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1 Uvod

Habilita¢ni prace "Kmenové buiiky izolované ze zubni dfen¢ stalych, do¢asny a natalnich zub"
je koncipovana jako soubor komentovanych publikaci, které shrnuji nase dosavadni vysledky

pfi studiu kmenovych bunék izolovanych ze zubni dfené natalnich, doCasnych a stalych zubd.

Habilita¢ni prace obsahuje kapitolu z monografie "Dental Stem Cells: Regenerative Potential.
S. 1.: Springer International Publishing, 2016" ocenénou v roce 2017 rektorem Univerzity
Karlovy v ramci vyznamnych monografii, a dale 14 publikaci, na kterych se habilitant podilel
jako prvni autor ¢i spoluautor. Tyto prace byly publikovany v recenzovanych casopisech (8x)
nebo Casopisech s IF (6x) v tomto zastoupeni: Folia Biologica (Praha) 3x, Scientific Reports
1x, Cells Tissue and Organs 1x, Journal of Biomedicine and Biotechnology 1x, Acta Medica
(Hradec Krdlové) 5x, Biomedical Papers 1x, Brazilian Dental Journal 1x, Ceskd stomatologie

a Prakticke zubni lékarstvi 1x.

Spole¢nym tématem vySe jmenovanych publikaci je zavedeni protokolu izolace a kultivace
kmenovych bunék zubni dfen¢ stalych, dofasnych a natalnich zubt, charakterizace jejich
biologickych vlastnosti, snaha autorti o poznani vlivu fetalniho teleciho séra v kultivaénim
médiu na kultivované kmenové bunky a vyvoj kultivaéniho média, v némz by bylo fetalni teleci

sérum nahrazeno jinym suplementem.

1.1 Kmenové bunky

Kmenové buiky (KB) 1ze obecné charakterizovat jako matetské buiiky ostatnich bunécnych
fad tvoficich mnohobunécny organismus. Prvni kmenové bunika vznika spojenim spermie a
vajicka, a dava tak vznik celému organismu. V tomto organismu jsou kmenové bunky
zodpovédné za vyvoj a obnovu jednotlivych tkani. Nésledné jsou proto uchovavany v
neaktivnim stavu pro piipadnou regeneraci poskozenych tkani (dormativni somatické kmenové

bunky).

Na rozdil od somatickych bun¢k (SB) jsou kmenové buiikky obdafeny nékolika unikéatnimi
vlastnostmi. Jednou z téchto vlastnosti je pfitomnost telomerazy, kterd umoziuje po probéhlém
déleni dosyntetizovat zkraceny usek telomer, a tak zajistit jejich neomezeny proliferacni

potencidl a teoreticky i nesmrtelnost téchto bunéénych populaci. Obecné 1ze fici,



ze diky zkracovani telomer nejsou somatické bunky schopny ptekrocit tzv. Hayflicktiv limit,

ktery €ini cca 42 populacnich zdvojeni, nebot’ diive podlehnou senescenci.

Dalsi zésadni vlastnosti, kterd odliSuje KB od SB, je schopnost jejich asymetrického déleni a
diferenciace v Sirokou $kalu zralych bunéénych elementt. Tato vlastnost zistava v riizné mite
zachovdna u vSech linii kmenovych bunék. Dle schopnosti diferenciace délime KB na
totipotentni (zygota), multipotentni (embryonalni kmenové bunky) a pluripotentni (napf.
mesenchymalni kmenové buniky). Totipotentni zygota je schopna vyzravat v jakoukoliv tkan
vznikajicitho embrya a na rozdil od embryonalni kmenové buniky (EKB) je schopné dat vzniku
1 extraembryonalni tkéni — trofoblastu. EKB jsou buné¢nou linii izolovanou ze vznikajiciho
embrya v obdobi blastocysty, konkrétné z embryoblastu. 1zolace téchto bun¢k je vétSinou
spojena se zanikem embrya, a proto experimentalni prace s témito bunikami vyvolava mnoho
etickych otazek. Nejzralejsi linii KB jsou pluripotentni kmenové buiiky, které jsou schopny
diferencovat pouze v tkdn¢ pfislusného zarodecného listu. Teoreticky mohou byt izolovany v
jakékoliv fazi zivota mnohobunééného organismu; a to od zacatku organogenze. Dcefinou linii
mesenchymalnich kmenovych bun¢k jsou builkky progenitorové. Tyto bunky jsou tzv.
oligopotentni, a maji tak velmi omezenou schopnost diferenciace. Posledni bunécnou linii v
fad€ maturace jsou buiiky prekurzorové, které jsou jiz jen unipotentni. Linie progenitorovych a
prekurzorovych bun€k nejsou schopny neomezené proliferace a nejsou proto povazovany za

formu kmenovych bunék, nybrz za buiiky somatickeé.

1.2 Kultivaéni médium

Terapie kmenovymi buiikami je zajimava a slibna cesta k regeneraci ztracenych ¢i poskozenych
tkani. Prestoze na védeckém poli kultivace bunék doslo od roku 1968 k velkému pokroku, stale
se potykame s mnozstvim nezndmych veli¢in; coz neumoznuje bezpecné provedeni klinickych
studii (1, 2). Jedind moznost, jak se vyhnout selhdni pfipadné terapie a jejim nezddoucim
ucinkiim, je dokonalé porozuméni zménam, kterym podléhaji vlastnosti MKB za ménicich se
vlivl prostiedi (3, 4, 5). V soucasnosti rozpoznavame dva hlavni faktory ovliviiujici vlastnosti
kultivovanych MKB, jimiz jsou interindividualni rozdily dérct (6, 7, 8) a slozeni kultiva¢niho
média (9). Z tohoto pohledu se jedna zejména o xenogenni slozky kultiva¢nich médii, které s

sebou nesou medicinské a etické namitky ohledné jejich pouziti v humédnni medicing (10).



Aby bylo mozné vyzkumna data mezi sebou porovnavat, potvrdit jejich vérohodnost, a umoznit
tak jejich aplikaci v bunécné terapii, byly vytvotfeny dva nasledujici pravni piedpisy, jimiz jsou
smérnice Evropské unie EU Tissues and Cells Directive (2004/23/EC) (11, 12) a v USA platna
U. S. current good manufacturing practice guidelines (cGMP) (13), jez urCuji a popisuji, za
jakych podminek by méla byt piivodni bunééna linie izolovana a dale kultivovana. Ugelem
téchto predpisi je minimalizovat rozdily mezi bunénymi liniemi stejného plvodu,
minimalizovat riziko kontaminace, imunitni reakce a imunizace v dasledku virové infekce,
nebo internalizace xenogennich proteint (14, 15). Aby byly splnény pozadavky téchto nafizeni,
musi byt zaveden systém kontroly kvality a Cistoty vstupniho biologického materialu, stejné

jako platnost a spravnost samotné¢ho vyzkumného protokolu.

Z tohoto diivodu se pozornost ¢asti védecké komunity obraci k ndhrad¢ kultivacnich médii s
obsahem xenogennich dopliikli bud’ chemicky definovanymi artificidlnimi médii, ktera
neobsahuji zadné komponenty ziskané z krve, nebo médii obohacenymi pouze o komponenty
krve lidské, idealn¢ krve autologni (16, 17). Ackoliv neni mozné standardizovat ani
komponenty lidské krve, jejich pouzitim se vyhneme internalizaci zvifecich latek a predevsim

vyloucime riziko pfenosu zoondz a imunogenicity (18, 19, 20).

Ptes vySe uvedené argumenty vyuziva naprosta vétsina preklinickych a hlavné klinickych studii
média s 10-20% koncentraci fetdlniho telecitho séra (FCS), coz pravdépodobné vede k
variabilité ziskanych vysledkt, a to od proliferacni aktivity, ptes viabilitu, az po rozdily v
expresi povrchovych znakl. Ukazuje se, Ze MKB podléhaji vlivem vysokych koncentraci FCS
spontanni diferenciaci, kdy je ¢asovy faktor zavisly na hodnoté koncentrace FCS (21). Tento
vliv neni omezen pouze na MKB; byl pozorovan naptiklad u prekurzora adipocytt, kdy pouziti
FCS vede ke zvysené aktivité glycerolfosfat-dehydrogenazy, a zptisobuje tak jejich diferenciaci
(22). Proliferacni aktivita neuralnich progenitori je redukovana, pokud jsou kultivovany v

kultivaénim médiu s FCS bez ptidani cytokinti (23).

