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Kmenové bunky zubni pulpy
Souhrn

Uvod: Tématem této disertacni prace je optimalizace izolace kmenovych buné&k zubni pulpy
stdlé dentice (KBZP) a standardizace kultivac¢nich podminek pro 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 a SHED a ovéfit schopnost téchto bunék diferencovat se vjiné bunécné linie
(osteogenni, chondrogenni a adipogenni).

Metoda: Byly porovnany tfi postupy izolace zubni pulpy a izolace KBZP z tkané zubni pulpy.
Porovnavali jsme kultivaéni média ve snaze snizit mnozstvi fetalniho teleciho séra (FCS) a tim
se pfriblizit podminkdm vhodnym k bunécné terapii. KBZP a SHED jsme charakterizovali
pomoci stanoveni zdkladnich biologickych vlastnosti (morfologie, viabilita, velikost bunék,
proliferacni aktivita) a jejich porovnani v rozdilnych kultivacnich médiich (10% FCS, 2% FCS,
2% FCS s 2% ITS). Byl studovan vliv média na fenotyp bunék a stabilitu karyotypu s ohledem
na genetickou stabilitu bunék v médiu po dosazeni Hayflickova limitu.

Vysledky: Jako optimalni postup izolace zubni pulpy se ukazala jeji exstirpace po
zpfistupnéni cavum pulpae pomoci Luerovych klesti. Jako standardni metodu izolace KBZP
z tkané zubni pulpy jsme zvolili plsobeni enzymatického koktejlu na rozstfihané tkani zubni
pulpy. Jako optimalni kultivacni médium se ukazalo médium obsahujici 2% FCS obohacené o
ITS suplement.

Zaveér: KBZP a SHED jsou vysoce prolifera¢né aktivnimi liniemi bunék, které jsme byli schopni
kultivovat pres HayflickGv limit. Z fenotypu se dd usuzovat, Ze KBZP nejsou pfibuzné
s hematopoetickou fadou, jsou mezenchymalniho plvodu a nesou znaky typické pro velmi
malo diferencované buriky. SHED jsou v porovnani s KBZP méné diferencované a vykazuji
zvySenou pozitivitu znaku CD 105, bézné exprimovaného endotelidlnimi bunkami.

Klicova slova: Kmenové buriky, zubni pulpa, stald dentice, docasna dentice, Hayflicklv limit,
izolace, kultivace



Dental pulp stem cells
Summary

Background: 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). Next aims were to characterize DPSC and SHED and prove their ability to proliferate
over Hayflick’s limit and differentiate into mature cells lines (osteoblasts, chondroblasts and
adipocytes).

Methods: In order to find the best protocols for isolation of dental pulp from tooth, we tried
three different approaches. During optimization of cultivation protocols 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.

Results: Our study demonstrated that the best protocol for the isolation of dental pulp from
tooth was to break the roots and extracted the pulp throw this newly created 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 and SHED over Hayflick’s limit and differentiate them into
osteoblasts and chondroblasts-like cells. Our 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 expressed any marker typical for hematopoietic cell line. SHED
in comparison with DPSC are more undifferentiated, show high positivity for CD 105, a
marker which is commonly expressed by endothelial progenitors.

Key word: Dental pulp, stem cells, exfoliated teeth, adult teeth, Hayflicks limit, isolation,
cultivation



Uvod do problematiky

Kmenové buriky (KB) se zakladaji ve vznikajicim organismu jako jedny z prvnich
bunécnych populaci. Zatimco béhem vyvoje organismu vytvéreji zaklad jednotlivych orgdnd,
v dospélosti slouzi k udrzeni homeostazy tkani a jejich reparaci v pfipadé poskozeni. Z tohoto
divodu jsou KB (1) obdafeny vyjimecnymi biologickymi vlastnostmi - schopnosti
asymetrického déleni (zamezuje vycerpani KB v organismu) (2) a schopnosti diferencovat ve
zralé bunécné elementy. Pred Skodlivymi vlivy prostfedi chrani KB nejen specifické
detoxikacni proteiny (3), ale také nizsi hladina reaktivnich molekul kysliku nez vykazuji buriky
somatické (4). KB disponuji schopnosti neomezené proliferace pfi sou¢asném zachovani
pavodni bunécéné linie.

Vlastnosti samotnych KB se béhem vyvoje organismu méni vlivem obmény jejich
mikroprostredi (5, 6) (embryonalni vs. adultni). V lidském organismu jsou pouze embryonalni
kmenové bunky (7, 8, 9) schopné diferencovat v jakoukoliv bunécnou linii (10). OvSsem tato
vlastnost s sebou nese zasadni problém v otazce histokompatibility bunék embrya s burikami
prijemce (11) a v neposledni fadé mnoho etickych a pravnich otdzek. Z téchto divod( se
vyzkum zaméfil na kmenové buriky izolované z tkani dospélého organismu (12, 13, 14, 15,
16, 17, 18), kdy s vyhodou muze byt pacient sam sobé darcem, coZ s sebou nese Siroké
spektrum pozitiv, a to od eliminace otazky histokompatibility aZz po moznost ziskat KB
z organismu kdykoliv v pfipadé potifeby. Mezi adultni KB patii i mezenchymové KB (MKB)
(19), které jsou schopny i pfes omezeny diferenciacni potencidl maturovat v Sirokou skalu
bunéénych typd (dle embryondainiho pavodu) (20). V Laboratofi tkariovych kultur Ustavu
histologie a embryologie LFUK HK se vénujeme izolaci a ex vivo expanzi MKB z kostni dfené a
zubni pulpy (ZP). Tématem vyzkumu, na jehoZ podkladé vznikla tato prace, se staly kmenové
bunky izolované ze zubni pulpy stalych (KBZP) a docasnych zubtl (SHED). Lidské KBZP byly
poprvé izolovany, kultivovany a obecné charakterizovany védeckym tymem Gronthos a spol.
v roce 2000 (21). Dalsi prace dokladaji schopnost sebeobnovy KBZP, diferenciace ve zralé
bunécné typy, regenerace mikroprostredi zubni pulpy a vysoky proliferacni potencial (22, 23,
24, 25, 26, 27). V roce 2003 Miura a spol. izolovali kmenové bunky také z lidskych
exfoliovanych zubl (SHED); béhem experimentl byly tyto burnky schopné po transplantaci
vytvofit vyznamné mnozstvi kosti in vivo (28). Diky témto pracim byla zubni dien uzndna jako
alternativni zdroj postnatalnich kmenovych bunék. Od té doby podléhaji KBZP a SHED
intenzivnimu védeckému vyzkumu (29).

