
 

 
 

 

UNIVERZITA KARLOVA 

Lékařská fakulta v Hradci Králové 

 

 

 

 

 

 

Kultivace kmenových buněk zubní pulpy 

v kultivačním médiu bez xenogenních látek 

 

 

 

 

Tereza Suchánková Kleplová 

 

 

 

Autoreferát disertační práce 

Doktorský studijní program: Stomatologie 

 

 

 

Hradec Králové 

2023 

 

 

 

 

 



  

 
 

Vnitřní strana obálky 

 

 

Disertační práce byla vypracována v rámci kombinovaného studia doktorského studijního 

programu Stomatologie na Stomatologické klinice Lékařské fakulty v Hradci Králové. 

 

Autor:  MDDr. Tereza Suchánková Kleplová, 

Stomatologická klinika LF HK a FNHK 

 

 

Školitel:  MDDr. Nela Pilbauerová, Ph.D., 

Stomatologická klinika LF HK a FNHK 

 

 

Oponenti:  prof. MUDr. Taťjána Dostálová, DrSc., MBA, 

Stomatologická klinika dětí a dospělých 2. LF UK a FN Motol 

 

doc. MUDr. Marie Bartoňová, CSc., 

Stomatologická klinika 1. LF UK a VFN 

 

 

 

Obhajoba se bude konat před Komisí pro obhajoby OR .............................. dne 

............................. v   ...............................................  od ........................ hod. 

 

 

 

S disertační prací je možno se seznámit na studijním oddělení děkanátu Lékařské fakulty 

v Hradci Králové, Univerzity Karlovy, Šimkova 870, 500 03 Hradec Králové (tel. 

495 816 134). 

 

 

 

 

 

………………………..... 

prof. MUDr. Romana Koberová Ivančaková, CSc. 

 

Předsedkyně komise pro obhajoby disertačních prací v doktorském studijním programu 

Stomatologie 

Garant doktorského studijního programu Stomatologie 

 

 

 

 

 

 



  

 
 

Obsah 

1. Úvod           1 

2. Cíle práce           5 

3. Materiál a metodika        6 

4. Výsledky           10 

5. Diskuse           14 

6. Závěr           20 

7. Literatura           21 

 

 

 

 

 



  

 
 

Seznam zkratek  

avDT aritmetický průměr DT pro jednu buněčnou linii během jedné kultivace 

avDT_mX průměrný DT všech linií kultivovaných v médiu X 

avPD průměrný počet PD pro jednu buněčnou linii v průběhu jedné kultivace  

avPD_mX  průměrný počet PD za pasáž všech linií kultivovaných v médiu X 

CD povrchový znak, který společně s dalšími určuje fenotyp dané buněčné linie 

cPDs celkový součet PD, obvykle pro jednu buněčnou linii během jedné kultivace 

cPDs/p kumulativní počet PD dosažených do určité pasáže 

DT čas potřebný ke zdvojnásobení buněčné populace počítáno na dobu trvání 

jedné pasáže, DT (h) = PD/čas trvání pasáže (h) 

EKM experimentální kultivační média 

FCS fetální telecí sérum 

HLAII antigeny HLA – D a DR 

HP lidská krevní plazma 

hSCs lidské kmenové buňky 

hASCs kmenové buňky vyskytující se v lidském organismu postnatálně 

hESCs lidské embryonální kmenové buňky  

hMSCs lidské mezenchymální kmenové buňky  

hDPSCs lidské kmenové buňky zubní dřeně 

hADPSCs lidské kmenové buňky zubní dřeně stálých zubů 

hDDPSCs lidské kmenové buňky zubní dřeně dočasných zubů 

hNDPSCs lidské kmenové buňky zubní dřeně kongenitálních zubů 

m_cPDs_mX medián kumulativního počtu PD ve všech liniích kultivovaných v médiu X 

m_cPDs/p_mX   medián kumulativního počtu PD ve všech liniích kultivovaných v médiu X 

v určité pasáži 

m_X medián dále uvedené hodnoty 

MEM Eaglovo Minimální esenciální kultivační médium 

PD počet zdvojení buněčné populace v jedné pasáži, PD = log2 (počet 

sklizených buněk/ nasazených buněk) 

PRP lidská krevní plazma bohatá na trombocyty 

SDav směrodatná odchylka aritmetického průměru 

SKM standardní kultivační médium 

 



  

 
 

Kultivace kmenových buněk zubní pulpy v kultivačním médiu bez xenogenních látek 

Souhrn 

Úvod: Tématem předkládané studie je kultivace kmenových buněk zubní pulpy (hDPSCs) v 

kultivačním médiu bez xenogenních komponent. Není přípustné, aby byly v klinické praxi 

používány buňky, které proliferovaly pod vlivem xenogenních (mimodruhových) látek. V 

případě hDPSCs se jedná především o fetální telecí sérum (FCS). Přestože jsou tyto suplementy 

považovány za zlatý standard kultivace mezenchymálních kmenových buněk (hMSCs) a 

vlastnosti s nimi kultivovaných buněk byly postulovány jako charakteristické a určující 

vlastnosti jednotlivých linií hMSCs. Tím vyvstává základní otázka, pokud a jak ovlivňují 

xenogenní krevní deriváty vlastnosti buněk a jejich růstové charakteristiky. Existují dvě 

možnosti náhrady těchto látek jako komplexů růstových faktorů, kdy jsou do média přidány 

pouze definované růstové faktory tzv. bezsérová média, nebo náhrada zvířecích krevních 

doplňků lidskými, ideálně autologními. Cílem provedeného výzkumu bylo pomoci ozřejmit 

odpovědi na tyto otázky, které jsou základní pro buněčnou terapii a zavedení do lékařské praxe. 

Metodika: Kultivací 12 linií hDPSCs ze stálých, dočasných a natálních zubů ve 12 různých 

médiích jsme zjišťovali vliv FCS, derivátů lidské krve krevní plazmy (HP) a na destičky bohaté 

krevní plazmy (PRP) o různých koncentracích (2%, 10%, 20%) na pěstované buňky pomocí 

růstových charakteristik a fenotypové analýzy. Nejprve byly všechny linie kultivovány do 15. 

pasáže za standardních kultivačních podmínek a diferencovány v osteogenní, chondrogenní a 

adipogenní buněčnou linii k průkazu kmenovosti. 

Výsledky: Dle výsledků této studie je krevní derivát s nejvyšší podporou růstu PRP v 10% 

koncentraci pro kmenové buňky zubní dřeně stálých zubů (hADPSCs) a natálních zubů 

(hNDPSCs). Kmenové buňky zubní dřeně dočasných zubů (hDDPSCs) nejlépe rostly v médiu 

s 10% koncentrací HP. Fenotypová analýza prokázala pozoruhodné rozdíly v expresi 

povrchových markerů, kdy buňky kultivované v médiích s deriváty lidské krve vykazovaly 

vyšší neurogenní potenciál a fenotyp bližší embryonálním kmenovým buňkám (hESCs), 

zatímco buňky kultivované s FCS vyšší tendenci k expresi znaků hematopoetické řady bližší 

progenitorovým buňkám. 

Závěr: V naší studii jsme prokázali vliv druhu krevní náhražky na fenotyp hDPSCs s tím, že 

lidské krevní deriváty o 10% koncentraci jsou ideální náhradou FCS, nejen s ohledem na 

proliferační aktivitu, ale především na udržení nediferencovaného stavu a neurogenního 

potenciálu.  

Klíčová slova: Mezenchymální kmenové buňky, zubní dřeň, lidské krevní deriváty, kultivace. 

 



  

 
 

Human dental pulp stem cells cultured in xenogeneic-free supplemented media  

Summary 

Introduction: The topic of the study is the cultivation of dental pulp stem cells (hDPSCs) in a 

xenogeneic-free culture medium. It is not permissible to use cells upon growing under the 

influence of xenogeneic (extraneous) substances in human clinical practice. The most 

frequently used in cultivation of hDPSCs is fetal calf serum (FCS/FBS). Unfortunately, these 

supplements are widespread in hMSCs cultivation, and all gold standard hMSCs properties 

were postulated in cells cultivated using these supplements.  This raises the basic question if 

and how xenogeneic blood derivatives affect the properties of cells and their growth 

characteristics. There are two options for replacing these xenogeneic substances in the culture 

medium: the so-called serum-free media, or human blood supplements, ideally autologous ones. 

The conducted research was aimed at identifying the effects of xenogeneic and human blood 

supplements on basic hDPSCs characteristics that are fundamental to introduce the cell therapy 

into regular medical practice.  

Method: By culturing 12 hDPSC lines obtained from adult, deciduous, and natal teeth in 12 

different culture media, we investigated the effect of FCS, human blood derivatives, i.e., blood 

plasma (HP), and platelet-rich blood plasma (PRP) of different concentrations (2%, 10%, 20%) 

on cultured cells using growth characteristics and phenotypic analysis. First, all lines were 

cultured up to the 15th passage under standard culture conditions and differentiated into 

osteogenic, chondrogenic, and adipogenic cell lines to demonstrate stemness.  