Diky vysokému obsahu ristovych stimula¢nich faktord a naopak nizkému podilu inhibi¢nich
rustovych faktort (v kombinaci s neschopnosti védy vytvofit odpovidajici arteficialni nahradu)
se stalo FCS nejvice vyuzivanym rtstovym doplitkem v kultiva¢nich médiich. Dosud se pii
izolaci a expanzi MKB ¢asto spoléhd na média obsahujici vysoké koncentrace FCS (> 10 %),
coz umoznuje lepsi adhezi bunék primokultury k povrchu kultivaéni nadoby (24, 25, 26),
pfedevsim ale jedinou xenogenni/arteficidlni moznost, jak udrzet vysokou proliferacni aktivitu

bunécnych linii bez nutnosti ptidavat dalsi dopliikové riistové faktory



(10). Avsak pouziti vysokych koncentraci FCS béhem dlouhodobé kultivace MKB miize vést

ke spontanni diferenciaci (27, 28, 29), nebo maligni transformaci (30, 31, 32).

S ohledem na plivod séra neni mozné zarucit stabilitu a neménné sloZeni jednotlivych Sarzi FCS
(33, 34). Presto fada recentnich klinickych studii vyuziva kultivaéni média obohacend praveé o
FCS, piehliZejice nejen nestabilni slozeni, ale predev§im potencialni nebezpeci, které s sebou
nese pouzivani xenogennich komponent. Zaroven jejich autofi opomijeji nutnost verifikovat
vliv takovych doplikl na kultivované bunky. Zejména hovézi sérové proteiny mohou byt
jednoduse internalizovany kmenovymi builkami a stimulovat tak imunogenitu v organismu
piijemce nasledovanou zavaznymi komplikacemi (18, 15, 35). Dokonce mtize dojit 1 k pfenosu
virové nebo prionové nakazy (19, 20). Toto sérum obsahuje mnoho polypeptidl, které mohou
indukovat metabolické a morfologické zmény kultivovanych bun¢k (36, 23). VSechny zminéné
vedlejsi ucinky jsou dobfe popsany, piesto nejsou tyto poznatky v fadé klinickych studii
nalezité reflektovany. Studii, ktera ilustruje tuto praxi, mize byt naptiklad prace o 1€¢b¢ infarktu
myokardu myoblasty kultivovanymi v médiu doplnéném FCS, ktera vyustila ve vznik smrtelné
maligni ventrikularni arytmie recipienta (37); dal§im ptikladem je kuptikladu prace o 1écbé
nedostatku adenozinové deaminazy autolognimi T lymfocyty kultivovanymi v médiu s FCS,

ktera vedla ke vzniku specifickych protilatek proti fetalnimu telecimu séru (38).

Pouziti xenogennich suplementti neni pouze zcela v rozporu se spravnou laboratorni a vyrobni
praxi (39, 17, 40, 41, 42). Existuje velké mnozstvi dikazi, Ze pii aplikaci MKB kultivovanych
v xenogennim médiu se mohou u piijemce vyskytnout vazné zdravotni problémy. Kocaoemer
et al. (2007) upozornili na ptipady popsané v literatuie, kdy aplikace takto pfipravenych bunék
vyvolaly vazné imunitni reakce zptisobené pravdépodobné internalizaci bovinnich proteinti (18,
35, 38, 43, 44). Suchanek et al. (2013) také poukdzali na nestabilitu karyotypu, kterd miize
zpusobit maligni transformaci bun¢k (45); Bruinink (2004) a Dictus (2007) pozorovali
metabolické a morfologické zmény, které vedly k pozorované vétsi variabilit¢ v chovani
hMSCs (23, 36); Halme a Kessler (2006) (19) a také WHO (1997)

(20) zduraznili nebezpeci transferu zoonoz, predevsim virovych a prionovych infekci, na
lidského ptijemce (37; 44). Z vySe uvedenych divodi mezinarodni 1ékaiska komunita usiluje
o zékaz pouzivani xenogennich suplementii béhem klinickych testli na lidech a v mediciné
obecné (17, 20, 39). Pies vSechny vyse uvedené vyhrady zlstava fetalni teleci/bovinni sérum
(FCS/FBS) (33) zdaleka nejrozsifenéjSim suplementem v experimentalnich in vitro kultivacich

MKRB, piedevsim pro vysokou koncentraci ristovych faktort (46). Z toho diavodu



je vétSina védeckych poznatkli o hMSCs zalozena na jejich kultivaci v médiich obohacenych o

FCS (16).

Z uvedeného vyplyva potieba objektivizovat vlastnosti MKB, bohuzel malé mnozstvi bunék
izolovanych z tkdné¢ neumoniuje provést nutné testy ihned po izolaci a je zapotiebi KB po
n¢jakou dobu expandovat v in vitro podminkach. Timto ale mize dojit ke zméné vlastnosti
téchto bunck. Nasi snahou tedy musi byt nalezeni takovou nahradu FCS, kterd vlastnosti
kultivovanych KB ménit nebude, nebo zmény budou minimalni. Nejlepsim vychodiskem se zda
substituce dosud pouzivaného FCS nékterou komponentou lidské krve (alogenniho, 1épe

autologniho piivodu), nebo ptimo bezsérovym médiem.
1.2.1 Bezsérova kultiva¢ni média

Ani alogenni a bezsérova média nejsou prosta problémil. Prestoze sloZzeni bezsérového média
muze byt standardizovano, pln€ chemicky definovano, ¢imz bude umoznéna plnéa kontrola nad
kultiva¢nimi podminkami pfi eliminaci potencidlniho zdroje zoonéz, ukazala se pro nékteré
typy MKB naprosto nevhodna (18, 19, 43, 44, 47). Obecné v nich bunky vykazuji nizkou
proliferacni aktivitu a ziskani potfebného poc¢tu KB pro analyzy je obtizné (48). Dosud nebyl
vyvinut arteficialni produkt, ktery by byl fakticky schopen pokryt pozadavky MKB pfi kultivaci
in vitro (49); pfestoze by chemicky definované bezsérové médium mélo byt, v disledku
vylouceni nekontrolovatelnych proménnych, idealni pro pionyrskou védeckou praci, jako je

charakterizace novych bunécnych linii, nebo vyhodou pro snazsi reprodukovatelnost vysledku.
1.2.2 Alogenni/autologni suplementy kultiva¢nich médii

Dals$im suplementem, kterym se d& nahradit xenogenni dopln¢k, je alogenni sérum, které je
levnéjsi variantou nez bezsérové dopliky a je univerzalné pouzitelné pro vSechny typy MKB
(46). Tato séra jsou derivaty lidské krve zahrnujici autologni nebo smésné lidské sérum, sérum
z pupecnikové krve a derivaty krevnich desticek (46), diky ¢emuz jsou lehce dosazitelna.
Ackoliv, jak poznamenavaji Zhang et al. (49), mize i alogenni suplement vyvolat imunitni
reakci, mize byt zdrojem kontaminace organismu. Rozdily mezi darcem a piijemcem mohou
brénit aplikaci kultivovanych MKB. Vétsina vyzkumnikt na poli lidskych kmenovych bun¢k
se shoduje v konstatovani, ze alogenni séra jsou jedinou Siroce pfijatelnou ndhradou FCS (50,
51, 52, 53, 54, 55, 56). Existuje mnoho druhii alogennich sér - lidska krevni plasma (human

plasma, HP) a lidska krevni plasma obohacena o krevni desticky
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(platelet rich plasma, PRP) jsou bézné izolované krevni derivaty. Pokud se jedna o alogenni

séra, bylo prokazéano, Zze PRP pfed¢i v mnohém FCS a je tedy jeho adekvatni ndhradou (49).