Co je dlivodem tak velkého zajmu praveé o tyto bunky? DllezZité je si uvédomit, Ze linie
KBZP i SHED jsou izolovany z tkané, kterad je ziskana v ramci jiného |é¢ebného zakroku
(extrakce stalych i docasnych zubl probihd za aseptickych podminek v lokalni anestezii
nejCastéji z ortodontické indikace). Pacient/darce tedy nepodstupuje Zadny zakrok navic,
spiSe jde o vyuZiti tkané, ktera je za béznych okolnosti dekontaminovana a likvidovana jako
biologicky odpad. Linie SHED svyhodou izolujeme zfyziologicky odloucené tkané
exfoliovaného zubu, tedy bez jakéhokoliv poskozeni a bolesti.

Zubni pulpa je tedy dostupnym a bohatym zdrojem KB, ktery mize byt kdykoliv za
Zivota pacienta vyuzit (podminkou je pfitomnost neposkozenych vitalnich zubd v dutiné
ustni). Jinou moznosti, ato predevsim u SHED a KBZP izolovanych z retinovanych tretich
molar(, je kryokonzervace, ktera umozni skladovani téchto bunék (30) pro budouci mozné



vyuziti. Sama zubni pulpa predstavuje ohraniceny aod ostatnich tkani oddéleny
kompartment, ktery si uchoval stavbu typickou pro primitivni tkané (histologicka podobnost
s embryondlnim mezenchymem pupecniku. Domnivame se proto, Zze KB v ni obsazené by
mély vykazovat spiSe vlastnosti podobné embryondlnim KB.

Pro izolaci KBZP a SHED mohou byt vyuzZity retinované, nadpocetné (31) a exfoliované
zuby, dale vSechny zuby extrahované z ortodontické indikace, pokud nejsou zasazené kazem,
nebo mechanicky poskozené. Jako o dalSim zdroji se uvaZzuje o novorozeneckych zubech
(32). Nejcastéji vyuzivanymi zuby kizolaci se staly treti molary (33, 34, 35), které jsou
mnohdy jako intaktni extrahovany z mnoha pficin, at uz jako prevence stésnani ve frontalnim
Useku po prodélané ortodontické lécbé, usuraci druhého molaru, ¢astym zanétim dasni
v okoli korunky, ¢ineuralgiim a mnoha dalsim. Ztrata tretich molar v budoucnosti necini
pacientovi (darci) Zadné obtize.

Vyvoj zubu a zubni pulpy je z hlediska naseho vyzkumu velmi zajimavy proces. Zub se
zaklada z jednoho ektodermalniho a dvou mezenchymalnich zdroji. Ektoderm je list kryjici
povrch embrya, znéhoz vznikd organ skloviny. Na vyvoji zubu se dale podileji bunky
mezenchymové, derivované jednak z mezenchymu primitivni dutiny Ustni, jednak z neuralni
listy (tyto bunky béhem embryogeneze migruji z predniho mozku pod ektoderm primitivni
dutiny Ustni a tvoti zde tzv. ektomezenchym, ze kterého vznika ¢ast zubni pulpy). U KB zubni
pulpy (36, 37, 38, 39) byly objeveny i neuralni markery, coz v ptipadé, Ze tyto burnky budeme
schopni vyuzit terapeuticky, skyta i rozsadhlé spektrum klinickych aplikaci v léché
neurodegenerativnich onemocnéni jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,
nebo amyotrofickd laterdini skleréza (38). KB zubni pulpy mohou byt potencialné vyuZity pfi
|écbé chronickych onemocnéni srdce jako je chronické srdecni selhani (40), ischemické
choroby srdec¢ni (41), mozkové mrtvice (42) a pfi onemocnéni pohybového aparatu (43),
parodontopatie a v neposledni fadé k tvorbé zubu in vitro.

V soucasné dobé terapeutickému vyuziti kmenovych bunék brani pouziti xenogennich
suplementl pfi kultivaci. Klasickym prostfedim pro péstovani MKB je Dulbeccem
modifikované Eaglovo médium, ¢i Eaglovo minimalné esencialni médium v a modifikaci s 10-
20 % fetdlniho teleciho séra (FCS) (44). Ani DMEM, ani a-MEM nejsou t. ¢. schvaleny pro
klinické pouziti. Proto jsme se rozhodli soustiedit se také na snizeni obsahu FCS v kultivacnim
médiu a jeho nahrazeni jinymi suplementy.

Struktura zubu, diky unikatni kombinaci vlastnosti skloviny a dentinu, zajistuje jeho
pevnost a jistou miru pruznosti. | pfes tyto vlastnosti je zubni tkan ¢asto poskozena, at uz
plUsobenim sily (trauma), nebo chronickym plsobenim zplodin bakteridlniho metabolismu.
Zubni tkan nemda moznost se v pripadé poskozeni sama reparovat. Jednou z pficin je
pfitomnost ameloblastl pouze pred erupci zubu do dutiny Ustni. Druhym dlvodem je
schopnost odontoblastl 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 Ustroiji, ale i estetiku a kvalitu pacientova Zivota sdruZzenou s oralnim zdravim.

Zubni lékarstvi v soucasné dobé resi tyto problémy pomoci autologni transplantace,
pouzitim kovovych implantat(, popripadé pomoci protetické lécby. Zub vytvoreny pomoci
KBZP/SHED v in vitro podminkach je velmi slibnou metodou na celkovou rekonstrukci
pacientovy dentice bez pouZiti material(, které nejsou télu vlastni (45, 46). Jiz dnes se



v odborné literature objevuji studie, kdy KBZP byly vpraveny do opracovaného korenového
kanalku (47) a byla prokazana jejich afinita k dentinu. Dalsi studie poukazuje na schopnost
KBZP vytvofit dentine-pulp like complex (23).