Results: According to the results of this study, the blood derivative with the highest growth 

support for dental pulp stem cells of permanent teeth (hADPSCs) and natal teeth (hNDPSCs) 

is PRP at the concentration of 10%. hDDPSCs grew best in cultivation medium with 10% HP. 

Phenotypic analysis showed remarkable differences in the expression of cluster of 

differentiation markers. Cells cultured in media with human blood derivatives have the higher  

neurogenic potential and a phenotype resembling the embryonic stem cells (hESCs), while cells 

cultured with FCS tended to express features of the hematopoietic lineage resembling the 

progenitor cells.  

Conclusion: In our study, we demonstrated the effect of the various types of blood substitutes 

on the hDPSCs proliferation rate and phenotype.  The human blood derivatives at the 

concentration of 10% are an ideal substitute for FCS due to their positive effect on hDPSCs 

proliferative activity, and support hDPSCs the undifferentiated state and neurogenic potential. 

Key words: Mesenchymal stem cells, dental pulp, human blood derivatives, cultivation. 
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1. Úvod 

V dospělém organismu existují kmenové buňky jako skryté a nepatrné tkáňově specifické 

subpopulace tzv. dospělých kmenových buněk1, které, díky schopnosti diferencovat ve více 

buněčných typů domovské tkáně nebo orgánu, hrají důležitou úlohu v udržení homeostázy2. 

Jejich hlavním úkolem je regenerace a reparace poškozených struktur3,4 za současného 

zachování původní dormativní populace5. Jednou z populací lidských adultních kmenových 

buněk jsou kmenové buňky zubní dřeně (hDPSCs). Tyto buňky jsou cenné nejen relativně 

snadnou dosažitelností. Především jsou na nich pozitivně hodnoceny tyto parametry: 

Multipotence získaných buněk, jejich plasticita, rychlá kinetika buněčného cyklu, endogenní 

exprese některých faktorů pluripotence a jejich imunomodulační efekt6,7. S rostoucím 

množstvím znalostí a porozuměním jejich chování a vlastnostem se ukazují jako vysoce 

potentní zdroj pro regeneraci mezodermálních, neurálních a ektodermálních buněk a tkání8,9. 

hDPSCs získáváme ze tkáně zubní dřeně stálých zubů (hADPSCs), nejčastěji retinovaných (s 

dutinou ústní nekomunikujících) třetích dolních molárů, dále ze zubů dočasných (hDDPSCs) 

se zachovalou zubní dření. Nejnovějším a zároveň nejranějším typem hDPSCs jsou kmenové 

buňky zubní dřeně natálních/neonatálních zubů (hNDPSCs)10. hADPSCs jsou vývojově 

heterogenní skupinou s vřetenovitou morfologií a vysokou proliferační aktivitu během 

dlouhodobé kultivace11. Tyto buňky také exprimují na svém povrchu mezenchymální znaky, 

stejně jako některé povrchové znaky embryonálních kmenových buněk – Nanog, Oct4, specific 

embryonic antigen-3 a 412, což podporuje teorii o jejich pluripotentní kapacitě13,14. Od roku 

2000, kdy byly hADPSCs prvně izolovány a popsány15, jsou intenzivně studovány. hDDPSCs 

jsou v porovnání s hADPSCs ontogeneticky časnější buněčnou populací vykazující kratší dobu 

potřebnou pro zdvojení populace13,16,17 a vyšší telomerázovou aktivitu18. Z těchto důvodů jsou 

podle některých autorů hDDPSCs slibnějším zdrojem pro humánní buněčnou terapii a 

regenerativní medicínu19. Linie kmenových buněk zubní dřeně získaných 

z natálních/neonatálních zubů (hNDPSCs) jsou ojediněle zkoumanými buněčnými linie, neboť 

se natální a neonatální zuby manifestují V Evropě s četností 1:3500 živě narozených dětí20. 

Dále pouze malé procento z nich má tvar a morfologii dočasných zubů s přítomnou pulpální 

tkáně, která obsahuje hNDPSCs. Tyto buňky vykazují charakteristiky blízké embryonálním 

kmenovým buňkám21,22, což přisuzujeme velmi časné izolaci těchto buněk z nejranějšího 

postnatálního vývojového stadia lidského organismu a zároveň z vyvíjející se tkáně23.  Již 

v roce 2009 předpověděl Huang, Gronthos a Shi19 existenci kmenových buněk také v zubní 

dřeni kongenitálních zubů. hNDPSCs byly izolovány, kultivovány (v kultivačním médiu s 15% 

FCS) a charakterizovány Karaözem a kol. v roce 201024 a Akpinarem a kol. v roce 201418. Obě 
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skupiny popsaly hNDPSCs jako metabolicky aktivní kmenové buňky, které exprimují na svém 

povrchu mezenchymální znaky, znaky embryonálních kmenových buněk a nevykazují 

hematopoetické markery.  

Terapie kmenovými buňkami je zajímavá a slibná cesta k regeneraci ztracených, či 

poškozených tkání. Již od roku 1968 se úspěšně a rutinně provádí transplantace kmenových 

buněk kostní dřeně25. V případech, kdy nejsem schopni získat dostatečné množství buněk a je 

tedy nutné je in vitro expandovat, se stále potýkáme s nepříznivým množstvím neznámých, což 

neumožňuje bezpečné provedení klinických studií. Jediná možnost, jak se vyhnout selhání 

terapie a jejím nežádoucím účinkům, je dokonalé porozumění změnám, kterým buňky podléhají 

za měnících se vlivů prostředí26. V současnosti rozpoznáváme dva hlavní faktory ovlivňující 

vlastnosti kultivovaný buněk: 1) interindividuální rozdíly dárců27 a 2) složení kultivačního 

média28. Z tohoto pohledu se jedná o xenogenní složky kultivačních médií, které s sebou nesou 

medicínské a etické námitky ohledně jejich použití k expanzi buněčných populací pro humánní 

použití29-31. Aby bylo možné výzkumná data mezi sebou porovnávat, potvrdit jejich 

věrohodnost a umožnit tak jejich aplikaci v buněčné terapii byly vytvořeny právně závazné 

předpisy, které určují a popisují, za jakých podmínek by měla být původní buněčná linie 

expandována a dále kultivována (EU Tissues and Cells Directive (2004/23/EC) a U. S. current 

good manufacturing practice guidelines). Účelem je minimalizovat rozdíly mezi buněčnými 

liniemi stejného původu, riziko kontaminace, imunitní reakce a imunizace v důsledku virové 

infekce nebo internalizace xenogenních proteinů32. Aby byly splněny požadavky těchto 

nařízení, musí být zaveden systém kontroly kvality a čistoty vstupního biologického materiálu, 

stejně jako platnost a správnost samotného výzkumného protokolu33. Výše uvedené důvody 

obrací pozornost části vědecké komunity k náhradě xenogenních doplňků arteficiálními, nebo 

alogenními krevními komponentami34,35. Ačkoliv není ani alogenní doplňky možné 

standardizovat, jejich použitím se vyhneme internalizaci mimodruhových látek – především 

vyloučíme riziko zoonóz a imunogenicity27,28. Přes všechny uvedené argumenty naprostá 

většina preklinických a zejména klinických studií využívá média s 10% až 20% koncentrací 

fetálního telecího séra (FCS), což jak předpokládáme, je důvodem relativně vysoké variability 

v získaných výsledcích (od proliferační aktivity, přes viabilitu, až po rozdíly v expresi 

povrchových znaků).  

Fetální telecí sérum (FCS) se díky vysokému obsahu růstových stimulačních faktorů, a naopak 

nízkému podílu inhibičních růstových faktorů v kombinaci s neschopností vědy vytvořit 

odpovídající arteficiální náhradu, stalo nejvíce využívaným růstovým doplňkem v kultivačních 

médiích. FCS představuje zatím jedinou možnost, jak udržet vysokou proliferační aktivitu 



  

3 
 

buněčných linií bez nutnosti přidávat další doplňkové růstové faktory36. Avšak použití 

vysokých koncentrací FCS během dlouhodobé kultivace hADPSCs může vést ke spontánní 

diferenciaci37,38, nebo maligní transformaci39-42. V předchozích studiích jsme prokázali, že 

hADPSCs mohou být úspěšně dlouhodobě kultivovány se zachováním stabilního karyotypu i 

v nízko-sérových médiích (2% FCS), doplněných o epidermal growth factor (EGF) a platelet-

derivated growth factor BB (PDGF-BB)43. Použití těchto růstových faktorů bylo popsáno pro 

buňky kostní dřeně a multipotentní progenitorové buňky44,45. Dále naše skupina prokázala, že i 

při tomto složení média si hADPSCs uchovávají širokou diferenciační kapacitu vyzrávat v 

osteogenní, chondrogenní, endoteliální, neurogenní a myogenní buněčné linie46. Hlavní složkou 

standardně užívaného kultivačního média pro somatické mezenchymální kmenové buňky zubní 

dřeně je alfa varianta Eaglova základního minimálního média46,47. Naše výzkumná skupina 

Suchánek a kol.43 používá „Standardní kultivační médium“ (SKM) založené na patentu č. US 

7,015,097 B148, které dále obohacuje o vyšší koncentraci antioxidantu kyseliny askorbové a L-

glutaminu, směs antibiotik penicilinu a streptomycinu a komplement inzulinu, transferinu a 

selenu (ITS). 