HP a PRP séra obsahuji ty samé riistové faktory a cytokiny, ovSem s rozdilnou koncentraci,
kterd je dana degranulaci krevnich desticek v PRP, pfi niz dojde k uvolnéni téchto latek do
vnéjsiho prostiedi. Z toho plyne 3,5-5x vétsi mnozstvi volnych rastovych faktort a cytokini v
PRP, nez jaké se nachéazi v HP (57, 58). Konkrétné se jedna o tyto ristové faktory, jimiz jsou
rustovy faktor z krevnich desticek (PDGF), transformacni ristové faktory Bl a B2 (TGF 1,
B2), vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF), endotelidlni rastovy faktor z krevnich
destic¢ek, interleukin 1 (IL-1), zakladni fibroblastovy ristovy faktor (bFGF), krevni desticky
aktivujici faktor 4 (PAF-4) a mnoho dalsich (59, 60). Dle Bernarda et al. (2007) a Kiliana et al.
(2004) vede vétsi podil krevnich desticek v PRP ke zvySeni prosperity kultivovanych bun¢k,

intenzivnéj$i migraci a pomaha potlacit moznou imunitni reakci (46, 61).

1.3 Teoreticky ivod do problematiky kmenovych bunék izolovanych ze zubni di‘ené

Populace kmenovych bunék izolovanych ze zubni diené¢ byla poprvé identifikovana v roce
2000. Izolovana byla ze zubni dfen¢ stdlého tretitho molaru. Do roku 2005 existovalo
celosvétové pouze nékolik malo pracovist’ (véetné Ustavu histologie a embryologie LF UK v
Hradci Kralové¢), které tento bunécny typ studovali, a rozsitfovali tak teoretické poznatky o nich.
Postupné byly identifikovany i dal$i populace mezenchymalnich kmenovych buné€k ze zubni
dren¢ docasné dentice, nadpocetnych zubii, ale i z tkani, které se na vyvoji zubu podileji, nebo
jsou se zubem funk¢éné spjaté. Pro celou skupinu kmenovych bunék izolovanych ze zubnich
tkani, popft. tkani spojenych se zubem, se vyuziva anglicky nazev

,,dental related stem cells®.

Béhem vyvoje zubu se na tvorbé€ zubni diené podili jesté jedna bunécéna populace, kterd pochazi
z kmenovych bun¢k migrujicich z neuralni listy (62, 63). Tyto buniky déavaji v zubni dieni
vzniknout vysoce specializovanému bunéénému typu — odontoblastim, podileji se na tvorbé
Hertwigovy epitelialni liSty, na vzniku periodontalni $té€rbiny a na inervaci zubni dien¢ (64, 65).
I tato populace MKB si zachovava spici populaci tvz. lidskych postmigratornich kmenovych
bunék odvozenych z neurdlni listy (66). Tyto dosp€lé multipotentni kmenové bunky

ektomezenchymu jsou schopné ptispét k regeneraci mezodermalnich, neuralnich a
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ektodermalnich bunék a tkani (67, 68). Z tohoto diivodu se vlastnosti kmenovych bun¢k zubni

dfen¢ mohou lisit od zékladnich charakteristik postulovanych pro MKB (69, 70).

Dale se predpokladd, Zze nékteré specifické charakteristiky KBZD jsou ovlivnény prostfedim
zubni diené. Zubni dien je velmi specificky typ tkané. Je zajimavé, Ze i u dospélych jedinct
stale vykazuje charakteristiky nezralé tkan¢ s vysokym obsahem mezibunééné hmoty (tzv.
rosolovité vazivo). Hypotéza, kterd se snazi tuto odliSnost vysvétlit, stavi na ¢asném a skoro
dokonalém ohrani¢eni zubni dfené od okolnich tkani (Sitka foramen apicis dentis u M3 Cini
pramérné 0,2 mm (71), na jejim Gplném oddéleni od mikrobidlniho prostfedi dutiny ustni, na
vysoké denzité¢ senzorické nervové sité¢ a bohaté mikrocirkulaci. Neméné dulezité je také
formovani zubni papily na zakladé migrace a kondenzace bunc¢k neurdlni listy
(ektomezenchymu) do mezenchymu formujici se Gstni dutiny (72); z tohoto Gtvaru nasledné

vznika zubni dfen.

1.3.1 Suchanek J, Brown KZ, Suchankova Kleplova T, Mazurova Y. Protocols for
Dental-Related Stem Cells Isolation, Amplification and Differentiation. In: Zavan B,
Bressan E. Dental Stem Cells: Regenerative Potential. Schwitzeland: Humana Press, 2016.

27-56.

Publikace shrnuje poznatky o jednotlivych ,,Dental related stem cells" liniich. Pojednava tedy
nejen o kmenovych bunkéch izolovanych ptfimo ze zubni diené, ale naptiklad i z folikulu
vyvijejiciho se zubu, z tkané pokryvajici apex vyvijejiciho se kotfene, z periodoncia atd. Stru¢né
shrnuje i vyvoj jednotlivych zubnich tkani a vysvétluje jejich rozdilné vlastnosti, zejména ve
vztahu k diferencia¢nimu potencialu. Popisuje rizné moznosti izolace jak zubni dfen¢, tak i
samotnych kmenovych bunck, déale pak rozdilné zplsoby kultivace a slozeni kultivacnich
médii. V zavéru je uvedeno nekolik piikladii diferenciac¢nich protokolit a moznosti, jak ovéfit

uspésnost samotné diferenciace.
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2 Kmenové buiiky zubni diené

Souhrnny ndzev "kmenové bunky zubni dien¢" je vyhrazen pro linie kmenovych bunék
izolovanych ze zubni dien¢ stalych zubli. Ze zubni difen¢ zubi docasnych, natdlni/neonatéalni
nebo nadpocetnych je také mozné izolovat kmenové buiiky; pro né¢ se vSak uzivaji odlisna
oznaceni. Divodem této diskrepance v nazvoslovi je fakt, ze kmenové buiky ze zubni dfen¢
stalych zubi (KBZD) byly izolovany jako prvni z celé rodiny "dental related stem cells".
NejcastéjSim zdrojem linii KBZD jsou tfeti molary, které jsou indikovany k extrakcim z
diivodu relativné casto se vyskytujicich zdravotnich obtizi, které mohou pusobit, a dale pak

prvni a druhé premolary, které jsou nejcastéji extrahovany z ditvodu ortodontické 1é¢by.

Postup nasi prace na poli badani o KBZD byl ovlivnén zejména tim, Ze v roce 2005, kdy jsme
tento bunécény typ zacali studovat, existovalo pouze velmi malo publikaci, které se této
problematice vénovaly. Zejména chybély metodické ¢lanky popisujici postup pfi izolaci jak
zubni dfené ze zubu samotného, tak i proces izolace kmenovych bunék ze zubni diené, a dale
pak kultiva¢ni podminky. Nasi snahou tedy bylo nastavit standardni operacni protokoly v nasi
laboratofi, a umoznit tak studium kmenovych bunék zubni difené¢ za standardizovanych
podminek. V pozdéjsi fazi vyzkumu jsme se zacali vice vénovat moznym negativnim dopadiim
fetalniho teleciho séra (FCS) a snaze tento xenogenni suplement v kultivacnim médiu nahradit.
Vysledkem nasi prace bylo celkem 13 publikaci vénujici se témto tématim, z ¢ehoz 5 jich bylo
otisténo v Casopisech s IF. Pro ucely habilitacni prace jsem vybral celkem 8 praci, které

ptredstavuji prifez nasim vyzkumem.

Publikace 2.1 Suchanek J., Soukup T., Ivancakova R., Karbanova J., Hubkova V., Pytlik R.,
Kucerova L.: Human dental pulp stem cells - isolation and long term cultivation. Acta Medica
(Hradec Kralove) 2007,50(3):195-201 je prvni publikaci vzeSlou z naSeho pracovisté, vénujici
se problematice kmenovych bunék zubni dfené. Prace popisuje rizné postupy pii izolaci zubni
dren¢ jako takové, a dale srovnava zakladni biologické vlastnosti kmenovych bunék zubni diené
s vlastnostmi kmenovych bunéki izolovanymi z kostni dfené. Vysledkem je zavedeni Uc¢inné,
avSak vi¢i kmenovym buikdm Setrné metody izolace zubni dfené z cavum pulpae. V této
publikaci se také poprvé poukazuje na moznost vyuziti ITS suplementu (/nsulin, Transeferrin,
Sodium Selenite) pti kultivaci kmenovych bun¢k a na moznost snizeni obsahu fetalniho teleciho

séra v kultivaénim médiu.