Cile prace

Prestoze linie KBZP a SHED byly poprvé izolovany jiz v letech 2000 a 2003, jedna se
stdle o nedostatecné charakterizované linie kmenovych bunék. Srovnani vysledki
jednotlivych autorll znemozZnuje nejednotny postup izolace a kultivace. Proto jsme se
rozhodli vytvofit dlouhodobou studii zaméfenou na tuto problematiku. Cilem prace bylo
optimalizovat izolaci zubni pulpy zcavum pulpae, nasledné KBZP ze zubni pulpy
a standardizovat podminky jejich dlouhodobé kultivace. Abychom mohli zhodnotit vlastnosti
KBZP v jednotlivych médiich, stala se soucasti této prace také charakterizace a diferenciace
KBZP ve vybrané bunécné typy. Vysledky optimalizované na liniich KBZP byly uZity k izolaci a
kultivaci SHED. Pro vyhodnoceni vlivu optimalizovaného kultivacniho média na SHED byla
provedena také charakterizace SHED ve vybraném médiu a diferenciace v nékolik bunécnych
typl. Vzhledem k nedostate¢nému mnozstvi vhodnych darcl exfoliovanych zubl nemohly
byt nékteré experimenty s KBZP zopakovany pro SHED.

Prace si klade za cil odpovédét predevsim na tyto otdzky.
1. MUZeme rozsitit spektrum ddrcd KBZP?

2. Jaky postup izolace KBZP/SHED ze zubni pulpy zajisti maximalni Gspésnost pfiizolaci KB?

evvs

proliferacni aktivity a cytogenetické stability?

4. Jak ovliviuje testované médium vlastnosti, proliferacni aktivitu a schopnost diferenciace
bunék?

5. Je kultiva¢ni médium vybrané na liniich KBZP optimalni i pro SHED?
6. Jsou KBZP a SHED schopné diferencovat ve vyzralé bunécné elementy?
7. Jsou KBZP schopné neomezené proliferace?

8. Jaky je vliv ionizujiciho zareni na proliferacni aktivitu KBZP?



Material a metodika

Studie probihala na Ustavu histologie a embryologie Lékarské fakulty v Hradci Kralové
Univerzity Karlovy v Praze a na Stomatologické klinice Lékarské fakulty v Hradci Kralové
Univerzity Karlovy v Praze od fijna 2005 do cervna 2010. Po schvdéleni studie Etickou komisi
Fakultni nemocnice Hradec Kralové byl u kazdého pacienta zajistén informovany souhlas. Pfi
zarazeni do studie byla osobni data pacientll uchovana s plnou ochranou davérnosti podle
platnych zédkond CR.

Izolace zubni dfené z cavum pulpae

Izolaci ZP predchazi odbér intaktniho vitdlniho zubu a jeho transport do laboratore.
Odbérem rozumime extrakci zubu provadénou v lokalni anestezii v aseptickych podminkach.
Poté ndsledovalo oSetfeni extrahovaného zubu sterilni gdzou napusténou dezinfekénim
roztokem (Gutar) pro odstranéni zubniho mikrobidlniho povlaku. Pfi transportu byl zub
uloZen v uzaviené nadobé, zcela ponofen do transportniho média (HBSS transportni pufr -
Hank(v balancovany solny roztok s antibiotiky) pfi teploté 4 °C.

Izolaci ZP jsme provadéli vidy za prisné sterilnich podminek v laminarnim boxu. U
zubU s nedokonéenym vyvojem kofene jsme pronikly do dferiové dutiny pomoci pinzety pres
foramen apicale. V pfipadé, Ze jiz nebylo mozné exstirpovat ZP touto cestou, bylo potfeba
zubni kofen od korunky zubu oddélit a zpfistupnit dfefnovou dutinu se zubni pulpou. Pro tyto
zuby jsme zvolili tfi rzné pfistupy izolace: pomoci diamantového kotoucového brousku,
Battova vrtaku, nebo Luerovych klesti, abychom tak ziskali Siroce otevieny pristup do cavum
pulpae; ZP jsme pomoci ostré sondy uvolnili od dentinu a vyjmuli sterilni mikrochirurgickou
pinzetou.

Izolace KBZP a SHED ze zubni pulpy

Pro izolaci KBZP ze zubni pulpy byly vyuzity dvé metody — mechanicka a enzymaticka.
Pti izolaci KBZP bez vyuziti enzyma byla ZP vloZzena do homogenizatoru. K enzymatické izolaci
byl pouZit tento postup: rozstiihani ZP na &asti cca 1mm?, enzymatické $tépeni ZP po dobu
40-60 minut (dle velikosti ZP) pfi teploté 37,0 °C pUsobenim roztoku enzym( kolagenazy
(Sevapharma, CR) a dispazy (Invitrogen, USA) v PBS (Invitrogen, USA) a HBSS (Invitrogen,
USA). Tato metoda byla nasledné pouzita i pro izolaci SHED.

Kultiva¢ni podminky pro KBZP a SHED

KBZP a SHED byly kultivovany vinkubdatoru pfi 37 °C vatmosféfe s5 % CO,.
Primokultura KBZP/SHED byla standardné nasazena do kultivaénich nddob Cell” (Sarstedt,
USA), po 7-10 dnech byly KBZP/SHED presazeny kultivacnich nadob s oSetfenym povrchem
(TPP, Svycarsko nebo NUNC, Dénsko) v denzité 4500 bunék/lcmz. Dalsi pasazovani
provedeno pfi dosazeni 70% splyvavosti bunék. Ve snaze snizit mnozZstvi FCS a pfiblizit se tak
podminkam vhodnym pro kultivaci KB pro klinické aplikace, jsme zvolili tfi rGzna kultivacni
média (viz. Tab. 1). SHED byly kultivovany pouze vmédiu s 2 % FCS obohacené o ITS
suplement.



