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Souhrn

Kyselina hyaluronova (KH) a kmenové bunky zubni dfené (KBZD) jsou aktualnimi
vyzkumnymi tématy a jejich kombinované pouziti v ramci tkanového inzenyrstvi je
nadéjnym smérem regenerativni mediciny. KBZD jsou mezenchymalni populaci
kmenovych bunék, které jsou ziskavany z mékkych tkani dfenoveé dutiny zubu. Jejich
vyhodami jsou snadna dostupnost, vysoka proliferacni aktivita a Siroky diferenciacni
potencial. KH je extracelularni biopolymer vyskytujici se napfic tkanémi lidského téla
vCetné zubni dfené a diky jeji biokompatibilité a biodegradabilité se jedna o vhodny
material pro tvorbu bunéénych nosi¢l. Degradaci vysokomolekularnich fetézctu (VM)
KH, které jsou v tkanich enzymaticky Stépeny, dochazi ke vzniku nizkomolekularnich
(NM) fragmentd KH. V porovnani s VM KH vykazuji NM frakce KH vyrazné odliné
bioaktivni vlastnosti. Z tohoto divodu je nutné posuzovat vliv KH na tkané a buriky

separatné pro jeji jednotlivé frakce.

V této praci jsou prezentovany vysledky dvou in vitro experimentd. Prvni z nich byl
zaméfen na vliv Sirokého spektra molekularnich hmotnosti KH (116 kDa, 540 kDa,
1500 kDa) na dvé linie KBZD. Tento pilotni experiment ovéfil zakladni predpoklad, Ze
bunky v prostfedi zvolenych molekul adheruiji, pfezivaiji, proliferuji, zachovavaji si svj
typicky fenotyp a udrzuji si schopnost diferencovat osteogennim a chondrogennim
smérem. Druhy experiment byl zaméfen na NM KH a jeji vliv byl testovan na 5 liniich
KBZD. Pouzity byly molekuly o velikosti fragmentt vznikajicich pfi in vivo degradaci
KH (800 Da, 1600 Da, 15 kDa). Po aplikaci KH do kultivacnich médii byla u
experimentalnich skupin zaznamenana akutni redukce proliferacni aktivity v porovnani
s kontrolni skupinou (p = 0,0033, p = 0,0033, p = 0,1416). Redukce byla omezena
pouze na pasaz, pfi které doslo k inicialnimu kontaktu bunék s NM KH, a nebyla
pozorovana v dalSich pasazich. Kumulovany pocet populacnich zdvojeni na konci
experimentu se statisticky vyznamné lisil (p = 0,015, p = 0,0143, p = 0,0864). KBZD
kultivované v médiich s NM KH byly statisticky vyznamné mensi v porovnani
s kontrolni skupinou (p = 0,0078, p = 0,0019, p = 0,0098). Relativni délka telomer byla
v porovnani s kontrolni skupinou u experimentalnich médii kratSi u 4 z 5 linii, statisticky
vyznamny rozdil byl zaznamenan u bunék kultivovanych v médiu s pfidavkem KH o
molekularni hmotnosti 800 Da (p = 0,0275, p = 0,1416, p = 0,0864). VSechny buriky si
udrzely vysokou expresi povrchovych znaku typickych pro KBZD (CD29, CD44, CD73,

CD90). V porovnani s kontrolou bylo u experimentalnich skupin zaznamenano



statisticky vyznamné snizeni exprese fenotypovych znaka (p < 0,05; CD29, CD34,
CD90, CD106, CD117, CD146, CD166). Burky si i po dlouhodobé kultivaci
v pfitomnosti NM KH udrzely znaky mezenchymalnich KB a naivni nediferencovany

fenotyp.

Prace dokumentuje vliv NM KH na KBZD in vitro. Vysledky ukazuji, ze NM KH ovlivhuje
jejich proliferaCni aktivitu, velikost, telomerazovou aktivitu a expresi fenotypovych
znakul. Zaveéry prace pfinaseji vyznamné poznatky o vlivu degradacnich produktt KH,

které je nutné zohlednit pfi dalSim vyvoji bunécnych nosic¢t z KH pro KBZD.



Summary

Hyaluronic acid (HA) and dental pulp stem cells (DPSCs) are attractive research topics
and their combined use in tissue engineering is a promising direction in regenerative
medicine. DPSCs are a mesenchymal population of stem cells that are obtained from
the soft tissues within the dental pulp cavity. Their advantages are easy availability,
high proliferative activity, and wide differentiation potential. HA is a natural extracellular
biopolymer occurring across human body tissues, including dental pulp. Due to its
biocompatibility and biodegradability, HA is a suitable scaffold materal. Degradation of
high molecular weight (HMW) HA chains, which are enzymatically cleaved in tissues,
results in low molecular weight (LMW) HA fragments. Compared to the HMW HA, LMW
HA exhibits markedly different bioactive properties. Thus, it is necessary to assess the

effect of HA on tissues and cells separately for its distinct fractions.

The results of two in vitro experiments are presented in this work. The first of them was
focused on the influence of a wide spectrum of HA (116 kDa, 540 kDa, 1500 kDa) on
two DPSC lines. This pilot experiment verified the basic assumption that cells in the
environment of selected molecules adhere, survive, proliferate, maintain their typical
phenotype and osteogenic and chondrogenic differentiation potential. The second
experiment was focused on LMW HA and its effect was tested on 5 DPSC lines.
Molecules of the particular sizes corresponding with in vivo degradative HA fragments
(800 Da, 1600 Da, 15 kDa) were used. After application of HA to the culture media, an
acute reduction in proliferative activity was observed in the experimental groups
compared to the control group (p = 0.0033, p = 0.0033, p = 0.1416). This reduction
was limited to the passage in which the cells were initially seeded in LMW HA enriched
media and was not observed in subsequent passages. At the end of the experiment,
statistically significant difference in the cumulative number of population doublings was
observed between the control group and experimental groups (p = 0.015, p = 0.0143,
p = 0.0864). Additionally, DPSCs cultured in media with LMW HA were statistically
significantly smaller compared to the control group (p =0.0078, p =0.0019, p = 0.0098).
The relative telomere length was shorter in experimental groups of 4 of 5 lines
compared to the control group. A statistically significant difference was detected in cells
cultured in medium with the addition of 800 Da HA (p = 0.0275, p =0.1416, p = 0.0864).
All cells maintained high expression of surface markers typical of DPSCs (CD29, CD44,
CD73, CD90). Compared to the control, a statistically significant reduction in the



expression of phenotypic markers was observed in the experimental groups (p < 0.05;
CD29, CD34, CD90, CD106, CD117, CD146, CD166). The cells retained the features
of mesenchymal stem cells and the naive undifferentiated phenotype even after long-

term cultivation in the presence of LMW HA.

This work provides data on the effect of HA on DPSCs in vitro with emphasis on LMW
HA. The results show that LMW HA affects their proliferative activity, size, telomerase
activity and expression of phenotypic traits. The work presents important findings about
the influence of HA degradation products, which must be taken into account in the
further development of HA scaffolds for DPSCs.



1 Uvod do problematiky

1.1 Kmenové burnky

Kmenové bunky (KB) jsou nediferencované eukaryotni bunétné elementy se
specifickymi vlastnostmi. Jsou schopny vysoké miry proliferace, kterou prekonavaji
Hayflickav limit, a diferenciace ve zralé bunécné typy. Déleni KB mlze byt symetrické
Ci asymetrické. Pfi symetrickém délené vznikaji z buriky matefské dvé buriky dcefiné,
které jsou identické. Tato forma se uplatiiuje pfi expanzi po¢tu KB ¢i pfi diferenciaci
KB do dvou bunék diferencovanych. Pfi asymetrickém déleni dochazi naopak ke
vzniku dcefinych bunék, které jsou rozdilné. Jedna dcefina burnka je kopii buriky
matefské, druha pak odlisna. Diky tomuto mechanismu je udrZzovan staly pocet KB [1].
Podle Sife diferenciacniho potencialu jsou KB déleny na totipotentni, pluripotentni,
multipotentni, oligopotentni a unipotentni (obr. 1) [2]. Prvné jmenované jsou nadany
schopnosti dat vzniku vSem bunécnym typum, a to jak burfikam embryonalnim, tak i
extraembryonalnim. Jedna se o zygotu vznikajici po splynuti vajicka a spermie a burky
moruly. Z téchto bunék vznika blastocysta jejiz vnitfni bunééna masa, embryoblast, je
nadana potencialem diferencovat do bunék vSech tfi zarodecnych listl — ektodermu,
mezodermu a entodermu. Buriky embryoblastu jsou proto oznaCovany jako
pluripotentni. Multipotentni KB jsou definovany jako bunétné elementy, jejichz
diferenciace je omezena jen na jeden zarodecny list. Pfikladem mohou byt
hematopoetické kmenoveé buriky, které davaji v procesu krvetvorby vzniku myeloidnim
a lymfoidnim progenitorim. Jako oligopotentni jsou pak oznacovany ty KB, jejichz
vyvoj je limitovan pouze na nékolik bunéénych typl, unipotentni KB pak pouze na
jeden bunécény typ. Dale rozliSujeme kmenové buriky embryonalni (EKB) a kmenove
buriky adultni (AKB). EKB jsou pluripotentnimi KB, které jsou izolovany z vnitini
bunééné masy embrya ve stadiu blastocysty [2]. Diferenciacni potencial téchto bunék
je Siroky, nebot jako pluripotentni KB mohou diferencovat v buriky vSech zarodecnych
listd. Nicméné jejich odbér, pfi kterém dochazi k zaniku embrya, a prace s nimi jsou
spojeny s fadou etickych, nabozenskych a politickych probléma [3]. AKB jsou
nediferencované bunky sidlici v tkanich a organech, kde zajistuji buné&nou obnovu, a
jako multipotentni jsou ve svém diferenciacnim potencialu omezeny na jeden ze ftfi

zarodecnych listl [4]. Zdrojem pak mohou byt napf. periferni krev, pupeénikova krev,



kostni dfen, tukova tkan, chrupavka, jatra, tkané parodontu, zubni dfen aj. [5-8]. Jelikoz
jsou AKB izolovany postnatalné, jsou snadnéji dostupné a jejich vyuziti neni
doprovazeno tolika etickymi kontroverzemi [3]. DalSi vyhodou AKB oproti EKB je jejich
nizsi tumorogenni a imunogenni potencial a jejich pouziti je tak povazovano za
biotechnologicky zménéné somatické bunky, které diky upravam nabyvaji vlastnosti
pluripotentnich KB. Mohou tak diferencovat do v8ech bunék téla, ale postradaji

schopnost diferencovat v bunky extraembryonalni, tedy napf. bunky placenty.

pluripotentni bb. multipotentni bb. ( oligo/unipotentni bb. \
s

¥ totipotentni bb.
- ®)
. Eeer %o

& T ‘ Q
(% embryoblast .

Obrazek 1. Potence bunék. Splynutim spermie a vajiCka vznikaji totipotentni zygota a
morula. Vnitrni bunééna masa blastocysty, embryoblast, obsahuje pluripotentni buriky,
které davaji vzniku zarodecnym listim. Ty obsahuji multipotentni buriky, jezZ diferencuji

v buriky oligo/unipotentni omezené ve své potenci na buriky prislusné tkané.

Mezi AKB patfi také KB, se vztahem k zubim. V anglické literatufe je pak pro burky
v této lokalizaci uzivan souhrnny termin ,dental-related stem cells® [10]. Toto oznaceni
zahrnuje KB ziskané z tkani zubu &i tkani kolem zubu, tj. dasné, parodontalnich vaz(,
zubniho vaku ¢&i papily. V pribéhu vyvoje téchto tkani dochazi k formovani horni a
dolni zubni liSty vznikajici z ektodermoveého epitelu primitivni ustni dutiny. Zubni lista
se déli do zubnich pupenu, které se zahlubuji do mezenchymu vyvijejicich se Celisti,
a dochazi k tvarovani tzv. zubnich poharkd pfechazejicich do tvaru zvonku a v organ
skloviny. Kondenzovany mezenchym a ektomezenchym dava vzniku zubni papile a
zubnimu vaku. Ektomezenchym zevni vrstvy zubni papily je podkladem pro vznik
odontoblastu, jejichz €innosti vznika dentin, naopak vnitfni ¢ast papily je zakladem
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zubni difené. Vnitini ¢ast dentalniho vaku obsahujici zejm. ektomezenchymalni bunky
diferencujici v cementoblasty, které produkuji zubni cement. Mezenchymalni bunky
zevni vrstvy dentalni vaku se vyviji ve fibroblasty periodoncia a v osteoblasty kosti
alveolarniho vybézku horni a dolni €elisti. Vyvoj zubu a jeho okoli je tak vysledkem
soucinnosti ektomezenchymu a mezechymu, jejichz bufky maji plvod v gangliové
listé, a ektodermu. Diky tomuto specifickému prostifedi nachazime v tkanich zubu a
jeho okoli hned nékolik specifickych populaci kmenovych bunék, jejichz nazvy jsou

odvozeny od mista jejich vyskytu (obr. 2). Jedna se o KB:

e zubniho zarodku (anglicky tooth germ progenitor cells, TGPCs) [11]

e zubni dfené natalniho zubu (anglicky natal dental pulp stem cells, nDPSCs) [12]

e zubni dfené doCasného zubu (anglicky stem cells from human exfoliated
deciduous teeth, SHEDs) [13]

e zubni dfené stalého zubu (KBZD, anglicky dental pulp stem cells, DPSCs) [14]

e zubniho vaku (anglicky dental follicle stem cells, DFSCs) [15]

e apikalni papily (anglicky stem cells from apical papilla, SCAP) [16]

e periodontalnich vazl (anglicky peridontal ligament stem cells, PDLSCs) [17]

e dasné (anglicky gingival mesenchymal stem cells, GMSCs) [18]

Tyto relativné nové definované skupiny KB, byly objeveny postupné béhem prvni
dekady tohoto stoleti. Jako prvni z nich byly popsany KBZD - Gronthos et al. v roce
2000, nasledovany byly charakterizaci KB zubni dfené doCasného zubu - Miura et al.
v roce 2003, periodontalnich vazl - Seo et al. v roce 2004, zubniho vaku - Morsczeck
et al. vroce 2005, apikalni papily - Sonoyama et al. v roce 2006, zubniho zarodku -
Ikeda et al. v roce 2008, gingivy - Zhang et al. v roce 2009 a zubni dfené natalnich
zubl - Karadz et al. v roce 2010 [11, 19-25]. Dnes se jedna o standardné vyuzivany

zdroj kmenovych bunék pro tkanové inzenyrstvi a regenerativni medicinu [26-30].



Obrazek 2. Lokalizace kmenovych bunék tkani zubu a jeho okoli. Kmenové buriky
zubni dfené staleho zubu (A), kmenové buriky dasné (B), kmenové buriky
periodontalnich vazu (C), kmenové buriky zubni dfené docasného zubu (D), kmenové

buriky apikalni papily (E).

1.1.1 Kmenové burky zubni drené

KBZD jsou nejdéle znamou linii KB z rodiny dental-related stem cells nachazejicich se
v zubu a jeho okoli. Jedna se o mezenchymalnich AKB, které jsou izolovany ze dfené
stalych zubU a jejichz puvod je odvozen z kranialni gangliové listy [31]. Jsou nadany
vysokou mirou proliferace a Sirokym diferenciaénim potencialem. In vitro byla
prokazana jejich schopnost diferencovat v odontoblasty, osteoblasty, chondroblasty,
adipocyty, myoblasty, epitelialni a neuralni buriky €i bufky produkujici insulin [32-36].
Dalsim znakem KBZD je schopnost dosahovat vysokych hodnot populaéniho zdvojeni,
kterym je prekonan Hayflickiv limit. Experimenty naseho pracovisté prokazaly
kapacitu pfekonavajici 60 populaénich zdvojeni, prace Alraies et al. uvadi dokonce 80
populaénich zdvojeni [37, 38]. Pfi kontaktu s pfilnavym povrchem KBZD na tento
pfisedaji a nabyvaji tvaru vietene s mnohocetnymi vybézky. Paklize jsou v prostiedi
volné, zaujimaji tvar koule o priméru 12-17 um [14] (obr. 3). Na svém povrchu pak
vystavuji typicky znaky (angl. cluster of differentiation, CD), CD29, CD44, CD73 a
CD90. Naopak exprese CD31, CD34 a CD45 je nizka Ci nulova [12, 14]. Jiz od prvni
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charakterizace vroce 2000 jsou
KBZD povazovany za heterogenni
skupinu s variabilnimi vlastnostmi @
[19]. Tato variabilita je pozorovana

jak mezi jednotlivymi liniemi od

raznych darcli, které vykazuji

odliSnosti v proliferacni  aktivité, l

velikosti bunék, proliferacni aktivité - 12-17 ym
nebo expresi nékterych ’
povrchovych znakul, tak i v ramci

subpopulaci v jedné linii [14, 19, 39-

44] Obrazek 3. Kmenové buriky zubni dfené —

tvar. Vretenovity tvar pfisedlé kmenoveé

Nizka diferenciace téchto bunék a buriky (A), kulovity tvar volné kmenové

jejich Siroky diferenciacni potencial buriky a jeji obvykla velikost (B).
muze byt dan jejich izolaci od

okolniho prostfedi a exogennich stimul(. Zubni dferi je mékkou tkani nachazejici se
v dfefiové dutiné a kofenovych kanalcich zubu. Tento vnitini prostor je od okoli
oddélen tvrdymi zubnimi tkanémi a jedinou komunikaci s vnéjSim prostfedim poskytuje
foramen physiologicum, jehoz Sife je 0,2-0,5 mm (obr. 4) [45]. Takto ohraniCeny
kompartment poskytuje i vyhodu pfi ziskavani KBZD. Vnitini prostor zubu je i po
extrakci neposkozen a vyjmuty zub, ktery je povazovan za biologicky odpad, je tak
mozno vyuzit pro izolaci KBZD. Oproti jinym metodam ziskavani mezenchymalnich KB,
u kterych je nutny ad hoc zasah do integrity téla, je KBZD mozZno ziskat jako vedlejsi
produkt zakroku, ktery byl primarné indikovan ze zcela jinych medicinskych ddvoda.
Zubni dfen je proto snadno dostupnym zdrojem KBZD a jejich zisk nepfedstavuje pro

pacienta zakrok nad ramec planovaného oSetreni.

1.2 Zubni dfen

Zubni dfen (pulpa dentis) je mékka tkan, ktera se nachazi v nitru zubu v prostoru
ohrani¢eném tvrdymi zubnimi tkanémi. RozliSovana je dfefi koronarni a radikularni.
Koronarni zubni dfen je ulozena v korunkové &asti zubu v dfefiové dutiné (cavum
pulpae) a smérem k okluzi &i incizi zubu vybiha v rohy dfefiové dutiny obsahujici rohy

zubni dfené (cornua pulpae). Radikularni zubni dfen je uloZena v kofenovych
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kanalcich (canales radicum dentis), jimiz je do dfefiové dutiny vedeno nervové a cévni

zasobeni, a to pfes foramen anatomicum a foramen physiologicum (obr. 4).

Obrazek 4. Zubni dferi a jeji lokalizace. Zubni dren v prostoru dferiové dutiny (A),
zubni dren v kofenovych kanalcich (B), do kterych mékké tkané vstupuji pfes foramen

physiologicum (C), foramen anatomicum (D).

Histologicky se jedna o rosolovité fidké vazivo obsahujici buriky a mezibunécnou
hmotu. Z bunék zde nachazime fibroblasty, bloudivé buriky (zejm. histocyty,
makrofagy, lymfocyty, dendritické bunky) ¢i KBZD, v zevni Casti se pak po obvodu
dfenové dutiny nachazeji odontoblasty. Mezibuné€na hmota obsahuje retikularni a
kolagenni vldkna a také nekolagenni proteiny — fibronektin, osteokalcin Ci
glykosaminoglykany jako jsou napf. chondroitin sulfat, heparan sulfat nebo kyselina

hyaluronova [46].

Funkce zubni dfené vychazi z jejiho obsahu. Odontoblasty jsou odpovédné za tvorbu
dentinu, senzitivni nervova zakonceni za Citi, cévy zajistuji hydrataci dentinu a vyZzivu
tkani zubu, KBZD predstavuji zasobu nediferencovanych KB a mohou diferencovat
napr. do odontoblastiim podobnych bunék. Mezibuné¢na hmota pak zajistuje bufkam

strukturalni podporu, napomaha latkové vymeéné a funkéné je ovliviuje.

Diky izolovanosti od okolnich tkani je zubni dfer stabilnim niché, ve kterém si KBZD

udrzuji svou nizkou diferencovanost. Komponenty zubni dfené jsou pfirozenou



soucasti prostiedi KBZD a |ze tak predpokladat, ze jejich kontakt s KBZD tyto buriky

vyrazné neovliviiuje.

1.3 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (KH) je nesulfatovany glykosaminoglykan, tedy
mukopolysacharid, tvofeny opakujicimi se disacharidovymi jednotkami. Kazda
jednotka je sloZzena z kyseliny D-glukuronové a N-acetylglukosaminu. Opakovanim
téchto jednotek vznikda polymer KH o rdznych molekularnich hmotnostech.
V organismech, kde se vyskytuje jak soucCast pojivovych, epitelialnich a nervovych
tkani, se pak vétsinou nachazi ve formé soli, obvykle soli sodné, nebot se KH v téchto
prostfedich vyskytuje jako anion. V takovém pfipadé je pfesné uZivat oznaceni
hyaluronat, napf. hyaluronat sodny, Ci obecné hyaluronan, avSak v praxi jsou tyto
pojmy Casto zaménovany. Zakladnimi funkcemi kyseliny hyaluronové v téle jsou
hydratace, lubrikace, vyplhovani mezibunéfnych prostor, jejich organizace a
poskytovani prostorové opory pro buriky a ostatni slozky mezibuné&éné hmoty [47].
Zaroven se jedna o bioaktivni molekulu, ktera funkéné ovliviiuje své okoli a jejiz

pusobeni je zavislé na molekularni hmotnosti [48].