Publikace 2.2 Suchanek J., Soukup T., Visek B., Ivancakova R., Kucerova L., Mokry J. Dental
pulp stem cells and their characterization. Biomed Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc
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Czech Repub. 2009,153(1):31-36 navazuje na vysledky publikace 2.1 a hodnoti pfinos vyuziti
ITS suplementu pii kultivaci kmenovych bun€k zubni diené. Vysledky studie prokazaly, ze
KBZD v médiu s nizkym obsahem FCS obohaceném o ITS suplement si udrzuji fenotyp typicky

pro kmenové bunky a vykazuji vysokou proliferaéni aktivitu.

Vysledkem publikace 2.3 Karbanova J., Soukup T., Suchanek J., Pytlik R., Corbeil D., Mokry
J. Characterization of dental pulp stem cells from impacted third molars cultured in low- serum
containing medium. Cells Tissues Organs, 2011;193(6):344-65. Epub 2010 Nov 11 je rozsahla
charakterizace vlastnosti a diferenciacniho potencidlu KBZD stalych zubi, kultivovanych v
optimalizovaném kultivaénim médiu dle publikace 2.2. Prace dokladd, ze nami navrZené
sloZzeni média (sniZzeni obsahu FCS na 2 % a obohaceni o ITS suplement) neovliviiuje tzv.
kmenovost bun¢k, a tyto si zachovavaji vS§echny zadouci parametry (schopnost diferencovat ve
zralé bunécné elementy a fenotyp odpovidajici nezralym bunéénym typtiim), jezZ mezenchymalni

kmenové bunky definuji.

Publikace 2.4 Karbanova J., Soukup T., Suchdnek J., Mokry J. Osteogenic differentiation of
human dental pulp-derived stem cells under various ex-vivo culture conditions. ACTA MEDICA
(Hradec Kralové) 2010;53(2):79-84 se detailné vénuje potencialu KBZD diferencovat v buiiky
produkujici kostni tkan jak ve formé monolayeru, tak ve 3D struktute. Vysledkem je pritkkaz
schopnosti KBZD diferencovat se v pfitomnosti TGF-f3 a BMP-2 v buiiky produkujici
kostni matrix ve standardnim a tzv. bezsérovém kultivaénim médiu. Na druhou stranu studie
ukazala, ze pfitomnost samotného ristového faktoru TGF-B3 neni dostateCnym stimulem k
diferenciaci, nebot KBZD se v takto pfipraveném kultivatnim médiu diferencuji v buiky

produkujici kostni tkan jen neochotné a velmi pomalu.

Studie 2.5 Mokry J., Soukup T., Micuda S., Karbanova J., Visek B., Brcakova E., Suchanek J.,
Bouchal J., Vokurkova D., Ivancakova R. Telomere attrition occurs during ex vivo expansion
of human dental pulp stem cells. J Biomed Biotechnol. 2010,2010:673513. Epub 2010 Oct 4 se
vénuje schopnosti sebeobnovy KBZD, kterou hodnoti méfenim délky telomer, a porovnanim
vysledku experimentu s proliferacni aktivitou téchto bunck. Vysledkem je zjiSténi, Ze pies
pfitomnost telomerdzy dochédzi béhem dlouhodobé in vitro kultivace KBZD ke zkracovani
telomer. Pravdépodobnym diivodem tohoto jevu je velmi intenzivni proliferacni aktivita KBZD
a ovlivnéni aktivity telomerdzy kyslikovymi radikaly v podminkach in vitro kultivace.
Zavérem studie je doporuceni povazovat délku telomer v uvodni fazi kultivace za dilezity

ukazatel proliferacniho potencialu KBZD.
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Publikace 2.6 Suchdnek J., Suchankova Kleplova T., Kapitan M., Soukup T.: The effect of fetal
calf serum on human dental pulp stem cells. ACTA MEDICA (Hradec Kralové) 2013;56(4):
142-149 a publikace nasledujici 2.7 Suchdankova Kleplova T, Soukup T, Rehacek V, Suchdnek
J. Human plasma and human platelet-rich plasma as a substitute for fetal calf serum during
long-term cultivation of mesenchymal dental pulp stem cells. ACTA MEDICA (Hradec Krdlové)
2014, 57(3):119—126 se vénuji vlivu FCS na kultivované buiikky a moznostem snizeni obsahu
FCS v kultiva¢nim médiu nebo jeho Gplnym nahrazenim. Publikace 2.6 prokazuje negativni
vliv vyssi koncentrace FCS na KBZD, zejména na stabilitu karyotypu. Publikace 2.7 navrhuje
slozeni média, ve kterém FCS neni pfitomno. Jako ndhradu FCS lze vyuzit lidskou krevni
plazmu nebo Iépe lidskou plazmu bohatou na krevni desticky. Studie 2.7 prokazala srovnatelné
vysledky pii kultivaci KBZD v médiu s FCS, a v médiu, kde bylo FCS nahrazeno lidskou krevni

plazmou bohatou na krevni desticky.

Publikace 2.8 Pilbauerova N., Soukup T., Suchankova Kleplova T., Suchanek J.: Enzymatic
isolation, amplification and characterization of dental pulp stem cells. Folia Biologica (Praha)
65, 124-133 (2019) se vraci k zakladnimu protokolu izolace kmenovych bunék ze zubni dfené.
Jejim cilem byla snaha zkratit dobu, po kterou jsou KBZD vystaveny plsobeni Stépicich
enzymu, coz muze vést k jejich poskozeni. Piivodni sloZeni izolacniho média (kolagenaza,
dispaza, Hankiv balancovany solny roztok a PBS) bylo nahrazeno 0,05 % roztokem trypsinu.
Timto doslo kredukci potiebného casu enzymatické disociace z ptvodnich 60 min. na
10 min. KBZD izolované timto postupem nadale vykazuji vSechny vlastnosti charakteristické

pro KBZD.
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2.9 Shrnuti vlastnich poznatkii 0 kmenovych burikach zubni diené

Kmenové buiiky zubni diené se pro nas diky své dostupnosti staly nejvice studovanou
linii z rodiny dental related stem cells. Od zacatku experimentt jsme izolovali zubni dien
z vice nez 200 zubt a uspesné jsme izolovali vice nez 100 bunéénych linii. Tato relativné
nizka Gspésnost je dana zejména snahou optimalizovat postup samotné¢ho vyjmuti zubni
dfen¢ a izolace KB z tkdn¢ samotné. I pfes rizné ,,sofistikované* pokusy izolace zubni
dfen¢ se ukazalo, ze nejvyssi tispéSnost ma odstipnuti kofenit pomoci Luerovych klesti v
misté cemento-sklovinné hranice a Siroké otevieni dfefiové dutiny. Stejné tak se v
pribéhu nasich experimenti ukdzalo, ze vhodnou metodou izolace KBZD je enzymaticka
disociace. V piivodnich protokolech jsme vyuzivali enzymt kolagenazy a dispazy.
Izola¢ni protokol byl ale v poslednich 2 letech opét aktualizovan, a tak nyni s vyhodou
vyuzivame pouze 0,05% roztok trypsinu. V soucasné dobé se uspésnost izolace pohybuje

okolo 75 % a nejvétsim rizikem je pro ni kontaminace linie plisni.
2.9.1. Obecné vlastnosti kmenovych bunék zubni diené