S ohledem na původ séra není možné zaručit stabilitu a neměnné složení jednotlivých šarží pro 

rozdílné složení endokrinních parametrů a jiných biologicky aktivních látek, odlišné množství 

proteinů atd.18,24,49. Přesto mnoho současných klinických studií využívá kultivační média 

obohacená právě o FCS, přehlížejíce nejen nestabilní složení, ale především potenciální 

nebezpečí, které s sebou nese používání xenogenních komponent a zároveň opomíjejí nutnost 

verifikovat vliv takových doplňků na kultivované buňky. Nelze také pominout skutečnost, že 

FCS se získává z nenarozených, avšak již dobře vyvinutých telat během porážky březích 

krav50,51. Tato etická otázka je o to palčivější, že dochází k prodlevě mezi usmrcením 

mateřského organismu a smrtí fétu. Při tomto procesu není užito analgetik, ani anestetik, neboť 

se jedná o vedlejší produkt produkce masa v potravinářském průmyslu52. Použití xenogenních 

suplementů je v zásadním rozporu s dobrou laboratorní a výrobní praxí54-56. Přesto zůstává stále 

fetální telecí57 zdaleka nejrozšířenějším suplementem kultivačních médií58,59. Z toho důvodu je 

většina vědeckých poznatků o vlastnostech buněk založena na jejich kultivaci v médiích 

obohacených o FCS53. Z uvedeného vyvstává potřeba tyto vlastnosti objektivizovat. Nejlepším 

kandidátem je přímo čerstvý buněčný izolát, ale nízká koncentrace buněk primokultury 

neumožňuje provést nutné testy pro nedostatek substrátu. Nejlepším východiskem, jak vyřešit 

tuto situaci, se zdá náhrada dosud používaného FCS některou z komponent lidské krve 

(alogenního, lépe autologního původu), nebo přímo bezsérovým médiem12,60. 
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Ani alogenní a bezsérová média nejsou prosta problémů. Výhodou bezsérových médií je čistota 

a úplná chemická definovatelnost a standardizace vstupních komponent. Tím je umožněna 

úplná kontrola nad kultivačními podmínkami při eliminaci potenciálního zdroje infekce. Avšak 

nebyl dosud vyvinut arteficiální produkt, který by byl schopen lépe než krevní deriváty pokrýt 

požadavky somatických kmenových buněk při kultivaci in vitro61,62. Alogenní sérum, které je 

levnější variantou bezsérových doplňků, je univerzálně použitelné pro všechny typy buněk58. 

Mezi tato séra patří deriváty lidské krve zahrnující autologní, nebo poolované lidské sérum, 

sérum z pupečníkové a menstruační krve a deriváty krevních destiček63,64, díky čemuž je lze 

lehce získat. Ačkoliv, jak poznamenává Zhang a kol.65, může i alogenní suplement vyvolat 

imunitní reakci, být zdrojem kontaminace organismu a rozdíly mezi dárcem a dárcem, či 

dárcem a příjemcem mohou bránit aplikaci kultivovaných hMSCs, většina výzkumníků se 

shoduje, že alogenní séra jsou jedinou široce přijatelnou náhradou FCS66-72. Existuje mnoho 

druhů alogenních sér. Lidská krevní plazma (HP) a lidská krevní plazma obohacená o krevní 

destičky (PRP) jsou dva nejsnadněji izolovatelní zástupci této široké skupiny. Pokud se jedná 

o alogenní séra bylo prokázáno, že PRP překoná v mnohém FCS a je tedy jeho adekvátní 

náhradou73,74. HP a PRP séra obsahují stejné růstové faktory a cytokiny, ovšem s rozdílnou 

koncentrací, která je dána degranulací krevních destiček v PRP, kdy dojde k uvolnění těchto 

látek do vnějšího prostředí. Z toho plyne 3,5 až 5krát vyšší množství volných růstových faktorů 

a cytokinů v PRP, než které se nachází v HP75,76. Dle Bernarda a kol.77 a Kiliana a kol.78 vede 

větší podíl krevních destiček v PRP ke zvýšení prosperity kultivovaných buněk, intenzivnější 

migraci a pomáhá potlačit možnou imunitní reakci.       
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2. Cíle 

Hlavním cílem naší studie bylo vybrat nejvhodnější derivát lidské krve k náhradě FCS, 

standardního základního doplňku alfa modikovaného Eaglova minimálního esenciálního média 

pro kultivaci hMSCs79. Konkrétně jsme se v naší práci zaměřili na kultivaci hDPSCs v sérových 

expanzních médiích. Naším cílem bylo posoudit vliv alogeních krevních derivátů (PRP, HP) a 

xenogenního krevního derivátu (FCS) na hNDPSCs, hDDPSCs a hADPSCs. Ke splnění tohoto 

cíle byly vybrány 2%, 10% a 20% koncentrace testovaných krevních derivátů. Důvodem byla 

zjištění týkající se koncentrace FCS, nejdéle používaného krevního suplementu živných médií 

eukaryotních buněk80,81. 2% koncentrace je dle recentní literatury i našich předchozích studií 

optimálním kompromisem mezi bezsérovou variantou růstového média a sérovým typem. 10% 

koncentrace je standardně používána k expanzi hMSCs a považuje se za zlatý standard. A 20% 

koncentrace vede často ke spontánní diferenciaci, což je možné interpretovat jako důkaz 

cytotoxicity82. V první řadě bylo našim úkolem prokázat kmenovost izolovaných buněk. Buňky 

jsem vystavily dlouhodobé kultivací překračující počet populačních zdvojení somatických 

buněk bez známek senescence83. Dalším ukazatelem byla jejich schopnost diferencovat 

v osteoblasty, chondroblasty a adipocyty. Zkoumaná přítomnost STRO-1 v buněčné membráně 

kultivovaných buněk (single pass cell membrane protein) je specifickým zankem hMSCs. 

K přímému průkazu sebeobnovy jsme použili průkaz telomerázy. Abychom byli schopni 

provést validní srovnání, zaměřili jsme se na porovnání buněčných charakteristik 

prostřednictvím proliferační aktivity, viability, morfologie, schopnosti diferenciace, 

přítomnosti znaků pluripotence a široké analýzy povrchových znaků charakteristických obecně 

pro hMSCs, úžeji pro hDPSCs a jejich podtypy hADPSCs, hDDPSCs a hNDPSCs. 
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3. Materiál a metodika 

Izolováno bylo 12 linií hDPSCs (hADPSC1-4, hDDPSCs1-4 a hNDPSCs1-4), které byly 

kultivovány do 3. pasáže ve SKM (v této pasáži byl získán dostatek buněk), většina buněk 

izolovaných linií byla zamražena. Nezamražené buňky byly podrobeny testům průkazu 

kmenovosti. Po průkazu kmenovosti byly zamražené buněčné linie rozmraženy a nasazeny 

v kvadriplikátu do 12 experimentálních médií. Každou z těchto buněčných populací jsme 

kultivovali od 4. do 9. pasáže. V 9. pasáži byla hodnocena viabilita a morfologie buněčných 

populací. S ohledem na možnosti pracoviště byla provedena fenotypová analýza u hADPSCs1-

4 ve všech médiích, u hDDPSCs1-4 v 6 médiích a u hNDPSCs1-4 ve 2 médiích.  

Ke statistické analýze rovnoměrně distribuovaných dat byl použit parametrický statistický test 

analýzy rozptylu (ANOVA), u nerovnoměrně distribuovaných dat neparametrický test 

porovnání středních hodnot pro více souborů dat (Friedmanův test) na PASS Sample Size 

Software (NCSS LLC, USA). 