1.3.1 Historie kyseliny hyaluronové

KH byla poprvé izolovana a popsana némeckym biochemikem Karlem Mayerem a jeho
asistentem Johnem Palmerem v roce 1934 na pudé Kolumbijské Univerzity v New
Yorku, NY, USA (obr. 5) [49]. V textu s nazvem ,The polysaccharide of the vitreous
humor“ publikovaném v Journal of Biological Chemistry pojmenovavaji tuto latku
hyaluronova kyselina. Oznadeni ma plavod v feckém hyaloeidés, které v piekladu
znamena sklenéné ¢&i transparentni, a koncovka -uronic odkazuje na Kkyselinu
uronovou. Byt o prvenstvi v izolaci a popisu KH Mayerem et al. neni sporu, je vhodné
zminit, ze prvni ¢lanek zminujici ,novy polysacharid izolovany z corpus vitreum® je text
»,Mucins and mucinoids® Phoebuse Aarona Levenena z roku 1918 publikovany v také
v Journal of Biological Chemistry [50]. Levenen v laboratofich Rockefellerova institutu
pro lékafsky vyzkum v New Yorku, NY, USA objevil v o¢nim sklivci a pupeénikové krvi
~,mucoitin-sulfurovou kyselinu“ slozenou z glukosaminu, glukuronové kyseliny a
sulfonovych iontu. Z dne$niho pohledu je ziejmé, ze se jednalo o KH, ktera byla

extrahovana spolu se sulfatovanymi glykosaminoglykany.



Nékteré prace uvadi informaci, Ze nejstarsSi zaznam o KH je publikovan v roce 1880
francouzskym chemikem Portesem. Pro tuto kusou informaci jsem vSak ve stavajici
literatufe nenalezl zadné fadné zdroje, nebot autofi recentnich publikaci se pfi tomto
tvrzeni odkazuji na jiné recentni autory. Po dukladné redersi literarnich anald jsem

nalezl Clanek publikovany cCasopisem Journal de I'anatomie et de la physiologie

v Pafizi vroce 1880. Text snazvem
,Etude du corps vitré* je psan ve
francouzském jazyce a autorem je H.
Beauregard [51]. Ten v textu své prace

vénujicimu se slozeni oc€niho sklivce

zminuje spolupraci s M.
Portesem, vedoucim lékarnikem
nemochice Lourcine v Pafizi (dnes
nemocnice Broca, Pafiz). Ztextu

vyplyva, Zze M. Portes analyzoval hovézi
sklivec, izoloval z néj mucinu podobnou
latku,

vlastnosti nez mucin jinych tkani, a jako

ktera ale vykazovala odlisné

pracovni nazev navrhl proto
.hyalomucin®. Vysledky svého badani
poskytl H. Beauregardovi. V textu je také

uvedeno, Ze prace na analyze této latky

stale pokracuji. DalSi informace o
nasledné praci M. Portese s
hyalomucinem jsem jiz v historické

literature nenalezl.

KH byla po svém pfedstaveni K.

THE POLYSACCHARIDE OF THE VITREQUS HUMOR
By KARL MEYER awp JOHN W. PALMER

(From the Biochemical Laboratory of the Depariment of Gphthalmology of the
College of Physicians and Surgeons, Columbia Univeraity, New Vark)

(Received for publication, Beptember 4, 1934)

Since the work of Mérner (1) the existence of a mucoid in the
vitreous humor has seemed well established. All subsequent
workers used his method of preparation: the precipitation of the
diluted native vitreous humor with dilute acetie acid. In his
recent book on the nature of the vitreous body (2), Duke-Elder
gives its concentration as 0.021 per cent, or about 30 per cent of
the total protein present. The only analysis we were able to find
on this mucoid is that of Mérner: N, 12.27 per cent; 5, 1.19 per
cent.

The stability of a typieal mueoid, as, for example, egg mueoid,
toward splitting into its polysaccharide and protein eomponents
is very remarkable. Thus Levene and Mori (3) state that the
epg white must be hydrolyzed on the steam bath with 10 times its
volume of 10 per eent barium hydroxide for 7 hours.

In an effort to prepare the supposed vitreous mucoid for other
studies, we obtained, by very gentle methods, a free polysaccharide
acid of high molecular weight, which is apparently in the vitreous
humeor in a salt-like combination. It appears to be a substance
unigue in higher animals, and may be best compared with some
of the specific polysaccharides of bacteria.

EXPERIMENTAL

Our starting material was the acetone precipitate of fresh cattle
vitreous humor. Lots of 100 eyes were brought from the abattoir
packed in ice; the vitreous humor was immediately removed,
strained through loose eotton gauze, and poured into 10 times its
volume of eold acetone with vigorous stirring. After standing
overnight in the ice box, it was filtered by suction, washed abun-
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Obrazek 5. The polysaccharide of the
vitreous humor - titulni strana prvni
publikace o

kyseliné  hyaluronové

v Casopise  Journal of Biological

Chemistry.

Mayerem v roce 1934 nasledné detekovana ve vétsiné tkani obratlovcu a v roce 1937
byla uvefejnéna prace pod vedeni Forresta Kendalla predstavuijici izolaci KH z kapsuly
bakterii rodu Streptococcus [52]. Tento objev byl zakladem k industrialni produkci KH
z mikroorganismu. Prvni zdokumentované Iékaiské vyuziti probéhlo béhem 2. svétové
valky v roce 1943. Sovétsky IékaF a védec ukrajinského puvodu Nikolay Fyodorovich

Gamaleya vyuzival extrakt z pupecnikové krve, jehoz hlavni sloZzkou byla KH,



k impregnaci obvazl ran. Gamaleya extrakt pojmenoval ,regeneracni faktor” a ten byl
nasledné oficialné schvalen k uzivani sovétskym ministerstvem zdravotnictvi [53].
V 50. letech 20. stoleti byly provedeny prvni experimenty s KH k lIéCbé odchlipeni
sitnice a koncem 60. let byla injek¢né podana KH pouzita k experimentalni léCbé
artritidy [53]. V roce 1964 byla publikovana J. C. Thonardem puasobicim na Fakulté
zubniho Iékafstvi Pittsburghské univerzity, PA, USA prace pfedstavujici izolaci KH pfi
fermentaci kultur Streptococci spp. [54]. Na pfelomu 70. a 80. let 20. stoleti byly
pfedstaveny a patentovany metody izolace Cisté KH z tkani, nejCastéji z kohoutich
hfebenu, vyvinuty tymem kolem Endreho Balazse, |ékafe madarského pUvodu
pusobiciho na New York City’s Columbia-Presbyterian Hospital, NY, USA a tento
proces otevrel cestu industrialni produkci KH pro medicinalni a kosmetické uziti [55,
56]. Koncem 70. let 20. stoleti byla vyvinuta a patentovana metoda vyroby Cisté KH

mikrobialni fermentaci za pouziti Streptococcus zooepidemicus [57].

1.3.2 Chemicka struktura kyseliny hyaluronové

KH je linearni polymerni molekulou sloZzenou z repetitivnich disacharidovych jednotek
se souhrnnym vzorcem (C14H21NO11)n. Chemicky nazev (2-acetamido-2-deoxy-D-
gluko)-D-glukuronoglykan pak odhaluje, ze se jedna o kyselinu D-glukuronovou a N-
acetylglukosamin spojené B-(1—4) a B-(1—3) glykosidovymi vazbami (obr. 6). Tato
disacharidova struktura je energeticky stabilni, nebot oba sacharidy v B-glukézové
konfiguraci stavi velké skupiny do prostorové vyhodnych ekvatorialnich poloh, kdezto
malé vodiky jsou vztyCeny osové [58]. Priblizna molekularni hmotnost kazdé repetice
je 400 Da a pocet jejich opakovani muze dosahovat az 25 000 [59]. Molekularni

hmotnost v téle se v zavislosti na lokalizaci pohybuje v rozmezi 5 000-20 000 000 Da.

KH je délena dle délky svého Fetézce na nizkomolekularni (NM) a vysokomolekularni
(VM), av8ak hranice téchto skupin nejsou oficialné definovany. V literature Ize proto
nalézt rizné mezni hodnoty pro toto déleni a néktefi autofi uvadéji i KH o stfedné
vysoké molekularni hmotnosti. Toto rozdéleni je teoretické a spiSe, nez aby bylo
definovano exaktnimi hodnotami, je na misté vnimat KH jako polymer vyskytujici se
v Sirokém rozmezi molekularnich hmotnosti, kdy mnohé jeji funkce souvisi s délkou
jejiho fetézce. Rozdéleni ma proto smysl, pokud odrazi rozdilné vlastnosti a funkce
jednotlivych frakci KH. Nejednotnost klasifikace KH vramci literatury je tak
pravdépodobné dana tim, na jaky fenomén se ktera prace zaméfuje. Kazdou klasifikaci
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je tak nutné vnimat v kontextu sledovaného fenoménu a s védomim, Ze ke zménam
vlastnosti a funkci KH nedochazi skokové po dosazeni urc€itych hodnot molekularni
hmotnosti, ale jedna se vétSinou o zménu pozvolnou. V literatufe byva hranice, od
které je KH povazovana za vysokomolekularni, obvykle v rozmezi 500-1000 kDa [48,
58, 60-62].

COOH
- COOH =
0, 0,
OH OH
CH,0H CH;0H
OH
a M " o ©
OH OH
H H
HNYC“J HYCHJ
0 0
CH,OH
COOH Fo OH
0
0
OH

Obrazek 6. Chemicka struktura kyseliny hyaluronové. (A) kyselina D-glukuronova a
N-acetylglukosamin, (B) monomer kyseliny hyaluronové, (C) polymer Kkyseliny

hyaluronové o (n+1) monomerech.

P¥i fyziologickém pH se z karboxylové skupinu kyseliny glukuronové odstépuje vodik
a kazda jednotka KH pak nese negativni naboj. Na tento hyaluronanovy polyanion se
vazi kationty z okoli (napf. Na*, K*, Ca?*) a vznikaji soli kyseliny hyaluronové. V téle je
tak KH pfitomna pravé v solné formé. KH je v nékterych tkanich, napf. v chrupavce,

soucasti agregatu s ostatnimi molekulami extracelularniho prostoru. Pomoci
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spojovacich proteinu jsou na KH vazany osové proteiny nesouci glykosaminoglykany,
napf. chondroitinsulfat ¢i keratansulfat, které spole¢né s proteinem tvofi
proteoglykanovou jednotku. Takto organizované makromolekuly pak vypliuji
extracelularni prostor (obr. 7).

Obrazek 7. Kyselina hyaluronovéa a proteoglykany. Osovy protein (A), kyselina
hyaluronova (B), spojovaci protein (C) a glykosaminoglykan (D).
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1.3.3 Syntéza a degradace kyseliny hyaluronové

KH je syntetizovana jako linearni polymer enzymem hyaluronan syntaza (HAS). HAS
je glykosiltransferaza, ktera zajiStuje polymeraci dvou UDP-cukernych prekurzord
jednotky KH a jeji funkci vznika fetézec stfidajicich se molekul kyseliny glukuronoveé a
N-acetyl-glukosaminu. Chemicky zapis reakce katalyzované HAS je znazornén

v rovnici 1 [63].
nUDP — GlcUA + nUDP — GlcNAc — 2nUDP + [GIcUA + GlcNAc],
Rovnice 1. Zapis reakce katalyzované hyaluronan syntazou.

HAS je membranovy enzym. Na rozdil od syntézy vétSiny glykosaminoglykanu, které
jsou tvoreny v Golgiho aparatu v intracelularnim prostoru, je proces geneze KH
lokalizovan na bunéné membrané. Vysledny produkt tak vznika vné od bunécné

membrany a je vydavan do extracelularniho prostoru.

Podle struktury HAS jsou rozeznavany dvé HAS skupiny. Skupina HAS | byla popsana
v nékterych virech (napf. chloroviry), bakteriich (streptokoky skupiny A a C) a
v obratlovcich. Jedna se o vicedoménovy integralni transmembranovy enzym a
syntéza UDP-prekurzorll probiha na redukujicim i neredukujicim konci vznikajiciho
fetézce [64]. V lidském téle jsou HAS skupiny | dale ¢lenény do izoforem HAS1, HAS2
a HAS3, které se liSi v regulaci své funkce a molekularni hmotnosti produkované KH
[64]. Skupina HAS Il byla identifikovana pouze v Pasteurella multocida, nepohyblivé,
gramnegativni a fakultativné anaerobni bakterii znamé jako puvodce pasteureléz.
Tento periferni (neintegralni) enzym sestava ze 2 domén a syntéza UDP-prekurzort
zde probiha pouze na neredukujicim konci [65]. Na rozdil od skupiny HAS |
nepotiebuje byt skupina HAS Il asociovana s fosfolipidy membrany, ¢ehoz je
vyuzivano v nebakterialni in vitro produkci KH (viz kapitola Produkce kyseliny
hyaluronové). Molekularni hmotnost KH produkované v lidském téle se ruzni podle

pfislusné tkané, jeji obvyklé rozmezi je mezi 1000 a 8000 kDa [66].

Degradace KH probiha dvéma odliSnymi mechanismy: specificka degradace za ucasti
enzymu Ci nespecificka degradace pusobenim stresu, napf. vlivem reaktivnich forem
kysliku (anglicky reactive oxygen species, ROS). Enzymy podilejici se na degradaci
KH jsou souhrnné nazyvany hyaluronidazy (HYALs) a patfi sem ruzné enzymy

specifické pro bakterie, hmyz, pijavice, korySe nebo obratlovce [67, 68]. Spoleénym

12



pusobenim specifickych a nespecifickych procestd je v lidském organismu
degradovano denné asi 5 g KH, coz predstavuje 1/3 jeji celkové vahy v téle 70 kg
jedince [67]. V téle Clovéka rozliSujeme 7 typl HYALs. Jedna se o endoglykosidazy,
které Stépi glykosidové vazby a optimalni aktivity dosahuji v kyselém pH [69]. Nejlépe
popsany jsou HYAL 1 a HYAL 2. HYAL 2 je lokalizovana na bun&tné membrané a
Stépi KH na fragmenty o pfiblizné velikosti 50 jednotek (~ 20 kDa), HYAL 1 $tépi KH
na tetrasacharidové fragmenty (~ 800 Da), které jsou vramci lysozom( dale

degradovany [70, 71].

Syntéza a degradace je za fyziologickych podminek udrZovana v rovnovaze [66].
Tento stav muze byt ale zménén pfi poruseni integrity tkané ¢i pfi tkanovém stresu
vyvolaném volnymi radikaly, teplotnimi, mechanickymi nebo enzymatickymi ataky [72].
Takové podminky vedou k akceleraci degradace KH, a tedy k zvySovani koncentrace
jejich NM frakci [73].

1.3.4 Produkce kyseliny hyaluronové

K industrialni produkci KH jsou vyuzivany 3 procesy: extrakce z tkani, mikrobialni
fermentace a in vitro nebakterialni produkce vyuzivajici izolovany enzym HAS. Kazda
metoda ma své vyhody a limitace, které jsou podminény mnozstvim produktu,
molekularni hmotnosti produktu, rozsahem molekularnich hmotnosti produktu a jeho

Cistotou.

1.3.4.1 Extrakce z tkani

Izolace z tkani je nejstarSi metodou vyroby KH. Metoda izolace a purifikace KH ve
farmaceutické kvalité byla poprvé popsana v roce 1979 tymem Endreho Balazse [56].
Zdrojem mohou byt témérF vSechny tkané obratlovcu, napf. hfeben kurud, pupecnikova
Snura, chrupavka, synovialni tekutina, o€ni sklivec, perikardialni tekutina &i rybi oci [74,
75]. V praxi se kvuli dostupnosti, vytéznosti a vysoké molekularni hmotnosti produktu
vyuzivaji nejCastéji kufi hfebeny (1,2 MDa), lidské pupecnikové Sndry (3,4 MDa),

hovézi o¢ni sklivec (1,7 MDa) a hovézi synovialni tekutina (14 MDa) [76].

Vyhodami této metody produkce je dostupnost vstupniho materialu, ktery byva jinak
povazovan za odpadni, a velmi vysoka molekularni hmotnost produktu. Nevyhodami
jsou pak nizka vytéznost, riziko kontaminace, slozita purifikace a variabilita molekularni

hmotnosti produktu [76]. KH se ve tkanich vyskytuje v nizkych koncentracich, je
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vétSinové vazana v proteoglykanovych komplexech a jeji molekularni hmotnost je
variabilni [77]. Chemické postupy vyuzivané k uvolnéni a €isténi KH, jez jsou nezbytné
pro eliminaci rizika kontaminace proteiny, nukleovymi kyselinami Ci viry, dale zvysuji
polydisperzitu molekularni hmotnosti produktu [78]. K té pak navic pfispiva i pfitomnost
v tkanich pfirozené vyskytujicich se HYALs. Sumarizovano v tabulce 1. Tento postup
vyroby je i dnes dulezitym zdrojem KH, avsak je stale vice nahrazovan bakterialni
produkci [65].

1.3.4.2 Bakterialni produkce

Produkce KH bakteriemi byla popsana jiz v roce 1937, izolace Cisté KH na zakladé
fermentace bakterialnich kultur byla popsana v roce 1964 a industrialni produkce touto
metodou zacala byt aplikovana koncem 70. let 20. stoleti [52, 54, 56]. K dalSimu
zvySeni produkce doslo diky genetickym upravam bakterii, které vedly napf. k eliminaci
produkce HYALs [79]. Vldbec prvni vyuzivané bakterie byly rodu Streptococcus
skupiny A, u kterych dosahovala vytéZnost 60-140 mg KH na litr buné¢né suspenze
[52]. Diky fermentacni metodé a pouZiti mutantniho kmene Streptococcus equi je dnes
mozné dosahnout koncentrace 6-7 g na litr bunécné suspenze [79]. DalSimi uzivanymi
mikroorganismy  jsou napf.  Streptococcus  zooepidemicus, Streptococcus
thermophilus, Pasteurella multocida, Enterococcus faecalis, Bacillus

subtilis, Agrobacterium sp. Ci Lactococcus lactis.

Vyhodami této metody je vysoka vytéznost, vysoka molekularni hmotnost, méné uprav
a uzsi rozhrani polydisperzity molekulové hmotnosti produktu v porovnani s metodou
tkanové extrakce [80]. Molekularni hmotnost bakterialné produkované KH je mozno
ovlivnit vyrobnimi podminkami — obsahem kultivaCniho média, jeho aeraci, michanim,
zpusobem fermentace Ci kontrolou pH a teploty [81-85]. Nevyhodou je riziko
kontaminace bakterialnimi proteiny ¢i nukleovymi kyselinami a u mutantnich kmenu je
takto vzniklou KH nutno povazovat za produkt geneticky modifikovanych organism

[76]. Sumarizace v tabulce 1.

Alternativou k bakterialni kultivaci mize byt péstovani sladkovodnich jednobunéénych

fas rodu Chlorella infikovanych chlorovirem, vytéznost je v8ak nizsi (0,5-1 g/l) [86, 87].

1.3.4.3 In vitro nebakterialni produkce
Tato metoda vyuziva in vitro enzymatickou syntézu KH katalyzovanou HAS. Do reakce
se zapojuji UDP-cukerné monomery KH, které davaiji de novo vzniku monomerim KH
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nebo se vazi na rizné dlouhé fetézce KH, jez figuruji jako akceptory. Chemicky zapis

reakce in vitro produkce KH katalyzované HAS je znazornén v rovnici 2.

nUDP — GlcUA + nUDP — GIlcNAc + z [GlcUA + GlcNAc],
- 2nUDP + [GIcUA + GlcNAc]yin

Rovnice 2. Chemicky zapis reakce in vitro produkce KH katalyzované HAS.

Integralni enzymy bunécné stény skupiny HAS | jsou lipid-dependentni a pro in vitro
produkci méné vhodné [65]. Skupina HAS Il izolovana z P. multocida je naopak jako
periferni protein k tomuto pouziti vhodna. Rekombinantni HAS z P. multicida (PmHAS)
produkovana E. coli je solubilni enzym, ktery katalyzuje genezi KH o molekularni
hmotnosti ~ 1-2 MDa a nizké polydisperzité [63, 88]. Molekularni hmotnost produktu
Ize kontrolovat pfidanim akceptornich polymerd KH, na jejichz koncich dochazi
k pfipojovani monomert KH. Stechiometricky kontrolovanou reakci je pak mozno

ziskavat NM KH o molekularni hmotnosti ~ 8 kDa.

Vyhodami této metody jsou Cistota produktu, ktery neni ohroZzen kontaminaci
bakterialnich nebo zivociSnych proteind a nukleovych kyselin, konstantni kvalita
produktu a moznost kontrolovat jeho molekularni velikost Ci polydisperzitu.
Nevyhodami jsou technicka a ekonomicka narocnost a potfeba dalSiho rozvoje této

technologie [76]. Sumarizovano v tabulce 1.

Metoda vyroby Vyhody Nevyhody
Jednoducha technologie Variabilita kvality produktu
Dostupny a levny substrat Polydisperzita produktu
Extrakce z tkani PFirodni produkt Riziko kontaminace proteiny, NK a viry
Produkt o velmi vysoké MH (az Nutnost vyrazné purifikace
do 20 MDa) Nizky vytézek
Vysoky vytézek Pouziti GMO
Bakterialni produkce Riziko kontaminace bakterialnimi

Produkt o vysoké MH (1-4 MDa) endotoxiny, proteiny, NK a tezkymi kovy

Kontrola MH produktu

In vitro nebakterialni Produkt o MH 0,55-2,5 MDa
produkce Bez rizika kontaminace

Konstantni kvalita produktu

Technologie ve vyvoji

Tabulka 1. Vyhody a nevyhody metod produkce kyseliny hyaluronové. Prevzato a
upraveno podle Boeriu et al. 2013 [76].
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1.3.5 Funkce kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronova je zastoupena témér ve vSech tkanich obratlovcld a dale
v pouzdrech nékterych bakterii [89]. Nevyskytuje se naopak v houbach, rostlinach a v
hmyzu [89]. V téle dospélého 70 kg Clovéka je pfitomno pfiblizné 15 g KH, ktera je
soustfedéna zejména do pericelularni zony a extracelularni matrix pojivovych tkani [67,
90]. Polovina KH lidského téla je v kizi a dale je hojné zastoupena i v o€nim sklivci,
synovialni tekutiné a pupecnikové Snufe. NejCastéji se KH v téle vyskytuje ve své
vysokomolekularni formé a jejimi zakladnimi funkcemi jsou hydratace, vyplfiovani
mezibunécného prostoru, lubrikace a vytvareni oporné struktury pro bunky a jejich

migraci [91].

