ke zmnozeni
bunék mezenchymu a migraci bunék odvozenych zcrista neuralis do oblasti sousedici
s organem skloviny. Prevzato z Avery James K.: Oral development and histology, ISBN 0-

86577-553-2, str. 74.
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dentalni lista

[N

Obr. 9: Zubni zarodek ve stadiu zvonku. Organ skloviny je jiz vytvoren, postupné zacin

tvorba skloviny a dentinu. Pfevzato z Avery James K.: Oral development and histology, ISBN

0-86577-553-2, str. 75.
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3. Cile prace

Prestoze linie KBZP a SHED byly poprvé izolovany jiz vroce 2000 a 2003, jedna
se stdle o nedostatecné charakterizované linie kmenovych bunék. Charakterizaci obou linii
a pripadné porovnani vysledkll vyzkumu s nalezy ostatnich autorl znacné znesnadnuje i
nejednotny postup béhem izolace KBZP/SHED a rozdily v kultivaénich podminkach béhem
experimentl. Proto jsme se v nasi studii zamérili hlavné na optimalizaci izolace KBZP a
standardizaci podminek pro dlouhodobou kultivaci. DalSim cilem bylo charakterizovat
KBZP/SHED a ovéfit schopnost téchto bunék diferencovat v jiné bunécné linie. Vzhledem
k nedostatecnému mnoizstvi vhodnych darct exfoliovanych zubl nemohly byt nékteré

experimenty provedené s KBZP uskutecnény i se SHED.
3.1 Darci zubni diené

Nasim cilem bylo rozsitit spektrum darcli. Recentni literatura odkazuje na izolaci ZP
z exfoliovanych zubd, ¢i tfetich molar(i s nedokonéenym vyvojem kofene, tedy na zuby
s Siroce otevienou cavum pulpae (Ci foramen apicale). Tento fakt omezuje skupinu darc(
na jedince do 16 let (v€etné). Pro budouci mozna klinickd vyuZiti bude nutné vytvofit postup,
pfi kterém je moiné odebirat ZP ze zubl darcl rGzného véku, idedlné od darci vsech
vékovych skupin (podminkou je pfitomnost alespon jednoho nekariézniho vitalniho zubu

v dutiné Ustni darce).
3.2 Izolace zubni dfené z cavum pulpae
PFi izolaci zubni dfené jsme hledali optimalni metodu extrakce ZP z cavum pulpae.

Pro vytvoreni optimalniho postupu samotné izolace zubni pulpy z cavum pulpae jsme
sledovali tyto cile - izolace musi probihat ve sterilnich podminkach pro prevenci
kontaminace, za vylouceni termického i mechanického poskozeni a zbytecné ztraty tkané

(polarizace ZP, existence dvou kompartmentU uvnitf ZP).
3.3 lzolace KBZP a SHED ze zubni pulpy

PFi optimalizaci a standardizaci metody izolace KBZP jsme dbali na to, aby KB byly
uvolnény z tkdné ZP v pfijatelném case (ktery bude modifikovdn postupem a narocnosti

metody) a nedochdzelo tak ke zbyte¢nému poskozeni a destrukci bunék. Nasim cilem bylo
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porovnani postupl izolace (sohledem na traumati¢nost, tepelny stres, ztratu tkané
a uspésnost) jako podklad pro standardizaci metody, ktera byla ve vyse popsanych kritériich
hodnocena jako nejlepsi. V literatufe se uvadéji dvé zakladni metody izolace KBZP/SHED
ze ZP — mechanickd a enzymatickd disociace. V dalSich experimentech jsme se zaméfili

na izolaci KBZP z PV a SO kompartmentu.

Izolaci SHED jsme se zacali zabyvat pozdéji (2009), po ukonceni optimalizacnich
experimentl s KBZP, jejichZ vysledek byl vzhledem ke shodné histologické stavbé ZP stalych

a docasnych zubl pouZit i pro izolaci SHED z ZP exfoliovanych zub.

3.4 Kultivacni podminky KBZP a SHED

evvs

pfi zachovani viability a dostatecné proliferacni aktivity kultivovanych linii KBZP.

Vzhledem k nizkému poctu vhodnych darct exfoliovanych zub(, shodné histologické
stavbé tkdané ZP docasnych a stalych zubl a existenci ndmi optimalizovaného kultivaéniho
protokolu KBZP (prvni experimenty s SHED byly provedeny aZz pocatkem roku 2009) nebyly
na SHED obdobné kultivacni experimenty provedeny; pfi kultivaci SHED bylo

pouzito kultivaéni médium optimalizované pro KBZP.
3.5 Charakterizace KBZP a SHED

KBZP/SHED jsme charakterizovali pomoci zakladnich biologickych vlastnosti
(morfologie, viabilita, distribuce pramérd bunék a proliferacni aktivita). Dale pak pomoci
analyzy fenotypu vybranych povrchovych znakl, analyzy bunééného cykluy,
imunocytochemie, sledovanim karyotypu, zhodnocenim tzv. colony forming units (CFU)

a plating efficiency (PEf).
3.6 Diferenciace KBZP a SHED

Nasim zamérem bylo ovéfit schopnost KBZP/SHED diferencovat ve vyzralé bunécné
elementy. Z tohoto divodu jsme pouzili diferenciacni protokoly uvedené jinymi autory (30,

43, 44).
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3.7 Méreni délky telomer KBZP

Jednim z moZnych duUkazll, Ze ndmi izolované a kultivované linie KBZP jsou KB,
je prlkaz aktivity telomerazy, kterd odrazi esencialni vlastnost KB, kterou je, mimo schopnost
diferenciace ve vice bunécnych typa (viz vySe), neomezena schopnost proliferace.
Tento experiment byl proveden metodou méreni délky telomer v pribéhu dlouhodobé

kultivace a prevedenti linii KBZP pres HayflickUv limit.

Pokusy s kmenovymi bunkami z docasnych zub( byly provadény pozdéji, proto u nich

nebylo méreni délky telomer provedeno.
3.8 Vliv ionizujiciho zareni na proliferacni aktivitu KBZP

Cilem tohoto experimentu bylo zhodnotit Ucinky ionizujiciho zareni na proliferacni
aktivitu KBZP, detekci hladiny p53 a schopnost reparovat poskozenou DNA. Pfi tomto

experimentu jsme spolupracovali s Ustavem biochemie LFUK HK.
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4. Material a metodika

4.1 Darci zubni dfené

Do studie byly zatazeny zuby extrahované zdravym jedincdm obou pohlavi do 30 let
véku. Kazdy pacient byl pred odbérem zubu pro vyzkumné ucely kratce seznamen s teorii
kmenovych bunék a obsahem informovaného souhlasu. V pfipadé souhlasu pacient/darce,
za plného porozuméni textu tento informovany souhlas podepsal. Pokud se jednalo o odbér
zubu u ditéte, s informovanym souhlasem byl sezndmen zakonny zastupce, ktery ho také
v pfipadé souhlasu signoval. Informace pro darce a text informovaného souhlasu (viz ptiloha
€. 9.6.1 2 9.6.1) schvalila Eticka komise Fakultni nemocnice Hradec Kralové (viz pfiloha ¢. 9.5).
Pti zarazeni do studie byla osobni data pacientd uchovana s plnou ochranou duivérnosti

podle platnych zdkon CR.
4.1.1 Rozdéleni darcti podle extrahovanych zubu

Darci zubni pulpy byli rozdéleni do dvou hlavnich skupin: 1) darci do¢asnych zub( a
2) darci stalych zubl. Obé skupiny se rozdélily do nasledujicich podskupin: 1a) darci
spontanné exfoliovanych zub(, 1b) darci extrahovanych docasnych zubu, u kterych resorpce
korene neprekrocila % pavodni délky, 2a) darci neprofezanych tretich molar(i, 2b) darci

protfezanych tretich molar( a 2c) dérci profezanych premolara.
4.2 Izolace zubni diené z cavum pulpae
4.2.1 Odbér zubu a transport do laboratoie tkanovych kultur

Izolaci ZP pfedchazi odbér zubu a transport do Laboratofe tkarovych kultur Ustavu

histologie a embryologie LFUK HK.

Odbérem rozumime extrakci zubu provadénou v lokalni anestezii v aseptickych
podminkach. Zuby byly indikovany k extrakci oSetfujicim Iékafem nejcastéji z ortodontickych
dlvodu (Obr. 10). Extrakce jsou planovanym zakrokem a odbérem zubu pro vyzkumné ucely
tedy pacientovi nevznikd zadna Ujma (nedochazi k zddnému vysetieni, ani zdkroku navic).
Z divodu zamezeni prenosu infekce do Laboratore tkanovych kultur byly vylou¢eny zuby
s kariéznim procesem. Ve vsech skupinach byl zub extrahovan dle standardd Stomatologické

kliniky FNHK v lokdlni anestezii. Po extrakci nasledovalo oSetfeni zubu sterilni gazou
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napusténou dezinfekénim roztokem (Gutar) pro odstranéni zubniho mikrobidlniho povlaku,

event. kontaminace slinou.

Obr. 10: A) Rentgenogram retinovaného tretiho molaru (48), Sipkou oznacen neprofezany
zub indikovany k extrakci. B) Vybaveni retinovaného tretiho moldru (48) (oznacen Sipkou)

po odklopeni mukoperiostalniho laloku.

PFi transportu byl zub uloZen v uzaviené nddobé, zcela ponofen do transportniho
média (HBSS transportni pufr - Hank(iv balancovany solny roztok s antibiotiky) ve sloZeni
1 ml HBSS (Invitrogen, USA), 9 ml Aqua pro inj. (Bieffe Medital, Italie), 200 ul/10 ml
gentamycin (Invitrogen, USA), 200 ul/10 ml streptomycin (Invitrogen, USA), 200 ul/10 ml
amfotericin (Sigma, USA) a 200 pl/10 ml penicilin (Invitrogen, USA) pfi teploté 4 °C.

4.2.2 Izolace zubni diené z cavum pulpae

K izolaci ZP jsme poufZili rizné pfistupy ve snaze snizit riziko poskozeni KBZP/SHED
vnéjsimi vlivy (termické nebo mechanické postizeni). Pro zajisténi sterilnich podminek jsme
extrakce ZP provadéli vidy v laminarnim boxu, ve sterilnim obleceni (sterilni ¢epice, Ustenka,

plast a rukavice).

4.2.2.1 Stalé zuby s nedokoné¢enym vyvojem korene, docasné zuby v pokrocilé fazi

resorpce

Extrakce ZP ze zubl s nedokonéenym vyvojem zubniho kofene, nebo ze zubd, které

jiz byly v pokrocilé fazi resorpce korfene, probihala jiz vIlaminarnim boxu za sterilnich
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podminek pomoci pinzety, eventudlné exkavatoru (Henry Schein, UK) skrze foramen apicale

zubniho korene (Obr. 11, 12).

Obr. 11: A) Extrahovany zub 38 s nedokoncenym vyvojem kofenového systému spolecné
se ZP. B) Zub z Obr. A po izolaci ZP. C) Docasny horni stfedni fezdk s pokrocilou resorpci

korene.

Obr. 12: A) Exstirpace ZP ze zubu s nedokonéenym vyvojem korenového systému. Extirpace
probiha v laminarnim boxu. B) Sterilni instrumentarium k izolaci zubni pulpy (Luerovy klesté,

ostrd sonda, mikrochirurgicka pinzeta, nlzky na suturu rovné klesté).
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4.2.2.2 Stalé zuby s dokoncenym vyvojem korene, docasné zuby v pocatecni fazi

resorpce

V pfipadé, Ze jiz nebylo moZné extrahovat ZP cestou foramen apicale, bylo tfeba
zubni koren od korunky zubu oddélit a zpfistupnit dfefiovou dutinu se zubni pulpou. Pro tyto

zuby jsme zvolili tfi rGzné pristupy.
4.2.2.2.1 Izolace ZP pomoci diamantového kotouce, nebo Battova vrtaku

U prvni metody jsme extrahované zuby fixovali sterilnim mulovym ¢tvercem na pevné
podloZce. Zuby véetné zubni pulpy jsme rozfizli ve sméru dlouhé osy zubu sterilnim
diamantovym kotoucovym brouskem (Obr. 13). U druhé metody jsme extrahovany zub také
fixovali k pevné podloZce sterilnim mulovym ¢tvercem a pomoci diamantového Battova
vrtaku jsme oslabili TZT v drovni cementosklovinné hranice a zubni korunku od zubniho
kofene oddélili rozlomenim (Obr. 14). BEhem fezu byl zub chlazen fyziologickym roztokem.
Tim jsme ziskali dvé poloviny zubu a snadno pfistupné cavum pulpae. Zubni dren byla

izolovana pomoci sterilniho exkavatoru (Henry Schein Inc., UK) a poté transportovana v HBSS

(Invitrogen, USA) pti teploté 4 °C do Laboratore tkanovych kultur.

Obr. 13: A) Diamantovy kotoucovy brousek. B) Do¢asny molar podélné rozfiznuty pomoci

diamantového brousku. Cavum pulpae (oznaceno Sipkou) je dobre pfistupné pro izolaci ZP.
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Obr. 14: A) Extrahovany zub 48 horizontalné rozfiznuty Battovym vrtakem. Sipky oznacuji
perforaci do cavum pulpae. B) Rozlomeny zub 48 s pfistupnou dieriovou dutinou (oznaceno

Sipkou).

4.2.2.2.2 Izolace ZP pomoci Luerovych klesti

PFi tomto postupu jsme transportovali zuby do Laboratofe tkafovych kultur Ustavu
histologie a embryologie LFUK HK v HBSS pfi teploté 4 °C. Poté jsme v laminarnim boxu
za sterilnich podminek pomoci Luerovych klesti odlomili kofeny, abychom tak ziskali Siroce
otevieny pfistup do cavum pulpae. ZP jsme pomoci ostré sondy uvolnili od dentinu a vyjmuli

sterilni mikrochirurgickou pinzetou (Obr. 15).