Prokazali jsme, Ze po izolaci KBZD z jedné zubni dien ziskdme 46 +/- 6 (10-108) colony
forming units, coZ predstavuje pocet izolovanych KBZD z jedné zubni difené. KBZD maji
v pruméru 14,0 +/- 0,8 um a jsou vietenité. Viabilita KBZD v ptipad¢ vyhovujicich
podminek nikdy neklesla pod 85 %. Prolifera¢ni aktivita bun¢k byla odvisla od pasaze,
ve které byla méfena. Obecné se da fict, ze KBZD maji vysokou proliferacni aktivitu,
ktera se pro prvnich 30 populacnich zdvojeni se pohybuje okolo 40 hodin a nasledné
stoupd k 65 hodinam. KBZD typicky exprimuji ve vysokém procentu znaky CD13, CD29,
CD44,CD63,CD73,CD90 a CD166. Naopak velmi nizce, spise negativni, jsou pro znaky
CD18, CD31, CD34 a CD45. Variabilita exprese znakti CD105 a CD106 se zda byt
spojena se schopnosti KBZD diferencovat ve zralé bunécné elementy, a proto tento
fenomém nyni studujeme. Dale KBZD vykazuji pozitivitu na nékteré znaky EKB, napf.
STRO-1, SOX-2, OCT3/4 a Nanog. Téz je mozné v nich detekovat vimentin a nestin. I
piestoze byla v KBZD telomeraza detekovdna pomoci imunocytochemickych metod, a
ke zkracovani telomer by nemélo dochazet, bylo v pribéhu dlouhodobé pasaze
porkézana, Ze ke zkracovani délky telomer dochéazi. Zkraceni délky telomer velmi dobie
koreluje s prodluZzovanim ¢asu potifebného pro zdvojeni populace. Zda se, Ze rychlost

syntézy telomer nepokryje jejich ztratu v pribehu
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extenzivni kultivace v in vitro podminkéch. Na tomto jevu se mohou podilet dva faktory,
jimiz jsou oxidativni stres plynouci z in vitro kultivace a 2 MKB v organismu nikdy takto
vysoké prolifera¢ni aktivity nedosahuji, a tudiz syntéza telomer neni dostaténé rychla,
aby pokryla ztratu béhem proliferace v in vitro podminkach. V pribéhu nasich
experimentl jsme byli opakované schopni diferencovat KBZD do bunék produkujicich
kosténou a chrupavcitou extracelularni hmotu, ale 1 do bun€k nesouci znaky
endotelidlnich a neuralnich bun¢k, bun€k hladké svaloviny, kardiomyocyty a v buiiky
produkujicich inzulin. Pfestoze diferenciace v adipocyty je povazovana za zékladni
vlastnost vS§ech MKB, na rozdil od naptiklad kmenovych bunék kostni dfené je velmi
obtizné donutit KBZD v adipocyty diferencovat. Postupné jsme zkouseli nékolik raznych
protokolti, ne vzdy s pozitivnim vysledkem. I kdyZ byl vysledek diferenciace pozitivni,
vétsSinou bylo mozné najit pouze nékolik malo tukovych vakuol uvnitt bun¢k a vétsina

bun¢k tyto vakuoly neobsahovala.
2.9.2 Vliv sloZeni kultivaéniho média

Na rozdil od ostatnich autorii kultivujicich KBZD v médiu s 10 nebo 20 % FCS jsme se
od pocatku snazili takto vysoké koncentraci FCS vyhnout. Nase standardni kultivacni
medium obsahuje 2 % FCS a pfidané ristové faktory (platelet derived growth factor a
epidermal growth factor) a dale insulin-transferin-selenite suplement. Pfi porovnani
vysledkl kultivace v médiu s 10 % FCS maji KBZD v ndmi navrZzeném médiu vyssi
proliferacni aktivitu. Dale z naSich experimentl vyplyva, ze pravé pridavek rtstovych
faktorti a insulin-transferin-selenite suplementu je klicovy pro dobu potiebnou ke
zdvojeni populace. KBZD kultivované v media bez riistovych faktori a pouze s 2 % FCS
vykazovaly polovicni proliferacni aktivitu. Obsah FCS nemél vliv na zakladni fenotypové
znaky, které¢ KBZD vykazovaly. Piesto nase vysledky ukazuji, ze vyssi obsah FCS vede
k zvySeni poctu chromozomalnich aberaci. Mnozstvi téchto chyb navic s délkou kultivace
vzrusta. V ramci projektu PurStem (7. ramcovy projekt EU), jehoz cilem bylo vytvofit
serum-free kultivaéni médium, jsme testovali nékolik dostupnych variant tzv. serum-free
médii, v nichz KBZD proliferovaly vzdy jen velmi pomalu, pokud vibec. Dalsi moznosti
nadhrady FCS v kultivaénim médiu je vyuziti derivati lidské krve. I pfesto, ze derivaty
lidské krve maji néktera negativa stejna jako FCS (nejednotnost slozeni, riziko pfenosu
infekce) a dokonce maji i néktera negativa navic (moznost obsahu metabolitii 1€€iv, nizsi
obsah rtstovych faktori), jsou pro potencialni klinické vyuziti KB piijatelnéjsi nez FCS.

Dle vysledkil nasi studie je mozné nahradit
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FCS pomoci HP, nebo PRP. V ptipad€ nahrazeni 2 % FCS v médiu s rGstovymi faktory
a ITS suplementem pomoci 2 % HP nebo 2 % PRP jsou vysledky srovnatelné. Jako
nejvyhodnéjsi se zda byt uziti média s 10 % PRP, ve kterém mély KBZD nejvyssi
proliferacni aktivitu. AvSak vzhledem ke snaze snizit dopad variability sloZeni a moznych
nezadoucich U¢inkli PRP jsme se rozhodli v dalSich experimentech vyuzivat spiSe

variantu kultivaéniho média s 2 % PRP obohacenou o riistové faktory a ITS.
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3 Kmenové buiiky zubni di'ené do¢asnych zubi

Kmenové buiiky izolované ze zubni difené docasnych zubi (SHED - Stem cells from human
exfoliated deciduous teeth) byly druhou izolovanou a definovanou linii kmenovych bun¢k z
rodiny dental related stem cells. Jejich zdrojem jsou docasné zuby nejcastéji extrahované z
ortodontickych divodi, poptipadé z ditvodu piitomnosti nesanovatelné kariézni 1éze nebo zuby
po traumatu, ale vzdy zuby vitalni. V kontrastu s ndzvem se tyto kmenové buniky neizoluji z
docasnych zubi, u kterych doslo ke spontanni eliminaci. Béhem spontdnni eliminace dochazi k
resorpci kofene, otevieni prostoru, ktery byval dieniovou dutinou, a nahrazeni piivodni tkané

zubni diené tkani gingivy.

SHED pro nas tym piredstavuji zejména druhou linii kmenovych buné€k, na které miazeme oveftit
pouzitelnost postupti optimalizovanych na KBZD. Z tohoto diivodu jsou tyto védecké prace
metodicky podobné publikacim 2.2, 2.3 a 2.7. Vysledkem vyzkumu byly celkem 3 publikace

vénujici se SHED, z ¢ehoz byla 1 otisténa v ¢asopise s IF.

Publikace 3.1 - Suchdanek J., Visek B., Soukup T., Kamal El-Din Mohamed S., Ivancakova R.,
Mokry J. Stem cells from human exfoliated deciduous teeth — isolation, long term cultivation
and phenotypical analysis. ACTA MEDICA (Hradec Kralové) 2010,53(2):93-99 I navazuje
podobné jako publikace 2.3 vysledky publikace 2.2 a testuje ndmi navrzenou upravu
kultivaéniho média (snizeny obsah FCS, obohaceni o ITS suplement). Déale porovnava
vlastnosti SHED a KBZD v tomto médiu kultivovanych. Vysledkem je diikaz vhodného sloZeni

navrzené¢ho média i pro dlouhodobé kultivaci SHED v in-vitro podminkach.

Publikace 3.2 - Suchankova Kleplova T., Browne K.Z., Soukup T., Suchdnek J.: In vitro
kultivace kmenovych bunék zubni pulpy docasnych zubu v nizkoprocentnim xenogennim médiu.
Ces. Stomat. a Prakt. Zubni Lék. (2016) 115 (1): 3—11 ovéiuje skuteénost, ze si SHED
kultivované v médiu s 2 % FCS a ITS suplementem udrzuji znaky typické pro kmenové buriky,

a jsou tedy nadéle schopny vyzravat v Sirokou $kalu bunécnych typt.