REAGENCIE 2% FCS |10 % FCS | 2 % FCS + ITS
ALFA MEM

(M RO GEN Ush) 94,96 ml | 86 ml 94,96 ml
FCS 1,94ml |9,7ml |1,94 ml
(PAA, USA) (2 %) (10 %) | (2 %)
KYSELINA L- ASKORBOVA | 1 ml 1 ml 1 ml
(SIGMA, USA) (10 mg) (10 mg) (10 mg)
GLUTAMIN

(INVITROGEN, USA) Loml 1 1,9ml 1,9 ml
PEN/STM

(INVITROGEN, USA) 0,6ml 10,6ml 10,6 ml
GEN

(INVITROGEN, USA) 0,5ml10,5ml 10,5 ml
DEXAMETAZON o ] -
(SIGMA, USA) H H
PDGF-BB

(PEPROTECH,USA) 10 ng/ml | - 10 ng/ml
EGF

(PEPROTECH, USA) 10 ng/ml | - 10 ng/ml
ITS

(SIGMA, USA) ; ) 10 pl/ml

Tab. 1: SloZeni kultivacniho média.

Charakterizace KBZP a SHED

U KBZP kultivovanych v jednotlivych mediich a u SHED jsme charakterizovali zakladni
biologické vlastnosti (morfologie, viabilita, velikost bunék, proliferacni aktivita), provedli
analyzu bunécného cyklu a fenotypu, zhodnotili CFU, PEf.

Velikost bunék, proliferacni aktivita a viabilita byly méfeny pomoci pfistroji Z2-
counter (Beckman Coulter, USA) a Vi-Cell analyzer (Beckman Coulter, USA).

Pro fenotypovou analyzu, provedenou na priitokovém cytometru Cell Lab Quanta
(Beckman Coulter, USA), byly KBZP/SHED inkubovdny po dobu 30 minut s primarnimi
protilatkami konjugovanymi s FITC, nebo PE. Procento pozitivnich bunék bylo stanoveno jako
procento s fluorescencni intenzitou vyssi nez 99,5 % negativni isotopové imunoglobulinové
kontroly.

Imunocytochemie byla pouZita k identifikaci cytoskeletdlnich proteind a
intracelularnich molekul. 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), anti-STRO-1 (STRO-
1, 1:4, DSHB, USA) anti-a-aktin, anti-B3.tubulin a anti-vimentin (V9, 1:40, Sigma, USA).

Dale jsme hodnotili colony forming units (CFU), plating efficiency (PEf), karyotyp a
opakované provadéli analyzu bunécného cyklu v pribéhu dlouhodobé kultivace.



Diferenciace KBZP a SHED

K ovéreni schopnosti diferenciace KBZP a SHED ve zralé bunécné elementy jsme
pouzili diferenciacni protokoly publikované jinymi autory. KBZP/SHED byly vystaveny
pUsobeni osteogenniho, chondrogenniho a adipogenniho diferenciacniho média po dosazni
70% splyvavosti. Bunky jsme diferencovali jak ve formé monolayeru (pfisedlé na dno
standardni kultivacni nadoby), tak i ve formé trojrozmérnych utvar(, tvz. sféroidd, vzniklych
spontanni sedimentaci (v nadobach s nepfilnavym povrchem).

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.

Vliv ionizujiciho zafeni na proliferacni aktivitu KBZP

KBZP kultivované v médiu s 2 % FCS byly vystaveny celkové davce 3,6 a 20 Gy. Pro
sledovani apoptdzy byl pouzit pratokovy cytometr Cell Lab Quanta (Beckman Coulter, USA).



Souhrn vysledk

Do studie bylo zarazeno celkem 70 zub( ziskanych od zdravych darcl po zajisténi
informovaném souhlasu (67 stalych a 3 docasné zuby). Vékovy prlmeér darca stalych zubl
byl 23,2 (12 - 31) let, ve skupiné prevladaly Zeny (63 %). Docasné zuby jsme ziskali od dvou
divek a jednoho chlapce ve véku od 8 do 9 let.

Pfi izolaci zubni pulpy ze zubU s nedokonfenym vyvojem kofene mél nami zvoleny
postup 80% Uspésnost. Optimalnim zplsobem izolace u zubl s dokonéenym vyvojem korene
se ukazala metoda za pouZiti Luerovych klesti a mechanického rozstipnuti korene
s uspésnosti 83 %.

Mechanickd metoda izolace KBZP ze zubni pulpy se ukazala jako naprosto
nevyhovujici (0% Uspésnost). Naopak s metodou enzymatického Stépeni v kombinaci
s predeslym rozstfihanim vzorku (které umoznilo zkratit nutnou dobu vystaveni tkané zubni
pulpy enzymatickému koktejlu) bylo izolovano v inicidlnim experimentu 10 linii KBZP z 10
vzork(, a proto byla zvolena jako standardni i pro izolaci SHED. Po nasazeni do kultivacni
nadoby pro primokultury 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 %).

Celkem jsme izolovali 16 linii KBZP pro kultivacni experimenty v jednotlivych médiich.
Cty¥i linie KBZP byly kultivovany v médiu s 2 % FCS a ¢tyfi linie v médiu s 10 % FCS, v médiu
s2 % FCS + ITS jsme kultivovali osm linii KBZP. Kultivace KBZP ve vSech trech kultivac¢nich
médiich probihala zastejnych podminek. V prlbéhu dlouhodobé kultivace ve vsech
testovanych médiich byly KBZP cytogeneticky stabilni a nevykazovaly Zadné znamky
spontanni diferenciace.

V kazdém médiu jsme hodnotili pocet populacni zdvojeni (tzv. population doubling -
PD), pramérny Cas potrebny ke zdvojeni populace (tzv. doubling time — DT), viabilitu v 9.
pasazi a distribuci priméra.

KBZP jsme expandovali pres 42 (2 % FCS), 51 (10 % FCS) a 60 (2 % FCS + ITS) PD.
Pramérny Cas potrebny ke zdvojeni populace byl 55,4 (2 % FSC), 42,6 (10 % FCS), 24,5 (2 %
FCS + ITS) hodin. Viabilita KBZP v 9. pasazi byla vice nez 90 % ve vSech sledovanych médiich.
Distribuce praméra byla v pribéhu kultivace stabilni. Dominantni populace méla v praméru
12,5 - 17,1 pm (2 % FCS), 12,2 — 16,6 pm (10 % FCS), 14,3 — 16,1 pum (2 % FCS + ITS). Je
zfejmé, ze KBZP kultivované v médiu obohaceném o ITS mély nejvyssi proliferacni aktivitu a
nejstabilnéjsi populacni DT. To je divodem, proc bylo zvoleno jako standardni kultivacni
médium pro SHED.