Obr. 15: Zub 48 (Z) po odlomeni apikalni ¢asti kofenového systému, zpfistupnéné cavum

pulpae a izolovand zubni pulpa (ZP).
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4.3 Izolace KBZP a SHED ze zubni pulpy

KBZP/SHED jsou obsaZeny uvnitf zubni pulpy. Jejich presna lokalizace neni dodnes
dofesena. Protoze bunky podilejici se na vzniku zubni pulpy pochazeji z ektomezenchymu
odvozeného zcrista neuralis a mezenchymu primitivni dutiny udstni, predpokladame,
Zeuvnitt ZP se wvyskytuji dvé populace KB. Jedna populace v povrchové,
tzv. subodontoblastické zéné (SO), pochazejici z ektomezenchymu. Druhd populace
se nachazi v centru zubni pulpy v tzv. perivaskularni zéné (PV), pochazejici z mezenchymu.
Zda se, ze ZP je takto polarizovana vlivem odontogeneze, pfi niz dochazi k indukci migrace
bunék ektomezenchymu do blizkosti organu skloviny. Proto jsme pro izolaci KBZP pouzili dva
rdzné pristupy. Prvni mozZnosti bylo ziskat dvé linie KBZP viz vySe (KBZP ze SO a PV

kompartmentu), druhou izolovat smésnou linii KBZP.
4.3.1 Izolace KBZP ze SO a PV kompartmentu ZP

Béhem izolace KBZP ze SO a PV zdény byla ZP po dobu 35 minut pfi teploté 37 °C
vystavena pusobeni roztoku enzym( kolagendzy typu | (Sevapharma, CR) a dispdzy
(Invitrogen, USA) ve fyziologickém roztoku pufrovaného fosfaty (PBS) (Invitrogen, USA)
a HBSS (Invitrogen, USA) v poméru 1:1:1:1. Poté byla odsata bunécna suspenze bez zbytku
mékkych tkani a inaktivovana inaktivacnim médiem (a-MEM (Invitrogen, USA), 20 % FCS
(PAA, USA)), timto jsme ziskali pfedpokladanou linii KBZP z SO zény. Zbylé mékké tkané byly
opét vystaveny enzymatickému koktejlu stejného sloZzeni po dobu dalSich 35 minut pfi
teploté 37 °C. Takto ziskana bunécné suspenze byla centrifugovdna po dobu 5 minut pfi 2000
ot/min (600 g). Bunécna peleta byla déle resuspendovana a nasazena do kultivaénich nadob

s osetfenym povrchem Cell” (Sarstedt, USA).
4.3.2 Izolace smésné linie KBZP a SHED

Pro izolaci smésné linie KBZP ze ZP byly vyuZity dvé metody — mechanicka
a enzymaticka. Béhem izolace KBZP bez vyuziti enzymU byla ZP vloZzena do homogenizatoru,
v némz byla jeji struktura mechanicky rozrusena. Po pfidani 1 ml kultivaéniho média byla
bun&énd suspenze nasazena do kultivaénich nddob s odetfenym povrchem Cell” (Sarstedt,

USA). Tento postup nebyl vyuzit pro izolaci KB ze ZP docasnych zubu.
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Pro izolaci KBZP za vyuziti enzymU byl pouZit tento postup: rozstfihani ZP na casti
cca Imm?, enzymatické $tépeni ZP po dobu 40 - 60 minut (dle velikosti ZP) pfi teploté 37,0 °C
plsobenim roztoku enzym0 kolagendzy typ | (Sevapharma, CR) a dispazy (Invitrogen, USA),
PBS (Invitrogen, USA) a HBSS (Invitrogen, USA) v poméru 1:1:1:1. Vznikla bunécna suspenze
byla se zbytky mékkych tkani inaktivovana inaktivatnim médiem. Ziskana bunécné suspenze
byla centrifugovana po dobu 5 minut pti 2000 ot/min (600 g), centrifugaci vznikld bunécna
peleta byla resuspendovana a nasazena do kultivaénich nadob s oetfenym povrchem Cell”

(Sarstedt, USA). Tato metoda byla pouzita i pro izolaci SHED.
4.4 Kultivacni podminky pro KBZP a SHED
KBZP a SHED byly kultivovany v inkubatoru pfi 37 °C v atmosfére s 5 % CO,.

Primokultura KBZP/SHED byla standardné nasazena do kultivaénich nadob Cell®
(Sarstedt, USA). Po 24 hodinach byly pomoci PBS (Invitrogen, USA) odmyty nepfisedlé burky
a zbytky mékkych tkani ZP. V primokulture byly KBZP/SHED kultivovany po dobu 7-10 dnd,

dokud nebyly pozorovany malé kolonie citajici cca 20 bunék.

Abychom uvolnili buriky z povrchu kultivaéni nadoby, béhem presazeni z primokultury
do prvni pasaze byly vystaveny plsobeni enzymu trypsin-EDTA (Invitrogen, USA) pfi 37 °C
po dobu 10 min. Bunécna suspenze byla centrifugovana po dobu 5 minut pfi 2000 ot/min
(600 g) a takto vzniklad peleta resuspendovana v 1 ml kultivaéniho média. KBZP/SHED byly
nasazeny do novych kultiva¢nich naddob s o$etfenym povrchem (TPP, Svycarsko, nebo NUNC,
Dansko) v denzité 4500 bunék/lcm?. Kazdé dalsi pasazovani bylo provedeno pfi dosazeni

70% splyvavosti bunék.

Ve snaze snizit mnozstvi FCS a pfiblizit se tak podminkam vhodnym ke kultivaci KB
pro klinické aplikace, jsme zvolili tfi rGznd kultivacni média. Zakladem prvniho média je a-
MEM (Invitrogen, USA) s 2 % FCS (PAA, USA) obohacené o 10 ng/ml EGF (PeproTech, USA),
10 ng/ml PDGF (PeproTech, USA), L-askorbovou kyselinu (Sigma, USA), 2 % glutamin
(Invitrogen, USA), penicilin/streptomycin (Invitrogen, USA), gentamycin (Invitrogen, USA)
a dexametazon (Sigma, USA) (Tab. 1). SloZzeni druhého média je a-MEM (Invitrogen, USA),
2 % FCS (PAA, USA), 10 ng/ml EGF (PeproTech, USA), 10 ng/ml PDGF (PeproTech, USA), L-

askorbova kyselina (Sigma, USA), 2 % glutamin (Invitrogen, USA), penicilin/streptomycin
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(Invitrogen, USA), gentamycin (Invitrogen, USA), dexametazon (Sigma, USA) a obohaceno

o inzulin transferin sodium selenite suplement v koncentraci 10 ul/ml (ITS) (Sigma, USA)

(Tab. 1). Treti médium, nejcastéji citované v literature (45, 46), se skladd z a-MEM

(Invitrogen, USA), 10 % FCS (PAA, USA), L-askorbové kyseliny (Sigma, USA), 2 % glutaminu

(Invitrogen, USA), penicilinu/streptomycinu (Invitrogen, USA) a gentamycinu (Invitrogen,

USA) (Tab. 1).

Tato média jsme ddle oznadili jako médium se 2 % FCS, médium se 2 % FCS + ITS

a médium se 10 % FCS. SHED byly kultivovdny pouze v médiu s 2 % FCS obohaceném o ITS

suplement.

10 % FCS 2 % FCS + ITS
94,96 ml 86 ml 94,96 ml
1,94 ml 9,7 ml 1,94 ml
-2% -10% -2%
1ml 1ml 1ml
(10 mg) (10 mg) (10 mg)
1,9 ml 1,9 ml 1,9 ml
0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml
0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
8 Ml - 8 Ul
10 ng/ml - 10 ng/ml
10 ng/ml - 10 ng/ml
- - 10 pl/ml

Tab. 1: SlozZeni kultivacniho média.
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4.5 Charakterizace KBZP a SHED
4.5.1 Stanoveni zakladnich biologickych vlastnosti

U KBZP kultivovanych v jednotlivych mediich a SHED jsme charakterizovali zakladni
biologické vlastnosti (morfologie, viabilita, velikost bunék, proliferacni aktivita), provedli

analyzu bunécného cyklu a fenotypu, zhodnotili CFU a PEf.

Velikost bunék a proliferacni aktivita byly méreny pomoci pfistroje Z2-counter
(Beckman Coulter, USA). Bunécna peleta ziskana po centrifugaci byla resuspendovana v 1 ml
kultivacniho média. Poté bylo 100 ml bunécné suspenze zifedéno 9,9 ml izotonického roztoku
v méfici kyveté. Pro zamezeni chyby byl kazdy vzorek méren dvakrat a vysledek byl pocitan

jako priimérna hodnota. Toto méreni bylo provedeno pfti kazdé pasazi.

Viabilita KB byla méfena pomoci pfistroje Vi-Cell analyzer (Beckman Coulter, USA).
Bunécna peleta ziskana centrifugaci byla resuspendovédna v 1 ml kultivacniho média.
Z bunécné suspenze bylo odebrdno 250 pl vzorku a zfedéno 250 pl PBS (Invitrogen, USA).

Vzhledem k vétsi ztraté bunék bylo toto méreni provadéno v kazdé paté pasazi.

Pro analyzu bunécného cyklu byly KB znaceny propidium jodidem. Méreni bylo
provedeno na pritokovém cytometru Cell Lab Quanta (Beckman Coulter, USA). Data byla
analyzovana pomoci Multicycle software (Phoenix Flow Systems, USA). KBZP byly

analyzovany v paté a desaté pasazi.

Pro analyzu CFU byla jedna linie KBZP nasazena do dvou primokultur v poméru 1:1.
Po dvou tydnech kultivace byla jedna nadoba s primokulturou obarvena (May-Grunwald-
Giemsa-Romanowski) a mnoizstvi jednotlivych kolonii v ni narostlych seéteno. V druhé
nadobé s primokulturou bylo pomoci pfistroje Z2-counter (Beckman Coulter, USA) zméreno
mnozstvi bunék. Timto jsme ziskali pfiblizny pocet KBZP (tzv. colony forming units) v zubni
pulpé, ktery byl vyjadien mnozstvim kolonii v prvni nddobé a mnoZstvim populacnich
zdvojeni v obdobi mezi primokulturou a 1. pasazi. Vzhledem ke ztraté celé bunécné linie
po ukonceni tohoto experimentu nebyl tento experiment opakovan v liniich SHED (maly

pocet darcu).

Pro analyzu PEf bylo do kultivac¢ni nadoby nasazeno 122 500 bunék. Tyto bunky byly
ponechany 6 hodin pfi standardnich kultivaénich podminkach. Poté bylo odsato kultivacni
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médium a kultivacni nadoba oplachnuta pomoci PBS (Invitrogen, USA). Adherujici buriky byly
pomoci enzymu trypsin-EDTA (Invitrogen, USA) uvolnény z povrchu kultivacni nadoby
a spocitany pomoci pfistroje Z2-counter (Beckman Coulter, USA). Celkovd PEf je podilem

poctu prisedlych bunék ku poctu nasazenych bunék (47).
4.5.2 Analyza fenotypu

Pro analyzu fenotypu provedenou na pritokovém cytometru Cell Lab Quanta
(Beckman Coulter, USA) byly KBZP/SHED inkubovany po dobu 30 minut s primarnimi
protildtkami konjugovanymi s FITC nebo PE. Procento pozitivnich bunék bylo stanoveno jako
procento s fluorescencni intenzitou vyssi nez 99,5 % negativni isotopové imunoglobulinové
kontroly (Obr. 16). Klasifikacni kritéria: < 10 % negativni, 11 — 40 % nizkd exprese, 41 —70 %
stfedni exprese a >71 % vysoka exprese CD znaku. U KBZP a SHED jsme testovali vybrané

panely CD znaku (viz pfiloha 9.10 — Analyza fenotypu).

t All Data Points
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Obr. 16: A) Graf znazornujici rozlozeni fluorescenéni aktivity u testovaného CD znaku
a izotopové imunoglobulinové negativni kontroly. Procento pozitivnich bunék (oranzoveé)
stanovujeme jako procento bunék s intenzitou fluorescence vyssi nez 99,5 % izotopové
kontroly (Cervené). B) Tzv. dotplot pro znaky CD 34 a CD 90 zobrazuje vysoké procento bunék

pozitivnich pouze pro znak CD 90 (Sipka 1) a ¢ast bunék negativnich pro oba znaky (Sipka 2).
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4.5.3 Imunocytochemie

Imunocytochemie byla pouzita k identifikaci cytoskeletdlnich  proteind
a intracelularnich molekul. Pro detekci cytoskeletalnich proteinl byly KBZP/SHED fixovany
pomoci ledového metanolu (-20 °C) po dobu 6 minut, nasledné byly po dobu 10 minut
oplachovany 0,1% Triton X-100. Pro detekci ostatnich intracelularnich molekul byly
KBZP/SHED fixovany 4% paraformaldehydem po dobu 20 minut a poté po dobu 10 minut
oplachovany 0,1% Triton X-100. Pro imunocytochemické detekce jsme pouzili nasledujici
primarni protilatky: anti-nucleostemin (goat polyclonal, 1:10, R&D Systems, USA), anti-nestin
(10C2, 1:200, Chemicon, USA), anti-Sox-2 (rabbit polyclonal, 1:100, Chemicon, USA), anti-
STRO-1 (STRO-1, 1:4, DSHB, USA) a anti-vimentin (V9, 1:40, Sigma, USA), anti-a akti (Abcam,
UK), anti-B3 tubulin (Exbio, CZ) Po oplachu PBS (Invitrogen, USA) byla vazebnd mista
antigend oznacena pomoci sekundarnich protilatek konjugovanych s fluorochromy Alexa
(488 - 1:300, Invitrogen, USA) a Cy3 (1:300, Jackson Immunoresearch, USA) dle navodu

vyrobce.
4.5.4 Karyotyp

Po 24hodinové kultivaci za standardnich podminek byly KBZP/SHED vystaveny
plUsobeni Demecolcemidu (Sigma, USA) po dobu 4 hodin a nasledné uvolnény z kultivacni
nadoby pomoci trypsin-EDTA (Invitrogen, USA), lyzovany pomoci hypotonického roztoku KCl,
po nakapani lyzatu na sklo byla provedena fixace kyselym alkoholem. Metafaze jsme
hodnotili v G a R pruhovani pomoci programu lkaros v. 5.0 (MetaSystems, USA). Posledni
vzorek jednotlivé linie KBZP/SHED byl vySetfen po dosazeni Hayflickova limitu. Karyotyp
KBZP jsme v prlbéhu dlouhodobé kultivace vysetrovali opakované u 20 poslednich linii,

karyotyp SHED byl vySetfen u vsech tfech ziskanych linii.

vv s

4.5.5 Analyza bunécného cyklu

Detekce fazi bunécného cyklu byla provedena pomoci COULTER® DNA PREP™
Reagents Kitu (Beckman Coulter, USA) dle navodu vyrobce. KBZP/SHED byly fixovany
etanolem, poté pfi pokojové teploté po dobu 5 minut inkubovény v roztoku (192 ml

0,2 mol/l NaHPO4; + 8 ml 0,1 mol/l kyseliny citronové, pH 7,8) a vystaveny pusobeni

31



Material a metodika

propidium jodidu po dobu 60 minut pri 37 °C. DNA byla znacena pomoci cyclinA2/7AAD a p-
H3/PI (Beckman Coulter) dle pokyn vyrobce.

4.6 Diferenciace KBZP a SHED

K ovéreni schopnosti diferenciace KBZP a SHED ve zralé bunécné elementy jsme
pouzili diferenciacni protokoly publikované jinymi autory (30, 48, 49). KBZP/SHED
byly vystaveny plsobeni diferenciatniho média po dosaini 70% splyvavosti. Burky
jsme diferencovali jak ve formé monolayeru (pfisedlé na dno standardni kultivacni nadoby),
tak i ve formé trojrozmérnych utvaru (sféroidd) vzniklych spontanni sedimentaci (v nadobach

s neprilnavym povrchem) (Obr. 17).

I ] @

Obr. 17: Schéma diferenciace MKB ve formé monolayeru a trojrozmérnych sféroidd.