Publikace 3.3 - Suchdnek J., Suchdnkova Kleplova T., Rehdcek V., Browne K.Z., Soukup T.
Proliferative Capacity and Phenotypical Alteration of Multipotent Ecto-Mesenchymal Stem
Cells from Human Exfoliated Deciduous Teeth Cultured in Xenogeneic and Allogeneic Media.
Folia Biologica (Praha) (2016); 62: 1-14 obdobn¢ jako prace 2.7 popisuje vysledky kultivace
SHED v médiu, ve kterém bylo FCS nahrazeno lidskou krevni plazmou nebo lidskou krevni

plazmou bohatou na krevni desti¢ky. Vysledky potvrzuji, Ze i linie SHED jsou
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schopny proliferovat v médiu, které neobsahuje FCS, udrzet si fenotyp mezenchymalnich

kmenovych bun¢k a schopnost diferencovat ve zralé bunécné populace.
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3.4 Shrnuti nasich poznatki o kmenovych buiikach zubni di‘ené do¢asnych zubi

Zubni dien doCasnych zubi se jevi jako velmi vyhodny zdroj MKB z nékolika divodi,
extrahovany zub je v Case nahrazen zubem stalym a pacientovi tak nevznikd zadna
zdravotni Ujma, a izolované KB jsou jest¢ méné vyzralé nez KBZD, a jsou proto pro in
vitro kultivaci vyhodnéjsi. Avsak tento jejich zdroj predstavuje i jista rizika, nebot’ vzdy
extrahujeme zub, ktery je jiz profezan do dutiny Gstni a je tak vyssi riziku kontaminace
linie, zub extrahujeme velmi mladému jedinci, pro néhoz extrakce mize predstavovat
traumaticky zazitek, a zub by mél byt extrahovan v dobé, kdy ma alesponi 1/3 plivodni
délky kotenii. V opacném piipadé hrozi, ze zubni dfenl je jiz CasteCn¢ nebo zcela
nahrazena tkani gingivy, a tak miize dojit k izolaci jiného typu MKB. Také objem tkané
zubni dfené€ docasnych zubii je v porovnani s objemem zubni dfené stalych zuba vyrazné
mensi, a proto se da predpokladat, Ze i mnozstvi MKB uvnitf této diené je niz$i. SHED
tak pro nas predstavovaly sekundarni linii MKB, na které jsme ovétovali vysledky

ziskané pti experimentech s KBZD.
3.4.1 Obecné vlastnosti SHED

V porovnani s KBZD jsou SHED spiSe okrouhl¢, klasicky vietenity tvar ziskavaji az se
zvySujici se konfluenci v kultivaéni nadobé. Velikost SHED je v priméru 14,3 +/-2,0 um
a odpovida v pruméru velikosti KBZD, ale s vyrazn¢ vétsi odchylkou. Viabilita SHED
byla stejn¢ jako v ptipadé KBZD velmi vysoka a nikdy neklesla pod 85 %. Proliferacni
aktivita bunck byla odvisla od paséaze, ve které byla méfena. Obecné lze konstatovat, ze
SHED maji vysokou proliferacni aktivitu srovnatelnou s KBZD, ktera se pro prvnich 24
populacnich zdvojeni se pohybuje okolo 28 hodin a nasledné stoupa k 54 hodinam. SHED
typicky exprimuji ve vysokém procentu znaky CD29, CD44, CD73, CD90, CD117 a
CD166. Naopak velmi nizce, spiSe negativni je exprese znakti CD18, CD31, CD34 a
CD45. V prabéhu nasich experimentii jsme byli opakované schopni diferencovat SHED
do bunék produkujicich kosténou a chrupavcitou extracelularni hmotu, ale 1 do bunék
nesouci znaky endotelidlnich a neurdlnich bunck, bunc¢k hladké svaloviny,

kardiomyocyty, do buné€k produkujicich inzulin, téZ do bunék obsahujici tukové vakuoly.
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3.4.2 Vliv slozeni kultivaéniho média

V ptipadé nahrazeni FCS pomoci derivati lidské krve pti kultivaci SHED jsme potvrdili
vysledky ziskané z ptedchoziho experimentu s KBZD. Nejvyssi proliferacni aktivita byla
opet v médiu s 10 % PRP, vysledky v médiu se 2 % FCS, 2% HP a 2 % PRP vzdy
obohacené o rtstové faktory a ITS suplement byly srovnatelné. Médium obsahujici 10

% HP se ukazalo jako zcela nevyhovujici, SHED v tomto médiu neproliferovaly.
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4 Kmenové buiiky zubni diené natilnich/neonatanich zubi

Natalni nebo také neonatalni zuby jsou v dutiné ustni pfitomny jiz pfi narozeni (NT), nebo
eruptuji do 1 mésice po narozeni (NNT) (73) (Obr.1A). Diive byly také oznacovany jako fetalni
¢i vrozené zuby, jako zuby raného détstvi, nebo také jako dentice piedcasna ¢i dentice doc¢asné
predchézejici (74). Podle vétSiny autort neexistuje korelace mezi jednim z pohlavi a vyssim
vyskytem této anomalie (75). Natalni zuby se vyskytuji tiikrat ¢astéji nez zuby neonatalni (76,
77). Vzhled a vyzralost neonatalnich zubti se pfrili§ nelisi od protezavajicich zubti docasnych
(78) (Obr.1B). Tvorba kotene je u NT/NNT vétsinou hrubé naruSena ptedcasnou erupci, kdy
neni jesté zalozena Hertwigova pochva (79). Stfedni dolni fezéky tvoii 85 % NT/NNT, 11 %
jsou horni docasné Spicaky, 3% dolni do¢asné molary a 1% ptipadd na horni doasné molary
(77). Vétsinou se jedna o bilaterdlni lokalizaci. V 90 — 99 % se jednd o zuby docasné dentice,
pouze 1 — 10 % tvofi zuby nadpoéetné (80). Stejny zavér vyplyva ze Stamfejleho studie (81) -
natdlnimi zuby jsou nejcastéji predc¢asné profezané dolni stfedni fezédky, coz naznacuje i
»ageneze™“ docCasnych zubt; jejich profezéni souvisi s rychlym, ¢i pred¢asnym vzorcem
profezavani spiSe nez s vysokym ulozenim zubnich zarodkt. Pti pfedCasném profezani
docasnych zubii vidime pfiblizn€¢ v 80 % dotvofenou korunku zubu bez kotenil (82), coz
logicky rezultuje v jejich pfiliSnou mobilitu a brzkou pfirozenou ztratu ¢i nutnost extrakce (83).
Presto se nékteré NT/NNT dockaji ptirozené exfoliace (81). Anomalni vyvoj stalé dentice, resp.

chybéni stalych nastupct €1 vyskyt jejich deformit, napt. mikrodoncie, se zda jako raritni, presto

se vyskytujici jev (84).

Obr 1: A) natalni zuby u novorozence 3. den po porodu, B) extrahované natalni zuby.
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Existuje vice teorii vzniku NT/NNT. Jako nejpravdépodobnéjsi se jevi povrchového ulozeni
zubnich zarodkl docasné dentice, coz pravdépodobné koreluje s dédi¢nosti (87). Jedna se o
dédi¢nost autozomalné¢ dominantni (79). Familiarni pfenos se pohybuje v rozmezi 6-72 % dle
regionu a etnika (88). S dédi¢nosti by mohla souviset také teorie vzniku NT/NNT podle
Clerguau-Guerithaulta, ktefi vidi pfi¢inu ve zvysSené osteoblastické aktivité v oblasti zubniho
deficit a hypovitamindza v dusledku naruSeného zdravi matky (90). Jiné teorie mluvi o
hormonalni stimulaci, horec¢ce a exantému matky béhem téhotenstvi (73), nebo o vlivu vrozené
syfilis, ktera miize erupci zubt uspisit i zpomalit (90). V roce 2010 publikovali Stamfejl a spol.
teorii, ze NT/NNT jsou dusledkem akcelerovaného dentalniho riistu. Fauconnier a Gerardy
(1953) postulovali rozdil mezi predéasnou a &asnou erupci (91). Casna erupce je déna
celkovymi faktory (napt. dédi¢nost, nebo hormonalni disbalance), zatimco pred¢asna erupce je
Cist¢ patologickym procesem, ktery vede ke vzniku nekompletniho zubu bez kotene, ktery
profeze ve velmi kratkém case. Struktura, kterd je podkladem tohoto procesu, se oznacuje jako
expulzivni Capdepontlv folikul. Tato struktura vzniké na podklad€ traumatu alveolu béhem
porodu za vzniku viedu, diky kterému se infekce $iti az k dentalmu foliklu prostfednictvim
gubernaculum dentis persistente, coz vede ke flegméne a edému, a tim k predCasné ztraté

postizené¢ho zubu (92).