V porovndni s KBZP byly SHED spiSe okrouhlé, bez vybézk(. U linii SHED jsme
prokazali vice jak 45 PD. Primérny doubling time byl 41,2 hodin. Prlmérnd viabilita SHED
v pribéhu dlouhodobé kultivace byla 90,6 %. Dominantni populace mély 12,2-16,4 um.

Proliferacni aktivita SHED ve srovnani s KBZP kultivovanymi v médiu s 2 % FCS a ITS
byla nizsi. Tomuto odpovidalo i srovnani DT KBZP s SHED. SHED mély vyssi primérny DT
(60,8 hodin) ve srovnani s KBZP (24,5 hodin). 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. Priimér velikosti obou nasich testovanych
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linii kmenovych bunék byl srovnatelny (SHED 15,0 um a KBZP 15,2 um). Distribuce velikosti
SHED odpovida delSimu intervalu (12,2 az 16,4 L m) ve srovnani s KBZP (14,3 - 16,1 um).

Fenotypova analyza KBZP kultivovanych v médiu 2 % FCS ukazala vysokou pozitivitu
téchto bunék pro CD 29 (82,4 %), CD 44 (77,9 %), CD 90 (80,9 %) a HLA | (98,0 %). Zadny z
testovanych znakl 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 Il (0,44 %) byly negativni.
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 II
(0,1 %) byly negativni. Fenotypovd analyza KBZP kultivovanych v médiu s ITS suplementem
prokdazala 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 Il (0,0 %) byly negativni. Fenotypova
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 znak( CD 29 (67,0 %), CD 105 (49,1 %) a nizka 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 11 (0,4 %).

Imunocytochemie potvrdila vysokou pozitivitu KBZP pro markery mezenchymalnich
bunék STRO-1 a vimentin. Vimentin byl rovhomérné rozloZzen v bunécné cytoplazmé s vyssi
denzitou v oblasti jadra. Nestin tvofil sit tenkych filament, ktera byla rozloZzena v bunécné
cytoplazmé; vyssi signal byl zachycen v oblasti jadra. Dale jsme detekovali tyto markery MKB:
Sox-2, nucleostemin, CD 90 a CD 166. Silnéjsi jaderny a slabsi cytoplazmaticky signal byl
pozorovan pro Sox-2. Sox-2 je v burice pravdépodobné spojen s drsnym endoplazmatickym
retikulem lokalizovanym v oblasti jadra. Pozitivni signal pro nuclestimin byl zachycen uvnitf
jader bunék prochazejicich interfazi. CD 166 byl pozorovan na plazmatické membrané.
Prokazali jsme také pritomnost katalytické podjednotky telomerazy (hTERT) uvnitf jadra.
Imunocytochemie potvrdila vysokou pozitivitu SHED pro marker mezenchymalnich bunék
vimentin. Vimentin byl rovhomérné rozlozen v bunécné cytoplazmé. Signal pro nestin, tvofici
sit tenkych filament, byl zachycen perinukledrné. Déle jsme detekovali tyto markery:
neuralni marker B3 - tubulin a cytoskeletdlni marker a — aktin. Barveni pomoci DAPI
potvrdilo, Ze KBZP i SHED jsou monojaderné buriky, jejichz jadro je lokalizovano excentricky -
obvykle na druhé strané nez nejvétsi vybézek cytoplazmy.

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 mitdz bez znamek cytogenetické nestability. Predpokladame, zZe
tyto 3 cytogeneticky abnormalni mitézy jsou nasledkem dlouhodobé kultivace in vitro.

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.

KBZP a SHED kultivované v osteogennim médiu mély oproti standardnim KBZP
rozvinutéjsi cytoskelet a méné cytoplazmatickych vybézk(, do svého okoli produkovaly
extraceluldarni hmotu, ktera vytvarela itrojrozmérné utvary. Barvenim HE, toluidinovou
modfi, zelenym Massonovym trichromem a barvenim dle Ladewiga jsme prokazali
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pritomnost kolagenu typu |, prokolagenu a osteoidu v extracelularni matrix. KBZP a SHED
kultivované v chondrogennim spontanné agregovaly do sféroidd o velikosti cca 1 mm?>. Po
ukonceni kultivace byly bunky obarveny pomoci alcidanové modfi. | prfes vyuZiti silného
adipogenniho média jsme nebyli schopni prokazat hromadéni vakuol uvnitf bunék. KBZP i
SHED byly i nadale proliferacné aktivni, v adipocyty nediferencovaly.

Linie KBZP vykazovaly v pribéhu kultivace vyznamny pokles relativni délky telomer.
Vzhledem k nedostateénému mnozstvi vzorku z jednotlivych vékovych skupin jsme nebyli
schopni analyzovat vliv véku a pohlavi darce na délku telomer.

Gama zareni (3,6 a 20 Gy) nemélo vazny dopad na viabilitu KBZP, mélo vSak vyrazny
vliv na jejich proliferacni aktivitu. Celkovy pocet populacnich zdvojeni se zmensil v zavislosti
na davce zareni.
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Diskuze

Moderni stomatologie se neustadle snazi najit zplUsob, jak nahradit, nebo obnovit
poskozené zubni tkané.