4.6.1 Osteogenni diferenciace (viz priloha 9.8.1 - SOP 4.1)

Pro osteogenni diferenciaci jsme pouzili standardni osteodiferencia¢ni médium
slozeného z a-MEM (Invitrogen, USA) s 10 % FCS (PAA, USA), 0,2 mM kyseliny L-askorbové
(Sigma, USA), 10 mM B-glycerolfosfatu (Sigma, USA), 0,1 uM dexametazonu (Invitrogen,
USA). Diferenciace probihala jak ve formé monolayeru, tak ve formé sféroidd. KBZP/SHED

byly vystaveny pusobeni osteodiferenciacniho média po dobu 4 tydn( (30).
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4.6.2 Chondrogenni diferenciace (viz pfiloha 9.8.2 - SOP 4.2)

Pro chondrogenni diferenciaci jsme pouzili zakladni kultivacni médium bez rlstovych
faktord (PDGF, EGF a FCS) obohacené o 50 ng/ml Transforming growth factor B1 (TGF-B1)
(Invitrogen, USA). Bunky byly diferencovany ve formé sféroid(i. Kultivacni médium bylo
ménéno kazdy treti den. KBZP/SHED byly v chondrodifereciacnim médiu kultivovany 2-4

tydny (43).
4.6.3 Adipogeni diferenciace (viz pfiloha 9.8.3 - SOP 4.3)

Pro diferenciaci v adipocyty jsme poutzili zakladni médium s 10 % FCS s pridavkem
0,1 uM/I dexametazonu (Sigma, USA), 100 ng/ml inzulinu (Sigma, USA) a 100 ng/ml
indometacinu (Sigma, USA). Diferenciacni médium jsme aplikovali po dosazeni 70%
splyvavosti v bunécné kultufe. Nasledné dochdazelo k vyméné média kazdy treti den. KBZP

a SHED byly v tomto diferenciacnim médiu kultivovany po dobu 4 tydna (44).
4.6.4 Histologické zpracovani vzorku

Po 4 tydnech byly bunky pomoci cell-scraperu uvolnény od povrchu kultivaéni
nadoby. Takto ziskany material byl fixovan 10% formaldehydem a zalit do parafinu.
Parafinovy blo¢ek byl nakrajen na 5-6 um silné fezy. Parafin z prepardtd byl odstranén

pomoci xylolu a vzorky byly opét hydratovany v roztoku etanolu (96 %, 80 % a 70 %).

Bunky kultivované na nepfilnavém povrchu byly fixovany 4% roztokem
paraformaldehydu v PBS (Invitrogen, USA) po dobu 30 minut. Fixovany preparat byl poté
vystaven plsobeni 20% roztoku sachardzy v PBS (Invitrogen, USA) po dobu 2 hodin a zalit
do TissueTekR OCT™ compound (Sakura Finetek, Nizozemi). Kryo fezy byly naneseny
na podlozni sklicko oSetfené pomoci 3- aminopropyltriethoxysilanu (APES) (Sigma, USA)
a ponoreny do 0,1% roztoku Triton X-100 na 10 minut.

Pro prikaz osteogenni diferenciace KBZP a SHED jsme pouzili barveni pomoci
zeleného a modrého Massonova trichromu, toluidinové modfi a dle Ladewiga pro prikaz
kolagenu typu |, prokolagenu a osteomu.

Chodrogenni diferenciace KBZP jsme prokazovali pomoci histologickych metod
barveni alcidanovou modfi (modré barveni mukopolysacharidd) a pomoci imunocytochemie

pouZzité k detekci kolagenu typu Il.
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Pro prikaz adipogenni diferenciace jsme poufZili barveni pomoci olejové cervené.

4.7 Méreni délky telomer KBZP

DNA byla z KBZP izolovana pomoci silica-gel-membrane-based DNeasy Tissue Kit
(Qiagen, Australie). Délka telomer byla stanovena pomoci qPCR sondy. Pomér T/S (pomér
opakovani pottu kopii telomer na jednu kopii genu) byl stanoven pomoci rovnice T/S=2"
(kde ACt = Ct telomer — Ct jedné kopie genu)- 36B4, gen kddujici kysely fosfoprotein PO, byl pouzit
jako Ct jedné kopie genu. PCR genu 36B4 a telomer bylo provedeno v96jamkovych destickach
na ABI 7500 HT Detection System (Applied Biosystems, USA). Na 20 ul reakéniho roztoku
pripadalo 20 g DNA, 1 x SYBR Green master mix (Applied Biosystems, USA), 200 nM telomer
forward primer (CGG TTT GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT), 200 nM
telomer reverse primer (GGC TTG CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT). Pro PCR
genu 36B4 byly pouzity primery: 36B4u, CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC; 36B4d,
CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA. Cykly PCR telomer a 36B4 genu byly 1 x 10 min pfi 95 °C
a40 x 15 spri 60 °C a 1 min pfi 60 °C. T/S kazdého vzorku byl poté porovnan s T/S

referencniho vzorku DNA (Dul45 nadorové bunky CA prostaty). Pomoci vzorce AACt

jsme ziskali primérnou délku telomer v jednotlivych vzorcich (50).
4.8 Vliv ionizujiciho zareni na proliferacni aktivitu KBZP

V tomto experimentu byly pouzity KBZP z 4.-7. pasaze. KBZP byly kultivovany v médiu
s 2 % FCS (ITS suplement byl z média vyrazen pro svoje radioprotektivni ucinky). Po dosazeni
50% splyvavosti byly KBZP ozareny pomoci zdroje gama zareni o o dévce 3Gy/min. KBZP
byly vystaveny celkové davce 3, 6 a 20 Gy. Poté byly opét kultivovany za standardnich
kultivacnich podminek. Expanzni médium bylo doplfovano kazdé 4 dny a bunky kontroly
v pfipadé dosazeni 70% splyvavosti pasazovany. Viabilita a proliferacni aktivita byly méfeny
pomoci pristroje Z2-Counter (Beckman Coulter, USA) a Vi-Cell analyzer (Beckman Coulter,

USA).

Pro sledovani apoptdzy jsme pouZili pratokovy cytometr Cell Lab Quanta (Beckman

Coulter, USA), bunky byly znaceny pomoci Apoptest-FITC kit (DakoCytomation, Dansko)
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dle pokyn( vyrobce. Aktivace kaspazy-3 byla detekovana pomoci anti-cleaved Caspase-3

(Asp175) (Beckman Coulter, USA) dle pokyn( vyrobce.

V prabéhu experimentu byly KBZP opakované analyzovany pomoci metody western
blot a elektroforézy. KBZP byly lyzovany pomoci Cell Lysis buffer (Cell Signaling Technology,
USA). Po separaci proteint pomoci elektroforézy byly vzorky preneseny na PVDF membranu
(Bio-Rad, USA) a pFes noc inkubovény s primarni protilatkou p53_serine392 (Exbio, CR), B-
aktinem (Sigma, USA) a p53_serinem (Calbionchem-Merck, USA) pfi 4 °C. Po oplachu byla
membrdna jednu hodinu inkubovana se sekundarni protilatkou (DakoCytomation, Dansko)
pti pokojové teploté. Signal byl vyvolan pomoci chemiluminiscence Detection Kit (Roche,

Svycarsko) (51).
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5. Vysledky

5.1 Darci zubni diené
5.1.1 Spektrum darct

Celkem jsme ZP izolovali ze 67 stdlych zub( a 3 zubl docasnych (Graf 1 A). Vékovy primér
darcd stalych zub byl 20,2 roku (12-31) (Graf 1 B), ve skupiné previladaly zeny (65,7 %) (Graf
2). Docasné zuby byly ziskany od dvou divek a jednoho chlapce ve véku od 7 do 9 let; jednalo

se o jeden docasny rezak a dva docasné molary.

VEK DARCU POHLAVI DARCU

7-11 let
4%

Graf 1: A) RozloZeni vékovych skupin darcd. Vék 7 -11 let docasné zuby, 12-16 let
zuby s nedokoncenym vyvojem korene. Ve vékovych skupinach 17-24 let a 25-31 let byly
vSemi izolovanymi zuby tfeti moldry s dokonfenym vyvojem kofene. B) Procentudlni

zastoupeni muzi (34,3 % = 24 jedincd) a Zen (65,7 % = 46 jedincl) mezi darci.
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SPEKTRUM ODEBRANYCH zUBU

premoldry exfoliované
6% zuby
4%

Graf 2: Procentualni zastoupeni zub pfijatych do studie.

5.2 Izolace zubni difené z cavum pulpae

5.2.1 Stalé zuby s nedokonéenym vyvojem korene, docasné zuby v pokrocilé fazi

resorpce

Izolace ZP ze zub(l se Siroce otevienym foramen apicale, nebo u zubl, kde vyvoj
zubniho korene jeSté nezapocal, event. kofen byl jiz ¢asteéné resorbovan, byly Uspésné.
Celkem jsme timto postupem izolovali ZP z 5zubll a ve 4 pripadech byla izolace Uspésna.
Nevyhodou této metody je nutnost velmi Siroce otevieného foramen apicale. Timto dochazi
k vyraznému snizeni poctu darci. Nejcastéji (ve 4 pripadech) se jednalo o prvni premolary
extrahované z ortodontickych dlvodUd u déti mezi 11. a 13. rokem. Jedna linie byla izolovana
z dolniho tretiho molaru, ktery byl extrahovan téz z ortodontickych divod(, od darce

ve véku 12 let.
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5.2.2 Stalé zuby s dokoncenym vyvojem kofene, docCasné zuby v pocatecni fazi

resorpce
5.2.2.1 Izolace ZP pomoci diamantového kotouce, nebo Battova vrtaku

Pfistupy vyuZzivajici rotacni nastroje, at uz diamantovy kotou¢ a vertikalni fez, nebo
diamantovy brousek a horizontalni fez, se ukazaly jako nevhodné. Béhem izolace ZP doslo
pravdépodobné k jejimu mechanickému a termickému poskozeni, coZ se vyrazné projevilo
na uspésnosti izolace KBZP. DalSim negativnim dopadem tohoto postupu byla casta
kontaminace plisni. Je pravdépodobné, Ze se tak stalo béhem manipulace se ZP mimo
laminarni box, kde doslo k pfenosu infekce na tkan ZP. Z tohoto dlvodu musely byt kultury
dekontaminovany a ukonceny. Celkem jsme timto postupem izolovali ZP z 10 zub(; pouze tfi
izolace byly uUspésné. Ztéchto tfi linii KBZP musely byt dvé ukonceny pro mikrobidlni

kontaminaci. Vzhledem k vySe uvedenému nebyla metoda dale pouzivana a rozvijena.
5.2.2.2 Izolace ZP pomoci Luerovych klesti

Izolace ZP rozstipanim kofene zubu pomoci Luerovych klesti byla Uspésna celkem
v 10 ze 12 pfipadU. Tento pfistup chrani ZP pred termickym poskozenim. K mechanickému
poskozeni dochazi pouze u malé c¢asti ZP lokalizované uvnitf korenovych kanalka,
ale i té je mozno se vyvarovat, pokud pomoci tenké sondy ZP z korenovych kandlkd zatla¢ime
do cavum pulpae. Na rozdil od predchozich metod cely proces izolace ZP probiha
za sterilnich podminek v laminarnim boxu, coZ vyrazné snizuje riziko kontaminace vzorku.
Zasadnim prinosem této metody je rozsifeni potencidlni skupiny ddrcd i na jedince

s jiz dokonéenym vyvojem kofenového systému.

Izolace KBZP ze zubl stémér, nebo uplné dokonéenym vyvojem zubniho korene
pomoci Luerovych klesti byla zvolena jako standardni metoda pro izolaci ZP. Tento postup

byl vyuZit i pro linie SHED v dalSich experimentech (viz ptiloha 9.7.1).
5.3 Izolace KBZP a SHED ze zubni pulpy
5.3.1 Izolace KBZP z SO a PV kompartmentu ZP

Izolace KBZP ze dvou kompartmentl (SO a PV) pomoci enzymatického Stépeni byla

Uspésna celkem v 7 z 10 pfipadd. KBZP izolované z SO a PV zény vykazovali velmi podobné
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vlastnosti, proto jsme tuto metodu opustili. Jako standardni metodu pro dalsi experimenty

jsme zvolili izolaci smésné linie KBZP (viz pfiloha 9.7.2).
5.3.2 Izolace smésné linie KBZP a SHED

Mechanicka izolace KBZP pomoci homogenizatoru se ukazala jako nevyhovujici.
Celkem jsme se takto pokusili izolovat KBZP ve ctyrech pripadech a nezachytili jsme ani jednu
linii KBZP. Uspésnost izolace KBZP vyrazné stoupla pfi uZiti metody enzymatického $tépeni.
Pro ziskani smésné linie KBZP jsme ZP rozstfihali na malé ¢asti (cca 1 mm v priméru),
coz umoznilo vystavit bunky pUsobeni enzym( po krat$i dobu (do 50 minut). Pfi tomto

postupu jsme Uspésné izolovali 10 linii KBZP z 10 vzork( zubni pulpy.

Jako standardni metodu pro dalsi experimenty jsme tedy zvolili izolaci smésné linie
KBZP, kdy byla ZP rozstfihdna na mensi ¢asti a vystavena pUsobeni enzym( po dobu
cca 50 minut (viz pfiloha 9.7.2). Po nasazeni do kultivac¢ni nadoby pro primokulturu jsme
ziskali 46 £ 6 (10 — 108) CFU. Efektivita nasazeni KBZP (PEf) byla 73,5 + 2,3 % (68,1 % —
79,7 %). Viabilita kultivovanych bunék byla dlouhodobé 96 + 3 % (89 % - 100 %).

Vzhledem k mensimu poctu vhodnych ddrcd docasnych zub(l jsme pro izolaci SHED
pouzili pouze standardni metodu pro izolaci KBZP (viz pfiloha 9.7.2). Celkem jsme ziskali tfi

linie SHED od tfech darcli ve véku 7 - 9 let.
5.4 Kultivacni podminky pro KBZP a SHED
5.4.1 Kultivace KBZP

Pro kultivaéni experimenty jsme celkem izolovali 16 linii KBZP. Ctyfi linie KBZP
byly kultivovany v médiu s 2 % FCS a Ctyfi linie v médiu s 10 % FCS, v médiu s 2 % FCS + ITS

jsme kultivovali osm linii KBZP.

Kultivace KBZP ve vSech tfech kultivacnich médiich probihala za stejnych podminek
(viz pfiloha 9.7.3). 24 hodin po nasazeni do primokultury probéhla vyména kultivacniho
média, ¢imZ jsme odstranili zbytky mékkych tkani ZP (Obr. 18). V této dobé bylo jiz mozné
pozorovat jednotlivé prisedlé bunky, popf. malé kolonie Ccitajici 2 - 5 bunék (Obr. 19).
Po sedmi dnech, kdyZz kolonie citaly okolo 20 az 50 bunék (Obr. 20), byla primokultura

pasazovana. Nasledné pasaze probihaly po dosazeni 70% splyvavosti (Obr. 21).
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Obr. 18: Zbytky mékkych tkani ZP 24 hodin po nasazeni. Sipky oznacuji erytrocyt a zbytek

cévy. Mikroskop s fazovym kontrastem, pavodni zvétSeni 200x.

Obr. 19: KBZP 24 hodin po nasazeni a vyméné média. Mikroskop s fazovym kontrastem,

puvodni zvétseni 200x.

40



Vysledky

Obr. 20: Kolonie KBZP (itajici cca 50 bunék 7 dni po nasazeni. Primokultura je pfipravena
na 1. pasaz. Bunky se koncentruji okolo krystalu TZT odlomeného béhem izolace ZP.

Mikroskop s fazovym kontrastem, pGvodni zvétSeni 200x.