Po čtyřech liniích od každého námi porovnávaného typu hDPSCs (hADPSCs, hDDPSCs, 

hNDPSCs) bylo izolováno ze zubní pulpy natálních, dočasných a stálých zubů. Všichni dárci 

byli mladší 30 let – průměrný věk dárce natálního zubu byl 3 dny, dárce dočasného zubu 12 let 

a stálého zubu 18 let, mezi dárci byli 4 muži a 8 žen (tj. v poměru 1:2).  Extrahovanými zuby 

byly u natálních zubů zuby v místě dolních středních řezáků, popř. dolní střední řezáky, z 

dočasných zubů se jednalo vždy o první dočasné moláry a mezi stálými zuby byly získány dolní 

třetí stálé moláry (Tab. 1). Indikací k extrakci dolních třetích stálých molárů jsou obtíže spojené 

s jejich prořezáváním, nebo vztahem k okolním strukturám (retence, semiretence, opakující se 

záněty perikoronárního vaku, těsný kontakt s distálním kořenem dolních druhých molárů), u 

dětí pak prevence vzniku ortodontických vad, u natálních zubů komplikace spojené s příjmem 

mateřského mléka u kojených dětí. Extrakce byly provedeny na základě medicínské indikace a 

po získání písemného informovaného souhlasu. Před podpisem informovaného souhlasu byl 

pacient nebo jeho zákonný zástupce obeznámen s teorií kmenových buněk a plánovaným 

experimentem. Izolace kmenových buněk zubní pulpy pro vědecké účely, včetně textu 

informovaného souhlasu a poučení, byla schválena Etickou komisí Fakultní nemocnice Hradec 

Králové ref. č. 200712 S01P. Extrakce zubů byla provedena dle standardního operačního 

protokolu extrakce za aseptických kautel v lokální anestezii na Stomatologické klinice Lékařské 

fakulty v Hradci Králové a Fakultní nemocnice Hradec Králové.  
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dárci zubů a identifikace buněčných linií hDPSCs 

buněčná linie dárce 

hDPSCs označení linie zub označení  pohlaví věk 

hADPSCs hADPSCs_1 38 A-1 XX 18L 

hADPSCs hADPSCs_2 48 A-2 XX 16L 

hADPSCs hADPSCs_3 38 A-3 XX 21L 

hADPSCs hADPSCs_4 38 A-4 XY 18L 

hDDPSCs hDDPSCs_1 54 D-1 XY 12L 

hDDPSCs hDDPSCs_2 64 D-2 XX 13L 

hDDPSCs hDDPSCs_3 74 D-3 XY 10L 

hDDPSCs hDDPSCs_4 54 D-4 XX 10L 

hNDPSCs hNDPSCs_1 071 N-1 XX 3D 

hNDPSCs hNDPSCs_2 081 N-2 XX 1D 

hNDPSCs hNDPSCs_3 071 N-3 XX 5D 

hNDPSCs hNDPSCs_4 071 N-4 XY 0D 

Tab. 1: Identifikace buněčných linií hDPSCs dle dárce (XY – muž, XX – žena, L – let, D – den). 

Odběr zubní dřeně extrahovaných zubů, izolace a kultivace kmenových buněk zubní dřeně byly 

provedeny v Laboratoři tkáňových kultur Ústavu histologie a embryologie Lékařské fakulty 

v Hradci Králové dle Standardních operačních protokolů84. Takto byly všechny hDPSCs 

expandovány do 3. pasáže. Ve 3. pasáži byla větší část linií hDPSCs zamražena v 

kryokonzervačním médiu. Nezamražené hDPSCs byly použity k průkazu kmenovosti a 

schopnosti jednotlivých typů diferencovat ve zralé buněčné linie (osteogenní, chondrogenní a 

adipogenní diferenciace) (tzv. trojlineární diferenciace). Standardní kultivační médium se 

skládá z těchto složek: alfa-MEM, 2% FCS, 10 ng/ml EGF, 10 ng/ml PDGF-BB, 50 nM 

dexametazonu, 0,2 mM L-askorbát-2-fosfátu, 2 mM L-glutaminu, 100 U/ml penicilinu a 100 

µg/ml streptomycinu a 10 µl/ml ITS. Viabilita byla hodnocena pomocí zobrazovacího systému 

automatického cytometru Vi-Cell XR Cell Viability Analyzer. Hodnocení morfologie 

probíhalo před každým pasážováním a třetí den po nasazení. V inverzním mikroskopu jsme 

hodnotili především tvar buněk a jejich schopnost adherovat k povrchu kultivační nádoby. 

Imunocytochemické barvení znaků pluripotence hDPSCs probíhalo dle protokolu Siriboon et 

al.85. 
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Tab. 2: Protilátky k průkazu pluripotence hDPSCs. 

K osteogenní, chondrogenní a adipogenní diferenciaci byly hDPSCs ze 3. pasáže nasazeny do 

6 kultivačních nádob v množství 2,5 x 105 buněk a kultivovány ve Standardním kultivačním 

médiu do dosažení 70-100% splývavosti. Následně byly kultivační nádoby rozděleny po 3 na 

experimentální a kontrolní. Kontrolní skupiny byly kultivovány dle Standardního kultivačního 

protokolu84, skupiny testovací byly nasazena do diferenciačních médií, kde byly ponechány 4 

týdny. Následně byly buňky sledovány nativně a fixovány a histologicky barveny k průkazu 

diferenciace.  

Poté, co byla kmenovost těchto buněčných populací prokázána, byly zamražené buňky 

rozmraženy a každý typ hDPSCs nasazen v kvadruplikátu do dvanácti různých kultivačních 

médií, kde byl kultivován od 4. – 9. pasáže. Podstatou všech experimentálních kultivačních 

médií bylo Základní kultivační médium (ZKM). To se skládá z alfa MEM jako základní složky, 

která byla obohacena o 10 ng /ml EGF, 10 ng /ml PDGF-BB, 1 ng/ml FGF-2, 50 nM 

dexametazonu, 0,2 mM L-askorbát-2-fosfátu, 2 mM L-glutaminu a 100 IU/ml penicilinu s 100 

µg/ml streptomycinu. Odběr a příprava derivátů lidské krve (HP, PRP) a jejich použití v 

kultivačním médiu byly schváleny Etickou komisí Fakultní nemocnice Hradec Králové pod ref. 

č. 201011 S14P.  Každý krevní derivát byl získán smísením vzorků pěti dárců. Krevní deriváty 

byly připraveny ve spolupráci s Transfúzním oddělením Fakultní nemocnice Hradec Králové.  

Níže uvedený výčet experimentálních kultivačních médií ukazuje rozdíly v jejich hlavních 

složkách. (Tab. 3). 

znak pluripotence název primární protilátky klonalita číslo produktu výrobce

STRO-1 Anti-STRO-1 Antibody mono MAB4315 Sigma-Aldrich, Německo

TELOMERÁZA Anti-Telomerase Antibody poly SAB4502944 Sigma-Aldrich, Německo

NANOG Anti-Nanog Antibody mono MABD24 Sigma-Aldrich, Německo

SOX-2 Anti-SOX-2 Antibody mono MAB4343 Sigma-Aldrich, Německo

OCT-4 Anti-OCT-4 Antibody poly AB3209 Sigma-Aldrich, Německo

médium A ZKM + 2% FCS médium B ZKM + 2% FCS + ITS

médium C ZKM + 2% HP médium D ZKM + 2% HP + ITS

médium E ZKM + 2% PRP médium F ZKM + 2% PRP + ITS

médium G ZKM + 10% FCS médium H ZKM + 20% FCS

médium I ZKM + 10% HP médium J ZKM + 20% HP

médium K ZKM + 10% PRP médium L ZKM + 20% PRP
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Tab. 3: Složení kultivačních médií použitých v experimentu. 

Fenotypovou analýzu jsme provedli v 9. pasáži kultivace jednotlivých linií hDPSCs 

v experimentálních médiích. Antigeny zkoumaných povrchových znaků jsou uvedeny v Tab. 4.   

Tab. 4: Použité imunofluorescenční protilátky s navázaným cytochromem.   

ITS

2% 10% 20% 2% 10% 20% 2% 10% 20%

A x  x

B x x x

C x x

D x x x

E x x

F x x x

G x x

H x x

I x x

J x x

K x x

L x x

FCS HP PRP
médium xenogenní alogenní

protilátka fluorochrom klon protilátka fluorochrom klon protilátka fluorochrom klon

anti-CD9 FITC MM2/57 anti-CD49e FITC SAM-1 anti-CD146 PE TEA1/34

anti-CD10 FITC CB-CALLA anti-CD63 FITC CLBGran/12 anti-CD166 PE 3A6

anti-CD13 FITC WM-15 anti-CD68 FITC K51 anti-CD197 FITC 3D12

anti-CD14 FITC RMO52 anti-CD71 FITC YDJ1.2.2 anti-CD221 PE 1H7

anti-CD18 PE 2E6 anti-CD73 PE AD2 anti-CD222 FITC MEM-238

anti-CD19 FITC J4.119 anti-CD81 FITC JS-81 anti-CD235a FITC JC159

anti-CD29 FITC TDM29 anti-CD90 FITC F15-42-1 anti-CD271 FITC ME20.4

anti-CD31 PE MBC78.2 anti-CD105 PE 1G11 anti-CXCR4 PE 12G5

anti-CD33 PE D3HL60.251 anti-CD106 PE 51-10C9 anti-HLA I FITC Tü149

anti-CD34 PE 581 anti-CD117 PE YBS.B8 anti-INF β FITC MMHB-3

anti-CD44 PE MEM-85 anti-CD119 PE GIR-208 anti-HLA-DR PE Immu-357

anti-CD45 FITC J.33 anti-CD133 PE EMK08 anti-O CT3/4 PE EM92

anti-CD49d FITC HP2/1 anti-CD140 PE 16A1 anti-STRO -1 FITC STRO-1
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4. Výsledky 

Všechny linie hDPSCs byly nejprve kultivovány pro průkaz kmenovosti do 15. pasáže (vč.) ve 

SKM, podrobeny trojlineární diferenciací a průkazu přítomností STRO-1. Poté byly nasazeny 

do experimentálních médií, kde byly sledovány růstové charakteristiky a exprese povrchových 

znaků. Medián kumulativního počtu zdvojení buněčných linií hADPSCs1-4 za 15 pasáží byl 

54,10 cPDs a jejich aritmetický průměr byl 53,95 ± 6,12 cPDs. Medián času zdvojení 

buněčných linií hADPSCs1-4 za 15 pasáží byl 43,68 h a jejich aritmetický průměr byl 43,68 ± 

18,58 h. Medián kumulativního počtu zdvojení buněčných linií hDDPSCs1-4 za 15 pasáží byl 

51,74 cPDs a jejich aritmetický průměr byl 52,24 ± 4,68 cPDs. Medián času zdvojení 

buněčných populací hDDPSCs1-4 za 15 pasáží byl 43,68 h a jejich aritmetický průměr byl 

43,68 h ± 18,58 h. Medián kumulativního počtu zdvojení buněčných linií hNDPSCs1-4 za 15 

pasáží byl 65,44 cPDs a jejich aritmetický průměr byl 65,03 ± 1,30 cPDs. Medián času zdvojení 

buněčných populací hNDPSCs1-4 za 15 pasáží byl 43,68 h a jejich aritmetický průměr byl 

43,68h ± 18,58 h. 