Hydrata¢ni schopnost KH je dana jeji hygroskopickymi vlastnostmi. Diky funkénim
hydrofilnim skupinam vaze KH vodu, ktera zvysSuje tkanovy turgor, elasticitu a vypjatost
[47]. Vazanim vody a tvorbou solvatacniho obalu kolem molekul KH funguiji jeji fetézce
jako lubrikant. Tato vlastnost se uplatiiuje pfi separovani jednotlivych tkani a jejich
vrstev, zejména pak v mistech, kde dochazi k vyraznému otéru. Reologicky se KH
chova odliSné v zavislosti na jeji koncentraci v prostfedi a na délce jejiho fetézce. Od
koncentrace 0,1-1 mg/ml dochazi k vzajemnému zaplétani molekul KH (angl.
entanglement), jehoz vysledkem je trojrozmérna flexibilni sit [92]. K zaplétani dochazi
nejen mezi fetézci, ale i v ramci jednotlivych ¢asti jednoho fetézce. Koncentrace nutna
pro zaplétani molekul je udavana jako rozmezi, jelikoz se liSi v zavislosti na
molekularni hmotnosti KH. Obecné plati, ze ¢im vySsi je molekularni hmotnost, tim
niz§i koncentrace je tfeba k dosazeni vzajemného zaplétani fetézcl. Viskozita stoupa
spolu s koncentraci a délkou fetézce exponencialné. Pro pfiklad: KH s molekularni
hmotnosti 4,3 MDa obsahuje ~ 10 750 repetic disacharidovych jednotek, jeji celkova
délka je ~ 10,75 ym a viskozita presahuje 100 000 mPas [62, 93]. KH s molekularni
hmotnosti 1,1 MDa obsahuje ~ 2 750 repetic disacharidovych jednotek, jeji celkova
délka je ~ 2,75 ym a viskozita nedosahuje ani 1000 mPas [93]. Jednotlivé Casti
molekuly KH se v tkanich zaplétaji samy se sebou a zaroven i s jinymi molekulami
v okoli. Tyto ,propletence” zvySuiji viskozitu prostfedi a pfi koncentracich nad 1 mg/ml

mohou vést aZ k jeho zgelovaténi [92].

Dlouhé fetézce KH v se mezibunéném prostoru vazi s proteoglykany, které jsou diky
KH organizované do Stétkovitych utvaru, a spolu s okolni kolagenovou matrix vytvari
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vysoce organizovanou sitovou strukturu (obr. 8). Tato sit’ slouzi jako opora pro pohyb

bunék a usnadnuje tak jejich migraci [91].
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Obrazek 8. Schéma sitové struktury kolagenu, kyseliny hyaluronové a proteoglykant
(B), retézce kyseliny hyaluronové (modrfe) s proteoglykany v prostfedi kolagenové

v extracelularnim prostoru kuiZze. Prufez kuze a podkoZi (A), kolagenova sit' v dermis
sité (Sede) (C).



Dale KH spolecné s vazanou vodou podporuje elasticitu tkani. Pfi tlaku na tkan
dochazi diky polymernim fetézclm a jimi vazané vodé k pfenosu tlakd do okoli. Voda
je vytlaCena do pfilehlych tkani a fetézce, které slouzi jako vyztuha extracelularni
matrix, jsou stlaCeny blize k sobé. Poté, co tlak ustane, vnitfni turgor a odpor mezi
stla¢enymi molekulami napomaha navratu tkané do puvodniho tvaru [91]. S vékem
dochazi v tkanich k poklesu obsahu KH, coz spolu s dalSimi faktory vede k snizeni
obsahu vody [94]. V kUzi tyto procesy vedou ke snizeni elasticity a pfispivaji k jejimu
vrasnéni (obr. 9) [95].

<

Obrazek 9. llustrativni schéma zmény zastoupeni kyseliny hyaluronové (modfe) v
kazi. KazZe bez vrasek s vy$§im obsahem kyseliny hyaluronové (A) a kuiZe s vraskami

S nizsim obsahem kyseliny hyaluronové (B).

Na podobném principu funguje proudéni tekutiny pfi stlacovani chrupavky. Voda, ktera
je v chrupavce vazana, tvofi vétsinu vahy hydratované chrupavky, a to 65-80 % [96].
Ta je vazana na kolagen, KH a proteoglykany a pfi tlaku dochazi k jejimu vytlaceni do
okoli. Kdyz tlak prestane pulsobit, je tekutina opét chrupavkou nasavana. Tento
mechanismus pfipodobriovany k houbé& nasavajici a vydavajici tekutinu dodava
chrupavce pruznost a zajistuje transport zivin a metabolitt [97]. V synovialni tekutiné

KH pini navic i ochrannou funkci kloubnich hlavic pfed tlakem. Pfi tlaku na kloubni

-

8



aparat dochazi k vytlaCovani a filtrovani synovialni tekutiny spolu s drobnymi
molekulami mimo prostor kloubni dutiny. Velké molekuly, jako je napf. VM KH, ale
zUstavaji a v dusledku snizeni obsahu tekutiny dochazi k narlstu jejich koncentrace
v tomto prostoru [98]. Vysledkem je zvySeni viskozity synovialni tekutiny a tvorba
geloveé substance, jez tlumi a rozprostira tlak mezi k sobé se pfiblizujicimi hlavicemi
kloubu [98].

KH hraje také duleZitou roli v procesu hojeni ran. Pfi poruSeni integrity tkdné v ni
dochazi k vyraznému narastu koncentrace VM KH, a to jak zvySenim syntézy, tak i
pfivodem z krevniho Fecisté [73]. Dlouhé fetézce KH se vazi na fibrinogen a pomahaji
zahajit vnéjsi systém koagulace [99]. Se zvysSujici se denzitou makrokmolekul KH se
zvysSuje i vazana tekutina v porusené tkani, coz se klinicky manifestuje jako otok [70].
HustSi sit KH spolu s vy8Sim zavodnénim prostfedi vede ke vzniku porézni
trojrozmérné sité, ktera usnadnuje migraci bunék do mista poskozeni vcetné
chemotakticky atrahovanych bunék podilejicich se na rozvoji zanétlivé reakce [73, 91,
100]. BEhem dalSich fazi hojeni rany je KH Stépena a jeji jednotlivé frakce specificky
ovliviiuji zanétlivou reakci, vristani endotelii, organizovani granulaéni tkané di
reepitelizaci [47, 101-103]. Tkané s vysSSim zastoupenim KH, napf. u mladSich
organismdu, vykazuji rychlejsi hojeni a nizSi produkci jizevnaté tkané a tento fenomén
naznacuji, ze vtomto multifaktorialné podminéném fenoménu hraje dulezitou roli
pravé KH [105-107].

VM frakce KH, které jsou obvyklou formou KH ve vétSiné tkani, maji protizanétlivy a
protiangiogenni efekt. NM frakce maji naopak prozanétlivy a proangiogenni efekt [108-
113]. Rozdilna regulace zanétlivé odpovédi je dana odliSnou vazebnosti jednotlivych
frakci KH na receptory imunokompetentnich bunék, ve kterych NM KH indukuje
expresi prozanétlivych cytokinl. Napfiklad vazbou NM KH na CD44 makrofagu
dochazi k uvolnéni prozanétlivych cytokinu, tento proces ale neni aktivovan VM KH
[114]. Obdobné bylo prokazano, ze NM KH v monocytech indukuje kaskadu
nuklearniho faktoru kappa B, ale VM KH tento efekt nema [115]. DalSi vyzkumy
naznacuji, ze plUsobenim NM KH na makrofagy dochazi kjejich aktivaci a
fenotypovému posunu spojeného s aktivaci celé Skaly prozanétlivych genl, napf.
NOS2, TNF, IL12B, IGF1 & CD80, zvySenim sekrece oxidu dusnatého a
transformujiciho rastového faktoru a (TGF-a). VM KH ma na makrofagy zcela odlisSny
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vliv, jelikoZ vede k aktivaci ,pro-resolving“ gent, napf. ARG1, IL10, & MRC1, a zvySené
sekreci argininu [116]. Rozdilny vliv ma KH v zavislosti na molekularni hmotnosti i na
fagocytézu. VM KH fagocytdzu inhibuje, u NM KH tento efekt pozorovan nebyl [117,
118]. V eozinofilech pak NM KH zvySuje syntézu a sekreci transformujiciho ristového
faktoru B (TGF-B), kdezto u VM KH je tento efekt zanedbatelny [119].

Odlisny vliv jednotlivych frakci KH na angiogenezi byl popsan jiz v roce 1985, kdy byl
prokazan proangiogenni efekt NM fragmentd KH o velikosti 4-25 disacharidovych
jednotek [120]. DalSi vyzkumy prokazaly, Ze tento efekt je vyvolan pouze NM HK a VM
KH ma naopak antiangiogenni efekt [121, 122]. NM fragmenty KH podporuji mitogenni
aktivitu bunék a zvy3uiji tak jejich proliferaci [123, 124]. Tento efekt je pravdépodobné
vysledkem aktivace CD44 a RHAMM (Receptor for HA-Mediated Motility) receptoru
[101, 125].

Odlisny vliv frakci KH byl pozorovan i u adheze, proliferace a diferenciace ruznych typu
bunék. Nékdy je VM KH oznacovana jako antiproliferativni a antiadhezivni a NM KH
pfisuzuji opacné vlastnosti. Vzhledem k tomu, Ze k t€émto fenoménim existuje pouze
omezeny okruh literatury, je potfeba k jasné kategorizaci vlivu riznych molekularnich
hmotnosti KH dalSich vyzkumu. Zaroven je pravdépodobné, Ze tyto efekty jsou
omezeny pouze na nékteré typy bunék. U fibroblastim podobnych bunék bylo in vitro
prokazano, ze oligomery KH (NM KH) vyznamné zvySuiji jejich adhezi, a naopak VM
KH nema na adhezi téchto bunék vliv [109]. U mezenchymalnich KB kostni dfené bylo
prokazano, ze NM KH pfi in vitro kultivaci vyrazné zvysSuje jejich adhezi a proliferaci
v porovnani s VM KH. Ta, oproti NM HK, vedla v téchto bunkach ke zvySené indukci
markeru osteogenni diferenciace [126]. Osteoblasty v in vitro studiich vykazuji také
rozdilné vysledky — NM frakce KH zpulsobuje v porovnani s VM frakci KH snizeni

adheze a proliferace. VM frakce vede ke zvySeni osteogenni diferenciace [127].

Vztah KH a reaktivnich forem kysliku (angl. reactive oxygen species, ROS) je také
jednim z intenzivné studovanych témat s pfedpokladem odliSného vlivu riznych frakci
KH. VM KH se podili na regulaci ROS, kdy se pfednostné oxiduje a chrani tak okolni
tkané [128]. KH chrani okolni tkané&, nebot vychytava ¢ast ROS, ale dochazi tak k jeji
degradaci na mensi fragmenty s odliSnou funkci [128]. Tento proces probiha i za
fyziologickych podminek, ale vyrazné se akcentuje béhem zanétu, a dochazi tedy i
timto zpusobem k akceleraci stépeni KH [129, 130]. V kloubnich tkanich tak zanétem
indukované ROS meéni napf. sloZzeni synovialni tekutiny a jeji viskozitu, coz muze
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pfispivat k progresi primarniho onemocnéni. V in vitro podminkach bylo prokazano, ze
ochranna funkce pfed vlivem ROS na epitelidlni bufky hornich cest dychacich je
dominantni u VM KH. Tato funkce klesa spolu s klesajici molekularni hmotnosti a u
NM KH je miziva [131].

Bioactive .
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Obrazek 10. Grafika ilustrujici variabilitu bioaktivnich viastnosti kyseliny hyaluronové

v zavislosti na jeji molekularni hmotnosti. Obrazek pfevzat z Schmidt et al. 2021 [44].

Pfi studiu KH je dulezité nevnimat jeji funkce jako obecné platné pro vSechny
molekularni frakce. V zavislosti na délce fetézce se méni jak jeji fyzikalné chemické
vlastnosti, tak zejména ty biologické. Kazda frakce KH ma v lidském téle svou roli
pfi udrzovani homeostazy tkani a jejich pomér je fyziologicky regulovan. Je proto
nevhodné oznaCovat nékteré fragmenty a priori za nezadouci ¢i Skodlivé. Takovymi se
ale mohou stat ve chvili, kdy dojde k poruse regulacnich mechanismu. Tento pohled
na KH potvrzuje i zvySujici se poCet védeckych praci, které naznacuji, Zze naruseni
regulace syntézy, Stépeni a degradace KH uUzce souvisi Ci pfispiva k patologickym
procesim jako jsou napf. rozvoj nadorovych onemocnéni, jejich progrese,
metastazovani a rezistence k terapii, zanétliva onemocnéni kloubd, plic, jater, cév,
ledvin nebo idiopaticka zanétliva onemocnéni stfev [132-140]. Tento rozsah neni
jako na pouhy inertni ,vyplfiovy material® mezibunééné hmoty jiZ dnes neni platny a

KH je vnimana jako biologicky aktivni molekula s Sirokym spektrem pasobeni [141].
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Pfesny popis patologickych procest spojenych s KH v jednotlivych tkanich vSak stale

neni pIné objasnén a je pfedmétem obsahlého vyzkumu napfic obory.

1.3.6 Kyselina hyaluronova a tkanové inzenyrstvi

KH je pro své vlastnosti intenzivné studovana i jako material vhodny pro tkanoveé
inzenyrstvi. Diky svému pfirozenému vyskytu ve tkanich, biokompatibilité,
biodegradabilité, pIné resorbovatelnosti a pokrocilé technologii jeji vyroby a uprav je
povazovana za latku s Sirokou aplikovatelnosti [47, 142]. Jeji pouZziti se jevi zvlasté
vyhodné u tkani a bunék, v jejichz nativnim prostfedi se KH pfirozené vyskytuje, nebot
Ize pfedpokladat jejich mensi reaktivnost na tento material. KH muze byt produkovana
ve rlznych formach a tvarech, napf. prasku, variabilné sycenych roztocich, gelech o
rizné viskozité, pevnych poréznich &i solidnich prefabrikatl, a pokrocilé technologie
umoznuiji jiz i produkci KH ve formé& nanomaterialt [142-145]. Vlastnosti KH, jako jsou
hygroskopie a tvorba oporné sité podporujici migraci bunék, vytvari vhodné prostredi
pro kolonizaci nosice (scaffoldu) implantovanymi bufikami a konduktivnimi viastnostmi
je zaroven usnadnovano vrustani okolnich tkani do nosie [142, 146]. Vyuziti nosicl
z KH je Siroké a je testovano pro buriky z riznych tkani — chrupavky, kosti, rohovky,

periodoncia €i zubni difené [147-151].

Obecnym pozadavkem na nosiCe je jejich relativni stalost. Relativni proto, ze by mély
v misté aplikace vydrzet dostateCné dlouho, aby splnily uc€el aplikace, ale zaroven by
mely byt nasledné biodegradovatelné a nahraditelné novotvorfenou tkani [152, 153].
Degradacni proces je zavisly na proménnych podminkach mista aplikace a podle toho
je nutné nosi¢ upravit [154]. Nosie z KH mohou byt za timto ucelem modifikovany
chemickymi uUpravami jako jsou esterifikace, sitovani (crosslinking) ¢i oxidace.
Prakticky je vSak velmi obtizné dosahnout ,kontrolované degradace®, tedy takovych
kvalit nosi€u, aby jejich degradacni kinetika byla v rovnovaze s resorpci residui a
ristem novotvorené tkané [155]. Nadmérna degradace, ktera neni doprovazena
adekvatni tvorbou nové tkané, vede ke ztraté podpurnych funkci nosiCe a v pfipadé,
ze tvorba degradacnich produkti prekonava kapacitu tkané je odstranovat, dochazi
k jejich akumulaci. To mudze mit zasadni vliv na implantované buriky a na okolni tkan,
zejména pak, pokud jsou degradacni produkty biologicky aktivni [156, 157]. Vzhledem
k faktu, ze degradacéni produkty KH, tedy jeji fragmenty o nizSi molekularni hmotnosti,
jsou biologicky aktivni molekuly s vlastnostmi odliSnymi od VM KH, je nezbytné znat
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jejich vliv na buriky, které do nich budou implantovany, a na tkané&, do kterych budou

nosiCe aplikovany.

Biodegradable
wound with a scaffold and cells scaffold degradation
time
..... i
enzymes ‘;.:';"- different
o effect on cells

Obrazek 11. Grafika ilustrujici biodegradaci nosi¢e Kkyseliny hyaluronové v rané.
V ¢ase dochazi k enzymatické degradaci kyseliny hyaluronoveé, ktera je béhem tohoto
procesu Stépena za vzniku fragmentd s niZ8§i molekularni hmotnosti o jinych
bioaktivnich viastnostech. Obrazek prevzat z Schmidt et al. 2021 [44].

K tomu, abychom tyto informace ziskali, je v prvni fazi testovani mozné sledovat vliv
degradacnich produktl na cilené bunky v in vitro podminkach. U KH je vSak tento krok
spojen s technologickym problémem jeji kvality a Cistoty. K vyrobé& KH o velmi nizké Ci
zadné polydisperzité molekularni hmotnosti, tak aby byl produkt o pfesné definované
molekularni hmotnosti, je technologicky naroCny proces. Mnohé vyzkumné prace
uvadéji  molekularni  hmotnost  pouze  orientatné  (nizko/oligo/stiedné/
vysokomolekularni KH) ¢&i v rozmezi [111]. Nasledné vysledky mohou byt zavadéjici,
nebot KH s molekularni hmotnosti < 500 kDa mize byt formalné ozna¢ena za NM, ale
testovana molekula definovana v takto Sirokém rozmezi nemusi vykazovat bioaktivni
vlastnosti, které vykazuji produkty in vivo degradace KH vznikajici pisobenim HYALs.
Proto by k védeckym ucelim méla byt pouzivana KH o pfesné molekularni hmotnosti.
Zaroven je nutné zajistit, aby pouzivana KH byla ve farmaceutické Cistoté, nebot jinak
hrozi riziko kontaminace — u bakterialné produkované KH napf. kontaminace

endotoxiny, u KH ziskavané extrakci z tkani pak kolagenem, DNA €i peptidy [111, 141,
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158]. Pouziti jiné nez farmaceuticky Cisté KH maze vést ke zkresleni ¢i znehodnoceni

vysledku experimentu [111, 159].

1.3.7 Kyselina hyaluronova a kmenové buriky zubni difené

KH je jako souCast mezibunécné hmoty moznym materialem pro tvorbu bunécnych
nosi¢u. VM KH se vyskytuje i v zubni dfeni, kde je soucasti pfirozeného prostfedi
KBZD, které jsou s ni in vivo v kontaktu. Prostor dfefiové dutiny a kanalkd zubu, ve
kterych je zubni dfen ulozena, je od okoli izolovan tvrdymi zubnimi tkanémi a
predstavuje stabilni niché pro KB. Ty jsou chranény pred diferenciaCnimi stimuly
zokoli zubu a udrzuji si svlj nezraly fenotyp. Zubni dfen je tak atraktivnim
alternativnim zdrojem mezenchymalnich KB. Dulezitou vyhodou je jejich zplUsob
odbéru a snadna izolace. Zisk téchto bunék pro potfeby tkanového inzenyrstvi maze
navazovat na extrakce zubu, které byly indikovany k vyjmuti z medicinskych davodd,
napf. nepfiznivé ulozeni zubu, ortodontické davody aj. Zuby jsou nasledné likvidovany
jako biologicky odpad a odbér bunék tak nepfedstavuje pro pacienta Zadnou dalSi
zatéz nad ramec provadéného zakroku [160]. Tyto mezenchymalni KB jsou pro
tkanoveé inZenyrstvi a regenerativni medicinu vhodné, nebot’ maji Siroky diferenciacni
potencial, vysokou proliferacni aktivitu a vysokou schopnost sebeobnovy [161]. Jejich
schopnost diferencovat v riizné bunécné typy, jako jsou napf. odontoblasty,
osteoblasty, chondroblasty, myoblasty, adipocyty, bunky produkujici insulin i
endotelialni a neuralni bunky, je prfedurCuje pro aplikaci napfi¢ obory [32, 33, 36].
Graficka demonstrace hypotetického vyuziti nosiCe pro KBZD v zubnim |ékafFstvi

vyobrazena v obrazku 12.
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Obrazek 12. Schéma hypotetického vyuziti kmenovych bunék zubni difené
a tkariového inzenyrstvi v klinické aplikaci. Pred nebo po extrakci zubu dojde k izolaci
kmenovych bunék zubni dfené a inokulaci do nosi¢e (scaffoldu) z kyseliny
hyaluronové. Nosi¢ kolonizovany burikami bude néasledné implantovan do rany po

extrakci zubu za uc¢elem podpory hojeni rany.

Pouziti KH jako nosiCe pro KBZD vSak vyzaduje znalost vlivu KH na tyto bunky.
Vzhledem k bioaktivhim vlastnostem KH, které se méni v zavislosti na molekularni
hmotnosti, je potfeba posoudit, zda dochazi jejich pusobenim k ovlivnéni KBZD. Tuto
analyzu je tfeba provést v celém spektru molekularni hmotnosti KH, tedy pro jeji nativni
formy a fragmenty s dirazem na degradacni produkty vznikajici ptisobenim HYALs.

Analyzovat |ze velké mnozstvi ukazatell, které jsou vybirany podle sledovaného
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zameéru. Pro zakladni analyzu vlivu latky na bunky lze pouzit napf. nasledujici

parametry:

viabilita (Zzivotaschopnost bunék)
e proliferacni aktivita

e exprese fenotypovych znaku

e diferencia¢ni potencial

e telomerazova aktivita

Viabilita, neboli Zivotaschopnost bunék, je dulezitym faktorem reflektujicim cytotoxicky
ucinek prostfedi a schopnost bunék v takovém prostredi pfezivat. Pozadavkem na
materialy nosiCe je, aby negativné neovlivhovaly viabilitu bunék. U vlivu materialu
nosi¢e na proliferaci neni nezbytnym imperativem tuto vlastnost neovliviiovat, nebot
takovy vliv muze byt s vyhodou vyuzit k jejimu fizeni. Je ale nutné dopad materialu na
proliferaci bunék znat. Dale je dulezité sledovat, zda si buriky zachovavaiji jejich typické
povrchové znaky. U KBZD jde zejména o pozitivitu CD29, CD44, CD73 a CD90 a
naopak nizkou ¢i Zadnou expresi CD31, CD34 a CD45 [12, 14]. Zména v tomto spektru
odrazi zménu ve fenotypu bunék. Analyza fenotypovych znaki muze odhalit napf.
tendenci KBZD diferencovat ve zralejsi formy. Vliv nosiCe na diferenciaci nesenych
bunék je nutno vnimat v kontextu pouziti. V pfipadé urychleni diferenciace kyZzenym
smérem muze byt diferenciacni tlak pozitivni, ale tento efekt mize naopak limitovat
pouziti nosiCe v pfipadech, kdy je zamérem diferenciace bunék do jinych bunécnych
typl. Obecné je vhodné, aby byl efekt nosiCe na diferenciaci bunék co nejmensi,
neménil diferenciacni tlak endogennich vlivl a zejména aby diferenciaci nezamezoval.
Schopnost bunék diferencovat ve zralejSi bunécné typy je nezbytny pfedpoklad pro
aplikaci v tkannovém inzenyrstvi. Proto je dllezité ovéfit, zda vlivem materialu nosice
dochazi k omezeni & zménam této vlastnosti. Telomerazova aktivita reflektuje
replikacni vék bunék a pokud dochazi v prostfedi materialu k jejimu kraceni, lze

Vv v

i u KBZD [162].