V pripadé kariézniho procesu dochazi nejprve k destrukci skloviny. Sklovina vSak neni
po zaniku orgdnu skloviny schopnd regenerace, a tudiZ jiz v pocatecni fazi (pokud prevazi
demineralizace nad remineralizaénim procesem) poskozeni zubu kariéznim procesem
je nevratné. DalSim rozvojem kariézni léze dochazi k posSkozeni dentinu, ktery se v pribéhu
Zivota tvori pouze na rozhrani zubni pulpy a tvrdych zubnich tkani. Z téchto ddvod( je nutné
poskozené ¢asti tvrdych zubnich tkani nahradit pomoci vypliovych material( nebo, v pripadé
vétsSiho poskozeni, zhotovenim protetické priace. Obé moZnosti ale maji svoje indikacni
hranice a omezenou Zivotnost. | zubni pulpa, prestoZe se jedna o Zivou tkan, ma pouze velmi
malou regeneracni schopnost a jeji poskozeni vede velmi casto k nutnosti zhotoveni
kofenové vyplné s naslednou rekonstrukci poskozenych tvrdych zubnich tkani. Vyuziti
kmenovych bunék a tkanového inzenyrstvi v klinické stomatologii otevira zcela novy pohled
na lé¢ebné postupy pri obnové funkéni a estetické dentice. Nejhorsi variantou pro pacienta
je uplnd ztrata zubu. MozZnosti feSeni takového defektu v soucasné dobé je zavedeni
dentdlniho implantatu, nebo zhotoveni protetické prace nahrazujici chybéjici zub. MozZnost
vytvoreni “histokompatibilniho” zubu by pak byla idealnim zplsobem plné estetické i funkcni
obnovy (45).

U KBZP i SHED byla opakované prokazana schopnost neuro- (33), osteo- i
chondrogenni diferenciace, kterd spolecné se snadnou dostupnosti téchto MKB, umoznuje
uvazovat o KBZP a SHED nejen jako o vyhodném zdroji MKB pro |é¢bu degenerativnich
chorob, ndhradu tkani po traumatu, ale i pro mozné budouci aplikaci v bioinZzenyrstvi tkani a
organu in vitro.

Zubni dfen predstavuje pro tyto ucely nejlepsi zdroj kmenovych bunék, ktery je navic
striktné oddélen od ostatnich tkani, jehoz izolace neni (v porovnani sizolaci tkanové
specifickych KB napft. z kostni dfené) obtizna.

Vlastnosti KB jsou ovlivnény okolnim prostfedim. Histologicka struktura zubni pulpy
pfipomina embryonalni rosolovité vazivo podobné napf. vazivu pupecniku. Da se proto
predpokladat, Zze vlastnosti KB izolovanych ze zubni pulpy jsou unikatni, a to predevsim
s ohledem na podobnost s embryonalnimi kmenovymi burikami. Po extrakci zubu (v pfipadé
zubu exfoliovaného, po jeho odlouceni) je ZP s celym zubem zni¢ena jako biologicky odpad.
Tento materidl by tak mohl byt pouzit pfi autotransplantacich nebo obnové tkani
pacienta/darce/prijemce.

Pokud se zaméfime na moznost vypéstovat novy zub v laboratofi, 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 xenogenni suplementy; tato nutnost znemoznuje transplantovat kmenové buriky
zpét do lidského organizmu. Ztéchto didvodu jsme se vtéto praci zaméfili na izolaci a
charakterizaci KB izolovanych ze zubni pulpy docasnych i stalych zub( a ddle na sniZeni
obsahu xenogennich suplementu pfi kultivaci KB.

Na rozdil od ostatnich autor(, ktefi izolovali KBZP z germektomii (33), jsme se naucili
izolovat zubni dfen i ze zub( s dokonfenym vyvojem zubniho kofene. Béhem zpfistupnéni
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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 kofene pomoci Luerovych klesti a nasledna izolace ZP.
UZitim tohoto postupu doslo k vyraznému rozsifeni potencialni skupiny darcd zubni dfené.

BéZzny zpUsob izolace KBZP ze ZP uzivany v literature je enzymatickd disociace tkané
(6,17, 18, 21). Tento zpUsob se zda byt za soucasnych podminek optimalni.

Izolované KBZP jsme kultivovali ve tfech rdznych médiich s rlznym obsahem FCS
s, nebo bez ITS suplementu a porovnavali jsme jejich jednotlivé biologické vlastnosti. Na
rozdil od ostatnich autor(i jsme izolované KB kultivovali alespon pres 40 PD, ¢imZ jsme u
vétsiny linii presahli Hayflickiv limit. | po dosazeni tohoto limitu byly nami kultivované
kmenové bunky cytogeneticky stabilni a nevykazovaly Zadné znaky spontanni diferenciace
nebo degenerace. Doubling time KBZP a regresni analyza nekumulovanych populacnich
zdvojeni ukazala tésny vztah mezi poctem populacnich zdvojeni a postupné se snizujici
proliferacni aktivitou. Ve studii publikované You-Young Jo (48) byl porovnavan vliv slozeni
média na KBZP, periodontalni ligamenta a MKB izolované zkostni drfené. Vtomto
experimentu byla pouzitd média s 10 % FCS a s 20 % FCS obohacena o kyselinu L-askorbovou
v rtzné koncentraci. Dle této studie se jako idealni kultiva¢ni médium jevilo médium s 10 %
FCS a 100 pM L-askorbové kyseliny. Toto médium jsme pouZili jako referenéni i pro nas
experiment. Prokazali jsme, Ze dalsi snizeni obsahu FCS z 10 % na 2 % ma negativni vliv na
biologické vlastnosti, vede k vyraznému snizeni proliferacni aktivity a prodlouzeni doubling
time. Primérny doubling time dosahoval v médiu s 10 % FCS na 42,6 hodin, KBZP dosahly 52
populacnich 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
s2 % FCS obohatili o ITS suplement, doslo kvyraznému zvySeni proliferacni aktivity a
stabilizaci doubling time v pribéhu dlouhodobé kultivace. KBZP v médiu s 2 % FCS + ITS
suplementem dosahly 60 populacnich zdvojeni a to jiz v 17. pasazi. KBZP kultivované v médiu
s10% FCS v 17. pasazi dosahly pouze 48 populacnich zdvojeni. Priimérna velikost a
morfologie bunék nebyla ovlivnéna.