Obr 21: KBZP v 1. pasazi po dosazeni 70% splyvavosti. Linie pfipravena na dalsi pasaz.

Mikroskop s fazovym kontrastem, pGvodni zvétSeni 200x.
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5.4.1.1 Kultivace KBZP v médiu s 2 % FCS

KBZP kultivované v médiu s 2 % FCS jsme expandovali pfes 42 populacnich zdvojeni
(tzv. population doubling - PD). Primérny cas potiebny pro zdvojeni populace (tzv. doubling
time - DT) byl 55,4 hodin. DT pro prvnich 21 PD byl 40 (21,6 — 77,3) hodin a poté stoupl
na 68 hodin (35,1 — 187) (Graf 3, 4). Viabilita KBZP v 9. pasazi (21,8 PD) byla vice nez 90 %.
Distribuce praméri byla v prlbéhu kultivace stabilni. Dominantni populace méla 12,5 -

17,1 pm v prdméru.
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Graf 3: Proliferacni aktivita KBZP kultivovanych v médiu s 2 % FCS. Doubling time v pribéhu

dlouhodobé kultivace znac¢né kolisal (21 — 187 hodin).
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Graf 4: Kumulativni pocet populacnich zdvojeni dosazeny v médiu s 2 % FCS. Celkem jsme
dosahli 42 populaénich zdvojeni.
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5.4.1.2 Kultivace KBZP v médiu s 10 % FCS

V médiu s 10 % FCS jsme byli schopni expandovat KBZP pfes 51 PD a primérny DT byl
42,6 hodin. Pro prvnich 28 PD byl 31 (11,9 — 46,7) hodin, po prekroceni 28 PD stoupl na 50,2
(31,6 — 101) hodin (Graf 5, 6). Viabilita KBZP v 9. pasazi (31 PD) byla pres 90 %. Dominantni
populace KBZP kultivovanych v médiu s 10 % FCS méla 12,2 — 16,6 Um v praméru.
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Graf 5: Proliferacni aktivita KBZP kultivovanych v médiu s 10 % FCS. Doubling time v pribéhu

dlouhodobé kultivace kolisal (12 — 101 hodin).
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Graf 6: Kumulativni pocet populac¢nich zdvojeni dosazeny v médiu s 10 % FCS. Celkem jsme

dosahli vice nez 51 populacnich zdvojeni.
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5.4.1.3 Kultivace KBZP v médiu s 2 % FCS + ITS

KBZP kultivované v médiu s 2 % FCS + ITS dosahly vice jak 60 PD. Primérny DT
byl 24,5 hodiny. Pro prvnich 29 PD byl DT 19,3 (15,5 — 23,8) hodin, po prekroceni 29 PD
stoupl na 29,1 (24,2 — 35,1) hodin (Graf 7, 8). Viabilita KBZP v 9. pasazi byla pres 90 %.
Dominantni populace KBZP kultivovanych v médiu s2 % FCS + ITS méla 14,3 — 16,1 um

v priméru.
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Graf 7: Proliferaéni aktivita KBZP kultivovanych v médiu s 2 % FCS + ITS. Doubling time byl
v pribéhu dlouhodobé kultivace stabilni (16 — 35 hodin).
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Graf 8: Kumulativni pocet populac¢nich zdvojeni dosazeny v médiu s 2 % FCS + ITS. Celkem

jsme dosahli vice nez 60 populacnich zdvojeni.
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5.4.1.4 Kultivace KBZP z SO a PV zony v médiu s 10 % FCS

V prabéhu kultivace KBZP z SO a PV zény jsme pozorovali morfologické rozdily téchto
dvou populaci. Kmenové bunky izolované z PV zény byly vietenovité s mnoha vybézky
(Obr. 22) oproti KBZP izolovanych z SO zény, které byly zakulacené (Obr. 23). Tento
morfologicky rozdil nebyl spojen s jinou biologickou vlastnosti. Obé linie vykazovaly stejnou

distribuci priiméru a proliferacni aktivitu.

Obr. 22: KBZP izolované z PV kompartmentu. Bunky v 9. pasaZzi vykazovaly normalni

karyotyp. Mikroskop s fazovym kontrastem, pavodni zvétSeni 200x.

Obr. 23: KBZP izolované z SO kompartmentu. Burnky jsou v 9. pasazZi vykazovaly normalni

karyotyp. Mikroskop s fazovym kontrastem, pavodni zvétSeni 200x.
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5.4.1.5 Porovnani kultivacnich médii pro KBZP s 2 % FCS, 10 % FCS, 2 % FCS + ITS

Z porovnani grafi 9 a 10 je zfejmé, Ze KBZP kultivované v médiu obohaceném o ITS

mély nejvyssi proliferacni aktivitu a nejstabilnéjsi populacni DT.
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Graf 9: Proliferac¢ni aktivita KBZP kultivovanych ve tfech rozdilnych médiich. KBZP
kultivované v médiu s ITS suplementem mély kratsi doubling time, ktery v prlibéhu kultivace

pouze mirné stoupal.
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Graf 10: Celkovy pocet populacnich zdvojeni dosaZzeny v jednotlivych kultivaénich médiich.
KBZP kultivované v médiu sITS suplementem dosahly 60 populaénich zdvojeni
jizv 17. paséii.
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5.4.2 Kultivace SHED

Izolované linie SHED byly kultivovdany vmédiu s2 % FCS obohaceném o ITS
suplement. V porovnani s KBZP byly SHED spiSe okrouhlé, bez vybézkl (Obr. 24, 25). U linii
SHED jsme prokazali vice nez 45 PD (Graf 11). Prlmérny doubling time byl 41,2 hodin.
Pro prvnich 24 PD byl DT 28,4 (21,3 — 34,6) hodiny. Po dosaZeni 24 PD se DT prodlouzil
na 54,12 (32,7 - 97,3) hodin (Graf 12). Primérnd viabilita SHED v pribéhu dlouhodobé

kultivace byla 90,6 % (86,0 - 94,0 %). Dominantni populace méla 12,2-16,4 um v prdméru.

Obr. 24: Kolonie SHED v primokultufe 5 dni po izolaci. Mikroskop s fazovym kontrastem,
plavodni zvétseni 200x.

Obr. 25: SHED v 1. pasazi, 70% splyvavost. Mikroskop s fazovym kontrastem, zvétSeni 200x.
Sipka oznacuje pseudopodium.
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SHED - Pocet PD (kumulativni)
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Graf 11: Od 2. do 19. pasaze jsme s SHED dosahli celkem 45 PD.
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Graf 12: Proliferacni aktivita SHED v pribéhu kultivace klesala, coz se projevilo prodlouzenim

doubling time.
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5.4.3 Porovnani SHED a KBZP v kultivacnim médiu s 2 % FCS + ITS

Vysledky

Proliferacni aktivita SHED ve srovnani s KBZP kultivovanymi v médiu s 2 % FCS a ITS

byla nizsi (Graf 13). Tomuto odpovida i srovnani DT KBZP s DT SHED. SHED mély vyssi

pramérny DT - 60,8 hodin (21,3 - 97,3) - ve srovnani s KBZP — jejichz primérny DT

byl 24,5 hodiny (15,6 - 35,1). Pro prvnich 24 PD SHED byl DT (28,4 hodin) o 33 % vyssi nez DT

KBZP (19,3 hodin). Po dosaZzeni 24 PD se DT SHED zvysil na 54,2 hodiny, zatimco se DT KBZP

zvysSil pouze na 29,1 hodiny (Graf 14). Pramér velikosti obou nasich testovanych linii

kmenovych bunék byl srovnatelny (SHED 15,0 um a KBZP 15,2 um). Distribuce velikosti SHED

odpovida delSimu intervalu (12,2 - 16,4 um) ve srovnani s KBZP (14,3 - 16,1 um) (Graf 15).
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Graf 13: Porovnani kumulativniho poctu populacnich zdvojeni SHED a KBZP. Obé linie

kultivované v médiu s 2 % FCS + ITS suplement.
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Graf 14: Porovnani proliferacni aktivity SHED a KBZP. Obé linie kultivované v médiu

s 2 % FCS + ITS suplement.
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Graf 15: Porovnani velikosti SHED a KBZP. Obé linie kultivované v médiu s2 % FCS + ITS

suplement.
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5.5. Charakterizace KBZP a SHED
5.5.1 Analyza fenotypu KBZP a SHED
5.5.1.1 Analyza fenotypu KBZP z SO a PV kompartmentu

KBZP izolované z SO a PV kompartmentu ZP byly kultivovany v médiu s 10 % FCS.
Porovnanim fenotypu KBZP z PV a SO kompartmentu jsme nasli pouze malé rozdily mezi
témito liniemi. KBZP z SO zdny vykazovaly vysokou pozitivitu pro znaky CD 29 (84,1 %), CD 44
(76,4 %), CD 90 (77,4 %), HLA | (98,5%). Zadné znaky z ndmi testovaného panelu nebyly
stfedné pozitivni. Nizkou pozitivitu vykazovaly pro CD 49a (24,9 %), CD 49c (21,6 %), CD 49d
(20,7 %), CD 49e (17,8 %), CD 105 (13,2 %), CD 117 (15,8 %), CD 166 (37,4 %) a negativitu pro
znaky CD 18 (2,9 %), CD 34 (0,8 %), CD 45 (5,1 %), CD 68 (2,5 %), CD 71 (7,8 %), CD 106
(3,4 %), CD 146 (1,7 %), CD 184 (1,3 %), HLA 1l (0,7 %). KBZP izolované z PV kompartmentu
byly vysoce pozitivni pro CD 29 (73,4 %), CD 90 (82,4 %), HLA | (98,5 %), stfedné pozitivni
pro CD 44 (70,5 %), nizce pozitivni pro znaky CD 49a (16,1 %), CD 49c (20,3 %), CD 49d
(12,9 %), CD 49e (12,5 %), CD 105 (12,3 %), CD 146 (19,6 %), CD 166 (34,9 %) a negativni
pro CD 18 (0,1 %), CD 34 (1,4 %), CD 45 (3,4 %), CD 68 (1,2 %), CD 71 (6,3 %), CD 106 (1,1 %),
CD 117 (6,1 %), CD 184 (0,6 %), HLA 11 (0,1 %) (Graf 16, Pfiloha 9.9).
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Graf 16: Porovnani fenotypu KBZP izolovanych z SO a PV kompartmentu.
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5.5.1.2 Analyza fenotypu smésné linie KBZP v testovanych médiich

Fenotypova analyza KBZP kultivovanych v médiu 2 % FCS ukdazala vysokou pozitivitu
téchto bunék pro CD 29 (82,4 %), CD 44 (77,9 %), CD 90 (80,9 %) a HLA | (98,0 %). Zadny
z testovanych znak( nebyl v rozmezi pro stfedni pozitivitu. Znak CD 117 (16,4 %) byl nizce
pozitivni a znaky CD 34 (1,0 %), CD 45 (5,5 %), CD 71 (7,1 %), a HLA 1l (0,44 %) byly negativni
(Graf 17).

Podobné vysledky jsme ziskali i u KBZP kultivovanych v médiu 10 % FCS. Vysoce
pozitivni byly znaky CD 29 (98,8 %), CD 44 (99,6 %), CD 90 (99,1 %) a HLA | (99,8 %). Stfedni
pozitivita byla pouze pro znak CD 117 (37,8 %) a znaky CD 34 (2,3 %), CD 45 (0,3 %), CD 71
(6,9 %) a HLA 1l (0,1 %) byly negativni (Graf 17).

Fenotypova analyza KBZP kultivovanych v médiu s ITS suplementem prokazala
vysokou pozitivitu pro znak CD 29 (81,1 %), stfedni pozitivitu pro znaky CD 44 (62,7 %)
a CD 90 (51,1 %). Znaky CD 45 (35,0 %), CD 117 (35,4 %) a HLA | (39,2 %) byly nizce pozitivni
a znaky CD 34 (0,0 %), CD 71 (5,8 %) a HLA 11 (0,0 %) byly negativni (Graf 17, Pfiloha 9.9).

V prabéhu dlouhodobé kultivace ve vsech testovanych médiich byly KBZP

cytogeneticky stabilni a nevykazovaly Zzadné znamky spontanni diferenciace.
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Graf 17: Porovnani fenotypu KBZP kultivovanych v rozdilnych médiich.
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5.5.1.3 Analyza fenotypu SHED

Fenotypovd analyza SHED prokazala vysokou pozitivitu pro znaky CD 44 (91,7 %),
CD 73 (82,3 %), CD 90 (96,5 %), CD 117 (96,2 %), CD 166 (74,3 %) a HLA | (88,3 %). Stfedni
pozitivita byla pozorovana u znakl CD 29 (67,0 %), CD 105 (49,1 %) a nizkd pozitivita
pro znaky CD 45 (13,2 %), CD 63 (35,1 %) a CD 71 (36,6 %). SHED byly negativni pro znaky
CD 18 (0,1 %), CD 31 (0,0 %), CD 34 (0,1 %), CD 49d (0,5 %), CD 49e (3,5 %), CD 106 (0,0 %),
CD 133 (3,9 %), CD 146 (1,7 %), CD 184 (1,3 %), CD 197 (0,2 %) a HLA 1l (0,4 %) (Graf 18,

Ptiloha 9.9).
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Graf 18: Analyza fenotypu SHED.

5.5.2 Imunocytochemie
5.5.2.1 Imunocytochemie KBZP

Imunocytochemie potvrdila vysokou pozitivitu KBZP pro markery mezenchymalnich
bunék STRO-1 (Obr. 26 A) a vimentin (Obr. 26 B). Vimentin byl rozlozen v bunécné
cytoplazmé s vys$si denzitou v oblasti jadra. Nestin (Obr. 27 A) tvofil sit tenkych filament
v cytoplazmé; vyssi signal byl zachycen v oblasti jadra. Ddle jsme detekovali tyto markery
MKB: Sox-2 (Obr. 27 B), nucleostemin (Obr. 28 B), CD 90 (Obr. 29 A) a CD 166 (Obr. 29 B).
Silnéjsi jaderny a slabsi cytoplazmaticky signal byl pozorovdn pro Sox-2. Sox-2 je v burice

pravdépodobné spojen s drsnym endoplazmatickym retikulem lokalizovanym v oblasti jadra.
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Pozitivni signal pro nucleostemin byl zachycen uvnitf jddra bunék prochazejicich interfazi.
CD 166 byl pozorovan na plazmatické membrané. Prokazali jsme také pfitomnost katalytické

podjednotky telomerazy (hTERT) (Obr. 28 A).

Barveni pomoci DAPI (Obr. 26, 27, 28, 29) potvrdilo, Ze KBZP jsou monojadernymi
burnikami, jejichz jadro je lokalizovano excentricky, obvykle na druhé strané nez je nejvétsi

vybézek cytoplazmy.

Obr. 26: Imunocytochemicky prikaz vysoké pozitivity KBZP pro markery mezenchymalnich
bunék STRO-1 (A) a vimentin (B). Bunécné jadro barveno DAPI. Fluorescencéni mikroskop,

plGvodni zvétsSeni 400x.