Trojlineární diferenciace, tj. osteogenní, chondrogenní a adipogenní diferenciace, byla 

provedena u všech linií hADPSCs, hDDPSCs a hNDPSCs. K tomuto účelu byly použity buňky 

z 6. pasáže. Výsledkem histologických barvení po osteogenní diferenciace hDPSCs byl průkaz 

osteoidu podle von Kossy a vápníkových depozit alizarinovou červení. Vizualizovali jsme 

intracelulární tukové kapénky v buněčné kultuře hDPSCs vystavené působení adipogenního 

média pomocí olejové červeni. Chondrogenní diferenciace byla potvrzena přítomností 

glykosaminoglykanů chrupavčité tkáně. 

Metodou imunocytochemické detekce jsme prokázali u hADPSCs a hDDPSCs přítomnost 

proteinového markeru mezenchymálních kmenových buněk STRO-1 a enzymu reverzní 

transkriptázy telomerázy. Kmenové buňky zubní dřeně natálních zubů nesou některé 

transkripční faktory a znaky pluripotence shodné s hESCs. Imunofluorescenčním barvením, 

doplněným o barvení buněčných jader pomocí DAPI, jsme prokázali přítomnost jaderného 

transkripčního faktoru NANOG, zásadního znaku pluripotence a schopnosti diferenciace, 

definujícího embryonální kmenové buňky. Dále byly prokázány transkripční faktory OCT-4 a 

SOX2. Barvením metodou Fast Blue byla prokázána vysoká úroveň alkalické fosfatázy (ALP), 

enzymu vysoce aktivního v embryonálních a neurálních kmenových buňkách. 

Pokud shrneme výsledky růstových charakteristik hDPSCs v experimentálních médiích, pak 

nejvyšší proliferační aktivity dosahovaly hADPSCs1-4 v médiu K (10% PRP), medián PD byl 

7,68, přibližně o 2 PD více než v médiu D (2% HP + ITS) s 5,67 PD. Sestupně následovala 
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média F (2% PRP+ITS) s 4,85 PD, B (2% FCS+ITS) s 4,34 PD a I (10% HP) s 4,07 PD. 

Nejméně růst hADPSCs1-4 podporovalo médiu H (20% FCS) s 1,66 PD. Nejvyššího počtu 

populačních zdvojení bylo dosaženo opět v médiu K (47,44 PD) s odstupem následovala 

média D (33,94 PD), B (25,30 PD) a I (24,96 PD). Dle očekávání bylo dosaženo nejnižšího 

počtu populačních zdvojení v médiu H (11,24 PD), překvapivě nízké úrovně proliferační 

aktivity dosahovaly také buňky v médiu A (12,51) a E a F (u obou shodně 13,14 PD). 

Nejrychleji proliferovaly hADPSCs1-4 v médiu K, kdy čas zdvojení buněčné populace 

dosahoval 11,35 h. S odstupem přibližně 4 hodin následovaly buňky kultivované v médiu D 

(16,90 h), následované buňkami v médiu F (19,95 h), B (21,10 h) a (22,23 h). Nejpomalejší 

růst jsme pozorovali u hADPSCs1-4 v živném médiu H (57,51 h) a médiu E (56,24 h).  

Nejvyšší proliferační aktivitu vykazovaly hDDPSCs1-4 v médiu I (10% HP), medián 

populačního zdvojení během kultivace v 10% HP byl 4,35, což je přibližně o 1,5 populační 

zdvojení více v médiu K (10% PRP) s 2,89 PD. Sestupně následovala média F (2% PRP+ITS) 

s 2,52 PD, B (2% FCS+ITS) s 2,46 PD a J (20% HP) s 2,16 PD. Nejnižší podporu růstu 

poskytovala média C (2% HP) s 0,77 PD a H (20% FCS). Nejvyššího počtu populačních 

zdvojení hDDPSCs1-4 bylo dosaženo v médiu I (25,30 PD), druhým bylo médium K (16,19 

PD); následovala média F (13,91 PD), B (13,12 PD) a J (13,03 PD). Nejnižšího počtu 

populačních zdvojení bylo dosaženo v médiu C (4,81) a nízkých hodnot v médiu H (5,55), L 

(6,17 PD), A (6,42 PD) a E (6,48 PD). Nejrychleji proliferovaly hDDPSCs1-4 v médiu I, kdy 

čas zdvojení buněčné populace dosahoval 20,84 h s odstupem přibližně 12,5 hodin 

následovaly buňky kultivované v médiu K (33,33 h), sestupně buňky v médiu B (35,45 h), F 

(36,57 h) a J (43,02 h). Nejpomalejší růst jsme pozorovali hDDPSCs1-4 v médiu C (127,34 h) 

a H (105,25 h).  

Nejvyšší proliferační aktivitu vykazovaly hNDPSCs1-4 v médiu K (10% PRP), medián 

populačního zdvojení během kultivace byl 16,92, přibližně o 7 populační zdvojení více než 

v médiu D (2% HP+ITS), kde tato hodnota dosahovala 11,06 PD. Sestupně následovala média 

I (10% HP) s 8,12 PD a L (20% PRP) s 6,34 PD. Nejnižší proliferační aktivita se projevila v 

médiu A (2% PRP) s 1,93 PD. Nejvyššího počtu populačních zdvojení hNDPSCs1-4 bylo 

dosaženo v médiu K (39,42 PD), sestupně pak v médiu D (68,00 PD), I (48,33 PD), L (39,42 

PD) a G (37,57 PD). Nejnižší počet populačních zdvojení byl pozorován v médiu A (12,27). 

Nejrychleji proliferovaly hNDPSCs1-4 v médiu K, kdy čas zdvojení buněčné populace 

dosahoval 5,53 h s odstupem přibližně 3 hodin následovaly buňky kultivované v médiu D 

(8,55 h), s větším odstupem buňky v médiu I (11,71 h), L (15,03 h) a G (15,87 h). 

Nejpomalejší růst jsme pozorovali u hNDPSCs1-4 v živném médiu A (44,62 h) a H (31,83 h).  
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Buněčná morfologie hDPSCs kultivovaných v médiu s 2 % PRP+ITS odpovídala obecné 

představě o jejich morfologii. Jednalo se o buňky protáhlého, vřetenitého tvaru podobné 

fibroblastům. hDPSCs expandované v kultivačním médiu s 2 % FCS byly oválnější. Buňky 

rostoucí v médiu s 10 % PRP byly oproti všem ostatním protáhlejší a hůře adherovaly k 

povrchu kultivační nádoby. Naopak silně a velkou plochou lnuly k povrchu buňky s 

mnohočetnými výběžky cytoplazmy expandované s 10 % HP. Zaznamenali jsem změnu 

morfologie u buněk kultivovaných v 10 % HP, které silně adherovaly k povrchu kultivační 

nádoby velkou plochou svého buněčného těla. Všechny ostatní buňky si zachovaly původní 

vřetenovitý tvar. Viabilita hDPSCs v médiu s 2% FCS+ITS, 2% PRP+ITS a 10% PRP byla 

vyšší než 90 %, v médiu s 10% HP byla vyšší než 85 % a v médiu s 2% HP+ITS byla 

75,93 %.  