Fenotypovd 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). Negativita nebo nizka pozitivita pro marker CD 45 (antigen typicky
pro leukocyty, monocyty a T-lymfocyty) a negativita pro CD 34 (marker hematopoetickych
kmenovych bunék) nasvédcuje, 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 (49)
autofi uvadéji vice nez 10 % KBZP pozitivnich pro CD 34. KBZP kultivované v nasich
podminkach byly pro CD 34 negativni (0 - 2,3 %). Autofi vSak ve svém clanku nezminuji
presné slozeni kultivatniho média, avSak se da predpokladat, Ze jako ostatni autofi uzili pro
kultivaci KBZP médium s vy$Sim obsahem FCS neZ v nasi studii. Da se tedy usuzovat, Zze FCS
by mohlo zpUsobit narlst pozitivity CD 34. U KBZP byla také prokdzana nizka pozitivita pro
CD 117. Tento znak je pozitivni u prekurzorl neuralni liSty a je povaZovan za receptor pro
faktor kmenovych bunék I. Da se tudiz vyvozovat, Ze c¢ast populace KBZP je odvozena
z neuralni listy, coZ by potvrzovalo nasi teorii o dvou liniich KBZP uvnitf ZP samotné. Oproti
KBZP kultivovanych v médiu bez ITS, KBZP kultivované v médiu sITS vykazovaly nizsi
pozitivitu pro CD 44, CD 90 a HLA I. MoZinym vysvétlenim je vliv ITS suplementu, ktery
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udrzuje KBZP méné diferencované a potlacuje expresi mezenchymalnich marker( a HLA I.
Pro ovéreni této teorie ale musime vyrazné rozsifit testovany panel CD znak(. Exprese Sox-2
(pluripotent embryonic stem cell marker) potvrzuje nasi domnénku o blizkosti KBZP a ES.
Pozitivita pro nestin a nucleostimin poukazuje na odvozeni téchto KB z neuralni listy.

V experimentech s SHED kultivovanych v médiu s 2 % FCS a ITS jsme byli schopni
dosahnout 45 PD, pocitano od druhé pasaze. V primokulture KBZP jsme v praméru ziskali 50
adherujicich bunék po enzymatické disociaci. Odhadujeme, Ze od primokultury do prvniho
pasazovani SHED proliferovaly okolo 10 PD. Prolifera¢ni aktivita SHED ve srovnani s KBZP
kultivovanymi v médiu s 2 % FCS a ITS byla nizsi. Tomuto odpovidalo i srovnani DT KBZP
s SHED. SHED mély vyssi pramérny DT (60,8 hodin) ve srovnani s KBZP (24,5 hodin). 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.
Primeér velikosti obou nasich testovanych linii kmenovych bunék byl srovnatelny (SHED 15,0
Mm a KBZP 15,2 um).

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
markerd nebyla nalezena vyrazna zména pozitivity. Z téchto rozdild miZeme usuzovat, Ze
SHED jsou méné diferencované (vysoka pozitivita na CD 117 - receptor pro faktor kmenovych
bunék |, typicky pro pluripotentni burky) nez KBZP. V bunécné linii SHED by méla proto
existovat lepsi odezva na diferenciaci (CD 105 - slozka TGF receptoru). Exprese znaku CD 146
jeivdnesni dobé malo popsana a presny vyznam tohoto znaku zatim neni odhalen, nicméné
je spojovan s aktinem v cytoskeletu. Miura (28) nalezl pozitivitu SHED pro CD 146, zatimco
nase linie byly CD 146 negativni. Nicméné Miura a spol. neuvadi presné, kolik procent bunék
bylo CD 146 pozitivnich. Vzhledem k pouziti odliSnych kultivac¢nich médii neni mozné tento
rozdil uspokojivé wvysvétlit. Negativita CD 45 znacdi, Ze SHED nemaji pribuznost
k hematopoetickym bunkam. Tato domnénka je potvrzovana negativitou pro CD 34 a CD 18,
coz jsou dalsi typické markery pro bunky hematopoetické rady. Naopak SHED vykazuji
zvySenou pozitivitu pro CD 105, marker bézné exprimovany endotelidlnimi burikami. CD 105
byva Casto vyjadren v koexpresi s CD 133. SHED byly pro CD 133 negativni, coZz nemlzeme
jednoznacné wvysvétlit. Mimo jiné i tento fakt potvrzuje, Ze SHED jsou unikatni
nediferencovanou linii bunék. Ostatni nami uvedené CD znaky pro SHED nebyly dosud
v odborné literatufe 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 pomala proliferace SHED ve srovnani s KBZP.
Analyza bunécného cyklu ukazala, Zze 69,8 % SHED se nachazi v SG2 fazi bunécného cyklu,
naproti tomu v liniich KBZP bylo pouze 56 % bunék v SG2 fazi. Kromé toho byl bunécna linie
SHED vice exprimovan znak CD 71 (ktery Ize nalézt na proliferujicich bunkach) a CD 105. Tato
zjisténi odpovidaji predstavé, ktera priblizuje SHED vice primitivnim kmenovym burnkam nez
je tomu u KBZP, a tedy vyssimu proliferacnimu potencialu SHED. Domnivame se, Ze nase
kultivacni médium optimalizované pro KBZP neni zcela vhodné pro kultivaci SHED. B&éhem
dalsich experimentl se budeme snazit optimalizovat média pro péstovani SHED a pfipravit
Sirsi analyzu jejich fenotypu.
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KBZP/SHED v osteogennim médiu béhem 4 tydnl vytvorily drobné uzliky.
Histologické vysSetreni prokazalo, Ze tyto uzliky byly formovany burnkami podobnymi
osteoblastim a extraceluldrni matrix. Histochemicka 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 alcidnovou modfii) jsme prokazali pfitomnost kyselych sulfatovych
glykosaminoglykan, hlavni slozky extracelularni chrupavcité tkané.

KBZP/SHED kultivované v adipogennim médiu pokracovaly v proliferaci. | pres
opakovani tohoto experimentu jsme nepozorovali Zddné znamky adipogenni diferenciace.