Vzhledem Kk pfirozenému vyskytu nativni KH v zubni dfeni Ize pfedpokladat, ze
samotna pfitomnost KH o vysoké molekularni hmotnosti nebude mit na buriky zasadni
vliv [46]. K ovlivnéni muze ale dojit v zavislosti na jeji koncentraci. Takovou hypotézu

je nutné ovéfit, nebot’ dostupna literatura neposkytuje na toto téma dostatecné
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mnozstvi dat. S NM KH se KBZD dostavaji fyziologicky do styku velmi omezené
vramci metabolismu KH. Biodegradace nosi€ld z KH povede ale ke zvySeni
pritomnosti NM KH nad hodnoty obvyklé a je proto nutné zjistit, jaky dopad bude mit
tento stav na KBZD.

KH byla v nékolika studiich oznaCena za material netoxicky pro KBZD, ktery negativné
neovliviiuje jejich viabilitu, proliferacni aktivitu nebo diferenciacni potencial [163-165].
DalSi autofi popsali nékteré zmény v genové expresi KBZD vlivem KH a velmi
omezené mnozstvi praci se vénuje vlivu KH na expresi fenotypovych znakul [166-170].
Interpretace téchto studii stran vlivu KH na KBZD je vSak limitovana nékterymi z

nasledujicich faktoru:

e mnohé studie neberou v potaz, Ze bioaktivita KH je zavisla na jeji molekularni
hmotnosti, a proto poskytuji jen omezené Ci zadné informace ohledné
molekularni hmotnosti pouzité KH

e studie se vétsinové vénuji VM KH, pokud se vénuji NM HK, pak mimo spektrum
fragmentd, které vznikaji in vivo degradaci KH

e deklarace farmaceutické Cistoty chybi a neni deklarovana ani uvedenym
dodavatelem

e studie nejsou zaméreny pouze na vliv KH na KBZD, ale soucasti testovaného
prostifedi jsou i dalSi pfimési ovliviujici KBZD; tento stav neni dusledkem
chybné metodiky studii, ale jejich cilené zaméfeni na testovani zvolenych
materiall, jichz je KH soucasti

Z vySe uvedeného je patrné, Ze k relevantnimu zhodnoceni vlivu KH na KBZD je tfeba

provést experimenty, které nebudou zatiZzeny témito limitacemi.
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2 Cil

Cilem prace bylo zhodnotit vliv kyseliny hyaluronové na kmenové buriky izolované ze
zubni dfené stalych zubl s dlrazem na nizkomolekularni kyselinu hyaluronovou. Vliv
kyseliny hyaluronové byl analyzovan porovnanim viability, velikosti, proliferacni aktivity,
fenotypu, diferenciacniho potencialu a telomerazové aktivity kmenovych bunék zubni

drené.

28



3 Material a metodika

Izolaéni protokol a metodika experimentu v€etné zpracovani biologického materialu za
védeckym ucelem byly schvaleny Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové
(souhlasy €. j. 200612 SOIP, 201011 S14P, 201812 SO07P). Kazdy darce byl pred
vyjmutim zubu poucen o problematice vyzkumu, o vyuZiti jim poskytnutych tkani a o
obsahu informovaného souhlasu s vyuzitim KBZD pro vyzkumné ucely. V pfipadé
nezletilych darcu byli stimto seznameni jak darce, tak jeho zakonny zastupce.
Informovany souhlas s vyuzitim KBZD pro védecké ucely byl podepsan darcem Ci jeho
zakonnym zastupcem, paklize darcem byla nezletila osoba. V pfipadé kladného

souhlasu byla osobni data uschovana dle platnych zakond CR.

3.1 Kyselina hyaluronova

KH vyuzita pro ucely experimentd této prace byla zdarma poskytnuta firmou Contipro,
a. s. (Dolni Dobroug, Ceska republika). Molekularni hmotnost pouzité KH byla 800 Da,
1 600 Da, 15 000 Da, 116 000 Da, 540 000 Da a 1 500 000 Da. KH byla ziskana
z bunécnych stén bakterii druhu Streptococcus zooepidemicus a je certifikovana jako
material nezvifeciho a geneticky nemodifikovaného plvodu. Vyroba fragmentld KH
probéhla formou ¢asteéné enzymatické digesce VM KH. Po odstranéni enzymu byly
ziskany uniformni fragmenty KH pouzitim chromatografické izolace a frakcionace
(metoda iontové vyménné chromatografie). Farmaceuticka Cistota a velikost fragment(
byly ovéfeny vysokoucinnou kapalinovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii.
KH pouzita v této praci byla vyrobcem deklarovana jako rozpustna ve vodnych

roztocich.

Rozpusténi KH bylo provadéno 2 metodami — aplikaci KH do média zahfatého na
37 °C a nasledné tfepani a michani do plného rozpusténi, nebo aplikaci KH do média

0 4 °C a ponechanim pfi této teploté po dobu 24 hodin k samovolnému rozpusténi.

3.2 Kiritéria vybéru darcti kmenovych bunék

K experimentim byly pouzity pouze KBZD ziskané ze zubu darcd, jejichz vék byl v den

izolace < 26 let.
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3.3 Kiritéria vybéru zubt pro zisk kmenovych bunék

K experimentim byly pouzity pouze KBZD ziskané z vitalnich zubl bez postizeni
zubnim kazem a bez pfitomnosti pfedoperacni Ci peroperacni komplikované zlomeniny

tvrdych zubnich tkani.

3.4 Odbér zubu

Vyjmuti zubu bylo provedeno vzdy za lokalniho znecitlivéni injek¢ni aplikaci lokalniho
anestetika a za aseptickych podminek na oddéleni dentoalveolarni chirurgie
Stomatologické kliniky Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové a Fakultni
nemochice Hradec Kralové. Pro experiment byly pouZity pouze zuby, u kterych béhem
vyjmuti nedo$lo k naruseni integrity stén dfefiové dutiny a kofenovych kanalkd, nebot
u takovych stavu je vysoké riziko kontaminace zubni dfené oralni mikroflérou. Pro
minimalizaci rizika kontaminace byl povrch vyjmutého zubu mechanicky ocistén za
pouziti sterilni gazy a dale byl zub po 30 sekund dekontaminovan ponofenim do 0,2%
vodného roztoku cholorhexidin glukonatu. Nasledné byl zub vyjmut z roztoku a
ponofen do transportniho média, které bylo sloZzeno z aqua pro injectione (Bieffe
Medital, Grosotto, Italie) s 10 % Hankova balancovaného solného roztoku (HBSS;
Invitrogen, Waltham, MA, USA), 200 pg/ml gentamicinu (Invitrogen), 200 U/ml
penicillinu (Invitrogen), 200 pg/ml streptomycinu (Invitrogen) a 1,25 ug/ml amfotericinu
B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). V tomto roztoku a v uzaviené pfepravni
nadobé byl zub transportovan za stalé teploty 4 °C do laboratofe tkanovych kultur
Ustavu histologie a embryologie Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové
(dale jen tkanova laborator). Perioda mezi vyjmutim zubu a izolaci zubni dfené byla

< 4 hodiny. Vék a pohlavi darcu a popis zub(, jsou zaznamenany v tabulce 2.

Oznaceni Pohlavi | Vék Specifikace zubu
linie p1 muz 25 dolni treti molar
linie p2 muz 9 horni prvni premolar
linie 1 Zena 14 dolni treti molar
linie 2 Zena 15 dolni treti molar
linie 3 muz 13 horni druhy premolar
linie 4 Zena 18 dolni treti molar
linie 5 Zena 15 dolni treti molar

Tabulka 2. Linie kmenovych bunék zubni diené a popis darct a zubd, ze kterych byly

ziskany.
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3.5 lzolace zubni drené

Po transportu zubu v transportnim meédiu do laboratofe tkanovych kultur byl zevni
povrch transportni nadoby dezinfikovan a v8echny nasledujici kroky probéhly za
sterilnich podminek v laminarnim boxu. Zub byl vyjmut z transportniho média a vlozen
do sterilni Petriho misky, do které byl pfidan 1 ml Cerstvého transportniho média.
Izolace zubni dfené spocivala v jejim vyjmuti z dfefiové dutiny a kofenovych kanalku.
Kvuli morfologickym rozdildm byla tato metoda odliSna v zavislosti na stupni vyvoje
kofene zubu. U zubl s nedokonenym vyvojem kofenld bylo mozné provést izolaci
dfené pres Siroce oteviené foramen apicale. Za pouZiti sterilni ostré sondy, kterou bylo
vstupovano do kofenovych kanalkl a drefiové dutiny, byla oddélena zubni dfen od
tvrdych zubnich tkani a nasledné vyjmuta sterilni mikrochirurgickou pinzetou. Vyhodou
tohoto postupu byla vétsi Setrnost a mensi riziko mechanického ponieni zubni dfené.
Kritériem pro volbu tohoto postupu bylo dostateéné oteviené foamen apicale, a to
v priiméru alespori 2 mm. MenSi primér tento postup znemoznoval. U zubd, jejichz
prumér foramen apicale byl <2 mm, muselo byt pfistoupeno k izolaci dfené pomoci
separace korunky od kofenu v misté cementosklovinné hranice. K oddéleni byly
pouzity Luerovy klesté a misto lomu zpfistupnilo nitro kofenovych kanalkt a dfefiovou
dutinu. Nasledné byla dfefi vyjmuta z nitra zubu sterilni ostrou sondou a sterilni
mikropinzetou (obr. 13). Nevyhodou tohoto postupu byla omezena kontrola procesu
separace korunky od kofenl zubu, protoze bylo zapotfebi vyvinout velké sily s rizikem
mechanického poniCeni c¢asti zubni dfené. Ziskana tkan byla ponofena do
transportniho média v Petriho misce, aby nedochazelo k jejimu vysychani. Bez

prodleni bylo pfistoupeno k mobilizaci bunék.

3.6 Mobilizace a expanze bunék

Tkané zubni dfené, které byly ziskany izolaci z dfefiové dutiny a kofenu zubU, bylo
potfeba rozrusit, aby doSlo k uvolnéni KB ztkané. Proces je oznaCovan jako
mobilizace KB. Za timto ucelem bylo provedeno makromechanické, mikromechanické
a enzymatickeé rozruseni tkané. V prvnim kroku byla mékkotkanova masa rozstfihana
sterilnimi nGzkami na drobné fragmenty o pfiblizné velikosti 1 mm3. Tyto byly
pfeneseny do tkariového minihomogenizatoru (Radnoti, Covina, CA, USA) s obsahem

1 ml izotonického fosfatového pufrovacniho rozotoku (PBS; Invitrogen) (obr. 13).
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V ném byla tkan za mechanického mélnéni na principu hmozdife rozruSena za vzniku
homogenizatu. Poslednim krokem mobilizace je enzymatické Stépeni homogenizatu
zubni dfené, jehoz ucelem je chemické rozruSeni pojivovych a podpurnych tkani.
Homogenizat byl transportovan do centrifugacni zkumavky a pfidan 1 ml 0,05%
trypsinu (0,02 mM, Gibco, Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA), ktery dale
obsahuje i nasledujici aditiva: 0,03 mM dextrézy, 0,34 mM fosfore€nanu sodného, 0,35
mM  fenolové Cervené, 0,44 mM fosforeChanu draselného 0,48 mM
ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA), 4,17 mM bikarbonatu sodného, 5,33 mM
chloridu draselného, 37,93 mM chloridu sodného. Pro dosazZeni teplotniho optima
enzymu byla zkumavka ponofena do termalni vodni 1azné o teploté 37 °C, kde byla
bez dalSi manipulace ponechana po 10 minut. Ponor zkumavky nedosahoval jejiho
uzaveéru, aby se minimalizovalo riziko kontaminace. Enzymaticka faze mobilizace byla
ukoncena pfidanim 3 ml inaktivaniho média, slozeného z Eaglova minimalniho
esencialniho média v a modifikaci (a-MEM, Gibco) a fetalniho bovinniho séra (FBS,
PAA Laboratories, Darthmouth, MA, USA) o koncentraci 20 %. Timto krokem doslo
k inaktivaci trypsinu a ziskali jsme suspenzi mobilizovanych bunék. Cela centrifugacni
zkumavka prenesena do centrifugy, kde byly pevné Castice odstfedény pfi 2 000
otackach za minutu po dobu 5 minut. Odsatim tekuté faze obsahu zkumavky byla
ziskana samotna bunécna peleta. Vzhledem ktomu, Ze mobilizace probihala
rozruSenim celé tkané zubni dfené, vysledna peleta neobsahovala pouze KB, ale i jiné

bunécné typy a zbytky mezibunécné hmoty.

Nasledné byla peleta obsahujici bunéfnou smés s extracelularnimi hmotami
rozsuspendovana v 5 ml kultivaniho média a toto bylo pfepipetovano do sterilni
Petriho misky s adherentnim povrchem o ploSe 22,5 cm? (TPP, Sigma-Aldrich).
Kultivanhim médiem v ramci celé této prace je oznaCeno médium s nasledujicim
slozenim: modifikované médium pro postnatalni progenitorové mezenchymalni burnky
(a-MEM) s 1 % Insulin-Transferrin-Sodium-Selenium supplement (ITS; Invitrogen), 2 %
FBS, 2 % glutaminu (Invitrogen), 0,2 mM L-askorbové kyseliny (Bieffe Medital), 50 mM
dexametazonu (Bieffe Medital), 10 ng/ml rustového faktoru izolovaného z trombocytl
(PDGF, ,platelet derived growth factor; PeproTech, London, UK), 10 ng/ml
epidermalniho rastového faktoru (EGF, ,epidermal growth factor”; PeproTech), 10
pI/ml amfotericinu B, 20 pg/ml gentamicinu, 100 U/ml penicilinu a 2,5 ug/ml

amphotericinu (Sigma-Aldrich). Kultivaéni nadoba s rozsuspendovanou bunécnou
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peletou v 5 ml kultivacniho média byla inkubovana za 37 °C v atmosféfe 5 % COs2.
Kazdé 3 dny bylo kultivacni médium odsato, kultivaéni plocha omyta 2 ml PBS pro
odstranéni neadherujiciho obsahu, tj. zbytky mezibunécnych hmot a jiné bunécné typy
nez KB, a opét aplikovano 5 ml Cerstvého kultivaéniho média. Tento postup byl
opakovan do dosazeni 70% konfluence. Po jejim dosazeni bylo kultivacni médium
odsato, kultivaéni plocha omyta 2 ml PBS a bunky byly enzymaticky mobilizovany
0,05% trypsinem pfi 37 °C po dobu 7 minut. Vysledkem mobilizace byla bunééna
suspenze, tentokrat jiz pouze téch elementl, které v pribéhu expanzivni faze
adherovaly k povrchu nadoby a nebyly odstranény pfi pribézném vymyvani PBS, tedy
bunécna suspenze obsahovala pouze KBZD. Bunécna suspenze byla pfenesena do
centrifugacni zkumavky a centrifugaci pfi 2 000 otackach za minutu po dobu 5 minut
byla ziskana bunééna peleta (obr. 14). Po odsati supernatantu zbyla v centrifugacni
zkumavce peleta, ze které byly do nové Petriho misky s adherentnim povrchem
pfeneseny buriky v koncentraci 5000 bunék/cm? kultivaéniho povrchu. Kultivace
probihala za stejnych podminek jako v pfedchozim kroku a po expanzi KBZD do 70%

konfluence byly bunky kryokonzervovany.

Appendix: VySe popsané je platné pro linie 1-5. U linii p1 a p2 byly v protokolu
mobilizace pouzity k chemickému uvolnéni bunék z tkané zubni dfené misto trypsinu
enzymy kolagenaza typ | (3 mg/ml, Sevapharma, CR) a dispaza (4 mg/ml, Invitrogen,
USA) po dobu 50 minut pfi 37 °C. Pfi kultivaci téchto linii byly dale pouzity stejné
suplementy ve stejnych koncentracich, ale od jinych dodavatel(, a to L-askorbova
kyselina (Sigma, USA), glutamin (Gibco, UK), gentamicin (Ginco, UK), penicilin (Gibco,
UK), streptomycin (Gibco, UK), dexametazon (Sigma, USA). Rozdily byly dany

upravou metodiky a zménou dodavatelt materialu.
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Obrazek 13. Izolace a mechanicka mobilizace kmenovych bunék zubni dfené ze
zubni drfené extrahovaneho zubu. Extrahovany zub byl vyjmut z transportniho
média a pfenesen do Petriho misky (A). Dreriova dutina byla zpristupnéna
rozlomenim zubu pomoci Luerovych klesti (B). Zubni dieri byla z dreriové dutiny
pfenesena do Petriho misky, kde byla rozstfihana niZkami (C) a néasledné

rozmélnéna v tkariovém homogenizéatoru (D).
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Obrazek 14. Centrifugacni zkumavka s bunécnou peletou po centrifugaci. Kmenové

buriky zubni dfené jsou usazeny jako bledé Zluty sediment v hrotu zkumavky.
3.7 Kryokonzervace bunék

Vzhledem k nemoznosti ziskat linie KBZD od vSech darcu ve stejny ¢asovy okamzik,
bylo nutné bunky uchovat metodou kryokonzervace. Po expanzi byly bunky
mobilizovany, centrifugovany a peleta resuspendovana v 1 ml kultivaéniho média.
Nasledné byl spocitan bunéény pocet za pouziti Z2-Counter (Beckman Coulter, Miami,
FL) podle postupu uréenym vyrobcem. Z média s resuspendovanou peletou KBZD
bylo odméfeno do kryokonzervaéni zkumavky takového objemu, ktery obsahoval 1,5
x 108 bunék, k nému pfipipetovano kultivacni médium do celkového objemu 1 ml a
pfidan 1 ml kryokonzervaéniho média o teploté 4 °C. Kryokonzervaéni médium
obsahovalo 20 % dimethylsulfoxidu (DMSO) a 80 % FBS. Kryokonzervacni zkumavka
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s celkovym objemem 2 ml bunécné suspenze byla uzaviena a neprodlené zchlazena
na —20 °C. Po 90 minutach ulozeni v —20 °C byla zkumavka pfesunuta do mraziciho
boxu s teplotou -20 °C a transportovana do kryokonzervacniho centra Lékarské
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové (dale jen kryokonzervacni centrum), kde
byla uskladnéna v -80 °C. V téchto podminkach byly uchovany vSechny bunécné linie

az do zacatku kultivace v ramci jednotlivych experimentu.

3.8 Rozmrazeni bunék

Kryokonzervaéni zkumavky byly vyjmuty z -80 °C a pfeneseny v mrazicim boxu o
teploté -20 °C z kryokonzervacniho centra do tkanové laboratofe. Zde byly bunky
rozmrazeny v termalni lazni o 37 °C za stalé kontroly skupenstvi obsahu zkumavky.
Jakmile doSlo k rozmrazeni média, byl obsah zkumavky bez prodleni pfenesen do
centrifugacni zkumavky s obsahem 2 ml inaktivaéniho média. Kryokonzervacni
zkumavka byla dale vymyta 1 ml PBS a ten pfenesen také do centrifugacni zkumavky.
Centrifuga€ni zkumavka byla nasledné centrifugovana pfi 2 000 otaCkach za minutu
po 5 minut. Po odsani supernatantu zbyla peleta KBZD pfipravena k nasazeni do

kultivacni nadoby.

3.9 Kultivace bunék

Peleta KBZD ziskana po rozmrazeni bunék byla rozsuspendovana v 5 ml kultivaéniho
média a buriky byly kultivovany podle protokolu popsaném vysSe do dosazeni 70%
konfluence. Poté byly buriky dle protokolu popsaném vySe trypsinizovany,
centrifugovany, peleta rozsuspendovana v 1 ml kultivaéniho média a byl urcen
bunécny pocCet za pouziti pfistroje Z2-Counter podle postupu urenym vyrobcem.
Timto krokem jsme ziskali suspenzi bunék o znamém poctu, ktera byla pfipravena
k nasazeni do kultivacnich nadob. Vzhledem k tomu, Ze prezentovana data jsou
vysledkem dvou experimentl, budou nasledujic kroky popsany pro kazdy experiment

zvlast.

3.9.1 Pilotni experiment

Cilem pilotniho experimentu bylo analyzovat vliv KH na KBZD v Sirokém spektru

molekularnich hmotnosti — od NM po VM. Pro pilotni experiment byly zvoleny linie p1
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a p2. Bunky byly nasazeny do experimentalnich meédii v Petriho miskach
s adherentnim povrchem v koncentraci 5 000 buné&k/cm?. Experimentalni média se
liSila od standardniho kultivaéniho média pouze pfidavkem 0,1 % KH o rdznych
molekularnich hmotnostech, a to: Experimentalni pilotni médium 1 (Ep1) 116 kDa,
experimentalni pilotni médium 2 (Ep2) 540 kDa a experimentalni pilotni médium 3
(Ep3) 1 500 kDa. KH byla v kultivaénim médiu pIné rozpusténa. Pro kontrolni data byla
zvolena kultivace bunék ve standardnim kultivaénim médiu bez pfidavku KH (kontrola).
VSechny bunky byly kultivovany za stejnych kontrolovanych podminek popsanych
vySe po 5 pasazi, dokud nepfesahly Hayflick(v limit. Pro uc€ely prezentace dat byla
pasaz po rozmrazeni bunék oznacena jako pasaz 0 a pasaze v ramci experimentu byly
oznaceny jako pasaze 1-5. Graficky zaznam kultivaéniho schématu je pro ilustraci

vyobrazen v obr. 10.