Fenotypová analýza hADPSCs1-4 byla provedena ve všech experimentálních médiích. 

hADPSCs1-4 neměly na svém povrchu vyjádřeny znaky HLAII a CD106. Negativní byly také 

na přítomnost znaku CD49d a CD49e, mimo média H, kde byla zjištěna nízká pozitivita. CD31 

byl negativní ve většině médií, mimo médium C a E (nízká pozitivita CD31), K (střední 

pozitivita CD31) a v médiu L, kde byla zjištěna pozitivita CD31 vysoká. CD45 byl negativní 

také ve většině médií, mimo média A, B, D, H (nízká pozitivita pro CD45). CD34 byl negativní 

ve většině médií, mimo médi I a K (nízká pozitivita CD34) a médium L (střední pozitivita 

CD34). CD271 byl ve většině médií negativní, mimo média A, B, H, L (nízká pozitivita 

CD271). Povrchové znaky CD166 a CD29 vykazovaly ve všech buněčných populacích 

vysokou pozitivitu. CD9 byl vysoce pozitivní ve většině médií, mimo médium G (střední 

pozitivita CD9) a médium H (znak CD9 nevyjádřen). CD63 byl vysoce vyjádřen ve většině 

médií, mimo médium H a I (střední pozitivita CD63). HLAI vykazoval vysokou pozitivitu ve 

většině médií, mimo médium G a H (střední pozitivita HLAI). CD13 vykazoval vysokou 

pozitivitu ve většině médií, mimo médium I, J a K (střední pozitivita CD13) a médium L (nízká 

pozitivita CD13). CD44 byl vysoce pozitivní ve většině médií, mimo média E, F a K (nízká 

pozitivita CD44) a L (znak CD44 nepřítomen). CD73 a CD 90 shodně vykazoval ve většině 

médií vysokou pozitivitu, mimo média E a F (střední pozitivita CD73 a CD90), médium K 

(nízká pozitivita CD73 a CD90) a médium L (znak CD73, ani CD90 nevyjádřen). Ostatní 

povrchové znaky nevykazovaly jednoznačný většinový příklon ke stupni vyjádření. CD10 byl 

v médiích A, E, G, I nepřítomen, v médiích B, C, D, H, J, K nízce pozitivní, v médiu L středně 

pozitivní a v médiu F vysoce pozitivní, CD18 byl v médiích H a J nepřítomen, v médiích A, E, 

K, L nízce pozitivní, v médiích G, a I středně pozitivní a v médiích B, D, F vysoce pozitivní. 

CD71 byl nepřítomen v médiu G, H a L, nízce pozitivní v médiích A a J, středně vyjádřen 
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v médiích B, C, D, E, I a vysoce vyjádřen v médiích F, K a L. CD105 byl nepřítomen v médiu 

K a L, nízce pozitivní v médiích D, E, F, G, středně pozitivní v médiu D a E a vysoce pozitivní 

v médiích B, C, H a I. CD117 byl nepřítomen v médiu J, nízce pozitivní v médiích A, B, C a 

G, středně pozitivní pro média D a E a vysoce pozitivní v médiích F, K a L. CD146 nebyl 

vyjádřen v médiích G, J, a I, nízce pozitivní v médiích A a E, středně pozitivní v médiích C, H 

a K a vysoce pozitivní v médiích B, D, F a L. CD184 byl nepřítomen v médiu A, G, H a J, nízce 

pozitivní v médiích B, C, D, E a I, nízce pozitivní v médiích B, C, D, E, a I, středně pozitivní 

v médiu F a vysoce pozitivní v médiích K a L. STRO-1 byl pozitivní u všech buněk 

hADPSCs1-4 nad 5 % (v rozmezí 5,01-28,73 %). 

Fenotypová analýza hDDPSCs byla provedena pouze ve vybraných experimentálních médiích, 

tj. A, B, F, I, K, H (Tab. 44). Zcela negativní byly buněčné populace hDDPSCs1-4 na HLAII, 

CD106, CD18, CD31, CD49d, CD49e, CD133 a CD197. CD 45 nebyl ve většině médií 

vyjádřen, mimo médium B a F (nízká pozitivita CD45). CD34 nebyl ve většině médií vyjádřen, 

mimo médium H (střední pozitivita CD34). Vysokou pozitivitu vykazovaly ve všech médiích 

povrchové znaky CD73 a HLAII. Znaky CD9, CD13, CD44, CD29, CD90, CD166, CD222 a 

CD271 byly ve všech médiích vysoce pozitivní, mimo média H (negativní pro CD9 a CD222; 

nízce pozitivní pro CD271; středně pozitivní pro CD13 a CD166), médium K (středně pozitivní 

pro CD44, CD90 a Střední pozitivitu vykazovaly znaky CD105, CD146 a CD117 ve většině 

médií, mimo médium H (nízce pozitivní pro CD105 a negativní pro CD117), médium K (vysoce 

pozitivní pro CD105, CD146 a CD117), médium I (vysoká pozitivita pro CD105 a CD146), 

médium F (vysoká CD271), médium F (středně pozitivní pro CD44), médium A (středně 

pozitivní pro CD29), médium I (středně pozitivní pro CD271). pozitivita pro CD 117). Převážně 

nízkou pozitivitu mají v námi zkoumaných buněčných populacích hDDPSCs1-4 povrchové 

znaky CD63, CD71, CD184, CD10, mimo médium H (negativní pro CD63, CD184 a CD10, 

vysoce pozitivní pro CD71), médium K (vysoce pozitivní pro CD71 a CD184), médium F 

(středně pozitivní pro CD10 a CD184). STRO-1 byl u všech hDDPSCs1-4 nad 9 % (9,06 – 

11,02 %). Fenotypová analýza hNDPSCs byla provedena pouze ve vybraných 

experimentálních médiích, tj. B a F. Zcela negativní byly buněčné populace hDDPSCs1-4 pro 

HLAII. Povrchové znaky CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD49e, CD71, CD73, CD90, 

CD166, CD222, INF beta, OCT3/4, HLAI byly v obou médiích vysoce pozitivní. CD 18 byl 

vysoce pozitivní v médiu F a nepřítomen v médiu B. Znaky CD31, CD34, CD117, CD133, 

CD146, CD197 byly v médiu F vysoce pozitivní, v médiu B nízce pozitivní. Povrchové znaky 

CD49d, CD105, CD106, CD184 a CD271 byly v médiu F vysoce pozitivní, v médiu B středně 

pozitivní. STRO-1 byl u všech hNDPSCs1-4 vysoce pozitivní, nad 90 % (90,95-99,99 %).   
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5. Diskuse 

Ve výzkumu se od roku 2005 zaměřujeme na snížení obsahu FCS jako xenogenní komponenty 

v kultivačním médiu pro hDPSCs43. V předchozích studiích se jeho množství podařilo snížit na 

2% koncentraci, ale ne zcela vyloučit23. V této práci jsme prokázali, že lze nahradit FCS 

deriváty lidské krve v kultivačních médiích, aniž by došlo ke snížení proliferační aktivity. 

Abychom získali data, která bude možno porovnat, testovali jsem 12 různých médií na 12 

buněčných liniích hDPSCs. Jsme si plně vědomi, že mohla mít kultivace během prvních třech 

pasáží v médiu s 2 % FCS+ITS vliv na pozorované vlastnosti, na druhou stranu provedené 

analýzy jasně potvrdily rozdíly ve fenotypu, morfologii i proliferační aktivitě. Přestože již byly 

provedeny studie porovnávající vliv médií obohacených o FCS nebo krevní deriváty na buněčné 

vlastnosti86, jak poukázala prostřednictvím metaanalýzy dat získaných z publikovaných studií 

Palombella a kol.87, není možné tato data statisticky zhodnotit. Stejně jako většina výzkumných 

skupin jsme u všech linií před započetím experimentu prokázali kmenovost dlouhodobou 

kultivací, přítomností telomerázy, STRO-1 a trojlineární diferenciací88,89.  

Nejvyšší proliferační aktivitu vykazovaly buněčné linie hADPSCs kultivované v médiu s 10 % 

PRP v souladu se studií90. Dle růstových křivek se nejúspěšnější kultivační média obohacená o 

krevní suplementy pro kultivaci hADPSCs řadí sestupně takto – 10 % PRP (1.), 2 % HP+ITS 

(2.), 2 % PRP+ITS (3.), 2% FCS+ITS (4.) a 10% HP (5.). Je pozoruhodné, že pozitivita 

základních povrchových znaků hMSCs u hDPSCs kultivovaných v jednotlivých médiích velmi 

kolísá (CD73, CD90, CE102, CD34, CD45 a HLA I-); a to narozdíl od málo úspěšných 

růstových médií, kde dosahuje vysoké shody (2 % HP, 20 % HP, 10 % FCS). Ani recentní 

literatura se zcela neshoduje na panelu pro hDPSCs9. V médiích s vysokou proliferační 

aktivitou se vyskytují povrchové znaky základního panelu pro hMSCs v těchto hodnotách: 10 

% PRP (CD7+, CD90+, CD105-, CD34+, CD45-, HLAII-), 2 % HP+ITS (CD73+++, 

CD90++++, CD105+++, CD34-, CD45+, HLA II-), v médiu s 2 % PRP+ITS (CD73++, 

CD90++, CD105+, CD34-, CD45-, HLAII-), 2 % FCS+ITS (CD73+++, CD90+++, 

CD105+++, CD34-, CD45+) a médiu obohacené o 10 % HP (CD73++++, CD90+++, 

CD105+++, CD34+, CD45+, HLA II-). V preferovaném kultivační médium, které umožnilo 

hADPSCs nejrychlejší proliferační aktivitu, tedy médium s 10% PRP, byly buňky pozitivní na 

zcela jiné znaky kmenových buněk, a to CD9+++, CD29+++, CD63+++, CD166+++, 

CD71+++, CD117+++, CD184+++ a postrádaly znaky CD45, CD49, CD105, CD106 a CD271. 