Vzéacn€ se NT/NNT nevyskytuji izolované, nybrz jsou soucasti projevil nékterych vyvojovych
vad a symptomil. Neexistuje vSak piesvédcivy dikaz o pozitivni korelaci mezi vyskytem
NT/NNT a zminovanymi systémovymi poruchami (75). Poruchy spojované s vyskytem
NT/NNT jsou dale doprovazeny rozstépem rtu a patra, vzacné kyklopii (93, 94, 95, 96). Mezi
n¢ fadime Jadasson-Lewandowskyho syndrom (pachyonychia congenita), Pierre Robiniv
syndrom, Ellis van Creveldiv syndrom (chondro-ektodermélni dysplazie), androgenitalni
syndrom, Hallerman-Streiffiiv syndrom (okulo-mandibularni dyscefalie s hypotrich6zou),
kraniofacialni dysostézu, Rubinstein-Taybi syndrom (mnohocetna steatocystoma), Sotlv
syndrom, syndrom Majevského, syndrom Wiedeman-Rautenstrauchiiv (neonatalni progerie),
syndrom Pfeifer-Weber-Christiantv, epidermolysis bullosa hereditaria simplex véetn€ van der
Woudeova a Walker-Warburgova syndromu (97, 98). Dale se NT/NNT druzi s vyskytem
reaktivni hyperplazie vaziva (99, 100), oboustrannymi hamartomy mandibuly (101),
pyogenniho granulomu, perifernich osifikujicich fibromti (102), palatindlni cysty,
oboustrannych lymfangiomu alveolarniho vybézku a sttedového zaiezu na alveolu horni Celisti

(98), komplexnimi kraniofacidlnimi anomaliemi (103), Mohrova syndromu (104),
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oligodoncie, syringomii (105), cutis gyratum, acanthosis nigricans (106), Turnpennyovy
ektodermalni dysplazie (107), primarniho kongenitalniho glaukomu (108), anencefalie s
roz§tépem patra (109), obrovského kongenitalniho melanocytového névu (110), restriktivni
dermopatie (111). Tyto anomalie zubti mohou byt prvnim varovnym znakem vyvojové poruchy,

a proto je tfeba na n¢ brat ztetel v diferencidlni diagnostice (112).

Vétsina NT/NNT je malymi kuzelovitymi Gtvary hnédozluté barvy, bez kotenti a pulpalni tkane.
Absence kotent vede k vysokému stupni patologické pohyblibosti - viklavosti a jejich snadné
spontanni exfoliaci. Viklavost je provdzena otokem dasn¢€ s obCasnym krvacenim z dané
oblasti (113, 97). Histologicky se vétSinou jednd o nezralé¢ zuby s nepravidelnou strukturou
dentinovych tubult, hypomineralizovanou sklovinou a s absenci nebo pocatkem tvorby
Hertwigovy pochvy, coz vysvétluje absenci koifene, anebo jiZ je zubni kofen na zacatku svého
vyvoje (113, 83). V NT/NNT, kde je pfitomna i zubni dfen, histologicky nalézame velkou
bohat¢ vaskularizovanou dren, slabou vrstvu skloviny, pravidelnou genezi dentinu a Casto
poruchu formovani cementu. VSechny tyto projevy pravdépodobné souvisi s rychlosti

pied¢asné erupce téchto zubt.

Kmenové bunky izolované ze zubni diené natalnich/neonatalnich zubii (hNDP-SCs - human
natal dental pulp stem cells) jsou velmi mélo prostudovanou bunécnou linii. V soucasné dob¢
jsme celosvétové jednim ze dvou pracovist, které ma moznost tento bunécny typ studovat.
Dtivodem je jednak nizky vyskyt natalni/neonatdlnich zubti - s ohledem na region a etnikum se
manifestuji s Cetnosti 1:800 v Asii az 1:3500 zivé narozenych déti v Evropé. Jejich studium
vSak vyzaduje velmi uzkou spolupraci porodnika/neonatologa, zubniho 1ékafe a pracovisté
vénujiciho se studiu "dental related stem cells". V soucasné dobé se nerozliSuje, zda se jedna o
zuby natalni, nebo neonatéalni (zuby profezané do 1 mésice veéku), nebo zda se jedna o pred¢asné
profezané zuby docCasné dentice, ¢i o zuby nadpocetné. NT/NNT jsou obecné povazovany za
vyvojovou anomalii ve smyslu pfedcasného profezani do¢asnych zubi, bud’ pozdné prenatalng,
nebo Casné postnatalné. NT/NNT jsou, az na ne€etné vyjimky, z divodu castého vyskytu

vaznych komplikaci pfi vyzivé novorozence extrahovany.

Rozhodujeme-li o ponechani NT/NNT in situ, pak pouze v pfipadé, Ze zub je asymptomaticky
a nebrani v pfijmu potravy (73). Predpoklada se, Ze zub, ktery v tstech vydrzel Ctyfi mésice,
ma dobrou prognoézu. Stejné spekulativni je teorie o udrZzeni mista pro stalé nastupce, pokud je
NT/NNT soucasti docasné dentice. V ptipad¢, Ze je zub nadpocetny, vykazuje velkou mobilitu,

je malo vyvinut, nebo je spojen s rtistem mekkych tkéani, vyskytuje-li se komplikace
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dreniového ptivodu, pak je indikovan k extrakci (99).

Ziskani bunééné linie z tohoto zdroje je tedy sekundarnim vyuzitim odebrané tkané. V danou
chvili, tzn. po odstranéni z dutiny Ustni, jsou tyto zuby povazovany za biologicky odpad. Proto
ziskani kmenovych bunék z tohoto zdroje nebudi z4sadni etické dilema. PfestoZe se jedna o jev
pomérné vzacny, vykazuji tyto builkky vyjimecné vlastnosti mezi MKB. Tuto skutecnost si
vysvétluyjeme obdobim izolace, nebot’ se jednd o builky z nejranéjSiho postnatalniho

vyvojového stadia lidského organismu a zaroven z vyvijejici se tkan€.

Vysledkem nasi prace na tomto poli jsou dosud 3 publikace vénujici se hNDP-SCs, z nichz byly
dvé uvetejnény v asopise s IF. Publikované prace nejsou fazeny chronologicky dle data vydani.
Studie prezentovana v publikaci 4.1 pfedchézela studii 4.2, ktera jiz vyuziva linie hNDP-SCs

charakterizované v praci 4.1.

Prace 4.1 - Suchanek J., Browne KZ., Nasry SA., Suchankova Kleploval T., Pilbaueroval N.,
Schmidt J., Soukup T: Characteristics of Human Natal Stem Cells Cultured in Allogeneic
Medium. Brazilian Dental Journal (2018) 29(5): 427-434 charakterizuje zakladni biologické
vlastnosti, fenotyp hNDP-SCs, a potvrzuje schopnost hNDP-SCs diferencovat ve tii zakladni
zralé mezenchymalni bunécné linie. Na rozdil od ostatnich bunéénych typt studovanych v nasi
laboratofi jsme hNDP-SCs jiz od poc¢atku kultivovali v nami navrzeném médiu obsahujicim 2
% lidské krevni plazmy bohaté na krevni desticky a obohacené o ITS suplement. Jedna se tedy

o charakterizaci linie kultivované v tzv. xenogeneic-free kultivatnim médiu.