3.9.2 Experiment s nizkomolekularni kyselinou hyaluronovou

Cilem tohoto experimentu bylo analyzovat vliv NM KH na KBZD v pfesné definovanych
molekularnich hmotnostech, které odpovidaji fragmentim vznikajicim pusobenim
HYALs. Pro tento experiment byly zvoleny linie 1-5. Bunky byly nasazeny do
experimentalnich médii v Petriho miskach s adherentnim povrchem v koncentraci
5 000 bunék/cm?. Experimentalni média se liSila od standardniho kultivaé¢niho média
pouze pfidavkem 100 pmol/l KH o rdznych molekularnich hmotnostech, a to:
Experimentalni médium 1 (E1) 800 Da, experimentalni médium 2 (E2) 1 600 Da a
experimentalni médium 3 (E3) 15 kDa. KH byla v kultivaénim médiu plné rozpusténa.
Pro kontrolni data byla zvolena kultivace bunék ve standardnim kultivaénim médiu bez
pridavku KH (kontrola). VSechny buriky byly kultivovany za stejnych kontrolovanych
podminek popsanych vySe po 6 pasazi, dokud nepfesahly Hayflickiv limit. Pro acely
prezentace dat byla pasaz po rozmrazeni bunék oznacena jako pasaz 0 a pasaze

v ramci experimentu byly oznaceny jako pasaze 1-6.
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Obrazek 15. Schéma kultivace linii p1 a p2 v ramci pilotniho experimentu. MH je

zkratkou pro molekularni hmotnost

3.10Charakterizace bunék

Bunéc&ny pocet a primér mobilizovanych bunék byly spocitany pristrojem Z2-Counter
v kazdé pasazi. Prolifera¢ni aktivita byla v kazdé pasazi vyjadiena jako populaéni

zdvojeni. K vypoctu populacniho zdvojeni byla pouzita rovnice 3.
PZ = log2(Nx/N1)

Rovnice 3. Vypocet populacniho zdvojeni (PZ). Nx reprezentuje celkovy pocet bunék
na konci pasaze, N1 reprezentuje inicialni pocet bunék, které byly nasazeny v pasazi

do kultivacni nadoby

Na konci kultivace byla stanovena viabilita bunék pouzitim pfistroje Vi-Cell analyzer
(Beckman Coulter) vyuZzivajicim kolorimetrickou metodou priniku trypanové modie
skrz bunéCnou membranu nevitalnich bunék. Postup probihal podle protokolu

dodavatele. Proliferaéni aktivita byla méfena v kazdé pasazi pro vSechny linie ve vSech
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kultivaCnich médiich. Pro fenotypovou analyzu povrchovych znakd bunék metodou
prutokové cytometrie byl pouzit pfistroj Cell Lab Quanta (Beckman Coulter). Za u€elem
analyzy povrchovych znaku byly buriky uvolnény od adherentniho povrchu kultivaéni
nadoby 0,05 % trypsinem a oznaCeny imunofluorescenénimi polyvalentnimi
protilatkami proti povrchovym CD znakim. Tyto protilatky byly konjugovany s
fykoerytrinem (PE) a fluorescein izothiokyanatem (FITC). Pro pilotni experiment byly
pouzity tyto protilatky: CD29 (BD Biosciences Pharmingen, Erembodegem, Belgie),
CD34 (Dako, Glostrup, Dansko), CD44 (BD Biosciences Pharmingen), CD45 (Dako),
CD71 (Dako), CD90 (BD Biosciences Pharmingen), HLA | (Dako), HLA Il (Dako). Pro
experiment s nizkomolekularni kyselinou hyaluronovou byly pouzity tyto protilatky:
CD29 (BioLegend, San Diego, CA, USA), CD31 (Invitrogen), CD34 (Invitrogen), CD44
(Invitrogen), CD45 (Invitrogen), CD49f (Invitrogen), CD73 (BD Biosciences), CD90
(Beckman Coulter), CD105 (Invitrogen), CD106 (BioLegend), CD117 (Chemicon,
Tokyo, Japan), CD133 (eBioscience, San Diego, CA, USA), CD146 (Beckman Coulter),
CD166 (Beckman Coulter), CD271 (BioLegend). V8echny analyzy byly provedeny

podle protokolu dodavatele.

3.11 Analyza relativni délky telomer bunék

Analyza relativni délky telomer byla provedena v 5. pasazi experimentu s
nizkomolekularni kyselinou hyaluronovou. Bunéfna masa, tj. sucha peleta, pro
analyzu byla ziskana nasledujicim zpusobem. Buriky v kultivaéni nadobé byly po
dosazeni 90% konfluence omyty 2 ml PBS, které bylo nasledné odsato. Dale bylo
aplikovano 5 ml PBS, bunky oddéleny od adherentniho povrchu kultivaéni nadoby
bunéfnou Skrabkou a preneseny v PBS do centrifugaéni zkumavky. V té byly
centrifugovany pfi 2 000 otackach za minutu po dobu 5 minut. Po odsani supernatantu
byla peleta pfesunuta v 1 ml PBS do zmrazovaci zkumavky a ta centrifugovana pfi
2 000 otackach za minutu po dobu 5 minut. Po odsani supernatantu byla zkumavka se
suchou bunécnou peletou neprodysné uzaviena a plné ponofena do tekutého dusiku
po dobu 5 minut. Nasledné byla vyjmuta, pfesunuta do mraziciho boxu s teplotou

-20 °C a transportovana do kryokonzervaéniho centra, kde byla uskladnéna v =80 °C.
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3.11.11zolace DNA

Pfed izolaci DNA byly zkumavky se suchymi peletami vyjmuty z —80 °C a ponechany
pfi pokojové teploté k pozvolnému rozmrazeni. Sucha peleta byla nasledné
resuspendovana v 200 ul PBS, do kterého bylo pfidano 20 ul proteinazy K (Qiagen,
Hilden, SRN) a 200 pl AL pufru (Qiagen), ktery obsahoval iontové a pufrovaci soli
k udrzovani optimalni osmolarity a pH. Obsah zkumavky byl promichan tfepackou a
poté bylo pfidano 200 pl absolutniho ethanolu. Po opétovném promichani byl obsah
zkumavky pfenesen do DNeasy mini spin zkumavek (Qiagen), které byly zasazeny do
sbérnych zkumavek (Qiagen). Cela aparatura byla centrifugovana pfi 8 000 otackach
za minutu po dobu 1 minuty. Po odsani tekutiny bylo pfidano 500 ul AW1 pufru
(Qiagen) a smés centrifugovana pfi 8 000 otackach po dobu 1 minuty. Po odsani
tekutiny bylo pfidano 500 pl AW2 pufru (Qiagen) a smés centrifugovana pfi 20 000
otackach za minutu po dobu 3 minut. Po odsani tekutiny bylo na sbérnou membranu
aplikovano 200 pl AE pufru (Qiagen). Timto krokem doslo k uvolnéni DNA skrz
membranu, proces probihal za laboratornich podminek po dobu 1,5 minuty. Vytézek
byl ziskan centrifugaci pfi 8 000 otackach za minutu po dobu 1 minuty. Koncentrace a
kvalita vytéZku byla spektrofotometricky analyzovana pristrojem Nanodrop 1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

3.11.2 Kvantitativni polymerazova retézova reakce

Pro provedeni Kvantitativni polymerazové fetézové reakce (QPCR) byla zvolena 96
jamkova deska. Naloz jamky v celkovém objemu 20 ul obsahovala 20 ng DNA, 200
nM dopfedného primeru telomery tel1b, 200 nM reverzniho primeru telomery tel2b
(Generi Biotech, Hradec Kralové, Ceska republika) a 1x SYBR Green master mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Jako single copy gen (referencni,
housekeeping gen) byl zvolen 36B4 (Generi Biotech) kodujici kysely ribozomalni
fosfoprotein PO. Sekvence primeru je uvedena v tabulce 3. Kazdy vzorek byl nalozen
v technickeé triplikaci pro eliminaci vlivu chybné naloze. Kvantitativni standardy DNA
byly odvozeny ze sériovych fedéni referenéniho vzorku DNA pfi konecnych
koncentracich 0,02, 0,2 a 2,0 ng/l. Termocyklizace byla provedena v pfistroji ABI 7500
HT Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Zvoleno bylo
nasledujici cyklizaéni schéma: 10 minut pfi 95 °C, 45 cyklu pfi 95 °C po dobu 15
sekund a 60 °C po dobu 1 minuty. Kontrola amplifikace byla provedena na disocia¢ni
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kfivce. Graficky vystup byl zpracovan programem ABI Prism 7500 SDS. Analyza

relativni délky telomer byla pocitana modifikaci Cawthonovy metody dle rovnice 4 [171].

I — Z—ACt

S
Rovnice 4. VVypocet relativni telomerové délky. T reprezentuje mnozstvi telomerové

DNA, S reprezentuje mnozstvi DNA single copy genu (v naSem pripadé 368B4), ACt

Je vypocitano jako Ctieiomera — Clsingle copy gen-

Oznaceni primeru sekvence
tellb(For) 5-CGG TTT GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT TGG
GTT-3'
tel2b(Rev) 5'-GGC TTG CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT-3'
36B4u(For) 5'-CAG CAA GTG GGA AGG TGT AAT CC-3'
36B4d(Rev) 5'-CCC ATT CTA TCA TCA ACG GGT ACA A-3’

Tabulka 3. Oznaceni a sekvence primeru.

3.12Diferenciace bunék

Schopnost KBZD diferencovat ve zralé bunécné typy i po kultivaci v prostfedi KH byla
verifikovdana na osteogennim a chondrogennim sméru (diferenciace v burky
produkujici kostni a chrupavcitou matrix). Diferenciace byla provedena za pouZiti

komerénich diferenciacnich sad a postupovano bylo dle instrukci dodavatele.

Pro prikaz chondrogenni diferenciace KBZD linie p1 a p2 vramci pilotniho
experimentu byly bunky kontrolni i experimentalnich skupin v zavéru experimentu
nechany narust do 100% konfluence a kultivovany v médiu o tomto slozeni: alfa-MEM
(Gibco, UK), dexametazon 0,02 % (Sigma, USA), kyselina askorbova 1 % (Sigma,
USA), penicilin/streptomycin 1,2 % (Gibco, UK), glutamin 1,9 % (Gibco, UK), 50 ng/ml
TGF-1 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Experimentalni média byla
obohacena o KH ve stejném poméru jako bylo popsano vySe. Takto byly bunky
kultivovany po 21 dni, médium bylo ménéno kazdé 3 dny. Nasledné byly bunky a jimi
vyprodukovana extracelularni matrix fixovany 4% formaldehydem, oddéleny od

adherentniho povrchu kultivaéni nadoby bunéénou Skrabkou a filtrovany pfes filtraéni
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papir. Pro maximalni vytéznost byl tento krok byl opakovan po pfidani 5 ml PBS do
kultivaCni nadoby. VytéZzeny material byl vlozen do kapsle a zpracovan
v odvodnovacim tkanovém automatu (autotechnikon; Leica, Wetzlar, SRN). V tomto
pfistroji byl material odvodnén ethanolem, acetonem a xylolem. Po dokonceni
odvodnovaciho procesu byl material oddélen od filtracniho papiru a zalit do bloku
parafinu. Po osazeni do mikrotomu byl blok krajen na fezy o tloustce 7 pum.
K demonstraci kyselych mukopolysacharidd, které se vyskytuji v chondrogenni matrix,

bylo pouZzito barveni alcianovou modfi pro histologické vySetfeni.

Pro prukaz osteogenni diferenciace KBZD linie p1 a p2 v ramci pilotniho experimentu
byly buriky kontrolni i experimentalnich skupin v zavéru experimentu nechany narust
do 100% konfluence a kultivovany v médiu o tomto slozZeni: alfa-MEM (Gibco, UK),
FBS 19 % (PAA, USA), kyselina askorbova 1 % (Sigma, USA), beta glycerolfosfat 2 %
(Sigma, USA), glutamin 1,9 % (Gibco, UK), penicilin/ streptomycin 1,2 % (Gibco, UK),
dexametazon 37 pl/l (Sigma, USA). Experimentalni média byla obohacena o KH ve
stejném poméru jako bylo popsano vySe. Takto byly bunky kultivovany po 21 dni,
médium bylo ménéno kazdi 3 dny. Nasledné byly buiky a jimi vyprodukovana
extracelularni matrix fixovany 4% formaldehydem, oddéleny od adherentniho povrchu
kultivacni nadoby bunécnou Skrabkou a filtrovany pres filtracni papir. Pro maximalni
vytéznost byl tento krok byl opakovan po pfidani 5 ml PBS do kultivaéni nadoby.
VytéZeny material byl vioZzen do kapsle a zpracovan v odvodriovacim tkarovém
automatu (autotechnikon; Leica, Wetzlar, SRN). V tomto pfistroji byl material
odvodnén ethanolem, acetonem a xylolem. Po dokonceni odvodriovaciho procesu byl
material oddélen od filtraCniho papiru a zalit do bloku parafinu. Po osazeni do
mikrotomu byl blok krajen na fezy o tloustce 7 pym. Kdemonstraci pfitomnosti
osteogenni matrix a kalciovych depozit bylo pouZzito barveni alizarinovou Cerveni pro

histologicke vySetreni.

3.13 Statisticka analyza dat

Pro statistickou analyzu neparametricky distribuovanych dat byl zvolen Friedmanuv
test a Dunniv post hoc test. Pro parametricky distribuovana data byla zvolena
jednofaktorova ANOVA a Fisheriv LSD post hoc test. Pro ureni sféricity dat byl
proveden Mauchlyho test. Statisticka vyznamnost byla stanovena jako p < 0,05 a

oznacena nasledovné: * p < 0,05, ** p < 0,005, *** p < 0,001. Pro statistické vypocty
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byly pouzity programy GraphPad Prism (verze 8.0.0 pro Windows, GraphPad Software,
San Diego, CA, USA) a IBM SPSS Statistics (IBM Corp, Released 2017. verze 25.0
pro Windows, Armonk, NY, USA).
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4 Vysledky

Projekt studujici vliv KH na KBZD byl rozdélen do nékolika etap a experimentu, z nichz
kazdy je zaméren na jiné molekularni hmotnosti KH. Jedna se o dlouhodoby projekt,
jehoz dalSi etapy pfi psani této prace stale probihaji. Jako prvni byl proveden pilotni
experiment, kterym byl sledovan vliv KH v Sirokém rozmezi molekularnich hmotnosti.
DalSi experimenty byly zaméfeny cilené na specifické rozmezi KH - nizka, stfedni a
vysoka molekularni hmotnost. V této praci budou pfedstaveny a diskutovany vysledky
pilotniho experimentu a experimentu s NM KH. Data experiment ve zbytku spektra
molekularnich hmotnosti neni mozno nyni publikovat bud’ ze smluvnich divodd nebo

z ddvodu stale probihajiciho vyzkumu.

4.1 Pilotni experiment

4.1.1 lzolace KBZD

Uspésné jsme pro pilotni experiment izolovali 2 linie KBZD. Linie byly pro potfeby
experimentu oznaCeny jako linie p1 a linie p2. Linie p1 byla ziskana ze
semiretinovaného dolniho tfetiho molaru s dokonéenym vyvojem kofenu, darcem byl
muz ve véku 25 let, ktery byl celkové zdravy a neuzival Zadné léky. Linie p2 byla
ziskana z retinovaného horniho prvniho premolaru s nedokonéenym vyvojem kofenu,

darcem byl muz ve véku 9 let, ktery byl celkové zdrav a neuZzival Zadné léky.

4.1.2 Kultivace KBZD

Linie p1 a p2 byly po rozmrazeni nasazeny vramci pasaze 0 do kontrolniho
kultivacniho média, expandovany a nasledné po dosazeni 70% konfluence
pasazovany do médii kontrola / Ep1 / Ep2 / Ep3 v ramci pasaze 1. Pod mikroskopem
s fazovym kontrastem byly po nasazeni pozorovany buriky, které plavaly v médiu a
mély kulovity tvar (obr. 16). Tyto buriky zac€aly v nasledujicich hodinach pfisedat
k adherentnimu povrchu kultivaéni nadoby a nabyvaly vietenovitého tvaru (obr. 17).
Nebyly pozorovany rozdily v adherenci mezi burikami kultivovanymi v kontrolnim a
experimentalnich médiich. Za 48 hodiny byly pozorovatelné kolonie o 3-10 bunkach,
které se vzajemné dotykaly svymi vybézky (obr. 18). Nebyly pozorovany rozdily ve

shlukovani mezi bufikami kultivovanymi v kontrolnim a experimentalnich médiich.
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Kultivaéni média byla ménéna kazdé 3 dny a v ramci tohoto procesu byla adherentni
plocha kultivaéni nadoby oplachovana PBS. Po oplachu nebyla mikroskopicky
pozorovana zména adheze mezi bunkami kultivovanymi v kontrolnim a

experimentalnich meédiich. Bunky byly takto kultivovany po 5 pasazi, béhem kterych

pozorovani pod mikroskopem neodhalilo rozdily v adherenci €i shlukovani bunék.

Obrazek 16. Kmenové buriky zubni difené mobilizované a volné plovouci v kultivacnim
médiu okamZzité po pasazi - linie p1 ve 4. pasazi pilotniho experimentu. Fotografie
zobrazuji v reprezentativnim poli buriky kultivované v kontrolnim médiu (A) a
v experimentalnich médiich Ep1 (B), Ep2 (C) a Ep3 (D) pozorované pod mikroskopem

s fazovym kontrastem
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Obrazek 17. Kmenové buriky zubni difené v kultivanim médiu pfisedajici
k adherentnimu povrchu kultivacni nadoby 12 hodin po pasaZzi - linie p1 v 4. pasaZi
pilotniho experimentu. Fotografie zobrazuji v reprezentativnim poli buriky kultivované
v kontrolnim médiu (A) a v experimentalnich médiich Ep1 (B), Ep2 (C) a Ep3 (D)

pozorované pod mikroskopem s fazovym kontrastem.
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Obrazek 18. Kmenové buriky zubni diené v kultivacnim meédiu pfisedlé
k adherentnimu povrchu kultivacni nadoby 72 hodin po pasaZi - linie p1 v 4. pasaZi
pilotniho experimentu. Fotografie zobrazuji v reprezentativnim poli buriky kultivované
v kontrolnim médiu (A) a v experimentalnich médiich Ep1 (B), Ep2 (C) a Ep3 (D)

pozorované pod mikroskopem s fazovym kontrastem.

4.1.3 Prolifera¢ni aktivita

Proliferace linii p1 a p2 byla sledovana od 1. do 5. pasaze ve vSech kultivaCnich
médiich. Kumulovany pocCet populacnich zdvojeni kontroly byl u obou linii nizSi
v porovnani s experimentalnimi skupinami. Hodnoty kumulovaného poctu populacnich
zdvojeni v 5. pasazi pro linii p1 kultivovanou v kontrola / Ep1 / Ep2 / Ep3 byly v tomto
pofadi: 14,1/ 15,3 /15,4 / 14,8. Hodnoty kumulovaného poctu populacnich zdvojeni v
5. pasazi pro linii p2 kultivovanou v kontrola / Ep1/ Ep2 / Ep3 byly v tomto pofadi: 16,7
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/17,2 /16,7 / 16,8. Statisticky vyznamné rozdily nebyly v ramci kumulovaného poctu

proliferanich zdvojeni zaznamenany, ale mezi kontrolni skupinou a skupinou Ep1 bylo

dosazeno velmi hrani¢niho vysledku (p = 0,0528, Friedmanav test, Dunnuv post hoc

test). Hodnoty kumulovaného poctu populacnich zdvojeni kazdé pasaze linii p1 a p2

jsou vyobrazeny v grafu 1.

Detailni analyza nekumulovanych hodnot proliferaéni aktivity v ramci jednotlivych

pasazi odhalila mirny pokles poc¢tu populacnich zdvojeni v 2. pasazi u linie p1, ale

tento efekt nebyl pozorovan u linie p2. Hodnoty poctu populaénich zdvojeni v kazdé

pasazi jsou uvedeny v tabulce 4 a graficky znazornény v grafu 2.

kontrola Ep1 Ep2 Ep3
pasaz linie p1 linie p2 linie p1 linie p2 linie p1 linie p2 linie p1 linie p2
1 2,74 3,53 2,63 3,93 2,55 3,83 2,66 3,89
2 3,91 2,61 3,91 3,24 4,00 3,28 3,79 3,23
3 4,15 3,29 4,07 3,28 4,02 3,17 4,59 3,15
4 3,15 2,37 3,67 2,36 3,66 2,37 2,95 2,13
5 2,73 2,28 2,95 2,52 2,50 2,70 2,83 2,43

Tabulka 4. Populacni zdvojeni béhem kultivace kmenovych bunék zubni dfené

v pilotnim experimentu. Tabulka zobrazuje populacni zdvojeni linii p1 a linie p2

kultivovanych v kontrolnim médiu (kontrola) a v experimentalnich médiich (Ep1-3)

v pasazich 1-5.

48



>
(vy)

N
o
]

20

-
15}
|

kumulovany pocet
populacnich zdvojeni
>
1
kumulovany pocet
populaénich zdvojeni

15—

10

(3]
|

—
N
w
'S
o -
—
N
w
'S
3]

@)

N
o
1

-
o
|

kumulovany pocet
populaé¢nich zdvojeni
w o
1 1

0 1 1 1 |
pasaz

-e- kontrola = Ep1 -« Ep2 -+ Ep3

Graf 1. Kumulovany pocet populacnich zdvojeni v pasazi 1-5 pilotniho experimentu.
Grafy znazorriuji kumulativni populacni zdvojeni linie p1 (A), linie p2 (B) a prumér obou
linii se stfednimi chybami priméru vynesenymi jako chybové usecky (C). Buriky byly

kultivovany v kontrolnim médiu (kontrola) a experimentalnich médiich (Ep1-3).
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Graf 2. Pocet populacnich zdvojeni v pasazi 1-5 pilotniho experimentu. Grafy
znazortiuji pocet populacni zdvojeni linie p1 (A), linie p2 (B) a pramér obou linii se
stfednimi chybami praméru vynesenymi jako chybové usecky (F). Buriky byly

kultivovany v kontrolnim médiu (kontrola) a experimentalnich médiich (Ep1-3).
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4.1.4 Viabilita

KBZD si ve vSech kultivaCnich médiich, a to jak kontrolnim, tak experimentalnich,
zachovaly vysokou hodnotu viability pfesahujici 80 %. U zadného kultivacniho média

nebyl pozorovan negativni vliv na viabilitu KBZD. U linie p1 byla viabilita nejvyssi

Statisticky vyznamné rozdily nebyly zaznamenany, ale mezi kontrolni skupinou a
skupinou Ep1 bylo dosazeno hrani¢niho vysledku (p = 0,0528, Friedmanlv test,
Dunnav post hoc test). Hodnoty viability v pofadi médii kontrola / Ep1 / Ep2 / Ep3 pro
linii p1 byly 92,3/93,1/91,8 /92,6 % a pro linii p2 80,1/82,5/81,8 /80,9 %. Graficky

znazornéno v grafu 3.