Obecně pro buňky kultivované v prvních pěti médiích s vysokou aktivitou růstu (viz. výše) platí 

tento panel znaků kmenových buněk: CD9+++, CD29+++, CD63+++, HLA I+++, CD166+, 
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CD45-, CD49-, CD106-, CD271-, HLAII). Receptor pro Stem Cell Factor, cytokinový receptor 

pro kmenové buňky a zároveň glykoprotein, který reguluje jejich diferenciaci, CD117 a 

receptor CD71 nezbytný pro erytropoézu a neurologický vývoj nesly hADPSCs kultivované 

nejen v médiu s 10 % PRP, ale také s 2 % PRP+ITS. Buňky kultivované v médiu s 2 % HP+ITS 

a 2 % FCS+ITS vykazovaly stejný profil povrchových znaků jako mezenchymální kmenové 

buňky pupečníku a amnia (CD13+, CD29+, CD 44+, CD73+, CD90+, CD105+), pouze pro 

buňky amnia je profil rozšířen o CD166+ a CD34-, CD49-91 s tím rozdílem, že byly nízce 

pozitivní pro CD45, kdy u výše zmíněných buněk tento znak absentuje. Celému profilu pak 

odpovídaly hADPSCs kultivované v médiu s 2 % PRP+ITS a v médiu s 10 % HP. Není bez 

zajímavosti, že hADPSCs kultivované v médiích s vysokou podporou růstu (viz. výše) 

exprimují na svém povrchu znak embryonálních kmenových buněk CD992 a jsou pro něj 

dokonce vysoce pozitivní. Tyto buňky svým fenotypovým profilem odpovídají spíše ranějším 

buněčným typům, než obecně nesou kmenové buňky zubní dřeně stálých zubů, a to především 

buňkám dentálního folikulu93. Podobně vysokou expresí povrchového znaku CD63 odpovídají 

fenotypu postulovanému pro kmenové buňky zubní pulpy dočasných zubů11. Ideálně panel 

postulovaný pro hMSCs94 splňují hADPSCs kultivované v médiu s 2% HP (8. médium 

v podpoře růstu ze 12) (CD73+++, CD90+++, CD105+++, CD34-, CD45-, HLA II). 

Následované buňkami v růstovém médiu s 20% HP (12. médiu, tedy nejhorší) (CD73+++, 

CD90+++, CD105++, CD34-, CD45-, HLAII-). Dále s klesající pozitivitou znaků v médiu 

s 10% FCS (7. médium) (CD73+++, CD90+++, CD105+, CD34-, CD45-, HLA II-). A nakonec 

v médiích s 2% PRP (10. médium) a 2% PRP+ITS (3. médium), kde znaky dosahovaly shodné 

pozitivity/negativity (CD73++, CD90++, CD102+, CD34-, CD45-, HLA II-). Obecně 

uznávaný profil hADPSCs je CD29+, CD44+, CD73+, CD90+, CD105+, CD117+, CD146+, 

CD271+, CD166+ a STRO-1+, CD34-, CD45-, CD106-, HLAI I-)19,95-98. Tomuto profilu 

odpovídají hADPSCs kultivované v médiu s 2 % FCS a 2 % FCS+ITS. Přestože nejlepších 

růstových hodnot dosahovaly hADPSCs v médiu s 10 % PRP, jejich fenotypový profil se 

výrazně lišil od postulovaného základního panelu povrchových znaků pro hMSCs94. 

Minimálním kritériím pro hMSCs (CD73+, CD90+, CD105+ a CD34-, CD45 – a HLA II-)94 

odpovídají hADPSCs kultivované v médiích s 2 % HP, 10 % HP, 20 % HP a hraničně s 10 % 

HP, 2 % HP+ITS a 20 % FCS. Média s obsahem PRP vykazují zajímavou tendenci ke snižování 

pozitivity CD73, CD90, CD105 (nízká pozitivita) a zároveň naprosto postrádají CD34 a CD45. 

Se zvyšujícím se procentuálním zastoupením PRP (10 %, 20 %) nejprve ztrácí CD105, u 20 % 

PRP jsou pak CD73, CD90 také negativní, naopak opačný trend má CD34, které je v 10 % PRP 

nízce pozitivní, ve 20 % PRP již středně pozitivní. Negativní pro znak HLA II jsou hADPSCs 
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ve všech médiích. Všechny buněčné populace hADPSCs byly pozitivní na STRO-1, povrchový 

znak stromálních prekurzorových buněk, dále na CD166, CD63, HLA I, CD9, CD29 a zároveň 

negativní pro CD106. Nízkou pozitivitu pro nervový růstový receptor CD271 vykazovaly 

buňky hADPSCs kultivované v médiu s 2 % FCS, 2 % FCS+ITS, 20 % FCS a 20 % PRP. Znak 

perivaskulárních buněk CD146 nesly všechny buňky, mimo buněk kultivovaných v 10 % FCS, 

10 % HP a 20 % HP, nízce pozitivní pro tento znak byly buňky v růstových médiích 2 % FCS 

a 2 % PRP. Ueda a kol.99 připomíná, že CD146 negativní buňky jsou považovány za buňky, 

které jsou v případě potřeby schopné migrovat do poškozené tkáně a diferencovat v 

odontoblasty a které mají mnoho shodných vlastností s hMSCs, díky nimž jsou schopné 

regenerovat zubní dřeň in vivo. Absence CD34, jakožto znaku hematopoetických buněk nebo 

buněk endotelia, a znaku CD 45, běžného leukocytárního antigenu, byla u námi kultivovaných 

buněk hADPSCs téměř absolutní, mimo buňky z 20% FCS, u nichž ve shodně se studií Laino 

a kol.100. Buňky hADPSCs kultivované bez PRP vykazovaly také obdobný fenotypový profil 

jako mezenchymální buňky získané z pupečníku (CD13+, CD29+, CD44+, CD105+, CD166+, 

HLA I+, CD45-, CD34-)101. Receptor růstového faktoru kmenových buněk CD117 je 

exprimován na povrchu většiny hADPSCs79. Tento závěr potvrdila také naše studie s výjimkou 

buněk v médiu s 20 % HP. Zajímavé je, že čím vyšší podíl PRP byl v médiu obsažen, tím více 

rostla pozitivita tohoto znaku. Zároveň se na profilu hADPSCs (CD29+, CD44+, CD73+, 

CD90+, CD105+, CD166+, HLAII-) shoduje většina autorů102,103. S absencí znaku CD44 a 

CD105 se setkáváme u vysoce koncentrovaných médií s obsahem PRP (10 % a 20 %). Buněčné 

adhezivní molekuly CD44, CD146 a CD166 jsou neseny na povrchu naprosté většiny námi 

analyzovaných buněčných populací, stejně jako popisuje Rojewski a kol.104. Ovšem narozdíl 

od tohoto autora jsou buňky námi kultivované zcela negativní na přítomnost adhezivní 

molekuly CD106, na tzv. VCAM-1. Buněčnými integriny, hlavními mediátory adheze mezi 

buňkami a extracelulární matrix, jejichž přítomnost jsme zjišťovali, byly CD18, CD29 a 

CD49e, CD49d a CD13, jeden ze znaků nesený prekurzory kmenových buněk. Tyto znaky byly 

ve všech námi pozorovaných buněčných populací pozitivní. CD18, integrinů beta-2, byl 

pozitivní u buněk rostoucích ve většině médií, mimo dvou médií s vysokým obsahem krevního 

derivátu, tj. 20 % FCS a 20 % HP. Na členy rodiny Integrinů alfa byly všechny buňky negativní. 

I v literatuře hodnoty těchto molekul u hMSCs a i jiných progenitorových buněk, např. 

hematopoetické řady, výrazně variují105. Nejvíce se profilu prekurzorů kmenových buněk 

svými povrchovými znaky blíží hADPSCs kultivované ve 2 % PRP+ITS (CD10+, CD13+, 

CD71+, CD90+, CD105+, CD117+)104. Dle studie Halfona a kol.106 by mohla nízká exprese 
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CD106, kterou jsme pozorovali v 9. pasáži hADPSCs v naší práci, znamenat již přechod od 

hMSCs k diferencovanějším buněčným populacím, např. osteogenním fibroblastům.  