Vysledkem studie 4.2 - Suchanek J., Nasry A., Soukup T.: The Differentiation Potential of
Human Natal Dental Pulp Stem Cells into Insulin-Producing Cells. Folia Biologica (Praha)
(2017); 63, 132-138 je prikaz schopnosti hNDP-SCs diferencovat v bunécny typ produkujici
inzulin. Stejn¢ jako B-buitky Langerhansovych ostrivki jsou i kmenové buiky izolované ze
zubni diené¢ vSech typi dentice embryologicky odvozené z neurdlni listy, a maji tak potencial

diferencovat do tohoto buné¢ného typu.

Publikace 4.3 - Pisal RV, Suchanek J, Siller R; et al. Directed reprogramming of
comprehensively characterized dental pulp stem cells extracted from natal tooth. Sci Rep,
2018;8:6168, doi: 10.1038/s41598-018-24421-z. Accessed October 6, 2018 charakterizuje
hNDP-SCs jesté Sifeji, a prokazuje pritomnost markerd, které hNDPS-SCs sdili s kmenovymi
bunikami izolovanymi z lidskych embryi. Dale jsme v této studiit hNDP-SCs pomoci Sendai
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viru reprogramovali SHED na tzv. induced pluripotency stem cells. Z vysledku této studie

vvvvvv
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Publikace 4.2

173



Publikace 4.3
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44 Shrnuti vlastnich poznatki o kmenovych buiikiach zubni diené natalnich a

neonatalnich zubu

Zubni dieit NT/NNT piedstavuje unikatni zdroj velmi mladé populace MKB. Ziskat jakoukoliv
jinou linii MKB z jedince star§iho nékolika dni je z etického hlediska velmi obtizné a tézko
ospraveditelné. hNDP-SCs ndm tak umoziiuji roz§ifit poznani nejen o liniich dental related stem
cells, ale obecné o MKB odebranych v brzké fazi postnatalniho vyvoje. Na rozdil od ostatnich
experimentll jsme hNDP-SCs kultivovali pouze v médiu se 2 % PRP, obohaceném o rlstové

faktory.
4.4.1 Obecné vlastnosti kmenovych bunék zubni diené natalnich a neonatalnich zubu

Pti porovnani s KBZD a SHED jevi hNDP-SCs morfologii bliz§i KBZD. Jsou spiSe vietenité s
vicero dlouhych vybézki, kterymi se udrzuji v kontaktu. Viabilita hNDP-SCs byla stejné jako
v ptipadé KBZD a SHED velmi vysoka a nikdy neklesla pod 90 %. Proliferaéni aktivita bunék
byla odvisla od pasaze, ve které byla méfena. Obecné se da tict, ze hNDP-SCs maji ze vSech
nami studovanych linii nejkratsi ¢as potfebny ke zdvojeni populace. Pro prvnich 7 pasazi se
populaéni doubling time pohybuje okolo 26,8 hodin a nasledné stoupa k 49 hodinam. hNDP-
SCs vykazovaly naprosto unikatni fenotypovy profil, nebot’ byly vysoce pozitivni pro vSechny
testované znaky vcetn¢ CD34 a CD45, které jsou povazovany za znaky typické pro
hematopoetickou populaci bunck. Jsou pozitivni i na znaky neurdlni MKB (nestin,
neurofilamenta, beta3-tubulin) a znaky EKB (Sox-2, CXCR-4). U hNDP-SCs jsme byli schopni
prokdzat diferenciaci v bunky produkujici osteogenni, chondrogenni matrix a v bunky

produkujici insulin.
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5 Zavér

Lidské mezenchymalni kmenové buiiky byly poprvé popsany v sedmdesatych letech 20. stoleti,
a postupné¢ se staly pfislibem pro 1é€bu mnoha onemocnéni a posttraumatickych stavi. Prvni
klinické testovani bylo zahajeno v roce 1995. Od t¢ doby byly provedeny stovky klinickych
studii, kdy byly tyto buniky pacientim experimentalné transplantovany se stfidavou uspésnosti
a prekvapivym vyskytem nezddoucich u¢inkl. Tim se ukazalo, Ze rutinnimu klinickému vyuZziti
kmenovych bunék v huménni medicin¢ brani mnoho nedoieSenych otazek. Jednou z téchto
prekazek je 1 vyuzivani xenogennich suplementl pfi kultivaci adultnich mezenchymaélnich

kmenovych bunék, a to zejména fetalniho teleciho séra.

Xenogenni doplitkky kultivaéniho média mohou ohrozit uspéSnost 1écby pacienta na dvou
urovnich, a to jiz pred implantaci bunék, tzn. béhem "in vitro" faze, béhem niz dochéazi zejména
ovlivnéni stability karyotypu, zmény fenotypu a ovlivnéni metabolickych drah kultivovanych
bunék, nebo po transplantaci, kdy takto kultivované bunky mohou vést k rozvoji nezadouci
imunitni reakce, téz k pfenosu zoondz ¢i prionové infekce, atd. Z téchto divodl bylo uziti
xenogennich doplikd v kultivatnim médiu v humanni mediciné¢ zakdzano. To ale stile
neznamend, ze by se FCS prestalo uzivat v preklinickém vyzkumu. Vlastnosti takto
kultivovanych bun¢k jsou zakonité modulovany piitomnosti této xenogenni komponenty.

Otazkou zlistava, nakolik jsou takto ziskané data validni a spolehliva.

Od roku 2005 jsme standardizovali postup odbéru, transportu a izolace bun&k. Siroce
charakterizujeme bunky zubni dfené¢ v odlisSnych médiich, abychom tak objasnili vliv
jednotlivych sérovych komponent. V nasi praci jsme popsali vliv fetalniho teleciho séra na
kmenové buniky zubni diené stalych (KBZD) a docasnych zubti (SHED). Nasledn¢ jsme navrhli
slozeni kultivacniho média bez tohoto suplementu. Prokéazali jsme, Ze linie KBZD, SHED a
hNDP-SCs jsou schopné v tomto kultivacnim médiu proliferovat a nadale si uchovavaji
schopnost diferenciace v Sirokou paletu zralych bunécnych populaci. Vyhodou kmenovych
bunék z rodiny "dental related stem cells" je zejména velmi rychlé proliferacni aktivita, Siroky
diferenciacni potencidl, odolnosti vii¢i spontanni transformaci ve zralé bunééné typy v prubéhu

dlouhodobé kultivace a relativné snadna dostupnost; zejména pak u linii SHED a KBZD.

Vyuziti kmenovych bunc¢k ve stomatologii, napt. k 1é€bé zubniho kazu, nebo k vytvoreni
nového zubu v in vitro podminkach, nardzi na mnoho technickych ptekazek a je v soucasné

dobé¢ spise vyuzivano k popularizaci vyzkumu. Mnohem perspektivnéjsi a pro klinickou praxi
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potiebnéjsi je vyuziti téchto bunck k 1écbé celkovych onemocnéni. Vzhledem ke svému
embryondlnimu piivodu by linie SHED, KBZD a hNDP-SCs mohly byt vhodné naptiklad pro
1é¢bu neurodegenerativnich onemocnéni a diabetes mellitus 1. typu. Déle pak, vzhledem k
prokézanému diferenciacnimu potencidlu, k 1é¢bé onemocnéni chrupavek, svaloviny a mnoha
dalsich tkani mezenchymalniho ptivodu. Zubni dien spolu s ostatnimi tkdnémi podilejicimi se
na vyvoji zubu pfedstavuji velmi slibny zdroj adultnich kmenovych bunc€k pro tkéanové

inZenyrstvi a regenerativni medicinu.

V navazujicim obdobi planujeme zaméfit naSe vyzkumné aktivity na popsani vlivu
kryokonzervace na fenotyp, bunéfnou proliferaci a diferenciaci; s néslednou upravou
kryokonzervaniho protokolu, a dale pak na tvorbu vhodnych nosi¢i pro bunétnou

transplantaci, kterd by méla byt zakoncena ovéfenim v in vivo experimentech.
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