A B
100- 100-
75- 75+
X 50 R 504
25- 25+
0- 0

I I 1 1
kontrola Ep1 Ep2 Ep3 kontrola Ep1 Ep2 Ep3
Graf 3. Viabilita bunék na konci 5. pasaze pilotniho experimentu. Grafy znazorriuji
procenta Zivych bunék v populaci linie 1 (A) a linie 2 (B). Buriky byly kultivovany ve

standardnim kultivacnim médiu (kontrola) a v experimentalnich médiich (Ep1-3).

4.1.5 Analyza povrchovych znaku

Analyza fenotypu KBZD, pro kterou byly vySetfeny povrchové znaky, probéhla v 5.
pasazi u obou linii. U KBZD kultivovanych v Ep1 byl zaznamenan oproti KBZD
kultivovanych v kontrolnim médiu pokles znakt CD 105 a OCT 3/4 u linie p1 a u linie
p2 doslo k poklesu znakll CD 105, CD 117 a CD 146. Souhrnné hodnoty pozitivity
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jednotlivych povrchovych znakl jsou uvedeny v tabulce 5 a vyneseny v grafické

podobé v grafu 4.

kontrola Ep1 Ep2 Ep3
linie p1 linie p2 | linie p1 linie p2 | linie p1 linie p2 | linie p1 linie p2
CD10 66,35 58,59 60,85 65,48 55,97 72,33 64,91 77,22
CD13 94,31 96,9 95,59 95,88 94,43 92,29 94,04 91,68
CD29 66,35 98,24 60,85 97,86 55,97 97,25 64,91 97,64
CD44 98,22 99,80 97,73 98,77 97,55 98,82 98,46 98,67
CD90 95,19 98,74 96,77 97,63 96,80 97,91 97,53 98,98
CD105 71,96 92,67 66,35 73,77 72,13 84,70 79,40 85,36
CD106 0,13 0,89 0,51 0,08 0,27 0,40 0,13 0,18
CD117 6,11 24 44 9,44 10,18 9,07 17,20 12,53 21,37
CD146 10,40 91,06 18,15 22,22 25,22 82,57 11,88 78,67
OCT3/4 | 70,27 93,72 28,38 92,43 78,85 92,81 74,67 92,44

Tabulka 5. Procentualni pozitivita kmenovych bunék zubni dfené linii p1 a p2 na
sledované povrchové znaky v 5. pasazi pilotniho experimentu. Buriky byly kultivovany

v kontrolnim médiu (kontrola) a experimentalnich médiich (Ep1-3).
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Graf 4. Procentualni pozitivita sledovanych povrchovych znakl kmenovych bunék
zubni dfené linii p1 (A) a p2 (B) v 5. pasazi pilotniho experimentu. Buriky byly

kultivovany v kontrolnim médiu (kontrola) a experimentalnich médiich (Ep1-3).

Nasledné byla provedena analyza jednotlivych znakd. Statisticka analyza byla
provedena mezi kontrolni a vSemi experimentalnimi skupinami a i mezi vSemi
experimentalnimi skupinami navzajem pouzitim Friedmanova testu nasledovaného
Dunnovym post hoc testem. Jako statisticky vyznamné rozdilna (p < 0,05) byla
vyhodnocena nasledujici data: CD 13 Ep1-Ep3, CD 29 kontrola-Ep2, CD 90 Ep1-Ep3,
CD 105 Ep1-Ep3, OCT 3/4 Ep1-Ep2. Data obou linii jednotlivé pro kazdy sledovany

znak a vysledky statistické analyzy jsou vyobrazeny v grafu 5.
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Graf 5. Analyza povrchovych znak( bunék linie p1 a p2 v 5. pasazi pilotniho
experimentu. Grafy demonstruji procenta bunék v populaci barvenych
fluorochromaticky znacenymi protilatkami proti jednotlivym povrchovym znakim.
Pramér skupiny je vynesen jako sloupec, smérodatna odchylka skupiny je vynesena
jako chybova usecCka a individualni hodnoty jsou vyneseny jako symboly (kruh,
trojuhelnik a ctverec). Buriky byly kultivovany v kontrolnim médiu (kontrola) a
experimentalnich médiich (Ep1-3). Statisticka analyza byla provedena Friedmanovym
testem nasledovanym Dunnovym post hoc testem, * p < 0,05. Statisticky nevyznamné
vysledky vici kontrolni skupiné jsou oznaceny jako ns, rozdily mezi experimentalnimi

skupinami navzajem, paklize neni uvedeno jinak, jsou statisticky nevyznamne.

4.1.6 Diferenciac¢ni potencial

U obou testovanych linii p1 a p2 kultivovanych v kontrolnim a experimentalnich
meédiich byla prokazana schopnost indukovat diferenciaci v osteoblasty a byla

prokazana pritomnost vapenatych deposit v extracelularnim prostoru (obr. 19).

Chondrogenni diferenciace byla prokazana u obou testovanych linii v kontrolnim
médiu, Ep1 a Ep3 (obr. 20). V médiu Ep2 doslo béhem 3. tydne diferenciacniho

procesu ke kontaminaci kultivacnich nadob plisni a tyto byly z experimentu vyfazeny.
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Obrazek 19. Osteogenni diferenciace kmenovych bunék zubni dfené v 5. pasaZi
pilotniho experimentu. Barveni extracelularnich depozit vapniku alizarinovou Cerveni.
Obrazky znazorriuji vysledky osteogenni diferenciaci linie p1 kultivované v kontrolnim
médiu (A), Ep1 (B), Ep2 (C) a Ep3 (D) a linie p2 kultivované v kontrolnim médiu (E),
Ep1 (F), Ep2 (G) a Ep3 (H).
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Obrazek 20. Chondrogenni diferenciace kmenovych bunék zubni dfené v 5. pasaZi
pilotniho  experimentu. Barveni extracelularnich kyselych mukopolysacharidi
alcianovou modfi. Obrazky znazorriuji vysledky chondrogenni diferenciaci linie p1
kultivované v kontrolnim meédiu (A), Ep1 (B) a Ep3 (C) a linie p2 kultivované
v kontrolnim médiu (D), Ep1 (E) a Ep3 (F).



4.2 Experiment s nizkomolekularni kyselinou hyaluronovou

4.2.1 lzolace KBZD

Usp&sné jsme pro experiment s NM KH izolovali 5 linii KBZD. Linie byly pro potieby
experimentu oznaceny jako linie 1, linie 2, linie 3, linie 4 a linie 5. Linie 1 byla ziskana
z ektopicky ulozeného retinovaného dolniho tfetiho molaru s nedokoncenym vyvojem
kofenu, darcem byla Zena ve véku 14 let, ktera byl celkové zdrava a neuzivala zadné
IéKky. Linie 2 byla ziskana ze semiretinovaného dolniho tfetiho molaru s nedokonenym
vyvojem kofenu, darcem byla Zena ve véku 15 let, ktera byl celkové zdrava a neuzivala
zadné léky. Linie 3 byla ziskana zretinovaného horniho druhého premolaru
s nedokon&enym vyvojem kofenu, darcem byl muz ve véku 13 let s Aspergerovym
syndromem, ktery neuzival zadné léky. Linie 4 byla ziskana ze semiretinovaného
dolniho tfetiho molaru s nedokonéenym vyvojem kofenl, darcem byla Zzena ve véku
15 let, ktera byl celkové zdrava a neuzivala zadné léky. Linie 5 byla ziskana ze
semiretinovaného dolniho tfetiho molaru s nedokon&enym vyvojem kofen(, darcem

byla Zena ve véku 15 let, ktera byl celkové zdrava a neuzivala zadné léky.

4.2.2 Kultivace KBZD

Linie 1-5 byly po rozmrazeni nasazeny v ramci pasaze 0 do kontrolniho kultivaéniho
média, expandovany a nasledné po dosazeni 70% konfluence pasazovany do meédii
kontrola / E1 / E2 / E3 v ramci pasaze 1. V jednotlivych pasazich byly buriky
pozorovany pod mikroskopem s fazovym kontrastem. Po nasazeni bunky plavaly
v médiu a mély kulovity tvar (obr. 21). Tyto buriky zaCaly v nasledujicich hodinach
pfisedat k adherentnimu povrchu kultivaéni nadoby a ziskavaly vietenovity tvar (obr.
22). Mikroskopicky nebyly pozorovany rozdily v adherenci mezi bufikami kultivovanymi
v kontrolnim a experimentalnich médiich. Za 72 hodin byly pozorovatelné pfisedlé
buriky, které se vzajemné dotykaly svymi vybéZky (obr. 23). Nebyly pozorovany rozdily
v adherenci €i shlukovani mezi bunkami kultivovanymi v kontrolnim a experimentalnich
mediich. Kultivacni média byla ménéna kazdé 3 dny a v ramci tohoto procesu byla
adherentni plocha kultivaéni nadoby oplachovana PBS. Po oplachu nebyla
pozorovana zména adheze mezi bufikami kultivovanymi v kontrolnim a
experimentalnich médiich. Bunky byly takto kultivovany po 6 pasazi, béhem kterych
pozorovani pod mikroskopem neodhalilo rozdily v adherenci ¢i shlukovani bunék.
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Obrazek 21. Kmenové buriky zubni dfené mobilizované a volné plovouci v kultivacnim
médiu okamzité po pasazi - linie 5 v 5. pasazi experimentu s nizkomolekularni
kyselinou hyaluronovou. Fotografie v reprezentativnim poli zobrazuji buriky
kultivované v kontrolnim médiu (A) a v experimentalnich médiich E1 (B), E2 (C) a E3

(D) pozorované pod mikroskopem s fazovym kontrastem.
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Obrazek 22. Kmenové buriky zubni difené v kultivaénim meédiu prisedajici
k adherentnimu povrchu kultivacni nadoby 12 hodin po paséaZzi - linie 5 v 5. pasazi
experimentu s nizkomolekularni  kyselinou  hyaluronovou.  Fotografie v
reprezentativnim poli zobrazuji buriky kultivované v kontrolnim médiu (A) a
v experimentalnich médiich E1 (B), E2 (C) a E3 (D) pozorované pod mikroskopem

s fazovym kontrastem.
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Obrazek 23. Kmenové buriky zubni dfené v kultivacnim médiu pfisedlé
k adherentnimu povrchu kultivacni nadoby 72 hodin po paséazi - linie 5 v 5. pasazi
experimentu s nizkomolekularni  kyselinou  hyaluronovou.  Fotografie v
reprezentativnim poli zobrazuji buriky kultivované v kontrolnim médiu (A) a
v experimentalnich médiich E1 (B), E2 (C) a E3 (D) pozorované pod mikroskopem

s fazovym kontrastem.

4.2.3 Prolifera¢ni aktivita

Proliferace linii 1-5 byla sledovana od 0. do 6. pasaze ve vSech kultivaénich médiich.
Kumulovany pocet populacnich zdvojeni kontrolni skupiny byl u vSech linii vySSi
v porovnani s experimentalnimi skupinami. Hodnoty kumulovaného poctu populacnich
zdvojeni v 6. pasazi pro linie 1-5 kultivované v kontrola / E1 / E2 / E3 byly v tomto
porfadi: linie 123,2/22,1/21,2/22,8; linie 220,3/16,8/17,2/16,3; linie 3 25,6/ 18,0
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/18,8 1 19,2; linie 4 24,0 / 18,1 / 18,9 / 19,1; linie 5 22,4 / 21,0 / 21,3 / 21,6. P¥i
vyhodnoceni statistické vyznamnosti kumulovaného poctu populacnich zdvojeni byla
pfi porovnani kontrolni skupiny vi¢i vSem experimentalnim skupinam ziskana
statisticka vyznamnost p = 0,023, porovnani kontrolni skupiny vac&i jednotlivym
experimentalnim skupinam bylo s nasledujici vyznamnosti: kontrola-E1: p = 0,0015;
kontrola-E2: p = 0,0143; kontrola-E3: p = 0,0864 (Friedmanuv test, Dunnuv post hoc
test). Mezi experimentalnimi skupinami navzajem nebyl statisticky vyznamny rozdil
v kumulovaném poctu populacnich zdvojeni. Hodnoty kumulovaného poctu

populacnich zdvojeni kazdé pasaze linii 1-5 jsou graficky vyobrazeny v grafu 6.

Detailni analyza proliferacni aktivity jednotlivych pasazi prokazala v porovnani
s kontrolni skupinou vyrazny pokles poctu populacnich zdvojeni v 1. pasazi u vSech
experimentalnich skupin. Tento efekt byl pfitomen u vSech linii. Pfi vyhodnoceni
statistické vyznamnosti poCtu populacnich zdvojeni v 1. pasazi byla pfi porovnani
kontrolni skupiny vu&i vSem experimentalnim skupinam ziskana statisticka
vyznamnost p = 0,016, porovnani kontrolni skupiny viéi jednotlivym experimentalnim
skupindm bylo s nasledujici vyznamnosti: kontrola-E1: p= 0,0033; kontrola-E2:
p = 0,0033; kontrola-E3: p= 0,1416 (Friedmanuyv test, Dunnuv post hoc test). Hodnoty
poctu populaénich zdvojeni kazdé pasaze linii 1-5 jsou uvedeny v tabulce 6 a graficky

vyobrazeny v grafu 7.
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Graf 6. Kumulovany pocet populacnich zdvojeni v pasazi 0-6 experimentu
s nizkomolekularni kyselinou hyaluronovou. Grafy znazorriuji kumulativni populacni
zdvojeni linie 1-5 (A-E) a pramér linii 1-5 se stfednimi chybami priméru vynesenymi
jako chybové usecCky (F). Buriky byly kultivovany v kontrolnim médiu (kontrola) a
experimentalnich médiich (E1-3). Statisticka analyza byla provedena Friedmanovym
testem nasledovanym Dunnovym post hoc testem, ** p < 0,005.
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Graf 7. Pocet populacnich zdvojeni v pasazi 0-6 experimentu s nizkomolekularni
kyselinou hyaluronovou. Grafy znazorriuji pocet populacni zdvojeni linie 1-5 (A-E) a
pramér linii 1-5 se stfednimi chybami praméru vynesenymi jako chybové usecky (F).
Buriky byly kultivovany v kontrolnim médiu (kontrola) a experimentalnich médiich
(E1-3). Statisticka analyza byla provedena Friedmanovym testem nasledovanym

Dunnovym post hoc testem, ** p < 0,005.
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pasaz 0 1 2 3 4 5 6
linie 1 3,31 3,14 3,82 4,84 4,85 2,64 3,91
linie 2 2,88 4,18 3,83 3,42 3,89 2,95 2,04
kontrola linie 3 4,62 3,96 4,15 3,94 4,29 3,97 2,06
linie 4 4,61 4,47 4,44 3,75 3,97 4,11 3,26
linie & 5,29 5,06 5,04 4,56 4,16 3,98 2,82
linie 1 - 1,70 4,43 4,08 4,43 4,12 3,35
linie 2 - 2,31 3,22 2,80 2,80 2,92 2,75
E1 linie 3 - 2,72 4,04 4,05 3,63 3,58 3,02
linie 4 - 1,36 3,64 3,29 3,38 3,37 3,07
linie 5 - 2,64 3,85 3,67 3,04 3,08 1,77
linie 1 - 1,68 4,05 3,98 4,27 4,00 3,24
linie 2 - 2,20 3,34 3,26 2,63 2,87 2,85
E2 linie 3 - 2,64 4,17 3,92 3,88 3,55 3,15
linie 4 - 1,41 3,59 3,64 3,49 3,48 3,25
linie 5 - 2,72 4,03 3,95 2,82 3,23 2,06
linie 1 - 2,35 4,09 3,92 4,81 4,16 3,47
linie 2 - 2,70 2,83 3,27 2,10 2,73 2,69
E3 linie 3 - 2,78 3,66 4,16 3,93 4,03 3,00
linie 4 - 1,50 3,70 3,60 3,36 3,91 3,08
linie 5 - 2,67 4,28 3,88 3,33 3,37 1,64

Tabulka 6. Populacni zdvojeni béhem kultivace kmenovych bunék zubni dfené v
experimentu s nizkomolekularni kyselinou hyaluronovou. Tabulka zobrazuje populacni
zdvojeni linii 1-5 kultivovanych v kontrolnim médiu (kontrola) v pasazich 0-6 a v

experimentalnich médiich (E1-3) v pasazich 1-6.

4.2.4 Viabilita

Viabilita KBZD byla zméfena v posledni pasazi. Jak kontrolni skupina, tak i
experimentalni skupiny vykazaly vysokou viabilitu, ktera nebyla negativné ovlivnéna
pfitomnosti NM HK. Viabilita bunék vSech experimentalnich skupin byla vy$si nez 94 %.
V kontrolni skupiné byly hodnoty viability v rozmezi 80,2-97,2 %. V porovnani
s kontrolni skupinou byla viabilita experimentalnich skupin vysSi u linii 1-3 a obdobna

u linii 4 a 5. Tyto rozdily nebyly statisticky vyznamné.

Viabilita KBZD byla v pofadi kontrola / E1 / E2 / E3 nasleduijici: Linie 1: 89,0 / 96,9 /
97,1/ 98,0 %; linie 2: 80,2 / 97,4 / 97,2 / 96,6 %; linie 3: 90,3 / 96,5 / 98,0 / 98,3 %;
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linie 4: 96,4 / 96,4 / 98,7 / 96,2 %; linie 5: 97,2/ 93,9/ 94,8 / 96,2 %. Hodnoty graficky

vyobrazeny v grafu 7.
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Graf 8. Viabilita bunék na konci 6. pasaze experimentu s nizkomolekularni kyselinou
hyaluronovou. Grafy znazorriuji procenta Zivych bunék v populaci linie 1-5 (A-E) a jako
pramér linii 1-5 se stfednimi chybami pruméru vynesenymi jako chybové usecky (F).
Buriky byly kultivovany ve standardnim kultivacnim médiu (kontrola) a
v experimentalnich médiich (E1-3). Statisticka analyza neodhalila statisticky

vyznamna rozdil mezi kontrolni a experimentalnimi skupinami.
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4.2.5 Velikost bunék

Velikost priméru bunék byla méfena v mobilizovaném stavu v bunééné suspenzi, tedy
ve stavu, kdy bunky zaujimaly kulovity tvar. Pro kazdou linii byl vypocCitan median
velikosti priméru bunék a byla provedena statisticka analyza metodou jednofaktorové
analyzy rozptylu (angl. one-way ANOVA) nasledovana post hoc testem Fisherovou
metodu nejmensiho vyznamného rozdilu (angl. Fisher’s least significant difference
(LSD) post hoc test). Prumér KBZD kultivovanych v experimentalnich médiich byl
statisticky vyznamné menSi nez pramér KBZD kultivovanych v kontrolnim médiu. Mezi

experimentalnimi skupinami navzajem nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil.

Median prameéru bunék v 6. pasazi v poradi kontrola / E1 / E2 / E3 byl: Linie 1: 13,5/
12,5/10,3 /11,7 ym; linie 2: 10,3 /10,4 /10,2 / 10,0 pm; linie 3: 15,9/12,2/ 12,3 /
12,9 ym; linie 4: 15,8 / 14,5/ 14,7 / 15,5 ym; linie 5: 11,8 /9,6 / 9,7 / 9,4 pm. Vysledky
statistické analyzy: kontrola-E1: p = 0,0078, kontrola-E2: p = 0,0019,
kontrola-E3: p = 0,0098. Vysledky ilustrovany v grafu 9.
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linie 3
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€ 10
linie 5
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0 | | 1 |
kontrola E1 E2 E3

Graf 9. Median praméru kmenovych bunék zubni dfené na konci 6. pasaze
experimentu s nizkomolekularni kyselinou hyaluronovou. Graf demonstruje hodnoty
linii 1-5 kultivovanych v kontrolnim médiu (kontrola) a experimentalnich médiich (E1-3).
Pro statistickou analyzu mezi kontrolni skupinou a experimentalnimi skupinami byla
pouzita metoda jednofaktorové analyzy rozptylu a Fisheriv LSD post hoc test;
**p < 0,005.

67



4.2.6 Analyza povrchovych znaku

Pro analyzu fenotypu byla vySetfena pozitivita povrchovych znakd KBZD linii 1-5 v 6.
pasazi. Statistickou analyzou vSech znaku pfi porovnani kontrolni skupiny a
experimentalnich skupin bylo zjiSténo, ze KH ma statisticky vyznamny vliv na fenotyp
KBZD.

Kromé CD133 a CD271 byla v kontrolni skupiné zaznamenana vyssi pozitivita vSech
analyzovanych znaku nez v experimentalnich skupinach, a to: CD29 (*), CD31, CD34
(*), CD44, CD45, CD49f, CD73, CD90 (***), CD105, CD106 (*), CD117 (*), CD146 (*),
CD166 (***) (Friedmanuv test). Pro CD271 byla pozitivita v kontrolni a
experimentalnich skupinach obdobna a CD133 byl exprimovan v experimentalnich
skupinach vice nez v kontrolni skupiné. Hodnoty jsou uvedeny v tabulce 7. Byla
pozorovana interindividualni variabilita v reakci jednotlivych linii na KH. Nejmensi
rozdily mezi burikami kultivovanymi v kontrolnim médiu a v experimentalnich meédiich
bylo zaznamenano u linie 1, vyrazny vliv byl naopak pozorovan u linie 5 (pro porovnani

viz graf 10).