Obr. 27: Nestin (A) tvofi sit tenkych filament rozlozenych v bunééné cytoplazmé; vyssi signal
zachycen voblasti jadra. Bunécné jadro barveno DAPI. Silnéjsi jaderny a slabsi
cytoplazmaticky signal pozorovan pro Sox-2 (B). Fluorescencéni mikroskop, plvodni zvétseni

400x.
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Obr. 28: Prlkaz hTERT (A), svétle modra barva uvnitf bunécného jadra, a nucleosteminu (B),
Cervené okrsky uvnitf bunécného jadra. Bunécné jadro barveno DAPI. Fluorescencni

mikroskop, plvodni zvétSeni 400x.

Obr. 29: CD 90 (A), znak mezenchymalnich kmenovych bunék a neuralni diferenciace. CD 166
(B) byl pfitomen na plazmatické membrdné. Bunécné jadro barveno DAPI. Fluorescencni

mikroskop, plvodni zvétSeni 400x.

5.5.2.2 Imunocytochemie SHED

Imunocytochemie potvrdila vysokou pozitivitu SHED pro marker mezenchymalnich
bunék vimentin (Obr. 31 B). Vimentin byl rovnomérné rozloZen v bunécéné cytoplazmé. Signal
pro nestin (Obr. 31 A), tvofici sit tenkych filament, byl zachycen perinukledrné. Dale jsme
detekovali tyto markery: neuralni marker 33 - tubulin (Obr. 30 B) a cytoskeletdlni marker a —

aktin (Obr. 30 A).
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Barveni pomoci DAPI (Obr. 33, 34) potvrdilo, Ze SHED jsou monojaderné bunky, jejichz jadro

je lokalizovano excentricky - obvykle na druhé strané nez nejvétsi vybézek cytoplazmy.

Obr. 30: Cytoskeletalni marker a — aktin (A), B3 — tubulin (B) neuralnich filament. Bunécné

jadro barveno DAPI. Fluorescenéni mikroskop, plvodni zvétSeni 400x.

Obr. 31: Nestin (A) tvofi sit tenkych filament, signal zachycen v oblasti jadra.

Imunocytochemicky prikaz vysoké pozitivity SHED pro marker mezenchymalnich bunék

vimentin (B). Bunécné jadro barveno DAPI. Fluorescenéni mikroskop, plvodni zvétSeni 400x.
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5.5.3 Karyotyp KBZP a SHED

V pribéhu dlouhodobé kultivace byly nami sledované linie KBZP a SHED cytogeneticky
stabilni i po dosaZeni Hayflickova limitu. U dvou linii KBZP po dosaZzeni 65 PD bylo 97 ze 100
hodnocenych mitéz bez znamek cytogenetické nestability (Obr. 32 A). Predpokladame,

Ze tyto 3 cytogeneticky abnormalni mitdzy byly nasledkem dlouhodobé kultivace in vitro

(Obr. 32 B).
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Obr. 32: A) Karyogram linie Z001, 4.p. (22 PD), 46, XX — normalni karyotyp. B) Abnormalni
karyogram linie Z001, 20.p. (65 PD), 44, XX, t (13, 14), -22.

5.5.4 Analyza bunécného cyklu KBZP a SHED

Analyza bunéc¢ného cyklu opakované prokazala vysoké procento bunék v SG, fazi
u KBZP i SHED ve vsech testovanych médiich. U KBZP v médiu s 10 % FCS 47,3 % (Graf. 19 C),
vmédiu s2 % FCS 36,4 % (Graf. 19 A) a vmédiu s2 % FCS obohaceném o ITS 57,6 %
(Graf 19 B) bunék v SG, fazi. U SHED v médiu s 2 % FCS obohaceném o ITS vice nez 68 %

bunék v SG, fazi (Graf. 20).

Analyza bunécéného cyklu ukazala, Ze v priméru bylo 69,8 % SHED se nachdzi v SG2 fazi

bunééného cyklu, naproti tomu v liniich KBZP bylo v priiméru pouze 56 % bunék v SG2 fazi.
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Graf 19: Analyza bunécného cyklu KBZP A) médium s 2 % FCS 36,4 % bunék v SG, fazi,

B) médium s 2 % FCS obohacené o ITS 57,6 % bunék v SG, fazi,C) médium s 10 % FCS 47,3 %

bunék v SG, fazi.
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Graf 20: Analyza bunécného cyklu SHED Ze0Q7, 4.p, v médiu s 2 % FCS obohaceném o ITS,

71,8 % bunék v SG, fazi.
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5.6 Diferenciace KBZP a SHED

5.6.1 Osteogenni diferenciace

KBZP/SHED kultivované v osteogennim médiu v nddobach s nepfilnavym povrchem

spontanné agregovaly a vytvofily sféroid o velikosti do 1 mm?®. U KBZP/SHED kultivovanych
v kultivaéni nddobé s pfilnavym povrchem jsme pozorovali zménu morfologie. Tyto buriky
mély oproti standardnim KBZP rozvinutéjsi cytoskelet a méné cytoplazmatickych vybézka,
do svého okoli produkovaly extracelularni hmotu, ktera vytvarela i trojrozmérné utvary
(Obr. 33). Po ukonceni kultivace byly uvolnény z kultiva¢ni nddoby pomoci cell-scraperu.
Timto ziskanda bunécnd peleta a sféroid byly fixovany, zality do parafinovych blocka.
Histologické fezy byly obarveny HE (Obr. 34 A), toluidinovou modfi (Obr. 34 B), zelenym
Massonovym trichromem (Obr. 35 A) a barvenim dle Ladewiga (Obr. 35 B). Timto jsme

prokdazali pfitomnost kolagenu typu |, prokolagenu a osteoidu v extraceluldrni matrix.

Obr. 33: Trojrozmérna cdstice extraceluldrni matrix (oznacena Sipkou) vytvorend KBZP
kultivovanymi v osteogennim médiu po dobu 4 tydnl. Mikroskop s fazovym kontrastem,

plavodni zvétseni 200x.
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Obr. 34: Bunécna peleta spole¢né s extracelularni matrix ziskana z KBZP kultivovanych
po dobu 4 tydnl v osteogennim médiu obarvena HE (A), obarvena toluidinovou modfi

(B) pro prukaz proteoglykan( a glykosaminoglykana, plvodni zvétSeni 150x.

Obr. 35: Bunécna peleta spolecné s extracelularni matrix ziskana z KBZP kultivovanych
po dobu 4 tydnl v osteogennim médiu. Barveni pomoci Massonova zeleného trichromu (A)

a barveni dle Ladewiga (B), osteoid zbarven modre, plvodni zvétSeni 150x.

5.6.2 Chondrogenni diferenciace

KBZP/SHED byly kultivovany v chondrogennim médiu po dobu 4 tydn( v kultivaéni
nadobé s nepfilnavym povrchem. Béhem kultivace spontdnné agregovaly do sféroida
o velikosti cca 1 mm>. Po ukonéeni kultivace byly SHED (Obr. 36 A) a KBZP (Obr. 36 B)

obarveny alcidnovou modfi.
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Obr. 36: Sféroidy SHED kultivované v chondrogennim médiu po dobu 4 tydn(, obarveny
alcidnovou modfi (A), prakaz kyselych mukopolysacharid(i; pavodni zvétSeni 100x. Sféroidy
KBZP kultivované v chondrogennim médiu po dobu 4 tydn(, obarveny alcidnovou modfi (B),

prikaz mukopolysacharidi a glykosaminoglykand; plvodni zvétSeni 150x.

5.6.3 Adipogenni diferenciace

| pres vyuZiti silného adipogenniho média jsme nebyli schopni prokazat hromadéni
vakuol uvnitf bunék. KBZP i SHED byly i nadale proliferacné aktivni, v adipocyty

nediferencovaly.

5.7 Méreni délky telomer

Aby bylo mozné posoudit vliv bunécného déleni na relativni délku telomer, izolovali
jsme DNA z KBZP ve 2. a 6. pasazi. Relativni hodnota T/S u KBZP byla v intervalu 0,3 — 1,3.
Navzdory tomuto vyznamnému rozdilu mezi jednotlivymi vzorky byl trend ve zméné
relativniho T/S pomér v pribéhu pasadze v ¢ase zfejmy. Linie KBZP vykazovaly v pribéhu
kultivace vyznamny pokles relativni délky telomer (Graf 21 A). Signifikantni byly také zmény
relativniho T/S ve vztahu ke zvySenému PD, které prokazovaly prodlouZeni DT v burikach
se zkracenou délkou telomer (Graf 21 B). Vzhledem k nedostatecnému mnoZstvi vzorku
z jednotlivych vékovych skupin jsme nebyli schopni analyzovat vliv véku a pohlavi darce

na délku telomer.
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Graf 21: A) Délka telomer (relativni T/S) oproti pasazi KBZP. Relativni T/S se s pribyvajici
pasazi zkracuje. B) Délka telomer (relativni T/S) oproti DT. Je patrné postupné zkracovani
telomer s narUstajici délkou trvani DT.

5.8 Vliv ionizujiciho zareni na proliferacni aktivitu KBZP

Gama zéareni ve vSech testovanych davkach (3, 6 a 20 Gy) nemélo vazny dopad
na viabilitu KBZP. V pribéhu celého experimentu bylo 80 - 90 % bunék viabilnich a to jak
v negativni kontrole tak i ve vSech ozarenych liniich. Gama zafeni vSak mélo vyrazny dopad
na proliferacni aktivitu KBZP. Celkovy pocet populacnich zdvojeni se zmensil v zavislosti
na ddvce zareni. KBZP ozarené davkou 2 Gy se béhem 14 dnl regenerovaly a jejich
proliferaCni aktivita se opét zvysila. Se snizenim proliferacni aktivity se poji i zvyseni
populacniho DT, ktery béhem 13 dn0 vzrostl z 27 hodin (negativni kontrola) na 128 hodin
(20 Gy).

Pouze malé mnoiZstvi KBZP proslo apoptdzou, a to az v pozdéjSich fazich testu.
Trinacty den po ozareni bylo v linii vystavené celkové davce 2 Gy 5 % apoptickych bunék,
v linii vystavené 6 Gy bylo 17 % apoptickych bunék a v linii ozarené 20 Gy bylo az 20 %
apoptickych bunék. V negativni kontrole jsme nachazeli okolo 3 % apoptickych bunék.

Aktivace kaspazy-3 nebyla pozorovéana v priibéhu celého experimentu.

U linie ozarené davkou 2 Gy dosSlo kvyraznému sniZzeni poctu bunék v S fazi
bunécného cyklu (3 %) oproti negativni kontrole (12 %). Toto sniZzeni bylo patrné jiz prvni den
po ozareni a pretrvavalo v pribéhu celého experimentu (13 dni). U linii vystavenych davce
6 a 20 Gy doslo ke znacnému nardstu mnozstvi bunék v G2/M fazi bunécného cyklu. Jiz prvni
den po ozéreni bylo 41 % (6 Gy) a 45 % (20 Gy) KBZP v G2/M fazi, oproti negativni kontrole,

kde se v této fazi DNA cyklu nachdzelo pouze 10 % KBZP. Tento pomér se nezménil ani po
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13 dnech experimentu. Pomoci znaceni bunék propidium jodidem jsme prokazali, Ze ozarené

KBZP zUstavaji v G2 fazi bunécného cyklu a nepostupuji do M faze (Graf 22).

K detekci zmény v expresi proteini u KBZP vystavenych celkové davce 20 Gy jsme
pouzili metodu western blot a elektroforézu. U této linie doslo k vyrazné upregulaci proteind
p53 hned prvni den po ozareni. Hladina p53 postupné stoupala ke svému maximu a tfeti den
po ozafeni opét zacala klesat (Graf 23). Tfinadcty den po ozareni byla hladina p53 na stejné

urovni jako u negativni kontroly.

Negativni kontrola
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Graf 22: Efekt gama zareni na bunécny cyklus KBZP a indukci apoptdézy. Signifikantni narlst

poctu bunék v G,/M fazi u linii vystavenych zareni 6 Gy a 20 Gy.
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Graf 23: Indukce a aktivace p53 u KBZP vystavenych zafeni o davce 20 Gy.

Vysledky

64



Diskuze

6. Diskuze

Moderni stomatologie se neustale snaZi najit zpUsob jak nahradit, nebo obnovit
poskozené Ci ztracené zubni tkané. V pfipadé kariézniho procesu dochazi nejprve k destrukci
skloviny. Sklovina vSak neni po zaniku organu skloviny schopnd regenerace, a tudiz
jiz v pocatecni fazi (pokud prevazi demineralizace nad remineralizaCnim procesem)
je poskozeni zubu kariéznim procesem nevratné. DalSim rozvojem kariézni léze dochazi
k poskozeni dentinu, ktery se v pribéhu Zivota tvofi pouze na rozhrani zubni pulpy a TZT.
Z téchto dlivod( je nutné poskozené Casti tvrdych zubnich tkani nahradit pomoci vyplfiovych
material(, nebo, v pfipadé vétsiho poskozeni, zhotovenim protetické nahrady. Obé mozZnosti
ale maji své indikacéni hranice a omezenou Zivotnost. | zubni pulpa, pfestoZe se jedna o Zivou
tkan, ma pouze velmi malou regeneracni schopnost, a jeji poskozeni vede velmi casto
k nutnosti zhotoveni kofenové vyplné s naslednou restauraci poSkozenych TZT. Vyuziti
kmenovych bunék a tkanového inzenyrstvi v klinické stomatologii otevira zcela novy pohled

na postupy pfi obnové funkéni a estetické dentice.

Nejhorsi variantou pro pacienta je Uplnd ztrdta zubu. MoZnosti feSeni takového
defektu vsoucasné dobé je implantace, nebo zhotoveni protetické nahrady. MoZnost
vytvoreni histokompatibilniho zubu by byla idedlnim zplsobem plné estetické i funkcni

rehabilitace (52).

U KBZP i SHED byla opakované prokazana schopnost neurogenni (53), osteogenni-
i chondrogenni diferenciace, které spolecné se snadnou dostupnosti téchto MKB, umoznuiji
uvazovat o KBZP a SHED nejen jako o vyhodném zdroji MKB pro |é¢bu degenerativnich

chorob, ndhradu tkani po traumatu in vivo, ale i bioinZenyrstvi tkani a orgdn( in vitro.

Zubni dfen predstavuje pro tyto ucely nejlepsi dosud znamy zdroj kmenovych bunék,
ktery je navic striktné oddélen od ostatnich tkani a jeho izolace neni v porovnani s izolaci
tkanové specifickych KB, napf. z kostni dfené, nebo neuralnich KB, obtiZzna. Vlastnosti KB jsou
ovlivnény okolnim prostfedim (tzv. niché). Histologicka struktura zubni pulpy pfipomina
embryonalni rosolovité vazivo (podobné vazivu pupecniku). D4 se proto predpokladat,
Ze vlastnosti KB izolovanych ze zubni pulpy jsou unikdtni, prfedevsim sohledem

na podobnost s ES.
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Po extrakci zubu (v pfipadé zubu exfoliovaného, po jeho odlouceni) je ZP s celym
zubem zniena jako biologicky odpad. Tento material by mohl byt pouzit

pri autotransplantacich a obnové tkani pacienta/déarce/pfijemce.