Prokdzali jsme, Ze béhem dlouhodobé in vitro kultivace KBZP dochazi ke zkraceni
telomer, prestoze jsme pomoci imunocytochemie prokdazali pritomnost katalytické
podjednotky telomerdzy. Postupné zkraceni telomer v pribéhu dlouhodobé kultivace
koresponduje s nizsi proliferacni aktivitou KBZP v pozdéjsich pasazich. Otazkou zUstdva, zda
k tomu dochazi i in vivo, nebo je to dlsledek in vitro kultivace. BEhem in vitro kultivace jsou
buriky vystaveny kyslikovym radikalim v mnohem vét$i mife nez in vivo. ReSenim tohoto
problému by mohlo byt pridani protektivnich latek do kultivacniho média.

Béhem ozarovani somatickych bunék byla pozorovana tato kaskada reakci: aktivace
p53 u somatickych bunék vede k regulaci CDKN1 (gen koédujici p21) a k inhibici cyklin
dependentni kinazy CDK2 a CDK4, coz vede k zastaveni bunééného cyklu v G1/S fazi DNA
cyklu (ZX). Oproti tomu KBZP vystavené ionizujicimu zafeni zastavuji proliferaci v S/G2 fazi i
presto, Ze dochazi k aktivaci p53-p21 systému stejné jako u somatickych bunék. Typickou
odezvou somatickych bunék na velké poskozeni DNA zplsobené ionizujicim zarenim je
apoptdza. U KBZP i pfes ozareni 20 Gy nedoslo k vyraznému poklesu viability, ale k zastaveni
proliferace, ktera nebyla obnovena ani po 13 dnech po ozéareni. Misto apoptdzy KBZP jevily
spiSe znamky senescence (zvysena hladina p16 a B-galaktosidazy). Tento nalez se shoduje se
studii Serakinci et al. (50), v niz byl studovan vliv poskozeni DNA na MKB izolované z kostni
drené.
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Zavér

V pribéhu studie jsme ziskali celkem 4 premolary, 63 molar( a 3 doCasné zuby. Ve
skupinu darcl bylo i 47 tretich molar( s dokoncenym vyvojem korene. Pravé toto kriterium
by tyto zuby vyucovalo ze studii u ostatnich autor(. Z téchto sedmdesati zubl jsme Uspésné
izolovali 51 linii KBZP a 3 linie SHED.

Béhem studie jsme optimalizovali a standardizovali techniku odbéru zubni drené.
Jako idedlni metoda pro odbér zubni pulpy se nam jevi odstranéni zubnich koreni pomoci
Luerovych klesti, uvolnéni zubni pulpy od dentinu pomoci ostré sondy a jeji vyjmuti
mikrochirurgickou pinzetou. Hlavni vyhody této metody spatfujeme v moZnosti provadét
celou izolaci zubni pulpy vlaminarnim boxu za sterilnich podminek, eliminaci termického
poskozeni tkané ZP a v rozsireni skupiny darc(.

Pro izolaci SHED a KBZP ze zubni pulpy samotné se nejvice osvédcila modifikace
enzymatické disociace tkané zubni pulpy spocivajici v rozstfihani tkané ZP na castecky o
objemu cca 1l mm? pfed samotnou enzymatickou disociaci.

Testovali jsme celkem 3 kultivaéni média s rGznym obsahem fetalniho teleciho séra.
Ve snaze snizit mnozstvi FCS a nahradit ho jinym suplementem jsme testovali vliv ITS na
KBZP. Ukdzalo se, Zze 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
citovano. KBZP kultivované v médiu sITS suplementem vykazovaly v porovnani s KBZP
kultivovanymi v médiu s 10 %, nebo se 2 % FCS nizsi pozitivitu mezenchymalnich znaka (CD
29, CD 44, CD 90) a HLA I, 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 proliferacné aktivni (DT 24,5 h, dosazeno 60 PD), coZ bylo potvrzeno i analyzou
bunécného cyklu (vice nez 56 % bunék v SG2 fazi bunééného cyklu). Predominantni populace
KBZP a SHED méla 15,2 um resp. 15,0 um v prdméru. Fenotypovou analyzou povrchovych
znak(l KBZP a SHED jsme prokdzali jejich pfibuznost s tkdinémi mezenchymalniho plvodu a
odliSnost v zakladnich hematopoetickych znacich exprimovanych na KB z kostni drené.
Pomoci imunocytochemie jsme prokdzali pfitomnost markerii MKB (STRO-1 a nestinu) u
KBZP. Béhem in vitro kultivace nevykazovaly KBZP/SHED Zadné znamky spontanni
diferenciace. | po dosazeni Hayflickova limitu byly KBZP i SHED cytogeneticky stabilni.

Prokdzali jsme schopnost KBZP a SHEDV in vitro diferencovat v osteoblasty a
chondroblasty. | pfes vyuziti silného adipogenniho média se nam nepodafilo diferencovat
KBZP v adipocyty.

Pomoci imunocytochemické analyzy jsme prokdzali pfitomnost katalytické
podjednotky telomerazy v jadre KBZP, prestoze v pribéhu dlouhodobé kultivace dochazelo
ke zkracovani telomer. AvSak jsme dokazali schopnost KBZP (60 PD) a SHED (52 PD)
proliferovat pres Hayflickav limit (50 PD).

Prokazali jsme schopnost KBZP reparovat DNA v pripadé poskozeni malymi davkami
ionizujiciho zareni (2 Gy). Pfi vysSi davce doslo k zastaveni DNA cyklu v SG2 fazi. Takto
poskozené bunky vstoupily do senescence.
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Z jiz uvedenych dlvod( predstavuje zubni dren z exfoliovanych astalych zubl
alternativni a snadno dostupny zdroj pro ziskani tkanové specifickych kmenovych bunék.
Diky histokompatibilité téchto bunék s tkanémi pacienta/pfijemce potencidlné reprezentuji
budoucnost regenerativni mediciny.

SHED i KBZP jsou stabilni po opakované kryokonzervaci a mohou byt dlouhodobé
skladovany. Zubni dren ze stalych a z exfoliovanych docasnych zubl predstavuje snadno
dostupny zdroj tkané, ktery je navic po rutinni extrakci zubu likvidovan. Zubni drfen tak mlze
byt pouzita jako zdroj kmenovych bunék pro budouci vyzkum a pripadné klinické aplikace
bez etickych uskalich provazejicich kmenové burky izolované z jinych zdroja.
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