Nasledné byla provedena analyza jednotlivych znak(. Statisticka analyza byla
provedena mezi kontrolni a vSemi experimentalnimi skupinami a i mezi vSemi
experimentalnimi skupinami navzajem pouzitim Friedmanova testu nasledovaného

Dunnovym post hoc testem. Vysledky analyzy jsou vyobrazeny v grafu 11.
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kontrola E1 E2 E3

linie 1 linie 2 linie 3 linie 4 linie 5 linie 1 linie 2 linie: 3 linie: 4 linie 5 linie: 1 linie 2 linie 3 linie 4 linie 5 linie 1 linie 2 linie 3 linie 4 linie 5
CD29 92 60 96,70 98,80 98,60 96,20 91,06 65,32 82,76 62,68 63,69 87,92 63,86 80,16 66,02 66,60 87,20 63,25 85,70 68,54 69,29
CD31 12,07 18,40 5,68 13,60 36,50 11,27 8,97 585 10,72 8,96 597 4,93 5,98 13,86 7,46 8,57 481 6,56 24 48 7,34
CD34 0,30 3,49 0,38 0,63 1,07 0,08 0,20 0,18 0,10 0,08 0,07 0,11 0,07 0,11 0,10 0,03 0,168 0,05 0,18 0,20
CD44 97,18 89 50 94 90 97,00 97,40 91,93 91,93 89,13 77,83 64,77 92 61 92 61 8717 79,88 a7,15 9273 92,73 90,91 8262 63,05
CD45 572 20,70 4,42 10,20 17,10 6,12 7,36 4728 9,34 747 439 4,39 4,35 11,25 583 518 3,95 477 19,07 8,69
CD4ef 62,38 21,30 78,50 78,40 87,10 56,08 2367 24 06 37,68 33,33 42 84 19,32 2047 44 63 30,49 35,71 27,07 22,49 53,23 41,90
CD73 92,19 95,00 79,90 97,50 97,10 97,43 76,91 86,58 88,62 77,00 97,36 70,92 85,18 89 61 76,27 96,30 54,90 88,09 88,59 76,73
CD90 98,36 92,20 97,20 98,60 97,90 98,42 81,48 90,63 90,90 82,06 97 62 77,29 90,16 90,15 79,16 97,09 73,40 89,94 89,31 80,28
CD105 22 30 65,90 61,50 58,10 80,80 38,54 21,07 496 18,42 12,33 24 24 12,75 5,22 18,89 8,76 15,57 453 541 25,68 7,64
CD108 10,12 15,70 15,50 17,10 12,50 1,58 1,66 0,68 0,88 0,64 0,74 0,86 0,96 1,04 0,76 0,38 0,62 1,16 1,16 1,06
CD117 48,80 47,10 32,20 40,10 38,40 2452 1,05 1,48 20,03 2,158 13,54 0,68 6,38 26,82 7,02 5,48 0,70 5,25 39,99 2,70
CD133 1,68 1,95 1,75 0,90 373 21,39 3,21 3,03 13,37 3,08 13,62 1,33 3,29 12,73 2,43 7,30 0,99 3,21 17,08 434
CD146 82 47 58,90 0,22 481 6,73 0,04 3,21 0,01 0,11 1,17 0,06 1,33 0,02 0,12 077 0,08 0,99 0,06 0,21 0,36
CD166 94,00 70,80 86,60 93,50 90,30 58,93 31,86 14,74 38,70 2127 46 41 27 47 14,82 35,71 19,01 31,47 11,34 12,10 373 17,75
CD 271 13,24 15,30 7,03 7,43 13,20 2275 8,85 3,46 10,61 6,78 6,58 572 4,89 15,40 542 541 3,39 478 2396 5,59
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kultivovany v kontrolnim médiu (kontrola) a experimentalnich médiich (E1-3).
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Graf 10. Procentualni pozitivita sledovanych povrchovych znaka KBZD linii 1-5 (A-E)
v 6. pasazi experimentu s nizkomolekularni kyselinou hyaluronovou. Buriky byly
kultivovany v kontrolnim médiu (kontrola) a experimentalnich médiich (E1-3).
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Graf 11. Analyza povrchovych znak( kmenovych bunék zubni dfené linie 1-5 v
6. pasazi experimentu s nizkomolekularni kyselinou hyaluronovou. Grafy demonstruji
procenta bunék v populaci barvenych fluorochromaticky znacenymi protilatkami proti
jednotlivym povrchovym znakum. Pramér skupiny je vynesen jako sloupec,
smérodatna odchylka skupiny je vynesena jako chybova usecka a individualni hodnoty
jsou vyneseny jako symboly (kruh, trojuhelnik a C&tverec). Buriky byly kultivovany
v kontrolnim médiu (kontrola) a experimentalnich médiich (Ep1-3). Statisticka analyza
byla provedena Friedmanovym testem nasledovanym Dunnovym post hoc testem,
*p<0,05 *p <0,005 **p < 0,001. Statisticky nevyznamné vysledky vici kontrolni
skupiné jsou oznaceny jako ns, rozdily mezi experimentalnimi skupinami navzajem,

paklize neni uvedeno jinak, jsou statisticky nevyznamné.

4.2.7 Relativni telomerova délka

Relativni telomerova délka byla méfena v 5. pasazi a data byla zpracovana
modifikovanou metodou dle Cawthona. Ve vS8ech experimentalnich skupinach linii 1,
3, 4 a 5 byla relativni telomerova délka menSi v porovnani s kontrolou. U linie 2 byla
relativni telomerova délka experimentalnich skupin E1 a E3 vySSi nez u kontroly a
v experimentalni skupiné E2 niz8i nez u kontroly. Statisticka analyza mezi kontrolni
skupinou a experimentalnimi skupinami vykazala statisticky vyznamny rozdil mezi
kontrolni skupinou a experimentalni skupinou E1. Mezi kontrolni skupinou a
experimentalnimi skupinami E2 a E3 nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil.
Mezi experimentalnimi skupinami navzajem nebyl zaznamenan statisticky vyznamny

rozdil. Ke statistické analyze byl pouzit Friedmanuv test a Dunn(v post hoc test.

Relativni telomerova délka bunék v 6. pasazi v poradi kontrola/ E1/E2 / E3 byla: Linie
1:4,13 /2,90 /3,27 / 3,70; linie 2: 3,21/ 3,30/ 3,16 / 3,51; linie 3: 3,68 / 2,44 / 2,83 /
2,75; linie 4: 4,51 / 3,42 / 3,50 / 3,28; linie 5: 4,65 / 3,76 / 3,89 / 3,69. Vysledky
statistické analyzy: kontrola-E1: p = 0,0275, kontrola-E2: p = 0,1416,
kontrola-E3: p = 0,0864. Vysledky ilustrovany v grafu 12.
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Graf 12. Relativni telomerova délka kmenovych bunék zubni dfené na konci 5. pasaze
experimentu s nizkomolekularni kyselinou hyaluronovou. Graf demonstruje pomér
mnoZzstvi telomerové DNA (T) ku mnozZstvi DNA single copy genu (S) linii 1-5
kultivovanych v kontrolnim médiu (kontrola) a experimentalnich médiich (E1-3).
Statisticka analyza byla provedena Friedmanovym testem nasledovanym Dunnovym
post hoc testem; * p < 0,05. Statisticky nevyznamné vysledky vuci kontrolni skupiné
jsou oznaceny jako ns, rozdily mezi experimentalnimi skupinami navzajem jsou

statisticky nevyznamneé.
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5 Diskuse

KBZD jsou dobfe dostupnou populaci adultnich mezenchymalnich KB, jejichz odbér
nezatéZuje darce nad ramec planovaného a z medicinského duvodu indikovaného
zakroku. Diky jejich vysoké proliferacni schopnosti je mozno z nékolika desitek KB
z jednoho zubu expandovat populaci do fadu miliond a jejich Siroka diferenciacni
schopnost umoZznuje nasledné variabilni pouziti. KBZD mohou diferencovat v
odontoblasty, osteoblasty, chondroblasty, myoblasty, adipocyty, bunky produkujici
insulin €i endotelialni a neuralni buriky a tento potencial je mozné vyuZzit v tkafiovém
inzenyrstvi a regenerativni mediciné s pfesahem tkani oboru stomatologie a
maxilofacialni chirurgie. V oralni oblasti vysledky studii naznacuiji, Ze in vivo aplikace
KBZD do defektl Celistnich kosti muze podpofit jejich hojeni a nékolik praci se vénuiji
i podpore osteointegrace dentalnich implantat( do kosti Celisti za pouziti KBZD [172-
178]. DalSi prace popisuji indukci regenerace zubni dfené po aplikaci KBZD do
dfenovych dutin nevitalnich zubu [179-181]. Pocet praci na tato témata se rozSifuje a
lze prfedpokladat, ze stejné jako v jinych oborech bude regenerativhi medicina
vyuZzivajici kmenoveé buriky stale vice akcentovana i ve stomatologii a maxilofacialni

chirurgii.

KBZD jsou znamé jiz od roku 2000 a diky intenzivnimu studiu jsou jejich vlastnosti
detailné popsany. Jednou z limitaci klinického vyuZiti je vSak forma jejich aplikace.
K tomu, aby mohly byt klinicky pouzity, je nutné buriky do mista aplikace pfenést a
v misté je udrzet. Moznou formou aplikace jsou scaffoldy, tedy nosiCe bunék, které
zajisti pfenos a udrzeni bunék v tkani. Vzhledem k tomu, Ze material pro tvorbu nosicu
by mél byt biokompatibilni, biodegradovatelny a bioresorbovatelny jevi se jako idealni
takové latky, které jsou télu vlastni. Jednim z moznych materiald pro bunééné nosice
je i KH, ktera se hojné vyskytuje v pojivovych a podpUrnych tkani téla, v€etné zubni
diené. Jedna se tak nejen o biogenni material, ale zaroven i o material, ktery je
soucasti pfirozeného prostfedi KBZD. Nespornou vyhodou je i fakt, Ze se jedna o latku
dlouho znamou, kterou Ize bez nutnosti dalSiho testovani pouzivat ve farmaceutickém
prumyslu a biomediciné. DalSim pozitivem je i variabilni forma produktu od prasku pres
gely az po tuhé materidly a moznost jeji chemické modifikace pro upravu

farmakokinetickych vlastnosti.
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Dulezitou vlastnosti KH je jeji bioaktivita zavisla na molekularni hmotnosti. Mnoha
studiemi bylo potvrzeno, Ze vliv KH na buriky a tkané se pro jeji jednotlivé frakce lisi a
je proto nutné KH vnimat jako latku s proménlivymi vlastnosti. Byt je tento fakt
védeckou literaturou akcentovan a velka ¢ast vyzkumu KH je zaméfena pravé na jeji
variabilni funkce, u bunéénych nosi¢l z KH je tento aspekt mnohdy opomijen. Je to
ale pravé prostfedi uvniti nosiCe a v jeho okoli, tedy nesené bunky a cilova tkan,
kterého se tato problematika tyka zcela zasadné. V dusledku biodegradace nosice
dochazi k zvySovani pfitomnosti nizSich molekularnich frakci KH, a to v Sirokém

spektru molekularnich hmotnosti.

Preparaty na bazi KH jsou schvaleny jako terapeutika pro kozni a slizni¢ni defekty a
jsou aplikovany jak na jejich povrch ke kryti, tak i do hloubi ran [182]. Diky tomu, Ze
tato aplikace je jiz schvalenym a studiemi podloZzenym postupem, je pouziti KH k témto
ucelim bezpecCné, a tedy lze za bezpetné povazovat i samotné nosiCe, které jsou
zhotoveny ze stejného matrialu. Aplikaci nosice z KH jsme ovéfili i na nasem pracovisti
v ramci klinického vyzkumu [183]. Nosi¢ z kyseliny hyaluronové v8ak nenesl buriky,
ale byl vehikulem pro oktenidin-dihydrochlorid — antiseptickou slou¢eninu pouzivanou
napf. k dezinfekci dutiny ustni. Tento preparat byl vkladan do extrakénich ran
postizenych alveolarni ostitidou (alveolitis sicca) s pozitivnim u€inkem na hojeni.
Preparat vykazoval nejen ranu obturujici ucinek, ale vedl i k sniZeni bolesti a plné se
v rané rozlozil. Touto studii jsme ovéfili nejen uc€innost nové zavadéného terapeutika,

ale vyzkousSeli jsme si i klinickou praci s nosi€i z KH a jejich in vivo aplikaci.

Nasim dlouhodobym védeckym zamérem je vyvoj nosi¢e z KH pro KBZD s naslednou
klinickou aplikaci. Neprostudovanym tématem je vSak vliv nosice z KH pravé na KBZD.
Pokud ma byt KH povazovana za vhodny material pro neseni téchto bunék, je nutné
znat jeji vliv na KBZD nejen pro molekularni hmotnost, ze které je nosi¢ zhotoven, ale
i ve spektru jeho biodegradacnich produktl. Z tohoto divodu je nutné testovat nejen
VM KH, ktera je obvyklou sloZzkou tkani a ze které jsou nosiCe nejcastéji konstruovany,
ale i NM KH, a to s durazem na $tépné produkty HYALs. Proto se v ramci naseho
vyzkumného projektu na téma vlivu KH na KBZD zaméfujeme na vliv KH o riznych
molekularnich hmotnostech na KBZD. V ramci této prace jsou prezentovany vysledky

prvnich dvou experimentl na toto téma.

V prvnim experimentu, ktery byl designovan jako pilotni, jsme si kladli za cil zjistit vliv
KH na KBZD v Sirokém spektru molekularnich hmotnosti. Jednalo se o probatorni
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aplikaci nizko, stfedné a vysokomolekularni KH na bunky. Experimentem jsme se
nesnazili ziskat statisticky vyznamna data, na jejichz zakladé bychom definovali
pusobeni KH na KBZD, ale zamérem bylo zjistit, zda je viibec mozné KBZD v takovém
prostfedi kultivovat a vyuZzit tyto informace pro statisticky robustnéjSi experimenty,
které by se nasledné zaméfily na jednotliva spektra molekularnich hmotnosti KH.
Z tohoto dlvodu jsme se rozhodli pro 2 linie kultivované v kontrolnim médiu a v
médiich obohacenych o 0,1 % KH o molekularni hmotnosti 116 kDa, 540 kDa a 1500
kDa. Tyto molekularni hmotnosti byly zvoleny na zakladé review literatury s védomim,
Ze nepokryvaji celé spektrum a detailni zaméfeni na jednotlivé frakce bude pfedmétem
dalSiho vyzkumu az v pfipadé, Zze ovéfime kultivovatelnost KBZD v tomto formatu. U
pouzitt KH byla vyrobcem deklarovana farmaceuticka Cistota — tento detail
povazujeme za velmi dllezity, nebot pfitomnost necistot, napf. endotoxint, mize vést

ke zkresleni ¢i znehodnoceni vysledku experimentu.

Prvni problém experimentu byl technického charakteru. Jednalo se o rozpusténi KH
v kultivacnim médiu. Vzhledem k tomu, ze KH kolem sebe ve vodném prostredi vytvari
solvatacni obal, dochazi pfi vsypani praskové KH do média k tvorbé partikuli, na jejichz
povrchu je gelova faze tekutina-KH a uvnitf partikule je suchy prasek. Tato faze brani
fadnému promiseni KH a média, které tak neni mozné pro experimenty pouzit.
Resenim problému bylo zahfivani média na teplotu 37 °C a jeho ddkladné michani a
trepani, coz vedlo k plnému rozpusténi KH v médiu. Tento postup jsme pracovné
pojmenovali ,aktivni rozpousténi za tepla“. Efektivita miseni se zvysila, pokud byla KH
rozpou$téna v prostém Eaglovo minimalnim esencialnim médiu v a modifikaci a az
nasledné byly pfidany suplementy, antibiotika a antimykotika, coZ vyrazné omezilo
pénéni pfi tfepani. Alternativou k metodé zahfivani, tfepani a michani je ponechani
KH v médiu po 24 hodin pfi 4 °C, kdy dojde k samovolnému rozpusténi. Pracovné jsme
tento postup pojmenovali ,pasivni rozpousténi za studena®“. Vice se nam osvédcila
studena metoda, nebot nevyzaduje aktivni zapojeni vyzkumnika, jeji nevyhodou je
vSak nutnost pfipravy média v predstihu alespori 24 hodin. Pozorovali jsme i rozdil
v rozpustnosti mezi jednotlivymi frakcemi. Nejdéle se rozpoustéla VM KH, nejrychleji
pak NM KH. Tento fenomén je dan vy$Simi hodnotami kohezivné-disperzniho indexu
(angl. cohesion—dispersion index) pro VM KH v porovnani s NM KH a také delSim
Casem a vysS8i energii nutnou pro proces ,dientanglementu®, tedy rozpleteni dlouhych

molekularnich fetézcu, které jsou do sebe na molekularni urovni zapleteny [184, 185].
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Odbér zubu, izolace, mobilizace, expanze a kryokonzervace KBZD byly uspésné
zejména diky dlouhodobé zkuSenosti nasSi laboratofe s témito postupy a precizné
zpracované metodice. Neznamou nam vSak byla schopnost bunék adherovat a
proliferovat za pfitomnosti KH. Ta mize tyto procesy ovlivnit jak funk&né, napf. vazbou
na povrchové receptory, ale i fyzicky, napf. sedimentaci na adherujici povrch kultivacni
nadoby a limitaci adheze bunék. Buriky jsme proto po nasazeni do experimentalnich
médii pozorovali pod fazovym mikroskopem a sledovali jejich adhezi a proliferaci.
Mikroskopické pozorovani neodhalilo rozdily v adherenci mezi kontrolni skupinou a
experimentalnim skupinami. Limitaci tohoto pozorovani je, Ze bylo zalozeno na
empirickém hodnoceni vyzkumnikem a nebylo objektivizovano. Této limitace jsme si
byli védomi a v pfipadé, ze bychom pozorovali rozdily, jsme byli pfipraveni tyto
kvantifikovat pouzitim programu Imaged [186]. Rozdily v proliferaci byly
objektivizovany a hodnoceny na konci kazdé pasaze a v pilotnim experimentu jsme
nezaznamenali vyraznych rozdili. Stejné tak nebylo zaznamenano vyznamnych
zmén bunécné viability mezi jednotlivymi médii. Timto jsme ovéfili, ze burky
v experimentalnich meédiich adheruji k povrchu, proliferuji a udrzuji si viabilitu

v rozmezi obvyklém pro kultivaci za standardnich podminek.

V zavéru experimentu byly analyzovany povrchové znaky, kterymi jsme sledovali, zda
bunky vlivem KH neméni svij fenotyp. Na zakladé informaci z literarni reSerse (viz
uvod) jsme predpokladali, Ze NM KH bude mit na KBZD vétsi vliv nez VM KH. Tento
predpoklad se potvrdil u nékterych znaku, a to OCT3/4 a CD105 u linie p1 a CD105,
CD117 a CD146 u linie p2. OCT3/4 je typickym znakem KB a je asociovan s nizce
diferencovanym fenotypem [187]. Jeho snizeni muze byt ukazatelem indukce
diferenciace, ale i pfes tento vysledek jsme byli schopni indukovat diferenciaci ve zralé
bunécéné elementy, a to chondrogennim a osteogennim smérem. CD105 a CD 146
jsou znaky spojené s angiogenezi a vzhledem k tomu, Ze obdobné vysledky byly
pozorovany i v experimentu s NM KH, budou diskutovany v ramci tohoto experimentu.
Exprese CD44 nebyla vyrazné zménéna, byt se jedna o znak, ktery obvykle byva
pfitomnosti KH ovlivnén a ma vztah k mineralizaci [167, 188]. Takovy vysledek muze
byt dan nizkou koncentraci KH v experimentalnich médiich, tuto hypotézu by vSak bylo

nutno oveéfit opakovanim experimentu s médii o vy$Si nalozi KH.

Rozdily v expresi jednotlivych znakl mezi liniemi, které jsou patrny z grafu 4, jsou u
KBZD obvyklym fenoménem. KBZD jsou v mnoha ohledech fenotypové heterogenni
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skupinou KB a pfi porovnavani vlivu proménnych na povrchové znaky je proto dilezité
porovnavat trendy v ramci linie, nikoliv sumarni hodnoty kontrolni a experimentalnich
skupin, coz je nutné zohlednit ve volbé statistické metody. Tato problematika bude
detailngji rozvedena v diskuzi k experimentu s NM KH. Pilotni experiment neposkytuje
dostatek dat pro validni statistickou analyzu, nebot do né&j byly zapojeny jen dvé linie
KBZD. Ugelem vySetfeni fenotypu bylo ziskat obecny prehled o zmé&nach fenotypu
KBZD pod vlivem KH. Tato data jsme nasledné vyuZili v navazujicich experimentech

k zacileni analyzy na povrchoveé znaky, u kterych byl nejvyssi pfedpoklad ovlivnéni KH.

Pilotni experiment prokazal, ze KBZD v pfitomnosti KH o molekularnich hmotnostech
116 kDa, 540 kDa a 1500 kDa prezivaji, adheruji k povrchu, proliferuji a udrzuji si
schopnost diferencovat ve zralé bunécné elementy. Na zakladé téchto vysledkd jsme
se rozhodli pfistoupit k navazujicimu experimentu, ktery jiz na statisticky relevantnim

souboru analyzoval vliv NM KH na KBZD.

Pfi planovani designu experimentu zaméfeném na vliv NM KH na KBZD bylo nejprve
nutné zvolit vhodné fragmenty. Vzhledem k neexistenci pevné definovanych meznich
hodnot, které by urCovaly, jaké molekularni hmotnosti jsou nizke, stfedni nebo vysoke,
je vyklad této problematiky napfi¢ védeckymi pracemi variabilni. Ve védecké literatufe
se muzeme setkat Casto s hranici 500 kDa, ktera je pomyslInou linii mezi NM a VM KH,
ale takto Siroké déleni je pro nasSe experimentalni vyuZiti zcela nevhodné, nebot
neodpovida biodegradacnim produktim KH produkované HYALs. Pro ucely naseho
vyzkumu jsme se proto rozhodli zaméfit na takové frakce KH, které svou velikosti
odpovidaji stépnym produktim in vivo plsobicim HYAL 1 a HYAL 2, nebot pusobeni
endogennich HYALs budou v tkanich vystaveny i bunécné nosice, které budou jejich
Stépenim biodegradovany. Molekularni hmotnosti produktu t&€chto enzymu jsou znamé,
a pro ucely experimentu jsme proto zvolili fetézce KH, které jim odpovidaji — 800 Da,
1600 Da a 15 000 Da. DalSim dilezitym parametrem je koncentrace KH v médiu. Bylo
nutné zvazit, zda navazku definovat jako hmotnostni procento nebo vychazet
z koncentrace molarni. Vzhledem k tomu, Ze jsme chtéli docilit stejného poctu molekul
KH v objemu média napfi¢ experimentalnimi skupinami, zvolili jsme koncentraci 100
gmol/l. Zarovenn bylo zamérné zvoleno nékolika molekularnich hmotnostni z
obdobného spektra, nebot vysledky prace mély reflektovat obecné vliv NM KH. Tento
postup byl zvolen, jelikoz jsme nevédéli, zda u kratkych molekul KH, jejichZ vliv na
KBZD nebyl popsan, nebude kazda ze zvolenych frakci pusobit odliSné. Tato hypotéza
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se nepotvrdila, data napfi¢ experimentalnimi skupinami se liSila minimalné a
prezentované vysledky tak |ze povazovat za obecné platné pro dané spektrum KH.
Vzhledem k velmi podobnym vysledkim napfi¢ experimentalnimi skupinami Ize tyto
vnimat i jako ,kultivacni replikace® jejichz homogenita v ramci jedné linie reflektuje
dobrou replikovatelnost vysledkd. Model prezentovaného experimentu je unikatni a pfi
publikaci vysledku v Casopise Biomolecules se jednalo o prvni praci popisujici vliv

fragmentt KH velikosti degradacnich produkti endogennich HYALs na KBZD.