Pokud se zaméfime na mozZnost vypéstovat v laboratofi novy zub, musime pocitat
s mnoha uskalimi. Proces odontogeneze je velmi komplikovany déj, ktery nebude mozno
simulovat bez znalosti vSech vlastnosti KBZP. V sou€asné dobé je navic potfeba pfi kultivaci
KB uZivat xenogennich suplementi; tato nutnost znemoznuje transplantovat kmenové burky
zpét do lidského organizmu. Ztéchto dlivodu jsme se vtéto praci zaméfili na izolaci
a charakterizaci KB izolovanych ze zubni pulpy docasnych i stadlych zub( a dale na sniZeni

obsahu xenogennich suplementt pfi kultivaci KB.

Na rozdil od ostatnich autord, ktefi izolovali KBZP z germektomii (53), jsme se naudili
izolovat zubni dfen i ze zub(l s dokonfenym vyvojem zubniho kofene. Béhem zpfistupnéni
drenové dutiny pomoci diamantového brousku pravdépodobné doslo k termickému nebo
mechanickému poskozeni KBZP, coz vedlo k nelspésné izolaci KBZP. K tomuto ucelu se tedy
jako nejvhodnéjsi jevi odstranéni korfene pomoci Luerovych klesti a naslednd izolace ZP.
UZitim tohoto postupu také doslo k vyraznému rozsiteni potencidlni skupiny darct zubni

drené.

BéZny zplsob izolace KBZP ze ZP uZivany v literatufe je enzymatickd disociace tkané
(14, 15, 16, 18). Tento zplsob se zda byt za soucasnych podminek optimalni. Prvni autofi,
ktefi publikovali prace o izolaci a kultivaci KBZP pfedpokladali, Zze tyto elementy pochazeji
z oblasti kolem cév, tj. z oblasti perivaskuldrniho niché (16). Sami jsme fizenou disociaci zubni
pulpy ve dvou krocich oddélili dvé frakce a tedy i dvé subpopulace KBZP z odlisSnych
kompartment(. Tyto dvé frakce mély rozdilnou morfologii. KB izolované z PV zény byly
vietenovité, s mnoha vybézky, oproti KBZP izolovanych z SO zdény, které byly zakulacené.
Tyto dvé subpopulace nicméné vykazovaly velmi podobné biologické vlastnosti. KBZP z SO
kompartmentu vykazovaly vysokou pozitivitu pro znak CD 29, oproti KBZP zPV
kompartmentu, kde byla pozitivita stfedni. KB z obou kompartmentl vykazovaly stfedni
pozitivitu pro CD 44. CD 90 byl vysoce pozitivni u KBZP izolovanych z PV zdny, zatimco u KBZP
z SO z6ny byl pouze stfedné pozitivni. CD 146 byl exprimovan pouze KBZP izolovanymi z PV

kompartmentu.  Charakterizaci téchto subpopulaci a pomoci spektra znak( jejich
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diferencovaného potomstva bychom v budoucnosti méli byt schopni usuzovat na plvod

KBZP. Chceme tak prispét do diskuse o niché KBZP a jejich distribuci ve vlastni pulpé.

Izolované KBZP jsme kultivovali ve tfech rGznych médiich a porovnavali jsme jejich
jednotlivé biologické vlastnosti. Na rozdil od ostatnich autorl jsme izolované KB kultivovali
alespon pres 40 PD, ¢imz jsme u vétsiny linii presahli Hayflickv limit. | po dosaZeni tohoto
limitu byly nami kultivované kmenové bunky cytogeneticky stabilni a nevykazovaly zadné
znaky spontdnni diferenciace nebo degenerace. Doubling time KBZP a regresni analyza
nekumulovanych populaénich zdvojeni ukdzala tésny vztah mezi poctem populacnich
zdvojeni a postupné se snizujici proliferacni aktivitou (Graf 10). Ve studii publikované You-
Young Jo (54) byl porovnavan vliv sloZzeni média na KBZP, periodontalni ligamenta a MKB
izolované z kostni dfené. V tomto experimentu byla pouZzitd média s 10 % FCS a s 20 % FCS
obohacena o kyselinu L-askorbovou v rdzné koncentraci. Dle této studie se jako idedlni
kultivaéni médium jevilo médium s 10 % FCS a 100 uM kyseliny L-askorbové. Toto médium
jsme pouzili jako referencni i pro nas experiment. Prokazali jsme, Ze dalsi snizeni obsahu FCS
210 % na 2 % ma negativni vliv na biologické vlastnosti, vyrazné snizeni proliferacni aktivity
a prodlouZeni doubling time. Primérny doubling time dosahoval vmédiu s10 % FCS
na 42,6 hodin, KBZP dosahly 52 populaénich zdvojeni. Oproti tomu KBZP kultivované v médiu
s 2 % FCS dosahly doubling time 55,4 hodiny a pouze 42 populacnich zdvojeni. Na druhou
stranu, pokud jsme médium s 2 % FCS obohatili o ITS suplement, doslo k vyraznému zvyseni
proliferacni aktivity a stabilizaci doubling time v pradbéhu dlouhodobé kultivace (Graf 10
a 11). KBZP v médiu s 2 % FCS + ITS suplementem dosahly 60 populacnich zdvojeni jiz v 17.
pasazi. KBZP kultivované v médiu s 10 % FCS v 17. pasazi dosahly pouze 48 populacnich

zdvojeni. Primérna velikost a morfologie bunék nebyla ovlivnéna.

Fenotypova a imucytochemicka analyza KBZP prokazala stfedni nebo vysokou
pozitivitu pro markery mezenchymalnich kmenovych bunék (vimentin, STRO-1, CD 29, CD 44,
CD 73, CD 90 a CD 166). Byla pozorovana nizka pozitivita pro znaky CD 45 (antigen typicky
pro leukocyty, monocyty a T-lymfocyty) a negativita pro CD 34 (marker hematopoetickych
kmenovych bunék), coZ nasvédcuje tomu, Ze zubni pulpa neobsahuje hematopoetické
progenitory. | ostatni markery typické pro hematopoetickou fadu (CD 117, CD 184) byly
negativni, nebo jen nizce pozitivni (CD 133). Ve studii publikované v Journal of bone and

mineral research (55) autofi uvadéji vice nez 10 % KBZP pozitivnich pro CD 34. KBZP
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kultivované v nasich podminkach byly pro CD 34 negativni (0 - 2,3 %). Autofi vSak ve svém
sdéleni ¢lanku nezminuji presné slozeni kultivatniho média. D4 se predpokladat, Zze podobné
jako ostatni uzili pro kultivaci KBZP médium s vysSim obsahem FCS neZ bylo pouZito v nasi
studii. Lze tedy usuzovat, Ze FCS by mohlo zplsobit nardst pozitivity pro CD 34. Analyza
fenotypu ndami kultivovanych KBZP v médiu s10 % FCS prokazala vysokou pozitivitu
pro znaky CD 29 (98,8 %), CD 44 (99,6 %) a CD 90 (99,1 %) a negativitu pro CD 45 (0,3 %),
tedy shodnou expresi ve vsech spole¢né testovanych znacich uvedenych ve studii
Characterisation of human dental pulp stem cells and buccal mucosa fibroblasts Lindroose
aspol. (CD 29 — 99 %, CD 44 95,7 %, CD 90 99,6 % a CD 45 0,5 %); KBZP byly kultivovany
ve shodném médiu (56). U KBZP byla také prokazana nizka pozitivita pro CD 117. Tento znak
je pozitivni u prekurzorld neurdlni listy a je povazovan za receptor pro faktor kmenovych
bunék|l. Ztoto lze usuzovat, Ze <¢ast populace KBZP je odvozena zneurdlni listy,
coz by potvrzovalo nasi teorii o dvou liniich KBZP uvnitf ZP samotné. Oproti KBZP
kultivovanych v médiu bez ITS vykazovali KBZP kultivované v médiu s ITS nizsi pozitivitu
pro CD 44, CD 90 a HLA I. MoZznym vysvétlenim je vliv ITS suplementu, ktery udrzuje KBZP
méné diferencované a potlacuje expresi mezenchymadlnich marker( a HLA I. Pro ovéreni této
teorie ale musime vyrazné rozsifit testovany panel CD znakl. Exprese Sox-2 (pluripotent
embryonic stem cell marker) potvrzuje nasi domnénku o blizkosti KBZP a ES. Pozitivita

pro nestin a nucleostemin poukazuje na odvozeni téchto KB z neurdlni listy.

V experimentech s SHED kultivovanymi v médiu s 2 % FCS a ITS jsme byli schopni
dosdhnout 45 PD, pocitano od druhé pasaze. V primarnich kulturach bylo mnozstvi bunék
velmi nizké, proto jsme se rozhodli, Ze nebudeme pocitat SHED v prvnich pasazich. Timto
jsme omezili ztraty bunék v primokulture a prvni pasazi. V primokulture KBZP
jsme v praméru ziskali 50 adherujicich bunék (10 - 110) po enzymatické disociaci.
Odhadujeme, Ze od primokultury do prvniho pasazovani SHED proliferovaly okolo 10 PD.
Proliferacni aktivita SHED ve srovnani s KBZP kultivovanymi v médiu s 2 % FCS a ITS byla nizsi
(Graf 13). Tomuto odpovidalo i srovnani DT KBZP s SHED. SHED mély vyssi priimérny DT -
60,8 (21,3 - 97,3) hodin - ve srovnani s KBZP - 24,5 (15,6 - 35,1) hodin (Graf 14). Pro prvnich
24 PD SHED byl DT (28,4 hodin) o 33% vyssi nez DT KBZP (19,3 hodin). Po dosazeni 24 PD
se DT SHED zvysil na 54,2 hodiny, zatimco se DT KBZP zvysil pouze na 29,1 hodiny (Graf 12).

Primér velikosti obou nasSich testovanych linii kmenovych bunék byl srovnatelny
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(SHED 15,0 um a KBZP 15,2 um). Distribuce velikosti SHED odpovidala delSimu rozmezi (12,2
- 16,4 pum) ve srovnani s KBZP (14,3 - 16,1 um) (Graf 15).

Analyza fenotypu SHED ukdzala, Ze ve srovnani s KBZP (CD 71- 7,1 %, CD 105 - 12,6 %,
CD 117 - 16,4 % a CD 166 - 41,7 %) mély SHED vyrazné vyssi pozitivitu (vice nez o 20 %
pozitivnich bunék) ve znacich CD 71, CD 105, CD 117 a CD 166. U ostatnich sledovanych
markerld nebyla nalezena vyraznd zména pozitivity. Z téchto rozdill miZeme usuzovat,
Zze SHED jsou méné diferencované (vysokd pozitivita na CD 117 - receptor pro faktor
kmenovych bunék I, typicky pro pluripotentni buriky) nez KBZP. Bunécné linie SHED by mély
proto vykazovat lepsSi odezvu na diferenciaci (CD 105 - slozka TGF receptoru). Exprese znaku
CD 146 je i v dnesni dobé malo popsana a presny vyznam tohoto znaku zatim neni odhalen,
nicméné je spojovan s aktinem v cytoskeletu. Miura (19) nalezl pozitivitu SHED pro CD 146,
zatimco nase linie byly CD 146 negativni. Neuvadi vSak presné, kolik procent bunék bylo
CD 146 pozitivnich a vzhledem k pouziti odlisSnych kultivacnich médii neni mozné tento rozdil
uspokojivé vysvétlit. Negativita CD 45 znaci, Ze SHED nemaji pfibuznost s hematopoetickymi
burikami. Tato domnénka je potvrzovana negativitou pro CD 34 a CD 18, coz jsou dalsi
typické markery pro buriky hematopoetické rady. Naopak SHED vykazuji zvySenou pozitivitu
pro CD 105, marker bézné exprimovany endotelidlnimi bunfkami. CD 105 byva casto
v koexpresi s CD 133. SHED byly pro CD 133 negativni, coZ nemzeme jednoznacné vysvétlit.
Mimo jiné i tento fakt potvrzuje, Ze SHED jsou unikatni nediferencovanou linii bunék. Ostatni

nami uvedené CD znaky pro SHED nebyly dosud v odborné literature publikovany.

Imunocytochemickd analyza SHED prokazala vysokou pozitivitu pro marker
mezenchymalnich kmenovych bunék vimentin, neurdlni specifické proteiny nestin a B3 -

tubulin a cytoskeletdlni marker a — aktin.

Nejprekvapivéjsim zjisténim byla pomald proliferace SHED ve srovnani s KBZP.
Analyza bunécného cyklu ukazala, Ze 69,8 % SHED se nachazi v SG2 fazi bunécného cyklu,
naproti tomu v liniich KBZP bylo pouze 56 % bunék v SG2 fazi. Kromé toho, byly bunécné
linie SHED vice pozitivni pro CD 71 (ktery lze nalézt na proliferujicich bunkach) a CD 105.
Tato zjisténi odpovidaji predstavé, ktera pfiblizuje SHED vice primitivnim kmenovym
bunkdm, neZ je tomu u KBZP, a odpovida tedy vyssimu proliferacnimu potencialu.

Domnivame se, Ze naSe kultivacni médium optimalizované pro KBZP neni zcela vhodné
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pro kultivaci SHED. Béhem dalSich experimentl se budeme snaZit optimalizovat kultivacni

médium pro péstovani SHED a pripravit Sirsi analyzu jejich fenotypu.

KBZP/SHED v osteogennim médiu béhem 4 tydnl vytvofily drobné uzliky.
Histologické vySetfeni prokazalo, Ze tyto uzliky byly formovany burikami podobnymi
osteoblastim a extraceluldrni matrix. Histochemickd analyza prokazala pritomnost
kolagennich vldken a osteonektinu, coz jsou dvé zakladni slozky extracelularni kosténé

matrix.

KBZP/SHED kultivované v chodrogennim médiu vytvofily trojrozmérné agregaty.
Buniky uvnitf agregatl byly ovalné a obklopené extracelularni matrix. Pomoci histologickych
technik (barveni alcidanovou modfi) jsme prokdazali pritomnost kyselych sulfatovych

glykosaminoglykan, hlavni slozky extracelularni chrupavcité tkané.

KBZP/SHED kultivované v adipogennim médiu pokracovaly v proliferaci. | pres

opakovani tohoto experimentu jsme nezpozorovali Zadné znamky adipogenni diferenciace.

Vystavenim KBZP/SHED podminkam indukujicim diferenciaci v jiné bunécné typy jsme
prokazali jejich schopnost diferencovat v bunky podobné osteoblastim a chondroblastim.
| pfes vyuziti silného adipogenniho diferenciacniho média jsme nebyli schopni tyto bunky
diferencovat v adipocyty. Neschopnost KBZP diferencovat v adipocyty se shoduje i se studii

publikovanou v roce 2002 Gronthosem (16).