Námi kultivované buňky dočasných zubů ve všech médiích postrádaly povrchové znaky CD18 

(receptor komplementu), CD31(adhezivní molekula krevních destiček pro buňky endotelu), 

CD34 (adhezivní molekula pro hematopoetické buňky), CD45 (recognize leukocyte common 

antigen) receptor typu C proteinové tyrosin fosfatázy vyskytující se v různých izoformách na 

všech hematopoetických buňkách kromě červených krvinek a plazmatických buněk, rodinu 

integrinů CD49, CD106 (adhezivní molekula, endoteliální ligand pro integrin alfa4beta1), 

CD133 (marker klidových kmenových buněk), CD197 (chemokinový receptor na lymfatických 

tkáních aktivovaných B a T lymfocyty) a HLA II. Ve shodě s hADPSCs byly pozitivní pro 

znaky CD9, CD44, CD73, CD90, CD105 a CD166 (obecné znaky hMSCs), CD13, CD29, 

CD146, CD222, CD271. Pouze buňky kultivované v 20 % PRP se liší a zachovávají si 

pozitivitu jen některých uvedených znaků, tj. CD29, CD44, CD71, CD73, CD90, CD271 a HLA 

I. Střední až vysoká exprese CD146 je považována za základní CD znak hDDPSCs19. Stejně 

tak dříve zmíněná studie Huanga a kol.19 uvádí CD13+, CD29+, CD44+, CD29+, CD73+, 

CD90+, CD105+, CD146+, CD34- a CD45- jako typický profil hDDPSCs. Vysoká povrchová 

exprese CD44, CD105 a negativita znaku CD34 odpovídající recentní literatuře107. Dle Leie a 

kol.11 charakterizuje hDDPSCs tento panel fenotypových znaků: CD13+, CD29+, CD31+, 

CD44+, CD45+, CD63+, CD71+, CD90+, CD105+, CD117+, CD146+, CD166+, STRO-1+. 

Oproti tomuto panelu se naše zjištění liší v následujících pozorováních – žádná z linií hDDPSCs 

nenesla znak CD31, ale všechny byly pozitivní na znak CD271, který reguluje růst neuronů, 

migraci, diferenciaci a buněčnou smrt během života kmenových buněk, a CD222, který je 

považován za hlavní růstový faktor v těle plodu během těhotenství a je vysoce exprimován 

v centrálním nervovém systému108. Pouze u buněk kultivovaných v 20 % PRP byl povrchový 

znak CD222 nízce pozitivní. Analýza povrchových znaků ukázala pozitivitu CD45 u hDDPSCs 

kultivovaných v médiu s 2 % FCS a 2 % FCS+ITS, a naopak absenci znaků CD105, CD117 a 

CD63 kultivovaných v růstovém médiu obohaceném o 20 % PRP.  

hDDPSCs nejlépe rostly v kultivačním médiu s 10 % HP, toto médium v podpoře proliferace 

bylo následované médii v tomto pořadí 10 % PRP, 2 % PRP+ITS a 2 % FCS+ITS. Společný 

panel povrchových znaků hDDPSCs kultivovaných v těchto médiích vypadal takto: CD9+++, 

CD13+++, CD29+++, CD44, CD73+++, CD90+++, CD105+++, CD117+++, CD146+++, 

CD166+++, CD222+++, CD271+++, HLAI+++, CD63+, CD18-, CD31-, CD34-, CD45-, 

CD49d-, CD49e-, CD106-, CD133-, CD197-, HLA II-. Tato exprese povrchových znaků se 

velmi podobá povrchovým znakům hMSCs v pupenech končetin při jejich vývoji109,110. 
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Shrneme-li vyjádření povrchových znaků hDDPSCs ukazuje se, že se jednalo o velmi 

homogenní populaci s vyrovnaným chováním a vysokou expresí znaků raných 

mezenchymálních kmenových buněk. Nepotvrdili jsme sdělení jiných výzkumných skupin, že 

se hDDPSCs budou během kultivace v různých růstových médiích chovat podobně jako 

hADPSCs11,12,47. Buněčný růst nejvíce podporovalo médium obsahující 10 % HP. Jednalo se o 

mnohem homogennější populaci s vyjádřenějšími neurálními znaky. 

hNDPSCs zdaleka nejlépe proliferovaly v médiu s 10 % PRP.  Ke srovnání fenotypu jsme 

zvolili buňky ze dvou médií se suplementem lidské krve a fetální telecí krve, kde byl buněčný 

růst nejvyrovnanější během dlouhodobé kultivace, tj. hNDPSCs kultivované v médiu s 2 % 

FCS+ITS a 2 % PRP+ITS. Fenotyp těchto dvou buněčných populací se zásadně lišil. Buňky 

kultivované v médiu s 2 % PRP+ITS toto médium udrželo v nediferencovaném stavu, nebo 

stavu velmi rané diferenciační fáze, ve které by se pravděpodobně nacházely v makroorganismu 

při jeho vzniku. Usuzujeme tak na základě kombinace s vysokou pozitivitou znaků 

pluripotence, stejně jako například Malek a Besinger111 u mezenchymálních kmenových buněk 

placenty.  Tyto buňky vykazují vysokou pozitivitu STRO-1, INF beta a OCT ¾, tj. znaků 

pluripotence112,113. Stejně jako embryonální kmenové buňky exprimují na svém povrchu CD9, 

CD90, CD117, které značí nediferencovaný stav. Pozitivita znaku CD184 se dá vysvětlit 

přítomností progenitorů v buněčné populaci hESCs114-116. Znaky CD106, CD271, které kromě 

endoteliálních progenitorových buněk exprimují také dendritické buňky, které navíc produkují 

INF beta, na který byly buňky hNDPSCs také pozitivní. Což by potvrzovalo jejich neurogenní 

potenciál117,118. hNDPSCs vykazují vysokou pozitivitu všech povrchových znaků, na které byly 

testovány, ve shodě s jinými studiemi22,24. A to nejen typických pro hMSCs, ale také 

hematopoetické markery, markery embryonálních buněk. hNDPSCs vykazují naprosto unikátní 

kombinaci vysoké exprese HLA I, HLA II a hMSCs znaků. Toto naše zjištění je v rozporu 

s popisem exprese povrchových znaků hNDPSCs18.  

hMSCs kultivovaná v médiích různého složení vykazovala shodné změny morfologie se 

změnami již dříve popsanými119,120. Zajímavé bylo pozorování, že proliferační aktivitu 

podporuje více 10 % PRP než 2 % PRP+ITS, ač u FCS je tento jev obrácený. Toto zpomalení 

růstu koreluje i s buněčnou morfologií rozložitých buněk silně lnoucích k povrchu kultivační 

nádoby. Podobná pozorování provedl Suchánek a kol. (2009). Nejrychlejší tvorbu buněčných 

kolonií a proliferaci jsme pozorovali v médiu s 10 % PRP (10% HP u hDDPSCs), což 

koresponduje s teorií, že PRP zlepšuje proliferaci hMSCs121,122. Média s 2 % FCS a 2 % HP 

obohacená o ITS, EGF a PDGF vykazovala shodnou proliferační aktivitu, ovšem nižší než 10 

% PRP (10 % HP u hNDPSCs). Proto usuzujeme, že tyto tři doplňky sice podporují hDPSCs 
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natolik, aby rostly, přesto však předpokládáme, že v lidské krvi existují ještě mnohem silnější 

růstové a stimulační faktory. Otázkou zůstává, které povrchové znaky jsou skutečně 

charakteristické pro hDPSCs a které jsou dány suplementy růstových médií.   
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6. Závěr 

Přes veškerý pokrok ve výzkumu kmenových buněk není zatím možné uznat buněčnou terapii 

jako léčebný postup v humánní medicíně123-125. Jedním z hlavních důvodů je používání doplňků 

kultivačních médií pocházejících z jiného živočišného druhu během expanze lidských 

kmenových buněk126-128. Fetální telecí sérum je nejužívanějším xenogenním krevním derivátem 

doplňujícím kultivační média o velké množství růstových faktorů, které se dosud nepodařilo 

uspokojivě chemicky definovat a nahradit. Nevýhodou užívání FCS je jeho schopnost zásadně 

ovlivňovat vlastnosti kultivovaných buněk, tím silněji, čím déle trvá jejich kultivace. FCS je 

zároveň velice účinný a levný zdroj růstových a stimulačních faktorů87. Jelikož se nejedná o 

uměle vyráběnou komponentu, nýbrž o přírodní produkt získávaný z těl telecích plodů 

exsangvinací, nelze FCS šarže unifikovat129. Tato skutečnost je problematická stran metodiky 

experimentů a přijetí získaných výsledků56,130. Avšak tento problém sdílejí všechny deriváty 

krve jak lidské, tak zvířecí131,132. Kultivační médium obsahující 10 % PRP (10 % HP u 

hDDPSCs) je dle našich zjištění ideální alogenní náhradou FCS. Zvyšuje proliferační aktivitu, 

potlačuje většinu povrchových markerů spojovaných s nádorovými kmenovými buňkami a 

zásadně neovlivňuje markery pluripotence, pokud jsou u buněčné linie přítomny133,134. Dle 

recentní literatury udržuje PRP hDPSCs schopné diferencovat v buňky endotelu a 

perivaskulárního niché, ale především v neurální buněčné linie135-138. Díky těmto poznatkům 

nastává čas na otázku, zdali není třeba přehodnotit parametry, především pozitivitu 

povrchových znaků, kterými posuzujeme příslušnost adultních kmenových buněk 

k zárodečnému listu. K posunu od preklinického výzkumu k běžné klinické praxi zbývá urazit 

ještě velký kus cesty. Největším problémem zůstávají nedostatečná kritéria, podle kterých 

kmenové buňky zařazujeme, dále též ovlivnění buněk kultivačními podmínkami a délkou 

kultivace in vitro, obtížně při kultivaci monoklonálních buněčných linií, a nakonec i dostatečně 

kritický přístup ke klinickým studiím a jejich cílům.  
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