Po nasazeni bunék do kultivacnich médii jsme i v tomto experimentu sledovali, zda
pfitomnost KH neovliviiuje adherenci bunék k povrchu kultivacni nadoby. Byl zvolen
stejny postup jako u pilotniho experimentu, ktery neodhalil rozdily v adherenci bunék
kultivovanych v kontrolnim a experimentalnich meédiich. Stran viability jsme
nepfedpokladali, Ze by NM KH méla na bunky cytotoxicky efekt, jelikoz se jedna o
molekulu vyskytujici se vjejich pfirozeném prostfedi. Vysledky analyzy
Zivotaschopnosti bunék ukazaly, ze NM KH nema negativni vliv na tento parametr,
naopak u 3 z 5 linii byly v experimentalnich skupinach pozorovany hodnoty viability
vy$Si nez v kontrolni. Tyto vysledky vSak nepfekro€ily hranici statistické vyznamnosti.
Nové hodnocenym parametrem byla velikost bunék. Toto mérfeni vykazalo velmi
vyznamny rozdil mezi kontrolni skupinou a experimentalnimi skupinami. KBZD
kultivované v kontrolnim médiu byly mensSi nez burky kultivované v experimentalnich
médiich. Vysledek byl statisticky vyznamny pro vSechna experimentalni média. Prace
Yang et al. popisuje zmensSeni velikosti mezenchymalnich KB s postupujici pasazi a
senescenci bunék [189]. Tyto zaveéry mohou vést k hypotéze, Ze NM KH deceleruje
progresi senescence v KBZD. Takova hypotéza koresponduje i s vysledky prace
Alessio et al., ktera popisuje statisticky vyznamné sniZeni procenta senescentnich
mezenchymalnich KB kultivovanych za pfitomnosti NM a VM KH [190]. Zavéry naSi
analyzy nastoluji hypotézu, ktera otevira novou oblast vlivu KH na KBZD a kK jejimuz
potvrzeni €i vyvraceni je potfeba dalSiho vyzkumu. Vysledky analyzy velikosti bunék
je vtomto kontextu vhodné porovnat s vysledky analyzy relativni telomerové délky.
Telomery jsou lokalizované na koncich chromozomu a pfi déleni bunék dochazi
k jejich Caste¢né redukci. Postupné zkracovani téchto koncovych useku je jednou
z pri¢in starnuti bunék, které je fyziologicky zakoneno apoptézou. Kompenzacni
mechanismus, ktery je pfitomny u kmenovych a nadorovych bunék, je pak schopen

toto zkracovani vyrovnavat. V nasi studii vedla kultivace v experimentalnich médiich u
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4 z 5 linii ke zkraceni relativni telomerové délky v porovnani kontrolni skupinou. Tento
vysledek byl statisticky vyznamny pro buriky kultivované v E1. Tyto vysledky ukazuiji,
ze NM KH muze vést k redukci délky telomer KBZD, ale projekce tohoto fenoménu do
dalSich sledovany ukazatelU, napf. viability, nebyla pozorovana. Pravdépodobné proto,
Ze telomery jsou na chromozomech pfitomny v nadbytku a jejich laboratorné
detekovatelné zkraceni tak nemélo na bunky vliv. Je mozné, ze by postupné
zkracovani vedlo k vySSi umrtnosti bunék ve vysSich pasazich. Tato hypotéza, i kdyby
se prokazala, by ale neméla mit vliv na pouzitelnost nosi¢t z KH, nebot 6 pasazi, pro
které byl vliv testovan, je dostatecné dlouhym intervalem pro plnou degradaci nosice

aplikovaného do rany.

Analyzou proliferacni aktivity byla v porovnani s kontrolni skupinou prokazana redukce
kumulovanych populaénich zdvojeni bunék kultivovanych v médiich obohacenych o
NM KH. Tato disparita byla statisticky vyznamna u experimentalnich skupin E1 a E2.
Nasledné byla provedena detailni analyza proliferacni aktivity v jednotlivych pasazich,
kterou byl zjistén rapidni pokles proliferacni aktivity bunék v experimentalnich
skupinach v prvni pasazi. Tento fenomén se vyskytoval pouze v prvni pasazi a nebyl
zaznamenan v zadneé z dalSich pasazi. Prvni pasaz byla od ostatnich odlisSna tim, ze
prave v této pasazi byly bunky poprvé nasazeny do experimentalnich médii. Jednalo
se tedy o nahlou zménu kultivacniho prostfedi. Moznym vysvétlenim prudkého poklesu
v proliferaCni aktivité je tak pravé nahla zména kultivaéniho prostfedi spocivajici
v pfitomnosti KH. Tento nalez povazujeme za dulezity pro dalSi vyzkumy zamérfujici
se na kultivaci KBZD v pfitomnosti NM KH. U kratkodobych experimentd, které
nedisponuji daty o dlouhodobé kultivaci, mize takto vyznamna zména proliferaéni
aktivity vést k zavéru, Ze utlum proliferacni aktivity KBZD je obecné platnym vlivem NM
KH na tyto bunky. Takové zavéry mohou negativné ovlivnit pohled na aplikaci KBZD
do bunéénych nosi¢u z KH. Velmi zasadni je proto zjisténi, ze tento fenomén byl
pfitomen pouze v prvni pasazi, tedy v inicialni fazi kontaktu KBZD s novym prostfedim,
a nasledné jiz nebyl pozorovan. Vzhledem ktomu, Ze u buné&Cnych nosicl je
predpoklad dlouhodobého kontaktu s implantovanymi bufikami, je dilezité konstatovat,
Ze pii dlouhodobé kultivaci nebyl pozorovan negativni vliv NM KH na proliferaéni
aktivitu KBZD. Zaroven lze pfredpokladat, Ze biodegradace nosi¢l bude probihat
pozvolna a bunky tak nebudou vystaveny nahlé zméné okolniho prostfedi, jak tomu

bylo v naSem experimentu.
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Poté, co jsme ovéfili, Ze NM KH nema cytotoxicky efekt a z dlouhodobého hlediska
nema vyrazné negativni vliv na proliferacni aktivitu KBZD, jsme se zaméfili na ovlivnéni
fenotypu bunék. Na zakladé dat z védecké literatury jsme predpokladali, Ze obecné
popisovany vliv KH na povrchové znaky KBZD bude pozorovatelny i u NM KH. Jelikoz
ale neexistovala Zzadna data, ktera by se tykala vlivu fragmentd HYALs na KBZD, bylo
nutné navrhnout panel sledovanych znakl Siroce s durazem na povrchové znaky
tykajici se kmenovosti, diferenciace, motility ¢i adheze. Jako markery adultnich
mezenchymalnich KB jsme zvolili CD29, CD44 a CD90. V priméru byla zachovana
vysoka pozitivita pro tyto znaky ve vS8ech skupinach, ale v kontrolni skupiné byla
pozitivita vzdy vySsi. Statistické porovnani kontrolni skupiny vici experimentalnim
skupinam vykazalo vyznamné rozdily u CD29 a CD90. Dale byly vySetfeny stromalni
znaky CD73 a CD166. Bunky vSech skupin byly vysoce pozitivni na CD73, nejvyssi
pozitivita byla zaznamenana u kontrolni skupiny, rozdily ale nebyly statisticky
vyznamné. Naopak statisticky vyznamnych rozdilt bylo dosazeno pfi analyze exprese
CD166, adhezivni molekuly vystavované na mezenchymalnich KB a fibroblastech,
ktera byla pfitomna v kontrolni skupiné vyrazné vice nez ve skupinach
experimentalnich. Podobny rozdil jako u CD166 byl pozorovan i u CD105 (endoglin),
ktery je membranovym glykoproteinem ucastnicim se procesu angiogeneze [191].
Vysledky koresponduiji se zavéry prace Bringhof et al., ktera popisuje pozitivni korelaci
mezi CD105 a CD166 v mezenchymalnich KB [192]. Tyto nalezy mohou indikovat
negativni vliv NM KH na expresi markerl asociovanych s fibroblasty a angiogenezi.
CD31 a CD106, které jsou adhesivnimi molekulami typickymi pro endotelialni buriky,
byly ve vSech skupinach exprimovany nizce. Zatimco rozdil v expresi mezi kontrolni a
experimentalni skupinami nebyl u CD31 vyznamny, exprese CD106 byla
v experimentalnich skupinach statisticky vyznamné nizSi neZ v kontrolni skupiné.
Primérna pozitivita tohoto znaku v kontrolnich skupiné byla pfiblizné 14 %,
v experimentalnich skupinach pak < 1 %. CD106 je také nazyvan vaskularni celularni
adhezivni molekula 1 (angl. vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1). Jedna se o
buné&ny povrchovy protein, ktery mediuje adhezi leukocytl a endotelialnich bunék a
byla popsana jeho cytokiny indukovana exprese [193]. Vysledky nasi studie ukazuiji,
Zze NM KH statisticky vyznamné snizuje subpopulaci KBZD, které tuto adhezivni
molekulu nesou. Exprese CD49f (integrin alfa-6, ITGAB) byla u experimentalnich
skupin znatelné niZSi nez v kontrolni skupiné. V recentni publikaci Nieto-Nicolau et al.

bylo popsano, Ze mezenchymailni KB, které vykazuji vy$8i hodnoty CD49f vykazuiji i
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vyS$Si miru klonogenicity, migrace a diferenciacniho potencialu [194]. Dale studie uvadi,
Ze exprese tohoto znaku je ovlivnéna kultivaCnimi podminkami bunék a pfitomnosti
proteinl extracelularni matrix. Autofi také popisuji, Ze tyto zmény jsou regulovany
cestou proteinkinazy B (PKB, téz Akt) a inhibitory bunééného cyklu proteiny p53 a p21.
Obdobné statisticky signifikantni sniZzeni exprese v experimentalnich skupinach bylo
pozorovan i u CD117 (transmembranovy receptor pro tyrosin kinazu, c-KIT). CD117
ovliviiuje signalizani kaskadu proteinkinazy B a ma vyznamnou roli v proliferaci,
diferenciaci, adhezi, motilité a angiogenezi u hematopoetickych a nadorovych stem-
like cells (kmenovym bufikam podobné buriky) [195, 196]. Vysledky naseho vyzkumu
prokazuji snizeni exprese obou téchto membranovych proteint, které jsou dilezité
v regulaci proliferace, mobility a diferenciace, u KBZD kultivovanych v pfitomnosti NM
KH. Na zakladé téchto vysledkl Ize usuzovat, Zze NM KH muze ovlivnit proliferaci,

mobilitu a diferenciaci KBZD.

Pfi analyze fenotypu byla také zjisténa interindividualni variabilita mezi jednotlivymi
liniemi. Tento fenomén byl patrny napf. u exprese CD133 (prominin-1). Zatimco
v kontrolni skupiné byla zaznamenana napfi¢ skupinami uniformné nizka hodnota
pozitivity pro tento znak, data v experimentalnich skupinach byla velmi variabilni. Tyto
rozdily nebyly nahodné, ale jejich distribuce byla asociovana s pfislusSnymi
biologickymi replikacemi (liniemi) napfi¢ experimentalnimi médii. U linii 1 a 4 byla
pozitivita bunék na CD133 v porovnani s liniemi 2, 3 a 5 v pofadi médii E1 / E2 / E3
5,6 /5,6 /4,3 krat vysSi. Jelikoz jsme takové rozdily nepozorovali v uniformni kontrolni
skuping, kde jsou hodnoty obdobné jako hodnoty reportované jinymi autory,
pfisuzujeme tyto zmény interindividualni vnimavosti KBZD na NM KH [37, 197]. Tento
nalez je obtizné interpretovat, nebot znak CD133 je ve vztahu ke KBZD obecné
povazovan za nedostate¢né definovany, jeho hodnoty exprese se liSi napfi¢ studiemi
a ke spravné interpretaci je na toto téma tfeba dalSich vyzkumu [198]. Inverzni efekt
byl pozorovan u exprese CD146 (melanoma cell adhesion molecule, MCAM), ktery
vykazoval konzistentni hodnoty ve vSech experimentalnich médiich, zatimco hodnoty
v kontrolni skupiné byly silné inkongruentni. Tento povrchovy znak je asociovan
s diferenciaci mezenchymalnich KB a pericytd smérem k vaskularni hladké svaloviné
[199]. U KBZD byly ale CD146+ buriky také identifikovany jako subpopulace promotoru
pro regeneraci dentinovych a dfefiovych tkani a byla u nich zjisténa vysoka exprese

alkalické fosfatazy (ALP), ktera je markerem diferenciace KBZD smérem Kk
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odontoblastim a osteoblastim podobnym burikam [200, 201]. V tomto kontextu Ize
CD146 tedy interpretovat i jako znak tendence KBZD diferencovat smérem k
odontoblastim a osteoblastim podobnym burikam, jehoz exprese je vlivem NM KH
snizena na minimum. Vysoka variabilita CD146 u KBZD, kterou jsme pozorovali
v kontrolni skupiné, byla popsana i jinymi autory [40, 41, 202]). Pfestoze rozdily
v expresi CD146 mezi kontrolni a experimentalni skupinou nejsou statisticky
vyznamné, je dulezité zdaraznit rozptyl jednotlivych hodnot v kontrolni skupiné a silny
kontrast k uniformité dat ve skupinach experimentalnich. Variabilita KBZD je jednim
z intenzivné studovanych a velmi aktualnich témat a jelikoZ zatim nebylo uspokojivé
vysvétleno, mlze i tento pozorovany fenomén pfispét k jeho pochopeni [42, 43, 203].
Proto povazujeme za dulezité komentovat tento vysledek detailnéji. Pfi analyze
exprese CD146 je patrné, Ze kontroly linii 1 a 2 byly CD146 pozitivni v 82,5 a 58,9 %.
Kontroly linii 3-5 vykazovaly CD146 pozitivitu v 0,2, 4,8 a 6,7 %. V experimentalnich
skupinach byla ale exprese CD146 vSech linii pouze v uzkém rozmezi 0,02-3,21 %. |
kdyz nebyla pfiCina variability exprese CD146 v kontrolni skupiné v této ani v jinych
studiich vysvétlena, je zfejmé, Ze v médiich obohacenych o NM KH doslo u vSech linii,
v€etné linii 1 a 2, k vyraznému sniZeni a homogenizaci hodnot exprese tohoto znaku.
Je prfedmétem hypotézy, zda puvodni odlehlé hodnoty kontrol linii 1 a 2 byly
potladeny pritomnosti NM KH. Zaroven je zajimaveé i zjisténi, Ze i pokud ze statistické
analyzy vylouc€ime linie 1 a 2, u kterych je pokles zcela zfejmy, vysledky srovnani
kontrol a experimentalnich skupin linii 3-5 poskytuji také statisticky relevantni rozdily:
kontrola-E1 p = 0,0269; kontrola E2 p = 0,0578, kontrola-E3 p = 0,1138. Tyto vysledky
ukazuji, ze i kdyz je exprese CD146 v populaci KBZD variabilni, pfitomnost NM KH
vede pravdépodobné k jeho supresi ve vSech liniich KBZD bez ohledu na jejich
originalni hodnotu exprese CD146. Mechanismus tohoto fenoménu muze pfispét
k pochopeni variability CD146 napfic liniemi. K potvrzeni téchto hypotéze by vSak bylo

nutné ovéreni na vétSim statistickém souboru.

V souladu s definici mezenchymalnich KB podle Dominici et al. byla pozorovana nizka
exprese povrchovych znaki CD34 a CD45, a to ve v8ech skupinach [204]. CD34 je
transmembranovy fosfoglykoprotein, ktery je typickym markerem primitivnich
pluripotentnich stromalnich a hematopoetickych KB [204]. V praci Alraies et al. byl

CD34 byl identifikovan jako mozny marker pro stromalni subset KBZD s pavodem
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v neuralni listé. Tento subset je distribuovan variabilné napfi¢ donory a i mezi
jednotlivymi zuby od jednoho darce. CD34 analyza je jednim z moznych nastroju k
identifikaci populaci bohatych na tuto subpopulaci s plivodem v neuralni listé a jejich
klinickou aplikaci [205]. PrestozZe byla exprese CD34 hodnocena ve vSech skupinach
jako nizka, byl zaznamenan jeji statisticky vyznamny pokles v experimentalnich
skupinach. Vysledek Ize interpretovat tak, Ze NM KH utlumuje v KBZD CD34+
subpopulaci. Vliv NM KH na pravé tento subtyp KBZD by bylo mozné analyzovat
dalSim experimentem s vyuzitim tfidéni bunék dle CD34 (napf. metodou fluorescent

assisted cell sorting).

CD271 (low-affinity nerve growth factor receptor, NGFR) je markerem, ktery se
vyskytuje na povrchu mezenchymalnich KB z rdznych tkani v€etné tkani zubnich [206,
207]. Prace Alvarez et al. popisuje CD271 jako marker, ktery se v populaci KBZD poji
s vysokou proliferacni kapacitou a Sirokym diferenciacnim potencialem [207]. V naSi
studii se vysledky pozitivity pro CD271 mezi jednotlivymi skupinami neliSily a hodnoty

exprese byly v obdobném rozmezi, jaké uvadéla i vySe zminéna studie.

Pfi komplexnim hodnoceni analyzy fenotypu KBZD v ramci tohoto experimentu je
dilezité zduraznit, Ze v souladu s obvyklymi hodnotami povrchovych znaki
mezenchymalnich KB si bunky napfi¢ skupinami zachovaly vysokou pozitivitu pro
CD29, CD73 a CD90 a nizkou pozitivitu pro CD34 a CD45, a to i pres statisticky
vyznamné rozdily mezi kontrolni a experimentalnimi skupinami pro CD29, CD 34 a
CD90 [208, 209]. Oproti obvyklym hodnotam se liSila exprese znaku CD105, ktery byl
u experimentalnich skupin nizSi, nez jsou hodnoty standardné udavané pro
mezenchymalni KB. Dale byly u bunék kultivovanych v experimentalnich médiich
pozorovany celkové nizSi exprese znaku asociovanych s bunéénou mobilitou, adhezi,
proliferani aktivitou a znakl souvisejicich s angiogenezi a s diferenciaci smérem
k fibroblastim a odontoblastim. Buriky si i v pfitomnosti NM KH udrzely znaky

mezenchymalnich KB a naivni nediferencovany fenotyp.

84



6 Zaver

Cilem prace bylo zhodnotit dlouhodoby in vitro vliv KH na KBZD. Byl proveden pilotni
experiment testujici vliv Sirokého spektra KH na 2 linie KBZD nasledovany
experimentem zaméfenym na NM KH, do kterého bylo zafazeno 5 linii KBZD. Pilotni
experiment prokazal, Zze KBZD pfi dlouhodobé kultivaci v pfitomnosti KH o
molekularnich hmotnostech 116 kDa, 540 kDa a 1500 kDa a koncentraci 0,1 %
prezivaji, adheruji k povrchu, proliferuji a udrzuji si schopnost diferencovat ve zralé
bunécné elementy ve srovnatelné mife jako bunky kultivované v kontrolnim médiu.
Byly pozorovany ojedinélé zmény exprese povrchovych znaki bez statistické
vyznamnosti. Pro experiment zaméreny na vliv NM KH na KBZD byly pouzity
fragmenty KH odpovidajici molekularni hmotnosti produktl enzymatického stépeni KH
in vivo pasobenim HYALSs. Jednalo se 0 800 Da, 1600 Da a 15 KDa o koncentraci 100
pmol/l. Kultivace probihala v kontrolnim a experimentalnich médiich. Po nasazeni
bunék do médii nebyl pozorovan rozdil v adherenci bunék k povrchu kultivacni nadoby,
ale byl zaznamenan statisticky vyznamny pokles proliferaéni  aktivity
v experimentalnich skupinach. V prvni pasazi byl u KBZD v experimentalnich médiich
vyrazné redukovan pocet populacnich zdvojeni. Tento pokles byl omezen pouze na
prvni pasaz a v dalSich pasazich jiz nebyl zaznamenan. Dosazeny kumulovany pocet
populacnich zdvojeni na konci experimentu byl v experimentalnich skupinach
statisticky vyznamné nizSi. Velikost bunék kultivovanych v experimentalnich
skupinach byla statisticky vyznamné mens$i nez velikost bunék v kontrolni skupiné.
Relativni telomerova délka byla v porovnani s kontrolni skupinou u experimentalnich
medii kratSi u 4 z 5 linii, statisticky vyznamny rozdil byl zaznamenan u bunék
kultivovanych v médiu s pfidavkem KH o molekularni hmotnosti 800 Da. Viabilita
bunék nebyla pfitomnosti KH negativné ovlivhéna, naopak u 3 z 5 linii byla
v experimentalnich médiich vysSi nez u kontroly. Rozdily ve viabilité nebyly statisticky
vyznamné. Vyrazné rozdily byly pozorovany ve fenotypu bunék — pfestoze si vSechny
skupiny udrzely vysokou expresi zakladnich markert KBZD (CCD29, CD44, CD73,
CD90), byl u téchto znakli u experimentalnich skupin pozorovan pokles. Celkova
analyza fenotypu pak odhalila statisticky vyznamné sniZeni exprese povrchovych
znakl v expriemntalnich skupinach (p < 0,05; CD29, CD34, CD90, CD106, CD117,
CD146, CD166). Buriky si i po dlouhodobé kultivaci v pfitomnosti NM KH udrzely znaky

mezenchymalnich KB a naivni nediferencovany fenotyp.
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Prace dokumentuje vliv NM KH na KBZD in vitro. Vysledky ukazuji, ze NM KH ovliviiuje
jejich proliferacni aktivitu, velikost, telomerazovou aktivitu a expresi fenotypovych
znaku. Zaveéry prace pfinaseji vyznamné poznatky o vlivu degradacnich produkti KH,

které je nutné zohlednit pfi dalSim vyvoji bunéénych nosi¢u z KH pro KBZD.
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