Pro porovnani hodnoty T/S jsme vyuZili ndadorové buriky z adenokarcinomu prostaty
Dul45. Pridmérna délka telomer u téchto bunék je kratkd (2,8 kb) (4), nicméné béhem
dlouhodobé kultivace zlstala stdle stejnd (57). Prokazali jsme, Ze béhem dlouhodobé in vitro
kultivace KBZP dochazi ke zkraceni telomer, prestoZe jsme u nich pomoci imunocytochemie
pfitomnost katalytické podjednotky telomerazy prokazali. Postupné zkraceni telomer
v pribéhu dlouhodobé kultivace koresponduje s nizsi proliferacni aktivitou KBZP v pozdéjsich
pasazich. Otazkou zUstava, zda k tomuto dochazi i in vivo, nebo je to dusledek in vitro
kultivace. Béhem in vitro kultivace jsou buriky vystaveny kyslikovym radikallm v mnohem
vétsi mife nei in vivo. Re$enim tohoto problému by mohlo byt pfidani protektivnich latek

do kultivaéniho média.
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Béhem ozarovani somatickych bunék byla pozorovana tato kaskada reakci: aktivace
p53 u somatickych bunék vede kregulaci CDKN1 (gen kddujici p21) a kinhibici cyklin
dependentni kindzy CDK2 a CDK4, coz vede k zastaveni bunécéného cyklu v G1/S fazi DNA
cyklu (58). Oproti tomu KBZP vystavené ionizujicimu zareni zastavuji proliferaci v S/G2 fazi
i pfesto, Ze dochazi k aktivaci p53-p21 systému stejné jako u somatickych bunék. Typickou
odezvou somatickych bunék na velké poskozeni DNA zpUsobené ionizujicim zarenim
je apoptdza. U KBZP i pres ozareni 20 Gy nedoSlo kvyraznému poklesu viability,
ale k zastaveni proliferace, kterd nebyla obnovena ani po 13 dnech po ozareni. Misto
apoptozy KBZP jevily spiSe zndmky senescence (zvysena hladina p 16 a B-galaktosidazy).
Tento nélez se shoduje se studii Serakinci et al. (59), v nizZ byl studovan vliv poskozeni DNA

na MKB izolované z kostni drené.
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7. Zaveér

V pribéhu studie jsme ziskali celkem 4 premolary, 63 molar( a 3 docasné zuby.
V nasem souboru bylo i 47 tfetich molarl s dokonéenym vyvojem kotene, tj. zub(, které
nevyhovovaly kritériim ostatnich autor(. Z téchto sedmdesati zub( jsme Uspésné izolovali

51 linii KBZP a 3 linie SHED.

Béhem studie jsme optimalizovali a standardizovali techniku odbéru zubni dfené
z cavum pulpae. Jako idealni metoda pro odbér zubni pulpy se jevi odstranéni zubnich
koren pomoci Luerovych klesti, uvolnéni zubni pulpy od dentinu pomoci ostré sondy a jeji
vyjmuti mikrochirurgickou pinzetou. Hlavni vyhody této metody spatfujeme v mozZnosti
provadét celou izolaci zubni pulpy v laminarnim boxu za sterilnich podminek, eliminaci
termického poskozeni tkané ZP a v rozsiteni skupiny darc(.

Pro izolaci SHED a KBZP ze zubni pulpy samotné se nejvice osvédcila modifikace
enzymatické disociace tkané zubni pulpy po predeslém rozstfihani na castecky o objemu

cca 1mm?,

Testovali jsme celkem 3 kultivaéni média s riznym obsahem fetdIniho teleciho séra.
Ve snaze snizit mnozstvi FCS a nahradit ho jinym suplementem jsme testovali vliv ITS
na KBZP. Ukazalo se, Ze KBZP kultivované v médiu s 2 % FCS a ITS suplementem vykazovaly
vySSi proliferacni aktivitu v porovnani s KBZP kultivovanymi v médiu s 10 % FCS, které
je nejcastéji publikovdno. KBZP kultivované v médiu s ITS suplementem vykazovaly
v porovnani s KBZP kultivovanymi v médiu s 10 %, nebo se 2 % FCS nizsi pozitivitu
mezenchymalnich znakd (CD 29, CD 44, CD 90) a HLA 1, vyssi proliferacni aktivitu,

ale obtiznéjsi diferenciaci.

Vzhledem k analyze CFU se da predpokladat, Ze uvnitf ZP se naléza okolo 50 KB. KBZP
a SHED si v pribéhu dlouhodobé kultivace zachovavaly vysokou viabilitu (pfes 90 %), byly
vysoce proliferaéné aktivni (KBZP - DT 24,5 hodiny, dosazeno 60 PD; SHED — DT 41,2 hodiny,
dosazeno 52 PD), coz bylo potvrzeno i analyzou bunécéného cyklu (vice nez 56 % KBZP
a69,8% SHED v SG2 fazi bunécného cyklu). Predominantni populace KBZP a SHED mély
15,2a 15 um v priméru. Fenotypovou analyzou povrchovych znakd KBZP a SHED jsme
prokazali jejich pribuznost s tkanémi mezenchymalniho plvodu, avsak odlisSnost v expresi
zakladnich hematopoetickych znak(l od MKB kostni difené. Pomoci imunocytochemie jsme
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dokazali pritomnost markerd MKB u KBZP (STRO-1 a vimentin) i SHED (vimentin). Béhem
in vitro kultivace nevykazovaly KBZP/SHED Z7adné znamky spontanni diferenciace.

| po dosazeni Hayflickova limitu byly KBZP i SHED cytogeneticky stabilni.

Také jsme ovéfili schopnost KBZP a SHED diferencovat in vitro v osteoblasty
a chondroblasty. | pres vyuziti silného adipogenniho média se ndm nepodafrilo diferencovat

KBZP v adipocyty.

Pomoci imunocytochemické analyzy jsme prokazali pritomnost katalytické
podjednotky telomerazy v jadie KBZP, prestoze v pribéhu dlouhodobé kultivace dochdzelo
ke zkracovani telomer. Dokdzali jsme nicméné schopnost KBZP (60 PD) a SHED (52 PD)

proliferovat pres Hayflickav limit (50 PD).

Prokazali jsme schopnost KBZP reparovat DNA v pfipadé poskozeni malymi davkami
ionizujiciho zafeni (2 Gy). PFi vyssSi ddvce doslo k zastaveni DNA cyklu v SG2 fazi. Takto

poskozené bunky vstoupily do senescence.

Z jiz uvedenych dlvodl predstavuje zubni dren z exfoliovanych a stalych zub(
alternativni a snadno dostupny zdroj pro ziskani tkanové specifickych kmenovych bunék.
Diky histokompatibilité téchto bunék s tkanémi pacienta/prijemce reprezentuji dle naseho

minéni budoucnost regenerativni mediciny.

SHED i KBZP jsou stabilni po opakované kryokonzervaci a mohou byt dlouhodobé
skladovany. Zubni dren ze stdlych a z exfoliovanych docasnych zubl predstavuje snadno
dostupny zdroj tkané, ktery je navic po extrakci zubu likvidovan. Zubni dren tak muize byt
pouZzita jako zdroj kmenovych bunék pro budouci vyzkum a klinické aplikace bez etickych
Uskali provazejici kmenové buriky izolované z jinych zdrojl. V prabéhu studie jsme ziskali
celkem 4 premolary, 63 molart a 3 docasné zuby. Skupinu darc( jsme rozsitili o 47 tfetich
molar( s dokoncenym vyvojem korene, tudiz zubl, které nevyhovovaly kritériim ostatnich
autord a nebyly by do studie zarazeny. Z téchto 70 zub( jsme Uspésné izolovali 51 linii KBZP

a 3 linie SHED.
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9.6 Informovany souhlas pro pacienty

9.6.1 Informace pro pacienty (varianta pro pacientky)

=)

g

ODBER DRENOVYCH BUNEK PRO VYZKUMNE UCELY
INFORMACE PRO PACIENTA

Nazev studie: |zolace, kultivace, diferenciace afenotypizace kmenovichbunék zubni pulpy

VaZena slefnodpani, dnes podstupujete ekafsky zakrok, pfi kterém bude v mistnim
znecitlivéni extrahovan dodasny stalv zub. Chtéli bychom Vas proto poZadat, abyste v ramci
tohoto vwkonu vEnovala extrahovany zub, resp. zubni died, na vizkum mezenchymovich
kmenowich bunék, které se v zubni dieni nachazeji.

Coto viastné jsou kmenoveé bufky?

Jde o wvojove nejstardi, relativngé nezralé a nediferencovang bung&éng elementy.
Ylidském téle jsou pritormné po cely Zivot (od poceti do smifti). Kmenové buriky nachazime ve
viechtkanich, jsou zodpovédné za udrZeni jejich struktury i za regeneracni procesy — udrZuji
tzv. tkafiovou homeostazu (rovnovahu} Maji schopnost neomezené se délit, jejich zasoba ve
tkanich je nevverpatelna.

Mezenchyrmove kmenove buniky jsou v soucasné dobg intenzivné studovany pro své
schopnosti podpory kreetvorby, modulace imunitnich funkol a vvzravani smerem ke
specializovanym tkanim (kost, chrupavka, Slacha, srdecni sval, nervova tkan aj..

lzolace, diferenciace, laboratorni modelovani a klinicke aplikace kmenovich bunék
v CR rozhodné nepatfi mezi rutinni béZné pouZivané postupy. Proto jsem se na podkladé
zkuSenost ziskanych v zahranidi, motivovan Skolitelern, praci v oboru histologie a zakladni
znalosti problematiky mezenchymovich kmenovych bunék rozhodl formulovat cile meé
doktorske prace _Mezenchymove kmenove bunky: Jejich izolace, charakteristika a potencialni
klinické aplikace®. Jedna se o vizkum toho, jak Ize zdravé kmenové bunky, a to nejen ze
zubni diené, izolovat, stimulovat k déleni, ristu a diferenciaci smérem ke specializovanym
tkanim (kost, chrupavka, Slacha, srdeéni sval, nervove bufky). Poznatky ziskané timto
wwzkumem nebudou bezprostfednd vyuZity k\Vasiléthé, ale mohou byt dilesité pro zlepseni
leby & wyvo] novich 1&cebnych moZnosti pro dalsi pacienty.

Diércovstel zubu k vizkumnym déeldm je zcela dobrovalné a odmitnuti nebude mit
Zadnvvlivnadalsilécbu a nebude jim ovlivn&n ani vztah Vaseho ofetfujicing 1ékare kK Vam.
Vzhledem ktomu, Ze 52 jednad o darovanizubu v ramci b&Zného zakroku, nevznika Vam tim
ani narok na finanéni nahradu. Projevite-li zajem o pfesnéjsi informace o provadéneém
vyzkurnu, ohratte se prosim na sveho osSetfujicino |ekafe nebo na l&kafe, podilejicino se na
fefeni projekiu.

Fa kolektiv 1&kafu,

MUDr. Tomas Soukup
Laboratol kmenovychbunék
Listav histologie a embryologie
LF v Hradci Kralove

Simkova 870

500 01 Hradec Kralove
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9.6.2 Informovany souhlas (varianta pro pacientky)

ODBER KMENOVYCH BUNEK ZUENI PULPY PRO VYZKUMNE UCELY
INFORMOVANY SOUHLAS

Mazev studie: Izolace, kultivece, diferencisce & fanotypizece kmenowich bundk zubni pulpy
Jmeéno a piijmeni pacienta:

Datum narozeni:

Pacient byl do studie zarazen pod Cislem:

Ddpovédny lekarf:

WaZena slefnofpani dnes podstupujete lafsbny zakrok, phi Kterém buds v mistnim
znecilvéni exirahovan dogasny / staly zub. Tento zakrok je pro Zlepseni zdravotniho stavu
[stavu chrupu) nezbyiny, jak Wam wysvetll lekar, kitery Vs odstfuje. Chigl bychom Vas
pozZadat, 2da byste mohla v ramci tohoto wwkonu wanoval Vas dodasny / staly zub, pledevsim
ieho zubni dfen na wekum neurainich & mezsnchymoiych kmenovych bungk, jgf == v zubnit
dfeni nachazejl. Jadns == o wizkum toho, jak lze zdrave kmenove bufky ze zubni drens
izolovat, stimulovat & déleni, ristu o diferenciaci smérem ke specializovanym thanim {kost,
nervave bufiky, .. ). Poznatky ziskans timto wyzkumem nebudou bezprostiedns wyuSity k Vel
lecha, ale mohou byt ddlezite pro zlepiani ©ohy & vywo] novych kiebnych moZnosti pro dalsl
pacienty.

%a8% souhlas = dércovstvim bude znamenst, 2= Yam bude standardnim zplzobem
axtrahovén dofasny. | staby zuh z ndiF & mimo dutinu dstni odsbsreme viastni zubni dfen.
Mebude s= jednat o Zadny vpich navic. Zubni dien Vam nebude nyni, anikdykolv v budouenu
chybat.

Darcovstel Vaii zubni diend % wizkumnym (dalim jg zesls dobrovoing o odmitnuti
nebude mitZadny viiv ne Vasi dsisi gghy e nebuds jimoviivnén ani vetah Vaseho osstiujiciho
lekafz k'Wam. Vzhiadem k tomu, 22 se jedna o odbéry ramci baZneho zakroku, neveniks Vam
narok na finanéni nahradu. Projavitedi z8jem o presneil infarmace o provadanem vyzkumu,
obratte s= prosim na sweého oatfujictho lekafe nebo na lgkate, podilejiciho == na fesanl
projeltu.

Za kolekiv Bkafl,

MUDr. Tomas Soukup
Laboratof kmenovych bunék
Ustav histologie 8 embryologie, LF v Hradoi Hralove

INFORMOVANY SOUHLAS .

Ja nize podepsans souhlasim s dcash we studi. Potvrzui timto sl souhiss
¢ odbdrarm zubnidfens z dodesného / staleho zuby, kery dnes bude stendardnim zpdzobam
axtrahovan v ramc latsbne pede, kierou na oddsleni podstupuil

Potvrzuji, Ze tento souhias davam zoals dobrovoing s jsam sivadoms moZnosti odbér
odmitnout. Jsem srozuména = tim, 22 mi za poskytnutou zubni dfen nevznika narok na
zadnou finsncni nahredu. PN zefazeni do studis budou osocbni dats uchovans = pinou
achranou divémosti podia platnych zékond CR.

W Hradci Krélove, dne
Podpis pacients {z&kanngha zastupcs)

Podpis Iekafs
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9.7 SOP - izolace, kultivace KBZP/SHED

9.7.1 SOP 1 —izolace zubni pulpy
SOP 1 - 1ZOLACE ZUBNIi PULPY

Izolace zubni pulpy je postup extrakce zubni tkdné z cavum pulpae za Gcelem ziskani kmenovych

bunék zubni pulpy do¢asného (SHED), ¢i stalého (KBZP) zubu.
DEFINICE ZAKLADNICH POJMU
Luerovy klesté — klesté uzivané ve stomatologii k egalizaci ostrych okrajl kosti po extrakci

HBSS transportni pufr — v 10ml sterilni zkumavce

10 ml

1ml

9 ml

200 pl

200 pl

200 pl

STERILNi INSTRUMENTARIUM: Luerovy klesté, ostra sonda, mikrochirurgicka pinzeta, nGzky na

suturu rovné
PRACOVNI POSTUP
1. Pfiprava
1.1 INFORMOVANY SOUHLAS

1.1.1 Dospély pacient je prfed odbérem zubu pro vyzkumné Ucely kratce seznamen s teorii
kmenovych bunék. Pokud souhlasi, ztvrdi tento souhlas podpisem Informovaného souhlasu
(schvalen Etickou komisi Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové a Fakultni nemocnice

Hradec Kralové).

1.1.2 Pokud je pacientem dité, je s problematikou viz vySe sezndmen zdkonny zastupce,
pokud souhlasi, podepi$e Informovany souhlas. Pfi zafazeni do studie jsou osobni data pacient(

uchovavana s plnou ochranou ddvérnosti podle platnych zakon CR.
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1.2 ODBER ZUBU

Odbérem zubu rozumime extrakci zubu v lokalni anestezii za sterilnich podminek. Extrakce je

provedena zubnim Iékafem na stomatologické klinice v aseptickém prostredi.
1.3 OSETRENI ZUBU PO EXTRAKCI

Zub profezany do dutiny Ustni hrozi pfenosem infekce, proto po extrakci nasleduje oSetreni
sterilni gazou napusténou dezinfekénim roztokem (Gutar) pro odstranéni zubniho mikrobialniho

povlaku.
1.4 TRANSPORT ZUBU DO LABORATORE TKANOVYCH KULTUR

Zub je transportovan v HBSS transportnim pufru s antibiotiky (200 pl/10 ml gentamycinu,

200 pl/10 ml amfotericinu a 200 pl/10 ml penicilinu/streptomycinu) pfi teploté 4 °C.
2. Vlastni izolace zubni pulpy

Veskerd prace béhem izolace ZP probiha v LAMINARNIM BOXU za pfisné sterilnich podminek (sterilni

Cepice, Ustenka, rukavice a plast jsou podminkou!).
2.1. Odlomime sterilnimi Luerovymi kleStémi koren (y).

2.2 Po odlomeni c¢asti korene pomoci ostré sondy vtlacime zubni pulpu lokalizovanou
v kofenovém kanalku do cavum pulpae (¢imz zabranime ztraté této ¢asti ZP béhem dalsiho procesu

odlamovani zubniho korene).

2.3 Po ziskani dostatecného pfistupu do cavum pulpae, uvolnime zubni pulpu od tvrdych

zubnich tkani pomoci ostré sondy a opatrné vyjmeme mikrochirurgickou pinzetou.

2.4 Takto ziskanou tkan pomoci ntizek rozstiihame na ¢asti Imm? a vloZime do &istého HBSS,

aby byly vSechny ¢astice zcela ponoreny.
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9.7.2 SOP 2 —izolace kmenovych bunék zubni pulpy (KBZP, SHED)
SOP 2 - IZOLACE KMENOVYCH BUNEK ZUBNI PULPY (KBZP, SHED)

Izolace kmenovych bunék zubni pulpy je postup, pfi kterém ze solidni tkané zubni pulpy

extrahujeme pouze buriky kmenové.
DEFINICE ZAKLADNICH POJMU

Enzymaticky koktejl

HBSS — Hank(lv balancovany solny roztok

Inaktivacni médium

STERILNi INSTRUMENTARIUM: nGzky na suturu rovné, pipeta
POSTUP
1. Pfiprava
1.1 IZOLACE zubni pulpy (viz SOP 1)
2. Vlastni izolace kmenovych bunék ze zubni pulpy
2.1 Izolace smésné linie KBZP

2.1.1 Rozst¥ihame zubni pulpu na ¢sti cca Imm? sterilnimi nGizkami.
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2.1.2 Smichame kolagenazu typ |, dispazu, HBSS a PBS v poméru 1:1:1:1. Podle mnoZstvi
tkané ZP 1ml:Aml:1ml:1ml, nebo 0,5ml:0,5mI:0,5ml:0,5ml. Do tohoto roztoku v centrifugacni

zkumavce ponofime pulpu, aby byly ¢asti zubni pulpy po hladinou enzymatického roztoku.

2.1.3 Zkumavku s timto obsahem umistime do vodni 1azné predehraté na 37°C, abychom
aktivovali enzymy. Ponechdme zkumavku v lazni po dobu 40 aZz 60 minut, dokud nedojde k pIné

disociaci tkané (,,oblacek”). Kazdych 10 minut pomoci Pasterovy pipety promichame.

2.1.4 Bunécnou suspenzi inaktivujeme inaktivacnim médiem, pfiddme stejny objem

inaktiva¢niho média jako je objem enzymatického koktejlu (4, nebo 2 ml).
2.1.5 Centrifugujeme 600g (20000t./min. po dobu 5 minut).
2.1.6 Pipetou odsajeme ze zkumavky supernatant.
2.1.7 Vzniklou peletu resuspendujeme v 1 ml kultiva¢niho média.
2.1.8 Nasadime do pfipravené kultivacni nadoby.
2.1.9 VloZime do inkubdtoru. Inkubujeme pfi teploté 37°C v atmosfére s 5 % CO,.

2.1.10 Po 24 az 72 hodindach odstranime pomoci oplachu PBS zbytky zubni pulpy a nepftised|é

buriky. Dale kultivujeme po dobu 6 dni ve standardnim kultivaénim médiu.

2.2 Izolace subpopulace KBZP ze subodontoblastického kompartmentu
2.2.1 Pulpu ponofime do roztoku enzymu a ponechame ji v Iazni 35 minut.
2.2.2 Odsajeme bunécnou suspenzi (zbude pouze nedisociovana tkan pulpy).
2.2.3 Inaktivujeme bunécnou suspenzi inaktivacnim médiem.

2.2.4 Bunécnou suspenzi centrifugujeme a postupujeme dle bodd 2.1.5-2.1.10

2.3 lzolace subpopulace KBZP z perivaskularniho kompartmentu

2.3.1 Zubni pulpu zbylou z izolace SO kompartmentu umistime na 35 minut do nového roztoku
enzym.

2.3.2 Dale postupujeme dle bodd 2.1.3 - 2.1.10.
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9.7.3 SOP 3 — kultivace KBZP a SHED

SOP 3 — KULTIVACE KBZP a SHED

Kultivace kmenovych bunék zubni pulpy je postup expanze linii KBZP/SHED za Ucelem namnozZeni

kmenovych bunék zubni pulpy do¢asného (SHED), ¢i stalého (KBZP) zubu.

DEFINICE ZAKLADNICH POJMU

Inaktivacni médium

SloZeni kultivacnich médii (standardné uzité 2 % FCS + 2 % ITS)

2 % FCS
10 % FCS
° +ITS
94,96 ml 86 ml 94,96 ml
1,94 ml 9,7 ml 1,94 ml
-2% -10% -2%
1ml 1ml 1ml
(10 mg) (10 mg) (10 mg)
1,9 ml 1,9 ml 1,9 ml
0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml
0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
s ul - s ul
10 ng/ml - 10 ng/ml
10 ng/ml - 10 ng/ml
10 pl/ml
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STERILNI INSTRUMENTARIUM: pipeta

Latky potiebné k pasazovani:

PRACOVNIi POSTUP

1. Po resuspendaci bunécné pelety pipetou v 1 ml kultiva¢niho média jsou buriky nasazeny do

kultivaéni nddoby Cell* (Sarstedt, USA) a kultivovény v inkubatoru pfi 37 °C v atmosféfe s 5

% CO,.

2. 24 - 72 hodin po nasazeni je médium odsato, nepfisedlé buriky a zbytky mékkych tkani jsou

oplachnuty PBS. Doplnéno nové médium.

3. Po 7 dnech, kdyZ jsou patrné kolonie Citajici cca 20-50 bunék, pasazujeme primokulturu do

standardni kultivacni nadoby.

3.1 Odsajeme kultiva¢ni médium a oplachneme kulturu PBS.

3.2 Bunky vystavime pulsobeni enzymu trypsin-EDTA (tolik trypsin-EDTA, aby pokryl celé

dno kultivac¢ni nadoby) po dobu 10 minut pti 37 °C.

3.3 Trypsin-EDTA spolec¢né s uvolnénymi kmenovymi bunikami odsajeme a vloZzime do

centrifugacni zkumavky.

3.4 Kultivacni nadobu oplachneme 2ml PBS a pouZité PBS odsajeme a smichdame

s obsahem v centrifugacni zkumavce (viz 3.3).

3.5 Bunécnou suspenzi vzniklou smichanim trypsinu a PBS inaktivujeme pomoci

inaktivacniho média v poméru 1:1.

3.6 Centrifugujeme — 2000 ot./ 1 min po dobu 5 min (600g).

3.7 Odsajeme pipetou supernatant a vzniklou bunécnou peletu resuspendujeme v 1 ml

kultivacniho média.
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3.6 Bunécnou suspenzi nasadime do standardni kultivacni nddoby.

4. Kmenové buriky kultivujeme v inkubatoru pfi 37 °C v atmosfére s 5 % CO, do dosazeni 70%

splyvavosti, vyména kultivacniho média probiha kazdé 3 dny.

5. Po dosaZzeni 70% splyvavosti pasdzujeme linii do nové kultivacni nadoby dle postupu
vbodé 3.1 - 3.7, linii KB nasazujeme do novych kultivacnich nadob v denzité 4500

bunék/1cm?.
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9.8 SOP — diferenciace

9.8.1 SOP 4.1 - osteogenni diferenciace KBZP/SHED in vitro
SOP 4.1 - OSTEOGENNI DIFERENCIACE KBZP/SHED IN VITRO

Osteogenni diferenciace kmenovych bunék zubni pulpy je postup, pfi kterém se snazime

stimulovat KB k diferenciaci v osteoblasty.
DEFINICE ZAKLADNICH POJMU

Osteogenni médiu

180 ml
77,5 ml 139,5 ml
19,4 ml 27,9 ml
1,2 ml 2,16 ml
15 pl 75
10 mg 180 mg
1,9 ml 3,42 ml
216 mg 388,8 mg

Inaktivacni médiu

STERILNI INSTRUMENTARIUM: pipeta

Latky potiebné k pasdzovani:

PRACOVNi POSTUP
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Osteogenni diferenciace ve sférach

1. Po dosaZeni 70 % splyvavosti ve standardni kultivacni nadobé, odsajeme kultivacni

médium a oplachneme kulturu PBS.

2. Bunky vystavime pUsobeni enzymu trypsin-EDTA ( tolik trypsin-EDTA, aby pokryl celé dno
kultivacni nadoby) po dobu 10 minut pfi 37 °C.

3. Trypsin-EDTA spolecné s uvolnénymi kmenovymi burikami odsajeme a vloZime do
centrifugacni zkumavky. Kultivaéni nddobu oplachneme 2ml PBS, PBS odsajeme a
smichdme s obsahem centrifugacni zkumavky. Bunécnou suspenzi vzniklou smichanim

trypsin-EDTA a PBS inaktivujeme pomoci inaktivacniho média v poméru 1:1.
4, Centrifugujeme - 2000 ot./ 1 min po dobu 5 min (600g).

5. Vzniklou peletu resuspendujeme ve 3 ml osteogenniho média a pfeneseme do kultivacni

nadoby s nepfilnavym povrhem (napf. centrifugacni zkumavka).

6. Kultivujeme v inkubatoru pfi 37 °C v atmosféfe s 5 % CO, po dobu 4 tydnl. Médium kazdy
3 den opatrné vyménime, popr. pouze doplnime nové kultivaéni médium. Zkumavku

nezavirame!

Osteogenni diferenciace v monolayeru

1. Po dosazeni 70% splyvavosti ve standardni kultivaéni nadobé odsajeme kultivacni

médium, oplachneme kulturu PBS a prelijeme osteogennim médiem

2. Kultivujeme v inkubatoru pfi 37 °C v atmosféfe s 5 % CO, po dobu 4 tydnl. Médium kazdy

3 den vyménime.
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9.8.2 SOP 4.2 - chondrogenni diferenciace KBZP/SHED in vitro
SOP 4.2 - CHONDROGENNI DIFERENCIACE KBZP/SHED IN VITRO

Chondrogenni diferenciace kmenovych bunék zubni pulpy je postup, pfi kterém se snazime

stimulovat KB k diferenciaci v chondrocyty.
DEFINICE ZAKLADNICH POJMU

Chondrogenni médium

50 ml 30 ml

94,96 ml | 47,48 ml | 28,48 ml

2 ml 1ml 0,6 ml

10 mg 5mg 3mg

15 pl 7,5 ul 4,5 ul

1,2 ml 0,6 ml 0,3 ml

1,9ml | 0,95ml | 0,57 ml

500l | 250w | 150l

100 pl 50 ul 30 ul

lug 0,5ug | 0,3 ug

50 pg 25pg 15 pg

Inaktivacni médiu

STERILNi INSTRUMENTARIUM: pipeta
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Latky potiebné k pasazovani:

PRACOVNIi POSTUP
Chondrogenni diferenciace ve sférach

1. Po dosaZeni 70% splyvavosti ve standardni kultivaéni nadobé, odsajeme kultivacni

médium a oplachneme kulturu PBS.

2. Bunky vystavime plsobeni enzymu trypsin-EDTA (tolik trypsin-EDTA, aby pokryl celé dno
kultivacni nadoby) po dobu 10 minut pfi 37 °C.

3. Trypsin-EDTA spole¢né s uvolnénymi kmenovymi burfikami odsajeme a vloZime do
centrifugacni zkumavky. Kultivaéni nadobu opldachneme 2ml PBS, PBS odsajeme a
smichame s obsahem centrifugacni zkumavky. Bunécnou suspenzi vzniklou smichanim

trypsin-EDTA a PBS inaktivujeme pomoci inaktivaéniho média v poméru 1:1.
4. Centrifugujeme - 2000 ot./ 1 min po dobu 5 min (600g).

5. Vzniklou peletu resuspendujeme ve 3 ml chondrogenniho média a preneseme do

kultivacni nadoby s nepfilnavym povrhem (napf. centrifugacni zkumavka).

6. Kultivujeme v inkubatoru pfi 37 °C v atmosféfe s5 % CO, po dobu 2 - 4 tydnl. Médium
kazdy 3. den opatrné vyménime, popf. pouze doplnime nové kultivaéni médium.

Zkumavku nezavirame!
Chondrogenni diferenciace v monolayeru

1. Po dosazieni 70% splyvavosti ve standardni kultivacni nadobé, odsajeme kultivaéni

médium, oplachneme kulturu PBS a prelijeme chondrogennim médiem

2. Kultivujeme v inkubatoru pfi 37 °C v atmosféfe s5 % CO, po dobu 2 - 4 tydnl. Médium

kazdy 3 den vyménime.
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9.8.3 SOP 4.3 - adipogenni diferenciace KBZP/SHED in vitro
SOP 4.3 — ADIPOGENNI DIFERENCIACE KBZP/SHED IN VITRO

Adipogenni diferenciace kmenovych bunék zubni pulpy je postup, pfi kterém se snaZime

stimulovat kmenové bunky k diferenciaci v adipocyty.
DEFINICE ZAKLADNICH POJMU

Adipogenni médiu

50 ml 30 ml

94,96 ml | 47,48 ml | 28,48 ml

2 ml 1ml 0,6 ml

50mM | 25mM | 15mM

100 uM | 50 um 30 uM

1mg 0,5mg | 0,3mg

STERILNI INSTRUMENTARIUM: pipeta

Latky potiebné k pasazovani:

PRACOVNi POSTUP

1. Po dosazeni 70% splyvavosti KBZP/SHED v kultivacni nadobé odsajeme kultiva¢ni médium,

2x oplachneme PBS.
2. Doplnime nové adipogenni médium, tak aby pokryvalo celé dno kultivaéni nadoby.

3. KB kultivujeme v inkubatoru pfi 37 °C v atmosféfe s5 % CO, po dobu 14 dnl. Médium

ménime kazdé 3 dny.
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